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RESUMO

Os efeitos de diferentes formas de modalidades terapéuticas sobre a regeneracao
nervosa periférica e a recuperagdo funcional tém sido alvo de investigacdo em estudos
experimentais. O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da vibragdo de corpo
inteiro sobre a morfofuncionalidade do nervo isquiatico em um modelo de lesdo por
esmagamento. Ratos Wistar machos foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos:
controle (C; n=10), sham (SH; n=10), lesionados e ndo treinados (NT; n=11),
lesionados e treinados com vibracdo de corpo inteiro iniciada 3 dias apés a lesdo (V3;
n=11) e lesionados e treinados com vibracdo de corpo inteiro iniciada 10 dias apds a
lesdo (V10; n=11). A lesdo foi realizada pelo esmagamento do nervo isquiatico direito.
O treinamento teve inicio 3 ou 10 dias apds a lesdo (conforme o grupo) e foi realizado
em uma plataforma vibratéria (TBS 100A Total Image Fitness Inc; CA) adaptada para o
uso em animais. Os parametros utilizados foram: cinco séries de 3 minutos nas
frequéncias de 15 Hz e 30Hz e amplitude de 2 mm, cinco dias por semana, durante
cinco semanas. Para avaliar a recuperacdo funcional foram utilizados o célculo do
indice Funcional do Isquiético (IFI), Teste da Escada Horizontal (EH) e Teste da Barra
Estreita (BE), os quais foram realizados duas vezes por semana ao longo do
treinamento. Ao final do experimento, os animais foram anestesiados e submetidos a
eutanasia por perfuséo transcardiaca e foi coletada a por¢éo do nervo isquiatico distal ao
local da lesdo. As amostras foram fixadas em glutaradeido 2,5% e pds-fixadas em
tetroxido de dsmio 1%, desidratadas em acetona e incluidas em resina (Durcupan;
ACM-Fluka). Cortes transversais semifinos foram realizados utilizando o
Ultramicrétomo (Leica), corados com azul de toluidina e utilizados para analises
histoldgicas e morfométricas. Para analise das imagens foi utilizado o programa Image
Pro Plus 6.0. As andlises estatisticas dos parametros funcionais e morfométricos foram
realizadas conforme o modelo de Equacdes de Estimacdes Generalizadas e ANOVA
oneway, respectivamente, onde a significancia foi considerada para P<0,05. Ao final do
treinamento, os valores do IFI foram menores nos grupos NT, V3 e V10 que os dos
grupos C e SH (P<0,05). No teste EH, os grupos NT, V3 e V10 apresentaram maior
namero de erros que os grupos C e SH (P<0,05). No teste BE, apenas o grupo V10
apresentou diferenca significativa (P<0,05) em relacdo aos grupos C e SH, enquanto
que os grupos NT e V3 apresentaram recuperacdo funcional completa. No decorrer do
experimento o grupo lesionado que iniciou o treinamento 10 dias apds a lesdo teve
maior déficit funcional que o grupo lesionado ndo treinado e treinado a partir de 3 dias
apos a lesdo 13 dias (IFI), 16 dias (IFlI e EH), 28 e 35 dias (BE) apos a lesdo. Na
comparacdo entre os valores dos grupos lesionados treinados (V3 e V10), o grupo V10
mostrou maior déficit funcional no 13° dia apo6s a lesdo (IFIl; P<0,05). Nas analises
histolégicas e morfométricas, os grupos lesionados NT, V3 e V10 apresentaram
regeneracdo nervosa incompleta, com menor porcentagem de fibras nervosas
mielinizadas, menor area de seccao transversa das fibras nervosas mielinizadas, menor
espessura da bainha de mielina e maior grau de mielinizacdo (P<0,05). Nao existiram
diferencas entre os grupos lesionados para os parametros morfométricos. Em concluséo,
nos ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico, o treinamento fisico por vibracdo nao
alterou os parametros histomorfométricos deste nervo, porém, quando iniciado 10 dias
apos a lesdo nervosa, promoveu prejuizos na recuperacao funcional.



