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RESUMO

Lesbes experimentais do nervo ciatico, seguidas de exercicio fisico,
tém sido usadas para induzir a degeneragdao nervosa periférica, como um
modelo de neuropatia periférica, e estudar as alteracbes degenerativas e 0s
processos regenerativos que ocorrem apds a lesdo. Entretanto, parametros
como tempo e especificidade do exercicio e seus efeitos sobre a regeneracao
ainda nao estao bem esclarecidos. Neste estudo, analisamos os efeitos do
exercicio fisico moderado na agua aquecida durante cinco semanas, na
regeneragao do nervo ciatico, apds uma lesdo nervosa por compressao, sendo
para isso utilizado andlises funcional, bioquimica e morfométrica. Os ratos
foram divididos em 3 grupos, sendo um controle, um sedentario e um nado
livre. Os grupos sedentério e nado livre foram submetidos a lesdo do nervo
ciatico direito por esmagamento, sendo que, o grupo nado livre, apos a leséo,
foi submetido a cinco semanas de treinamento na agua aquecida 31° C,
iniciado com 10 minutos até alcancar 1 hora de nado livre. Os resultados
obtidos neste estudo indicam que o exercicio fisico na agua aquecida nao
interfere na recuperacao funcional dos ratos, visto que, tanto os animais
treinados quanto os animais sedentarios recuperaram a fungdo do membro
posterior direito. A atividade da enzima acetilcolinesterase nos grupos
experimentais ndo apresentou diferenca significativa entre eles, porém foram

diferentes do controle. Este resultado se repetiu em relacdo a diferenciagéo



A%

morfolégica dos nervos em regeneracdo, onde 0s grupos sedentario e nado
livre ndo apresentaram diferenca significativa, mas permaneceram diferentes

do grupo controle.
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1-INTRODUGCAO

Diferentemente do Sistema Nervoso Central (SNC), lesdes do
Sistema Nervoso Periférico (SNP) apresentam uma maior capacidade de
regeneracdo espontanea, determinada, principalmente, por um ambiente
permissivo ao crescimento axonal (GORDON et al., 2003). Isso se da devido as
diferengas estruturais entre o SNP e o SNC. As células de Schwann, presentes
nos nervos periféricos, sdo as células gliais primarias, que embainham e
mielinizam os axbénios e também formam a lamina basal. No SNC, os
oligodendrécitos embainham e mielinizam os axénios, mas ndo produzem uma
lamina basal em associacdo com os axoénios, sendo o maior obstaculo para
regeneracdo no SNC, a associagdo da mielina com moléculas inibitérias e a
cicatriz glial induzida pela lesao (CHEN et al., 2007).

No SNP nao existe formagado de cicatriz glial, pela auséncia de
astrécitos, embora moléculas inibitérias associadas a mielina, presentes no
SNC, tais como glicoproteinas e seus receptores, também sejam encontrados
no SNP. Porém, apds a lesdo no SNP, as células de Schwann e os macrofagos
removem rapidamente os restos de mielina. Essa reagéo local diferenciada &
um fator importante que contribui com a capacidade de regeneracdo do SNP
(CHEN et al.,2007). Ap6s uma lesdo nervosa periférica inicia-se um processo

de degeneragado conhecido como degeneracao walleriana, sendo o segmento



lesado fagocitado, a partir do primeiro nédulo de Ranvier intacto (TRUMBLE,
2000). As células de Schwann proliferam e formam um pilar por onde os
ax6nios em regeneracao irdo migrar até sua célula-alvo (IDE, 1996; DEZAWA
et al., 1998).

Essa capacidade de regenercao do SNP as vezes gera uma idéia
falsa de que os nervos periféricos regeneram e reinervam facilmente seus
alvos. Todavia, a recuperacao funcional dos pacientes nem sempre é obtida
clinicamente, pois existe uma janela temporal para a regeneragdo axonal, que
normalmente é curta para que os axénios lesionados regenerem, e as células
de Schwann proporcionem essa regeneragao por longas distancias (GORDON
et al., 2003). Essa distancia que os ax6nios devem regenerar, normalmente é
longa em humanos, e a taxa de crescimento € de aproximadamente 1mm/dia,o
que pode levar a uma atrofia do tubo endoneural além da degeneragcdo dos
musculos desnervados com perda funcional acentuada (TONGE; GOLDING,
1993). O progressivo declinio na habilidade dos motoneurénios de promover o
crescimento axonal, juntamente com a atrofia e conseqiiente falha das células
de Schwann, desprovidas cronicamente do contato com o axdnio em prover um
ambiente favoravel ao crescimento axonal, sdo o0s principais fatores
contribuintes para a redugéo da capacidade regenerativa dos nervos periféricos
e uma pobre recuperacao funcional apos a lesdo (GORDON et al., 2003).

Diferentes condi¢des patolégicas podem afetar o SNP, resultando
em alteragbes sensoriais, motoras e vegetativas, que podem ter uma
representacdo clinica de importancia significativa (FREDERICKS, 1996). A
lesdo periférica pode ser ocasionada por esmagamento, compressao, trauma

contuso ou por objetos penetrantes, causando uma lesdo completa ou parcial



do nervo (COLOHAN et al., 1996). Toda perda ou diminuicdo da sensibilidade e
da motricidade no territério inervado, resultante de uma lesdo de nervo
periférico, ira conduzir a um comprometimento das atividades diarias de um
individuo lesado. A dor, os transtornos e as incapacidades, podem resultar no
afastamento do individuo das func¢des diarias, e este afastamento gera um alto
custo econbmico, sendo, estes fatores, determinantes para uma recuperacao
precoce dos pacientes apdés uma lesdo nervosa periférica (WHITING;
ZERNICKE, 2001).

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados com o
propdsito de propiciar maiores conhecimentos sobre a regeneracdo nervosa,
assim como buscar estratégias que possibilitem uma regeneracdo mais rapida
com adequada recuperagao funcional. Entre estes, a lesdo do nervo ciatico em
ratos tem sido o modelo mais estudado (RODRIGUEZ et al., 2004). Embora a
taxa de regeneracdo axonal em ratos seja de 3-4 mm/dia e a distancia a ser
regenerada seja menor que no homem (TONGE; GOLDING, 1993), o que
possibilita uma rapida reinervacdo das estruturas alvo, este modelo
proporciona informagdes sobre o processo de diferenciacdo celular das fibras
nervosas em regeneracgao e da recuperacao funcional, possibilitando aprimorar
técnicas que acelerem a regeneragao neural. Além disso, 0 nervo ciatico de
ratos prové uma fonte de estudo do tecido nervoso periférico de mamiferos que
mostra detalhes celulares indistinguiveis dos nervos humanos (MACKINNON et
al., 1985), além de apresentar um tronco nervoso adequado para manipulacao
cirurgica e lesdes experimentais na porcado média da coxa (RODRIGUEZ et al.,

2004).



Diferentes estudos tém sido realizados utilizando o modelo de
esmagamento do nervo cidtico de ratos, empregando exercicios com o
proposito de estimular a regeneracdo nervosa, € promover a recuperacao
funcional. Tais estudos encontram diversos resultados, os quais muitas vezes
nao apresentam semelhanca, levando a novas pesquisas, na busca de novas

respostas (VAN MEETEREN et al., 1997 a e b).

1.1 Estrutura dos nervos periféricos

O sistema nervoso periférico engloba os axdénios dos neurdnios
motores e sensoriais € 0s neurdnios dos ganglios raquidianos e seus
homdlogos dos pares cranianos, constituindo os nervos espinhais e cranianos,
além dos plexos e troncos nervosos periféricos até suas ramificagdes terminais
intramusculares, bem como o sistema nervoso vegetativo (SNV) (VALLAT,;
MAGY, 2005). Cada nervo periférico € composto de fibras nervosas, camadas
de tecido conjuntivo fibroso e vasos sanguineos (FREDERICKS, 1996).

As fibras nervosas incluem axbnios de neurbnios motores
somaticos (a e y), fibras aferentes sométicas dos musculos, pele e articulagdes,
além de fibras do sistema neurovegetativo. Assim, um nervo periférico contém
tanto fibras mielinicas quanto fibras amielinicas, sendo os axénios das fibras
mielinicas cobertos por uma bainha de mielina (Figura 1), formada por
camadas concéntricas da membrana plasmatica das células de Schwann,
interrompidas apenas nos noddulos de Ranvier, entre uma célula e outra
(JOHNSON et al.,, 2005; FREDERICKS, 1996). A bainha de mielina isola e

protege o axbnio, e ainda aumenta a velocidade de condugédo dos impulsos



nervosos, sendo que o perfeito funcionamento das fibras nervosas depende da
integridade da bainha de mielina (FREDERICKS, 1996). Fibras amielinicas
também s&o envolvidas por células de Schwann mas néo formam a bainha de
mielina, encontram-se dispersas entre as demais fibras mielinicas e incluem
fiboras nervosas do sistema nervosos vegetativo e  sensorial
(FREDERICKS,1996). Apesar dessa diferenga, ambas as fibras, mielinizadas e
amielinicas, sdo cobertas por uma lamina basal, que prové continuidade entre

as ceélulas de Schwann no nodulo de Ranvier (IDE,1996).

