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RESUMO

O exercicio de natacao tem sido utilizado para favorecer a recuperacao funcional
apos lesdo nervosa periférica. Portanto, este estudo avaliou as caracteristicas
morfoldgicas e funcionais do nervo e das jun¢ges neuromusculares apds aplicacdo de um
protocolo de natacdo em ratos submetidos a neurotmese. Cinquenta ratos Wistar
(198+12g), foram divididos nos grupos: Controle(C), Lesédo(L), Enxerto(E) e Natac&do(N),
com sobrevida de 4, 8 e 12 semanas. Os animais do grupo N foram adaptados a natacéo
antes da intervencao. Nos grupos L, E e N, um fragmento de 8mm do nervo isquiatico
esquerdo foi seccionado e retirado, sendo que nos grupos E e N o mesmo foi invertido e
reconectado por 2 pontos de sutura epineural em cada extremidade. Vinte e quatro horas
apos a lesdo os animais do grupo N foram submetidos a natacédo (30min/dia, durante 4, 8
e 12 semanas). Aplicou-se o indice Funcional do Citico (IFC), registrando semanalmente
as impressdes das patas dos animais no periodo pré-operatério e a partir do 7° dia poés-
operatorio (PO). Para obtencdo do nimero de axobnios, diametro do axénio e da fibra
nervosa, espessura da bainha de mielina e razdo G, o nervo foi processado, seccionado
transversalmente e analisado em sistema de andlise de imagens. Os receptores de
acetilcolina (RACh) e as juncdes neuromusculares (JNM) do musculo soleo foram
qguantificados a partir da técnica imunohistoquimica. Aplicaram-se os testes Anova-F
seguido de Tamhane para andlise das jun¢Bes neuromusculares, morfologia axonal e
namero de axoénios; Anova-F medidas repetidas, seguido de Bonferroni para IFC
intragrupos; Anova-F seguido de Tamhane para IFC intergrupos, considerando p<0,05.
Observou-se aceleracdo no processo de brotamento e maturacdo axonal nos grupos
submetidos a 4 semanas de natacdo. No grupo Natagdo 12 semanas os dados
morfométricos atingiram valores de normalidade. Depois de 8 semanas o processo de
eliminacdo sinaptica foi iniciado no grupo Natacdo. N&do foi observada recuperacéo
funcional ap6s 4 e 8 semanas em todos os grupos, porém no grupo N12 foi
significativamente melhor que no E12, a partir da 102 semana. Conclui-se que a natacao
acelerou o brotamento e a maturacao das fibras regeneradas, a eliminagédo sinaptica e a

recuperacao funcional apés autoenxerto de nervo.

Palavras chave: Plasticidade neuronal; Regeneracdo nervosa; Natacdo; Juncéo

Neuromuscular; Fisioterapia.



ABSTRACT

The swimming exercise has been used to promote functional recovery after
peripheral nerve injury. Therefore, this study evaluated the morphological and functional
nerve and neuromuscular junctions after application of a protocol of swimming in rats
submitted to neurotmesis. Fifty Wistar rats (198+12¢g) were divided into groups: control
(C), lesion (L), graft (E) and swimming (N), with survival rates of 4, 8 and 12 weeks. The
animals in group N were adapted to swimming before the intervention. In groups L, E and
N, a fragment of 8mm of the left sciatic nerve was sectioned and removed, while in groups
E and N it was reversed and reconnected by 2 points to graft suture at each end. Twenty-
four hours after injury the animals in group N were submitted to swimming (30min/day for
4, 8 and 12 weeks). We used the Sciatic Functional Index (SFI), recording weekly paw
prints of animals in the preoperative period and from the 7th postoperative day (PO). To
obtain the axons number, diameter of the axons and the nervous fibers, myelin thickness
and G-ratio, the nerve was processed, cross-sectioned and analyzed from an image
analysis. Acetylcholine receptors (AChR), and neuromuscular junctions (NMJ) of the
soleus muscle were measured from the immunohistochemistry technique. The F-Anova
followed by Tamhane test were applied for analysis of neuromuscular junctions, axonal
morphology and number of axons; ANOVA-F repeated measures followed by Bonferroni
test for IFC intragroup, ANOVA-F followed by Tamhane test for SFl-intergroup,
considering p<0.05. There was acceleration in the process of axonal sprouting and
maturation in the groups submitted to 4 weeks of swimming. In the N group, after 12
weeks of swimming, the morphometric data reached normal values. After 8 weeks the
process of synaptic elimination in the N group started. There was no functional recovery
after 4 and 8 weeks in all groups, but the N12 group was significantly better than the E12,
from the 10th week. It is concluded that swimming accelerated the sprouting and
maturation of the regenerated nerve fiber, synaptic elimination and functional recovery

after nerve autogratft.

Keywords: Neuronal plasticity; Nerve regeneration; Swimming; Neuromuscular Junction;

Physiotherapy.
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1. INTRODUCAO

z

A neurotmese é um tipo de lesdo nervosa, em que ocorre a total
desconexdo entre o sistema nervoso central e o periférico. Os envoltérios
conjuntivos séo rompidos e a funcdo é completamente perdida, sendo necesséria
intervencdo cirdrgica. Nesse tipo de lesdo, ndo é possivel esperar uma
recuperacao espontanea significativa (Seddon, 1943; Welch, 1996; Lee, Scott e

Wolfe, 2000; Burnett e Zager, 2004).

Avangos recentes nas técnicas e instrumental cirdrgico permitiram
progressos que favoreceram consideravelmente o progndstico das lesbes
nervosas periféricas nas Ultimas décadas. Porém, a restauragdo completa da
morfologia e fungdo de um nervo lesado ainda nédo foram alcangadas (Gama,
2000; Verdu et al., 2000; Yavuzer at al., 2002; Tetik et al., 2002; Sunderland et al.,

2004).

Em decorréncia desse tipo de leséo, as atividades de vida diaria e laborais
do individuo se tornam limitadas, o que pode levar & aposentadoria precoce

devido & incapacidade funcional (Sunderland, 1990).

Experimentalmente, muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de
conhecer mais detalhadamente os processos que envolvem a regeneragao e a
degeneragcdo de nervos, bem como o0s métodos eletrofisiologicos,
histomorfométricos e funcionais que permitem avaliar sua recuperacéao (Varejao et

al., 2001).
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A grande maioria dos estudos disponiveis avalia os efeitos de diferentes
técnicas de reparo nervoso, como autoenxerto de nervo (Mackinonn, Dellon e
O’Brien, 1991; Santo Neto et al., 1998; You, So e Yip, 2000; Santo Neto et al.,
2004), autoenxerto de musculo (Keynes, Hopkins e Huang, 1984; Glasby, 1990;
Santo Neto et al., 1998; Santo Neto et al., 2004) e tubulizagdo (Suematsu, 1989;
Heijke, Klopper e Dutrieux, 1993; Danielsen, 1996; Lenihan et al., 1998; Battiston
et al, 2000), porém poucos investigaram a influéncia de recursos fisioterapéuticos
relacionados a facilitacdo do reparo nervoso, da reinervagdo muscular e da

recuperacao funcional apds secg¢éo e reparo cirirgico de nervos.

A Fisioterapia dispde de diversos recursos que contribuem para a
manutencgdo do trofismo e diminuicdo da fraqueza muscular ap6s desnervacao,
favorecendo a recuperagéo funcional (Fernandes et al., 2005). Dentre os recursos
mais utilizados est@o a eletroestimulagéo fasica de baixa frequéncia (Fernandes
et al., 2005; Oliveira et al., 2008), a eletroestimulacao crénica de baixa frequéncia
(Dow et al., 2004), o laser (Endo, 2002), o ulta-som (Monte-Raso et al., 2006), a
estimulacdo elétrica de alta voltagem (Silva, 2009), o exercicio em esteira (Van
Meeteren et al., 1997; Marqueste et al., 2004; Byun et al., 2005; Seo et al., 2006;
Sobral et al., 2008; llha et al., 2008) e na agua (Herbison, Jaweed e Ditunno,

1974; Sarickcioglu e Oguz, 2001; Oliveira et al., 2008).

Diversas modalidades de exercicio tém sido estudadas em ratos, porém,
poucos autores citam o impacto da atividade fisica na fase de desnervacéo (Van

Meeteren et al.,1997).

As consequéncias da utilizagdo de exercicios fisicos em musculos

desnervados é um aspecto ainda muito discutido, especialmente em relacdo a
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sua intensidade (Deschenes, Tenny e Kraimer, 1997; Sakakima et al., 2004) e ao

melhor periodo para ser iniciado (Byun et al., 2005; Seo et al., 2006).

Estudos mais recentes apontam que o exercicio fisico favorece o
restabelecimento das propriedades contrateis e metabdlicas do musculo apos
desnervacdo (Marqueste et al., 2004; Tanaka, Tsubaki, Tachino, 2005), auxilia na
remocgdo da mielina degenerada e, posteriormente, em sua sintese (Sarikcioglu e
Oguz, 2001), aumentando o didmetro axonal (Oliveira et al., 2008) e o numero de
brotos axonais (Seo et al., 2006), o que promove a regeneragdo de nervos

lesados e a recuperagéo da funcéo (Byun et al., 2005; Seo et al., 2006).

Considerando a escassez de estudos relacionados a investigacédo do efeito
de diferentes recursos fisioterapéuticos sobre a regeneracdo nervosa e
recuperacao funcional apds seccdo de nervos, este estudo apresenta os efeitos
de um protocolo de exercicio de natacdo sobre a regeneracao axonal, reinervacao
muscular e recuperagao funcional, contribuindo para a discusséao sobre formas de

intervencéo fisioterapéutica aplicadas nesse tipo de leséo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O NERVO ESPINHAL

Os nervos fazem parte do sistema nervoso periférico (SNP), independente
de ter origem espinhal ou cranial, é composto de fibras nervosas, camadas de
tecido conjuntivo fibroso e vasos sanguineos. As fibras nervosas incluem axénios
dos neurbnios motores somaticos, fibras aferentes somaticas dos musculos, pele
e articulacdes, além de fibras do sistema neurovegetativo. Desta forma, um nervo
contém tanto fibras nervosas mielinicas como amielinicas (Thomas, Landon e

King, 1997; Waldram, 2003; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

Os axbnios das fibras mielinicas sdo cobertos pela bainha de mielina
formada por muitas camadas compactas da membrana plasmatica das células de
Schwann, interrompidas somente em regides entre uma célula de Schwann e
outra, formando os nodos de Ranvier. A fungcdo normal dessas fibras depende da
integridade da bainha de mielina, a qual isola e protege o ax6nio, além de
aumentar a velocidade de condugdo dos impulsos nervosos. As fibras motoras
sométicas e proprioceptivas sdo as mielinicas de maior didmetro, enquanto que
as sensoriais que mediam os impulsos sensitivos sdo as de menor diametro

(Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

As fibras amielinicas sdo envolvidas pelas células de Schwann, porém sem
formar a mielina. Estas pequenas fibras estdo dispersas entre as fibras mielinicas

e incluem as fibras do SNV e sensoriais que mediam a dor e a temperatura. A
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proporgdo de fibras amielinicas para mielinicas em um tronco nervoso periférico
varia com a fungéo do nervo, mas na maioria destes, aproximadamente 75% das

fibras sdo mielinicas (Waldram, 2003; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

As fibras nervosas que constituem 0s nervos sdo envoltas por sucessivas
camadas de tecido conjuntivo com a fung&o de protegé-las e sustenta-las. Fibras
individuais sdo rodeadas por fibras colagenas tipo lll, capilares e fibrdcitos,
constituindo o endoneuro. Este prove suporte para as fibras e as guia durante o
processo de regeneracdo, além de nutri-las (Lundborg, 1987; Lee, Scott e Wolfe,

2000).

Os fasciculos séo formados por grupos de fibras nervosas e envoltos por
uma forte bainha de tecido conjuntivo fiboroso com grande quantidade de fibras
colagenas tipo | e Il e fibras elasticas, constituindo a camada média chamada de
perineuro (Lee, Scott e Wolfe, 2000). Esta bainha prove uma grande forca
mecanica, e ainda funciona como uma barreira de difusdo perivascular. O
perineuro isola quimicamente os feixes de fibras, preservando um ambiente fluido
no interior dos fasciculos, muito similar a protecéo exercida pela barreira hemato-
encefalica no SNC. O perineuro atua como uma barreira para macromoléculas,
podendo proteger as fibras nervosas de varias substancias danosas, como certas
toxinas, antigenos e virus (Welch, 1996; Lundy-Ekman, 2004). Feixes de
fasciculos sdo ainda rodeados por uma camada de tecido conjuntivo mais

externa, chamada de epineuro.

O epineuro caracteriza-se por ser um pouco mais frouxo do que o
perineuro. Esta camada atua como um amortecedor durante os movimentos do

nervo, protegendo os fasciculos de traumas externos, além de manter o
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suplemento de oxigénio através dos vasos epineurais. Além disso, a forca de
tensdo e a elasticidade dos nervos residem predominantemente no tecido
conjuntivo do epineuro. Sua quantidade varia entre os nervos e em diferentes
locais ao longo do mesmo nervo, dependendo das forgcas de atrito que agem
sobre estas regides (Lundborg, 1987; Lee, Scott e Wolfe, 2000; Robinson e

Snyder-Mackler, 2001).

O suprimento vascular do nervo é bem desenvolvido, pois 0s vasos sdo
dispostos nas véarias camadas que compdem a bainha conjuntiva e unidos por
numerosas anastomoses, regulando o fluxo sanguineo local. Sendo assim,
formam uma reserva vascular mesmo quando o nervo sofre graves lesdes

(Pachioni et al., 2006).

Desta forma, a integridade das estruturas que compdem um nervo é
essencial, pois sdo responsaveis por sua manutencdo e preservacdo, além de
participarem do processo de degeneracdo e regeneragdo nervosa (Burnett e

Zager, 2004).

2.2. LESAO NERVOSA PERIFERICA

Os nervos sao, na maioria das vezes, lesados em decorréncia de acidentes
automobilisticos, industriais, esportivos, fraturas, traumas penetrantes, tracéo
excessiva ao nascimento (Welch, 1996; Robinson e Lawrence, 2000; Daneyemez,

Solmaz e lzci, 2005) e transecg¢des tumorais (Spector, Boss e Strecker, 1993).
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Estes eventos podem causar compressédo, estiramento, avulsdo, secgao
parcial ou total (Sunderland, 1990) do tecido nervoso, ja que em alguns pontos
sua localizacdo anatébmica € superficial (Machado, 2000), levando a perda das
funcbes motoras, sensitivas e autondmicas no territério envolvido (Welch, 1996;
Eberstein e Eberstein, 1996; Mendonca, Barbieri e Mazzer, 2003; Monte-Raso et

al., 20086).

Cerca de 5% de todas as lesbes traumaticas nas extremidades dos
membros que ocorrem durante a pratica esportiva e apds acidentes
automobilisticos sdo acompanhadas por danos em algum nervo (ljkema-Paassen
et al., 2004). Noble et al. (1998) relatam que 2,8% dos pacientes necessitam de
intervenc&o cirdrgica para reparo do tecido nervoso. Outra estimativa aponta que
entre 14 e 18% das lesdes nas extremidades estdo acompanhadas de lesdes

vasculares e nervosas (Waldram, 2003).

A maior incidéncia de lesdo ocorre nos nervos mediano (32,3%), ulnar
(24,1%), radial (12,1%), isquiatico (10,7%) e fibular comum (7,7%), porém
raramente no nervo tibial e femoral (Daneyemez, Solmaz e Izci, 2005). Entretanto,
0S mais susceptiveis sdo o radial no membro superior e o isquiatico no membro

inferior (Robinson e Lawrence, 2000).

De acordo com os diferentes comprometimentos estruturais e funcionais

das lesdes nervosas, seus diferentes tipos foram classificados.