ABSTRACT

The effects of therapeutic modalities on peripheral nerve regeneration and functional
recovery have been investigated in animal models of nerve injury. In this study, we
analyze the effects of whole body vibration on the morphological and functional
regeneration of the sciatic nerve in a crush injury model. Male Wistar rats were
randomly assigned to five groups: control (C; n = 10), sham (SH; n = 10), lesioned and
no trained (NT; n = 11), injured and trained with whole body vibration initiated 3 days
after injury (V3; n = 11) and injured and trained with whole body vibration started 10
days after injury (V10; n = 11). The lesion was performed by crushing the right sciatic
nerve. The training started 3 or 10 days after injury (according to the group) and was
performed on a vibratory platform (TBS 100A Total Image Fitness Inc; CA) adapted for
use in animals. The training protocol was: five trials of 3 minutes in the frequencies of
15 Hz and 30 Hz and amplitude of 2 mm, five days a week, for five weeks. We analyze
the functional recovery through the Sciatic Functional Index (SFI), the Horizontal
Ladder Rung Walking Test (HLRWT) and the Narrow Beam Test (NBT). These tests,
were performed twice a week along the training. At the end of the protocol, the animals
were anesthetized and euthanized by transcardiac perfusion and the segment of the
sciatic nerve distal to the lesion site was collected. The samples were fixed in 2.5%
glutaraldehyde and post-fixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated in acetone and
included in resin (Durcupan; ACM-Fluka). Semithin transversal slices were performed
through the Ultramicrotome (Leica), stained with toluidine blue and used for
histological and morphometric analysis. Image Pro Plus 6.0 was used to analyze the
images. The statistical analysis of the functional and morphometric parameters involved
were performed according to the Generalized Estimation Equations model and one way
ANOVA, respectively, where the significance was considered for P <0.05. At the end of
the training, the SFI values were lower in the NT, V3 and V10 groups than in the C and
SH groups (P <0.05). In the HLRWT test, the NT, V3 and V10 groups showed a greater
number of slips than the C and SH groups (P <0.05). In the NBT test, only the V10
group presented a significant difference (P <0.05) in relation to the C and SH groups,
while the NT and V3 groups presented complete functional recovery. In the course of
the experiment V10 group had a greater functional deficit than NT group on 13 days
(SFI), 16 days (SFI and HLRWT) and 28 days after injury (NBT). In the comparison
between the values of the trained injured groups (V3 and V10), the V10 group showed a
greater functional deficit 13 days (SFI) and 17 days (NBT) after injury and at the end of
the experiment (P <0.05). In the histological and morphometric analyzes, the NT, V3
and V10 have incomplete nerve regeneration, with a lower percentage of myelinated
nerve fibers, a smaller cross-sectional area of the myelinated nerve fibers, a smaller
myelin sheath thickness and a higher myelinization degree (P <0.05). There were no
differences between the injured groups for the morphometric parameters. In conclusion,
in rats submitted to sciatic nerve crush, whole body vibration training did not alter the
histomorphometric parameters of this nerve, however, its impaired functional recovery
in the group in which the training was started on the 10 days after injury.
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1. INTRODUCAO

As lesBes traumaticas do sistema nervoso periférico podem resultar em déficits
neurolégicos significativos, gerando prejuizos na qualidade de vida dos pacientes. Eles
geralmente resultam de acidentes automobilisticos, laceragdes por objetos cortantes,
alongamentos excessivos ou esmagamentos durante traumas, fraturas e ferimentos de
bala (ESER et al.,2009). As disfun¢des tipicas observadas em lesbes nervosas
periféricas incluem alteracfes das funcdes sensoriais, motoras e autonémicas, que
podem resultar em paralisia completa, desenvolvimento de dor neuropética e uma
recuperacdo sensorial e/ou motora ndo satisfatoria (GRINSELL; KEATING, 2014).

Diferentes modalidades de exercicio fisico como treinamento em esteira
ergometrica (CUNHA et al., 2011), natacdo (TEODORI et al., 2011), exercicio de
resisténcia (ILHA et al., 2007), equilibrio e coordenagdo (BONETTI et al., 2017) tém
sido aplicadas no tratamento das lesbes nervosas periféricas traumaticas e de suas
alteracdes funcionais (UDINA et al., 2011). Atualmente, embora seus efeitos ndo sejam
totalmente esclarecidos, a vibracdo tem sido uma modalidade de treinamento fisico que
vem ganhado destaque na pratica clinica (RITTWEGER, 2009). Desse modo,
considerando-se a importancia que se tem dado a esta terapia, este estudo tem como
objetivo estudar os efeitos da vibracdo de corpo inteiro sobre a morfofuncionalidade do
nervo isquiatico em um modelo experimental de leséo nervosa periférica.