Fibras nervosas
mielinizadas

Fasciculos Endoneuro Perineuro

Epineuro

Perineuro

Figura 1: Corte transversal de um nervo periférico mostrando seus diferentes componentes. (Modificado de
WILLIAMS, 1995)

As fibras nervosas dos nervos periféricos estdo envolvidas por
camadas de tecido conjuntivo, que além de dar sustentacao, atuam protegendo
essas fibras. Cada fibra destes fasciculos esta rodeada por fibras colagenas e

fibrocitos que constituem o endoneuro, que prové suporte para as fibras e as



guia durante o processo de regeneragdo (FREDERICKS, 1996; DAHLIN,
2004). Grupos de fibras organizam-se em fasciculos e sdo rodeados por uma
camada de tecido conjuntivo fibroso, a qual é constituida de camadas
alternadas de células poligonais achatadas (derivadas de fibroblastos). Tais
células predominam na regido mais interna do perineuro que possui jungdes
estreitas (tight junctions) e fibras colagenas, chamada perineuro (PETERS et
al., 1991; WILLIAMS, 1995; DAHLIN, 2004). Esta bainha oferece uma forca
mecanica e serve como barreira a difusdo perivascular. Ela ainda isola
quimicamente os feixes de fibras, mantendo um ambiente fluido no interior dos
fasciculos, similar a protecao exercida pela barreira hemato-encefalica no SNC.
O perineuro serve como uma barreira para macromoléculas, protegendo as
fibras nervosas de varias substancias danosas (FREDERICKS, 1996). Um
nervo periférico € formado por um numero diverso de fasciculos, envoltos em
tecido conjuntivo, o epineuro (DAHLIN, 2004), caracterizado por ser um pouco
mais frouxo que o perineuro. Sua funcdo é de protecdo dos fasciculos a
traumas externos, sendo que mantém o suplemento de oxigénio através dos
vasos epineurais ou vasa nervorum (Figura 2).

O suprimento sanguineo de um nervo periférico € feito por um
plexo capilar que penetra o perineuro e segue paralelamente com as fibras,
conectando-se por vasos transversos, sendo que 0s nervos preiféricos tém dois
sistemas vasculares independentes: (a) um sistema extrinseco de vasos
nutritivos locais e vasos epineurais; (b) e um sistema intrinseco de microvasos

que seguem longitudinalmente com o endoneuro (WILLIAMS, 1995).



_ A Bainha de
Fibras Amielinicas _ 5 L, mielina

Figura 2: Micrografia eletronica de corte transversal de nervo, mostrando o epineuro, o perineuro e o
endoneuro. Fibras colagenas do epineuro (Col); fibroblastos do epineuro (Seta); fibras reticulares do
endoneuro (FR); céls de Schwann (CS). (Modificado de JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004)

1.2 Lesao nos nervos periféricos

As fungbes motoras requerem um SNP intacto, uma vez que a
ativagdo e coordenacdo normal do musculo esquelético dependem da

integridade dos motoneurénios (o), e, também, dos neurdnios aferentes que



conduzem informagdes sobre comprimento e a tensdo muscular e a velocidade
de estiramento do musculo para o SNC (FREDERICKS, 1996).

Diversas condicdes patolégicas podem afetar os nervos
periféricos, levando a deficiéncias sensoério-motoras e alteragdes funcionais. A
neuropatia periférica, um tipo de doenga neuromuscular que, além de ser uma
doenga comum, indica alguma disfuncdo no SNP (ENGLAND; ASBURY, 2004).
As principais lesées do SNP sédo aquelas que afetam primeiramente o axénio,
Ou seja, as axonopatias, que podem ser causadas por traumas agudos, por
compresséo, contusdes traumaticas ou secgao por objetos penetrantes, entre
outros (COLOHAN et al., 1996).

Em uma lesdo de nervo periférico, ndo s6 os componentes
periféricos sdo envolvidos, mas também componentes centrais, que incluem os
alteracdes do corpo neuronal, ap6s a lesdao até a regeneracdo, chamados
cromatélise, e alteracbes na regido da medula espinhal, além de alteracées
que ocorrem na regiao encefalica do SNC (LUNDBORG, 2003). A cromatolise
inicia-se dentro das primeiras horas apds a axotomia, ocorrendo um processo
de vacuolacdo do citoplasma, aumento do volume nuclear, formacédo de
multiplos nucléolos e deslocamento do nucleo a periferia, isso tudo
acompanhado por edema do soma neuronal (REIER, 1995; KARTJE;
SCHWAB, 2006). Aléem disso, a dissolu¢cao dos granulos de Nissl é uma das
caracteristicas mais marcantes da cromatdlise, caracterizada pela reduzida
coloragdo citoplasmatica e granularidade quando secgdes de tecidos sao
coradas com corantes basicos. Ultraestruturalmente, é marcante a

desagregacao do aparelho de Golgi e do reticulo endoplasmatico rugoso, com



um aumento concomitante na densidade de polirribossomos livres no
citoplasma (PETERS et al., 1991; REIER, 1995).

No axbnio ocorre uma retragcdo dos cotos distal e proximal do
nervo, onde ha extravasamento do axoplasma e colabamento da membranas
plasmaticas lesadas, seguida de uma degeneracao gradual do segmento distal
(IDE, 1996; DAHLIN, 2004; JOHNSON et al., 2005). As células de Schwann
dividem-se e diferenciam-se distalmente a lesdo e, junto com macréfagos,
fagocitam restos de bainha de mielina, os quais perdem sua integridade
durante a degeneracdo walleriana (JOHNSON et al, 2005). As células de
Schwann que perderam contato com o axénio proliferam, formando uma coluna
chamada de banda de Blngner (Figura 3) dentro do tubo de Iamina basal (IDE,
1996; DAHLIN, 2004).

Arranjadas em colunas, as células de Schwann propiciam um
tropismo mecanico, guiando os axénios em regeneragdo aos seus alvos. Elas
Sa0 essenciais para a regeneragao nervosa, uma vez que provém um ambiente
permissivo para o crescimento do axénio, sendo também fonte de fatores
neurotréficos (IDE, 1996; JOHNSON, 2005; KARTJE; SCHWAB, 2006). Isto
pode durar bastante tempo, enquanto ndo houver uma regeneragao nervosa
satisfatéria. Muitos brotamentos emergem do segmento proximal do axénio e
vao crescer na diregcao distal, dentro dos tubos endoneurais (Figura 3). Este
processo exige contato e direcionamento entre a ponta do axénio e a superficie
da célula de Schwann no tubo endoneural (JOHNSON, 2005). Axbénios em
regeneracdo no segmento distal crescem pela fixacdo da membrana do cone

de crescimento a superficie interna da lamina basal, ou sobre a membrana
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plasmatica das células de Schwann ( IDE, 1996; DAHLIN, 2004; CHEN et al.,
2007).

A coluna de células de Schwann é uma fonte de fatores tréficos
para a regeneracao axonal. Em nervos normais intactos, os fatores tréficos sao
produzidos nos 6rgaos alvos e conduzidos ao corpo celular do neurbnio por
transporte retrogrado. Se a comunicacao entre o axénio € o corpo celular é
interrompida por alguma lesdo, as células de Schwann produzem fatores
neurotréficos, incluindo neurotrofinas como NGF (Fator de crescimento neural)
e BDNF (Fator neurotréfico derivado do encéfalo), entre outros. Essas
neurotrofinas liberadas sao difusamente dispersas ao redor do axénio e
promovem a sobrevivéncia neuronal estimulando o crescimento axonal, além
de exercer uma fungao tréfica na auséncia da inervacao dos érgaos-alvo (IDE,
1996; DAHLIN, 2004).

Os cones de crescimento axonal em regeneracdo também vao
expressar moléculas de adesdo em suas membranas, sendo que para ocorrer
a fixacao entre axdénio e célula de Schwann, é necessaria a presenca de varias
moléculas, entre elas a N-CAM (molécula neural de adesao celular), laminina 1
(L1), N-caderina e E-caderina, sendo a ligagdo axénio e lamina basal mediada
pela ligagdo laminina-integrina. Quando o contato entre o axénio e a célula de
Schwann é re-estabelecido, a expressdo de N-CAM e L1 € suprimida (IDE,
1996; DAHLIN, 2004). Além disso, expressam proteinas de membrana que séao
receptores para os fatores neurotréficos, tais como o receptor de baixa
afinidade p75 e receptores tirosino-quinase A, B e C (TrKA, TrKB, TrKC,
respectivamente), que vao possibilitar a acao tréfica destes fatores (IDE, 1996;

TERENGUI, 1999; DAHLIN, 2004, Figura 4).
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Figura 3: llustracéo da degeneracgao e regeneragéo de um axoénio periférico. A= aparéncia normal da célula;
B= lesdo no nervo, inicia a degeneragdo da mielina e a cromatélise no soma; C= as células de Schwann se
desdiferenciam e proliferam no segmento distal a lesdo. Os macréfagos invadem este segmento e fagocitam os restos
de mielina; D= as células de Schwann se orientam formando as bandas de Blingner, ao mesmo tempo que se
observam os cones de crescimento regenerativo no segmento proximal, que progridem auxiliados pelas células de
Schwann; E= os brotos regenerativos crescem e conectam-se ao alvo, e a cromatélise e a excentricidade do nucleo se
corrigem. Os brotos que ndo se conectam com a periferia atrofiam e degeneram (adaptado de NIETO & VERDU,
1998).

