M@STRA I 2 UNIMEP
DEMICA o

23 a 25 de outubro de 2007

5° Congresso de Pos-Graduacéao

ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA EM RATOS APOS DESNERVACAO E EXERCICIO
NAS FASES IMEDIATA E TARDIA DA REGENERACAO NERVOSA

Autor(es)
LARISSA SALGADO DE OLIVEIRA

Co-Autor(es)

SIBELE YOKO MATTOZO TAKEDA
LUCIANE LOBATO SOBRAL
JOICE BETINI

ROSANA MACHER TEODORI

Orientador(es)
ROSANA MACHER TEODORI

1. Introducéao

Os nervos periféricos sdo altamente vulneraveis a leséo, refletindo em alteragbes motoras, sensitivas e
autonémicas na regido envolvida (ROBINSON, 2000). A regeneracdo do nervo periférico € normalmente
estabelecida, no entanto € um processo lento, que depende da natureza e do grau da lesdo, bem como da
regeneracdo e maturacdo do nervo (VERDU et al., 2000; ROBINSON, 2000), o que interfere com a
funcionalidade (EBERSTEIN e EBERSTEIN, 1996). Numerosos recursos fisioterapéuticos tém sido utilizados
para viabilizar essa recuperagdo, como eletroestimulacédo fasica de baixa frequiéncia (FERNANDES et al.,
2005), eletroestimulacdo cronica de baixa frequéncia (DOW et al., 2004) e o exercicio fisico (HERBISON,
JAWEED e DITUNNO, 1974; VAN MEETEREN et al., 1997; MARQUESTE et al., 2004; BYUN et al., 2005;
SEO et al., 2006), entre outros. Dentre os citados, destaca-se o exercicio fisico como um recurso eficaz e
bastante utilizado apoés leséo nervosa periférica, por proporcionar manutencao das propriedades musculares
e manter o trofismo (POSSEBON et al. 2001; TANAKA, TSUBAKI e TACHINO, 2005). Entretanto, 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 apo0s a lesdo nervosa), afirmando que deve haver um periodo de repouso antes do exercicio
(HERBISON, JAWEED e DITUNNO, 1974; SARIKCIOGLU e OGUZ, 2001), uma vez que o dano muscular
pode ocorrer quando o nimero de unidades contrateis é insuficiente ou quando o exercicio é de alta
intensidade (HERBISON, JAWEED e DITUNNO, 1974). Por outro lado, o exercicio realizado na fase de
desnervacao (12 horas ou um a trés dias apés a leséo nervosa) acelera o retorno da fungdo sensoério-motora
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na fase inicial da recuperacdo da lesdo (VAN MEETEREN et al.,1997) e melhora a recuperacao funcional
em ratos ( BYUN et al., 2005; SEO et al., 2006). Para avaliar a recuperacdo das lesdes nervosas periféricas
nessas condi¢cBes sdo utilizados varios meios como a eletrofisiologia, a morfometria e os estudos funcionais,
dentre os quais o mais citado na literatura é o indice Funcional do Ciatico (IFC), que apresenta algumas
vantagens em relacdo aos outros métodos por nao ser invasivo e ser facilmente reproduzivel, apresentando
baixo custo e confiabilidade para avaliar o processo de regeneracdo (VAREJAO et al., 2004), integrando o
sistema sensorial e 0 motor (KANAYA, FIRRELL e BREIDENBACH, 1996). Considerando a controvérsia a
respeito do momento mais adequado para iniciar o exercicio apés desnervagéo e a forma como € aplicado
clinicamente, estudos experimentais com desnervacao sdo de extrema importancia, pois contribuem para a
compreensdo de alteragbes morfolégicas e funcionais do sistema neuromuscular, favorecendo o
desenvolvimento de intervencdes terapéuticas voltadas a recuperacgao funcional.

2. Objetivos

Verificar a influéncia do exercicio de natacao livre iniciado nas fases imediata e tardia da regeneragéo sobre
as caracteristicas funcionais do nervo isquiatico de ratos regenerado apds axoniotmese.

