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Exercicio imediato versus tardio na regeneracao
do nervo isquiatico de ratos apos axoniotmese:

analise histomorfométrica e funcional

Immediate versus late exercise for rat sciatic nerve regeneration after
axonotmesis: histomorphometric and functional analysis

Sobral LL', Oliveira LS', Takeda SYM', Somazz MC?, Montebelo MIL'?, Teodori RM'?

Resumo

Objetivo: Devido a controvérsia sobre o melhor momento para iniciar o exercicio fisico, bem como sua influéncia sobre a regeneracao
nervosa periférica, este estudo realizou uma andlise histomorfométrica e funcional para avaliar a influéncia do exercicio fisico em
esteira, aplicado nas fases imediata e tardia da regeneracao do nervo isquidtico de ratos, apds axoniotmese. Métodos: Vinte ratos
Wistar machos (229,05+18,02g) foram divididos nos grupos: controle (CON); desnervado (D); desnervado+exercicio+gaiola (DEG) e
desnervado+ gaiola+exercicio (DGE). Apds 24 horas da axoniotmese, o grupo DEG iniciou o exercicio, enquanto o grupo DGE iniciou
no 14° dia, com o seguinte protocolo: velocidade=8m/min, inclinagdo=0%, 30min/dia, durante 14 dias. Em seguida, a porcéo distal
do nervo isquidtico foi retirada para andlise histomorfométrica. Realizou-se o registro da marcha (pré-operatério e 7°, 14°, 21°, 28° dias
pos-operatério (PO)), através do indice funcional do ciatico (IFC). Resultados: O nimero de axénios regenerados nos grupos D foi
maior que no CON (p<0,05), ndo havendo diferenca intergrupos D. O didmetro do axénio do grupo DGE foi maior que do grupo D,
enquanto os demais parametros morfométricos apenas apresentaram diferenca significativa com o grupo CON. N&o houve diferenca
nos valores de IFC intergrupos, enquanto na comparacao intragrupos, o 7° e o 14° dias diferem do pré-operatério, 21° e o 28° dias PO.
Conclusdes: O protocolo de exercicio em esteira aplicado nas fases imediata e tardia, ndo influenciou o brotamento axonal, o grau de
maturacao das fibras regeneradas e nem a funcionalidade dos musculos reinervados.

Palavras-chave: regeneragao nervosa; exercicio fisico; histomorfometria; indice funcional do ciético (IFC); plasticidade neuromuscular.

Abstract

Obijective: Considering the controversies regarding the best period to begin physical exercise in relation to peripheral nerve regeneration,
along with its influence on regeneration, this study accomplished a histomorphometric and functional analysis to evaluate the influence
of physical exercise on a treadmill, applied to the immediate and late stages of sciatic nerve regeneration in rats following crushing
injury. Methods: Twenty male Wistar rats (229.05+18.02g) were divided into the following groups: control (CON); denervated (D);
denervated+exercise+cage (DEC) and denervated+cage+exercise (DCE). The DEC group started the exercise 24 hours after the
nerve injury, while the DCE group started on the 14" day after the injury, with the following protocol: speed=8m/min, inclination=0%,
30min/day, for 14 days. The distal segment of the sciatic nerve was then removed for histomorphometric analysis. The gait was
recorded before the operation and on the 7", 14", 21stand 28" days after the operation, using the sciatic functional index (SFl). Results:
The number of regenerated axons in the D groups was greater than in the CON group (p<0.05), without differences between the D
groups. The axon diameter in the DCE group was greater than the diameter in the D group, whereas the other morphometric parameters
only showed significant differences with the CON group. There was no difference in SFI values between the groups, whereas within the
groups, the 7" and 14" days differed from the values before the operation and on the 21t and 28" days after the operation. Conclusions:
The treadmill exercise protocol that was applied to the immediate and late stages of nerve regeneration did not influence the axonal
budding, the degree of maturation of the regenerated nerve fibers or the functional performance of the reinnervated muscles.

Key words: nerve regeneration; physical exercise; histomorphometry; sciatic functional index (SFI); neuromuscular plasticity.
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Introducao

A recuperacgdo funcional apds lesdo nervosa periférica é
ainda um desafio para a reabilitacido. Apesar dos esforcos di-
recionados ao reparo cirtrgico de lesdes por secgéo do nervo,
diversos fatores limitam o retorno da sensibilidade e motrici-
dade da regido envolvida, como a formacdo de tecido cicatri-
cial, a perda de rota dos ax6nios, entre outros’*

Quando a lesdo ocorre por esmagamento ou compressio e a
continuidade donervo é preservada, o prognéstico é mais favoravel,
porém, devido a degeneragéo Walleriana que inicia imediatamente
apds alesdo’, a regeneracdo nervosa ocorre lentamente e a matura-
¢éo completa das fibras regeneradas raramente é alcancada’.

