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RESUMO

Devido a controvérsia sobre o melhor momento para iniciar o exercicio fisico, bem
como sobre sua influéncia na regeneracdo nervosa, este estudo se propls a
analisar morfoldgica e funcionalmente a influéncia do exercicio fisico em esteira,
aplicado na fase imediata e tardia do processo de regeneracdo do nervo isquiatico
de ratos, apOs axoniotmese. Foram utilizados 20 ratos Wistar machos, pesando
229,059 (x18,02) divididos em 4 grupos: Controle (CON); Desnervado (D);
Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG) e Desnervado + Gaiola + Exercicio
(DGE). Ap6s 24 horas da lesdo, o grupo DEG iniciou exercicio na esteira,
enquanto o grupo DGE iniciou no 14° dia. O protocolo de exercicio foi: velocidade
8 m/minuto, sem inclinacdo, por 30 minutos durante 14 dias. Apo6s 33 dias, o
nervo foi exposto e fixado in situ e a porcao distal a lesao foi incluida em resina e
analisada em microscopia Optica. Cortes semifinos foram corados com azul de
toluidina e submetidos a analise morfométrica. Para analise funcional, foi
realizado o registro da marcha (pré-operatorio, 7°, 14°, 21° e 28° dias pos-
operatério), através do indice Funcional do Ciatico (IFC). Aplicou-se o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Para analise morfométrica, utilizou-se o teste Anova
- F (One-Way) seguido de Tukey; para andlise funcional da marcha, utilizou-se o
teste Anova - F (Two-Way) na comparacao intragrupos e o teste Anova F (One-
Way) seguido de Tukey na comparacgdo intergrupos. Para comparacado dos
resultados morfométricos e funcionais, utilizou-se o teste de correlacdo de
Pearson. Os resultados da andlise morfométrica mostraram que apenas o
diametro do axdénio do grupo DGE foi maior que o do grupo D, enquanto que o
diametro da fibra nervosa e a espessura da bainha de mielina em cada grupo
apenas apresentaram diferenca significativa com o grupo CON. A razdo G nao
diferiu entre os grupos experimentais. Os grupos D, DEG e o DGE apresentaram
namero de axdnios maior que o grupo CON (p<0,05). Para analise funcional da
marcha, a comparacao intergrupos ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa, enquanto na comparacdo intragrupos, o 7° e o 14° dia diferem
significativamente do periodo pré-operatorio, enquanto o 21° e o 28° dia diferem
significativamente do 7° e do 14° dia, durante os periodos de avaliacéo funcional.
O teste de correlagdo demonstrou fraca correlagédo entre os dados morfométricos
e funcionais. Conclui-se que o protocolo de exercicio em esteira, tanto na fase
imediata como tardia da regeneragdo nervosa apds esmagamento do nervo
isquiatico de ratos, ndo influenciou o brotamento axonal, o grau de maturacdo das
fibras regeneradas, nem a funcionalidade dos musculos reinervados.

Palavra Chaves: regeneracdo nervosa, exercicio fisico, morfometria, indice
Funcional do Ciatico (IFC), plasticidade neuromuscular.



ABSTRACT

Due to there are controversies regarding the best moment to begin the physical
exercise, as well as its influence on nerve regeneration, the aim of this study was
to analyze morphologic and functionally the influence of the physical exercise on
treadmill applied on immediate and final phases of the rat sciatic nerve
regeneration process on rats after crush injury. It was used 20 males Wistar rats,
weighing 229.05 g (+ 18.02) divided in 4 groups: Control (CON); Denervated (D);
Denervated + Exercise + Cage (DEC) and Denervated + Cage + Exercise (DCE).
After 24 hours of injury, the DEC group started the exercise on the treadmill while
the DCE group started on the 14th day. The exercise protocol was: speed 8
m/min, without inclination, for 30 min during 14 days. After 31 days, the sciatic
nerve was exposed and fixed in situ and the distal segment was include in resin
and analyses by optical microscopy. Semi-thin sections were stained in toluidine
blue and submitted to morphometric analysis. To the functional analyze it was
performed the hind footprints (pre operatory, 7th, 14th, 21st, 28th days pos
operatory) through the Sciatic Functional Index (SFI). It was applied a normality
Shapiro-Wilk test. To the morphmetric analysis it was used the ANOVA-F (one-
way) test followed by Tukey test; to walking track analysis, it was used the
ANOVA-F (two-way) test on the intra groups comparisons, the ANOVA-F (one-
way) test followed by Tukey test was applied on inter groups comparison. For
comparison of morphometric and functional results, it was used the PEARSON
test correlation. The results of morphometric analysis showed that only the axon
diameter of the DCE group was higher than the D group, whereas the nerve fiber
diameter and myelin sheath thickness in each group only showed significant
differences with the CON group. The G-ratio did not show among the experimental
groups. The D, DEC and DCE groups, showed axonal number higher than the
CON group (p<0.05). For walking track analysis, an inter group comparison did not
show statistically significant difference, whereas the intra groups comparison, the
7th and 14th day differ significantly of the pre operatory period, while the 21th and
28th day differ significantly of the 7th and 14th day, during the periods of functional
evaluation. The correlation test showed weak correlation among the morphometric
and functional data. It is concluded that the treadmill exercise protocol, even on
immediate or delayed phase of nerve regeneration after rat sciatic nerve crush
injury, did not influence the axonal sprouting, the level of maturity of regenerated
fibers or the re-innervated muscles functionality.

Key word: nerve regeneration, physical exercise, morphometry, Sciatic Functional
Index (SFI), neuromuscular plasticity.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BDNF — Brain-Derived Neurotrophic Factor (Fator Neurotréfico Derivado do
Cérebro)

E - Experimental

IFC — indice Funcional do Ciatico

IGF- — Insulin-Like Growth Factor—|I (Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina)

ITS — Intermediate Toes Spread (Largura intermediaria da pegada)

LA — Limiar de anaerobiose

Lan - Limiar anaerobio

pum — Micrémetro

N — Normal

NCAM — Neural Cell Adhesion Molecule (Molécula de Adeséo Celular Neural)
NGF — Nerve Growth Factor (Fator de Crescimento Nervoso)

NT-3 — Neurotrofina-3

NT-4 — Neutrofina-4

PL — Print Lengh (Comprimento da pegada)

TS — Toe Spread (Largura da pegada)
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1 INTRODUCAO

Considerando a plasticidade do sistema nervoso, ou seja, a capacidade
de adaptar sua estrutura e funcdo em resposta as exigéncias intrinsecas e
extrinsecas (Lundy-Ekman, 2000), sendo a regeneracdo nervosa periférica um
exemplo desta plasticidade (Machado, 1993; Lundy-Ekman, 2000; Johnson,
Zoubos e Soucacos, 2005), diversos estudos experimentais tém sido direcionados
a avaliar a lesdo, a regeneracdo e a possivel recuperacdo funcional apos
esmagamento, estiramento ou seccdo completa de nervos (Herbison, Jaweed e
Ditunno, 1974; 1980a; Mira, 1979; Hie, Van Nie e Vermculen-Van der Zee, 1982;
Van Meeteren, 1997, Marqueste et al., 2004; Byun et al., 2005; Seo et al., 2006).

A desnervacdo produz profundas alteracbes motoras, sensitivas e
vasomotoras, que se caracterizam por diminuicdo da area de seccéo transversa
das fibras e aumento do tecido conjuntivo do musculo (Fernandes et al., 2005),
diminuicdo ou auséncia da sensibilidade, e consequente incapacidade para
realizar funcdo (Pachioni et al., 2006).

A Fisioterapia desempenha papel fundamental na prevencdo e
tratamento dessas disfuncdes (Fernandes et al., 2005). Entretanto, a recuperacao
funcional é um processo lento que depende da natureza e do grau da lesdo, bem
como da regeneracdo e da maturacdo do nervo (Verdu et al., 2000; Robinson,
2000).

Os métodos mais utilizados para mensurar a regeneracdo nervosa sao
a histologia, a morfometria, a eletrofisiologia e os estudos funcionais. Entretanto,

uma correlacé@o dos resultados de tais analises € necessaria (Dijkstra et al., 2000),
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pois ndo ha indicacdo de que o resultado de uma analise seja semelhante ao de
outra (Munro et al., 1998).

Para o tratamento da lesdo nervosa, diferentes recursos podem ser
utilizados, como eletroestimulacédo fasica de baixa frequéncia (Fernandes et al.,
2005), eletroestimulacéo crbnica de baixa frequéncia (Dennis et al., 2003), o laser
(Endo, 2002), o ultra-som (Monte-Raso et al., 2006) e o exercicio fisico (Herbison,
Jaweed e Ditunno 1974; 1980a; 1980b; 1982; Hie, Van Nie e Vermculen-Van der
Zee, 1982; Van Meeteren et al., 1997; Marqueste et al., 2004; Byun et al., 2005;
Seo et al., 2006), entre outras.

A cinesioterapia tem lugar de destaque como método fisioterapéutico
para reabilitacdo apds lesdo nervosa periférica, sendo capaz de determinar no
homem e em outros animais, um conjunto de adaptacfes funcionais e estruturais
(Herbison, Jaweed e Ditunno, 1980a, 1982; Seo et al., 2006).

Porém, a literatura aponta controvérsia sobre o melhor periodo para
realizar a atividade fisica, sendo que a maioria dos trabalhos discute os efeitos do
exercicio fisico na fase de reinervacdo do musculo (aproximadamente duas
semanas apoOs a lesdo nervosa), afirmando que deve haver um periodo de
repouso antes do exercicio (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974; 1980a; Hie, Van
Nie e Vermculen-Van der Zee, 1982), devido ao niamero ainda insuficiente de
unidades contrateis, sendo a reinervacdo evidente somente entre o 14° e o 21°
dia pés-lesao (Herbison et al., 1973a).

Por outro lado, o exercicio realizado na fase de desnervacgéo (12 horas
ou um a trés dias apds a lesdo nervosa), acelera o retorno da funcdo sensorio-
motora na fase inicial da recuperagdo da lesdo (Van Meeteren et al.,1997) e

melhora a recuperagdo funcional, verificada por meio do indice Funcional do
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Ciatico (IFC) (Van Meeteren et al.,1997; Byun et al., 2005, Seo et al., 2006) e da
diminuicao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (Byun et al., 2005).
Considerando a controvérsia sobre o melhor momento para iniciar o
exercicio apos a lesdo nervosa, este estudo se prop6s a investigar a influéncia do
exercicio iniciado na fase de desnervacao (imediata) e de reinervacao (tardia),
sobre as caracteristicas morfolégicas e funcionais do nervo isquiatico regenerado
apos axoniotmese, bem como a correlagcdo entre os dados morfométricos e
funcionais, com o proposito de fornecer subsidios para futuras investigacdes

clinicas e discussao sobre novas condutas durante a reabilitacao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2. 1 Estrutura do Nervo Periférico

Os nervos séo responsaveis por conduzir informacoes da periferia para
0 sistema nervoso central e deste para os orgaos efetores, sendo que qualquer
lesdo no seu trajeto ocasiona déficits sensoriais e motores permanentes ou
transitorios. Desta forma, a compreensdo de sua anatomia € fundamental
(Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

O nervo é constituido por feixes de fibras nervosas envolvidas por
bainhas conjuntivas. As fibras podem ser mielinicas ou amielinicas. Nas fibras
mielinicas, em que o calibre varia entre 7,5 a 20 um (Fugleholm, Schmalbruch e
Krarup, 2000), as ceélulas de Schwann formam uma bainha envolvendo cada
axbnio, que nao € continua, sendo interrompida a cada 1 a 2 mm por nodos de
Ranvier. As células de Schwann se originam do ectoderma e, durante o
crescimento, envolvem varias vezes o0 axonio para formar a bainha de mielina,
sendo que cada uma apresenta-se revestida por membrana basal (Todd e
Bowman, 1975; Kefalides et al., 1979 apud Teodori, 1996).

Nas fibras amielinicas, cujo calibre varia de 0,5 a 2 um, uma célula de
Schwann pode envolver varios axonios, ndo sendo separadas entre si por nodos
de Ranvier (Machado, 1993; Guyton e Hall, 2002).