3. Desenvolvimento

MATERIAL E METODOS: Foram utilizados 15 ratos Wistar machos, pesando 222 +13g, obtidos no biotério
central da FACIS-UNIMEP. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=5): Lesao (L), Lesao + exercicio 24h
+ gaiola (LEG) e Leséao + gaiola + exercicio (LGE) e mantidos durante 30 dias em gaiolas de polietileno, com
livre acesso a agua e racdo comercial, sob temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas.
Antes de iniciar o experimento, os animais dos grupos LEG e LGE foram adaptados a natagdo, em tanque
com profundidade de 60 cm e capacidade para 500 litros, adaptado para ratos, com agua rasa (30 cm de
profundidade) (GOBATTO et al., 2001), sem carga e temperatura de 31 £2° C, mantida por meio de um
aquecedor acoplado ao proprio tanque (HARRI e KUUSELA, 1986), durante 5 dias , iniciando com 20
minutos no primeiro dia, acrescendo-se 10 minutos/dia e atingindo 1 hora no 5° dia (VOLTARELLI,
GOBATTO e MELLO, 2002). Essa adaptacdo permitiu familiarizar o animal ao ambiente, reduzindo o
estresse, sem promover adaptacdes fisicas. Os animais submetidos a lesdo nervosa foram anestesiados
com uma mistura de Ketalar ® (Cloridrato de Ketamina - 50 mg/ml) e Rompun® (Cloridrato de Tiazina -
29/100ml), na proporgédo 1:1, (0,3 mL/100g de peso corporal) e uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm
sobre a pele na regido gllitea esquerda permitiu visualizar o nervo isquiatico, que foi submetido a quatro
pincamentos de 20 segundos (intervalo de um segundo entre eles) com pinca hemostatica adaptada, de
acordo com Fernandes et al. (2005). Em seguida, os planos muscular e cutaneo foram suturados com fio de
algodao 6-0 ETHICON. Os animais dos grupos LEG e LGE foram submetidos a natacdo em grupo, sem
carga, profundidade em torno de 40cm e temperatura de 31 £2° C, 30 minutos/dia, 5 dias/semana,
respeitando-se os finais de semana, realizado sempre no periodo vespertino e mantendo um intervalo de 24
horas entre cada sessao. O grupo LEG iniciou o exercicio 24h ap6s a lesdo, durante 14 dias. Apds esse
periodo, permaneceram na gaiola até o 30° dia. O grupo LGE permaneceu na gaiola até o 13° dia, iniciando
exercicio no 14° dia pés operatério (PO), durante 14 dias. Apds cada sessdo de exercicio, 0s animais eram
secados com toalhas de pano e jato de ar quente, produzido por um secador (TAIFF RS-3®) e realocados
nas gaiolas. Para o registro do indice Funcional do Ciatico (IFC), os animais foram previamente treinados a
caminhar no dispositivo utilizado para andlise, sendo posteriormente coletadas as impressfes das patas
posteriores de cada animal (DE MEDINACELI, FREED e WYATT, 1982). Para andlise funcional da marcha,
utilizou-se uma passarela de 8,2 x 42 cm, 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 com tinta
de impressdo digital (VAREJAO et al., 2004). Obteve-se o registro das impressdes plantares das patas
normal e experimental, nos periodos: pré-operatorio, 7°, 14°, 21° e 28° dias PO. Utilizando-se um paquimetro
digital (MITUTOYO®), foram obtidas as seguintes distancias das patas experimental (E) e normal (N):
Comprimento da Pegada (PL) - entre a extremidade do terceiro dedo e o calcaneo; Largura da Pegada (TS)
- entre o primeiro e o quinto dedo e Largura Intermediaria da Pegada (ITS) - entre o segundo e quarto dedo
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(DE MEDINACELI, FREED e WYATT, 1982; BAIN, MACKINNON e HUNTER, 1989). Os valores obtidos em
todos os periodos de andlise foram aplicados na féormula proposta por Bain, Mackinnon e Hunter (1989) e os
resultados obtidos expressam a perda funcional em termos percentuais, sendo que o valor 0 (zero)
representa a funcdo normal ou auséncia de disfuncéo e o valor -100 (menos cem) representa a perda total
da funcdo. No 31° dia, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. Para verificar as
pressuposicfes dos testes estatisticos, utilizou-se o Teste de Shapiro-Wilk para normalidade dos dados. Em
seguida, como os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o Teste de Friedman para
comparagédo intragrupos da andlise funcional da marcha e o Teste de Kruskal- Wallis para comparacgtes
intergrupos. Os dados foram processados no software BioEstat 4.0®, considerando p<0,05.