Enquanto o musculo permanece desnervado, a drea de secgéo
transversa de suas fibras diminui, havendo concomitante au-
mento do tecido conjuntivo, especialmente no perimisio®, o que
caracteriza a atrofia e perda de elasticidade do musculo.

Diversos estudos experimentais tém se empenhado em pre-
venir a atrofia muscular para preservar as condigdes estruturais
e metabdlicas do musculo enquanto a regeneragéo nervosa se
processa. Para isso, tem sido utilizada a eletroestimulagéo fasica
de baixa freqtiéncia®, a eletroestimulagéo cronica de baixa freqii-
éncia’® e o exercicio fisico”™

A cinesioterapia tem lugar de destaque como método fi-
sioterapéutico para reabilitacdo apds lesdo nervosa periférica,
sendo capaz de determinar no homem e em outros animais,

78,12 com

um conjunto de adaptagdes funcionais e estruturais
objetivo de prevenir atrofia muscular e recuperar a motrici-
dade e a sensibilidade das dreas comprometidas.

Porém, a literatura aponta controvérsia sobre o melhor
periodo para realizar a atividade fisica. A maioria dos estudos
discute os efeitos do exercicio fisico na fase de reinervagéo do
musculo ou fase tardia (aproximadamente duas semanas apds
a lesdo nervosa), afirmando que deve haver um periodo de re-
pouso antes do exercicio’, pois a atrofia muscular e subseqiiente
reinervacdo apds compressdo do nervo isquidtico de ratos se
torna evidente somente entre o 14° e 0 21° dia pds-lesdo®.

Por outro lado, o exercicio realizado na fase de desnervagao
ou fase imediata (um a trés dias apés a lesdo nervosa), acelera o
retorno da fungéo sensério-motora na fase inicial da recupera-
¢a0" e melhora a recuperagéo funcional em ratos®'"2

No que se refere a influéncia do exercicio fisico sobre o pro-
cesso de regeneragdo do nervo lesado, existem poucos estudos
até o momento™.

Considerando a controvérsia a respeito do momento mais
adequado para iniciar o exercicio apés desnervacdo, este es-
tudo se propds a investigar a influéncia do exercicio iniciado
nas fases imediata e tardia da regeneragéo nervosa, sobre as
caracteristicas histomorfométricas e funcionais do nervo

isquidtico regenerado apds axoniotmese, visando fornecer

subsidios para futuras investigacdes clinicas e discussdo sobre
as condutas utilizadas para reabilitacao.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Expe-
rimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos
(CEEA/UFSCar), sob protocolo n° 027/2006.

Vinte ratos Wistar machos (229,05+18,02g), obtidos no biotério
central da UNIMEP e mantidos em gaiolas de polietileno, com livre
aceso adgua e racdo comercial, sob temperatura controlada e ciclo
claro/escuro de 12 horas, foram divididos em quatro grupos (n=5):
controle (CON), desnervado (D), desnervado+exercicio+gaiola
(DEG) e desnervado+gaiola+exercicio (DGE). Durante o estudo,
ndo houve perda amostral.

Considerando que o rato néo nasce com a habilidade de
correr como possui a de nadar', os dez animais dos grupos
DEG e DGE foram selecionados entre 50 ratos, utilizando-se
uma esteira ergométrica elétrica para ratos contendo oito
raias e controle digital de velocidade. O critério para selegdo
foi a capacidade para correr de 5 a 10min/dia em velocidade
de 17m/min, durante uma semana'>'.

Antes de iniciar o experimento, os ratos dos grupos DEG
e DGE foram adaptados na esteira, correndo em velocidade
de 17m/min, sem inclinagdo, durante uma semana, respeitan-
do-se os finais de semana, iniciando com dez minutos no pri-
meiro dia, com aumento didrio de cinco minutos até alcangar
30 minutos, de acordo com Pills et al.”® e Machado et al.'®. Essa
adaptacdo permitiu familiarizar o animal ao protocolo de exer-
cicio, reduzindo o estresse, sem promover adaptagoes fisicas™.

