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1. Introducéo

Andlise do deslocamento voluntario de ratos apds axoniotmese e exposi¢ao a ambiente enriquecido

Orientadora: Profa. Dra. Rosana M. Teodori
Bolsista AnaMariaB. Negrini Romero

Estudos sobre a resposta do Sistema Nervoso Central (SNC) as lesdes sugerem que estimulos ambientais, asssm como a interagdo
social, podem influenciar na plasticidade do sistema nervoso (Meltzer; Y abaluri; Deisseroth, 2005).

M odel os experimentais vem sendo empregados para estudar as repercussdes de ambientes modificados e ainteracdo com membros da
mesma espécie sobre o sistema nervoso lesado. Steiner et a. (2005), utilizando um modelo experimental de doencga de Parkinson,
encontraram indicios de que o ambiente modificado associado ao exercicio fisico, aumentou a plasticidade celular. Segovia et al.
(2005), também em modelo animal de lesdo encefdlica, verificaram que o ambiente enriquecido promovia aumento na producéo de
neurotransmissores. Will et al. (2004), relataram que 0 ambiente enriquecido, o exercicio fisico e o treinamento influenciavam o
processo de recuperacdo funcional compensatoria.

Karl et a. (2001) apontam que o sistema nervoso central € passivel de modificagdes nas areas corticais, como por exemplo, a
possibilidade de novas conexdes sindpticas, alteragdo na organizacdo dos mapas corticais e variagdes nos mecani SMos operacionas
das células, visando estabel ecer mecanismos de gjuste que diminuam os efeitos mal éficos, tanto de lesdes centrais quanto periféricas.
Farrell Evans e Corbett (2001), investigando a possibilidade de o ambiente enriquecido atrasar a morte celular num modelo de
isquemia em ratos idosos, constataram que animais submetidos ao ambiente enriquecido obtiveram melhora funcional consideravel,
porém, acompanhada de aumento nalesdo cerebral. Os autores alertam sobre a necessidade de cuidados na abordagem terapéutica.

O sistema nervoso periférico apresenta capacidade de regeneracdo espontdnea apos algumas formas de lesdo. Assim, ap0s
esmagamento, dentro de algumas horas 0 nervo comeca a sofrer degeneragdo, que ao longo do tempo é seguida por regeneracéo e
conseguente reinervacdo muscular (ROBINSON, 2000). O progndstico favoravel dessas formas de les@o se deve a preservacdo dos
envoltérios conjuntivos e da microcirculagdo do nervo apds o esmagamento, apesar da perda de continuidade axonal (GORDON,;
SULAIMAN; BOYD, 2003; IIKEMA-PAASSEN et al., 2004). Mesmo assim, essas |esdes podem ocasionar déficit sensitivo, motor e
das funcbes autondmicas, que devem ser restabelecidas precocemente, pois quanto menor o tempo de reinervacdo, melhor o



prognostico funcional. Entretanto, a recuperacdo funcional é um processo lento que depende da natureza, do grau da leséo e da
regeneracdo nervosa (EBERSTEIN; EBERSTEIN, 1996).

O modelo de ambiente enriquecido proposto por Rosenzweig, Krech e Bennet (2004) e Will et a. (2004), desenvolvido para o estudo
da plasticidade no SNC maduro apés lesdo, é uma forma de estimulagdo continua ndo somente a movimentacdo voluntaria, mas
também pode proporcionar estimulagdo tétil e proprioceptiva fundamentais para a recuperagcdo funciona. Ele favorece a
movimentagao precoce e a estimulagdo tatil e proprioceptiva, importantes no processo de regeneracdo e reinervacao muscular.

A hipétese deste estudo é que a estimulacdo precoce por meio de exposicdo a ambiente enriquecido poderia favorecer a recuperacéo
funcional.