4. Resultados

Na comparacéo intergrupos dos valores do IFC (Figura 1), todos os grupos apresentaram o mesmo padrao
funcional, sendo que no periodo pré-operatorio, os valores de IFC refletiram fungéo normal. No 7° e 14° dia
PO, esses valores diminuiram, refletindo perda funcional expressiva, enquanto entre o 21° e 28° dias PO os
valores encontrados sugerem recuperacéo funcional. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos nos
diferentes periodos de avaliacdo (p>0,05). Neste estudo, os valores obtidos no periodo pré-operatorio entre
0 e -20, estdo de acordo com estudo de Dash et al. (1996), que citam estes valores refletindo uma funcgéo
normal. Os valores de IFC préximo de -100 no 7° dia PO demonstram uma perda completa da fungéo, o que
indica falta de inervagdo neste periodo. A partir do 14° dia PO, esses valores se tornaram menos negativos,
0 que coincide com o periodo em que inicia a reinervagdo muscular, quando 25% das fibras musculares
estdo poliinervadas. No 21° dia PO, evidenciam-se valores de IFC proximos de zero, caracterizando
recuperacao funcional relacionada ao pico de poliinervacdo (GORIO et al.,, 1983). No 28° dia PO, esses
valores refletem condi¢do funcional compativel com a de nervos normais, pois a regeneracao prossegue
ocorrendo eliminagéo sinaptica até consequente monoinervacdo (GORIO et al., 1983). Quando foi realizada
uma comparacao intragrupos, observou-se diferenca significativa entre os tempos de analise. No grupo L e
LGE verificou-se que o 7° e 0 14° dia PO diferiram somente do periodo pré-operatorio (p<0,05), enquanto no
grupo LEG a diferenca ocorreu entre o 7° dia PO e o periodo pré-operatério, 21° e 28° dias PO (p<0,05)
(Tabela 1). Apesar da evolucdo semelhante entre os grupos em cada tempo (p>0,05), quando se avaliou os
dados de funcionalidade em cada grupo do periodo pré-operatério ao 28° dia PO, observou-se que a
atividade iniciada na fase imediata da lesdo acelerou a recuperacdo funcional, o que ndo ocorreu nos
demais grupos. Isto reforga a importéncia da estimulacdo precoce, por oferecer beneficios ao nervo e ao
muasculo desnervado como aumento do nimero das fibras nervosas mielinizadas (SEO et al., 2006),
aumento da resisténcia a fadiga, restauracdo das propriedades contrateis e da mecanosensibilidade do
muasculo (MARQUESTE et al.,, 2004), além de minimizar atrofia (POSSEBON et al., 2001; TANAKA,
TSUBAKI e TACHINO, 2005), favorecer o retorno da funcdo sensdrio-motora na fase inicial (VAN
MEETEREN et al., 1997), com consequente recuperacao funcional apés reinervagdo (VAN MEETEREN et
al., 1997; BYUN et al., 2005; SEO et al., 2006).

5. Consideracdes Finais

A analise funcional da marcha de ratos submetidos a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico mostrou
que, independentemente da realizacdo de exercicio, ocorre um retorno gradual da funcéo do nervo apés a
lesd@o. Entretanto, no grupo LEG a natagéo acelerou o processo de recuperacdo funcional a partir do 14° dia
PO, o que sugere a indicacdo do exercicio na fase aguda da lesdo. Além disso, sabe-se que 0 exercicio
precoce minimiza os efeitos deletérios da desnervacéo sobre os musculos.
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Anexos

Tabela 1; Valores médios £0F do IFC nos grupos Lesdo (L), Lesdo + exercicio 24h + Gaiola

(LEG) & Lesda +Gawnla + exarcicn (LGE), nos diferantes periodos de analize.

L LEG LGE
Pré-operatorio 16,18 £14,24 -7.294£20 37 9,78 £1240
7* dia 77.6242517" 91,25 £30,20" -77,32 425 46
14® dia -78.00 £13 66" 65,08 £37 22 72,13 +15 66"
21" dia -20,20 £1557 17,14 21172 .29,01£12,12
28° dia -14 66 18,70 -14, 8012911 24,26 17 31

* p<0 05 comparado a0 pré-operatdrio; 1 p<005; cormparado ao 77 dia PO

PFra-operaiono T da 14" dia 21" dia 28" dia
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Figura 1 = Comparagio inergrupos dos periodos de andlise do Indice Funcional do Ciatico
(IFC): Lasao (L); Lesio + Exercicio 24h + Gaiola (LEG); Lesio + Gaiola + Exercicio
(LGE); (p=0,05). 5/5
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