Os animais dos grupos D, DEG e DGE foram anestesiados
com uma mistura de cloridrato de cetamina (50mg/mL) e clo-
ridrato de xilazina (2g/100mL), na propor¢éo 1:1 (0,3mL/100g
de peso corporal) e uma incisdo de aproximadamente 1,5cm
sobre a pele na regido glitea esquerda permitiu visualizar o
nervo isquidtico, que foi submetido a quatro pincamentos de
20 segundos (intervalo de um segundo entre eles) com pinga
hemostética adaptada, de acordo com Fernandes et al.°.

Os animais do grupo DEG iniciaram o exercicio 24 horas
ap6s a desnervacdo (30min/dia, cinco dias por semana, com
velocidade de 8m/min e inclinagdo de 0%), durante 14 dias.
Ap6és esse periodo, permaneceram na gaiola até o 30° dia.
O grupo DGE permaneceu na gaiola até o 13° dia, iniciando
exercicio no 14° dia pés-operatério (PO), seguindo o mesmo
protocolo do grupo DEG, durante 14 dias.

Para andlise funcional da marcha, utilizou-se uma passa-
rela de 8,2x42cm'’, com um abrigo escuro na extremidade. A
passarela foi revestida com papel sulfite e os animais foram
colocados para caminhar, com as patas posteriores marcadas

Rev Bras Fisioter. 2008:12(4):311-6.



Exercicio fisico e regeneracao nervosa periférica

com tinta de impressdo digital. Obteve-se assim o registro da
impressdo das patas normal e experimental, nos perfodos: pré-
operatdrio, 7°, 14°, 21° e 28° dia PO.

Utilizando-se um paquimetro digital com acurdcia de
0,01mm, foram obtidas as seguintes distancias das patas expe-
rimental (E) e normal (N): comprimento da pegada (CP), entre
a extremidade do terceiro dedo e o calcaneo; largura da pegada
(LP), entre o primeiro e o quinto dedo e largura intermediaria da
pegada (LIP), entre o segundo e quarto dedo'',

Os valores obtidos em todos os periodos de andlise foram
aplicados na equagdo proposta por Bain, Mackinnon e Hun-
ter’. Os resultados obtidos expressam a perda funcional em
termos percentuais, sendo que o valor 0 representa a fungéo
normal ou auséncia de disfuncéo e o valor -100 representa a
perda total da funcédo nervosa.

No 31° dia, 0 nervo isquidtico dos animais de todos os grupos
foi exposto, fixado in situ em solugéo de Karnovsky", modificado
(contendo 1% de paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em tam-
péo cacodilato de s6dio a 0,1M, pH 7,3) e retirado, sendo a por¢ao
distal mantida na mesma solugéo fixadora por 24 horas e p6s-fi-
xada em tetréxido de dsmio a 1%, em tampéo cacodilato de sddio
0,1M, pH 7,3, por duas horas, imersa em uranila 5% (24 horas) e
desidratada em solugdes crescentes (30 a 100%) de acetona. Em
seguida, o fragmento do nervo foi incluido em resina Araldite (UE-
GAMA - California, USA). Apés a retirada do nervo, os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical.

Foram obtidos cortes transversais de 1um, corados com azul de
toluidina a 1%, em solugéo aquosa de bérax a 1% e observados em
microscépio de luz Zeiss, (Standard 25 — Oberkochen, Germany)
acoplado a um sistema analisador de imagens que utiliza o sof-
tware Image Pro-Plus 4.0 (Media Cybernetics® - Silver Spring, USA).

Foram obtidas imagens em objetiva de 10x para determinacéo da

area total do nervo em cada animal, da qual foram selecionados
cinco campos, aleatoriamente definidos (correspondendo a 5% da
amostra), para andlise do nimero de ax6nios e didmetro das fibras
nervosas e dos axonios, sendo a espessura da bainha de mielina e
arazdo G (que corresponde & divisdo do didmetro do axénio pelo
didmetro da fibra nervosa) calculadas a partir destes dados.

Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk, pois a andlise da dis-
tribuicdo dos dados de todas as variaveis estudadas mostrou
distribui¢do normal nas diferentes condigdes. Para andlise
histomorfométrica, utilizou-se o teste de andlise de variancia
(ANOVA F-one-way), seguido de Tukey e, para analise funcional
da marcha, o teste ANOVA F-two-way, para avaliar cada grupo,
nos diferentes perfodos de avaliagdo (comparagdo intragrupos).
Para a comparacédo intergrupos, utilizou-se o teste ANOVA F-
one-way), seguido de Tukey. Os dados foram processados no
aplicativo BioEstat 4.0, considerando o nivel de significdncia de
5%. Os valores foram expressos em média e desvio padréo.