Durante a regeneracao, o contato entre o axénio e as células de
Schwann vai estimular a remielinizagao dos axénios ja regenerados, e, a partir
dai, a transmissao eletroquimica entre o corpo celular e os 6rgaos efetores é

refeita (IDE, 1996).
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Figura 4: Esquema da sinalizagcdo na regeneragéo do SNP (Modificado de SNIDER et al., 2002)

Sabe-se que a plasticidade neural permite um ajuste perante
influéncias  ambientais, estabelecendo ou restaurando  conexdes
(ANNUNCIATO, 1994), sendo que a resposta continua do sistema nervoso
sobre informacdes internas e externas que recebe é fundamental para o

controle do movimento, principalmente ap6s uma lesdo nervosa periférica
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(LOWRIE, 1999). Tais ajustes séo especificos e velozes, necessitando de uma
adaptacado no funcionamento dos tecidos nervoso e muscular, sendo muitas
vezes essa plasticidade ampliada, visando uma melhor adaptacado a funcao
neuromuscular sobre as circunstancias externas, como pode ocorrer no caso

de uma lesdo do nervo periférico (LOWRIE, 1999).

1.3 Exercicio fisico e lesao nervosa periférica

Os exercicios fisicos sdo uma das abordagens dos tratamentos
nas doengas neuromusculares. Além da recuperagao funcional, existem ainda
vantagens do uso de exercicios, como forma de prevengdo de complicagdes,
tais como contraturas musculares, atrofias que geram fraqueza muscular e
manutencao do estado geral dos pacientes com patologias do SNP e do SNC
(HERBISON et al.,1983; WHITING; ZERNICKE, 2001).

Dentre as disfungcées do SNP, lesdes ciaticas ou sindromes do
nervo ciatico sdo muito comuns. Na pratica fisioterapéutica utilizam-se
exercicios fisicos ou até equipamentos especificos visando uma melhor, maior
e mais rapida recuperagao dos pacientes. Para as lesdes nervosas periféricas,
varios métodos ja foram empregados, como estimulacao elétrica, ultra-som,
laser de baixa frequiéncia, exercicios fisicos em esteira ou na agua, ativos ou
passivos, todos visando acelerar o processo regenerativo e um precoce retorno
da funcionalidade do paciente (KISNER; COLBY, 1992; WHITING; ZERNICKE,
2001).

Ja existem trabalhos onde foi comprovado o beneficio do

exercicio fisico em pacientes acometidos de doenca neuromuscular. Porém,
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estudos com humanos sao de extrema dificuldade, visto que existem diferentes
tipos de comprometimento, uma grande dificuldade em reunir um numero
adequado de pacientes para que a pesquisa se torne fidedigna, além da
dificuldade em formar um grupo controle adequado pelas dificuldades éticas
(LINDERMAN et al., 1995; WRIGHT et al., 1996).

Varios estudos tém sido realizados com o intuito de responder
qual seria o tratamento mais adequado nesses casos, porém, em pesquisas
realizadas com modelos animais, visando uma maior compreensao dos efeitos
do exercico fisico sobre a lesdo nervosa periférica, diferentes resultados foram
encontrados (HERBISON et al, 1983; LINDERMAN et al., 1995; WRIGHT et al.,
1996). Estes diferentes resultados variam entre estimulagéo, retardo ou mesmo
auséncia de qualquer efeito sobre as estruturas nervosas analisadas (VAN
MEETEREN et al.,1997; HERBISON et al., 1982).

Entre os estudos que demonstram o efeito benéfico do exercicio
fisico na recuperagdo de uma les@o nervosa periférica, verificou-se que o treino
de exercicios acentua o retorno da funcao sensério-motora na fase precoce da
regeneracdo da lesdao do nervo periférico e que os efeitos benéficos de 24 dias
de exercicios depois do esmagamento, persistem até a fase final da
regeneragcdo (VAN MEETEREN et al, 1997). De acordo com este estudo,
quando a carga foi graduada em 35%, com a inclinagdo da esteira, em um
treinamento fisico em ratos, encontrou-se que o treinamento ndo causou
nenhum dano aos musculos durante a reinervagcdo apds o esmagamento do
nervo ciatico, sendo o estimulo do programa de exercicios usado para
aumentar as propriedades das fibras rapidas dos musculos soéleo e plantar de

rato (HERBISON et al., 1982). Em outro estudo, animais com lesdo por
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esmagamento no nervo ciatico, submetidos a treinamento fisico de endurance
na esteira, obtiveram ganho funcional e aumento da regeneracdo quando
comparados a animais que foram submetidos a treino de forca ou treino
concorrente envolvendo os dois treinamentos (ILHA et al., 2008). O suporte do
peso corporal também parece ser um importante fator na recuperacao
funcional. Ratos que sofreram compressdao do nervo ciatico e suportam seu
proprio peso, apresentaram ganho na tensdo tetdnica muscular e na
recuperacao funcional em comparacdo com ratos que tiveram seus membros
posteriores suspensos ( MATSUURA et al, 2001).

Ainda, ratos com lesdo do nervo ciatico que tiveram seu membro
contralateral imobilizado, aumentando a atividade do lado lesado,
apresentaram aumento do didmetro meédio das fibras nervosas mielinizadas
quando comparados com os efeitos da imobilizacdo do membro lesado (EISEN
et al., 1973). Outros estudos também mostraram que a pratica da natacao e de
caminhada prolongada, durante o periodo de desnervacao muscular, causado
por lesdo do nervo ciatico em ratos, diminuiu a atrofia dos musculos
desnervados, ndo impedindo o processo de reinervagao (JAWEED et al., 1974;
IRINTCHEYV et al., 1991).

Confirmando a agao benéfica da natagdo sobre a lesdo nervosa
periférica, foi visto que durante a quarta semana de reinervagao ja ndo havia
mais grande quantidade de debris de mielina e ja existia remielinizacdo nos
axonios de ratos submetidos ao exercicio fisico na agua apds lesdo do nervo
ciatico, quando comparados com aqueles que nao realizaram exercicios
(SARIKCIOGLU; OGUZ, 2001). Em outro estudo, a diferenca entre as

temperaturas da agua demonstrou que ratos submetidos a 30 minutos de
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natacdo em agua fria tiveram seu estoque de glicogénio muscular quase todo
depletado, enquanto que na agua quente ocorreu apenas uma deplecao parcial
(BONINSEGNA et al., 1990).

Por outro lado, existem estudos que mostraram que a natagao
nao interfere na recuperacao sensorio-motora apos a lesdao do nervo ciatico e
que, um programa de caminhada ndo exaustivo em esteira, retarda a
recuperacao em ratos (VAN MEETEREN et al., 1998). A comparagao entre a
natacdo na fase inicial da lesdo (2 semanas poés-lesdo) e na fase tardia (4
semanas pdés-lesao), quando realizada por uma ou duas horas, mostrou que
nao houve diferengca entre os tempos na fase inicial, porém, na fase tardia, a
natacdo por duas horas foi prejudicial a reinervagdo muscular, efeito
evidenciado pela diminuicdo do conteudo protéico total muscular ( HERBISON
et al., 1974). Além disso, foi observado que a atividade motora intensa (4horas
de natacdo/dia), realizada diariamente através da natacao, levou a deficiéncia
na diferenciacdo das fibras nervosas em regeneragao, em ratos submetidos ao

esmagamento do nervo ciatico (GUTMANN; JAKOUBEK, 1963).

Embora a maioria das respostas e adaptagbes ao exercicio na
agua seja qualitativamente semelhante as resultantes do exercicio em terra,
existem diferencas quantitativas que podem afetar a prescricao de programas
de atividades recreativas, terapéuticas e reabilitadoras. A forca de flutuagéao,
maior viscosidade e a condutividade térmica aumentada da &agua em
comparagcao com o ar usualmente alteram o dispéndio energético aerobico
durante o exercicio submaximo na agua, de modo que pode ser maior, igual,
ou menor do que na atividade em terra (RUOTI et al.,, 2000). Os efeitos

combinados da densidade da agua e pressdo hidrostatica criam uma
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compressao significativa sobre todos os tecidos do organismo na imerséao
(RUOTI et al., 2000), sendo que a viscosidade, que é o atrito interno entre as
moléculas, encontra-se aumentada, e é de suma importancia para o inicio da

reeducacao muscular (SKINNER ; THOMSOM, 1985).

Durante o periodo de imersédo os efeitos fisiologicos sé&o
basicamente uma elevagao geral na temperatura corporal (RUOTI et al., 2000;
ROCHA, 1994). O corpo ganha calor através das areas que estdo debaixo
d'agua, porém sO consegue perdé-lo a partir da vasodilatagdo dos vasos
cutdneos e da secrecdo das glandulas sudoriparas das regides que se
encontram fora da agua. O corpo ganha calor da 4gua a partir da converséo de
energia durante o exercicio. Portanto, uma elevacao da temperatura corporal €
inevitavel. A medida que a pele se torna aquecida, os vasos sangiiineos
superficiais dilatam-se e o suprimento sangiineo periférico € aumentado, ao
mesmo tempo ocorrendo um aumento da freqléncia cardiaca por essa
elevacdao da temperatura. O calor relativamente fraco da agua reduz a
sensibilidade das terminagdes nervosas sensitivas e, assim, o calor da agua
ajuda a aliviar a dor além da reducdo do espasmo muscular (SKINNER;

THOMSOM, 1985; ROCHA, 1994; RUOT!I et al., 2000).