2. Objetivos

Quantificar o deslocamento voluntario de ratos submetidos a esmagamento do nervo isquiatico, apds exposicao individual aambiente
simples e enriquecido

3. Desenvolvimento

Foram utilizados vinte ratos Wistar (230 +18 @), distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=5): Controle Ambiente Enriquecido
(CAE) - os animais néo sofreram |esd0 nervosa e permaneceram individualmente em gaiola grande enriquecida; Controle Ambiente
Simples (CAS) - os animais ndo sofreram lesdo nervosa e permaneceram individualmente em gaiola grande simples; Lesdo +
Ambiente Enriquecido (LAE) - os animais sofreram esmagamento do nervo isquiético esquerdo e permaneceram individua mente em
gaiola grande enriquecida; Lesdo Ambiente Simples (LAS) - os animais sofreram esmagamento do nervo isquidtico esquerdo e
permaneceram individualmente em gaiola grande simples.

As gaiolas enriquecidas possuem dimensdes de 38X60X24 cm, contando com 4 andares interligados por escadas e rampas, roda de
exercicio e dispositivos de comida e &gua moveis. As gaiolas simples apresentam dimensdes de 30X13X44 cm e contam com
dispositivos de comida e égua fixos.

Os animais foram previamente anestesiados com uma mistura de Ketalar® (50mg/mL) e Rumpum® (2¢g/100mL), na proporc¢éo de
1:1, na dosagem de 0,3mL/100g de massa corpora — (i.m.). Umaincisdo de 2 cm permitiu a exposi¢do do nervo isquidtico esquerdo.
Em seguida, realizou-se o esmagamento do nervo — 4 pingamentos de 20 segundos cada, com um intervalo de 1 segundo entre eles.
Os planos muscular e cutaneo foram suturados com fio monofilamento nylon (Ethicon 6.0).

Os animais foram distribuidos nas respectivas gaiolas, permanecendo durante 3 semanas. Durante esse periodo, nas gaiolas
enrigquecidas, os dispositivos de ragéo e agua tiveram sua disposi¢éo aterada diariamente, de forma aleatéria.

Os animais permaneceram no biotério sob ciclo claro/escuro 12/12 horas, em temperatura controlada de 23 £2°C, com ragdo padréo e
agua ad libitum.

O deslocamento voluntario foi quantificado a partir dos filmes coletados por uma Cémera de Video Digital (Sony handycam —
DCR-DVD610), posicionada superiormente & gaiola. As filmagens, com duragdo de 5 minutos/animal/dia foram redlizadas em 3
momentos: no 2°, 3° e 4° dias pds-operatdrio (PO); 7°, 8° e 9° dias PO e 14°, 15° e 16° dias PO, sempre a partir das 18h00.

Ao final daterceira semana, os animais foram anestesiados e eutanasiados por deslocamento cervical.

Os filmes obtidos nos diferentes tempos e grupos experimentais foram observados a partir dos dados de dimensdo das gaiolas
utilizadas (Gaiola Enriquecida - largura = 23 cm; comprimento = 37 cm; diagonal = 40,5 cm; distancia entre os andares = 10,5 cm;
comprimento da escada = 19 cm; comprimento darampa= 19 cm; Gaiola Simples - largura= 27 cm; comprimento = 41 cm; diagonal
=48 cm).

Para a quantificagdo do deslocamento, considerou-se a posi¢ao do cranio do animal, no inicio e no final de cada movimento dentro da
gaiola

A partir dasomatériados valores de cada animal, obteve-se amédia e o desvio padréo por grupo, que foram processados utilizando-se
0s testes de Shapiro Wilk, Anova-F One Way e Anova-F Two Way, seguido de post hoc Tukey, com nivel de significancia de 5%.

4. Resultado e Discussao

Os resultados do deslocamento voluntario dos animais dos diferentes grupos estéo apresentados natabela 1.

Na primeira semana apds a lesdo, 0 grupo controle exposto ao ambiente enriquecido apresentou maior deslocamento em relagdo a
todos os demais grupos, demonstrando que o ambiente enriquecido proporcionou motivagdo ao deslocamento dos animais dentro da
gaiola. Nos grupos submetidos a esmagamento do nervo isquidtico (LAS e LAE), era esperado que o deslocamento fosse menor,
especialmente na primeira semana, quando 0s muscul os da pata posterior esquerda estavam desprovidos de inervagdo (GORIO et dl.,



1983; TEODORI, 2007), pois nesse periodo ocorre uma reducdo drastica da funcdo muscular, uma vez que a degeneragéo e
regeneracdo nervosa ainda estdo em pleno desenvolvimento (MARTINEZ; CANAVARRO, 2000). Van Meeteren et a. (1997) citam
gue apds esmagamento do nervo isquidtico ocorre uma diminuicdo de 80% da funcdo. No grupo LAS o deslocamento correspondeu a
37,48% daquel e observado no respectivo controle (CAS), enquanto no grupo LAE correspondeu a 64,16% do controle (CAE).