Resultados

O ntimero de axonios regenerados nos grupos D, DEG e DGE
foi maior que no grupo CON (p<0,05). O didmetro do ax6nio nos
grupos D foi menor que no grupo CON (p<0,05), sendo que no
grupo DGE o valor foi maior que no grupo D (p<0,05). Para o
diametro da fibra nervosa e espessura da bainha de mielina, os
valores foram sempre menores nos grupos D em relagéo ao con-
trole (p<0,05). A razéo G néo diferiu intergrupos (Tabela 1).

Em todos os grupos, no periodo pré-operatdrio, os valores
de IFC refletiram fungdo normal. No 7° e 14° dias PO, os valores
refletiram expressiva perda funcional, enquanto entre o 21° e 28°

dias PO esses valores mostram recuperacéo funcional (Tabela 2).

Tabela 1. Valores médios+desvio padrdo (dp) da andlise quantitativa e histomorfométrica nos grupos: controle (CON); desnervado (D);
desnervado+exercicio+Gaiola (DEG); desnervado+gaiola+exercicio (DGE); n=5.

CON D DEG DGE
Namero de axonios 11.976+1.439 21.345+2.372* 18.591+2.305* 18.436+2.520*
Didmetro axonio (um) 5,62+0,19 3,60+0,23 * 3,77+0,18" 4,18+0,36*
Diametro fibra (um) 9,12+0,33 5,80+0,30* 6,06+0,41* 6,55+0,76*
Espessura mielina (um) 1,75+0,16 1,10+0,05* 1,14+0,12* 1,18+0,20*
Razdo G 0,6+0,02 0,62+0,01 0,62+0,01 0,64+0,01

*p<0,05 comparado ao CON; 'p<0,05 comparado ao D.

Tabela 2. Valores médiosdesvio padrdo (dp) do indice funcional do cidtico (IFC) nos grupos: desnervado (D); desnervado+exercicio+gaiola
(DEG); desnervado+gaiola+exercicio (DGE), nos diferentes periodos de analise (n=5).

D DEG DGE
Pré-operatorio -16,18+14,24 -6,44+9,46 -8,06+9,30
7° dia -17,62+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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0 Pré-operatério  7° dia 14° dia 21° dia 28° dia

20 W
-404

-804
T T u DEG
-100- e DGE

*

Valores de IFC
=

-120
* Tempo

Desnervado (D), desnervado+exercicio+gaiola (DEG) e desnervado+gaiola+exercicio

(DGE), nos diferentes periodos de avaliagdo (n=5); (*) em relagdo ao pré-operatorio;

(**) em relagdo ao sétimo dia e 14° dia pos-operatdrio (PQ), p<0,05.

Figura 1. Andlise intragrupos do indice funcional do cidtico (IFC).

Ao comparar os valores de IFC intergrupos, nos diferentes
periodos deavaliagdo (Tabela2), verificou-se que as diferencas
néo foram estatisticamente significantes (p>0,05), enquanto
na comparagéo intragrupos (Figura 1), verificou-se que 0 7° e
o0 14° dias diferem do periodo pré-operatério, enquanto o 21°
e 0 28 dias diferem do 7° e do 14° dias (p<0,05).

Discussao

A leséo do tipo axoniotmese é uma modalidade ttil e re-
produtivel para o estudo da regeneracédo nervosa periférica, em
que a agressdo ao nervo ¢ suficiente para causar degeneragéo
Walleriana na porgéo distal e permitir regeneragdo nervosa,
devido a preservacdo dos envoltérios conjuntivos, da mem-
brana basal e da microcirculagéo local®.

Ao estudar o processo de reinerva¢do muscular apds axo-
niotmese em ratos, Gorio et al?, observaram que apds dez dias
daleséo, nenhum axonio havia estabelecido contato com a jun-
¢do neuromuscular, o que ocorria a partir da segunda semana
da lesdo, quando se observou que 25% das fibras musculares
estavam reinervadas por mais de um axdnio (poliinervagéo).
Entre 21 e 25 dias ocorreu o pico de poliinervacgio, que foi se-
guida pelo processo de eliminagéo sindptica. Aos 60 dias da
lesdo, as fibras estavam monoinervadas.

Considerando que a partir do 14° dia apds a axoniotmese
os axOnios regenerados estariam recuperando seus contatos
com as fibras musculares, optou-se por verificar se o exercicio
aplicado previamente (na fase imediata de regeneracdo) ou
apos este perfodo (fase tardia de regeneragio) poderia modi-
ficar a evolugdo desse processo.