O suprimento vascular do nervo é bem desenvolvido, estando os vasos
dispostos nas varias camadas que compdem a bainha conjuntiva, regulando o
fluxo sanguineo local (Pachioni et al., 2006).

As bainhas conjuntivas, representadas pelo endoneuro, perineuro e

epineuro, fornecem resisténcia, elasticidade e protecdo aos nervos. Além disso,
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cada camada apresenta uma estrutura individual e peculiaridades funcionais que
sdo extremamente importantes para a nutricdo, integridade das fibras e
transmissao do impulso nervoso (Sunderland, 1965).

O endoneuro é uma delicada camada de tecido conjuntivo sobre cada
fibra nervosa, composta de fibroblastos, capilares e fibras colagenas, sendo a
maioria dessas fibras disposta longitudinalmente. Apesar de apresentar
elasticidade e resisténcia, a fibra nervosa € muito suscetivel a compressao e ao
estiramento. Assim, esta camada necessita da protecdo do perineuro e do
epineuro (Sunderland, 1965; Welch, 1996).

O perineuro € uma fina, mas densa e distinta bainha de células
achatadas e dispostas concentricamente, que envolve determinado numero de
fibras nervosas que constituem um fasciculo. Sua funcéo € proteger as fibras que
envolvem e funcionar como uma barreira bidirecional de difusdo, preservando o
microambiente (Sunderland, 1965; Oldfors e Johansson, 1979).

O epineuro € uma densa bainha de tecido conjuntivo que envolve todo
o nervo. [Essa camada contém fibras colagenas e elasticas, mastocitos,
macrofagos e fibroblastos. O tecido adiposo raramente € observado, mas pode se
constituir em elemento importante para protecdo do nervo contra forcas

deformadoras (Sunderland, 1965).
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2. 2 Lesao Nervosa Periférica

Devido a grande distribuicAo e a localizagdo dos nervos, lesdes
nervosas sao frequentes e geralmente resultam de traumas (Robinson, 2000).

Atualmente, lesbes decorrentes de acidentes automobilisticos sdo mais
freqientes que aquelas causadas por trauma penetrante, resultando em
consideraveis incapacidades motoras e diminuicdo ou auséncia de sensibilidade
no territério do nervo acometido (Robinson, 2000; Johnson, Zoubos e Soucacos,
2005). No membro superior, 0S nervos mais suscetiveis a lesdo sdo: o radial,
seguido pelo ulnar e mediano, devido a proximidade do nervo radial com o Umero;
enguanto no membro inferior, 0s mais suscetiveis sdo 0 nervo isquiatico, seguido
pelo nervo fibular e, mais raramente, pelo nervo femoral e tibial devido a
proximidade do nervo isquiatico com a articulagdo do quadril (Robinson, 2000;
Ferreira, 2006).

Seddon (1943) apud Burnet e Zager (2004), estabeleceu uma
classificacdo da lesdo nervosa periférica, considerando trés tipos de leséo:
neuropraxia, axoniotmese e neurotmese, estabelecidas de acordo com a
preservacao ou perda do tecido conjuntivo do nervo apds a lesao.

A neuropraxia € a forma mais branda de lesdo, onde ha um bloqueio de
conducdo, ndo havendo perda de continuidade axonal, nem degeneracédo dos
constituintes axonais, sendo a recuperacdo rapida e completa em poucas
semanas (Welch, 1996; Robinson, 2000; Burnett e Zager, 2004; Omura et al.,
2005).

A axoniotmese é uma lesdo mais grave, apresentando danos

suficientes para promover a degeneracdo Walleriana. O progndéstico da
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recuperacdo funcional depende da regeneracdo nervosa, que ocorre
espontaneamente, uma vez que 0s envoltorios conjuntivos e a microcirculacéo
foram preservados. (Lundborg, 1987; Robinson, 2000; Burnett e Zager, 2004;
Omura et al., 2005).

A neurotmese € o tipo de lesdo mais grave, havendo completa ruptura
do nervo. A regeneracdo nervosa depende da reconexdo cirdrgica dos cotos.
Porém, mesmo com um reparo adequado, o progndéstico de recuperacao funcional
é limitado devido a possibilidade de formacéo de neuroma entre os cotos, o qual
se constitui numa importante barreira a recuperacdo funcional (Stoll e Muller,
1999; Omura et al., 2005).

Outra classificacdo, estabelecida por Suderland (1978) e citada por
Burnett e Zager (2004), caracteriza a lesdo nervosa periférica em cinco graus. Os
graus | e Il correspondem respectivamente a neuropraxia e axoniotmese,
definidas anteriormente por Seddon (1943). Os graus lll, IV e V sdo denominados
de acordo com o acometimento dos envoltérios conjuntivos. Assim, o grau Il
determina uma perda da continuidade axonal com lesdo do endoneuro; o grau IV
considera uma lesdo no axbnio juntamente com o endoneuro e perineuro; e 0
grau V se caracteriza pelo acometimento de todas as estruturas do nervo.

A compreensdo adequada do tipo de lesdo nervosa é extremamente
importante para clinica terapéutica, pois permite o estabelecimento de
prognésticos funcionais, bem como de um plano de tratamento adequado (Burnett

e Zager, 2004).
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2.3 Processo de Degeneracédo e Regeneracao Nervosa P eriférica

Diversas modificagcbes bioquimicas, celulares e moleculares estéo
presentes apds a seccdo ou esmagamento nervoso, com a finalidade de
recuperar a funcéo do nervo danificado (Burnett e Zager, 2004).

ApOs axoniotmese ou neurotmese ocorre a desintegracao do axénio e
da bainha de mielina, seguida de profundas alteracdes da célula nervosa no local
da lesdo, bem como nas regides proximal e distal a esta.

Quando um nervo € seccionado ou esmagado, evidenciam-se um
segmento proximal, em continuidade com o centro tréfico, e um segmento distal,
separado do corpo celular (Bishop, 1982; Stoll e Muller, 1999; Burnet e Zager,
2004; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

As modificacbes morfolégicas e estruturais que ocorrem na porcao
proximal apds a leséo nervosa sédo denominadas de efeito retrogrado (Lieberman,
1971). Dentre essas, a cromatodlise € um evento caracterizado pela dissociacao
do corpusculo de Nissl, desintegracdo de grandes porcdoes de reticulo
endoplasmatico rugoso e a dispersdo dos ribossomos no citoplasma da célula.
Além disso, observa-se aumento de volume do corpo celular, migracdo do nucleo
para a periferia e alteragbes metabdlicas, como a diminuicdo de componentes do
citoesqueleto (Welch, 1996; Stoll e Muller, 1999; Burnett e Zager, 2004; Johnson,
Zoubos e Soucacos, 2005).

Quando o segmento nervoso distal perde a comunicagcdo com o centro
trofico da célula, ndo consegue manter sua estrutura e integridade. Inicia-se entao
a degeneracédo Walleriana, que se evidencia pela remocao dos restos finais da

degradacgéo e fagocitose da substancia axonal, o que deixa o tubo endoneural
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vazio, numa preparacdo para o0 crescimento de novos axoénios (Bishop, 1982;
Lundborg, 1987; Burnett e Zager, 2004; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).
Durante esse processo, a bainha de mielina ao redor do axbnio € fagocitada,
inicialmente pelas células de Schawnn (aproximadamente 24 horas apos a leséo)
e, secundariamente, pelos macrofagos (Burnett e Zager, 2004). Apés remocgao do
material degenerado os macrofagos retornam aos capilares e as células de
Schawnn, através de um processo de interdigitacdo de seus citoplasmas, formam
corddes lineares denominados de “bandas de Bungner” ou “coluna de células de
Schwann” (Stoll e Muller, 1999; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005) e irdo atuar
no sentido de favorecer a regeneracao nervosa.

Durante a degeneracdo Walleriana, a lamina basal das células de
Schwann permanece integra, o qual consiste de uma matriz de colageno tipo IV
associada a glicoproteinas como a laminina, desenvolvendo importante papel na
formacdo, manutencdo e degeneracéo da bainha de mielina (Fried e Bruck, 1993;
Perry, Brown e Andersson, 1993; Welch, 1996; Stoll e Muller 1999; Maki, 2002).

No que se refere ao papel das células de Schwann nesse processo,
Fawcett e Keynes (1990) atribuem a elas uma das atuacdes mais relevantes na
regeneracao, servindo como fatores promotores de neuritos na producao do fator
de crescimento nervoso (NGF) e do BDNF e auxiliando os macréfagos a
fogocitarem os restos de axdnio e mielina, provenientes da degeneracao.

A regeneracdo inicia-se poucas horas ap0s o trauma, quando a
extremidade axonal ligada ao corpo celular origina um grande namero de finos
prolongamentos (brotos axonais), que avangam distalmente (Brushart, 1993). No
caso de neurotmese, esses brotos axonais podem ser mal direcionados devido a

presenca de tecido cicatricial, resultando em conexdes nervosas anormais,
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restricbes da maturacao das fibras nervosas e alteracbes na arquitetura muscular
(Gutmann e Jakoubek, 1963; Carter et al., 1998).

O sucesso da regeneracdo depende de varios fatores, como a
interacdo do cone de crescimento e dos neuritos com as substancias do meio
extracelular até que o alvo seja atingido (Stolll e Muller, 1999), das alteracdes no
corpo celular (cromatélise) e da atuacao das ceélulas de Schwann, macrofagos e
fibroblastos (Fawcett e Keynes, 1990).

Fatores também importantes para a regeneracdo nervosa periférica
sdo: a molécula de adesado celular neural (NCAM), a N-caderina e o fator de
crescimento semelhante a insulina-l (IGF-1), que atuam favorecendo o
crescimento do axénio, promovendo a proliferacdo de células de Schwann e
inibindo apoptose (lde, 1996; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005). Omura et al.
(2005) citam que as proteinas como o BDNF, neurotrofina-3 (NT3) e neurotrofina-
4 (NT4), expressadas de acordo com o tipo de lesdo nervosa, favorecem a
sobrevida, diferenciacéo e regeneracao no sistema nervoso central e periférico.

A etapa que sucede a regeneracdo é a de maturacdo dos axdnios,
visando “recuperacdo” das dimensdes das fibras e da velocidade de conducéo
nervosa. Porém, a recuperacdo completa raramente é alcancada (Verdu et al,

2000).
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2.4 Respostas do Musculo a Desnervacgao

A desnervacdo causa perda imediata das atividades motora e reflexa
do musculo e, consequientemente, atrofia progressiva durante as semanas que
sucedem a lesdo, podendo ocasionar alteracbes permanentes nas fibras
musculares e no tecido conjuntivo, além de uma série de mudancas fisiolégicas,
bioquimicas e funcionais (Bishop, 1982; Deschenes, Maresh e Kraemer, 1997).

Esse comprometimento é seguido por degeneracdo das fibras e
substituicdo por tecido fibroso ou adiposo, resultando em incapacidade para a
realizacdo das funcdes musculares. Jaweed, Herbison e Dittuno (1975) citam que
a desnervacdo do musculo soOleo de ratos proporciona aumento na proporcéo de
fibras tipo 1l, com diminuicéo de fibras do tipo I, sugerindo transformacéo dos tipos
de fibra muscular, o que contribui para o aumento da fatigabilidade (Deschenes,
Maresh e Kraemer, 1997; Ferreira et al., 2004).

A desnervacao provoca também a reducao na sensibilidade a insulina
e na atividade das vias reguladoras do metabolismo da glicose. Além disso,
diminui a captacao da glicose, a expressao génica dos transportadores GLUT-1 e
GLUT-4 e o metabolismo muscular da glicose, os quais também podem
desencadear o processo de atrofia muscular (Silva et al., 1999; Polacow et al.,
2003; Coderre et al., 1992 apud Forti et al., 2004).