Nos primeiros dias apds a lesdo nervosa, a movimentagdo dos animais ocorre pelo apoio nos membros intactos, com “arrastamento”

daguele cuja funcdo foi severamente comprometida pela desnervagdo. Ao comparar 0 deslocamento entre 0s grupos nesse periodo,
mesmo entre os desnervados, o grupo LAE apresentou valores superiores de distancia percorrida. O deslocamento do grupo LAS foi
72,19% menor que o do grupo LAE. Os resultados demonstram que, apesar darestri¢do ao movimento, o deslocamento alcancado em
ambiente enriquecido pode ter sido maior em fungéo da presenca de maiores oportunidades de explorag@o nesse ambiente.

Esse comportamento persistiu na segunda e terceira semanas ap6s a lesdo, sugerindo que os estimulos sensoriais oferecidos pelo
ambiente teriam favorecido a exploragdo do espaco e evitado a acomodacdo dentro da gaiola (GENTILLE; BEHESHTI; HELD,
1987).

A reinervagdo muscular ocorre somente a partir da segunda semana ap6s a lesdo, quando as fibras mais superficiais do musculo
(correspondendo a 25% das unidades motoras) ja se apresentam reinervadas (GORIO et al., 1983). Dezenove dias apds a lesdo o
muscul o apresenta 52% da forca de contragdo isométrica em relagdo apata contralateral (CARMIGNOTO et al., 1983). Apos 25 dias,
aforca é recuperada em 80% e é considerada praticamente normal.

Na terceira semana apds a lesdo, o deslocamento dos animais no grupo LAS atingiu 80,82% dos valores de seu respectivo controle
(CAS). Fato semelhante ocorreu no grupo LAE, que alcancou 83% dos valores controle (CAE). Esses resultados reforcam as
afirmacdes de Fawcett e Keynes (1990) e Burnett e Zager (2004), de que a regeneracdo nervosa apds axoniotmese ocorre
espontaneamente e, segundo Gorio et a. (1983), entre 0 21° e 0 25° dig, ocorre o pico de poliinervacdo, sendo a acetilcolina liberada
na juncdo neuromuscular, garantindo a recuperago da funcéo muscular durante a reinervacdo. Os dados observados no periodo de 3
semanas pos-lesdo mostram que a agilidade para se deslocar na gaiola progride naturalmente durante a regeneracdo nervosa e
reinervacdo muscular, entretanto, ao comparar 0s grupos lesados em diferentes ambientes (LAS e LAE), o grupo LAE apresentou
deslocamento significativamente superior nesse periodo, sugerindo uma influéncia positiva do ambiente enriquecido.

Takeda et al. (2008) utilizaram o indice Funcional do Ciético (IFC) para avaliar a recuperacdo da funcio para a marcha em ratos
submetidos a axoniotmese. O ambiente enriquecido ndo promoveu modificages no processo de recuperagéo funcional.

Neste estudo, em que a quantificagdo foi realizada a partir da andlise dos filmes demonstrando o deslocamento dos animais, foi
possivel verificar a influéncia positiva do ambiente enriquecido sobre a recuperacdo funcional. Apesar do IFC ser um método
qualitativo eficiente de avaliagdo do retorno funcional apds lesio nervosa periférica (VAREJAO et al., 2004) detectando extremos no
desempenho dafuncéio (KANAYA; FIRREL ; BREIDENBACH, 1996), sua validade é ainda questionavel (VAREJAO et al., 2004). E
possivel que nédo seja sensivel o suficiente para detectar alteracdes sutis, como as observadas pelo método de investigacéo proposto
neste estudo.

5. Consider agbes Finais

A exposic¢do ao ambiente enriquecido promoveu estimulos que permitiram acelerar a recuperacdo funcional apds axoniotmese.
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