Este capitulo abordara a estrutura do nervo periférico, a lesdo nervosa periférica,
a regeneracdo nervosa periférica, o exercicio fisico na regeneracdo nervosa periférica e

a vibracao.

1.1  Estrutura do nervo periférico

A unidade microscépica funcional do nervo periférico € a fibra nervosa a qual é
composta por axdnios associados a células de Schwann e pode ser classificada em fibra
mielinizada ou fibra amielinizada (FLORES; LAVERNIA; OWERNS, 2000; KERNS,
2008). As fibras mielinizadas possuem células de Schwann dispostas em série, as quais
envolvem o axénio com mdltiplas camadas concéntricas de membrana plasmatica,
formando a bainha de mielina. A estreita regido do axbnio entre 0s segmentos
mielinizados é chamada de nodo de Ranvier. Por outro lado, as fibras ndo mielinizadas

sdo axdnios gue estdo intimamente associados ou envelopados por processos das células



10

de Schwann, porém ndo sdo compactados por camadas de membrana plasmética destas
células, como nas fibras mielinizadas. Neste caso, essas células formam uma bainha
continua para as fibras ndo mielinizadas, denominada de fibras de Remak (KERNS,
2008).

Internamente, cada fibra nervosa é envolvida por finas fibras de colageno que
formam o endoneuro, um tecido conjuntivo que apresenta certa resisténcia a tragdo,
porém oferece pouco suporte mecanico. O agrupamento de fibras envoltas pelo
endoneuro constitui o fasciculo, o qual é envolvido por multicamadas areolares de
tecido conjuntivo fino e denso, o perineuro. Ele é o principal tecido de resisténcia e
elasticidade do nervo e, também, constitui uma barreira de difusdo, resistindo e
mantendo a pressdo intrafascicular (SUNDERLAND, 1990; FLORES; LAVERNIA;
OWERNS, 2000).

Entre os fasciculos existe um tecido conjuntivo interfascicular o epineuro
interno. Ele € envolvido por uma bainha externa ou epineuro extrafascicular que serve
como um envelope para formacdo do tronco nervoso. A principal funcdo do epineuro é
proteger os fasciculos de forcas de compressao, oferecer consisténcia e manter a forma
do tronco nervoso, além de facilitar o movimento individual de cada fasciculo. Fibroses
do epineuro, por exemplo, em lesdes nervosas, inibem o deslizamento longitudinal do
nervo (SUNDERLAND, 1990).

Todas essas estruturas que constituem o nervo sdo supridas por um arranjo
longitudinal de um sistema de vasos que se anastomosam na superficie e internamente
ao nervo. Esse sistema é essencial na sobrevivéncia e integridade funcional dos axdnios.
Ele é formado por uma sucessdo de artérias que entram em um nervo, nutrindo-o ao
longo do seu curso. Vasos maiores estdo localizados na superficie e no epineuro e
capilares estdo localizados dentro de cada fasciculo (SUNDERLAND, 1990; FLORES;
LAVERNIA; OWERNS, 2000).

Funcionalmente, as fibras do nervo periférico podem ser sensitivas, somaticas,
motoras somaticas e autbnomas. Fibras sensitivas sdo extensdes de neurénios sensitivos
cujos corpos celulares se localizam em ganglios sensoriais. Potenciais de acao
desencadeados por estimulos sensitivos propagam-se ao longo da fibra, passando pelos
ganglios até atingirem o sistema nervoso central (PURVES et al., 2010).

Conforme o didmetro e velocidade de conducdo de seus axdnios, as fibras
sensitivas podem ser classificadas em diferentes tipos. Fibras Aa sdo fibras mielinizadas

que tem os maiores diametro (13-20um) e velocidade (80-120 m/s), exemplos deste tipo
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de fibra sdo as aferéncias la e Ib. Aferéncias la sdo sensiveis a alteragdes dindmicas
(velocidade e direcdo do comprimento muscular e s&o encontradas nos fusos
musculares, um agrupamento de fibras musculares (intrafusais) em forma de fuso,
distribuidas entre as fibras (extrafusais) do musculo esquelético. Aferéncias Ib formam
0s 6rgdos neurotendineos (6rgdos tendinosos de Golgi), mecanorreceptores presentes
nos tenddes das fibras musculares extrafusais, sensiveis a tensdo muscular (TOPP;
BOYD, 2012).