O escasso retorno funcional depois do reparo do nervo periférico
em humanos tem motivado uma grande quantidade de estudos em modelos
experimentais, o que tem colaborado para um maior entendimento dos eventos
moleculares e celulares em torno da regeneracao nervosa (MACKINNON et al.,

1985).
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Além dos pontos positivos e negativos encontrados nos
resultados das pesquisas comentadas anteriormente, o que leva a necessidade
de novas pesquisas que confirmem alguns resultados, existe também a
necessidade de determinar o tempo de atividade fisica a ser realizada. Estudos
ja determinaram a intensidade ideal do exercicio fisico, quando ele pode ser
considerado anaerdbico ou passar a aerdbico, porém ndo se sabe qual
intensidade de treinamento fisico € benéfica na regeneracao nervosa axonal (
GOBATTO et al., 2001; VOLTARELLI et al., 2002). Além disso, é sabido que o
uso da natagao para ratos é um modelo de exercicios que apresenta vantagens
sobre a esteira, pois a natagdo € uma habilidade natural do rato, o que evita a
selecdo de animais, necessdria para o protocolo experimental com o uso de
esteira de corrida (GOBATTO et al.,2001).

Por estes motivos, este trabalho visa estudar os efeitos de
exercicios fisicos dentro da agua aquecida sobre 0s processos regenerativos
em uma lesao nervosa periférica por esmagamento. Busca-se ainda, com base
nesse resultados, a viabilizacao da prescricao adequada de um programa de
treinamento fisico para melhor recuperacdo funcional e neural de animais

submetidos a lesao do nervo ciatico.
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2-OBJETIVOS

2.1-Objetivo Geral

Estudar os efeitos do treinamento fisico na agua aquecida (31 °C)
sobre a regeneracao nervosa periférica em ratos machos adultos apos lesao

traumatica experimental do nervo ciatico direito.

2.2-Objetivos Especificos

- Analisar a recuperacdo da locomog¢ao durante o periodo de
treinamento utilizando o indice de Funcionalidade do Ciatico (VAREJAO et al.,

2001)

- Avaliar a reinervagdo muscular pela atividade da enzima
acetilcolinesterase especifica no musculo gastrocnémio direito utilizando o

método espectrofotométrico de Ellman e colaboradores (1961)

- Avaliar a regeneracdo do nervo ciatico, utilizando andlises
histologica e morfométrica da densidade de fibras mielinicas; estimativa da

area média das fibras mielinicas; espessura média da bainha de mieling;
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diametro do axénio e diametro da fibra; além da estimativa entre diametro da
fibra e didmetro do axénio (razdo g) na porgao distal a lesdo, apds cinco
semanas de treinamento fisico na agua aquecida, em ratos machos adultos
com compressao do nervo ciatico direito (DE MEDINACELI, 1995; ILHA et al.,

2008).
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-Modelo Animal

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos, adultos, provenientes
do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, com variacao de peso entre 250-380 g, mantidos em
caixas moradia com agua e racao “ad libitum”, permanecendo em ciclo
claro/escuro de 12 horas cada. Os animais foram tratados de acordo com as
recomendagb6es da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e conforme Lei
n°6638 de 08/05/1979 do Brasil, que regulamenta o uso de animais para

pratica didatico-cientifica.

3.2-Tratamento da Amostra

Os animais foram randomicamente divididos em trés (3) grupos.

Grupo 1- N=8 Nado Livre (NL), onde os animais sofreram cirurgia

de esmagamento do nervo ciatico e foram submetidos ao treinamento de

natacao;
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Grupo 2- N=8 Sedentario (SED), onde os animais sofreram
cirurgia de esmagamento do nervo ciatico e n&o foram submetidos a
treinamento fisico;

Grupo 3- N=8 Controle (CON), onde os animais nao sofreram

intervencao cirdrgica e nem treinamento fisico.

3.3-Procedimento Cirurgico

Os animais dos grupos 1 e 2 foram pesados e posteriormente
anestesiados com ketamina e xilasina (90/15 mg/kg respectivamente; ip.;
Vetbrands, Brasil). Em seguida, foi realizada uma tricotomia e a assepsia da
regiao glutea direita com alcool iodado. Por meio de uma inciséo longitudinal de
aproximadamente 1 cm no integumento (Figura 5A), os musculos do quadril
foram expostos e afastados para a identificacao do nervo ciatico direito (Figura
5B). Apds a localizacdo do nervo, o mesmo foi pingado (Figura 5C) e
comprimido em sua emergéncia, logo apos o limite inferior do musculo gluteo
maximo, através de uma pinga hemostatica com 1 mm de espessura, por 30
segundos (Figura 5D; BRIDGE et al., 1994).

A descontinuidade das fibras nervosas foi comprovada pela
aparéncia transparente do segmento do nervo e a integridade do epineuro
constatada pela continuidade do mesmo, sendo em seguida realizada a sutura
da pele. Ap6s o procedimento cirargico, o animal foi colocado em uma nova

caixa para repouso e recuperagao.
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Figura 5: Imagens digitalizadas do procedimento cirdrgico de esmagamento do nervo citico direito. As setas mostram:
em A, incisdo longitudinal da pele; B afastamento da musculatura glitea e visualizagdo do nervo cidtico; C ,
pingamento do nervo ciatico direito; e D, esmagamento do nervo ciatico direito com auxilio de uma pinga hemostatica.

3.4-Tanque de Agua

Os animais foram treinados em tanques de vidro, medindo 100 x
60 x 20 cm, com 80 L de 4gua (Figura 6). A agua foi mantida aquecida a 31 °C
(+/- 1°C) através de aquecedores acoplados a um termostato (RESUN RH9000

-150W, Brasil).
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Aquecedor
acoplado ao
termostato

Figura 6: Tanques para natagdo,com &gua aquecida a 31°C através de um aquecedor

acoplado a um termostao.

3.5-Treinamento

Uma semana apos a intervengao cirirgica, todos os ratos foram
submetidos a adaptacdo ao local de treinamento, onde permaneceram por
cinco minutos na agua aquecida a 31°C, individualmente. Logo depois de
retirados da agua, foram secos e recolocados nas caixas moradias.

Ap6s uma semana de adaptagdo iniciou-se o treinamento da
seguinte maneira:

O grupo NL iniciou a primeira semana de treinamento, nadando
10 minutos, chegando ao final da semana com 25 minutos; na segunda
semana iniciou com 25 minutos de nado e finalizou a semana com 35 minutos;
na terceira semana iniciou com 35 minutos e finalizou com 45 minutos; na

quarta semana iniciou com 45 minutos de treino e finalizou com um tempo total



25

de 60 minutos, permanecendo neste volume durante a quinta semana de

treinamento (Figuras 7 e 8).

O grupo SED e o grupo CON nao foram submetidos a nenhum

tipo de treinamento.

Volume semanal de treinamento
60 60

Tempo (min)

1 2 3 4 5
Semanas de treinamento

Figura 7: Gréfico da progresséo do treino ao longo das semanas

de treinamento do estudo

Figura 8: Rato nadando durante o treinamento.
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3.6-indice de Funcionalidade do Ciatico (IFC)

Os animais foram submetidos a avaliacbes funcionais durante
todo o periodo de treinamento. As avaliagdes iniciaram-se um dia antes do
primeiro treinamento, 0 que correspondeu a duas semanas apdés O
procedimento cirurgico. As avaliagées foram realizadas diariamente na primeira
semana de treino e semanalmente nas semanas seguintes, sendo que a ultima

avaliacéo foi realizada 48 horas apds o ultimo treino (Figura 9).

Cirurgia Pré-Treino 1 sem péds 2 sem pés 3 sem pés 4 sem pos 5 sem pos

1sem 2sem

Repouso Adaptacao pi D2 D3 D4 DS

Periodo de Treinamento

Figura 9: Esquema temporal das avaliagdes do IFC. D1=1° dia de treino; D2= 2° dia de treino; D3= 3° dia de treino;
D4= 4°dia de treino; e D5= 5°dia de treino.

Para verificagdo do indice de funcionalidade do ciatico, os
animais foram treinados a atravessar uma pista (100 cm X 8,5 cm) em direcéo
a um esconderijo escuro (Figura 10). Durante as avaliagdes, a regiao plantar
dos membros posteriores foi molhada em uma almofada de carimbo com tinta e
o animal foi colocado para atravessar a pista coberta com um papel branco.
Durante a travessia, marcas da regiao plantar dos membros posteriores foram
impressas sobre o papel (Figura 11), e estas foram utilizadas para a

determinagéo do IFC (VAREJAO et al., 2001) pela seguinte férmula:

SFI= -38.3(EPL — NPL)/NPL + 109.5(ETS — NTS)/NTS + 13.3(EIT — NIT)/NIT - 8.8



27

Figura 10: Pista para marcagao da regido plantar dos membros posteriores dos ratos, coberta com
papel .

Figura 11: Ap6s a caminhada na pista, ficam marcados no papel a regido plantar dos membros

posteriores.
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A mensuragdo do indice da condigcdo funcional do ciatico
utilizando o modelo da caminhada foi inicialmente proposto por De Medinaceli
(1982), sendo modificado por Bain (1989) e amplamente utilizado em diversos
estudos posteriores (TUMA et al., 1999; VAN MEETEREN et al., 1997a; VAN

MEETEREN et al.,1998; VAREJAO et al., 2001). Onde:

EPL (experimental print length) corresponde ao comprimento da
marca no lado experimental (com lesao do ciatico);

NPL (normal print length) corresponde ao comprimento da marca
no lado normal (sem les&o do ciatico);

ETS (experimental total spreading) corresponde a distancia linear
do centro da marca do primeiro dedo ao centro da marca do quinto dedo no
lado experimental;

NTS (normal total spreading) corresponde a distancia linear do
centro da marca do primeiro dedo ao centro da marca do quinto dedo no lado
normal;

EIT (experimental intermediary toe) corresponde a distancia linear
entre os centros do segundo e quarto dedos no lado experimental;

NIT (normal intermediary toe) corresponde a distancia linear entre

os centros do segundo e quarto dedos no lado normal (Figura 12).

