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Investigation of therapeutic exercise effects on peripheral nerve regeneration
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RESUMO

O sistema nervoso periférico apresenta relativa capacidade de rege-
neracdo apds uma lesdo. Apds a axonotmese o nervo cidtico produz
respostas morfo-funcionais, no musculo alvo, no epicentro da leséo e
alguns distritos neuronais retrégrados. Apesar dos avancos terapéuti-
cos, a restauragao funcional é incompleta na maioria dos casos. Neste
contexto, nds testamos se o exercicio (nado) é capaz de interferir na
marcha funcional e reacbes de plasticidade nos motoneurénios da
medula espinhal. Quarenta ratos foram divididos em quatro grupos
(n=10 cada), submetidos a 30 min/dia de nado, iniciando no 1, 7, 14,
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The peripheral nervous system exhibits a remarkable ability to regenera-
te after injury. The sciatic nerve reactions following axonotmesis produce
morpho-functional responses at the target muscle, injury epicenter and at
certain retrograde neuronal districts. Despite therapeutic advancements,
the functional restoration is incomplete in most cases. In this context, we
tested if exercise (swimming) is able to interfere in both functional gait re-
covery and plastic reactions in the motoneurons of the spinal cord. Forty
Wistar rats were divided into four groups (n=10 each), submitted to a 30
min/day swimming routine, beginning 1, 7, 14 or 21 days after the sciatic
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21 dias ap6s lesdo do nervo cidtico. Todos os grupos apresentaram
recuperacdo funcional, ndo observamos diferencas significantes nos
numeros de motoneurénios da medula espinhal entre os diferentes
grupos estudados. De acordo com a analise funcional e histolégica, o
exercicio terapéutico, nas condi¢des do presente estudo, foi incapaz
de acelerar o processo regenerativo.

Palavras-chave: Sistema Nervoso Periférico, Regeneracao Nervosa,
Exercicio, Ratos Wistar

nerve injury. All groups exhibited functional recovery, significant differen-
ces were not observed in the number of spinal motoneurons among the
groups studied. According to both functional and histological analysis,
therapeutic exercise, in the conditions of the present study, was unable to
accelerate the regeneration process.
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I
INTRODUCAO

Milhares de pessoas sao acometidas por di-
versos tipos de traumas que freqilentemente
originam lesdes nervosas de diferentes niveis
de complexidade. A maioria destes individu-
os geralmente ndo recupera o nivel funcional
existente previamente a lesao’? e padecem de
problemas secunddrios que representam im-
portante impacto social e econémico.?

Alesao nervosa periférica afeta diretamente
as fun¢des musculares uma vez que interrompe
a comunicac¢ao neuromuscular e desencadeiam
fenémenos degenerativos que comprometem
definitivamente a sua funcionalidade.**

Virias alternativas cirtrgicas tém sido
testadas para o tratamento deste tipo de le-
sao, mas frequentemente os resultados sio
abaixo do esperado.” O relativamente baixo
resultado funcional alcan¢ado com métodos
cirargicos tem motivado a busca de alternati-
vas ndo-invasivas como forma de tratamento
complementar para lesdes do nervo periférico.
Nesse sentido, varios métodos conservadores
de tratamento tém sido utilizados com o intui-
to de aprimorar a recuperagao funcional ap6s
lesdes nervosas periféricas. De particular im-
portéincia destaca-se o exercicio fisico.*'> Mui-
tos estudos demonstram a eficicia do exercicio
fisico na regeneragiao nervosa periférica.’*'¢
Alguns deles relacionam esta interagao a libe-
ragio de substincias secretadas pelos muscu-
los envolvidos e pelos corpos dos motoneur6-
nios correspondentes.'’2

Evidéncias indicam que a pratica de exerci-
cio fisico promove incremento na transmissao
neuromuscular, bem como uma possivel po-
tencializagdo do processo de neuroplasticida-
de.*' Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi investigar os possiveis efeitos provocados
pelo exercicio durante o processo de recupera-
¢ao da fun¢dao neuromuscular apds a axonot-
mese do nervo cidtico de ratos Wistar adultos.

|
METODOS

Todos os procedimentos aqui descritos foram
integralmente aprovados pela Comissiao de
Ftica no Uso de Animais da Universidade Re-
gional de Blumenau.