Seddon (1943) classificou as lesGes nervosas periféricas em neuropraxia,
axoniotmese e neurotmese, usando como critério o grau de comprometimento

estrutural e o progndstico de recuperagao.
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Na neuropraxia, ocorre o bloqueio transitério da condugdo nervosa, com
leve acometimento local da bainha de mielina, com preservagdo do ax6nio e da
arquitetura do nervo, secundéria & compressdo. Porém, a recuperacdo se déa

espontaneamente em poucos dias (Seddon, 1943; Welch, 1996; Lee, Scott e

Wolfe, 2000; Burnett e Zager, 2004).

Y

A axoniotmese leva a degeneragcdo Walleriana distal, perda da
continuidade axonal com preservacdo das células de Schwann e do endoneuro.
H& bom prognéstico, pois a estrutura conjuntiva permanece integra e auxilia o
brotamento axonal e a reinervagdo (Seddon, 1943; Welch, 1996; Lee, Scott e

Wolfe, 2000; Burnett e Zager, 2004, Oliveira et al., 2008).

Na neurotmese, ocorre a total desconexdo entre SNP e SNC, com
rompimento dos envoltérios conjuntivos e perda completa de fungdo. O axénio, 0s
tubos endoneurais e as células de Schwann sdo completamente rompidos, o
perineuro e o0 epineuro sofrem ruptura em graus variaveis. Nesse tipo de leséo,
ndo é possivel esperar uma recuperacdo espontanea significativa, sendo
necessaria reconexdo cirirgica dos segmentos proximal e distal do nervo
(Seddon, 1943; Welch, 1996; Lee, Scott e Wolfe, 2000; Burnett e Zager, 2004;

likema-Paasseen et al., 2004).

Sendo assim, os processos de degeneragdo e regeneracdo nervosa
ocorrem de forma diferenciada, de acordo com o tipo e extensédo da lesdo, bem
como a técnica cirargica escolhida (Burnett e Zager, 2004; ljikema-Paassen et al.,

2004).
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2.3. REPARO CIRURGICO

O desenvolvimento da técnica microcirargica (Millesi, 1984) proporciona a
melhora da reconstrugéo e dos resultados funcionais. No entanto, a recuperagao
funcional ainda é considerada limitada (Lundborg, 1988). Acredita-se que tensdes
elevadas nas extremidades reconstruidas provoquem efeitos inibitérios na
regeneracdo neural, provavelmente devido a isquemia (ljkema-Paassen et al.,
2004). Atualmente sé&o utilizados como padréo, a interposicéo de auto-enxertos de
nervo no tratamento de perdas segmentares e de defeitos extensos. Os nervos
sensitivos cutaneos sao, geralmente, escolhidos como doadores destacando-se
0s nervos sural, cutdneo medial do brago, cutaneo medial do antebrago, cutaneo

anterolateral do antebrago e safeno, dentre outros (Jewett e McCarroll, 1980).

As principais desvantagens relacionadas ao uso dos auto-enxertos de
nervo sdo: a necessidade de multiplos procedimentos em diferentes regides

anatdmicas e danos ao sitio doador (Verdu et al., 2000).

Véarias op¢des de tecidos e de materiais condutores tém sido propostos
para o tratamento das perdas segmentares dos nervos, entre os quais destacam-
se: 0s enxertos autdgenos (Hasegawa et al., 2004; Pierucci, Duek e Oliveira,
2008), heterogenos (Heath e Rutkowski, 1998) e acelulares de nervos (Yu et al.,
2009; Walsh et al., 2009); implantes confeccionados com materiais de base
organica e sintética (Mackinnon e Dellon, 1990; Schmidt e Leach 2003; Midha et
al., 2003), biodegradaveis ou nédo (ljkema-Paasen et al., 2004; Ashley, Weatherly

e Park, 2006).
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Quando ocorre a seccao total do nervo, o método classico de reparo ainda
€ a sutura epineural (Millesi, 1981; Kline, 1990). Entretanto, quando a leséo
provoca perda substancial de tecido nervoso, ndo deve ser reparada por sutura
direta dos segmentos nervosos, pois pode provocar tensdo excessiva no nervo,
prejudicando sua circulagdo sanguinea e favorecendo a formacdo de tecido
cicatricial, que atua como um fator mecéanico impedindo o crescimento dos
axonios (Fawcett e Keynes, 1986). Nesses casos é necessério o uso de enxerto
(Fawcett e Keynes, 1986; Santo Neto et al., 1998; Yuksel et al., 1999; McCalister

et al., 2001).

O autoenxerto convencional de nervo ainda € o método mais eficiente e
praticado pelos cirurgides apés les6es com perda de tecido nervoso (Sunderland,
1990; Spector, Boss e Strecker, 1993; Lolley et al., 1995; Chatdokmaiprai,
Suwansingh e Worapongpaiboon, 2006; Kotulska et al., 2007). Este tipo de reparo
tem como objetivo guiar os axénios em crescimento e preencher o espago entre
as extremidades proximal e distal do nervo, diminuindo a tensdo nas linhas de

sutura, e favorecendo sua recuperagdo (Terzis, Skoulis e Soucacos, 1995).

2.4. PROCESSOS DE DEGENERACAO E REGENERACAO NERVOSA

A degeneracdo Waleriana e a cromatélise, o brotamento axonal, a
reinervacdo do 6rgdo-alvo e a maturagdo axonal sédo as 4 fases que envolvem o

processo de regeneragdo axonal (Verdu et al., 2000).
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Durante este processo o corpo do neurbnio se dilata, sofrendo cromatdlise
central, havendo desintegracdo dos granulos de Nissl e mudancas metabdlicas
para producdo de neurotransmissores necessarios a ativagcao sinaptica, producéo
de RNAm, lipidios, actina, tubulina e proteinas do citoesqueleto associadas ao
crescimento, participantes do processo de reparacao (Welch, 1996; Lee, Scott e

Wolfe, 2000) (Figura 1).

Figura 1 - Esquema dos principais eventos decorrentes de seccao
nervosa. (A) fibra nervosa normal conectada ao 6rgdo-alvo;
(B) fibra nervosa seccionada com fragmentacdo do axénio e
da mielina; (C) brotamento axonal com proliferacdo de
células de Schwann no segmento distal formando o tubo
endoneural; (D) reconexao do 6rgao-alvo e maturacdo da
fibra nervosa.
Fonte: Navarro, Vivo e Valero-Cabre (2007).

No segmento proximal, as células de Schwann degradam os restos de
axbnio e mielina degenerada da regido acometida e segmentos proximos, se
estendendo proximalmente por mais 1 ou 2 nédulos de Ranvier, podendo atingir o
corpo celular e causar apoptose, caso a lesdao esteja muito proxima ao corpo

celular (Welch, 1996; Lee, Scott e Wolfe., 2000; Burnett e Zager, 2004).
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As fibras distais ao local da lesdo sdo desconectadas do corpo celular e
degeneram. H4 a desintegracdo do citoesqueleto axonal e da bainha de mielina.
Entre 2 e 3 dias ap6s a lesdo, ha a infitracdo de macréfagos no nervo em
degeneragdo. Este recrutamento de macréfagos € o principal caminho para a
fagocitose da mielina e do axénio degenerados (Fawcett e Keynes 1990; Verdu et

al., 2000; Lee, Scott e Wolfe, 2000).

Durante a degeneracdo os macréfagos sintetizam e secretam muitas
citocinas que promovem a mitose das células de Schwann. Estas células
mitogénicas se tornam fagdécitos e auxiliam os macréfagos na degradacéo da
mielina degenerada. As células de Schwann também secretam muitos fatores

neurotroficos que promovem o crescimento axonal (Verdu et al., 2000).

A degeneragdo é acompanhada de mudancas fenotipicas no corpo do
axonio seccionado, incluindo dilatagdo e migracdo do nucleo para a periferia e um
aumento no tamanho do nucleo e do nucléolo. A degeneracdo Waleriana cria um
microambiente distal ao local da lesdo que é favoravel ao crescimento axonal dos
neurdnios sobreviventes, enquanto a reacdo retrégrada e a cromatdlise
representam mudancas metabdlicas para sustentar o crescimento axonal (Verdu

et al., 2000; Lee, Scott e Wolfe 2000; Waldram, 2003).

Poucas horas apdés a seccdo nervosa experimental forma-se, na
extremidade do ax6nio proximal, um cone de crescimento, do qual emergem de 2
a 3 finos brotos axonais. Estes brotos penetram no segmento distal do nervo e
crescem no interior do tubo endoneural em direcdo ao 6rgao-alvo. O aumento do
axoplasma para o crescimento € o resultado do aumento da sintese de proteinas

e outros materiais, no corpo neuronal, que sédo guiados para a extremidade distal
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por transporte axonal. A orientagdo do avango da extremidade depende das
caracteristicas do segmento distal e da producdo de fatores neurotroficos
(Fawcett e Keynes 1990; Verdu et al., 2000; Lee, Scott e Wolfe 2000; Waldram,
2003).

Na auséncia de estruturas guia, como o segmento distal do nervo, a
regeneracao dos axonios se torna tortuosa e formam-se 0s neuromas, Compostos
de brotos axonais imaturos e tecido conjuntivo, impedindo a reconexao nervo-
musculo (Fried et al., 1991).

Os fatores de crescimento axonal s&o providos principalmente pelo corpo
celular, via transporte axonal (Hoffman e Lasek, 1980; McQuarrie e Lasek, 1989),
porém, mais recentemente descobriu-se que a sintese axonal e a degradacéo de
proteinas local também auxiliam este processo (Willis et al., 2005).

Os fatores neurotroficos séo proteinas presentes nos receptores motores e
sensoriais desnervados. Também s&o encontrados dentro das células de
Schwann ao longo do local em regeneragdo. Favorecem a sobrevivéncia,

crescimento e maturagéo dos neuritos (Lee, Scott e Wolfe, 2000).

As células de Schwann produzem fatores neurotréficos chamados de
neurotrofinas, ente as principais estéo o fator de crescimento neuronal (NGF) e o
fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) entre outros. Essas neurotrofinas
se dispersam difusamente ao redor do axonio e promovem a sobrevivéncia
neuronal estimulando o crescimento axonal, além de exercer uma funcéo tréfica

na auséncia da inervacdo do 6rgdo-alvo (lde, 1996).

Outros fatores neurotroficos importantes para a regeneracdo axonal sdo a
laminina e a fibronectina. A laminina é o principal componente da lamina basal da

célula de Schwann, composta por colageno tipo IV e proteoglicanas, responsaveis
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por acelerar a regeneragdo axonal. A fibronectina, ao se polimerizar com o
fibrinogénio, forma a matriz de fibrina, que € um importante substrato responsével
pela migracdo de células troficas para o nervo em regeneracdo, facilitando o

crescimento dos neuritos (Sanes e Lichtmann, 1999; Lee, Scott e Wolfe 2000).

Quando os axonios atingem o 6rgédo-alvo ocorre a poliinervagdo. Os brotos
axonais supranumerdrios sdo eliminados gradualmente, a medida que a
reconexao nervo alvo é restabelecida. As fibras nervosas que se regeneram e
atingem alvos incorretos, como acontece quando um axoOnio motor reinerva a
pele, também sdo eliminadas. Isso acontece quando ha desvio de rota axonal
(Brushart et al., 1998).

Com o restabelecimento do contato entre o terminal nervoso e o0s
receptores de acetilcolina da jun¢do neuromuscular, o nervo estimula o masculo a
sintetizar acetilcolinesterase e a diminuir a sintese de receptores extrajuncionais.
Concomitantemente, ocorre a reducéo de fatores de crescimento liberados pelo
musculo e pelo corpo celular, com consequente diminuicAo dos contatos
sinpticos excedentes, conhecido como eliminagdo sinaptica (Gorio et al., 1983;
Carmignoto et al., 1983; Favero et al., 2007). O processo de eliminacdo sinaptica
é desencadeado pela membrana pdés-singptica que inibe o crescimento dos
neuritos, transforma os neuritos regenerados em terminais nervosos e o cone de

crescimento em botdo sinptico, havendo a reinervacdo do muasculo (Gorio et al.,

1983; Favero et al., 2007).

As células de Schwann deixam de produzir fatores tréficos e entdo se
tornam responsaveis por fornecer estabilidade estrutural a jungdo neuromuscular,
formando pontes entre as jungdes inervadas e desnervadas. Neste momento, o

musculo se torna ativo novamente e a contragdo muscular inibe a producéo de
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fatores troficos anteriormente liberados devido a sua inatividade (Love, Son e

Thompson, 2003).

Apos a reinervacdo ocorre a maturacdo dos axbnios regenerados e das
conexfes terminais. A maturacdo inclui progressivas mudancas para a
restauracdo da dimensao normal e da velocidade de conducédo do nervo. Durante
esta fase o calibre do axdnio regenerado e a espessura da bainha de mielina
aumentam, suportadas por mudancas metabdlicas que sustentam o aumento da
sintese de mielina e de proteinas do citoesqueleto das células de Schwann e dos
axonios. Porém, o didmetro médio das fibras alcanca apenas 75% dos valores
normais (nervo isquiatico), mesmo apds um longo periodo de desnervacgédo, sendo
acompanhada por uma progressiva recuperacdo da transmissdo sinptica e da
velocidade de condugé@o nervosa que também permanece abaixo dos valores
normais por um longo tempo apos a leséo (Verdu et al., 2000).

Waldram (2003) também cita que apds 0 processo regenerativo o axénio
normalmente n&o recupera sua estrutura original nem sua fungéo, especialmente
em lesdes do tipo neurotmese. Reforgam que, apds a leséo e reparo nervoso, o
didmetro dos axonios regenerados, sua velocidade de condugéo e excitabilidade
permanecem abaixo dos niveis normais, com consequente diminuicdo da

recuperacao dos 6rgaos reinervados.
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2.5. ESTRUTURA DA JUNCAO NEUROMUSCULAR

z

A juncao neuromuscular (JNM), é uma sinapse quimica que utiliza a
acetilcolina (ACh) como neurotransmissor. E responsavel por converter a
informacgéo do nervo para o musculo, estando diretamente envolvida no processo

de contragdo muscular (Lieber, 2002; Willmann e Fuhrer, 2002).

A JNM possui trés elementos estruturais principais: a regido pré-sinaptica,
que contém o terminal nervoso parcialmente envolto pela célula de Schwann; a
fenda sindptica, ocupada pela lamina basal; e a regido pos-sinptica, constituida
pela membrana pés-sinaptica especializada do musculo, conforme mostra a figura
2. Todos os trés componentes da sinapse contém organelas e moléculas nao

encontradas em regides extra-sinapticas (Hughes, Kusner e Kaminski, 2006).

Terminal Nervoso,_ _u&>.

% Lamina Basal

Tl

Sk

Fibra Muscular

Figura 2 - Esquema da juncdo neuromuscular. Componentes da regido pré-
sinaptica (terminal nervoso e célula de Schwann), fenda sinaptica
(lamina basal preenchendo as fendas sinapticas primaria e
secundaria) e da regido pds-sinaptica (receptores de acetilcolina —
AChRs, situados no topo das dobras juncionais do sarcolema
juncional).
Fonte: Adaptado de Sanes e Litchmann, 1999.
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2.5.1. Regido Pré-Sinaptica

Antes de atingir a regido pré-sinaptica os axénios sao envoltos por bainhas
de mielina e chamados de axbnios pré-terminais. Ao alcancar o musculo,
ramificam-se por todo o tecido conjuntivo intramuscular e passam a ser chamados
de axonios terminais. Nos locais de jun¢cdo neuromuscular, os axonios terminais
perdem sua bainha de mielina e se diferenciam em estruturas muito
especializadas que constituem o terminal nervoso pré-sinaptico, na fenda

singptica primaria (Carmignoto et al., 1983; Hall e Sanes, 1993).

As principais caracteristicas ultra-estruturais do terminal nervoso sdo a
presenca das vesiculas sinpticas, que s&o sintetizadas no corpo dos
motoneurdnios e transportadas por meio dos ax6nios até o terminal. As vesiculas
se concentram nas zonas ativas que compreendem a parte interna da membrana
pré-sinptica, onde se fundem & membrana do terminal nervoso para liberacao da
ACh na fenda sindptica (Hall e Sanes, 1993; Sanes e Lichtman, 1999; Lieber,
2002; Ruff, 2003). Sua funcéo é estocar e liberar a ACh. Além disso existem as
mitocondrias, que d&o suporte ao seu funcionamento (Hall e Sanes, 1993;

Hughes, Kusner e Kaminski, 2006).