As medidas foram realizadas com auxilio de um paquimetro, e a
unidade utilizada em todas as medidas descritas acima foi o milimetro. Os
resultados obtidos pela férmula significaram o percentual do déficit do lado

lesado, comparado ao lado ndo lesado. Um indice de proximo a 0 (£ 11)



29

representa a fungdo normal, enquanto um indice proximo a —100 significa a

perda completa da funcéo ( DE MEDINACELI et al., 1982).

Pata Normal Pata
Experimental

— IS

» I

\

-y

EPL

Figura 12: Exemplo da marca da regido plantar controle e da regiao plantar experimental, onde s&o adquiridas medidas
referentes ao comprimento da pata, distancia entre os dedos , onde NTS=distancia linear do centro da marca do
primeiro dedo ao centro da marca do quinto dedo no lado normal; NIT=distancia linear entre o centro do segundo e do
quarto dedo no lado normal; NPL=comprimento total da marca do lado normal; ETS=distancia linear do centro da
marca do primeiro dedo ao centro da marca do quinto dedo no lado experimental; EIT=distancia linear entre o centro do
segundo e do quarto dedo no lado experimental; e EPL=comprimento total da marca do lado experimental.

3.7-Coleta de Material para Analises Histoldgica e Bioquimica

Apl6s as cinco semanas de treino, tanto os animais dos grupos
experimentais, quanto os animais do grupo controle, foram pesados e
anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg, ip; Cristalia,Brasil), heparinizados
com uma injecao intracardiaca de 1000 Ul de heparina (Cristalia, Brasil), e
perfundidos transcardiacamente com auxilio de uma bomba peristéltica
(Control Company, Brasil). Inicialmente foi realizada a lavagem da arvore

vascular, utilizando-se 400 mL de solucéo salina 0,9%, sendo logo em seguida
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retirado o musculo gastrocnémio através de uma incisdo na regido dorsal do
membro posterior direito. Os musculos foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer (-70° C) para posterior analise
bioquimica. Apds, foi perfundido com 400 mL de solucao fixadora composta de
glutaraldeido 0,5% (Sigma, EUA) e paraformaldeido 4% (Synth, Brasil), em
tampao fosfato (TF), 0,1M, pH 7,4.

Depois da perfusdo foram retiradas as porcoes distais a lesao do
nervo ciatico direito, usando os mesmos parametros de localizagdo para o
grupo controle, sendo estes imersos em uma solugdo fixadora de
paraformaldeido 2% e glutaraldeido 1,5% diluidos em TF 0,1 M, pH 7,3, por 1 h
a temperatura ambiente. A seguir, o material foi mantido a 4°C até o

procedimento de inclusdo em resina Durcupan.

3.7.1- Histologia e Morfometria do Nervo Ciatico

A porgao retirada do nervo cidtico foi submetida ao seguinte
protocolo (RODRIGO et al., 1996):

-duas lavagens em tampé&o fosfato 0,1M pH 7,4, por 15 min;

-duas lavagens em tampéao fosfato 0,1M pH 7,4, por 30 min;

-imersdo em OsO4 1% (Sigma,EUA) por 1 h;

-desidratagdo em alcool: 2 vezes 5 min em alcool 50%;

2 vezes 10 min em alcool 70%

2 vezes 20 min em alcool 96%

2 vezes 20 min em alcool 100%
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-colocados em oOxido de propileno (Electron Microscopy Sciences,
EUA) por 5 min;

-colocados em Oxido de propileno mais Durcupan ACM (Fluka,
Suiga) por 10 min;

-colocados em Durcupan ACM (Fluka, Suica) submetidos por 24
h ao vacuo;

-incluidos em blocos de Durcupan ACM (Fluka, Suica) e
polimerizados em estufa a 60° C por 48 h.

Apoés, foram realizadas sec¢des transversais semifinas (1 um) em
um ultramicrotomo (MT 6000-XL, RMC, Tucson, EUA) com navalhas de vidro e
analisadas com microscopio Optico apds a coloragdo em azul de toluidina 1%,
diluido em tetraborato de sédio 1%. (MERCK, Alemanha).

Posteriormente, imagens de cortes das porc¢des distais do nervo
foram digitalizadas (inicialmente 1000x e depois ampliada 200x para analise),
usando um microscopio Nikon Eclipse E-600 (Toquio-Japao), acoplado a uma
camera de Alta Performance Pr6-Séries CCD e o Software Image Pro-Plus 4.1
(Media Cybernetics, Bethseda, MD). Para avaliagao morfométrica, dez imagens
foram obtidas, randomicamente, de cada nervo, variando entre imagens da
periferia do nervo e imagens centrais do nervo, para obtencdo de uma é&rea
representativa por nervo (33.160 um?; de area analizada por segmento).

A mensuracao foi realizada nas fibras mielinicas e incluiram: (1)
densidade de fibras mielinicas (nimero de fibras/mm?); (2) area média das
fibras (um?2); (3) didmetro do axénio (um); (4) didmetro da fibra mielinizada

(um); (5) espessura média da bainha de mielina (um); e (6) razao g (estimativa
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entre didmetro da fibra e didmetro do axénio; uma medida do grau de
mielinizagao).

Fibras nervosas individuais foram contadas e a densidade de
fibras mielinicas foi determinada pela proporcao de fibras mielinicas/area total
analisada. A espessura media da bainha de mielina foi estimada usando a
ferramenta de medidas do Software Image Pro Plus. As medidas da area foram
estimadas com a técnica de contagem de pontos (GUNDERSEN; JENSEN,
1987; HERMEL et al., 2006; ILHA et al., 2008), usando uma grade de

densidade de pontos de 1 ponto por 1,56 um? e a seguinte equacao:
A=3p.a/p

Onde, A é a area, =p é a soma dos pontos, e a/p é o valor da
area ponto (1,56 ym?). Para estimar o diametro das fibras e do axénio, a area
individual de cada fibra foi mensurada e o valor obtido foi convertido ao

didametro de um circulo, obtendo-se, entdo, um numero equivalente a area.

3.7.2 — Deteccdo Bioquimica da Atividade da Enzima

Acetilcolinesterase no Muculo Gastrocnémio

O musculo gastrocnémio direito foi removido logo apés a lavagem
do material para fixacdo com solugéo salina. Para determinar a atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE), o material retirado foi homogeneizado em
tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,2 contendo Triton X-100 1% (Sigma, EUA),
centrifugado (Biorad 680, Brasil) a 1000 g por 15 min a 4°C e o sobrenadante

utilizado como fonte de AChE total.
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A atividade da enzima foi determinada pelo método
espectrofotométrico descrito por Ellman e colaboradores (1961). O meio de
incubacao continha tampao fosfato de potassio 24 mM pH 7,2, acido 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB, Sigma EUA) 10 mM, iso-OMPA 0,1 mM
(inibidor especifico de butirilcolinesterase, Sigma, EUA) e a fonte enzimatica.
Apb6s 2 min de pré-incubacdo em temperatura ambiente, a reacao foi iniciada
pela adicdo do substrato iodeto de acetiltiocolina (Sigma, EUA) 0,8 mM e
monitorada por 5 min (30-30 segundos) a 412 nm em espectrofotdmetro
(Hitachi CT 70 MX, Japao).

A dosagem de proteinas foi realizada de acordo com o método de
Lowry e colaboradores, (1951) e a atividade da AChE foi expressa como pumol

de substrato hidrolisado por hora por mg de proteina.

3.8-Andlise Estatistica

O indice de funcionalidade do ciatico foi analizado utilizando
analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas seguida pelo teste de
post-hoc de Fisher LSD (n=8 animais por grupo). Para as medidas
morfométricas (n=6 animais por grupo) e para a medida bioquimica da AChE
(n=3 animais por grupo), uma ANOVA de uma via foi utilizada; seguidos pelo
teste do post-hoc de Fisher LSD a significancia foi considerada com P<0,05
para ambos. Os dados foram analisados no SPSS® 11.5 (Statistical Package

for the Social Sciences, Inc., Chicago, USA).
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4- RESULTADOS

Observagao do Comportamento dos Animais na Agua

A andlise comportamental foi realizada através da observacao
dos animais durante o periodo de exercicio na agua. Inicialmente, nas
primeiras sessbes de exercicio, os animais do grupo NL, ao serem colocados
na agua, nadavam com bastante rapidez por alguns minutos e, pareciam
procurar um local para escapar, porém, como ndao o encontravam, adotavam o
comportamento de flutuacdo no canto do tanque. Este comportamento era
inibido através de estimulos com toques no préprio animal. Com a progressao
do exercicio, os animais foram ficando menos agitados e também ja nao
apresentavam o comportamento de flutuagcdo seguidamente, sendo este por
vezes ausente durante toda sessao de exercicio.

Outro aspecto comportamental importante é que, inicialmente, os
animais defecavam em grande quantidade, sendo que progressivamente esta
quantidade foi diminuindo, e ao final do estudo ja eram muito poucas. Porém,

esta quantidade nao foi quantificada e nem pesada.
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indice de Funcionalidade do Nervo Ciatico

Para calcular o IFC, um total de 1980 marcas de patas foram
analisadas, incluindo avaliacao pré-treino, avaliacbes diarias durante a primeira
semana de treinamento e da primeira a quinta semana pos-treino. As curvas do
IFC sao apresentadas na figura 13.