Amostra

A amostra foi composta por 40 ratos adultos
jovens (2 a 3 meses) pesando entre 300 e 350
g, machos da linhagem Wistar, fornecidos pelo
biotério central da Universidade Regional de
Blumenau (FURB). Os animais foram acon-

dicionados em gaiolas individuais, alojadas
em ambiente com temperatura controlada (21
- 23 °C), ciclo claro-escuro artificial de 12 h
(07:00 h /19:00 h claro), e receberam 4gua fil-
trada e alimentacio ad libitum.

Apods um periodo de sete dias de ambien-
tagdo no laboratério, os animais foram subme-
tidos a um treinamento na pista de caminhada
de modo a acostumarem-se 4 pista e facilitar a
aquisi¢ao dos dados. No mesmo periodo, os
animais foram colocados na piscina por 10 mi-
nutos/dia movendo-se livremente.

Os animais foram divididos em quatro
grupos (N= 10 por grupo) de acordo com o
dia apds a lesio em que o tratamento come-
cara. G1 (Sedentdrio), animais submetidos a
lesao por esmagamento do nervo cidtico, mas
que nao receberam tratamento; G2 (24h), sub-
metidos a0 mesmo tipo de lesio e subseqien-
te rotina de exercicio fisico durante 21dias; G3
(7 dias), submetidos ao mesmo tipo de lesio
e subseqiiente rotina de exercicios durante 14
dias; G4 (14 dias), submetidos ao esmagamen-
to do cidtico e subsequente rotina de exercicios
durante 7 dias.

Conforme o agrupamento descrito anterior-
mente, os animais foram submetidos ao exerci-
cio durante 30 minutos didrios, em uma piscina
de “plexiglass”, medindo 100 x 75 x 70 cm. A
4gua era mantida a + 37° C durante todo o perio-
do de exercicios. Apds essa tarefa, os animais fo-
ram enxugados suavemente com toalha de teci-
do felpudo e recolocados nas respectivas gaiolas.

Procedimentos cirurgicos
Para a realizacio da axonotmese do nervo cidtico
direito, os ratos foram anestesiados com 0,1ml

D EPL- NPL

IFC =-383 +109,5

(dose fixa) de xilazina (Rompum), Bayer) + 0,3
ml/100 g de cloridrato de cetamina (Ketalar’, Pa-
rke Davis). Apds a verificagio do nivel de consci-
éncia dos animais (observado através da auséncia
de resposta ao pingamento da cauda e das pregas
interdigitais), foi feita a tricotomia local, seguida
de uma incisdo para exposi¢do do nervo cidtico
e subsequente estrangulamento do nervo com
uma pinga hemostética durante 30 segundos.”

Em seguida, foi realizada assepsia local
(Povidine’) e o fechamento do campo cirtir-
gico com fio mononylon 4-0. Finalmente, os
animais foram alojados nas mesmas condi¢oes
pré-cirurgicas.

Coleta e Analise de dados
De Medinaceli desenvolveu um método quanti-
tativo, confidvel e reprodutivo da condigdo fun-
cional do nervo cidtico em ratos, o Indice Fun-
cional do Cidtico (IFC), para avaliagio do grau
de lesdo e de recuperagio. Os mesmos pardme-
tros avaliados na pata lesionada sao comparados
na pata intacta. Os valores encontrados sao in-
seridos na férmula apresentada (fig.1C). O re-
sultado obtido com esta equagao € a expressao
percentual da func¢ido motora da pata posterior,
onde valores > 0 (zero) correspondem a fungao
normal ou auséncia de deficiéncia. Adicional-
mente, quanto mais negativos os valores, maior
é o indice de disfun¢ao motora.