De acordo com o tipo de lesdo nervosa periférica, a alteragédo evidente
no musculo sera transitéria ou permanente, sendo que na neuropraxia, as
alteracbes sado mais leves, enquanto que nas situacdes de axoniotmese e

neurotmese sao mais evidentes.
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Em relacdo ao tempo necessario a regeneracao do nervo isquiatico em
ratos apO0s esmagamento, existem diversos estudos experimentais na literatura
cientifica. Devor et al. (1979) relatam que a recuperacdo funcional do nervo
isquiatico apdés esmagamento em ratos tem inicio no 4° dia apds a leséo e que,
em torno do 20° dia, j& se evidencia retorno importante da sensibilidade nos
territrios comprometidos pela lesdo. Mira (1979) cita que as fibras regeneradas
do nervo isquiatico de ratos ap0s lesdo por esmagamento estdo presentes entre o
10° e 15° dia, com retorno da normalidade no 2° més.

Em outros estudos, Gorio et al., (1983) e Carmignoto et al., (1983)
afrmam que 25% das fibras musculares ja estdo poliinervadas em
aproximadamente 15 dias ap0s 0 esmagamento do nervo isquiatico, alcancando o
maximo entre 21 e 25 dias. Em seguida, 0s contatos sinapticos excessivos
comecam a ser eliminados (eliminagéo sinaptica), pois a concentracdo dos fatores
neurotréficos diminui devido ao restabelecimento das caracteristicas biofisicas do
musculo, tornando a fibra monoinervada no 60° dia, sendo que em 90 dias a fibra
muscular recupera suas condi¢cdes normais.

O crescimento axonal em ratos apds axoniotmese €, em média, de 3 a
4 mm/dia (Gorio et al., 1983), porém, ap0s neurotmese, a velocidade média é de
2,5 mm/ dia (Stoll e Muller, 1999), enquanto que para o0 homem este crescimento
é de, em média, 1 a 2 mm/dia (Stoll e Muller, 1999; Gordon, Sulaiman e Boyd,

2003).
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2.5 Avaliacdo Funcional da Marcha

Para avaliar a funcdo ap0s esmagamento do nervo isquiatico, De
Medinacelli, Freed e Wyatt (1982) propuseram um método nao invasivo,
denominado de IFC, que apresenta boa confiabilidade e reprodutibilidade quando
comparado a outros previamente utilizados, como andlise eletrofisiolégica do

nervo e do musculo e de transporte axonal.

Este método foi modificado por Bain, Mackinnon e Hunter (1989) e
Hare et al. (1992), com a finalidade de aprimora-lo e de avaliar a funcdo de outros
nervos apds esmagamento, transeccdo e reparo. Esses pesquisadores
observaram que o grau de recuperacdo funcional depende do nervo envolvido,
sendo que o nervo isquiatico apresenta 41% de recuperacdo apos transeccao,
enquanto o tibial apresenta 54% e o fibular 100%, apés 52 dias do reparo
cirdrgico (Hare et al.,, 1992; Varejao et al., 2001). Essa variabilidade na
recuperacdo funcional se deve a relativa complexidade dos nervos envolvidos,
que possuem fibras sensoriais, motoras e simpaticas, havendo conexdes
inapropriadas entre as fibras regeneradas (Hare et al., 1992). Entretanto, esses
autores afirmam que, quando a lesdo ocorre por esmagamento do nervo

isquidtico e tibial, a recuperacdo é completa.

O instrumento de avaliagdo consta de um corredor, medindo 42 cm de
comprimento e 8,2 cm de largura, sendo que em uma de suas extremidades se
localiza uma caixa escura (De Medinaceli, Freed e Wyatt, 1982). O animal é
colocado no corredor e, ap0s duas ou trés passagens do animal pelo corredor

para reconhecimento do ambiente, posiciona-se uma tira de papel branco ou
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papel fotografico sobre o assoalho do corredor, para registro das pegadas

(Dijkstra et al., 2000; Varejao et al., 2004).

Em seguida, as patas posteriores do animal sdo marcadas com tinta
preta de impressao digital e este é posicionado no inicio do corredor, por onde
caminha em direcdo ao ambiente escuro, deixando impressas as faces plantares
das patas traseiras experimental (lesado) e normal (De Medinaceli, Freed e Wyatt,

1982; Varejao et al., 2001; 2003; 2004).

Para mensuracdo das imagens das pegadas, coleta-se a distancia do
terceiro dedo ao calcanhar (PL), o afastamento dos dedos, ou seja, a medida do
1° dedo ao 5° dedo (TS) e o afastamento dos dedos intermediarios, ou seja, a
distancia do 2° dedo ao 4° dedo (ITS) da pata normal (N) e experimental (E) (Bain,

Mackinnon e Hunter, 1989; Varejao et al., 2001; 2003; 2004).

A medicdo desses parametros pode ser realizada manualmente ou por
meio de um programa de computador (Bain, Mackinnon e Hunter, 1989; Varejao
et al., 2001; Selli 1998 apud Endo, 2002). Os dados obtidos por meio desse
registro das pegadas séo introduzidos na seguinte equacédo, de acordo com De
Medinacelli, Freed e Wyatt (1982) e adaptada por Bain, Mackinnon e Hunter

(1989):

IFC=-38.3x EPL - NPL +109.5x ETS —=NTS +13.3x EIT —NIT -8.8
NPL NTS NIT
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Os resultados obtidos na férmula expressam que o valor 0, representa
uma funcdo normal e o valor —100, uma perda funcional significativa (Varejao et

al., 2001; 2003; 2004).

2.6 Exercicio Fisico e Regeneracao Nervosa Periféri  ca

O exercicio fisico € capaz de multiplos ajustes fisioldgicos, sendo que
nenhuma outra atividade proporciona tamanha sobrecarga aos sistemas
bioldgicos (Gallo et al., 1995), podendo ser utilizado na clinica terapéutica para o
tratamento de doencas, prevencdo de atrofia muscular, ganho de amplitude de
movimento e recuperacdo da motricidade, além de favorecer o equilibrio
metabalico.

Para Herbison e Gordon (1973b), o exercicio estimula significativas
mudancas histologicas, bioquimicas e funcionais no musculo, como o0 aumento da
massa muscular, dos capilares sanguineos, do numero e tamanho da
mitocondria, entre outras. Para Seo et al. (2006), a atividade fisica induz
alteracdes no sistema nervoso central (facilita o aprendizado e a memoaria) e
periférico (acelera a regeneracdo axonal).

O aumento da atividade contratil, considerando diferentes tipos e
intensidades de exercicio, favorece também um aumento do GLUT-4. Estes
dados sugerem que a pratica regular de exercicio eleva a captagdo de glicose
pelas fibras musculares (Forti et al., 2004).

Considerando os beneficios do exercicio, diferentes formas de
treinamento em ratos estdo sendo estudadas por diversos pesquisadores, com a

finalidade de aumentar e acelerar a recuperacao funcional do musculo apés lesédo
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nervosa periférica (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974; Crockett e Edgerton, 1975;
Van Meeteren et al., 1997; Seo et al., 2006).

Vecchi (1929), citado por Van Meeteren et al. (1997) foi o primeiro a
tentar estimular a regeneracédo de nervo esmagado em ratos, utilizando a esteira
ergométrica. Apesar da data da primeira publicac&o utilizando esse recurso para o
tratamento das lesbes nervosas, observa-se uma escassez de dados na literatura
atual relacionados ao impacto da atividade fisica na fase inicial da desnervacéao.

Além da escassez de pesquisas, existem diversos dados controversos
na literatura, provavelmente decorrentes do uso de diferentes protocolos de
treinamento, uma vez que a qualidade dos ajustes fisioldgicos da atividade fisica,
tanto no homem com no animal, depende basicamente das caracteristicas do
treinamento fisico, como natureza, intensidade, duracéo e frequéncia do exercicio
(Seo et al., 2006).

Assim, Herbison, Jaweed e Ditunno (1974, 1980a) relatam néo haver
estudos que definam a intensidade ou tempo ideais para iniciar o exercicio, mas
afirmam ser a fase de reinervacdo a melhor fase, uma vez que o dano muscular
pode ocorrer durante a fase de desnervacdo quando o numero de unidades
contrateis € insuficiente ou quando o exercicio é de alta intensidade.

Com a intengdo de demonstrar que o exercicio realizado durante duas
horas, imediatamente ap6s a lesdo do nervo isquiatico, inibe o processo de
reinervacdo, diminuindo as propriedades contrateis do musculo, Herbison,
Jaweed e Ditunno (1974) propuseram um protocolo de treinamento no qual a
natacdo era iniciada na 3° semana (0 que consideraram fase imediata) com
duracédo de trés semanas, onde um grupo nadava durante uma hora e outro

durante duas horas. Outros dois grupos iniciavam a natacao na 4° semana (0 que
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consideraram fase tardia) apds desnervacdo, treinando por duas semanas,
durante uma e duas horas, respectivamente. O grupo que realizou exercicio no
inicio da reinervacdo (3° semana) durante duas horas apresentou diminuicdo da
concentracao total de proteina muscular devido a presenca de poucas unidades
contrateis apds a desnervacéo e a alta intensidade de atividade.

Em 1980a, Herbison, Jaweed e Ditunno repetiram um protocolo
semelhante ao anterior para ratos submetidos a axoniotmese, porém utilizando
esteira. O exercicio ndo alterou o didametro da fibra muscular, nem a reinervacao
do muasculo, mas aumentou a propor¢cao de fibras tipo Il na regido profunda do
musculo plantar, sugerindo que as alterac6es ocorrem de acordo com o programa
especifico de exercicio fisico.

Hie, Van Nie e Vermculen-Van der Zee (1982) optaram também por um
programa de treinamento similar, em que ratos desnervados realizavam
exercicios em esteira (inclinacdo de 25% e velocidade de 12 m/min por duas
horas/dia durante 18 semanas) ap0s 18 dias da seccdo do nervo isquiatico,
afirmando que o exercicio dinamico nessa fase de reinervagcdo ocasiona efeitos
positivos no peso, na contracdo e nas caracteristicas histolégicas do musculo,
proporcionando condicdes fisioldgicas favoraveis para a recuperacéo funcional.

Cinco anos mais tarde, em 1987, os mesmos autores refizeram o
estudo com objetivo de avaliar se a recuperagdo funcional do musculo estava
sendo acompanhada com o aumento da capacidade oxidativa. Concluiram que o
protocolo de esteira utilizado ndo altera a reinervagcao e a distribuicdo das fibras
musculares, nem ocasiona danos musculares.

Apesar desses estudos, Van Meeteren et al. (1997) relataram que a

atividade fisica na fase de desnervacdo aumenta o retorno da funcdo sensorio-
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motora e esse resultado persiste na fase tardia da reinervacao, apontando que o
exercicio 24 horas apés a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico apresenta
beneficios para o crescimento axonal, recuperacado das propriedades contrateis
do musculo e maturacéo do nervo. Para obter esses resultados na fase tardia, os
animais experimentais foram observados aos 50, 75, 100, 125 e 150 dias ap0s a
lesdo, obtendo-se dados eletrofisiolégicos. Aos 150 dias, a velocidade de
conducdo do nervo motor era significativamente melhor nos grupos treinados do
que no grupo controle.

Em outro estudo semelhante, Byun et al. (2005) submeteram ratos a
exercicio na esteira apos 72 horas do esmagamento do nervo isquiatico, na
velocidade de 8 m/min e inclinacdo de 0%, por 30 minutos, uma vez ao dia,
durante 12 dias consecutivos. Concluiram que o exercicio foi efetivo na
recuperacédo funcional, aumentando os valores do IFC e inibindo a expressao do
MRNA do BDNF.

Marqueste et al. (2004) ressaltaram que 0 exercicio na esteira,
aproximadamente uma semana ap0s neurotmese e reparo cirirgico, proporciona
beneficios, como o0 aumento da resisténcia a fadiga, recuperacdo das
propriedades contrateis e da mecano-sensibilidade do muasculo.

Em estudo recente, Seo et al. (2006) submeteram ratos a treinamento
na esteira apos 12 horas do esmagamento do nervo isquiatico, em velocidade de
18 m/min e 0% de inclinacdo, por 30 minutos, duas vezes ao dia, durante 3-14
dias. Observaram que 0 exercicio na esteira acelera a regeneragdo axonal e
consequente recuperacao motora funcional por meio do IFC.