Fibras Ap sdo mielinizadas e possuem diametro (6-12um) e velocidade (35-
75m/s) ligeiramente menores e também incluem aferéncias presentes nos fusos
musculares: as aferéncias Il, que fornecem informacdes acerca da posicdo estatica dos
membros (TOPP; BOYD, 2012). Entretanto, a grande maioria das fibras Ap séo as que
transmitem parte da informacdo relacionada ao tato, como forma e textura (células de
Merkel, da epiderme), deteccdo de movimentos sobre a pele (células de Meissner das
papilas dérmicas), deteccdo de estimulos vibratdrios (aferentes de Pacini, da derme) e
detectores de forma e direcdo do movimento (receptores de Ruffini, da derme) (para
revisao ver PURVES et al., 2010).

Fibras Ad sdo mielinizadas e possuem didametro de 1-5 um e velocidade de 5-20
m/s. Fibras C sdo amielinizadas e possuem diametro de 0,2-1,5 um e velocidade de 0,5-
2 m/s. Juntas, estas fibras transmitem informacdes de dor e temperatura (TOPP; BOYD,
2012).

As fibras motoras ou eferentes somaticas sdo fibras mielinizadas cujos axonios
sdo extensdes de neurdnios motores com corpos celulares localizados na regido ventral
da medula espinal (KERNS, 2008; TOPP; BOYD, 2012), onde fazem conexdes com
interneurénios ou neurdnios motores superiores do tronco encefalico ou do cortex
cerebral para o controle motor (PURVES et al., 2010). Cada neurbnio motor inerva
fibras musculares de um Unico masculo. Existem dois tipos de neur6nios motores
somaticos: neurdnio motor gama e neurbnio motor alfa. Neurénios motores gama
inervam as extremidades dos fusos musculares (BEAR; CONNORS; PARADISO,
2008), regulando as entradas sensoriais das aferéncias la. Neurdnios motores alfa
inervam as fibras musculares extrafusais. Um unico neurdnio motor alfa, seu axonio e
as fibras musculares que ele inerva constituem a unidade motora (PURVES et al.,
2010).

Tanto as unidades motoras quanto seus neurbnios variam de tamanhos.

Neur6nios pequenos inervam um menor nimero de fibras musculares e formam
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unidades motoras que geram pequena forca de contragdo. Neurdnios grandes inervam
um maior nimero de fibras e suas unidades motoras sdo maiores e mais potentes
(PURVES et al., 2010) .

As unidades motoras também diferem quando ao tipo de fibras musculares que
inerva. Em geral, unidades motoras pequenas inervam fibras musculares também
pequenas, que se contraem lentamente, gerando menos forga, mas por apresentarem
resisténcia a fadiga, constituem unidades motoras lentas (L). Neurbnios maiores
inervam fibras musculares maiores, capazes de gerar mais forca. Entretanto, por serem
facilmente fatigaveis, constituem as unidades motoras répidas fatigveis (RF). Uma
terceira classe de unidade motora tem propriedades intermediarias entre as outras duas.
Ela constitui as unidades motoras rapidas resistentes a fadiga (RRF) que sdo de tamanho
intermediario, ndo sdo tdo rapidas como as unidades RF e geram o dobro da forca das
unidades L (PURVES et al., 2010) .

Fibras eferentes autbnomas sédo amielinizadas e constituem-se de axonios cujos
corpos celulares se encontram em ganglios simpaticos, onde através do nervo, seguem
para suprir vasos sanguineos e glandulas exdcrinas da area corporal inervada
(ZOCHODNE, 2008).

1.2 Lesdo nervosa periférica

1.2.1 Classificacdo das lesdes nervosas perifericas

As lesbes nervosas periféricas foram classificadas inicialmente por Seddon
(1943) em trés categorias: neuropraxia, axonotmese e neurotmese, conforme a presenca
de desmielinizacdo e a extensdo da lesdo aos axbnios e tecidos conjuntivos do nervo. A
neuropraxia é uma lesdo caracterizada por uma desmielinizacdo local, causada por uma
suave compressdo ou tracdo nervosa. Devida a desmielinizacdo local ha déficit motor e
sensorial, porém sem interrup¢cdo ou degeneracdo axonal. Os déficits funcionais
persistem até o inicio da remielinizacdo, onde, conforme os diferentes graus de
remielinizacdo axonal, a recuperacdo pode se estender por horas a poucos meses, sem
intervencdo (CAMPBELL, 2008).