Nos tempos de vinte e quatro horas, 7, 14
e 21 dias apds a lesao, foram coletadas as vari-
dveis para o célculo do IFC.* A coleta foi reali-
zada através de filmagem digital dos animais em
caminhada livre na pista de deambulacio (fig.
1A). Posteriormente, através do programa “Pin-
nacle Studio” (versio 9.0), foram isolados di-
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Figura 1 - Configuracao do sistema (A) para a coleta das varidveis necessarias para o calculo do IFC (Ce D),
onde: PL= comprimento da pegada(Print Length); TS= distancia entre o 10 e o 50 artelhos (Toe Spread);
IT= distancia entre 20 e 40 artelhos (Intermediate Toe spread); N: pata normal e E: pata experimental. C) Pata normal.
D) Pata lesionada. (A: Laboratério LFNE; B e C: AMAKO, NEMOTO, 1998; D: De MEDINACELLI, 1982).
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versos quadros das filmagens armazenadas, que
continham o momento ideal para a andlise dos
dados (fig. 1B). Estes dados continham a ima-
gem das faces plantares posteriores, esquerda e
direita, durante 0 momento do apoio interme-
didrio da marcha. Os quadros de interesse foram
exportados para o programa “Image-]” (versao
1.30, National Institute of Health, 2003) de
onde foram feitas as mensuragdes das varidveis
(fig. 1C) para o calculo do IFC (fig. 1D).

Ao final dos experimentos, os animais fo-
ram submetidos a perfusdo intracardiaca para
a extragio da medula espinhal (L,~S,). As me-
dulas foram incluidas em agarose e cortadas
transversalmente em vibritomo (Vibratome
Series 1500 - Tissue Sectioning System) em
seccdes de 60 um, coletadas em PBS (0,01M),
depositadas em laminas gelatinizadas, secas
em temperatura ambiente durante 48 horas e
coradas com Giemsa.

As amostras do tecido nervoso foram
analisadas em microscépio éptico (Olympus
modelo BH2) e as imagens de interesse foram
capturadas em uma magnificacao de 40x. Para
a contagem de pericdrios, colocou-se uma gra-
de sobre a imagem da medula contendo qua-
drados de 1x1 mm. Foi demarcada uma drea de
Sx$ mm no programa Image-J préximo ao cor-
no anterior da medula, e os dados foram inse-
ridos numa planilha eletrénica com o objetivo
de analisar comparativamente os lados direito
e esquerdo da medula espinhal.

Os dados do IFC foram submetidos a
ANOVA (comparagdes semanais) e a conta-
gem dos pericdrios ao teste t de Student (Sta-
tistica, versdo 5.5 (Stasoft Inc., 1999). O indice
de significincia adotado foi de p < 0,05.

-
RESULTADOS

IFC

Os grupos estudados foram submetidos a axo-
notmese do nervo cidtico direito e 24h ap6s
este procedimento, foram coletados os dados
referentes ao IFC, que é um indicador confii-
vel do nivel de comprometimento produzido
pelo estrangulamento do cidtico. Os dados
abaixo apresentam valores médios de IFC e
respectivos desvios padrao.

Todos os grupos apresentaram valores mé-
dios de IFC semelhantes nas primeiras 24 ho-
ras apds a axonotmese: G1(-89,85+9,27), G2
(-84,16+32,67), G3 (-83,22+10,59) e G4 (-82,87
+10,59), fato que configura o sucesso do estran-
gulamento padronizado em todos os grupos.

O grupo de animais sedentdrios (G1)
cujos valores de IFC serviram como referén-
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Figura 2 - Evolucdo da recuperacao funcional dos quatro grupos estudados. G1 (grupo sedentério),
G2 (inicio da atividade fisica 24h apds a axonotmese), G3 (inicio da atividade fisica 7 dias apds a axonotmese)
e G4 (inicio da atividade fisica 14 dias ap6s a axonotmese).

cia para as comparagdes evolutivas entre os
grupos, apresentou valores médios de IFC
compativeis com a respectiva recuperagio
funcional observada. A evolu¢io dos dados é
demonstrada a partir do sétimo dia com valor
médio de IFC de -72,60 £14,58, no 14° dia de
-55 £10,37 eno 21°-12,45 +24,37.