Outro importante componente da regido pré-sinaptica sdo as células de
Schwann, que emitem processos que envolvem o terminal nervoso dos
motoneurdnios com o objetivo de protegé-los de lesbGes quimicas e mecéanicas

(Hall e Sanes, 1993; Sanes e Lichtman, 1999).
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Apos a liberagdo da ACh, as vesiculas sdo reabsorvidas por endocitose
pela superficie pré-sindptica, para posterior formagdo de novas vesiculas

(Willmann e Fuhrer, 2002; Hughes, Kusner e Kaminski, 2006).

2.5.2. Fenda Sinaptica

A JNM possui duas fendas sindpticas: a priméaria, que compreende o
espaco entre o terminal nervoso e a fibra muscular, sendo ocupada pela lamina
basal sinaptica, e a secundéria, formada pelo espaco entre as dobras juncionais
do sarcolema pds-sinaptico e a lamina basal (Sanes, 2003).

A fenda sinaptica é preenchida pela membrana basal, que se prolonga até
as dobras juncionais, se fundindo a membrana basal das células de Schwann. A
membrana basal emite finos processos que s@o responsaveis por conectar a fibra
muscular e o terminal nervoso (Hall e Sanes, 1993; Sanes, 2003).

Extremamente especializada, a membrana basal sinptica, possui
proteinas em sua matriz extracelular que regulam a sintese e a concentracdo da
acetilcolinesterase pdés-sinaptica, que é importante no processo de contracdo e

relaxamento muscular (Hall e Sanes, 1993; Ribchester, 2009).
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2.5.3. Regido P6s-Sinaptica

Os componentes da regido poés-sinaptica sdo designados para otimizar a
transmissdo dos sinais quimicos vindos do terminal nervoso para produzir a

contracdo muscular apoés a liberacdo da ACh (Hughes, Kusner e Kaminski, 2006).

A regido poés-sinaptica € composta pelo sarcolema, que contém dobras
juncionais formadas pelo seu pregueamento para aumentar a superficie pés-
sinptica e, portanto, a eficicia da transmissdo sinaptica (Marques et al., 2000).
Apo6s a membrana pés-sinaptica ha um aglomerado de nucleos subsinapticos que
transcrevem proteinas encontradas na membrana sarcoplasmética sinptica (Hall
e Sanes, 1993; Ribchester, 2009).

As dobras juncionais sdo formadas por duas regides: o apice, onde se
concentram os receptores de acetilcolina (RAChs) e o fundo das dobras, onde
estdo os canais de sodio, responséveis pela geracdo do potencial de acéo, e as
moléculas de adesao celular neuronal (NCAM) (Hall e Sanes, 1993; Ruff, 2003). A
NCAM é uma proteina encontrada exclusivamente na juncdo neuromuscular
adulta, exceto quando ela se encontra em processo de regeneracao (Hall e
Sanes, 1993). Durante este processo a expressdo da NCAM é aumentada,
estimulando o brotamento axonal e a reconexdo nervo-musculo, atuando como
facilitadora da regeneracgdo nervosa, (Ide, 1996; Walsh et al., 2000). Além desta, o
indutor de atividade de acetilcolina (ARIA), que € um fator neuronal envolvido no
acumulo especifico de RAChs na juncdo, também é encontrado na regido pos-
singptica (Grinnel, 1995).

Os RAChs séo pentameros de sub-unidades homdlogas que delimitam um

canal idnico central responsavel pela recepcdo e transducdo do sinal do terminal
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nervoso (Hall e Sanes, 1993). S&o sintetizados no sarcolema pela expresséo de
véarios genes encontrados nos nucleos sub-sinapticos e sua repressdo ocorre nos
nucleos extra-sinapticos. Os RAChs constituem os canais ibnicos que se abrem
quando a ACh é liberada, sendo responsaveis pela recepcéo e transmissdo de
sinais quimicos (Hall e Sanes, 1993; Sanes e Lichtman, 1999).

Sendo assim, a ativacdo muscular ocorre apds a despolarizacdo do
terminal nervoso. Neste momento a ACh armazenada nas vesiculas sinapticas é
liberada na fenda sinaptica e se liga aos receptores pos-sinapticos, que abrem
seus canais de soédio levando a despolarizagdo da fibra muscular, com
consequente contragdo da musculatura. Este processo € controlado pela
acetilcolinesterase, que é uma importante proteina responsavel por degradar a

ACh, permitindo que os receptores retomem sua receptividade (Sanes, 2003).

2.5.4. AdaptacBes da JNM apds Desnervacdo Muscular

A JNM demonstra uma impressionante plasticidade quando submetida a
alteragdes na atividade neuromuscular, mesmo em animais adultos. Uma abrupta
e completa paralisagéo da atividade neuromuscular por meio da desnervagéo ou

inducéo por neurotoxinas modula sua estrutura e fungéo (Deschenes et al., 2003).

Em masculos desnervados as células de Schwann liberam fatores de
crescimento que estimulam o brotamento e a regeneragdo axonal, enquanto a
JNM néo exerce nenhuma atragdo sobre este processo. Por outro lado a JNM

libera substancias que, ap6s o contato nervo-musculo, inibem o crescimento
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axonal, transformando o neurito em regeneragdo num terminal nervoso e ativando

0 mecanismo chamado de eliminagéo sinptica (Carmignoto et al., 1983).

Os ax6nios em regeneracdo mostram uma grande preferéncia pelos sitios
sindpticos originais. Desta forma, mais de 95% do contato formado pelos axénios
em regeneracdo com as fibras musculares ocorre nos locais originais. Esse
crescimento axonal preciso tem sido associado a liberacao de fatores tréficos pela
lamina basal do nervo e pela superficie da fibra muscular. Estudos mostram que
estes fatores estdo associados a lamina basal e muitos tem sido identificados,
dentre eles estdo a laminina, variacdes do colageno tipo IV, proteoglicanas e
fatores de crescimento ja& mencionados. Porém, ndo se sabe se algum desses
fatores é responsavel pela reinervacdo seletiva dos locais sinapticos, mas muitos

tem mostrado influéncia na diferenciacdo pré e pds sinéptica (Sanes, 2003).

Outra alteracdo importante observada apds a lesdo esta nos RAChs. Na
fase inicial do desenvolvimento, os RAChs revestem toda a fibra muscular e
integram o sarcolema. A partir do contato do nervo com a fibra muscular, os
RAChs se agrupam nesse local de contato. Este processo leva a uma diminuicdo
do numero de RAChs extrajuncionais e um aumento do nimero de RAChs
juncionais. A desnervagcdo causa inversdo deste processo, portanto hd um
aumento no numero de receptores extrajuncionais no musculo, tornando-o0 mais

receptivo a reinervagéo (Lieber, 2002).
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2.6. AVALIACAO FUNCIONAL DA MARCHA

As lesdes trauméticas experimentais do nervo isquiatico de ratos causam
severos déficits na funcdo motora do membro pélvico ipsilateral a lesdo e
sobrecarga funcional no membro contralateral, determinando um padrédo
locomotor alterado, o qual impede a correta execucdo da marcha (De Medinacelli,

Freed e Wyatt, 1982; Bridge et al., 1994; llha et al., 2008).

Bain, Mackinnon e Hunter (1989) afirmam que a seccdo do nervo isquiatico
resulta na diminuicdo da fungé@o do nervo fibular e aumento do comprimento da
pegada devido a alteragdo funcional dos plantiflexores. Essas alteragcbes
morfofuncionais, invariavelmente, produzem os artefatos que prejudicam a
impressdo das pegadas durante a deambulagdo, principalmente nos estagios

iniciais da lesao.

Diante disto, vérias técnicas tem sido propostas para avaliar a recuperagéo
funcional de animais apds lesdo nervosa. Entre elas estdo a eletrofisiologia do
nervo e do musculo, testes clinicos, mensura¢des do transporte axonal, histologia
axonal e a recuperacgao funcional (De Medinacelli, Freed e Wyatt, 1982; Dijkstra et

al., 2000; Oliveira et al., 2001).

De Medinacelli, Freed e Woyatt (1982), desenvolveram um método
quantitativo para analisar o desempenho dos membros inferiores de ratos,
examinando suas pegadas, conhecido como indice Funcional do Ciatico (IFC).
Mais tarde, esse método foi modificado por outros autores, conforme as suas

necessidades particulares (Bain, Mackinnon e Hunter, 1989; Bervar, 2000;
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Varejao et al., 2001). Desde entdo o IFC tem sido considerado um importante

indicador da recuperacao da fungéo global.

Para a avaliagdo da marcha por meio do IFC séo utlizadas algumas
medidas das patas dos animais, como: a largura da pegada, que é a distancia
entre o primeiro e o quinto dedo (LP); a largura intermediaria da pegada, que
corresponde & distancia entre o segundo e o quarto dedo (LI); e o comprimento da
pegada, que € a distancia entre o terceiro dedo e o calcaneo (CP). Estas medidas
sdo obtidas das patas normal e experimental dos animais (De Medinacelli, Freed

e Wyatt, 1982; Varejéo et al., 2001, 2003 e 2004).

Para determinar a recuperagao funcional de animais, De Medinacelli, Freed
e Wyatt (1982) desenvolveram uma formula, que posteriormente foi modificada
por Bain, Mackinnon e Hunter (1989), capaz de indicar a relagcdo existente entre
0S musculos inervados pelo nervo isquiatico e os padrbes de marcha
apresentados pelos animais apds a lesdo. Nesta formula sdo organizados os

valores obtidos nas medidas das patas dos animais.

Os resultados obtidos nesta formula expressam a recuperagdo funcional,
sendo assim os valores entre 0 e -20 indicam fungdo normal (Hare et al., 1992) e
valores proximos ou inferiores a -100 apontam para perda de fun¢cdo do membro

pélvico (Bain, Mackinnon e Hunter, 1989).

ApoOs seccdo nervosa, a recuperagdo funcional é limitada e pode se
estender por meses. Os principais fatores limitantes da recuperagdo sao
conexfes inadequadas entre os axonios e o Orgdo-alvo, aderéncias teciduais,
além de atrofia e contraturas musculares decorrentes de longos periodos de

imobilizag&o (Alluin et al., 2009).
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Longos periodos de desnervacdo podem trazer consequéncias que podem
limitar a avaliagdo funcional por meio do IFC, como as contraturas em flex&do
plantar, que obrigam o animal a deambular com o dorso da pata, o excesso de
tecido fibroso, que causa eversao e dorsiflexdo da pata, elevando o quinto dedo
durante a marcha, além da autotomia, muito comum apd0s seccao nervosa e que
impossibilita a mensuragao e avaliagao funcional (Hare et al., 1992; Varejéo et al.,

2004; Alluin et al., 2009).

Apesar das limitacdes do IFC, este ainda € o método de avaliagdo da
marcha mais utilizado para avaliar o retorno funcional apos lesdo nervosa, pois
ndo é invasivo, é de fécil aplicagcdo e avalia componentes sensoriais e motores,
além de ser o que mais se aproxima das condic¢des clinicas de avaliagdo (Varejao

et al., 2004; Wolthers et al., 2005).

2.7. INFLUENCIA DO EXERCICIO NA REINERVACAO MUSCULAR

Com finalidade de amenizar os danos estruturais e funcionais decorrentes
da desnervacao, diversos recursos fisioterapéuticos sdo utilizados no sentido de
influenciar positivamente o processo de recuperacdo funcional. Dentre eles,
considera-se a estimulagéo elétrica fasica de baixa frequéncia (Fernandes et al.,
2005), a estimulacdo elétrica de alta voltagem (Silva, 2009), o ultra-som (Monte-
Raso et al., 2006), o laser (Endo, 2002) e os exercicios fisicos em esteira (Van
Meeteren et al., 1997; Marqueste et al., 2004; Byun et al., 2005; Seo et al., 2006;
Sobral et al., 2008; llha et al., 2008) e na a4gua (Herbison, Jaweed e Ditunno,

1974; Sarickcioglu e Oguz, 2001; Oliveira et al., 2008).
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O exercicio fisico caracteriza-se por uma situagdo que retira 0 organismo
de sua homeostase, pois implica no aumento instantdneo da demanda energética
da musculatura exercitada e, consequentemente, do organismo como um todo.
Assim, para suprir a nova demanda metabdlica, varias adaptacdes fisiologicas
sdo necessarias durante o exercicio fisico (Gobato et al., 2001).

Trata-se de um recurso bastante utilizado para manutengdo das
propriedades musculares ap6s a desnervagdo, por aumentar o0s capilares
sanguineos, as mitocondrias, a captacdo de glicose, manter o trofismo e
minimizar a fraqueza muscular, além de estimular a atividade funcional apds

reinervagao (Possebon et al., 2001).

Estudos também tem demonstrado que o exercicio auxilia na remoc¢ao da
mielina degenerada e em sua sintese durante o processo de regeneracéo
(Sarickcioglu e Oguz, 2001), favorecendo o aumento da velocidade de condugéo

do impulso nervoso e a recuperagdo sensorio-motora (Van Meeteren et al., 1997).

Eisen et al. (1973) propuseram uma forma de estimular o membro
desnervado aplds esmagamento do nervo isquidtico de ratos. Os autores
observaram altera¢des morfolégicas no nervo ao imobilizar o membro desnervado
num grupo de animais e imobilizar o membro integro em outro grupo, obrigando o
animal a utilizar a pata desnervada. O estudo apontou para um aumento do
didmetro meédio das fibras nervosas mielinizadas no grupo que teve a pata integra
imobilizada quando comparado com os efeitos da imobilizagdo do membro

lesado.

Herbison, Jaweed e Ditunno (1974), propuseram um protocolo de exercicio

para ratos com les&o bilateral do nervo isquiético. Os animais foram divididos em
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4 grupos, dois deles iniciaram o exercicio de natagdo 3 semanas apoés a leséo,
durante 3 semanas, nadando por uma ou duas horas, respectivamente. Os outros
dois grupos iniciaram o exercicio apés 4 semanas de desnervagédo, treinando por
duas semanas, durante uma ou duas horas, respectivamente. Verificaram que o
exercicio fisico foi mais efetivo nos ratos que iniciaram o treinamento apds quatro
semanas, afirmando que o exercicio na fase precoce inibe o processo de

reinervagao.

Hie, Van Nie e Vermculen-Van der Zee (1982), submeteram ratos
desnervados a exercicio em esteira por 2 horas diérias durante 18 semanas, ap0s
18 dias de secc¢do do nervo isquidtico. Afirmaram que o exercicio nesta fase da
reinervacdo leva a efeitos positivos no peso, na contragcdo e nas caracteristicas
histolégicas do musculo, proporcionando condiges fisiologicas favoraveis para a
recuperacao funcional. Em 1987, os mesmos autores repetiram 0 estudo para
avaliar a recuperacdo funcional dos animais. Observaram que o exercicio ndo
alterou a reinervacdo nem a distribuicdo das fibras musculares, portanto néo

causa danos musculares.

Sarikcioglu e Oguz (2001), ao aplicar natacdo em coelhos apds
esmagamento do nervo isquiatico, observaram que nos animais que iniciaram o
exercicio apdés quatro semanas da lesdo tiveram a mielina fagocitada e a

mielinizag&o das fibras acelerada em relacéo ao grupo néao exercitado.

Marqueste et al. (2004) submeteram ratos a exercicio em esteira e a
eletroestimulacdo por uma hora e meia, duas vezes ao dia, 5 dias/semana
durante 10 semanas apds sec¢do, autoenxerto e sutura direta do nervo.

Observaram que a eletroestimulagéo foi eficiente na manutengcdo do peso



38

muscular e que o protocolo de exercicio proposto foi capaz de aumentar a
resisténcia a fadiga, restaurar as propriedades contrateis e a mecano-
sensibilidade muscular.