Nos grupos D, observou-se que a realizacdo do exercicio,
tanto na fase imediata quanto tardia, néo influenciou o bro-
tamento axonal, fato que se evidencia pela semelhanca no
nimero de axonios regenerados nos trés grupos D, nos quais o
numero de axdnios praticamente duplicou apés 30 dias da le-
sdo. Isso se justifica pelo fato de que cada axdnio lesado emite
dois ou trés brotos em direcido ao musculo?.

No que se refere a maturacéo das fibras regeneradas, Verdu
et al.’ afirmam que esta atinge aproximadamente 75% dos
valores controle apés a lesdo, dificilmente alcan¢ando valores
normais. Neste estudo, o didmetro da fibra do grupo D atingiu
63,59% dos valores controle, enquanto o grupo DGE atingiu
71,82% e o grupo DEG, 66,44%. Entretanto, vale ressaltar que
essa andlise foi obtida apds 31 dias da lesdo. Uma andlise apds
periodos mais prolongados poderia expressar valores mais
préximos aos relatados na literatura.

Assim, pode-se afirmar que a atividade fisica em esteira na
fase imediata ou tardia da lesdo néo influenciou o grau de ma-
turacdo das fibras regeneradas, uma vez que apenas o didmetro
de axdnio do grupo DGE foi maior que do grupo D, enquanto
os demais pardmetros analisados nédo diferiram intergrupos D.

Sob a ética da prética clinica, esses resultados histomorfomé-
tricos sugerem que a indugéo do exercicio fisico apds desnerva-
¢éo, com objetivo de retardar as alteragoes tréficas no musculo,
poderia néo prejudicar o processo de regeneracédo nervosa.

Entretanto, hd relatos de que o aumento da atividade
neuromuscular provocado pelo exercicio de corrida na roda
durante oito horas didrias, na fase aguda da lesdo, inibe o
brotamento axonal no musculo desnervado®?. E possivel que
naquele estudo o prejuizo a reinervagido se deva ao tempo de
duragéo do exercicio, diferindo dos resultados deste estudo, no
qual o exercicio teve duragio de 30 minutos diarios.

A eletrofisiologia, a histomorfometria e os testes funcionais
tém sido bastante utilizados para quantificar a regeneragéo
nervosa em estudos experimentais, pois possibilitam a andlise
de resultados de diferentes formas de intervencgao, que podem
favorecer a regeneracéo nervosa e, conseqiientemente, a recu-
peragéo funcional**.

Os valores de IFC préximos de -100 no sétimo dia apds a le-
sdo demonstram as conseqiiéncias da desnervagdo, com perda
completa de fungéo. A partir do 14° dia, os valores de IFC se
tornaram progressivamente menos negativos, o que coincide
com o perfodo em que inicia a reinervagdo muscular. No 21°
dia, evidenciam-se valores de IFC préximos de zero, caracteri-
zando recuperagédo funcional relacionada ao pico de poliiner-
vagdo™ e no 28° dia refletem condicdo funcional compativel
com a de nervos normais®.

Ao comparar os resultados do IFC intergrupos D, observa-se
que o exercicio em esteira aplicado na fase imediata ou tardia da

regeneracdo nervosa apds axoniotmese néo influenciou o grau
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de recuperacéo funcional. Assim, reporta-se aqui a importancia
da estimulacéo precoce de musculos desnervados, pois além de
néo prejudicar a regeneragéo nervosa e a recuperagio funcional,
conforme observado neste estudo, atua no sentido de evitar a
atrofia pés-desnervacdo”, o que pode favorecer ainda mais a
recuperacgdo da funcéo apds regeneragéo nervosa.

Numa comparacdo intragrupos dos valores do IFC, ob-
servou-se diferenca significativa entre os tempos de analise.
Esses dados estdo de acordo com diversos pesquisadores que
afirmam haver boa recuperagéo funcional no decorrer das ava-
liagoes apds esmagamento do nervo isquidtico de ratos''2**%,

Assim sendo, ao considerar os beneficios do exercicio fisico
para o animal desnervado, como o aumento do niimero e do
diametro dos ax6nios®, elevacdo do peso e da forga muscular,
aumento da capacidade oxidativa do musculo®, rapido retorno
da fungédo sensério-motora na fase inicial e tardia, acelerando
a recuperacdo funcional’, o aumento da mielinizacdo das fi-
bras'?, entre outros, reafirma-se a importancia de investigar e
discutir a prética clinica, uma vez que a inducéo de atividade
neuromuscular (a partir do protocolo de exercicio empre-
gado) em musculos desnervados nédo prejudicou o processo
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Conclusdes :::.
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