No sétimo dia, O G2 (animais exercita-
dos durante 21 dias a partir de 24 horas ap6s
aaxonotmese) apresentou valor médio de IFC
de -67,03£30,67. A exemplo do G1, os valores
médios de IFC tendem a aumentar progressi-
vamente, demonstrando no 14° dia IFC médio
de -49,75+26,37 e no 21° dia de -15,51+19,80.

O G3 (animais exercitados durante 21 dias,
com inicio de exercicio sete dias apds a axonot-
mese) obteve valore médio de IFC no 7° dia de
-70,44 +7,73, seguindo de -58,19£8,41 no 14°
dia, e -30,52 14,46 no 210 dia apds a lesao.

O G4 (animais exercitados durante 21
dias com inicio no 14° dia apds a axonotme-
se) apresentou valores semelhantes aos demais
grupos no 7° dia demonstrando valor médio
de IFC foi de -68,32 +8,48,e de -51,33 +13,77
no 14° dia. No 21° dia, o valor médio de IFC
foide -7,19 £19,90.

Como ¢ possivel observar comparativa-
mente na figura 2, os valores de IFC de todos
os grupos tendem a crescer progressivamente,
principalmente a partir do 14° dia quando se
observam inclinagdes mais acentuadas das re-
tas. Aquela figura ainda sugere aparente vanta-
gem para os grupos de animais exercitados em
relagdo aos sedentdrios. Entretanto, esta apa-

rente vantagem nao foi confirmada durante os
testes estatisticos aplicados.

Andlise Histologica

Foi realizada a contagem dos pericérios dos
motoneurdnios do corno anterior da medula
lombo-sacral comparando o corno anterior di-
reito, que corresponde ao membro submetido
a axonotmese, e o corno anterior esquerdo, que
corresponde ao membro sadio (Tabela 1). A ob-
servagao inicial do material medular ao micros-
copio Optico sugeriu que havia diferenca entre
os lados esquerdo e direito, porém aquela apa-
rente diferen¢a nao pode ser confirmada durante
a andlise estatistica acompanhando, assim, os re-
sultados funcionais previamente apresentados.

Tabela 1 - Contagem de motoneurénios medulares
a direita e a esquerda dos diferentes grupos
experimentais apds 21 dias de experimentagao
(valores brutos + erro padrao da média).

Grupo Direito Esquerdo
G1 26,77+6,66 25,39+6,25
G2 25,70+7,02 26,22+8,11
G3 26,41%6,98 26,02+6,94
G4 24,10+7,20 25,1548,14

G1: animais sedentarios; G2: animais exercitados
durante 21 dias e inicio 24 horas apds a axonotmese;
G3: animais exercitados durante 21 dias com inicio
sete dias apos axonotmese, G4: animais exercitados
durante 21 dias com inicio 14 dias apds axonotmese.
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Figura 3 - Cornos anteriores (esquerdos na linha superior, direitos na linha inferior) de segmentos medulares lombares representativos dos quatro grupos estudados.
A e B: G1 (grupo sedentario); C e D: G2(inicio da atividade fisica 24h apds a axonotmese ); E e F: G3(inicio da atividade fisica 7 dias ap6s a axonotmese);
G e H: G4 (inicio da atividade fisica 14 dias apds a axonotmese). Magnificagcdo = 40x.