Além da discussao sobre a melhor fase para realizar o exercicio fisico,

0 estresse promovido pelos estimulos negativos, como o choque elétrico por meio
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de esteiras equipadas com grade e o afogamento, na natacdo, para incentivar 0s
ratos a realizarem os exercicios, pode afetar os resultados dos experimentos,
comprometendo a recuperacdo funcional (Irintchev, Draguhn e Werning, 1990;
Irintchev, Carmody e Werning, 1991). Apesar disso, diversos estudos citam a
utilizacdo de ameaca de afogamento (Gutmann e Jakoubek, 1963) e choque
elétrico (Herbison, Jaweed e Dittuno, 1980a; 1980b; Hie, Van Nie e Vermculen-
Van der Zee, 1982; Seo et al.,, 2006) para motivar os ratos a realizarem o
exercicio.

A freqiéncia do exercicio € outra variavel bastante discutida.
Deschenes, Maresh e Kraemer (1997) afirmam que a frequéncia moderada de
cinco dias/semana de exercicio na esteira (velocidade de 24 m/min e inclinacéo
de 0%) por seis semanas, nao é suficiente para alterar os efeitos da desnervacao
sobre a morfologia muscular (tamanho e tipo da fibra muscular). Entretanto,
Sakakima et al. (2004) concluiram que a corrida realizada na frequéncia de trés e
de seis vezes por semana traz beneficios para recuperacéo da atrofia e contratura
muscular em ratos previamente imobilizados quando comparado a freqiéncia de
uma vez por semana e a um grupo que nao realizou exercicio.

Diante da variabilidade de fatores envolvidos com o exercicio fisico no
processo de regeneragdo nervosa, deve-se fazer uma prescricdo adequada e
segura do exercicio, onde programas de tratamento devem ser baseados no
limiar de anaerobiose para serem propostos, a fim de obter baixos riscos de
intercorréncias durante a realizacdo do mesmo.

O limiar de anaerobiose (LA) pode ser definido como a intensidade do
exercicio sobre o qual a producdo de energia pelo mecanismo aerébio é

suplementada pelo mecanismo anaer6bio, o qual fornece importantes
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informacdes acerca dos principais sistemas fisiolégicos envolvidos na realizacao
do exercicio fisico (Wasserman et al., 1999).

Assim, o acumulo do lactato sanguineo depende da duracdo e da
intensidade do exercicio, sendo que o0 aumento desta ocasiona um crescimento
exponencial na concentracdo do lactato (Wasserman et al., 1999). No caso de
esteira para ratos, a intensidade do treinamento é considerada pela velocidade,
enguanto na natacao, € considerada pela adicdo de cargas progressivas a cauda
ou torax do animal (Pills et al., 1993; Langfort et al., 1996).

A producao de lactato em excesso pode, por inibicdo da via glicolitica,
impedir o desempenho e contribuir para fadiga, além de prejudicar as
propriedades de contratilidade muscular, por interferir na condutibilidade elétrica
da membrana e na atividade metabdlica, modificando variaveis fisioldgicas e
bioquimicas (Montgomery, 1990).

Pills et al. (1993) realizaram um protocolo de determinacéo de limiar
anaerobio (Lan) para ratos, onde mediram o nivel de lactato em repouso, e
iniciaram a corrida a 13 m/min, com 10° de inclinacdo, durante 3 minutos. Em
seguida, retiraram os ratos da esteira para uma imediata dosagem e, apés 3
minutos, recolocaram-nos na esteira com um incremento de 4 m/min até atingirem
33 m/min. Neste estudo, percebeu-se que os ratos a 10% de inclinacdo com 25
m/min de velocidade na esteira, produzem mais lactato, acumulando ions de
hidrogénio no musculo e no sangue, diminuindo o pH sanguineo e cessando o
exercicio por acidose num intervalo muito pequeno. Os autores definiram a
velocidade de 17 m/min como sendo a de equilibrio entre a producéo e remocao

do lactato para ratos normais em esteiras.
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Utilizando outro protocolo para ratos, Machado et al. (2005) afirmaram
que o lactato sanguineo estad estabilizado na velocidade de 15 m/min e a
concentracdo de lactato comeca a se elevar na velocidade de 20 m/min, sendo
que a partir desta velocidade ha um aumento progressivo da concentracao de
lactato. Entretanto, até o momento néo foi encontrado na literatura dados que
determinem o Lan para ratos desnervados na esteira.

Apesar disso, Herbison, Jaweed e Ditunno (1982) relatam um protocolo
de esteira com inclinacdo de 35% e velocidade de 27 m/min apds duas ou trés
semanas da lesdo por esmagamento do nervo isquiatico em ratos, afirmando que
o estimulo do treinamento aumenta a porcentagem da fibra tipo Il, sem causar
danos durante a reinervacao. Para Van Meeteren et al. (1997), esse protocolo ndo
traz beneficios, uma vez que a sobrecarga do treinamento € prejudicial para a
pata sadia do rato, causando danos musculares.

Considerando que os dados disponiveis na literatura atual sobre a
utilizacdo do exercicio fisico como recurso para facilitar a regeneracédo e a
recuperacdo funcional apos lesdo nervosa periférica sdo contraditorios, este
estudo investigou a influéncia do exercicio fisico iniciado imediata e tardiamente
apos a lesdo sobre o processo de regeneracdo nervosa em ratos, visando
subsidiar discussdes relacionadas ao tratamento de lesdes nervosas periféricas

na clinica fisioterapéutica.
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3 OBJETIVOS
Analisar comparativamente a influéncia do exercicio em esteira

aplicado na fase imediata e tardia da regeneracdo do nervo isquiatico de ratos

ap0s axoniotmese, por meio de analise morfométrica e funcional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
com Animais da Universidade Federal de Sao Carlos, sob protocolo n°® 027/2006

(anexo 1).

4.2 Local e Condicbes Ambientais do Estudo

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio
de Pesquisa em Plasticidade Neuromuscular, do Programa de Pds-graduacdo em

Fisioterapia da Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, com agua e
racdo comercial “ad libitum”, sob temperatura controlada e ciclo automatico de

iluminacéo de 12 horas claro e 12 horas escuro.

4. 3 Grupos Experimentais

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos, com idade entre 6 e 7
semanas, pesando (229,05 18,02 gramas), procedentes do Biotério Central da
UNIMEP. Os animais foram divididos em 4 grupos (n=5):

Grupo | - Controle (CON): animais sem qualquer intervengao.

Grupo Il - Desnervado (D) : animais submetidos a lesdo por

esmagamento do nervo isquiatico e mantidos na gaiola durante 33 dias.
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Grupo Il - Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG): animais
submetidos ao treinamento apos 24 horas da leséo durante 14 dias, mantidos na
gaiola por 14 dias e sacrificados no 33° dia.

Grupo IV - Desnervado + Gaiola + Exercicio (DGE) : os animais
iniciaram treinamento no 14° dia apds a lesdo nervosa, sendo sacrificados no 33°
dia.

Os animais dos grupos Ill e IV realizaram exercicio na esteira
ergométrica por cinco dias sucessivos ha semana, respeitando os finais de

semana, sendo que cada grupo realizou 14 dias de atividade fisica.

4.4 Selecdo dos Animais para Exercicio em Esteira

Cinquenta animais foram submetidos a um processo de selecéo
durante uma semana, em esteira ergométrica da marca REBOOK TR2
PREMIERRUN TREADMILL® (Figura 1), para a selecdo de 10 animais corredores
natos. O critério para identificacdo dos corredores natos foi apresentar
capacidade para correr de cinco a dez minutos em velocidade de 17 m/min (Pills

et al., 1993; Gobatto et al., 2001; Machado et al., 2005).
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Figura 1 — Vista superior da esteira ergométrica REBOOK TR2 PREMIERRUN
TREADMILL ®

4.5 Adaptacao dos Animais

Os animais selecionados foram adaptados na esteira antes de iniciar o
experimento. O protocolo de adaptacdo consistiu em colocar os animais na
esteira por uma semana, sem inclinacdo, com velocidade de 17 m/min, mas com
aumento progressivo do tempo de corrida até alcancar 30 minutos (Pills et al.,

1993; Machado et al., 2005).

4.6 Lesao Nervosa

Os animais submetidos a cirurgia para esmagamento do nervo
isquiatico receberam anestesia intramuscular de uma mistura de Ketalar®
(Cloridrato de Ketamina - 50 mg/mL) e Rompum® (Cloridrato de Tiazina - 2g/100

mL), na proporgéo 1:1, na dose de 0,3 mL/100g do peso corporal.
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A seguir, os ratos foram tricotomizados na regido glutea esquerda,
onde se realizou uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm sobre a pele para
exposicao dos planos musculares, que foram afastados até a visualizacdo do
nervo isquiatico (Figura 2A). O nervo foi delicadamente separado do tecido
conjuntivo ao redor e esmagado com pinca hemostatica adaptada ERWIN GUTH®
de 12 cm, por quatro pincamentos de 20 segundos e intervalo de um segundo
entre eles, de acordo com Fernandes et al. (2005), sendo padronizada a
compreensao até o 3° dente da cremalheira (Figura 2B). Para todos os animais, 0o
esmagamento foi feito pelo mesmo individuo. A Figura 2C mostra o0 aspecto
macroscopico do nervo, imediatamente apos a lesao.

Em seguida, os planos muscular e cutaneo foram fechados com fio de

sutura Ethicon 6-0.



Figura 2 — A: Nervo isquidtico exposto (seta); B:
Esmagamento do nervo (seta); C: Aspecto macroscépico do
nervo apos esmagamento (seta).
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Apds recuperacdo anestésica, administrou-se 4uL de dipirona soédica
(500 mg/mL) por via oral, com efeito analgésico e PVP (Povidine) — | 10% (uso
tépico) no local da incisdo, a cada 12 horas, no primeiro e segundo dia pés-

operatorio.

4.7 Realizagdo do Exercicio Fisico

Os animais foram treinados em esteira ergométrica REBOOK TR2
PREMIERRUN TREADMILL® adaptada para ratos, com oito raias. O treinamento
ocorreu durante 30 minutos/dia, 5 vezes por semana, com velocidade de 8 m/min
e inclinacdo de 0%, por um periodo de 14 dias (periodo vespertino), respeitando-
se os finais de semana.

Os animais dos grupos DEG foram submetidos ao treinamento em
esteira apdés 24 horas da lesédo nervosa (fase imediata), enquanto que o grupo
DGE iniciou treinamento no14° dia apds a leséo (fase tardia).

Para reduzir o estresse dos animais durante o treinamento, o
dispositivo que transfere corrente elétrica para motivar os ratos a correr ndo foi
utilizado, sendo o estimulo substituido por uma “espatula” de material plastico,

conforme mostra a Figura 3.



Figura 3 — Vista geral dos animais durante treinamento em
Esteira ergométrica REBOOK TR2
PREMIERRUN TREADMILL ®, com estimulo da
espatula (A).

4.8 Processamento do Nervo

Apéds 30 dias da lesédo nervosa, os animais de todos os grupos foram
anestesiados conforme citado anteriormente e tiveram 0 nervo isquiatico
esquerdo 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 tampéao cacodilato de sddio a 0,1M, pH 7.3.

Em seguida, a porgéo distal do nervo isquiatico foi retirada e os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os fragmentos do nervo foram
mantidos em solucgéo fixadora (Karnovsky) por 24h e pés-fixados em tetroxido de
6smio a 1% em tampdo cacodilato de soédio 0,1M, pH 7.3, por duas horas,
imersos em uranila 5% durante 24h, para coloragdo em bloco, desidratados em
solugdes crescentes (30% a 100%) de acetona e incluidos em resina Araldite

(UEGAMA).
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Foram obtidos cortes transversais de 1um da porgdo distal do nervo

com navalha de vidro, em ultramicrotomo LKB, que foram corados com azul de
toluidina a 1%, em solucdo aquosa de bdérax a 1%, para microscopia Optica

(Reynolds, 1963 apud Teodori, 2000).