A axonotmese, em adi¢do & desmielinizagdo local, envolve uma lesdo direta ao
axonio, enguanto se mantém parcialmente a integridade dos tecidos conjuntivos do

nervo. A recuperacdo dependerd do grau da desorganizacdo tecidual interna e da



13

distancia ao 6rgao inervado, podendo ser prolongada e incompleta. A neurotmese é 0
rompimento total dos axdnios e das camadas de tecido conjuntivo, resultando em
completa descontinuidade do nervo. Sua recuperagdo ndo ocorre espontaneamente,
necessitando-se de intervencdo cirurgica (CAMPBELL, 2008; MENORCA, FUSSELL;
ELFAR, 2013).

Posteriormente, Sunderland (1951) expandiu essas classificagdes em 5 graus,
especificando-as conforme a extenséo da leséo no tecido conjuntivo. O grau 1 e o grau 5
correspondem as lesdes de neuropraxia e neurotmese, respectivamente. Os graus 2 a 4
sdo subdivisdes da axonotmese, conforme maior comprometimento do tecido
conjuntivo. No grau 2, a lesdo axonal é presente, porém, sem envolvimento do tecido
conjuntivo. No grau 3, existe lesdo do endoneuro e no grau 4, lesdo no perineuro.
Outros autores tém descritos outros graus de leséo, representadas por uma associacao de
varias lesdes com perdas axonais e bloqueio da conducdo nervosa que ocorrem em
algumas fibras (ROBINSON, 2000). As classificacGes das lesdes nervosas periféricas
sdo importantes para a compreensdo do quadro clinico e no processo de regeneragdo
(SUNDERLAND, 1990).

1.2.2 Quadro clinico

O prognostico clinico apds uma lesdo nervosa periférica é dependente de fatores
como idade, mecanismo de lesdo e gravidade das lesdes teciduais e vasculares
associadas. Geralmente, estdo presentes alteracdes: sensoriais, motoras e autonémicas.
Entre os sintomas sensoriais encontram-se: parestesia, disestesia, hiperalgesia e dor
neuropética (GAGLIARDO et al., 2015).

As alteraces motoras e musculares incluem: hipostenia, hipotrofia ou atrofia
muscular, fasciculacdes, auséncias ou reducdo dos reflexos osteotendinosos e reducdo
da mobilidade articular. Essas alteracdes ocorrem devido a denervacdo muscular, que
leva a reducdo no nimero de unidades motoras funcionais e dos potenciais a¢do no
musculo, provocados pela lesdo axonal (GAGLIARDO et al., 2015).

Entre os musculos mais afetados pela lesdo nervosa periférica estdo os musculos
predominantemente de contracdo lenta, pois sdo mais requisitados durante a execucao
das atividades de vida diaria. Entre os masculos de contracdo répida, os mais afetados
sdo 0s que sdo mais ativos e, portanto, mais atingidos pela denervagdo. Além disso, a

denervacdo faz com que o fenotipo muscular seja alterado. Fibras musculares lentas se



14

transformam em fibras musculares rapidas e vice versa. A reinervacgao e o recrutamento
destes musculos durante atividades como exercicio podem auxiliar na recuperagdo do
fendtipo muscular (UDINA et al., 2011).

1.2.3 O nervo isquiatico do rato e modelos experimentais de lesdo nervosa periférica

Os estudos pré-clinicos e experimentais das lesGes nervosas periféricas sdo
realizados em modelos animais (KORB et al., 2009; ARBAT-PLANA et al., 2015) e in
vitro (GEUNA et al, 2016; YANG et al, 2017). A maioria dos protocolos
experimentais costuma utilizar lesdo nervosa periférica do nervo isquiatico de ratos. A
utilizacdo deste nervo justifica-se pela facilidade de seu acesso cirdrgico (GEUNA,
2015) e por este ter estrutura e distribuicdo anatdmica similar a de humanos (TOS et al.,
2009). Além disso, sua regeneracdo apos a lesdo é similar a de primatas, permitindo
assim padronizacdo na pratica cientifica e analises de parametros de recuperacao
sensorial, motora e estrutural, ao longo do tempo (VAREJAO et al., 2001).