No grupo controle o IFC permaneceu estavel, em torno de -10,
considerado normal, durante todo o experimento. Na avaliagdo pré-treino, os
valores do IFC para os grupos experimentais foram significantemente menores
do que o grupo controle (P < 0,001). Este resultado indica perda de funcéao
motora no membro posterior direito, duas semanas ap0s 0S Qgrupos serem
submetidos a cirurgia para o0 esmagamento do nervo ciatico, 0 que confirma a
efetividade da cirurgia. Este resultado se manteve durante a primeira semana
de treinamento, ndo havendo diferenca entre os grupos sedentario e nado livre.

Na segunda semana de treinamento, tanto o grupo sedentario
quanto o grupo treinado, j& nao apresentavam diferenca estatisticamente
significante quando comparados com o grupo controle, por mais que ainda
permanecessem abaixo do indice de normalidade (P > 0,05).

Na terceira e na quarta semana de treinamento o grupo que
realizou natagdo ndo apresentou diferenga estatisticamente significante do
grupo controle (P > 0,05), enquanto o grupo sedentério diferiu estatisticamente
do grupo controle (P = 0,05; P = 0,01, respectivamente), porém, ndo do grupo
treinado (P > 0,05).

Ao final do periodo de treinamento, ou seja, na quinta semana de

treino, 0s grupos experimentais se igualaram ao grupo controle, ndao diferindo
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mais estatisticamente, permanecendo dentro dos valores de normalidade para

o indice de funcionalidade do ciatico.

indice

-110 | 1 i | 1
Pré- dia 1 dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 sem 1 sem2 sem3 sem4 semb

Tempo

Figura 13: Comparagao da recuperagao funcional determinada pela Indice de Funcionalidade do Citico (IFC) antes do
treinamento de natacéo, durante o periodo de treino e apds o término do treinamento. O grafico mostra a comparagéo
entre os grupos CON, SED e NL. “a” = quando o grupo sedentario for diferente do controle; “b” = quando o grupo nado
livre for diferente do controle. CON=Controle; SED= Sedentario; NL= Nado Livre.

Analise Histoldgica

As caracteristicas histolégicas do nervo ciatico dos ratos do grupo
controle apresentaram uma distribuicdo regular de fibras mielinicas de
diferentes didmetros, com tamanho de fibra e espessura da bainha de mielina
proporcionais, como mostra a figura 14. Pode-se observar ainda, fibras

amielinicas e a presenga de fibroblastos.
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Figura 14: Imagem digitalizada de um corte transversal do nervo ciatico de rato do grupo controle. Observar: Ax=

axonio; CS= célula de Schwann; F= fibroblasto; FA= fibras amielinicas; M= bainha de mielina; * (asterisco)= espago

entre as fibras nervosas. Barra= 10 um.

No grupo sedentéario, que sofreu cirurgia para esmagamento do
nervo ciatico mas nao realizou exercicio, as caracteristicas histologicas foram
diferentes do grupo controle. Observou-se uma diminuicdo no tamanho das
fibras mielinicas, um aumento do tecido conjuntivo entre as fibras nervosas,
pois existe um afastamento entre as fibras que gerou este aumento. Houve
também alteragdo no formato das fibras nervosas e fragmentos de bainha de
mielina no espaco intersticial, que indicam a permanéncia de processo
degenerativo, além da presenca de macréfagos, que estdo carregados de

vacuolos (Figura 15).
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Figura 15: Imagem digitalizada de um corte transversal do nervo ciatico de rato do grupo sedentario. Observar: Ax=

axonio; CS= célula de Schwann; M= mielina; RD= restos de degeneracédo; Mg= macréfagos; V= vaso sanguineo; *

(asterisco)= espaco entre as fibras nervosas ocupado por tecido conjuntivo. Barra= 10 pm.

No grupo nado livre, onde os ratos foram submetidos a cirurgia
para esmagamento do nervo ciatico e treinamento de natacdo, apresentaram
persisténcia de fibras em degeneracao, algumas com uma aparéncia gigante,
sendo que existe uma predominancia de fibras mielinizadas pequenas. Além
disso, 0 aumento do tecido conjuntivo entre as fibras nervosas permanece,
levando a um aumento do espaco. Existe alteragcdo no formato das fibras e
fragmentos de bainha de mielina soltos no espaco intersticial. Porém, quando
se comparam diferentes imagens de cortes entre 0os grupos sedentario e nado
livre, percebe-se que as fibras nervosas do grupo nado livre sdo de menor

tamanho, porém em uma fase de remielinizagdo mais avangada, sendo que, 0s
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macréfagos carregados de vacuolos, aparentes no grupo controle ndo sao

vistos no grupo treinado (Figura 16).

Figura 16:Imagem digitalizada de um corte transversal do nervo ciatico de rato do grupo nado livre. Notar: Ax= axdnio;

FG= fibra gigante; M=mielina; Ma= mastdcitos; RD= restos de degeneragao; * (asterisco)= espagco endoneural. Barra=

10 pm.

Analise Morfométrica

A analise morfométrica da porcao distal do nervo ciatico direito
dos grupos experimentais, nado livre e sedentario, mostraram uma tendéncia a
um aumento na densidade de fibras nervosas do nervo, quando comparados
com o grupo controle, porém nao houve diferenca estatisticamente significante

(P =0,139; P= 0,08, respectivamente; Figura 17).
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Em relacdo a espessura da bainha de mielina, os grupos NL e
SED foram diferentes estatisticamente do grupo controle (P<0,001), porém
entre os dois grupos experimentais ndo houve diferenca; as fibras
apresentaram semelhante espessura da bainha de mielina (Figura 18).

Quando analisada a média da areas das fibras nervosas, o
resultado foi semelhante, sendo o0s grupos experimentais diferentes
estatisticamente do grupo controle e nao diferindo entre si (P<0,001; Figura
19).

Tanto o didmetro das fibras nervosas (Figura 20), quanto o
didmetro dos axénios (Figura 21), apresentaram diferenca significativa dos
grupos experimentais em comparagdo com o grupo controle (P<0,001). Este
resultado também se repetiu na analise do g ratio onde o0s grupos
experimentais apresentaram diferenca significante quando comparados ao

grupo controle (P<0,001; Figura 22).
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Figura 17: Gréfico de resultados da medida da densidade das fibras mielinicas do nervo ciatico direito. Ndo houve
diferenca entre os grupos experimentais e o grupo controle (P>0,05).
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Figura 18: Grafico de resultados da medida da espessura da bainha de mielina das fibras nervosas do nervo ciatico

direito. * (asterisco) = quando grupos sedentério e nado livre forem diferentes do controle (P<0,05).
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Figura 19: Gréfico de resultados da medida da area média das fibras mielinicas. * (asterisco) = quando os grupos
sedentario e nado livre forem diferentes do controle (P<0,05).

Diametro medio das fibras mielinicas

Didm etro (um)
=
|

Controle Sedentario MNado e

Figura 20: Gréfico de resultados da medida do didametro médio das fibras mielinicas do nervo ciatico direito. *
(asterisco) = quando os grupos sedentario e nado livre forem diferentes do controle (P<0,05).
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Figura 21: Gréfico de resultados da medida do didametro médio dos ax6nios do nervo cidtico direito. * (asterisco) =

quando os grupos sedentario e nado livre forem diferentes do controle (P<0,05).
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Figura 22: Gréafico de medida do grau de mielinizagdo, uma estimativa entre o didmetro da fibra e o didmetro do axénio.
* (asterisco)= quando os grupos sedentario e nado livre forem diferentes do grupo controle (P<0,05).
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Atividade Acetilcolinesterase

As medidas da atividade da enzima AChE n&o mostraram
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (P>0,05),
porém os dois foram diferentes do grupo controle (P<0,05). Pode-se notar uma
tendéncia existente no grupo treinado em apresentar maior atividade da AChE
no musculo gastrocnémio direito do que o grupo sedentdrio mas, essa

diferenga néo € estatisticamente significativa (P>0,05; Figura 23).

AChE
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Figura 23 :Atividade da AChE no musculo gastrocnémio de ratos submetidos ou ndo a natagdo. * (asterisco) = quando
sedentario e treinado sao diferentes do controle (P<0,05).
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5-DISCUSSAO

Em busca de novas estratégias, que acelerem a regeneracao
nervosa e a recuperacao funcional apdés uma lesdao de nervo periférico,
diferentes estudos tém utilizado o nervo ciatico como modelo experimental de
lesao nervosa periférica (EISEN et al, 1973 ;JAWEED et al, 1974; JAWEED et
al, 1982; VAN MEETEREM et al.,1998; RODRIGUEZ et al., 2004; ILHA et al.,
2008). Sabe-se que o nervo ciatico de ratos possui um tronco nervoso
adequado e de facil manipulacao cirurgica (RODRIGUEZ et al., 2004), além de
demonstrar detalhes celulares, que sao indistingliveis do nervo periférico
humano (Mackinnon et al., 1985). Além do mais, a lesdo experimental do nervo
ciatico provoca alteracbes motoras semelhantes aquelas encontradas nas
neuropatias periféricas (DE MEDINACELI et al., 1982; 1985; RODRIGUEZ et
al., 2004; ILHA et al. 2008).