Byun et al. (2005) submeteram ratos a exercicio em esteira 3 dias apés o
esmagamento do nervo isquiatico. Os animais correram 30 min/dia durante 12
dias consecutivos. Observaram que o exercicio foi efetivo na recuperacéo
funcional, aumentando os valores do indice Funcional do Ciatico (IFC) e inibindo a
expressdo de fatores troficos como o BDNF.

Seo et al. (2006), apontaram resultados semelhantes em seu estudo em
ratos que realizaram o exercicio na esteira ap6s 12 horas do esmagamento do
nervo isquiético (30 min, 2x/dia, 14 dias.) Consideraram que a corrida favoreceu a
recuperacao sensorio-motora e a regeneragdo axonal além de regular a sintese
protéica pelas células de Schwann.

llha et al. (2008), desenvolveram um protocolo de treinamento aerdbico e
de resisténcia muscular em esteira, bem como a combinacdo entre eles, apés
compressdo nervosa em ratos e analisaram as caracteristicas morfolégicas e
funcionais do nervo ap6s 5 semanas de treinamento. Observaram ganho
funcional e aceleragdo na regeneragcdo nervosa nos animais submetidos ao

exercicio aerébio quando comparado aos submetidos ao treino de forca ou a

combinagé&o dos dois tipos.

Oliveira et al. (2008), aplicaram exercicio de natacdo em ratos submetidos
a axoniotmese durante 30 minutos diarios, observando aumento no diametro
axonal. Entretanto, ndo puderam considerar que o exercicio acelerou a maturacao
dos axoOnios regenerados porque ndo observaram diferenca no diametro das

fibras nervosas em relacdo ao grupo desnervado ndo submetido a natacao.
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O suporte do peso corporal também parece ser um importante fator na
recuperacdo funcional. Por isso, Matsuura et al. (2001), comprimiram 0 nervo
isquidtico de ratos e permitiram que seu peso fosse suportado pelas duas patas
pélvicas e observaram que estes animais apresentaram ganho na tenséo tetanica
muscular e na recuperagao funcional em comparagao com ratos que tiveram seus

membros pélvicoses suspensos.

BN

Substancias relacionadas a criacdo de um microambiente favoravel a
regeneracao nervosa, como os fatores neurotroficos, tem sido identificadas como
um dos principais responsaveis pela relacdo exercicio-regeneracdo nervosa.
Estes elementos organicos podem estar expressos de forma direta no tecido
muscular durante o0 processo de regeneracdo e recuperagdo nervosa,
favorecendo assim a recuperacdo morfolégica e funcional (Carroll et al., 1992;
Mannion et al., 1999; Gémez-Pinilla et al., 2001; 2002; Ying et al., 2003; Rummler
e Gupta, 2004).

Os fatores neurotréficos, originalmente descritos por sua influéncia no
crescimento e diferenciagcdo neuronal, estdo se tornando reconhecidos como
reguladores da plasticidade sinaptica (Yao et al.,, 1998; McAllister, Katz e Lo,
1999; Klintsova e Greenough, 1999). Os niveis destes fatores e/ou seus
receptores podem ser alterados pela atividade neuronal, promovendo meios
potenciais para perpetuar as mudangas na transmissdo sinaptica (Al-Majed,
Brushard e Gordon, 2003; Canossa et al., 2001). Estudos comprovam que estas
substancias sdo efetivas no restabelecimento morfolégico pdés-lesdo nervosa
(Midha et al., 2003).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e as neurotrofinas 3 (NT-

3) e 4 (NT-4) sdo importantes para a regulagdo da funcdo sensorio-motora
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(Carrow et al.,, 1992; Mannion et al., 1999; Thompson et al., 1999). Apés
exercicios fisicos voluntarios, a expressao de BDNF e NT-3 é aumentada na
medula espinhal e no tecido muscular (Gémez-Pinilla et al., 2001; 2002; Ying et
al., 2003). Estes indicios sugerem que a préatica de exercicio fisico seja um fator
de sinalizac&o neurotrdéfica, ja que potencializa a producgéo de fatores tréficos por
meio do aumento da atividade neuromuscular ou mesmo por outras vias ainda

nao conhecidas.

2.7.1. Principios dos Exercicios Aquaticos

Diante dos estudos apresentados, observa-se que as modalidades de
exercicios sao variaveis, sendo a natacdo e a corrida as mais comumente
aplicadas ap6s desnervacdo. Porém a natacdo é uma habilidade inata aos ratos e
0s estudos realizados utilizando esse modelo revelam a ocorréncia de adaptagoes
ao treinamento fisico semelhantes aquelas observadas em humanos, oferecendo
uma vantagem sobre a corrida (Gobatto et al., 2001).

A maioria das respostas e adaptacbes ao exercicio na &gua s&o
qualitativamente semelhante as resultantes do exercicio em solo, entretanto
existem diferengas quantitativas entre as modalidades que podem afetar a
prescricdo de programas de atividades recreativas, terapéuticas e reabilitadoras,
como os principios fisicos da agua (Ruoti et al., 1997; Caromano e Nowotny,

2002).

As forgas fisicas da dgua que atuam sobre o corpo provocam alteracdes
fisioldgicas extensas, afetando quase todos os sistemas do organismo. Os efeitos

fisioldgicos podem somar-se aos desencadeados pela préatica de exercicio fisico
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na agua, tornando as respostas mais complexas (Ruoti et al., 1997; Caromano e
Nowotny, 2002).

O conhecimento detalhado dos efeitos da imersédo, acompanhada ou néo
de exercicios fisicos e da fisiopatologia, fornece subsidios suficientes para o
estabelecimento de objetivos fisioterapéuticos e um plano de tratamento
adequado (Campion, 1990; Caromano e Nowotny, 2002).

Para entender os efeitos dos exercicios aquaticos é preciso compreender
alguns principios como: pressao hidrostatica, hidrodindmica e termodinamica, que
atuam sobre o corpo imerso (Caromano e Nowotny, 2002).

A pressao hidrostatica é definida como a pressdo exercida pela agua
igualmente distribuida sobre todo o corpo imerso. A pressdo aumenta com a
densidade do liquido e com a profundidade (Skinnes e Thomson, 1985; Becker,
1997). Outras forcas, como pressao atmosférica e a forca de flutuacao, também
atuam sobre o corpo e sob ele, respectivamente (Becker, 1997), conforme ilustra
a figura 3.

for¢a da gravidade

\

op
nivel da dgua V\; s

—————p——— s — —— —

#!I '|

E=
| @ pressao hidrostatica

forca de flutuacao

Figura 3 - Corpo em imersédo sob a acdo da
forca da gravidade, forca de
flutuacéo e presséao hidrostatica.

Fonte: Adaptado de Caromano e
Nowotny, 2002.
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A pressdao hidrostatica combinada com a pressao atmosférica e a forca de
flutuagdo criam uma compressdo significativa sobre todos os tecidos do
organismo em imerséo, reduzindo o edema da regido afetada (Ruoti et al., 1997).
Outro principio da &gua, a viscosidade, que € o atrito interno ente as moléculas,
encontra-se aumentada e é de suma importancia para o inicio da reeducacao

muscular e estimulagdo sensorial (Skinnes e Thomsom, 1985).

A hidrodinamica est4 relacionada ao movimento do corpo na agua. Este
principio compreende os fluxos laminar (alinhado) e turbulento (desalinhado). No
fluxo laminar a velocidade permanece constante dentro de uma corrente de
liquido, produzindo um fluxo alinhado e continuo, caracterizado como camadas de
liquidos deslizando uma sobre as outras, sendo que as camadas mais centrais
movem-se mais rapidamente e as mais externas permanecem estacionérias. Ja
no fluxo turbulento a velocidade é maior, provocando um movimento irregular do
liquido (Becker, 1997; LeVeau e Lissner, 1997).

Durante 0o movimento, a resisténcia € maior no fluxo turbulento.
Fisicamente, no fluxo laminar a resisténcia é proporcional a velocidade e é devida
ao atrito entre as camadas do liquido. O fluxo turbulento € proporcional ao
quadrado da velocidade, em consequéncia do atrito entre as moléculas individuais
do liquido e entre o liquido e o recipiente. Assim, é mais dificil equilibrar-se ou
deslocar-se em um fluxo turbulento que em um fluxo continuo (Becker, 1997;
LeVeau e Lissner, 1997; Bates e Hanson, 1998).

A termodindmica € a interagdo entre a temperatura corporal e a
temperatura da &gua. Portanto, se o exercicio for realizado em &gua com
temperaturas maiores ou iguais a 35°C, resultam em aumento da temperatura

central e fadiga prematura. J& o exercicio em temperaturas menores ou iguais a
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18°C leva a diminuigéo da temperatura corporal central e a inabilidade de realizar
contragdo muscular, portanto a temperatura mais indicada para a realizagdo de
exercicios aquaticos deve estar entre 32 + 1°C (Bates e Hanson, 1998). A for¢a
de flutuacdo, a maior viscosidade e a condutividade térmica aumentada da agua
em comparacdo com o ar, usualmente alteram o gasto energético durante o

exercicio na agua (Ruoti et al., 1997).

Boninsegna et al. (1990), relataram que a temperatura da &gua influi no
gasto energético durante o exercicio. Os autores submeteram ratos a 30 minutos
de natacdo em agua fria e em agua aquecida e observaram que nos animais que
nadaram em agua fria tiveram seu estoque de glicogénio muscular quase todo

depletado, j& os animais que nadaram em agua aquecida a deplecéo foi parcial.

Durante o periodo de imerséo, os efeitos fisioloégicos sdo, basicamente,
uma elevagéo geral na temperatura corporal (Ruoti et al., 1997). O corpo ganha
calor através das areas que estdo debaixo da agua, porém s6 consegue perdé-lo
a partir da vasodilatacdo cutanea e da secrecdo das glandulas sudoriparas das
regibes que se encontram fora da &gua. O corpo ganha calor da agua a partir da
conversdo de energia durante o exercicio. A medida que a pele se torna
aquecida, os vasos sanguineos superficiais dilatam-se e o suprimento sanguineo
periférico € aumentado, ao mesmo tempo ocorrendo um aumento da frequéncia
cardiaca por essa elevacdo da temperatura. O calor relativamente fraco da agua
reduz a sensibilidade das termina¢cfes nervosas sensitivas e, assim, o calor da
adgua ajuda a aliviar a dor, além da reducdo do espasmo muscular (Skinnes e

Thomson, 1985; Ruoti et al., 1997).

Considerando os efeitos do exercicio em meio aquatico, este estudo busca,

por meio da aplicacdo da natacdo apds neurotmese, contribuir com as discussfes
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sobre os efeitos do exercicio nas alteragdes morfologicas e fisioldgicas do sistema
neuromuscular, bem como sua recuperagdo funcional, trazendo subsidios para

discusséo da pratica clinica.
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2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia do exercicio de natagdo sobre as caracteristicas
morfolégicas das jungdes neuromusculares do musculo so6leo e do nervo
isquiatico regenerado apOs autoenxerto de nervo, bem como a recuperagao

funcional nos diferentes tempos de sobrevida.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal de S&o Carlos — UFSCar — Protocolo 039/2008 (Anexo).

Cinquenta ratos Wistar com idade entre 6 e 7 semanas, pesando entre 198
+12 g, foram selecionados para o estudo e mantidos no Biotério da Faculdade de

Ciéncias da Saude — Universidade Metodista de Piracicaba (FACIS-UNIMEP).

Os animais foram alocados em gaiolas individuais de polietileno, com
ventilacdo adequada, ciclo automatico de iluminacdo claro/escuro de 12 horas,

sob temperatura controlada (23 £2° C) e livre acesso a 4gua e racao peletizada.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: Controle (C): 5
animais foram mantidos em suas gaiolas sem nenhuma intervengéo; Leséo (L):
15 animais tiveram o0 nervo isquiatico esquerdo seccionado e retirado, sendo os
segmentos proximal e distal a lesdo mantidos em seu leito. Este grupo foi
subdividido em 3 grupos (n=5), com sobrevida de 4, 8 e 12 semanas,
respectivamente; Autoenxerto de Nervo (E): 15 animais tiveram 0 nervo
isquidtico esquerdo seccionado e receberam autoenxerto de nervo. Este grupo foi
subdividido em 3 grupos (n=5), com sobrevida de 4, 8 e 12 semanas,
respectivamente; Natacdo (N): 15 animais tiveram o nervo isquiético esquerdo
seccionado, receberam autoenxerto de nervo e realizaram exercicio de natacao

24 horas apés a lesdo. Este grupo foi subdividido em 3 grupos (n=5), com
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sobrevida de 4, 8 e 12 semanas, totalizando 20, 40 e 60 sessbes de exercicio,

respectivamente.

4.2. PROTOCOLO DE ADAPTAGCAO

Os animais do grupo N passaram por um periodo de adaptacdo a agua
antes de iniciar o experimento, com o objetivo de adapta-los ao futuro protocolo
de exercicio, reduzindo o estresse, mas sem promover acomodacdao fisica. Os
animais foram treinados num tanque (Figura 4) com profundidade de 60 cm e
capacidade para 500 L, adaptado para ratos, com temperatura mantida a 32 +1°
C, por meio de um aquecedor de aquéario, ligado a um termostato (Harri e
Kuusela, 1986; Carvalho, 2001; Oliveira et al., 2008). Durante a atividade, a agua
do tanque foi mantida em profundidade de 40 cm. A adaptagéao iniciou-se com 20
minutos no primeiro dia, sofrendo acréscimo progressivo de 10 minutos a cada

dia, atingindo 60 minutos no quinto dia de natagao.

Figura 4 - Tanque com aquecedor (seta) utilizado
para a adaptacdo e treinamento dos
animais.
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4.3. INDICE FUNCIONAL DO CIATICO (IFC)

Inicialmente os animais foram treinados (uma ou duas vezes) a caminhar
no dispositivo utilizado para analise funcional da marcha (De Medinacelli, Freed e

Wyatt, 1982).

Para o registro das pegadas o animal foi colocado em um corredor com
acesso a uma caixa escura com dimensdes de 42 x 8,2 cm (De Medinacelli, Freed
e Waytt, 1982; Bain, Mackinnon e Hunter, 1989), onde foi colocada uma tira de
papel sulfite A4 branco para registro das pegadas (Figura 5A). Para isso, as patas
pélvicas dos animais foram marcadas com tinta de impressao digital. A seguir, 0
animal foi posicionado no inicio do corredor, por onde caminhava em direcdo ao
ambiente escuro, deixando impressas as faces plantares das patas normal e
experimental (De Medinacelli, Freed e Waytt, 1982; Varejao et al., 2004),

conforme mostra a figura 5B.

Figura 5 - Aparato de andlise da marcha (A); Registro das pegadas (B).
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O registro das impressdes plantares foi realizado no periodo pré-operatorio
em todos os grupos, e utilizado como parametro inicial para comparagao e
avaliacdo dos registros pés-operatorios (PO) que foram obtidos na 12, 22, 33, 42,
52 6%, 73, 82 92 102 e 112 semana pos-operatoria (Tetik et al., 2002; Deumens et

al., 2007), de acordo com o grupo experimental.

4.4, PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para desnervagdo, os animais foram pesados e posteriormente
anestesiados com uma mistura de Cloridrato de Cetamina (1,16 g/10 mL) e
Cloridrato de Xilazina (2 g/100 mL), na proporgéo de 3:2, em dose de 0,09 mL/100

g e 0,06 mL/100 g de massa corporal, respectivamente.

ApoOs anestesia, os animais foram posicionados em decubito ventral e
submetidos a tricotomia e assepsia da regido glitea esquerda. Uma incisao
cirirgica de aproximadamente 2 cm foi realizada sobre a pele, acompanhando o
trajeto de projecdo do nervo isquiatico. Os planos muscular e cutineo foram

afastados permitindo a exposi¢éo e o acesso ao nervo (Figura 6A).

Em todos os grupos experimentais o nervo foi cuidadosamente separado
do tecido conjuntivo adjacente utilizando-se uma tesoura microcirrgica (Roca®) e

um bastéo de vidro com ponta curva.