4.9 Analise Morfométrica

As laminas histolégicas foram observadas em microscopio de luz
(modelo ZEISS, Standard 25) acoplado a um sistema analisador de imagens que
utiliza o software IMAGE PRO-PLUS — 4.0 MEDIA CYBERNETICS®.

A calibracdo do sistema de andlise de imagens para obtencdo de
medidas na unidade de micrémetros (um) foi realizada com o auxilio de uma
lamina micrometrada (ZEISS 5. 100200 mm).

Analisou-se um corte por nervo de cada animal, do qual foram obtidas
imagens em objetiva de 10X, para determinacédo da area do nervo e em objetiva
de 100X, para selecdo dos campos da amostra (5 campos aleatoriamente
definidos em cada corte), sendo analisadas aproximadamente 400 fibras nervosas
mielinizadas.

Em seguida, a imagem de cada campo foi captada pelo sistema e
visualizada on line no display, para realizar a normalizacdo e congelamento da
imagem, para se obter o nimero de axonios, diametro da fibra e do axénio.

As medidas foram realizadas de forma semi-automatica, sendo que em
cada fibra nervosa mielinizada foram obtidos valores (em micrébmetros) do

diametro do axonio e da fibra nervosa. Os valores da espessura da bainha de
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mielina e da razdo G foram calculados a partir dos dados do didametro do axénio e
didmetro da fibra nervosa.

Considerando que as imagens foram obtidas em camera de video JVC
modelo TK-C620U e em camera digital OLYMPUS — C-5050, 5.0 megapixels, com
resolucdo de 2560 x 1920 dpi, acoplada a fotomicroscopio OLYMPUS BX 4.1,
utilizou-se um fator de correcdo para calibracdo do software analisador de
imagens. Esse fator de correcéo foi obtido circulando-se os diametros internos e
externos dos mesmos axdnios em imagens obtidas nas duas cameras:

Diametro externo obtido em imagem da camera JVC = x um

Diametro externo obtido em imagem da camera OLYMPUS =y um

Fator de correcdo = x um =2
y Hm

Em seguida, utilizando o programa Excel, o fator de correcdo (z) foi
aplicado a cada valor obtido para o numero de axonios.

A seguir, o didmetro médio dos ax6nios de cada animal foi obtido a
partir da somatéria dos didametros dos axodnios, dividido pelo nimero de axbnios
mensurados. O calculo do didmetro da fibra seguiu a mesma légica.

Os valores de espessura das bainhas de mielina foram obtidos
subtraindo-se o diametro do axdénio do diametro da fibra e, em seguida, dividindo-
se por dois. Ja o valor da razéo G foi calculado pela divisdo do didametro do axénio
pelo diametro da fibra nervosa.

A espessura média das fibras também foi obtida dividindo-se a
somatoria das espessuras das bainhas de mielina pelo nimero de fibras nervosas

analisadas.
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4.10 Analise Quantitativa

4.10.1 Numero de Axo6nios

O numero total de axbnios em cada nervo foi calculado a partir da
somatoria do numero de axbnios obtidos em 5 campos, em objetiva de 100X.
Para isso, foi estabelecida a proporcdo entre a area da amostra e a area total do
nervo, obtida em objetiva de 10X. As formulas a seguir demonstram como foram
calculados a porcentagem da amostra e o numero total de axénios em cada

nervo, respectivamente:

% amostra:; ~ area dos campos x 100 = 5%

> area do nervo

NUmero total de axonios: £ niumero axénios x 100

% amostra

4.11 Analise Funcional da Marcha

As impressfes das pegadas dos ratos para realizar o indice Funcional
do Ciatico (IFC) foram feitas de acordo com De Medinacelli, Freed e Wyatt (1982).
Para isso, foi construida uma passarela (8,2 x 42 cm) com um abrigo escuro na
extremidade (Figura 4). Considerando a tendéncia dos ratos em se direcionar
para locais com menor luminosidade, quando colocados no inicio da passarela,
percorrem seu trajeto até a caixa escura.

Apés treino inicial, os animais foram colocados para caminhar na

passarela revestida com papel sulfite, com as patas posteriores marcadas com
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tinta de impresséao digital, a fim de realizar o registro das impressdes plantares

das patas normal e experimental.

8,2cm

Figura 4 - Instrumento utilizado para obten-
cdo das impressoes plantares re-
ferentes ao IFC. Pegadas do ani-
mal (seta).

Em seguida, foram obtidas as distancias descritas a seguir, conforme
mostra a Figura 5.
1. Entre a extremidade do terceiro dedo e o calcaneo - Comprimento
da pegada (PL);
2. Entre o primeiro e o quinto dedo - Largura da pegada (TS);
3. Entre o segundo e quarto dedo - Largura intermediaria da pegada

(ITS).



Figura 5 - Parametros de medidas de comprimento para o cal-
culo do Indice Funcional do Ciatico (IFC). Fonte: Va-
rejao et al. (2004).

As medidas foram tomadas das patas experimental (E) e normal (N),
por meio de um paquimetro digital da marca MITUTOYO®. Os valores obtidos
foram aplicados na equacao proposta por Bain, Mackinnon e Hunter (1989), antes
(pré-operatorio) e ap0s o 7°, 14°, 21° e 28° dias da cirurgia de esmagamento do
nervo isquiatico.

Os resultados obtidos dessa equacdo expressam a perda funcional em
termos percentuais, sendo que o valor O (zero) representa a funcdo normal ou
auséncia de disfuncdo e o valor -100 (menos cem) representa a perda total da

funcdo nervosa. Portanto, quanto mais préximo de 0 (zero) o valor obtido, melhor

a funcao.
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4.12 Analise Estatistica

A andlise de distribuicdo dos dados de todas as variaveis estudadas
nas diferentes condicbes mostrou distribuicdo normal, utilizando-se o teste
Shapiro-Wilk. Testes estatisticos paramétricos foram escolhidos para comparacéao
dos dados.

Para analise morfométrica foi realizado o teste Anova - F (One-Way)
seguido de Tukey e, para analise funcional da marcha, o teste Anova - F (Two-
Way) foi realizado para avaliar cada grupo, nos diferentes periodos de avaliacdo
(comparacéo intragrupos) e o teste Anova F (One-Way) seguido de Tukey, para
comparar 0s grupos entre si (comparacao intergrupos). Utilizou-se o teste de
correlacdo de Pearson para analise dos dados morfométricos e funcionais.

O nivel de significancia estabelecido em todos os testes estatisticos foi
de 5%, sendo todos os procedimentos realizados a partir do aplicativo “BioEstat

4.0” e 0 “SPSS 11.0". Os valores foram expressos em media e desvio padréo.
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5 RESULTADOS

5.1 Esmagamento do Nervo Isquiatico

Em estudo piloto realizado no Laboratério de Pesquisa em Plasticidade
Neuromuscular do Programa de Po6s-graduacdo em Fisioterapia da Universidade
Metodista de Piracicaba (UNIMEP), 5 animais desnervados foram sacrificados
apos 6 dias da lesdao, com a finalidade de comprovar a eficacia do protocolo
utilizado para produzir lesdo nervosa do tipo axoniotmese.

Todos o0s animais apresentaram intenso processo de degeneracao

axonal, com evidente retracao e desintegracado das bainhas de mielina (Figura 6).

Figura 6 — Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquiético: A- nervo normal; B-
apos 6 dias da lesao por esmagamento, observando-se degeneracdo axonal
com retracdo e desintegracdo da bainha de mielina (seta). Barra = 10 um.
Coloracao: Azul de Toluidina.
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5.2 Andlise Histoldgica

Na figura 7 expressam-se as caracteristicas histologicas entre os
grupos experimentais: CON, D, DGE e DEG.

No grupo CON (Figura 7A) foram observados axbnios de diferentes
tamanhos, enquanto no grupo D (Figura 7B) observou-se aumento do numero de
axonios e diminuicdo do diametro das fibras.

Nos grupos DEG (Figura 7C) e DGE (Figura 7D), também se observam
axbnios com diametros variados e reduzidos, havendo aparentemente maior
numero de fibras com menor calibre e bainhas de mielina mais delgadas, quando
comparado ao grupo controle. Ax6nios degenerados e macrofagos sao

observados nos grupos desnervados.
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Figura 7 - Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquiatico: Controle (A);
Desnervado (B); Desnervado + Exercicio + Gaiola (C); Desnervado +
Gaiola + Exercicio (D). Observar axénios em degeneracdo (cabeca de
seta) e macrofagos (seta). Barra = 10 um. Coloracéo: Azul de Toluidina.
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5.3 Andlise Quantitativa
5.3.1 Numero de Axdnios

A figura 8 expressa o numero de ax6nios nos diferentes grupos
estudados. Esse numero foi maior nos grupos D (21345 +2372), DEG (18591

+2305), DGE (18436 +2520) que no grupo CON (11976 +1439) (p<0,05).

30000

25000

20000 ~

15000 -

10000 ~

Niumero de Axonios

3000

CON D DEG DGE
Grupos

Figura 8 - Numero de axbnios nos grupos: Controle (CON), Desnervado (D),
Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG) e Desnervado + Gaiola +
Exercicio (DGE). (*) Difere do grupo CON (p<0,05).



5.4 Anélise Morfométrica
5.4.1 Diametro dos Axonios

O diametro dos axbnios nos grupos desnervados: D (3,60 +0,23), DEG
(3,77 +0,18) e DGE (4,18 +0,36) foi sempre menor que no grupo CON (5,62
10,19) (p<0,01). No grupo DGE o diametro dos axénios foi maior que no grupo D

(p<0,05).

-
|

(=3 ]
1

Diametro dos Axonios (um)

CON D DEG DGE

Grupos

Figura 9 - Diametro dos ax6nios nos grupos: Controle (CON), Desnervado (D),
Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG) e Desnervado + Gaiola +
Exercicio (DGE). (*) Difere do grupo CON (p<0,01); (**) Difere do grupo D
(p<0,05).
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5.4.2 Diametro das Fibras

A figura 10 expressa o diametro das fibras nervosas, nos diferentes
grupos. Observa-se que os valores dos grupos desnervados: D (5,80 +0,30), DEG
(6,06 +0,41) e DGE (6,55 +0,76) foram menores que os do grupo CON (9,12

+0,33) (p<0,01), ndo havendo diferenca entre os grupos desnervados.
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Figura 10 - Diametro das fibras nervosas nos grupos: Controle (CON), Desnervado
(D), Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG) e Desnervado + Gaiola +
Exercicio (DGE). (*) Difere do grupo CON (p<0,01).
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5.4.3 Espessura das Bainhas de Mielina

A figura 11 representa a espessura das bainhas de mielina, nos
diferentes grupos. Observa-se que os valores dos grupos desnervados: D (1,10
+0,05), DEG (1,14 #0,12) e DGE (1,18 £0,20) foram menores que 0s do grupo

CON (1,75 #0,16) (p<0,01), ndo havendo diferenca entre os grupos desnervados.
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Figura 11 - Espessura da bainha de mielina nos grupos: Controle (CON),
Desnervado (D), Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG) e
Desnervado + Gaiola + Exercicio (DGE). (*) Difere do grupo CON
(p<0,01).
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544 Razao G

A Tabela 1 expressa os valores da razdo G. Os resultados foram

semelhantes em todos os grupos estudados (p>0,05).

Tabela 1 - Razdo G nos grupos Controle (CON), Desnervado (D), Desnervado +
Exercicio + Gaiola (DEG) e Desnervado + Gaiola + Exercicio (DGE).

Grupos CON D DEG DGE
Média +DP 0,61 +0,02 0,62 +0,01 0,62 +0,01 0,64 +0,01

5.5 Analise Funcional da Marcha

Os dados da analise do IFC dos grupos experimentais durante 0s

periodos de avaliacéo funcional estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores do IFC nos diferentes periodos de avaliagao funcional.