Diversos estudos experimentais tentam estimular a regeneragao
do nervo ciatico e promover a reinervacao dos érgaos-alvo, para isso utilizam
técnicas que se aproximam da pratica fisioterapéutica utilizada no tratamento
humano (JAWEED et al., 1974; VAN MEETERM et al., 1997b; MATSUURA et
al., 2001; MENDONGCA et al., 2003; GIGO-BENATO et al, 2004; RASO et
al.,2005). O presente estudo utilizou um modelo de esmagamento do nervo

ciatico de ratos para investigar a hipétese de que o treinamento fisico na agua
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aquecida atue positivamente sobre a recuperacdo funcional e alteracdes
morfolégicas na regeneragao nervosa periférica.

Nossos resultados mostraram que 0S Qrupos experimentais
(treinados e sedentarios) recuperaram a funcdo motora ap6s uma semana de
treinamento, sendo que, ap6s quatro semanas de treino, atingiram o indice de
normalidade, quando submetidos a avaliagdo pelo IFC, ndo tendo a natacao
interferido. Por outro lado, a natacado nao acelerou o processo de regeneracao
nervosa, nem o retardou. Outro estudo em nosso laboratorio, onde ratos foram
submetidos a mesma técnica cirdrgica de esmagamento do nervo ciatico e a
um treinamento em esteira, ou de forca, ou ambos, os animais dos grupos
experimentais e sedentario também tiveram recuperacdo da funcdo motora
apds a primeira semana de treinamento e alcangaram o indice de normalidade
em quatro semanas de treinamento (ILHA et al, 2008).

Ja foi visto que a natacéo pré- ou pds-esmagamento do nervo
ciatico, iniciada 24 horas ap0s a lesédo, néo altera o indice de funcionalidade do
ciatico, e que 21 dias apds a lesdo do nervo ciatico os ratos recuperam a
funcdo motora (VAN MEETEREM et al., 1998), estando estes resultados
parcialmente de acordo com os nossos achados. No entanto, em nosso estudo
parece haver uma melhora na terceira e na quarta semana de treinamento no
grupo que nadou, porém nao aconteceu no grupo sedentario, visto que o IFC
do grupo treinado se iguala aos do grupo controle, enquanto o grupo sedentario
permanece diferente ao controle, igualando-se recém ao final da quarta
semana de treino (42 dias apo6s a lesao do nervo ciatico). Esta diferenca entre
os dois resultados pode ser devida a um maior tempo de recuperacdo pos

lesdo, e isto tenha sido mais benéfico visto que, estudos eletrofisiologicos
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prévios mostram que a reinervacao funcional do membro posterior se inicia na
segunda ou terceira semana apos a lesdo do nervo ciatico em ratos e que
submeter estes musculos ao esfor¢co antes deste periodo pode ser prejudicial
(HERBISON et al, 1983). Talvez um periodo intermediario para iniciar a
natacdo seja entre os periodos que foram realizados por Van Meeterem e
colaboradores (1998) e o periodo de nosso estudo, ou seja, apds uma semana
da lesdo do nervo ciatico, visto que se inicia 0 processo de regeneracao e
talvez a influéncia do exercicio junto com as propriedades da agua aquecida,
nessa fase, seja mais benéfico e possa acelerar o processo de regeneracao.

A enzima AChE é a responsavel primaria pela rapida eliminagao
da acetilcolina (ACh) na jungdo neuro-muscular, hidrolisando-a apds sua
liberacdo em uma sinapse colinérgica, permitindo o controle temporal preciso
de uma contracdo muscular (MASSOULIE et al., 1993). A AChE é transportada
através do axdnio, ou esta presente na juncdo neuromuscular em situacoes
normais. No caso de lesdo axonal, hda uma diminuicdo de seu conteudo na
juncdo neuro-muscular, e, para que este conteudo normalize, € necessario que
seja reestabelecido o contato entre o corpo do neurénio e o érgdo alvo, neste
caso o musculo, através da regeneracgdo axonal (MASSOULIE et al., 1993).

A AChE possui diferentes formas moleculares, que podem ser
similares em suas propriedades cataliticas, porém, diferentes nos seus
parametros hidrodinamicos e interagdes ibnicas ou hidrofébicas. As formas sao
distingliidas por suas estruturas quaternarias e podem ser: “A” (assimétrica,
A12, A8, A4) ou “G” (globular, G4, G2, G1), sendo a G4 a forma mais

encontrada na musculatura esquelética (MASSOULIE et al., 1993).
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Nossos resultados mostram que a atividade enzimatica da AChE
estava presente na musculatura dos animais dos grupos experimentais, porém
o conteudo total da enzima esta diferente do conteudo total enzimatico
encontrado nos ratos controle. Esses resultados mostram que mesmo quando
a atividade muscular, no caso do musculo gastrocnémio, ndo esta totalmente
normalizada, a funcionalidade do membro foi reestabelecida, como mostrado
nos resultados do IFC. Em um estudo que submeteu os ratos sadios a natacao,
duas vezes por dia, por 12 -15 semanas, foi encontrado aumento no contetdo
de AChE em sua forma G4 no musculo gastrocnémio, mostrando que o
exercicio fisico, durante o qual aumentam as contragdes musculares, aumenta,
também, o conteldo enzimatico de AChE na sua forma G4, por necessitar
maior captacao e degradacao da ACh da juncdo neuromuscular (GRISIGER et
al., 1991).

Estes resultados estdo de acordo com nossos resultados da
atividade da enzima AChE pois, os ratos que foram submetidos a cirurgia de
esmagamento do nervo cidtico direito, tanto o grupo NL quanto o grupo SED,
apresentaram niveis significativos de AChE. A presenca de atividade da
enzima AChE no musculo gastrocnémio desnervado, significa que o processo
de regeneragdo nervosa esta presente e que ja ha atividade motora na
musculatura desnervada.

Esta semelhanca entre os resultados do grupo SED e do grupo
NL, pode ser devido ao estresse dos ratos submetidos ao exercicio, visto que,
quando os ratos sdo submetidos ao exercicio fisico na agua, isso gera uma

reacao de estresse no animal, pois, desde que o animal é colocado na agua,
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por mais que os ratos sejam habeis a nadar, acredita-se que haja um esforco
do animal para sobreviver (GOBATTO et al. 2001).

Um estudo mostrou que animais submetidos ao exercicio fisico
de natagdo ou corrida na esteira tém seus niveis de corticosterona aumentado
quando comparado com animais em repouso. Porém, as concentragdes de
ACTH (hormdnio adrenocorticotrdépico) sdo mais altas apenas nos ratos
submetidos a natagdo em comparagao ao grupo controle mas, nao apresentam
diferenca estatisticamente significante quando comparados ao grupo
exercitado na esteira (CONTARTEZE et al., 2007). A liberacdo de ACTH com
consequente sintese de glicocorticéides apds um estimulo, é considerado um
agente estressor, sendo que o exercicio de natacao desencadeia uma resposta
apropriada ao estresse, aumentando os niveis de ACTH e as concentracdes de
corticosterona (CONTARTEZE et al., 2007).

Sabe-se também que a sintese protéica e o catabolismo de
proteinas muscular de galinhas, sdo afetados sob administracao de corticéides,
e respectivamente diminuido e aumentado, os quais contribuem juntos para a
diminuicdo do acumulo protéico durante um longo tempo de administragdo de
corticéides (DONG et al.,, 2007). Em ratos, a queda de proteinas miofibrilares
no musculo esquelético progride através de duas fases distintas em resposta a
administracao crénica de glicocorticoides, uma fase inicial (4-5 dias), durante a
qual aumenta a protedlise, seguida por uma fase tardia na qual a protedlise é
diminuida (KAYALI et al., 1987; 1990).

Estes resultados podem explicar porque o conteudo da enzima
AChE dos ratos submetidos a natagdo, mesmo com trabalho muscular

aumentado, ndo retornou ao seu nivel normal, uma vez que os ratos foram
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submetidos ao estresse, o0 que levou a um aumento nos niveis de
corticosterona, levando inicialmente a um aumento da protedlise, seguido de
sua diminuicdo, que interfere diretamente na sintese protéica.

Bonisegna e colaboradores (1990) observaram que a natagdo na
agua quente induz apenas a um consumo parcial de glicogénio muscular
quando comparado a natacdo na agua fria, sendo que apdés 60 minutos de
nado ndo ocorre mais deplegcéo, pois as condicoes metabdlicas e fisioldgicas
na agua quente sao favoraveis a realizacdo de um exercicio mais prolongado
sem consumir os estoques de glicogénio muscular. Este resultado mostra um
ponto favoravel de nosso estudo, porém quando os ratos sdo submetidos a
lesdo, pouco se sabe em relagdo ao estoque de glicogénio muscular, € o
quanto este é utilizado durante o exercicio, visto que, no inicio do exercicio a
funcdo muscular estd quase abolida.

No entanto, sabe-se que a agua quente também pode auxiliar na
recuperacao funcional e na regeneracdo através da dilatacdo dos vasos
sanglineos superficiais aumentando o suprimento sangiineo periférico. Além
disso, o calor da agua ajuda a aliviar a dor além da redugdo do espasmo
muscular pois, reduz a sensibilidade das terminagdes nervosas sensitivas
(SKINNER ;THOMSOM, 1985; ROCHA, 1994; RUOTI et al, 2000). Esta
influéncia da agua aquecida, que poderia estar estimulando a regeneracao
nervosa, também pode estar sendo influenciada pelo estresse dos animais
submetidos a natagao, visto que um aumento nos niveis de glicocorticéides
gera uma vasoconstriccao periférica (DE NICOLA, 2004), acao esta, contraria a

da agua aquecida.
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A analise morfolégica dos nervos apresentou resultados que
podem ter sido interferidos também pelos motivos citados acima. Quando
comparada a densidade de fibras mielinicas entre os grupos SED (10115,
+1248), NL (12479, £12479) e o grupo CON (10115, +430), nado houve
diferenga significativa, porém se observou uma tendéncia a um aumento na
densidade dos grupos treinados. Estes resultados estdo de acordo com outros
achados de nosso laboratério, onde ratos submetidos ao treinamento na esteira
ou de resisténcia tiveram um aumento na densidade de fibras mielinicas
quando comparados ao grupo controle (ILHA et al, 2008).