-
DISCUSSAO

Apbs lesdes nervosas periféricas, a capacidade
dos axdnios se regenerarem e alcangarem re-
cuperagao funcional depende do local, do tipo
da lesdo e da distancia que os ax6nios devem
percorrer até atingirem os respectivos alvos de
inerva¢ao.**”® O modelo de axonotmese em-
pregado é muito utilizado nas investigagoes
sobre a regeneragdo nervosa periférica, ja que
a micro circulagdo local e o perineuro perma-
necem relativamente integros, o que favorece o
processo de reparacdo.”® Neste tipo de lesdo, a
regeneragao se dd, na maioria das vezes, de ma-
neira esponténea, porém complexa, cuja efici-
éncia depende da ocorréncia e da integracao
de virias etapas dependentes de numerosos
sinais celulares e moleculares.®

A regeneracio nervosa periférica tem sido
intensamente estudada com o intuito de des-
cobrir técnicas mais apuradas e eficazes na pro-
mogao do processo de recuperagao funcional.
Nesse sentido, merecem destaque os seguintes
procedimentos: estimulagdo elétrica,*”?
diagdo laser de baixa poténcia,®* ultra-som
terapéutico,”® e destacadamente o exercicio
fisico.%'? Entretanto, a literatura tem mostrado
evidéncias conflitantes sobre os efeitos dos vé-
rios recursos fisioterapéuticos sobre a regene-
ragio nervosa periférica.

Estudos acerca da eficicia do exercicio fisi-
co mostram efeitos positivos na prevencio da
degeneragao nervosa que ocorre naturalmente

irra-

em decorréncia do envelhecimento, e também
demonstram beneficios na regeneragio nervo-
sa.'® Por outro lado, este é um tema que ainda
permanece controverso.***

Um grupo de pesquisadores comandados
por Shokouhi'* estudou os efeitos do exerci-
cio aerdbico em esteira com durac¢io de 60
minutos didrios, seis dias na semana. Apds a
bidpsia do tecido nervoso periférico, verifica-
ram que os grupos tratados nao apresentaram
peroxidagao lipidica tampouco apoptose das
células de Schwann. Esses achados demons-
tram que o exercicio fisico estd diretamente
relacionado com a manutengao da integrida-
de do sistema nervoso periférico, impedindo
a produgao de substrato que interfere negati-
vamente sobre a regeneragio.

Nossos resultados revelaram que nao
houve interferéncia do exercicio fisico de 30
minutos didrios sobre a regeneragio nervosa
periférica. Desta forma, acreditamos que a na-
tacio tenha sido ineficaz na aceleragio da re-
cuperagido funcional, talvez em decorréncia da
durac¢do dos exercicios. Buscamos relacionar
nossas varidveis de tratamento de acordo com
o tempo despendido na pratica clinica, evitan-
do atingir o “over-use” (uso exagerado), fator
apontado como causa importante do retardo
da regeneragdo nervosa.*

Outro ponto que provoca discussdes é o
tempo adequado do inicio da atividade fisi-
ca. Um estudo eletrofisioldgico realizado por
Herbison®® sugere que a reinervagio funcional
dos musculos dos membros posteriores de ra-

tos comega duas a trés semanas ap6s a lesio e
que a atividade for¢ada durante esse periodo é
prejudicial & recuperagao funcional. Contra-
riamente, um estudo conduzido por Van Me-
eteren et al'* apontou que o exercicio fisico au-
menta o retorno sensorio-motor na fase inicial
da recuperagao apds uma lesio nervosa e que
os efeitos benéficos da atividade durante os 24
dias ap6s a lesdo permanecem na fase tardia da
recuperacio nervosa periférica.

Apesar dessas evidéncias conflitantes, em
nosso trabalho nao foi encontrada nenhuma
alteragdo funcional significante nem nos ani-
mais que foram exercitados desde 24h apds
a lesao nem naqueles com o inicio da ativida-
de duas semanas apos. Sarikcioglu & Oguz”’
aplicaram o nado for¢ado por 10 minutos
didrios durante 10 dias em coelhos submeti-
dos a axonotmese. Através de procedimentos
histoldgicos, observaram que os efeitos sobre
a regeneragao nervosa eram dependentes do
momento em que o exercicio era aplicado. Os
animais tratados na segunda e terceira semanas
apresentaram envoltério mielinico danificado,
contrapondo-se com os dados apresentados
pelos animais tratados na quarta semana, cuja
bainha de mielina encontrava-se integra.