O nervo isquiatico &€ um nervo misto oriundo do plexo lombo-sacral. No rato ele
tem origem predominantemente em nervos espinais oriundos do quarto e quinto
segmentos lombares da medula espinal (SAVASTANO et al., 2014). Ele é composto
pelo nervo tibial e o nervo fibular comum, que geralmente se mantém unidos por tecido
conjuntivo até a fossa poplitea. O nervo fibular comum inerva a porcéo curta do biceps
femoral, envia ramos para a articulacdo do joelho e segue para a regido anterior e lateral
da perna onde supre musculos (dorsiflexores e extensores dos dedos) e pele. O nervo
tibial segue obliquamente através da fossa poplitea para a regido medial da perna, entre
as duas fixacbes proximas do musculo gastrocnémio, onde envia ramos que supre
musculos da regido posterior e medial da perna e do pé (plantiflexores e flexores dos
dedos). O sural, ramo do nervo fibular comum, também contribui para inervacao,
enviando ramos cutaneos para o terco posterior distal da coxa e regido lateral da perna,
além de se unir a ramos do nervo tibial, contribuindo para um pequeno nimero de fibras
motoras destinadas a inervacdo dos musculos abdutor e flexor do quinto dedo (para
revisdo ver GREENE, 1955).

Os modelos de lesdo nervosa periférica incluem técnicas de constricdo crbnica
(MACKINNON et al., 1984; BENNETT; XIE, 1988), esmagamento (BRIDGE et al.,
1994; VAREJAO et al., 2004) e transeccdo (TOS et al., 2009; LIAO et al., 2017). O

modelo de esmagamento, utilizado neste estudo, é tipicamente produzido pela aplicagdo
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de uma lesdo no nervo com uma pinga lisa com auxilio de uma pinca hemostética.
Bridge et al. (1994) demonstraram que esse procedimento produz uma lesdo do tipo

Sunderland tipo 2 ou tipo 3, com gradual e incompleta recuperacdo sem intervencao.

1.3 Regeneracgao nervosa periférica

Os processos de regeneracdo do nervo envolvem uma série de fatores
relacionados ao neurdnio, ao ambiente de crescimento axonal e ao seu 6rgdo alvo.
Primeiro, o neurdnio deve sobreviver a lesdo e induzir repostas metabdlicas eficazes
para iniciar a regeneracdo. Em segundo lugar, o ambiente de crescimento da porgéo
distal da lesdo deve fornecer suporte suficiente para regeneracdo dos axonios. Em
terceiro lugar, o axénio regenerado com sucesso deve reinervar corretamente seu alvo e
este deve reter a capacidade de aceitar a reinervacao e recuperar-se da atrofia, resultante
do periodo de denervacao (FU; GORDON, 1997).

Esses processos envolvem mecanismos extrinsecos e intrinsecos do local da
lesdo e segue uma série de eventos morfologicos e fisioldgicos progressivos das regides
proximal a distal da lesdo (STA et al., 2014).

1.3.1 A sobrevivéncia neuronal

Apos uma lesdo, a sobrevivéncia do neurénio depende de alguns fatores como,
por exemplo: o tipo de neurdnio lesionado, o grau da lesdo e a distancia do local da
lesdo ao corpo celular (FU; GORDON, 1997). Alguns neurdnios sensoriais, por
exemplo, apresentam maior dificuldade de regeneracdo e dificilmente recuperam sua
arborizacdo sinaptica (ARBAT-PLANA et al., 2015). Além disso, quanto mais distante
for o local da lesdo em relacdo ao corpo celular, mais susceptivel serd o neurdnio a
morte celular. Por outro lado, para sua sobrevivéncia, os neurénios sofrem uma série de
alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e moleculares caracteristicas, onde adquirem
funcbes direcionadas ao crescimento celular como, por exemplo, aumento da sintese de
proteinas do citoesqueleto celular, neurotransmissores e fatores de crescimento (FU;
GORDON, 1997).

Para isso, inicialmente, no corpo celular ocorre a reagcdo neuronal ou
cromatolise. Ela € caracterizada pela dispersdo da substancia de Nissl, deslocamento do

nacleo celular para periferia, edema e perda ou retracdo dos terminais sinapticos. A
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extensdo desta reacdo € varidvel (LIU et al, 2011) e dependente das reagdes
metabdlicas local, da sintese de proteinas e organelas (HE; JIN, 2016) e de fatores de
crescimento produzidos por células gliais e pelos préprios neurénios (FU; GORDON,
1997).