Uma folha de papel milimetrado (Figura 6B) foi posicionada paralelamente
ao nervo para padronizar um segmento de 8 mm, que foi seccionado com tesoura

microcirurgica.
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No grupo L, o segmento foi retirado e as extremidades distal e proximal
mantidas em seu leito. Nos grupos E e N, o nervo isquiatico foi seccionado,
invertido a 180° e imediatamente fixado aos segmentos proximal e distal por 2
pontos de sutura epineural em cada extremidade, com fio mononylon Ethilon 10-0
— Johnson & Johnson®. Foram mantidos 180° de distancia entre cada ponto de
sutura, para garantir o adequado acoplamento entre os tecidos (Figura 6C). A
manipulacdo dos segmentos nervosos e do fragmento do enxerto foi delicada,

evitando tensao.

Apos este procedimento os planos muscular e cutdneo de todos os animais

foram suturados com fio de algod&o 6-0 ETHICON.

Os animais dos grupos L e E foram mantidos em gaiolas de polietileno, no
biotério da FACIS, durante 4, 8 ou 12 semanas, de acordo com 0 grupo

experimental.



Figura 6 - Afastamento dos planos muscular e

cutineo com exposicdo do nervo
isquidtico (A); Folha de papel
milimetrado, delimitando o local de
seccdo (B); Sutura do enxerto aos
segmentos proximal e distal (C), com
destaque para o0s pontos de sutura
(seta).
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4.5. PROTOCOLO DE NATACAO

Apos 24 horas da lesédo nervosa, os animais do grupo N foram submetidos
a exercicio de natagdo diaria, sem carga adicional, por um periodo de 4, 8 ou 12
semanas, 30 minutos/dia, 5 vezes por semana, mantendo intervalo de 24 horas
entre cada sessao de exercicio, realizada sempre no periodo vespertino. Durante

0 exercicio a profundidade da dgua mantida no tanque foi de 40 cm (Figura 7).

Os animais eram colocados na agua e impulsionados durante todo tempo
para evitar o uso de artificios, como ficar parado ou se apoiar na borda do tanque
para descansar durante o exercicio, uma vez que, segundo Van Meeteran et al.
(1997), estes tendem a nadar energicamente por 5 a 10 minutos e, em seguida,
permanecer em posi¢do de flutuagcdo, mantendo-se imdveis e com a cabeca fora

da agua.

Os animais foram impulsionados com cuidado para evitar o estresse, visto
que a ameaca de afogamento induz alteracBes fisiol6gicas, comportamentais e
psicolégicas negativas na recuperagdo funcional apo6s lesdo (Gutmann e

Jakoubek, 1963; Van Meeteren et al., 1997).

Em todas as sessdes de exercicio foi realizada turbuléncia na agua por
meio da agitacdo manual de um bastdo de madeira, exigindo do animal maior

controle motor durante a natagéo.

Apos cada sessédo de exercicio, os animais foram secados com toalhas de
pano e com jato de ar quente, produzido por um secador (TAIFF-RS-3), e

recolocados nas gaiolas (Oliveira et al., 2008).
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Figura 7 - Animais no tanque durante a natacdo (A). Destaque para o exercicio de
natacéo (B).

4.6. PROCEDIMENTO PARA COLETA DO MATERIAL

Ao atingir os respectivos tempos de sobrevida, os animais dos 4 grupos

foram novamente anestesiados da mesma forma que para a lesdo nervosa.

4.6.1 Coleta e Processamento do Musculo Séleo

Para a andlise das juncdes neuromusculares (JNMs) foi utilizado todo o

musculo s6leo, conforme metodologia proposta por Marques et al. (2005).

Apos anestesia os animais sofreram perfusdo intracardiaca de 20 mL de
solugcdo tampédo fosfato (PBS), seguida de 20 mL de paraformaldeido a 4%,
visando a fixacdo do tecido muscular antes da retirada do musculo soéleo

esquerdo do animal. Em seguida, os musculos foram fixados in situ com
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paraformaldeido 4% durante 25 minutos, retirados e fixados pelas extremidades

em uma cuba contendo gel Sylgard, com auxilio de alfinetes entomoldgicos.

Os musculos foram lavados vérias vezes com PBS para inativar o fixador e
incubados com solugédo de glicina 0,1 M por 20 minutos em agitador orbital
(FANEM 255-B®). Apés lavagens com PBS, foram incubados com colagenase 1%
(Tipo | - Sigma®) por 30 minutos no agitador para o desprendimento do tecido
conjuntivo restante. A seguir, foram lavados novamente com PBS e os AChRs
marcados com a-bungarotoxina conjugada a rodamina (Rh-BTX 1:100 em PBS;
Sigma®) durante 45 minutos no agitador. Apds esse periodo, os musculos foram
lavados com PBS e incubados com Triton X100 1% durante 1 hora, para
permeabilizagéo das fibras musculares. Em seguida foram lavados com PBS e
incubados em solugdo bloqueadora (BSA-30%; Triton X-100-6%; Soro fetal
bovino-8%; Leite desnatado-2%; Glicina-1%) e deixados a 4° C overnight. Depois,
incubados com anticorpo primario anti-neurofilamento (em solu¢éo bloqueadora -
Sigma®) para marcacdo dos terminais nervosos e mantidos em geladeira,
overnight.

No dia seguinte, foram lavados com PBS e incubados com anticorpo
secundéario anti-mouse (terminais nervosos) em solugdo bloqueadora durante 3
horas no agitador. Foram lavados com PBS e montados em lamina sob laminula

em meio de montagem para fluorescéncia DABCO (Sigma®).
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4.6.2. Coleta e Processamento do Nervo Isquiatico

O nervo isquidtico esquerdo dos animais foi exposto e fixado in situ a 4°C
durante 10 minutos com fixador de Karnovsky (1965) modificado, contendo 1% de
paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em tampé&o cacodilato de sédio a 0,1M, pH

7.3.

A porgdao distal ao enxerto foi mantida em solucéo fixadora (Karnovsky) por
24 horas e pos-fixada em Tetroxido de Osmio a 1% em tamp&o cacodilato de
sédio 0,1M, pH 7.3, por duas horas, imersa em uranila 5% durante 24 horas, para
coloragdo em bloco, desidratada em solugdes crescentes (30% a 100%) de

acetona e incluida em resina Araldite (UEGAMA).

Foram obtidos cortes transversais de 1uym com navalha de vidro, em
ultramicrétomo LKB, corados com azul de toluidina a 1%, em solugdo aquosa de

bérax a 1%, para microscopia Optica (Reynolds, 1963 apud Teodori, 1998).

4.7. ANALISE DOS DADOS

4.7.1. Analise Morfométrica do Nervo Isquiatico

A andlise morfométrica foi realizada em sistema analisador de imagens
Image-Pro Plus 6.2 - Media Cybernetics para obter o numero de axénios, a

espessura da bainha de mielina, o didmetro da fibra e do axbnio e razdo G. A
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calibracdo do sistema de analise de imagens para a obtencdo de medidas na
unidade de micrometros (um) foi realizada com auxilio de uma lamina de

calibracdo micrometrada ZEISS 5. 100/ 100 mm.

As imagens dos cortes transversais do nervo isquiatico foram captadas em
camera digital Infinity — Lumenera, acoplada a fotomicroscopio OLYMPUS BX 4.1.
Foi analisado um corte histolégico de cada lamina, por meio do microscépico
Optico, onde a lamina histolégica foi focalizada na objetiva de 10X e de 100X para
a observacédo e captacdo da imagem pelo sistema e visualizagdo em tempo real
na tela do computador. Foram fotografados 5 campos aleatoriamente definidos
em cada corte histoldgico, sendo possivel normalizar e congelar as imagens para

analise morfométrica.

As medidas foram realizadas de forma semi-automética, sendo cada fibra
nervosa mielinica e axdnio contornados pelo mouse para obter os valores (em
micrometros) referentes ao diametro da fibra e diametro do axonio,
respectivamente. Esses valores foram transferidos para o Excel, compondo uma

lista de dados.

A seguir, sdo apresentadas as férmulas utilizadas para calcular o diametro
médio dos axonios, diametro médio das fibras, espessura média da bainha de

mielina e razéo G, respectivamente:

i . . diametroaxonios
Diametro médio axdnios = z

N°axdnios

Zdiémetro fibras
N° fibras

Diametromédio fibras =
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diametroda fibra — diametrodo axonio
2

Espessuradabainhamielina =

~ didmetrodo axénio(média)
RazdoG =—— - P
didmetroda fibra (média)

4.7.2. Analise Quantitativa das Fibras Nervosas Mielinicas

O numero total de fibras nervosas mielinicas foi calculado a partir da
somatéria do nimero de axdnios obtidos em cada um dos 5 campos no corte
transversal do nervo em cada grupo, em objetiva de 100X. Para isso, foi
estabelecida a proporcdo entre este valor e a area total do nervo, obtida em
objetiva de 10X. As férmulas a seguir demonstram como foram calculados a
porcentagem da amostra e o numero total de axénios em cada nervo (onde *

corresponde & multiplicagéo), respectivamente (Santo Neto et al., 1998):

D éreadoscampos _

amostra (%) = 100

Z areadonervo

D Neaxdnios
amostra (%)

N °total de axdnios =
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4.7.3. Andalise Morfométrica das JNMs do Mulsculo Séleo

As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia Nikon
Eclipse TS 100, com camera de video (Nikon digital camera DX m1200F), em

objetiva de 20x.

Foram analisados o numero de terminais nervosos e de receptores de
acetilcolina, bem como a porcentagem de mono ou poliinervacdo das JNMs nas

camadas mais superficiais do musculo séleo.

4.7.4. Andlise Funcional da Marcha

Um paquimetro digital (MITUTOYQO®) foi utilizado para mensurar a distancia
entre a extremidade do terceiro dedo e o calcaneo - Comprimento da Pegada
(PL); entre o primeiro e o0 quinto dedo - Largura da Pegada (TS) e entre o
segundo e quarto dedo - Largura Intermediaria da Pegada (ITS) das patas
experimental (E) e normal (N) (Bain, Mackinnon e Hunter, 1989; Varejao et al.,

2004), conforme mostra a figura 8.
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Figura 8 - Parametros para mensuragdo das
pegadas.
Fonte: Varejao et al. (2004)

Os valores encontrados foram organizados na férmula abaixo, definida por

Bain, Mackinnon e Hunter (1989):

(EIT-NIT) oo
NIT

SFI =-38.3* +109.5*

(EPII‘\I_—NPL) +13.3*

(ETS — NTS)
NTS

Os dados obtidos expressam a perda funcional em termos percentuais,
sendo que o valor O (zero) representa a fungdo normal ou auséncia de disfungéo
e o valor -100 (menos cem) representa a perda total da fungdo nervosa. Portanto,
guanto mais proximo de O (zero) o valor obtido, melhor a funcéo (De Medinacelli,

Freed e Wyatt, 1982; Bain, Mackinnon e Hunter, 1989).
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4.8. ANALISE ESTATISTICA

O software utilizado para o tratamento dos dados foi o Statistical Package
for Social Science for Personal Computer (SPSS/PC versédo 13.0) com nivel de

significancia de 5%.

Para todas as variaveis foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Em seguida, para analisar o as jun¢cdes neuromusculares e o numero de
axbnios e os dados morfométricos foi utilizado o teste Anova-F seguido de
Tamhane. O indice Funcional da marcha intragrupos foi analisado por meio do
teste Anova-F medidas repetidas, seguido do teste de Bonferroni e, na analise

intergrupos, o teste Anova-F seguido de Tamhane.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DOS AXONIOS

5.1.1. Caracteristicas Macroscoépicas no Local do Enxerto

Ao observar o local do auto-enxerto de nervo nos grupos Enxerto e
Natacdo, apds 4, 8 e 12 semanas, identificou-se facilmente o segmento proximal,
o local do enxerto e o segmento distal & lesdo, que estavam delimitados pela
presenca dos pontos de sutura. Além disso, a regido do enxerto apresentou-se
mais espessada em relacdo as regides proximal e distal. No grupo Lesédo apés 8
e 12 semanas, notou-se maior quantidade de tecido conjuntivo ao redor do nervo
e nos tecidos adjacentes, caracterizando a formacdo de neuroma. Neste grupo
também ndo foi observada reconexdo do segmento proximal ao distal,

independentemente do periodo de analise (4, 8 ou 12 semanas).

5.1.2. Anédlise Histolégica dos Nervos

As caracteristicas histoloégicas do nervo no grupo Controle mostraram
ax6nios com didmetros similares e proporcionais as bainhas de mielina, as quais
se apresentaram integras e com formato regular, portanto compativeis com

nervos normais (Figura 9 - C).
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No grupo Lesédo observou-se extensa proliferagdo conjuntiva na regido

distal a lesé@o e auséncia de axdnios (Figura9 — L4, L8 e L12).

Nos grupos Enxerto e Natagdo 4 semanas foi observado maior nimero de
axonios na regido do enxerto em relagdo a regido distal (Figura 9 — E4E, E4D,
N4E e N4D). Os axo6nios apresentaram-se com menor diametro e com formatos
irregulares, sendo evidente a presengca de tecido conjuntivo perineural,
caracterizando a presenca de minifasciculos. Porém, no grupo Natacdo (N4E e
N4D), foram observados axonios com maior diametro e em maior quantidade em

relagdo ao grupo Enxerto.

Nos grupos Enxerto e Natacdo 8 semanas prevaleceu a presenca de
axbnios de menor diametro e espessura de mielina, havendo, aparentemente,
tecido conjuntivo perineural em maior quantidade (Figura 9). Mas ao comparar 0s
grupos 4 e 8 semanas, nota-se um aumento do nimero e diametro axonal apés 8

semanas.

Finalmente, nos grupos Enxerto e Natagdo 12 semanas, nota-se um
predominio de axdnios de maior didmetro e em maior nimero em relacdo aos
grupos 4 e 8 semanas (Figura 9). O grupo Natagdo 12 semanas apresentou
axonios com formato regular e espessura de bainhas de mielina proporcional ao

diametro axonal.
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5.1.3. Anélise Morfométrica das Fibras Nervosas Mielinicas

Nas tabelas abaixo ndo foram apresentados os dados morfométricos do

Grupo Lesdao devido a auséncia de axénios.

O grupo Controle apresentou maior diametro de axdnios e fibras nervosas
em relagdo aos grupos Enxerto e Natacdo apds 4 semanas, tanto na regido do
enxerto quanto na regiéo distal. No grupo Enxerto foi observado menor diametro
de axonios e fibras na regido distal em ralagdo ao grupo Natacdo, na mesma
regido. A espessura da bainha de mielina do grupo Enxerto na regido do enxerto
e distal e grupo Natacdo na regido distal apresentou-se menor que a observada
no grupo Controle (p<0,05), conforme tabela 1. N&o se observou diferenga nos

valores de Razéo G entre 0s grupos.

Tabela 1 — Valores de médiat DP do didmetro do Axdnio (g Axbnio), do didmetro da
fibra (o Fibra), espessura da bainha de mielina e razdo G, dos grupos
Controle, Enxerto e Natacdo 4 semanas na regido do enxerto e distal. (*)
difere do Controle; (#) difere N4D (p<0,05).

Grupos @ Axonio (um) o Fibra (um) Esp. Mielina Razéo G
Controle 6,36+0,39 10,14+0,37 1,89+0,14 0,63+0,02
E4E 3,42+0,26 * 5,81+0,14 * 1,20+0,14 * 0,59+0,04
E4D 2,11+0,38 *# 3,38+0,54 * # 0,64+0,08 * 0,62+0,01
N4E 3,86+0,62 * 7,10+0,63 * 1,62+0,45 0,55+0,10

N4D 3,38+0,19 * 5,58+0,27 * 1,10+0,10 * 0,61+0,02
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Apo6s 8 semanas observou-se reducdo no didmetro do axénio e da fibra
nervosa nos grupos Enxerto e Natagdo, tanto na regido do enxerto quanto na
regido distal, em relagdo ao grupo Controle. A espessura da bainha de mielina
apresentou-se menor nos grupos Enxerto e Natagdo na regido do enxerto em
relacdo ao grupo Controle (p<0,05), conforme a tabela 2. N&o foi observada

diferenca nos valores de Raz&o G entre 0s grupos.