Gutmann e Jakoubek (1963) relatam que o exercicio de natacao
intensa, acima de quatro horas por dia, durante 35 dias, apds lesdo do nervo
ciatico, levaram a deficiéncia na maturagdo das fibras nervosas levando a
diminuigdo no didmetro das fibras nervosas grandes.

Em nosso estudo, as medidas da espessura da bainha de mielina
(CON=0,99 + 0,03; SED=0,46 + 0,01; NL=0,47 *+ 0,02); area meédia das fibras
mielinicas (CON=40.04 *+ 1.54; SED=13.79 %= 1.11; NL=15.85+ 1.07); o
didmetro médio das fibras mielinicas (CON=6.66 + 0.13; SED=3.95 = 0,15;
NL=4.26 + 0,14) e o diametro médio dos axénios (CON=4.67 + 0,75; SED=3.02
+ 0,13; NL=3.31 £ 0,11) foram menores nos grupos experimentais quando
comparados com o grupo controle (p< 0,05), sendo que a estimativa entre o
didmetro da fibra e o didmetro do axénio (razado) também foi diferente nos
grupos experimentais em comparacao ao grupo controle (CON=0,70 + 0,00;
SED=0,75 %= 0,01; NL=0,76 + 0,00, p<0,05). Quando comparados com 0sS
resultados obtidos no estudo de Ilha e colaboradores (2008), pode-se observar

que em relagdo a espessura da bainha de mielina, a area média das fibras
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mielinicas e a razao, houve uma equiparag¢ao dos ratos do grupo que treinou
na esteira aos ratos do grupo controle, sendo esta diferenca ausente em nosso
estudo. Estes resultados podem estar relacionados ao tipo de exercicio
realizado e a influéncia que este exerce sobre a regeneragdo nervosa, como
por exemplo o estresse durante a natacao.

Sabe-se que diferentes tipos de exercicios fisicos podem afetar o
curso da regeneragao nervosa periférica por aumentar a expressao de BDNF,
neurotrofina 3 (NT-3) e seus receptores tirosina-quinase (TrkB e TrkC,
respectivamente), tanto na medula espinhal quanto no muasculo séleo de ratos
(GOMEZ-PINILLA et al., 2001; YING et al., 2003). Além disso, a liberagao local
continua de BDNF aumenta o crescimento da fibra nervosa e induz a
regeneragdo nervosa mais rapida apdés a lesdo do nervo ciatico de ratos
(VOGELIN et al., 2006) e o BDNF enddgeno é requerido para a regeneragéo
nervosa e remielinizacdo ap6s uma lesdo do nervo ciatico em ratos (ZHANG et
al., 2000). Porém, pelo fato de que muitos fatores de crescimento sao liberados
pelo musculo e transportados retrogradamente pelo nervo intacto, em uma
lesdo nervosa periférica, onde existe a perda de contato entre neurbnio e
célula-alvo, a funcéo regeneradora dos fatores de crescimento estd alterada,
ficando assim, a regeneracao prejudicada.

De acordo com o0s objetivos do exercicio sobre a regeneracéo, a
hiperatividade do musculo séleo, por imobilizagdo do membro contralateral,
produziu um aumento significante no didmetro médio da fibras de nervos
intactos e em regeneracdo. Por outro lado, a falta de atividade fisica do
musculo séleo de ratos produzida pela fixagdo esquelética, resultou em uma

reducdo significativa do didmetro médio da fibra dos nervos intactos e em
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regeneracao (EISEN et al., 1973). Este resultado pode justificar porque os ratos
sedentarios também apresentaram uma regeneracdo nervosa satisfatéria,
quando comparados ao grupo treinado, pois os ratos do grupo sedentario
permaneceram na caixa moradia, sem imobilizacdo, podendo mexer-se a
vontade, por vezes, elevando-se sobre os membros posteriores para alcance
da comida e da agua. O suporte do peso corporal j& foi visto como um
importante fator na recuperacao funcional pois ratos com compressao do nervo
ciatico que suportam seu proprio peso apresentam ganho na tensdo tetanica
muscular e na recuperagao funcional, em comparagdo com ratos que tiveram
seus membros posteriores suspensos (MATSUURA et al, 2001).

A andlise histolégica mostrou que mesmo com a fungao motora
recuperada, o nervo ciatico de ratos que sofreram esmagamento permanecia
com a presenca de processos degenerativos com aparéncia de casca de
cebola, além de apresentar macréfagos carregados de lipidios no grupo SED
(Figura 14). Pode-se observar ainda, a presenca de fibras com aparéncia
gigante no grupo NL, como pode ser visto em patologias nervosas periféricas, o
que indica que a fibra ainda esta em degeneragéao (Figura 15). A presenca de
células de Schwann, remielinizando, e a presenca de fibras mielinicas mostra
qgue o0s nervos também ja se encontram em um processo regenerativo, o que
justifica a volta da funcdo motora e a presenca do conteludo enzimatico de
AChE. Apesar dessa semelhanca entre as caracteristicas histolégicas
apresentadas pelos dois grupos experimentais, analisando qualitativamente, as
fibras nervosas dos nervos ciatico do grupo NL pode-se observar que elas

apresentam menor tamanho, porém com maior mielinizagédo do que as fibras
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nervosas dos nervos do grupo sedentario, apesar dessa diferenca nao ter sido
significativa nas analises morfométricas.

O comportamento dos animais durante o exercicio também deve
ser levado em conta. Um estudo mostrou que o comportamento de flutuacéo, o
qual os ratos apresentaram no inicio do periodo de exercico, é dependente da
temperatura da agua. Foi visto que a agua aquecida a 30 °C € menos aversiva
do que na temperatura de 25 °C, sendo este parametro indicado através dos
niveis de corticosterona plasmética, que foram maiores nos animais
submetidos ao teste do nado forcado na 4gua a 25 °C (BACHLI et al., 2008).
Como o comportamento de flutuagdo foi diminuindo conforme progredia o
exercicio na dgua aquecida a 31 °C (£ 1 °C), pode-se inferir que, 0 exercicio na
agua aquecida além de menos aversivo, também leva a uma adaptagdo dos
animais ao meio, visto que ndo sé a flutuacdo diminuiu mas, também, a
quantidade de fezes na agua. Esses resultados poderdo ser confirmados
posteriormente, através das medidas dos niveis de corticosterona plasmatica
do material previamente estocado.

Nossos dados mostraram que o exercicio fisico realizado na agua
ndo acelera a regeneracado nervosa mas, também, nao retarda, podendo até
melhorar a fungdo motora. Apesar do modelo de esmagamento do nervo ciatico
de roedores ser amplamente empregado na literatura, a recuperacao funcional
desses animais é rapida (aproximadamente 4 semanas apos a lesdao) mesmo
sem nenhum tratamento, o que dificulta a apreciacdo de terapias de
reabilitacdo neste modelo. Diante destes achados, novos estudos devem ser
realizados, para maiores elucidacdes acerca da regeneragdo nervosa. Além

disso, podem ser usados modelos de reparo nervoso cirdrgico, como
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neurorrafia ou tubulizacdo, que podem testar melhor a efetividade dos

diferentes tipos de exercicio fisico.
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6-CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este estudo mostrou que a regeneragdo nervosa nao é
influenciada diretamente pelo exercicio fisico realizado na agua, ou seja, 0
exercicio ndo acelera a regeneragdo nervosa porém, também ndo retarda,
podendo até melhorar a fungdo motora. Esses dados nos levam a crer na
necessidade de novos estudos, acerca da temperatura da agua, se maiores
temperaturas podem auxiliar na regeneracédo; se o tempo de duas semanas
apds o esmagamento nao seria elevado, podendo ser, apenas uma semana
necessaria para o exercicio ter seu efeito benéfico, ou ainda, o efeito especifico
do exercicio na agua aquecida sobre os fatores de crescimento € como o
exercicio apés uma lesdo pode atuar benéficamente sobre sua liberacao.

O modelo de esmagamento do nervo ciatico € bastante usado em
estudos, o0 que, pode trazer elucidagbes no que diz respeito aos mecanismos
exercidos pela atividade fisica sobre a regeneracao nervosa, podendo ser util
para a recuperacdo de individuos acometidos de patologias nervosas
periféricas, sendo, para isso, necessario maiores estudos acerca do assunto.

Através do material coletado durante o estudo, os niveis de
corticosterona sangliinea serdo analisados com o intuito de elucidar se o
estresse estd mesmo interferindo com a regeneracdo nervosa; se existe uma

adaptacdo dos animais ao exercicio, e se realmente existe uma correlacao



57

entre o tempo de flutuacao, a quantidade de fezes e os niveis de corticosterona
plasmatica. Ainda, alteragdes no tecido muscular poderdo ser esclarecidas
através da andlise do tipo, tamanho e quantidade de fibras musculares, e se

apods o exercicio existe diferenca entre os grupos SED e NL.
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