Tlha et al *® utilizaram o exercicio em ratos,
dividindo-os em cinco grupos distintos: grupo
controle, grupo sedentdrio, grupo com treina-
mento de “endurance’, grupo com treinamento
de forca e um dltimo grupo combinando treino
de “endurance” com for¢a. Todos os animais
submetidos ao exercicio comegaram as ativida-
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des duas semanas apds a axonotmese do nervo
cidtico. O grupo de treino de “endurance” apre-
sentou rendimento funcional normal apés a
primeira semana de treino conforme o IFC. Por
outro lado, os grupos de treino para ganho de
forca e o de treinamento combinado apresenta-
ram atraso na recuperagao funcional. Embora
os resultados obtidos dos grupos exercitados
nao apresentem diferengas estatisticamente sig-
nificantes quando comparados ao grupo seden-
tario, isoladamente eles acompanham os acha-
dos de Ilha et al,*® especificamente no que tange
ao grupo de animais treinados para aperfeigoa-
mento da “endurance”

E certo que quando o sistema nervoso
periférico é lesado, o sistema nervoso central
também ¢ afetado, apresentando altera¢des no
corpo celular dos motoneurénios que, tanto
podem servir ao incremento no metabolismo
celular, produzindo proteinas relacionadas a
regeneragao do citoesqueleto do axdnio, quan-
to as reagdes degenerativas definitivas levando
a sua morte.%* A magnitude da degeneracio
depende da redugao do nimero de neurdnios
encontrados, proporcionando ou nao melhor
eficicia nos processos regenerativos.*’

Sabatier et al,* utilizando camundongos
submetidos a enxertia nervosa ap6s a axonot-
mese, testaram os diferentes efeitos sobre o
brotamento axonal nestes animais diante de
dois regimes distintos: exercicios fisicos con-
tinuos durante cinco dias consecutivos, uma
hora por dia, ou intercalado, caracterizado por
sessoes de dois minutos (totalizando 26 minu-
tos) com repouso de S minutos entre elas. Fo-
ram observados resultados positivos quanto ao
crescimento axonal em ambas as formas adota-
das, contrastando com aos animais sedentérios
que apresentaram taxa regenerativa reduzida.

Nossos resultados divergem desta afir-
magao. Os grupos tratados nao apresentaram
alteragdes histologicas quando comparadas
ao grupo sedentdrio. O lado da medula corres-
pondente a pata desnervada, nio demonstrou
redu¢do do numero de pericérios comparado
a0 lado cuja musculatura estava normalmente
inervada, revelando que embora tenha sido
possivel observar prejuizos funcionais, estes
decorreram diretamente da interrup¢ao tem-
pordria do fluxo de informagdes entre o moto-
neurdnio e os seus alvos periféricos e nao do
regime imposto de exercicios.

-
CONCLUSAO

Em sintese, a literatura oferece evidéncias con-
flitantes sobre os efeitos causados pelos vérios
tipos de tratamento em uma fase inicial apds a

lesao nervosa periférica. Parece que os 30 mi-
nutos didrios utilizados no nosso protocolo de
exercicios nao foram suficientes para interferir
no processo de regeneragao, sendo que a evo-
lugdo funcional dos animais tratados acompa-
nhou o rendimento apresentado pelos animais
considerados sedentdrios. Adicionalmente,
nosso protocolo de experimentagao nao foi
capaz de promover prejuizos diretos sobre a
recuperacao funcional ou sobre as reagdes ce-
lulares envolvidas no processo regenerativo.

E possivel, ainda, que a ampliagio do N
amostral e/ou o refinamento do desenho ex-
perimental venham a revelar o que foi observa-
do durante a anélise dos dados funcionais e do
material medular. Frente a isso, é premente a
necessidade de ampliacdo dos estudos levando
em conta nio somente a rotina de exercicios, a
recupera¢io da deambulagio e as reagdes teci-
duais, mas também outras varidveis que com-
provem diretamente os efeitos do exercicio
sobre os mecanismos regenerativos nervosos
periféricos no nivel molecular.
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