Tabela 2 — Valores de médiat DP do didmetro do Axdnio (g Axbnio), do didametro da
fibra (g Fibra), espessura da bainha de mielina e razdo G, dos grupos
Controle, Enxerto e Natacdo 8 semanas na regido do enxerto e distal. (*)
difere do Controle (p<0,05).

Grupos @ Axdénio (um) o Fibra (um) Esp. Mielina Razédo G
Controle 6,36+0,39 10,14+0,37 1,89+0,14 0,63+0,02
E8SE 3,70+0,50 * 6,11+0,36 * 1,20+0,08 * 0,60+0,04
E8D 3,29+0,34 * 6,21+0,55 * 1,4610,24 0,53+0,04
N8E 4,24+0,37 * 6,58+0,20 * 1,1940,17 * 0,64+0,05
N8D 3,30+0,33 * 6,93+0,21 * 1,63+0,20 0,52+0,05

Apos 12 semanas houve redugéo no didmetro do axdnio e da fibra nervosa
do grupo Enxerto na regido do enxerto e distal em relacido ao grupo Controle. O
grupo Enxerto, na regido do enxerto e na regiao distal, tiveram uma reduc¢do no
didmetro da fibra em relagéo ao grupo Natacdo na regido do enxerto e na regiao
distal, respectivamente. No grupo Enxerto, na regido do enxerto, foi observado
reducdo na espessura da bainha de mielina em relagdo ao grupo Controle
(p<0,05), conforme a tabela 3. N&o foi observada diferenca nos valores de Razé&o

G entre os grupos.
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Tabela 3 — Valores de médiat DP do didmetro do Axdnio (g Axbnio), do didametro da
fibra (g Fibra), espessura da bainha de mielina e razdo G, dos grupos
Controle, Enxerto e Natagdo 12 semanas na regido do enxerto e distal.
(*) difere do Controle; (#) difere N12E; (1) difere N12D (p<0,05).

Grupos @ Axdnio (um) o Fibra (um) Esp. Mielina Razédo G
Controle 6,36+0,39 10,14+0,37 1,89+0,14 0,63+0,02
E12E 4,21+0,15 * 6,29+0,31 *# 1,2440,14 * 0,63+0,03
E12D 3,68+0,45 * 6,38+0,19 *T1 1,41+0,28 0,56+0,08
N12E 5,83+0,70 8,13+0,10 1,46+0,39 0,67+0,08
N12D 5,18+0,34 8,31+0,24 1,35+0,38 0,66+0,07

5.1.4 Andlise Quantitativa das Fibras Nervosas Mielinicas

Na comparacgao entre as regides do enxerto (RE) e distal (RD) ao enxerto
foi encontrada diferenca significativa nos grupos Natagédo 4 (p=0,02), Natagdo 8
(p=0,03) e Enxerto 12 (p=0,01) semanas. Nos demais grupos nao houve diferenca
entre a regido do enxerto e distal do nervo (Tabela 4). Nos grupos Lesdo nao se

observou axonios, nos diferentes periodos de analise.
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Tabela 4 - Valores de média +DP do numero de fibras
mielinicas da regido do enxerto (RE) e distal (RD)
nos diferentes grupos experimentais. (*) difere do
respectivo RE. RE (regido do enxerto); RD (regido

distal).
Numero de Fibras Mielinicas
Grupos RE RD
Controle 7867+1782 -
L4 0 0
E4 5948+1367 6401176
N4 5436+932 2300+452*
L8 0 0
E8 110724508 9504+2036
N8 1616013252 13112+1941*
L12 0 0
E12 1426443326 11304+2428*
N12 128801699 111124441

Ao comparar os grupos Leséo, Enxerto e Natagdo 4 semanas, observou-se

reducao significativa do nimero de axénios na regido distal dos grupos Enxerto e

Natagc&o em relagéo ao grupo Controle (Figura 10). O grupo Natagdo 4 semanas

apresentou maior numero de axdnios na regido distal ao ser comparado com o

grupo Enxerto 4 semanas, também na regido distal (p<0,05).
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Figura 10 - Valores de média +tDP da comparacao intragrupo do
namero de axdénios dos grupos, Controle (C), Lesao
(L4), Enxerto (E4) e Natacdo (N4), nas regides do
enxerto e distal. (*) difere do C; (#) difere do E4D.

No grupo Natacdo 8 semanas observou-se aumento significativo no
namero de axdnios, tanto na regido do enxerto quanto na distal, comparado ao
grupo Controle (Figura 11). Na comparagdo entre o grupo Natac&o e Enxerto 8
semanas foi encontrado aumento significativo de axénios na regido do enxerto no

grupo natagcéo, bem como de sua regido distal (p<0,05).
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Figura 11 - Valores de média +DP da comparacgdo intragrupo do
namero de axénios dos grupos, Controle (C), Leséo (L8),
Enxerto (E8) e Natacdo (N8), nas regides do enxerto e
distal. (*) difere do C; (#) difere do E8E; (1) difere do
E8D.

O numero de axbnios dos grupos 12 semanas apresentou-se aumentado
em todos os grupos em relagdo ao controle, nas diferentes regides do nervo

analisadas (Figura 12), ndo havendo diferenca entres os demais grupos (p<0,05).
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Figura 12 - Valores de média +DP da comparacao intragrupo do
nimero de axbnios dos grupos: Controle (C), Lesédo
(L12), Enxerto (E12) e Natacdo (N12), nas regifes do
enxerto e distal. (*) difere do C.

5.2. JUNCAO NEUROMUSCULAR

5.2.1. Anédlise Histoldgica das Junc¢Bes Neuromusculares

Ao analisar a Figura 13, pode-se observar que no grupo C, os receptores
de acetilcolina estdo monoinervados. Nos grupos L4, E4, L8 e L12 semanas
foram observados receptores de acetilcolina aparentemente em maior numero e
auséncia de terminais nervosos. Nos grupos N4 e E8 semanas identificou-se
receptores de acetilcolina poliinervados, jA nos grupos N8, E12 e N12 os

receptores apresentaram-se monoinervados.
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L12 E12 N12

Figura 13 - Fotomicrografia do musculo séleo dos grupos: Controle (C), Leséo 4 (L4),
Enxerto 4 (E4), Natacdo 4 (N4), Leséo 8 (L8), Enxerto 8 (E8), Natagédo 12
(N12), Lesdo 12 (L12), Enxerto 8 (E8) e Natacdo 12 (N12). Observar
receptores de ACh (seta curta), monoinervacao (seta longa), poliinervacdo
(cabeca de seta). Barra 20pum.



5.2.2. Quantificagc&do dos Receptores de Acetilcolina

Ao comparar os grupos Controle, Lesdo Enxerto e Natacdo, ndo se
observou diferenga no nimero de receptores de acetilcolina dos grupos 4 (Figura

14) e 8 (Figura 15) semanas, considerando o numero total de receptores,

receptores inervados e desnervados (p>0,05).

Numero de Receptores de Acetilcolina
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c L4 E4 N4

Figura 14 - Valores médios do numero total de receptores de acetilcolina,
: Controle (C),

receptores inervados e desnervados dos grupos
Lesdo (L4), Enxerto (E4) e Natacdo (N4); (p>0,05).
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Figura 15 - Valores médios do numero total de receptores de acetilcolina,
receptores inervados e desnervados dos grupos: Controle (C),
Leséo (L8), Enxerto (E8) e Natacdo (N8); (p>0,05).

Apbés 12 semanas, 0 numero total de receptores de acetilcolina
encontrados no grupo Lesao foi maior que o numero observado nos grupos
Controle, Enxerto e Natacao (Figura 16). O numero de receptores de acetilcolina
desnervados do grupo Lesdo também foi significativamente maior que o

encontrado nos grupos Enxerto e Natag&o (p<0,05).
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Figura 16 - Valores médios £DP do nimero total de receptores de acetilcolina,
receptores inervados e desnervados dos grupos: Controle (C),
Lesdo (L12), Enxerto (E12) e Natacdo (N12); (*) difere dos
respectivos valores no grupo L12. (p<0,05).

5.2.3. Quantificacédo das JNMs

Ap6s 4 semanas da lesdo, ndo foram encontradas JNM inervadas nos
grupos Lesédo e Enxerto, enquanto nos grupos Natacdo e Controle, observou-se
maior nimero de JNM. Por outro lado, o grupo Natacdo apresentou numero
significativamente maior de JNMs em relacdo ao grupo Enxerto. Foram
encontrados receptores de acetilcolina monoinervados somente no grupo
Controle, que foi estatisticamente maior que os demais. O grupo Natacdo foi o
anico a apresentar poliinervacéo, diferindo dos demais grupos, conforme mostra a

Tabela 5. Foram consideradas somente as jungdes inervadas para mensuragao.
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Tabela 5 - Numero médio de Juncdes Neuromusculares (N° JINM), e
porcentagem de Monoinervagdo (Mono) e Poliinervacdo (Poli)
nos grupos: Controle (C), Leséo (L4), Enxerto (E4) e Natacéo
(N4) ap6s 4 semanas da lesdo. (*) difere dos demais grupos; (#)

Grupos N° JNM Monoinervagéo Poliinervacéo
C 32* 100% * 0t
L4 0 0 0t
E4 0 0 0t
N4 14 # 0 100%

Apos 8 semanas da lesdo, o grupo controle apresentou nimero de JNM
maior que o encontrado no grupo Les&o, porém significativamente menor que o
grupo Enxerto. Nos grupos Enxerto e Natacdo o numero de JNM foi
estatisticamente maior que o grupo Les&o. O grupo Enxerto também apresentou

aumento no numero de JNM em relag&o ao grupo Natagé&o.

Quanto aos receptores de acetilcolina, no grupo Controle todos os
receptores estavam monoinervados apos 8 semanas, o que o diferenciou dos
demais grupos. No grupo Lesé&o, nenhum receptor estava monoinervado, sendo
os valores significativamente menores que nos grupos Controle, Enxerto e
Natag&o. A poliinervacdo néao foi observada nos grupos Controle e Leséo, o que
os diferencia estatisticamente dos grupos Enxerto e Natacdo (p<0,05). Esses

resultados estdo apontados na tabela 6.
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Tabela 6 - NuUmero médio de Juncdes Neuromusculares (N° JNM), e
porcentagem de Monoinervacdo (Mono) e Poliinervacéo (Poli) nos
grupos: Controle (C), Lesdo (L8), Enxerto (E8) e Natacdo (N8)
apos 8 semanas da lesao. (*) difere dos demais grupos; (#) difere
do L8; (1) difere N8; (**) difere do E8 (p<0,05).

Grupos N° JNM Monoinervagéo Poliinervagédo
C 32* 100% * 0t**
L8 0 0 0t **
E8 49 # 24% # 76%
N8 26 # 38% # 62%

Apos 12 semanas da lesdo nervosa, o numero de JNM no grupo Controle
foi maior que o encontrado no grupo Les&o, porém, menor que o encontrado no
grupo Enxerto. Nos grupos Controle e Natagcdo, a monoinervagdo foi maior
quando comparados ao grupo Leséo. Poliinervagéo néo foi observada nos grupos
Controle e Leséao, diferindo-os dos grupos Enxerto e Natagdo. Ao comparar 0s
grupos Enxerto e Natacdo, observou-se redugédo significativa na poliinervagéo no
grupo Natagao (p<0,05), conforme mostra a tabela 7.

Tabela 7 - Nidmero médio de Jung¢des Neuromusculares (N° JNM), e porcentagem
de Monoinervacdo (Mono) e Poliinervagéo (Poli) nos grupos: Controle

(C), Leséo (L12), Enxerto (E12) e Natacédo (N12) 12 semanas. (*) difere
do L12; (#) difere do E12; (1) difere do N12 (p<0,05).

Grupos N° JNM Monoinervacgao Poliinervacéo
C 32 *# 100% * 0 #t
L12 0 #t 0 0 #t
E12 42 56% 44%

N12 38 87% * 13% #
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As figuras abaixo apresentam a relagdo entre o nimero de receptores de
acetilcolina e das jungdes neuromusculares nos grupos 4 semanas (Figura 17), 8

semanas (Figura 18) e 12 semanas (Figura 19).
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Figura 17 - Relacdo entre o numero de receptores de acetilcolina e as juncdes
neuromusculares dos grupos: Controle (C), Lesdo 4 semanas (L4),
Enxerto 4 semanas e Natacdo 4 semanas.
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Figura 18 - Relacdo entre o numero de receptores de acetilcolina e as juncbes
neuromusculares dos grupos: Controle (C), Lesdo 8 semanas (L8),
Enxerto 8 semanas e Natacdo 8 semanas.
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Figura 19 - Relagdo entre o nimero de receptores de acetilcolina e as juncbes
neuromusculares dos grupos: Controle (C), Lesdo 12 semanas (L12),
Enxerto 12 semanas e Natacdo 12 semanas.

5.3. ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA

5.3.1. Andlise Intergrupos

Nos grupos Leséo, Enxerto e Natagcdo 4 semanas, o padrdo funcional do
IFC foi semelhante nos diferentes tempos de analise. No periodo pré-operatério
todos os grupos apresentaram valores entre 0 e -20, indicando fung&o normal. J&
nos demais periodos, os valores permaneceram entre -100 e -80, demonstrando
perda de funcdo em todos os grupos (Figura 20). Desta forma néo foi observada

diferenca estatistica na analise intergrupos 4 semanas (p>0,05).
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Figura 20 - Valores médios +DP da comparacéo intergrupos do indice
Funcional do Ciatico (IFC) dos grupos: Lesédo (L4), Enxerto
(E4) e Natacdo (N4) 4 semanas, nos diferentes intervalos
de andlise (p>0,05).

O IFC dos grupos Leséao, Enxerto e Natacdo 8 semanas, permaneceu
dentro do padrdo normal (0 e -20) no periodo pré-operatorio. Apés a lesdo os
valores indicaram perda funcional. Entre a 12 e a 52 semana pds-operatlria 0s
grupos se comportaram de forma semelhante, com IFC entre -100 e -80. A partir
da 62 e 72 semana 0 grupo natacdo apresentou melhora da funcéo, atingindo
valores entre -80 e -70, enquanto no grupo lesdo, foram observados valores ainda
menores, indicando perda progressiva da func¢ao (Figura 21), porém, ndo houve

diferenga estatistica na analise intergrupos (p>0,05).
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Figura 21 - Valores médios +DP da comparacdo intergrupos do indice
Funcional do Ciatico (IFC) dos grupos: Leséo (L8), Enxerto (E8) e
Natacdo (N8) 8 semanas, nos diferentes intervalos de analise
(p>0,05).

Os grupos Lesdo, Enxerto e Natagcdo 12 semanas também apresentaram
funcdo normal, com valores entre 0 e -20 no periodo pré-operatorio. Apés a lesao
os valores do IFC demonstraram perda de fungéo, porém, ao longo das semanas,
0 grupo lesdo apresentou valores ainda mais negativos, indicando perda
crescente de funcao sensério-motora. Os valores dos grupos Enxerto e Natagéo
tornaram-se progressivamente mais positivos. Da 82 a 112 semana o IFC do grupo
leséo foi significativamente mais negativo que nos grupos enxerto e natagao
(p<0,05). No grupo Natagdo os valores do IFC foram significativamente mais
positivos que os valores encontrados no grupo enxerto na 102 e 112 semanas PO

(p<0,05), conforme mostra a figura 22.
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Figura 22 - Valores médios +DP da comparac&o intergrupos do indice Funcional do
Ciatico (IFC) dos grupos: Lesédo (L12), Enxerto (E12) e Natacdo (N12)
apos 12 semanas da lesao, nos diferentes intervalos de andlise. 1 difere
do grupo enxerto; # difere do grupo natagéo (p<0,05).