Tempo D DEG DGE
Pré-operatorio -16,18 +14,24 -6,44 +9,46 -8,06 +9,30
7° dia -77,62 £25,17 -80,62 £11,61 -92,84 £20,94
14° dia -78,00 +13,66 -70,62 7,95 -64,93 +24,38
21°dia -20,20 £15,57 -17,01 £11,85 -9,91 £18,18

28° dia -14,66 +8,70 -5,60 +21,21 -16,47 £16,25
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Nas comparacfes intergrupos dos valores do IFC nos diferentes
periodos de avaliacdo (Figura 12), verifica-se que as diferencas ndo foram

estatisticamente significativas (p>0,05).

" Pré-operatdrio 7o dia 14° dia 21% dia 28" dia

=10 -
20 -

=30 -

— DEG

-30 - — DGE

50 -

Valores do IFC

=70 -

-20 -

80 -

-100 -

Tempo

Figura 12 — Comparacao intergrupos dos valores de IFC nos grupos: Desnervado
(D), Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG) e Desnervado + Gaiola +
Exercicio (DGE), nos diferentes periodos de avaliagdo.



59

Nas comparacfes intragrupos dos valores do IFC nos diferentes
periodos de avaliacdo (Figura 13), verifica-se que as diferencas foram
estatisticamente significantes (p<0,05).

Para todos os grupos experimentais foram observados que o0 7° e 0 14°
dia diferem significativamente do periodo pré-operatério, enquanto o 21° e o 28°
dia diferem significativamente do 7° e do 14° dia durante os periodos de avaliacdo

funcional.

Tempo

Pré.operatdrio

0 -

mDEG
m DGE
oD

Valores de IFC

=100 4

=120 -

Figura 13 — Comparacéo intragrupos dos valores de IFC nos grupos: Desnervado (D),
Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG) e Desnervado + Gaiola +
Exercicio (DGE), nos diferentes periodos de avaliagdo. (*) em relacéo ao
pré-operatdério; (**) em relacédo ao 7° dia e 14° dia (p<0,05).
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Na andlise das pegadas das patas normal (N) e experimental (E),
percebe-se uma evolucdo semelhante em todos os grupos durante os diferentes
periodos de avaliagdo por meio do IFC.

Na comparacado dos registros das pegadas no pré-operatério com o 7°
dia po6s-lesdo (Figura 14), verifica-se um aumento do parametro PL e uma

diminuicdo dos parametros TS e ITS.

Figura 14 - Registro das pegadas das patas normal e
experimental na avaliacao do IFC nos periodos
pré-operatdrio (A) e no 7° dia pés-leséo (B).
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Na comparacao do registro das pegadas no pré-operatorio com o 28°
dia pés-lesao (Figura 15), percebe-se que as pegadas sdo semelhantes nos

diferentes periodos de avaliacao.

Figura 15 - Registro das pegadas das patas normal e
experimental na avaliagdo do IFC nos periodos
pré-operatorio (A) e no 28° dia pés-leséo (B).
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5.6 Correlacdo entre os Dados Morfométricos e o In  dice Funcional do

Ciatico (IFC)

Na tabela 3 estdo expressos os valores de correlacdo entre os dados
morfométricos e funcionais do grupo Desnervado (D).
A correlacao entre os valores de diametro do axonio e da fibra nervosa

mostrou-se forte, com r= 0,93.

Tabela 3 - Correlacdes entre os dados morfométricos e o indice Funcional do Ciatico
(IFC) do grupo Desnervado (D).

O
N° Axdnio Axo6nio O Fibra Esp. Mielina Razdo G  IFC-28°

N%Axbnios 1

O Axonio -0,17 1
O Fibra -0,36 0,93° 1
Esp.Mielina -0,56 0,42 0,72 1
Razéo G -0,30 -0,63 0,31 -0,44 1
IFC-28° -0,61 -0,51 -0,47 -0,19 -0,33 1

N° = nimero; O = didmetro; Esp. = espessura; IFC-28° = indice Funcional do Ciatico no
28° dia. * p<0.05
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Na tabela 4 estdo expressos os valores de correlacdo entre os dados
morfométricos e funcionais do grupo Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG).

A correlacao entre os valores do diametro do axonio e da fibra nervosa
(r= 0,92), diametro da fibra nervosa e espessura da bainha de mielina (r=0,96),

razdo G e espessura da bainha de mielina (r=-0,93) mostrou-se forte.

Tabela 4 - Correlacdes entre os dados morfométricos e o Indice Funcional do Ciatico
(IFC) do grupo Desnervado + Exercicio + Gaiola (DEG).

N° Ax6nios O Axbnio 0O Fibra Esp. Mielina Razdo G IFC-28°

N° Axonios 1

O Axoénio -0,58 1
O Fibra -0,53 0,92° 1
Esp. Mielina -0,44 0,76 0,96" 1
Razéo G -0,25 -0,46 -0,77 -0,93* 1
IFC-28° 0,49 0,16 -0,01 -0,14 0,26 1

N° = nimero; O = didmetro; Esp. = espessura; IFC-28° = indice Funcional do Ciatico no
pré-operatério 28° dia. * p<0,05.



64

Na tabela 5 estdo expressos os valores de correlacdo entre os dados

morfométricos e funcionais do grupo Desnervado + Gaiola + Exercicio (DGE).

A correlagao entre os valores do diametro do axénio com o diametro da
fibra nervosa (r= 0,99) e com a espessura da bainha de mielina (r=0,96); diametro
da fibra nervosa com a espessura da bainha de mielina (r=0,99) e com a razédo G
(r=-0,91), e entre a espessura da bainha de mielina e a razdo G (r=0,96), mostrou-

se forte.

Tabela 5 - Correlages entre os dados morfométricos e o indice Funcional do Ciético
(IFC) do grupo Desnervado + Gaiola + Exercicio (DGE).

N° Axdnios O Axbnio 0O Fibra Esp. Mielina Razdo G IFC-28°

N° Axonios 1

O Axdnio -0,80 1
O Fibra -0,75 0,99 1
Esp. Mielina -0,70 0,96° 0,99° 1
Razédo G 0,57 -0,84 -0,91° -0,96" 1
IFC-28° -0,27 0,11 -0,04 -0,16 0,44 1

N° = nimero; O = dimetro; Esp. = espessura; IFC-28° = indice Funcional do Ciatico no
pré-operatorio 28° dia. * p<0,05.
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6 DISCUSSAO
6.1 Consideracfes Gerais sobre o Material e Métodos

6.1.1 Animais Experimentais

Para realizacdo desta pesquisa, o animal adotado foi o rato da
linhagem Wistar, uma vez que a maior parte das pesquisas experimentais, quase
90% do total, emprega animais de pequeno porte (camundongo, rato, hamster)
(Schanaider e Silva, 2004) por serem animais de baixo custo, de facil manuseio e
disponibilidade, e que apresentam anatomia microscépica semelhante a de
nervos humanos (Varejao et al., 2003; 2004; Mazzer et al., 2006; Pachioni et al.,
2006). Além disso, o fato de o nervo isquiatico ser de facil acesso cirurgico
favorece a escolha desse animal para pesquisas que analisam as consequéncias
da desnervacéao (Varejao et al., 2004; Seo et al., 2006).

Para padronizacdo da amostra, utilizou-se ratos do género masculino
com idade entre 6 e 7 semanas. Ratos do género feminino foram excluidos do
estudo por apresentarem ciclo estral que pode afetar o comportamento motor
(alteracdo da intensidade da ambulacdo) e, consequentemente, influenciar os
resultados da pesquisa (Junior e Morato, 2002).

Em relacdo a idade dos animais, foram utilizados ratos jovens,
considerando que a regeneragdo nervosa declina com o avanco da idade (Verdu

et al., 2000).



66

6.1.2 Modelo de Lesao Nervosa

O anestésico utilizado para sedacgéo dos animais (mistura de Ketalar® e
Rompum® - i.m.) é indicado para animais de pequeno porte, por manté-los em
plano anestésico durante aproximadamente 40 a 60 minutos, evitando o risco de
vida (Schanaider e Silva, 2004). Esse tempo é suficiente para a realizacdo da
leséo nervosa experimental.

A leséo do tipo axoniotmese foi escolhida por ser uma modalidade util e
reprodutivel para o estudo da regeneragcao nervosa periférica, onde a agressao ao
nervo € suficiente para causar degeneracado Walleriana na porcao distal e permitir
regeneracdo nervosa, devido a preservacdo dos envoltérios conjuntivos, da
membrana basal e da microcirculacao local (Lunn, Brown e Perry, 1990).

Além disso, os resultados obtidos por Bridge et al. (1994), que
avaliaram e compararam os efeitos de varios métodos de lesdo por esmagamento
em ratos, usando forceps de joalheiro e pingca hemostatica com tempos de
compressdo variando de 15 a 30 segundos, demonstraram a presenca de
degeneracédo Walleriana apds 2 semanas, em todos 0S grupos experimentais, ndo
havendo diferenca histologica no nervo nos diferentes métodos empregados.

Neste estudo, para investigar a eficacia do protocolo de esmagamento
proposto sobre a estrutura do nervo, um estudo piloto foi desenvolvido em nosso
laboratorio, utilizando cinco animais que foram desnervados e sacrificados apés 6
dias, quando o processo de degeneracdo Walleriana deveria ser evidente.
Observou-se intensa degeneracéo axonal e desintegracdo da bainha de mielina, o

gue ratifica a eficiéncia do protocolo de lesédo utilizado.
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Entretanto, a reprodutibilidade do protocolo de inducdo da leséo
nervosa utilizado neste estudo é bastante discutida na literatura, uma vez que nao
existe um meétodo padrdo estabelecido para induzir determinada lesdo nervosa,
considerando que cada pesquisa utiliza uma técnica diferente (Mazzer et al.,

2006).

6.1.3 Protocolo de Exercicio

A literatura € escassa no que se refere a discussao dos efeitos do
exercicio fisico na fase imediata da lesdo nervosa (Seo et al., 2006). Desta forma,
este estudo pode contribuir para subsidiar discussbes sobre a conduta
empregada na clinica fisioterapéutica.

A atividade fisica promove varias altera¢des fisiologicas, morfolégicas e
bioquimicas no homem e no animal (Gutmann e Jakoubeck, 1963; Herbison,
Jaweed e Ditunno, 1974; 1980a; 1980b; Hie, Van Nie, Vermculen-Van der Zee,
1982; Van Meeteren et al., 1997; Byun et al., 2005), aléem de induzir alteracbes
permanentes, tanto no sistema nervoso central como no periférico (Seo et al.,
2006). Nesse sentido, o exercicio na esteira € um recurso utilizado para estudar a
regeneracdo axonal (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1980; Hie, Van Nie e
Vermculen-Van der Zee, 1982; Van Meeteren et al., 1997; Byun et al., 2005), por
ser possivel controlar devidamente seus parametros (Seo et al., 2006).

Realizou-se uma selecédo dos ratos mais aptos para participar do
estudo, sendo escolhidos aqueles que correram de cinco a dez minutos em
velocidade de 17 m/min, com inclinagdo de 0%, durante uma semana,

considerando que o rato ndo nasce com habilidade de correr, como ocorre com a
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de nadar (Pills et al., 1993; Gobatto et al., 2001; Machado et al., 2005). A opcéao
pela velocidade de 17 m/min, deveu-se ao fato de que tal velocidade € a de
equilibrio entre a producdo e remocdo do lactato para ratos normais em esteira
ergométrica (Pills et al., 1993).

A breve adaptacéo a esteira teve por objetivo familiarizar os animais ao
futuro protocolo de exercicio, reduzindo o estresse, contudo, sem promover
adaptacdes fisicas (Jaweed, Herbison e Ditunno, 1975; Herbison, Jaweed e
Ditunno, 1982).

Neste estudo utilizou-se o exercicio na esteira durante 30 minutos/dia,
na velocidade de 8 m/min e inclinacdo de 0%, por se tratar de animais
desnervados e com base nos resultados de Byun et al. (2005), em que essa
intensidade permitiu efetiva recuperacdo funcional apds a desnervacdo. A
frequéncia de estimulacédo de cinco vezes por semana foi baseada no estudo de
Sakakima et al. (2004), que aplicaram exercicio fisico na esteira de trés a seis
vezes por semana e observaram beneficios ao trofismo muscular.