5.3.2. Anédlise Intragrupo

Na analise funcional intragrupo foi observada diferenca somente entre o
periodo pré-operatério e 0s demais periodos nos grupos lesdo, enxerto e natagédo
4 (Tabela 8) e 8 semanas (Tabela 9) (p<0,05), porém nao houve diferenca nos

demais periodos.
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Tabela 8 - Valores de Média +DP do Iindice Funcional do Ciatico (IFC) nos
grupos: Lesdo, Enxerto e Natacdo 4 semanas nos diferentes
periodos de analise; (*) difere do periodo pré-operatério (p<0,05).

Semana L4 E4 N4
Pré -3.22+4.27 -6.47+7.18 -14.77+9.21
1 -97.86+16.61* -96.58+4.42* -97.09+3.59*
2 -90.12+7.53* -89.23+5.54* -91.15+20.66*
3 -84.92+8.15* -86.81+14.11* -83.13+3.55*

Tabela 9 - Valores de Média +DP do indice Funcional do Ciatico (IFC) nos

grupos: Lesdo, Enxerto e Natacdo 8 semanas, nos diferentes
periodos de analise; (*) difere do periodo pré-operatorio (p<0,05).

Semana L8 ES8 N8
Pré -1.16+9.92 -3.10£17.12 -9.13+6.76
1 -92.52+8.34* -96.97+18.11* -108.71+22.49*
2 -88.35+10.01* -85.67+18.14* -98.69+28.66*
3 -90.7615.44* -84.25+16.39* -90.33+10.47*
4 -85.45+4.78* -84.15+20.66* -87.68+8.38*
5 -88.90+6.92* -83.58+9.45* -83.11+7.34*
6 -99.46+18.92* -86.53+28.95* -77.76+7.65*
7 -96.10+24.26* -85.27+25.16* -71.40+8.61*

Nos grupos leséo, enxerto e natagdo 12 semanas, observou-se diferenca
estatistica entre o periodo pré-operatério e os demais periodos nos grupos L12,
E12 e N12 semanas (Tabela 10). Entretanto, no grupo N12 os valores

encontrados na 92, 102 e 112 semana PO foram significativamente maiores que 0s
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encontrados na 12 semana. A 112 semana apresentou valores estatisticamente

maiores quando comparados a 12, 22 e 32 semana PO (p<0,05).

Tabela 10 - Valores de Média +DP do indice Funcional do Ciatico (IFC) nos

grupos: Lesdo, Enxerto e Natacdo 12 semanas nos diferentes
periodos de andlise; (*) difere do periodo pré-operatério; () da 112
semana p0ds-operatoria; (#) difere da 12 semana pdés-operatoria

(p<0,05).
Semana L12 E12 N12
Pré -12.61+4.7 -2.1847.68 -1.1249.09
1 -91.50+9.91* -97.92+7.08* -97.92+7.08*t
2 -88.55+9.74* -90.92+6.26* -95.24+7.0*t
3 -91.93+11.03* -87.32+5.63* -91.33+21.42*t
4 -84.24+7.71* -87.70+12.59* -84.37+2.29*
5 -86.55+9.77* -88.50+4.95* -82.62+31.0*
6 -93.28+2.81* -71.52+10.93* -79.59+8.29*
7 -96.09+2.65* -75.56+26.67* -70.15+£12.12*
8 -97.02+4.12* -69.22+35.99* -67.99+8.87*
9 -100.69+30.19* -70.50+36.38* -60.28+11.89*#
10 -99.99+30.30* -74.87+7.66* -54.34+7.21%#
11 -101.06+18.62* -70.61+8.22* -46.43+5.50*#
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6. DISCUSSAO

6.1. REGENERACAO AXONAL

Estudos relatam o uso de diferentes formas de intervengdo cirdrgica com o
objetivo de favorecer a regenerac@o axonal apds neurotmese (Gama, 2000; Verdu
et al.,, 2000; Yavuzer at al.,, 2002; Tetik et al., 2002; Sunderland et al., 2004).
Adicionalmente, a Fisioterapia dispde de diversos recursos que podem influenciar
na maturagcdo dos axonios regenerados (Fernandes et al., 2005; Sobral et al.,
2008; Oliveira et al.,, 2008; Takeda et al., 2008; Silva, 2009) e facilitar a
recuperacdo da condi¢cdo sensorio-motora apos lesdo nervosa periférica. Dentre
0S recursos ja investigados estdo o exercicio fisico em esteira (Marqueste et al.,
2004; Byun et al., 2005; Seo et al., 2006; Sobral et al., 2008; llha et al., 2008), na
agua (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974; Sarickcioglu e Oguz, 2001; Oliveira et

al., 2008) e estimulado por ambiente enriquecido (Takeda et al., 2008).

Alguns autores recomendam que o estimulo a atividade neuromuscular por
meio do exercicio fisico ndo seja iniciado logo apds a lesdo nervosa, devendo
haver um periodo de repouso entre a lesdo e o inicio do exercicio, pois
dependendo da extensdo da lesdo, o exercicio durante a fase aguda pode reduzir
a quantidade de unidades motoras e o brotamento axonal em musculos
extensamente desnervados (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974; 1982; Gordon et

al., 2003).

Por outro lado, a inducdo de atividade fisica imediatamente apés a lesao

nervosa ou nos estagios iniciais da desnervagdo é recomendada por aumentar a
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Y

resisténcia a fadiga e restaurar as propriedades contrateis e a
mecanossensibilidade do musculo (Marqueste, et al., 2004), sendo tais beneficios
mantidos até a fase tardia da regeneracdo do nervo (Van Meteeren et al., 1997)

com consequente recuperagéao funcional (Byun, et al., 2005; Seo, et al., 2006).

Van Meeteren et al. (1997) afirmam que, quando o exercicio é iniciado na
fase de desnervacdo, a recuperagdo sensorio-motora e funcional é acelerada.
Portanto, o exercicio também pode ser eficaz na recuperacdo muscular, assim
como, no crescimento e maturagcdo axonal. Entretanto, alertam para a influéncia
do exercicio “intenso” na fase de desnervacao, apontando seu efeito deletério,

especialmente sobre a fungdo muscular.

Y

Sarickcioglu e Oguz (2001), submeteram coelhos a natagdo apds
esmagamento do nervo isquiatico. Quatro semanas depois foram encontradas
fibras nervosas mielinizadas no grupo natacdo, enquanto no grupo sedentario
nenhuma fibra foi encontrada, apontando para o beneficio desta modalidade de

exercicio na regeneracgdo axonal.

Sobral et al. (2008), avaliaram o numero de axdnios apds esmagamento
nervoso e exercicio em esteira, que foi iniciado 24 horas e 14 dias apés a leséo.
Depois de 30 dias, observaram que a recuperagao funcional, o brotamento e a
maturagcdo axonal ndo foram prejudicados, mesmo quando o exercicio foi iniciado
precocemente, concluindo que o protocolo e a modalidade de exercicio adotada
ndo influenciaram a regeneracdo axonal, sugerindo que o exercicio deve ser

iniciado nesta fase para prevenir danos ao musculo.

Oliveira et al. (2008), analisaram o numero de axdnios de ratos submetidos

a esmagamento do nervo isquiatico e exercicio na agua 24 horas apos. Trinta
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dias depois encontraram maior namero de ax6nios nos grupos desnervado e
desnervado seguido de natagdo em relagdo ao controle, sugerindo que, mesmo
nado favorecendo a regeneragdo, a natagéo pode ser indicada neste tipo de leséo

por contribuir com a recuperagédo muscular.

Modelos de neurotmese seguidos de reparo cirdrgico do nervo podem
testar a eficacia dos diferentes tipos de exercicio fisico (llha et al., 2008), por se
tratar de um processo mais prolongado (Sunderland et al., 2004, llha et al., 2008),
que poderia limitar mais efetivamente a funcdo muscular devido a atrofia que se
instala apés a lesé@o (Yavuzer et al., 2002; Marqueste et al., 2004; llha et al., 2008)
e que é dependente do tempo de desnervagdo/reinervacdo (Monte-Raso et al.,

2006).

Os resultados deste estudo apontaram que, no grupo Controle, o numero
de axonios foi semelhante ao observado por outros estudos que utilizaram o
nervo isquiatico de animais da mesma espécie (Schmalbruch, 1986; Santo Neto
et al., 1998; Souza, 2005; Sobral et al., 2008; Oliveira et al., 2008; Takeda et al.,

2008).

Nos grupos experimentais o nimero de axodnios da regido do enxerto foi
maior que na regido distal e, a partir da 8% semana, na regido distal, esse nimero
foi sempre maior que o encontrado no grupo Controle. Diversos autores relatam
que apoés a seccao nervosa, os axdnios do segmento proximal originam de 2 a 3
brotos que crescem no interior dos tubos de membrana basal da célula de
Schwann em dire¢do ao musculo (Toft, Fugleholm e Schmalbruch, 1988; Ochi et
al., 1994; Trumble e Parvin 1994; Danielsen, 1996; Lee, Scott e Wolfe, 2000), o

que justifica esse achado, além de sugerir que o procedimento de reconexao
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cirdrgica utilizando 2 pontos de sutura epineural em cada extremidade do nervo
lesado foi efetivo, pois permitiu a observagdo de axdnios regenerados no local em

gue o enxerto nervoso foi implantado.

Considerando o tempo necessario para 0 crescimento axonal apés
brotamento, o que ocorre numa velocidade média de 2-3 mm/dia apés
neurotmese no rato (Fawcett e Keynes, 1990; Navarro, Vivo e Valero-Cabre,
2007), era esperado que, dependendo do periodo em que o nervo foi analisado
apoés a lesé@o (4, 8 ou 12 semanas) o numero de axdnios no nervo distal fosse
menor que na regido do enxerto, o que ocorreu em todos 0s grupos submetidos a
natagdo neste estudo, havendo uma tendéncia de reducdo dessa diferenca a

medida que o tempo transcorrido da leséo fosse mais prolongado.

O numero de axdnios encontrados no nervo distal dos grupos E4 e N4 foi
menor que no Controle, o que se justifica pelos achados de Fields e Ellisman
(1986) e Le Beau et al. (1988), que observaram ax6nios amielinicos associados
as células de Schwann apenas a partir da 32 ou 42 semana e ax6nios mielinicos, a
partir da 52 ou 62 semana ap6s do procedimento cirdrgico. Além disso, segundo
Fawcett e Keynes (1990) e Navarro, Vivo e Valero-Cabre (2007), a taxa de
regeneracdo axonal é inicialmente muito baixa, alcancando um valor constante a
partir de 3-4 dias pés-lesdo, sendo de aproximadamente 3-4mm/dia apés lesédo

por esmagamento, e mais lenta (2-3mm/dia) apds a sec¢ao e reparo nervoso.

Nos grupos, N8 e E12 observou-se menor nimero de axénios na regiao
distal em relagcdo ao enxerto, indicando que a formac&o de tecido cicatricial,
comumente encontrada apés este tipo de reparo, tenha formado uma barreira

mecanica a passagem dos axonios em regeneragao.
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Quanto a influéncia do exercicio de natacdo, observou-se que na regido
distal & lesdo havia maior numero de axdnios no grupo N4 que no grupo E4. Tais
diferencas também foram encontradas entre os grupos E8 e N8, sugerindo que o

exercicio de natacdo pode ter acelerado o brotamento axonal.

Ansselin, Fink e Davey (1997) analisaram a maturagéo das fibras nervosas
e observaram redugéo do diametro dos axonios regenerados, que segundo 0s
autores é um achado comum e esté associado a privagdo de conexdes terminais
durante o processo de regeneracdo, colagenizagdo aumentada, retracao

endoneural e efeitos tardios sobre o corpo celular.

A literatura aponta que no nervo isquiatico normal, o didmetro axonal varia
entre 5 e 7 ym (Santo Neto et al., 2004; Souza, 2005), o diametro da fibra nervosa
entre 9 e 12um (Lenihan et al., 1998b; Santo Neto et al., 2004; Souza, 2005) e a
espessura da bainha de mielina, entre 1 e 2 um (Santo Neto et al., 2004; Souza,

2005). Neste estudo valores semelhantes foram encontrados no grupo Controle.

Apos 4 semanas de intervencgdo foi observado aumento no didmetro axonal
e da fibra nervosa da regido distal do grupo Natagcdo em relagdo ao grupo
Enxerto, indicando que o exercicio promoveu acelera¢do na maturagdo das fibras
ainda na fase inicial da regeneracdo nervosa. Porém, ap0s 12 semanas 0 grupo
Natagcdo alcangou valores de diametro do axonio e da fibra nervosa muito
semelhantes aos observados no grupo Controle, portanto a natagéo foi capaz de
acelerar a maturacédo axonal e de aumentar os diametros do axonio e da fibra

nervosa até atingir valores de normalidade apds 12 semanas de intervencéo.

Verdu et al. (2000), afirmam que a maturagdo axonal raramente atinge

valores controle, citando que o diametro da fibra recupera-se somente 75%, seis
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meses apos axoniotmese. Oliveira et al. (2008) apontam para 68,7% de
recuperacdo do diametro da fibra nervosa, 30 dias depois de submeter ratos a

axoniotmese e natacéo.

A diminuicdo da espessura da bainha de mielina se deve ao controle
exercido pelo axonio sobre a bainha de mielina que o envolve, sendo a espessura
da bainha de mielina proporcional ao diametro do axoénio. Portanto, quando o
didmetro axonal é diminuido, ap6s a degeneragdo e regeneragcdo nervosa, a
espessura da bainha de mielina que o envolve também €& diminuida (Fraher e

Dockery, 1998).

A razd8o G é um parametro relacionado a velocidade de conducédo do
impulso nervoso. Segundo Torch, Usson e Saxod (1989), valores de razdo G
entre 0,6 e 0,79 indicam uma velocidade de condugcdo nervosa normal. Ansselin,
Fink e Davey, (1997) afirmam que os valores normais para razdo G estao entre
0,6 e 0,7. Portanto quando esses valores séo inferiores a 0,6 indicam densa
mielinizagdo. Por outro lado, quando ultrapassam 0,79, indicam fraca
mielinizagdo, havendo, em ambas as condi¢des, alteracdo da velocidade de
condugéo nervosa na fibra. Portanto, os resultados encontrados neste trabalho
indicam que a natagdo néo influenciou na velocidade de condug&o do impulso

nervoso, mantendo-se dentro da faixa de normalidade apontada na literatura.

Resultado semelhante foi encontrado por Seo et al. (2006), que
submeteram ratos a exercicio em esteira. Para os autores, a atividade fisica induz
alteragBes no sistema nervoso periférico, acelerando a regeneracdo axonal por
estimular a sintese da proteina Cdc2 pelas células de Schwann, o que facilita o

processo de regeneragao axonal.
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A aceleragéo no processo de brotamento axonal nas primeiras 8 semanas
apods a lesdo pode estar relacionada a presenga de um microambiente favoravel a
regeneracdo nervosa devido a liberacdo de fatores neurotroficos, que tem sido
identificados como um dos principais responsaveis pela relagdo exercicio-
regeneracao nervosa. Estes elementos organicos podem ser expressos de forma
direta no tecido muscular durante o0 processo de regeneracdo nervosa,
favorecendo assim a recuperagdo da morfologia do nervo e a funcionalidade da
musculatura (Carrow et al., 1998; Mannion et al., 1999; Gémez-Pinilla et al., 2001;
2002; Ying et al., 2003; Rummler e Gupta, 2004).

Ao comparar o grupo E12 e N12, tanto na regido do enxerto quanto na
distal, o numero de ax6nios encontrado foi semelhante em ambos os grupos,
provavelmente porque a regeneracdo axonal ainda estd em curso (Fawcett e
Keynes, 1990; Burnett e Zager, 2004), com o crescimento dos brotos que
emergiram no nervo integro proximal e estdo seguindo em dire¢do ao musculo,
porém em ritmo mais lento (Fawcett e Keynes,1990; Navarro, Vivo e Valero-
Cabre, 2007). Ao se estabelecer essa conexdo, tem inicio a eliminacdo singptica
(Gorio et al., 1983; Sanes e Lichtman, 1999; Love, Son e Thompson, 2003), que
refletiria a diminuicdo do numero de axoénios. Entretanto, esse processo ndo
chegou ao final em 12 semanas (ljkema-Paassen et al., 2004), havendo ainda
maior nimero de ax6nios na regido distal em relagdo ao nervo controle.
Possivelmente, uma andlise em periodo mais prolongado poderia demonstrar
uma reducdo do numero de axdnios devida a eliminacdo sinaptica, bem como

uma possivel influéncia do exercicio de natagdo nesse processo.
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O aumento da liberac@o de fatores neurotréficos pode ter sido uma das
causas do aumento do nimero de ax6nios no grupo natagdo em relagdo ao grupo
enxerto nos periodos de 4 e 8 semanas.

Fatores neurotroficos, originalmente descritos por sua influéncia no
crescimento e diferenciacdo neuronal, estdo se tornando reconhecidos como
reguladores da plasticidade sinaptica (Yao et al.,, 1998; McAllister, Katz e Lo,
1999; Klintsova e Greenough, 1999). Os niveis destes fatores e/ou de seus
receptores podem ser alterados pela atividade neuronal, sendo responsaveis por
criar mecanismos para manter as mudangas na transmisséo sinaptica (Al-Majed,
Brushard e Gordon, 2003; Canossa et al., 2001). Estudos comprovam que estas
substancias sdo efetivas no restabelecimento morfolégico apds lesdo nervosa

(Midha et al., 2003; Simon et al., 2003).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e as neurotrofinas 3 (NT-
3) e 4 (NT-4) sdo importantes para a regulagdo da funcdo sensorio-motora
(Carrow et al.,, 1998; Mannion et al., 1999; Thompson et al., 1999). Apés
exercicios fisicos voluntarios, a expressao de BDNF e NT-3 é aumentada na
medula espinhal e no tecido muscular (Gémez-Pinilla et al., 2001; 2002; Ying et
al., 2003). Desta forma, pode se considerar que a prética de exercicio fisico seja
um fator de sinalizagdo neurotréfica, uma vez que o aumento da atividade

neuromuscular potencializa a produgéo de fatores troficos.

6.2. REINERVACAO MUSCULAR

A IJNM permite a andlise dos eventos que envolvem a interacdo entre os

neurdnios e seus Orgdos alvo, devido a sua simplicidade e acessibilidade
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estrutural, a separacdo morfolégica de seus componentes e as informagdes
existentes sobre a estrutura e a funcdo de boa parte de seus componentes

(Sanes, 1995, 1997; Walsh et al., 2000).

Apos a interrupcdo da transmissdo neuromuscular devido a desnervagéo,
inicia-se o brotamento do terminal nervoso, como parte do processo de
reinervagdo. Este brotamento mimetiza o0s eventos ocorridos durante o
desenvolvimento da JNM. Portanto hd uma reexpressdo da NCAM e da N-
cardenina na superficie das miofibrilas na tentativa de restabelecer o contato

nervo-musculo (Rieger et al., 1998; Walsh et al., 2000; Lieber, 2002).

Com a chegada do terminal nervoso ao musculo inicia-se a reinervacao
muscular, com poliinervagdo dos receptores de RAChs. O nervo estimula o
musculo a sintetizar acetilcolinesterase e a diminuir a sintese de receptores
extrajuncionais, reduzindo a liberagdo de fatores neurotréficos pelas células de
Schwann. Inicia-se ent@o o processo de eliminac¢éo sinaptica, desencadeado pela
membrana poés-singptica. Esta membrana fornece substancias inibidoras ao
crescimento de neuritos, 0s quais transformam-se em terminais nervosos,
enquanto o cone de crescimento da origem ao botdo sinaptico, levando a
monoinervacdo dos RAChs. Apds o restabelecimento da contragdo muscular os
fatores troficos liberados pelos muasculos também deixam de ser produzidos

(Gorio et al., 1983; Love, Son e Thompson, 2003).

Desta forma, apesar de haver diferentes formas de andlise da integridade
da JNM apoés lesdo nervosa, como a avaliacdo do padrdo de distribuicdo dos
RAChs (Marques et al., 2005), este estudo foi direcionado para a quantificagéo do

ndmero de receptores reinervados e avaliagdo da influéncia do exercicio de
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natacdo sobre esse processo, conforme realizado por ljkema-Paassen et al.

(2004).

Apo6s 4 semanas de desnervacdo foram observadas JNMs poliinervadas
somente no grupo Natagdo, indicando que o exercicio de natagdo acelerou o
brotamento e a maturagdo axonal, além da reinervacdo muscular ainda na fase
inicial da regeneracédo, conforme também relatado por Van Meeteren et al. (1997)

e Sarickcioglu e Oguz (2001).

Apos 8 semanas nos grupos Enxerto e Natacdo foram encontradas 24% e
38% de JNMs monoinervadas, respectivamente. Decorridas 12 semanas, 0S
grupos Enxerto e Natagdo apresentaram 56% e 87% de JNMs monoinervadas,
respectivamente, sugerindo que a natagdo possa ter favorecido a eliminagéo
singptica e que, ao longo do tempo, este beneficio € mantido em funcdo da

reorganizagao estrutural e funcional da JNM.

Quando comparado ao numero de ax0nios nos respectivos tempos de
analise, esse resultado confirma que a natacdo acelerou os processos de
brotamento axonal a partir da 42 semana e eliminacdo sinaptica 8 semanas apds

o contato nervo-musculo, o que pode favorecer a recuperacao funcional.

Dados divergentes foram encontrados por ljkema-Paassen, Meek e
Gramsbergen (2002), que realizaram autoenxerto do nervo isquiatico em ratos e
analisaram a reinervacdo do musculo séleo, observando que 7 semanas apoés a
lesédo nenhuma JNM com aspecto normal foi observada, sendo que com 15
semanas, de 20 a 42% das JNMs estavam normais e ap0s 21 semanas de 27 a

34% apresentaram-se normais.
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O terminal nervoso pode afetar o numero de RACh na membrana pos-
sinaptica pela liberacdo de substancias tréficas e pela inducdo da atividade
muscular. A atividade muscular bloqueia o aparecimento dos RACh por toda a
fibora muscular, concentrando-os somente na regido pos-singptica, onde a
influéncia local do nervo previne esse bloqueio (Andreose, Fumagalli e Lomo,

1995).

Neste estudo, nos grupos 4 e 8 semanas, observou-se maior nimero de
RACh nos grupos Leséo, Enxerto e Natagdo em relagédo ao Controle. Isso pode
ser explicado pela condicdo de desnervacdo, pois, segundo Lieber (2002), ha
aumento no numero de receptores extrajuncionais no muasculo desnervado, para

torna-lo mais receptivo a reinervagéo.

Apos 12 semanas foi observado maior nimero de RAChs no grupo Leséo
em relagdo aos demais. Provavelmente, isso pode ter ocorrido pela a maior
dispersdo dos RAChs da superficie extrajuncional da fibra muscular na tentativa

de atrair os axonios em crescimento (Lieber, 2002).

Neste estudo, observou-se presenca de JNMs no grupo Natagdo 4
semanas, o que nao foi observado nos grupos Lesdo e Enxerto, indicando que o
exercicio de natagéo acelerou o processo de reinervagdo muscular. Porém, nos
grupos 8 e 12 semanas o numero de JNM no grupo Natacdo foi menor que o

observado no grupo Enxerto.

Love, Son e Thompson (2003), observaram resultado diferente em estudo
com os musculos soleo e gastrocnémio parcialmente desnervados e submetidos a
eletroestimulagéo cronica. Notaram diminuigéo do brotamento axonal por redugéo

na liberacdo de fatores troficos aos axbnios em regeneracdo e inibicdo da
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formacdo de pontes entre os processos das células de Schwann perisinapticas
das juncdes neuromusculares inervadas e desnervadas, dificultando a
reinervagdo muscular, por conta do excessivo estimulo ao muasculo. E provavel
que o estimulo fornecido pelo exercicio de natacdo neste estudo n&do tenha se
caracterizado como estimulo excessivo, como no caso da eletroestimulagédo

cronica aplicada por esses autores.

6.3. RECUPERACAO FUNCIONAL

O estudo experimental da regeneragéo nervosa subsequente a neurotmese
e reparo cirlrgico utilizando métodos histolégicos, morfolégicos e parametros
eletrofisiologicos tem sido amplamente explorado. Porém, a recuperacao
funcional, avaliada pelo indice Funcional do Ciatico (IFC), fornece dados
importantes sobre a fung&o da pata pélvica do animal, além de ser o método que
mais se aproxima da avaliacao clinica (De Medinacelli et al., 1982; Bain et al.,
1989; Munro et al., 1998; Dijkstra et al., 2000; Oliveira et al., 2008).

Observou-se que no periodo pré-operatério os animais de todos os grupos
apresentaram valores de IFC dentro da normalidade, segundo os critérios

apontados por Hare et al. (1992) e Dash et al. (1996).

Os animais do grupo L n&o foram submetidos ao reparo cirdrgico (L4, L8 e
L12), apresentando redugéo da funcionalidade e progredindo gradativamente para
piora da fungdo ao longo do tempo. Yao et al. (1998), observaram completa
incapacidade funcional em ratos apés 12 semanas da sec¢do do nervo isquiatico

sem reparo cirdrgico.
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Apo6s 4 semanas, tanto o grupo Enxerto quanto o Natacdo apresentaram
valores de IFC entre -100 e -80, indicando perda completa da fungéo. Tetik et al.
(2002), observaram valores de IFC entre -120 e -140, apds 4 semanas de sec¢ao
do nervo isquidtico de ratos, seguida de sutura epineural, indicando que nesta

fase da regeneracéo nervosa a recuperagao funcional ainda néo foi iniciada.

No grupo 8 semanas os valores do IFC na 12 e 52 semana pds-operatéria
permaneceram entre -100 e -80, porém a partir da 6% e 72 semana 0 grupo
natacdo apresentou melhora da funcédo, atingindo valores entre -80 e -70,
conforme também relatado por outros autores (Tetik et al., 2002). Desta forma, o

inicio da recuperacgéo funcional pode ter sido influenciado pelo exercicio.

ApoOs 12 semanas os grupos Enxerto e Natagdo seguiram com valores de
IFC semelhantes até a 102 semana, quando o grupo Natagdo apresentou IFC
maior que o grupo Enxerto, onde foram observados valores de IFC proximos de -
70 da 92 a 112 semana pOs-operatéria. Valores semelhantes também foram

encontrados por outros autores (Yavuzer et al., 2002).

No grupo natagédo os valores de IFC alcangaram -54 e -46 na 102 e 112
semana poés-operatéria, respectivamente. Portanto o exercicio foi capaz de
favorecer a recuperagdo funcional dos animais, provavelmente pela aceleracéao

dos processos de reinervacao e eliminacdo sinaptica.

E possivel que os estimulos tateis, térmicos e proprioceptivos fornecidos
durante o exercicio de natacao tenha favorecido mecanismos de adaptacdo do
sistema nervoso, pois sendo a desnervagao unilateral, a agéo bilateral das patas
toracicas e pélvicas durante o exercicio de natacdo pode ter estimulado o

processo de ativagao cruzada.
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A ativagdo cruzada ocorre em musculos homdlogos, portanto apdés o
fortalecimento cronico utilizando contragdo voluntaria méxima, a forca de
contracdo dos musculos treinados pode aumentar de 30 a 40%, enquanto 0s
musculos homdélogos néo treinados contralaterais podem aumentar sua forgca em
20% (Hortobagyi, 2005). Porém, mesmo contra¢cdes submaximas unilaterais
podem produzir ativagdo homodloga contralateral (Kristeva, Cheyne e Deecke,

1991).

Outros estudos apontam que o treinamento unilateral é capaz de aumentar
em 7,8% a forca do membro contralateral e em 35% a forga ipsilateral, por meio
de mecanismos ainda n&o definidos. Porém, sabe-se que a facilitacdo
contralateral parece estar relacionada a mecanismos neurais centrais que
envolvem excitacdo de regides especificas do cortex cerebral durante a contracéo
muscular voluntaria (Munn, Herbert e Gandevia, 2004). Portanto, movimentos
voluntéarios unilaterais podem promover a ativagdo do cortex motor contralateral

(Kristeva, Cheyne e Deecke, 1991).

Mesmo ndao realizando a analise do cértex cerebral neste estudo, acredita-
se que o aumento das conexdes sinapticas e o aumento do turnover das espinhas
neuronais (Grutzendler et al., 2002; Trachtenberg et al., 2002), cuja densidade e
atividade podem variar devido a influéncias ambientais, bem como por meio do
desmascaramento de sinapses silentes (Lundborg, 2003), tenham sido
favorecidas pelo exercicio, podendo aumentar a ativagdo do motoneurdnio inferior
e, consequentemente, favorecer a sintese de substancias relacionadas a

regeneracgao das fibras nervosas lesadas, por meio da neuroplasticidade.
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Além disso, a ativacdo de musculos desnervados promove a elevagdo da
densidade e fluxo dos capilares sanguineos do musculo (Hudlicka et al., 1982),
mantendo as condicbes metabdlicas das fibras musculares, prevenindo sua
atrofia e favorecendo a regeneragéo nervosa (Silva et al., 1999; Aas et al., 2002;

Polacow et al., 2003).

Marqueste et al. (2004) demonstraram que existe uma provavel relagéo
entre a eletroestimulagcao muscular cronica e a recuperacao funcional apés uma
lesdo nervosa periférica. Eles postulam que tanto a estimulagdo -elétrica
neuromuscular quanto o exercicio em esteira, apresentam-se como possiveis
potencializadores da recuperacgdo funcional aferente, ap6s autoenxerto do nervo

isquiatico de ratos.

A analogia existente entre a pratica do exercicio fisico e a potencializagdo
da neuroplasticidade pode ser constatada também através de pesquisas, que
relacionam a pratica dos mais variados treinamentos fisicos aos niveis organicos
de fatores neurotréficos. Desde que o NT-3 foi identificado como sendo um fator
critico no desenvolvimento e reparo de circuitos neurais, sua regulagdo induzida
pelo exercicio pode ser uma importante estratégia para facilitar a recuperagéo
funcional apés lesdo (Dubovy, 2004; Omura et al., 2005).

Ying et al. (2003) demonstram que ratos submetidos a corrida voluntaria
em esteira, pelo periodo de trés a sete dias, desenvolvem um incremento na
expressdo de NT-3 e seu receptor na medula espinhal lombar e em musculos
esqueléticos associados. Este fator neurotréfico possui efeito sobre as
propriedades eletrofisiolégicas das fibras nervosas do grupo la, o que leva a sua

intima relagdo com a recuperacdo da fungdo sensorial nervosa (Mendell et al.,
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1999). Todavia, é aparente que o exercicio voluntario pode guiar a acéo de varios
fatores neurotroficos (Ying et al., 2003).

Num trabalho semelhante, Gomez-Pinilla et al. (2002) observaram um
aumento nos niveis espinhais e musculares do BDNF quando ratos era
submetidos a corrida voluntaria, pelo periodo de 3 a 7 dias. Segundo os autores,
este fato € importante para o estabelecimento do conceito de que o exercicio
fisico promove, através de mudancas moleculares, transformacbes na
plasticidade neural e fungdo do sistema neuromuscular. Tal aspecto pode ser a
fundamentagdo dos resultados encontrados neste estudo, uma vez que, ao
potencializar a producéo e expressédo de fatores neurotréficos, o exercicio fisico
promoveria melhora da capacidade de recuperagao funcional.

Diante dos resultados encontrados, pesquisas com humanos utilizando o
método adotado neste estudo serdo necesséarias para que a fisioterapia possa
explorar esse recurso terapéutico na reabilitacdo de pacientes com acometimento
de nervos, favorecendo sua recuperacéo funcional e retorno as atividades de vida

diaria e laboral.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que o protocolo de natacdo
proposto favoreceu o brotamento e maturagéo das fibras nervosas na fase inicial
da regeneracdo nervosa e acelerou o processo de eliminagdo sinaptica apos
autoenxerto de nervo, além de acelerar a recuperacdo funcional dos animais,

qguando aplicado logo apds a desnervagéo.
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