A afirmacdo de Seo et al. (2006) de que os valores baixos de
velocidade e inclinacdo de 0% proporcionam regeneracdo axonal em animais
desnervados também serviu de fundamentacdo para este estudo. No entanto, a
intensidade utilizada no presente estudo ndo estq fundamentada no limiar de
anaerobiose, uma vez que nao existem dados na literatura para ratos
desnervados.

A escolha do tempo para analise morfométrica e funcional do nervo
isquiatico apos lesdo se fundamentou nos achados de Carmignoto et al. (1983) e
Gorio et al. (1983), que estudaram o processo de reinervacdo muscular apos

axoniotmese em ratos e observaram que apos 10 dias da lesdo, nenhum axénio
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havia estabelecido contato com o musculo, o que ocorria a partir da segunda
semana da leséo, quando se observou que 25% das fibras musculares estavam
re-inervadas por mais de um axdénio (poliinervacao). Entre 21° e 25° dias ocorreu
0 “pico” de poliinervacdo, que foi seguida pelo processo de eliminacdo dos
contatos sinapticos (eliminacdo sinaptica). Aos 60 dias da lesdo, as fibras
estavam monoinervadas e, a partir dai, o nervo mantinha o crescimento e
ocupava completamente a fenda pos-sinaptica no 90° dia. Assim, considerando
que a partir do 14° dia apos a axoniotmese 0s axbnios regenerados estariam
recuperando seus contatos com as fibras musculares, optou-se por verificar se o
exercicio aplicado previamente a esse momento (na fase imediata de
regeneracao) ou apos este periodo (fase tardia de regeneracéo) poderia modificar
a evolucao desse processo.

Quanto ao inicio de atividade fisica, houve um grupo que realizou
exercicio na fase de desnervacdo (imediata) e outro na fase de reinervacao
(tardia), uma vez que os efeitos do exercicio variam de acordo com 0 momento de
sua realizacdo. De acordo com a literatura, os resultados podem ser benéficos,
havendo aumento do retorno da funcdo sensoOrio-motora na fase inicial da
recuperacdo da lesdo quando o exercicio é realizado na fase precoce (Van
Meteeren et al., 1997); deletérios, havendo inibicdo do brotamento axonal quando
a atividade fisica é realizada imediatamente apds a desnervac¢do do musculo tibial
anterior (Tam et al, 2001; Tam e Gordon, 2003); ou indiferentes, ndo havendo
interferéncia sobre a reinervacdo muscular quando o exercicio é realizado na fase
tardia (Hie, Van Nie e Vermculen-Van der Zee, 1982).

Os estudos realizados por Herbison, Jaweed e Ditunno (1982) e Van

Meeteren et al. (1997), que avaliaram os efeitos do exercicio aplicado 2 semanas
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e 24 horas apés a axoniotmese, respectivamente, fundamentam os periodos de

analise escolhidos para esta pesquisa.

6.1.4 Regeneracao axonal e Analise morfométrica

Diversos estudos experimentais mostram que o exercicio fisico tem
acao estimulante para a regeneracdo nervosa (Herbison, Jaweed e Ditunno,
1974; 1980a; 1980b; Hie, Van Nie, Vermculen-Van der Zee, 1982; Van Meteeren
et al., 1997; Byun et al.,, 2005; Seo et al.,, 2006). No entanto, ainda né&o ha
consenso sobre o melhor momento para iniciar a pratica dessa atividade apos
axoniotmese.

A hipdtese para este estudo era que o exercicio praticado a partir de 24
horas da lesdo nervosa inibisse a regeneracdo nervosa, pois 0 aumento da
atividade neuromuscular inibe a liberacdo de fatores neurotréficos, como a
molécula de adesado celular neural (NCAM), necesséaria para que ocorra a
regeneracao (Tam et al, 2001; Lieber, 2002; Tam e Gordon, 2003).

Entretanto, observou-se que a realizacdo do exercicio, tanto na fase
imediata quanto tardia, ndo influenciou o brotamento axonal, fato que se evidencia
pela semelhanca no numero de axbnios regenerados nos trés grupos
desnervados, onde o numero de axdnios praticamente duplicou apds 30 dias da
lesdo. Esse aumento do numero de axénios na porcéo distal & lesdo se deve ao
fato de que cada axbnio lesado emite dois ou trés brotos em dire¢do ao musculo,
sendo que o primeiro a fazer contato com a fibra muscular permanece, enquanto

os demais sofrem degeneracgéo (Fawcett e Keynes, 1990).
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Sob a otica da pratica clinica, esse resultado sugere que a inducao do
exercicio fisico apds desnervagdo, com objetivo de retardar as alteracdes troficas
no musculo, poderia ndo prejudicar o processo de regeneracao nervosa.

Entretanto, ha relatos de que o aumento da atividade neuromuscular
provocado pelo exercicio de corrida na roda durante 8 horas diarias, na fase
aguda da leséo, inibe o brotamento axonal no musculo desnervado (Tam et al.
2001; Tam e Gordon, 2003). E possivel que o prejuizo & reinervacdo se deva ao
tempo do exercicio realizado.

No que se refere a maturacdo das fibras regeneradas, Verda et al.
(2000) afirmam que esta dificilmente atinge valores semelhantes aos do controle
apos a lesdo nervosa. Os autores relataram que o diametro da fibra atinge 75%
dos valores controle apdés a leséo.

Neste estudo, o diametro da fibra do grupo D atingiu 63,59% dos
valores controle, enquanto no grupo DGE esse valor atingiu 71,82% e no grupo
DEG, 66,44%. Entretanto, vale ressaltar que essa analise foi obtida apos 33 dias
da lesdo. Uma analise ap0s periodos mais prolongados poderia expressar valores
mais préximos aos relatados na literatura.

O diametro médio das fibras em nervo normal varia entre 8 (Calder e
Green, 1995) e 12,45 pm (Teodori, 2000) sendo que para os axdnios esse valor
varia entre 4,52 (Lenihan et al, 1998) e 7,83 um (Teodori, 2000). Para a
espessura das bainhas de mielina, os valores médios variam entre 1,11 (Santo
Neto et al., 2004) e 1,94 (Souza, 2005).

Nos grupos desnervados, a atividade fisica em esteira na fase imediata
ou tardia da lesdo nao influenciou o grau de maturacdo das fibras regeneradas

apos 33 dias da lesdo, uma vez que apenas o diametro de ax6nio do grupo DGE
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foi maior que do grupo D, enquanto os demais parametros analisados nao
diferiram entre os grupos desnervados.

A auséncia de dados morfométricos referentes a nervos de ratos
desnervados submetidos a exercicio em esteira, em qualquer fase da
regeneracdo nervosa apOs axoniotmese, impossibilitou a confrontacdo dos
resultados obtidos neste estudo. Uma vez que a regeneracdo nervosa influencia a
resposta muscular, discute-se a seguir alguns efeitos do exercicio fisico no
musculo desnervado, tanto na fase imediata como na tardia.

Deschenes, Maresh e Kraemer (1997) citam que a pratica de exercicio
na esteira com um grupo de animais sedentarios e outro de animais exercitados
(velocidade de 24 m/min e inclinacdo de 0%) durante cinco dias/semana por um
més e meio na fase tardia, ndo foi suficiente para alterar os efeitos da
desnervacdo sobre o musculo, ndo havendo diferenca significativa no tipo e no
tamanho da fibra muscular entre os grupos. Concluiram que o exercicio de
moderada intensidade com esses parametros da esteira ndo influéncia a
morfologia muscular no animal desnervado.

Herbison, Jaweed e Ditunno (1974, 1980a, 1980b) e Hie, Van Nie e
Vermculen-Van der Zee (1982) afirmaram que a pausa de duas semanas na
gaiola apds a lesao nervosa é necessaria para realizar o exercicio fisico de forma
segura, uma vez que antes desse periodo (fase de desnervacdo) ndo ha uma
guantidade suficiente de unidades contrateis para serem recrutadas, o que pode
gerar danos musculares, pois 0 processo de reinervagdo comeca entre a segunda
e a terceira semana. Além disso, a alta intensidade do exercicio durante o

processo da desnervacao gera lesdo muscular por ocasionar estresse no animal.
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Contrariamente, Marqueste et al. (2004), afirmaram que o protocolo de
exercicio na esteira com velocidade de 10 m/min e inclinacdo de 0% apds uma
semana da secc¢ao do nervo fibular, proporciona aumento da resisténcia a fadiga,
recuperacdo das propriedades contrateis e da mecanosensibilidade do musculo,
devido a combinacdo de baixos parametros da esteira com inicio precoce do
exercicio.

Ao analisar esses relatos, pode-se considerar que os efeitos gerados
pela atividade fisica apOs lesdo nervosa periférica dependem do momento do
inicio da atividade fisica, bem como dos parametros da esteira, havendo ainda
controvérsia entre os diferentes estudos.

Os valores de razdo G, semelhantes em todos os grupos, estdo dentro
dos padrdes de normalidade para uma velocidade de conducéao nervosa ideal, ou
seja, entre 0,5 e 0,7 (Waxmann e Bennet, 1972; Anssellin, Fink e Davey, 1997),
reforcando o fato de que a pratica de exercicio em esteira, tanto na fase imediata
como tardia, ndo prejudicou a maturacdo dos axdnios regenerados. Valores G
acima ou abaixo dessa faixa de normalidade representam hipomielinizacdo ou
hipermielinizacao, respectivamente (Anssellin, Fink e Davey, 1997).

Os valores de razdo G observados neste estudo sdo semelhantes aos
encontrados por Santo Neto et al. (2004), que observaram 0,63 para o controle,
0,73 para o grupo onde o nervo isquiatico foi lesado e um implante de musculo
tibial anterior tratado com cloridrato de lidocaina 2% foi suturado entre os cotos
apos 15 minutos e 0,72 quando um enxerto muscular tratado da mesma forma foi
implantado apd6s 24 horas.

Mazzer et al. (2006), que relataram 0,53 para o controle e 0,42 para 0s

animais submetidos a compressao do nervo isquiatico com carga de 500 gramas.
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Wolthers et al. (2005) obtiveram valor de razdo G de 0,49 para o
controle e 0,54 para os animais desnervados ap0s axoniotmese.

Ao considerar os beneficios do exercicio fisico para o animal
desnervado, como o aumento do numero e do diametro dos ax6nios (Gutmann e
Jakoubeck, 1963), elevacdo do peso e da forca muscular (Hie, Van Nie e
Vermculen-Van der Zee, 1982), aumento da capacidade oxidativa do musculo
(Herbison, Jaweed e Ditunno, 1982), rapido retorno da funcéo sensorio-motora na
fase inicial e tardia, acelerando a recuperacao funcional (Van Meeteren et al.,
1997), aumento da mielinizacdo das fibras (Seo et al.,, 2006), entre outros,
reafirma-se a importancia de investigar e discutir a pratica clinica, uma vez que a
inducdo de atividade neuromuscular (a partir do protocolo de exercicio
empregado) em musculos desnervados ndo prejudicou 0 processo de
regeneracdo axonal. Desta forma, seus beneficios ao musculo poderiam
sustentar sua aplicabilidade, especialmente no sentido de retardar atrofia, o que
poderia refletir diretamente em recuperacdo funcional mais efetiva apds a
regeneragao nervosa.

O protocolo de exercicio em esteira aplicado neste estudo, na fase
imediata ou tardia da regeneracdo nervosa, nao influenciou o brotamento axonal
nem a maturacdo das fibras regeneradas. Considerando que a desnervacao
provoca profundas alteracées no musculo (Deschenes, Maresh e Kraemer, 1997),
é razoavel a afirmacéo de Van Meeteren et al. (1997), Byun et al. (2005) e Seo et
al. (2006), de que a realizagdo do exercicio fisico na fase imediata apds a lesédo
nervosa é a melhor opc¢éo.

Entretanto, ao considerar a possibilidade de ampla variacdo dos

parametros empregados, como velocidade e inclinacdo da esteira, além da
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duracéo e frequiéncia do exercicio, novos estudos sdo necessarios para investigar

as respostas do sistema nervoso periférico e associa-las a condi¢ao clinica.

6.1.5 Correlacdo entre os Resultados Morfométricos e Funcionais

A eletrofisiologia, a histomorfometria e os testes funcionais tém sido
bastante utilizados para quantificar a regeneracdo nervosa em estudos
experimentais. Assim, varios autores analisam a correlacdo entre essas
mensuracdes (Kanaya, Firrell e Breidenbach, 1996; Munro et al., 1998; Wolthers
et al., 2005).

A correlacdo entre os aspectos morfolégicos e funcionais de nervos
regenerados representa importancia clinica, pois possibilita a analise de
resultados de diferentes formas de intervencdo que podem favorecer a
regeneracao nervosa e, consequentemente, a recuperacao funcional. Entretanto,
no presente estudo ndo foi possivel evidenciar clara correlacdo entre os dados
morfométricos e a recuperacéao funcional, avaliada por meio do IFC.

A auséncia de correlacdo entre os resultados fisiologicos, morfologicos
e funcionais pode ser devida ao fato de que cada avaliacdo mensura aspectos
diferentes da regeneracéo nervosa (Kanaya, Firrell e Breidenbach, 1996; Munro et
al. 1998). Além disso, Kanaya, Firrell e Breidenbach (1996) citaram trés hipGteses
para essa pobre correlagéo: (1) o IFC mensura a funcéo total do nervo; (2) as
demais mensuracfes consideram varios parametros (como diametro do axdnio,
diametro da fibra, espessura da bainha de mielina, entre outras), ndo sendo

possivel relacionar com apenas um parametro do IFC; (3) a avaliagdo de um
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anico parametro ndo é suficiente para mensurar a funcdo total do nervo. Desta
forma, é importante a associacao de diversos parametros.

Assim, um baixo grau de recuperacdo funcional ndo indica 0 mesmo
resultado na analise morfométrica e histologica quando se correlaciona diferentes
componentes de mensuracdo. Por outro lado, Varejao et al. (2001) apontam
moderada correlacéo entre os trés parametros comumente utilizados para avaliar
regeneracao nervosa em ratos apds axoniotmese.

Dellon e Mackinnon (1989) demonstraram significativa correlacdo entre
0s parametros eletrofisiolégicos e morfométricos, no entanto, apontam néo haver
correlacdo entre os parametros fisioldgicos e os testes funcionais, como o indice
Funcional do Ciatico (IFC).

Contrariamente, Oliveira et al. (2001) afirmam que ha uma clara
correlacdo entre os dados morfométricos e a recuperacao funcional, medida pelo
indice Funcional do Ciatico (IFC), onde perceberam uma melhora da recuperagéo
funcional acompanhada do aumento do numero e da qualidade de fibras
regeneradas.

Para Munro et al. (1998), a significativa correlacéo entre a funcéo e as
demais mensuracdes da regeneragcdo nervosa encontrada em alguns estudos se
deve a amostras pequenas ou a utilizacdo de animais com nervos completamente
normais ou completamente danificados, sem progndstico de recuperacéo.

Kobayashi et al. (1997) relataram que a recuperacdo funcional n&o
apresenta uma relacdo diretamente proporcional ao tempo em que o musculo
permaneceu desnervado, uma vez que as mudancas morfolégicas no muasculo

sdo intensas imediatamente apos a lesdo e mais discretas a partir do primeiro
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més, afetando a massa corporal e a recuperacédo funcional de ratos que tiveram o
nervo tibial anterior seccionado e reparado cirurgicamente em diferentes periodos.

Neste estudo, onde o grupo DGE iniciou o exercicio quando ja
apresentava alteracao do trofismo muscular e o0 DEG iniciou antes de desenvolver
tais modificacdes, ndo foi realizada analise morfométrica do musculo reinervado.
Entretanto, o momento de inicio do exercicio fisico ndo influenciou a regeneracao

axonal, nem os valores do IFC.

6.1.6 Analise Funcional da Marcha

O IFC apresenta algumas vantagens em relacdo aos métodos
tradicionais de avaliacdo da regeneracdo nervosa periférica, como a
eletrofisiologia, a histologia e a morfometria, pois além de nao ser invasivo e ser
facilmente reproduzivel, apresenta baixo custo e confiabilidade para avaliar o
processo de regeneracdo (Varejao et al., 2004), integra o sistema sensorial e o
motor (Kanaya, Firrell e Breidenbach, 1996), o que o torna fidedigno (Varejao et
al., 2001).

Dash et al. (1996) citam o IFC como importante indicador para analisar
a recuperacao funcional de lesdes nervosas de curta duragdo (5 segundos de
compresséo), pois permitiu identificar uma diminuicdo da funcdo na primeira
semana e um retorno gradual a partir da terceira semana.

Entretanto, por mais fidedigno que seja o0 método de avaliacdo, alguns
fatores, como a presenca de autotomia, contratura em flexao, entre outros, podem
limitar a coleta da impressao da pata normal e experimental em papel sulfite ou

papel fotografico (Dijkstra et al., 2000; Varejao et al., 2001; 2004).
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Observou-se também neste estudo que os valores do IFC dos grupos
experimentais apresentaram desvio padrdo alto, porém, esses valores foram
semelhantes entre os grupos e nos diferentes tempos de analise, sugerindo que
esta variacao esteja relacionada as caracteristicas individuais de cada animal.

Neste estudo ndo se observou contratura em flexao, provavelmente devido
a mobilizacdo constante do membro desnervado durante o exercicio, 0 que pode
influenciar positivamente a fase de regeneracao (Van Meeteren et al., 1997) e ao
tipo de lesdo nervosa — axoniotmese — onde a regeneracado € espontanea e a
reinervacdo do musculo ocorre em curto periodo de tempo. Também nao se
observou autotomia, pois esta é mais comum na neurotmese (Varejao et al.,
2001) que na axoniotmese. A auséncia de autotomia também pode ser devida a
recuperacéo funcional bem sucedida (Dijkstra et al., 2000), conforme observado
neste estudo.

Quando se comparou a modificacdo nas pegadas dos animais
desnervados no pré-operatério e no 7° dia, os resultados foram semelhantes aos
relatados por Bain, Mackinnon e Hunter (1989), que demonstraram aumento do
parametro PL e da dorsiflexdo e diminuicdo dos parametros IT e ITS,
caracteristicos apos desnervacao. Esse resultado reafirma a eficacia do protocolo
de esmagamento do nervo realizado neste estudo.

Ao comparar os resultados do IFC entre os grupos desnervados,
observa-se que o exercicio em esteira aplicado na fase imediata ou tardia da
regeneracao nervosa apos axoniotmese ndo influenciou o grau de recuperacao
funcional. Reporta-se novamente aqui a importancia da estimulagdo precoce de
musculos desnervados, pois além de ndo prejudicar a regeneragdo nervosa e a

recuperagdo funcional, conforme observado neste estudo, atua no sentido de



79

evitar a atrofia pds-desnervacdo (Marqueste et al., 2004; Tanaka, Tusubaki e
Tachno, 2005), o que pode favorecer ainda mais a recuperagcado da funcdo apos
regeneragao nervosa.

No entanto, Byun et al., (2005) apontaram 0 exercicio em esteira,
realizado na fase precoce da regeneracdo, como fator efetivo na recuperacao
funcional (valores do IFC perto do zero) apos esmagamento do nervo isquiatico
em ratos. Provavelmente esse resultado seja devido ao momento de inicio da
atividade (72 horas apés a lesédo), uma vez que 0s parametros da esteira foram
semelhantes aos do presente estudo. Dados semelhantes foram encontrados por
Seo et al. (2006), que obtiveram resultados funcionais positivos, avaliados por
meio do IFC, ao realizar exercicio em esteira na fase de desnervagao (12 horas
apos a lesdo) com velocidade de 18 m/min e 0% de inclinacao.

Ao considerar esses relatos, nota-se a importancia dos parametros
empregados na atividade fisica, como velocidade e inclinacdo da esteira, assim
como a duracao e frequéncia do exercicio, como fatores relevantes para alterar as
respostas do sistema nervoso periférico.

Numa comparacao intragrupos dos valores do IFC, observou-se
diferenca significativa entre os tempos de analise. Esses dados estdo de acordo
com diversos pesquisadores que afirmam haver boa recuperacdo funcional no
decorrer das avaliagbes apds esmagamento do nervo isquiatico de ratos (Varejao
et al., 2001; 2003; 2004; Byun et al., 2005; Seo et al., 2006).

Os valores de IFC perto de -100 no 7° dia ap6s a lesdo demonstram as
consequéncias da desnervacao, com perda completa de fungdo. A partir do 14°
dia, houve diminuicdo dos valores de IFC, o que coincide com o periodo em que

inicia a reinervagdo muscular, quando 25% das jun¢gbes neuromusculares estédo
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reinervadas (poliinervadas). Entre o 21° e o0 25° dia, ocorre o pico de poliinervacao
(Gorio et al.,, 1983), evidenciado por valores de IFC proximos de zero,
caracterizando recuperacao funcional. Do 21° ao 28° dia a regeneracdo
prossegue, porém em ritmo mais lento até iniciar a eliminacdo sinaptica e
consequente monoinervacgao (atingida aos 60 dias).

Hare et al. (1992) também observaram valores meédios do IFC de ratos
perto de zero (funcdo normal), a partir da segunda semana ap0s esmagamento
do nervo isquiatico.

Com base no estudo de Dash et al. (1996), que citam o valor médio de
0 a -20% para referir funcdo normal no IFC, pode-se afirmar que os valores
meédios obtidos no 28° dia em todos o0s grupos experimentais neste estudo
refletem condicéo funcional compativel com a de nervos normais.

Os resultados obtidos da avaliacdo do IFC indicam que a
funcionalidade do membro posterior de ratos ap0s esmagamento do nervo
isquiatico € alcancada, independentemente da realizacdo do exercicio na esteira
e da fase em que este € iniciado.

No entanto, apesar do IFC ser um método bem estabelecido e
fundamentado na literatura, Kanaya, Firrell e Breidenbach (1996) relatam que
apenas um teste nao é suficiente para determinar a fungéo de ratos desnervados,
mas sim uma combinacdo de varios testes. Desta forma, a confrontacéo do teste
funcional com o0s testes morfolégico e morfométrico fornece subsidios

consistentes para sustentar a conclusdo que emerge deste estudo.
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7 CONCLUSAO

Com base nos dados encontrados neste estudo, conclui-se que:

* O protocolo utilizado para aplicacdo de exercicio em esteira,
tanto na fase imediata como tardia da regeneracdo nervosa
apOs esmagamento do nervo isquiatico de ratos, nao influenciou
o brotamento axonal, o grau de maturacdo das fibras
regeneradas, nem a funcionalidade dos musculos re-inervados.

* Os resultados do IFC apontam que ndo houve prejuizo a
reinervacdo do muasculo apos aplicacdo do protocolo de
exercicio, independente do momento de inicio da atividade
fisica. Este fato sugere que na clinica fisioterapéutica, a
realizacdo de exercicio em esteira imediatamente apds a lesao

nervosa periférica ndo prejudica a recuperacao funcional.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados deste estudo, deve-se ressaltar que o
grupo de pesquisa pretende dar continuidade as investigacdes, analisando os
efeitos do exercicio em esteira, aplicado tanto na fase imediata como tardia sobre
o perfil morfométrico do musculo séleo. Esses dados poderiam sinalizar se o
protocolo de exercicio aplicado neste estudo teria evitado ou atrasado a atrofia
pos-desnervacdo, como observado na literatura. Além disso, o grupo também tem
interesse de analisar se a realizacdo deste inibiu ou ndo a liberacdo de fatores
neurotréficos, como a NCAM.

Outro aspecto que necessita ser estudado € a ampla variacdo dos
parametros empregados, como: a inclinacéo e a velocidade da esteira, a variacao
do momento de inicio da atividade, da freqiéncia e da duracdo da atividade, uma
vez que os parametros utilizados neste estudo néo influenciaram a maturacao de
nervos regenerados, a reinervacdo muscular e a funcionalidade dos musculos
reinervados. E possivel que a variacdo de um desses parametros possa gerar

outros efeitos que necessitam ser avaliados.
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