1.3.2 A formagéo do ambiente para o crescimento axonal: a degeneracdo axonal

Enquanto a reacdo neuronal representa alteracdes metabdlicas necessarias para
regeneracdo e crescimento axonal, os axbnios distais ao local da lesdo ao serem
desconectados do corpo celular de seus neurbnios, degeneram através de um processo
conhecido como degeneracdo Walleriana, criando um microambiente favoravel a
regeneracdo axonal dos neurbnios sobreviventes (NAVARRO; VIVO; VALERO-
CABRE, 2007).

Durante esse processo, 0s axonios e as bainhas de mielina s&o degenerados. A
degeneracdo também afeta retrogradamente uma pequena porcdo do segmento proximal
do nervo, que se segue até o primeiro nodo de Ranvier (SULAIMEN; GORDON,
2013). Ela esta associada ao influxo de calcio e a ativacdo de proteases associadas a este
jon que promovem a desintegracdo granular do citoesqueleto axonal (GAUDET;
POPOVICH; RAMER, 2011).

Os produtos gerados pela degeneracdo sdo eliminados por uma acdo cooperada
entre células de Schwann e células do sistema imune, como 0s macrdfagos. Os
primeiros sinais de degeneracdo sdo observados dentro de 24 horas apds a lesdo e
podem durar aproximadamente de 1 a 2 semanas (NAVARRO; VIVO; VALERO-
CABRE, 2007). Isso porque a degeneracdo ndo comeca imediatamente apds a lesdo e
axonios remanescentes ainda podem transmitir potenciais de acdo quando estimulados.
O tempo entre a lesdo e o inicio da degeneracdo axonal é de 24 a 48 horas em ratos
jovens, sendo que em primatas, incluindo o homem, pode levar varios dias (GAUDET,
POPOVICH; RAMER, 2011). Ela se estende por 3 a 5 dias em fibras motoras e 6 a 10
dias em fibras sensoriais (GAGLIARDO et al., 2015).

A eliminacdo da bainha de mielina permite a remocao de fatores inibitorios da
regeneracdo que sdo associados a mielina, como glicoproteinas associadas a mielina.
Atraveés da ativacdo de receptores tirosina quinase erbB2, as células de Schwann iniciam
rapidamente (5h a 24 h ap6s) o desprendimento da bainha de mielina apds a axotomia
(NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007).
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Entretanto, a principal via de fagocitose da mielina e dos restos axonais € através
do recrutamento de macréfagos hematogénicos (NAVARRO; VIVO; VALERO-
CABRE, 2007). Durante a primeira semana de lesdo ocorre um aumento na
permeabilidade vascular (PODHAJSKY; MYERS, 1993) onde aproximadamente 2 a 3
dias ap0s a lesdo, macréfagos sdo atraidos por citocinas como proteina quimiotatica de
mondcitos 1, fator inibidor da leucemia (LIF) e interleucina (IL) IL-1, secretadas pelas
células de Schwann (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007).

Neste periodo, os macréfagos secretam principalmente citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias como, por exemplo: interleucina (IL) - 1P, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e proteina quimiotatica de monocitos tipo 1 (MCP-1) que ativam uma série
de cascatas enzimaticas que promovem o colapso da mielina e mantém o nervo
inflamado nos primeiros dias apés a lesdo. Aproximadamente, 10 dias apds a leséo,
essas células assumem um fenotipo de regeneracdo e reparo tecidual, produzindo
numerosos fatores de crescimento, como fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IFG-1), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF-a) e secrecdo, predominantemente, de citocinas e
quimiocinas anti-inflamatorias (MIETO; MOSTACADA; MARTINEZ, 2015; WYNN;
VANELLA, 2015).

Devida a perda do contato axonal e pela estimulacdo de proteinas liberadas pelos
axonios em degeneracdo e das citocinas secretadas pelos macrdfagos, as células de
Schwann tornam-se reativas e comecam a se proliferar. A mais alta taxa de
multiplicacdo das células de Schwann ocorre no periodo de 3 dias apés a leséo e entdo
continua a decrescer ao longo de 2 a 3 semanas para entdo atingir um aumento de trés
vezes em niimero (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007).

1.3.3 O crescimento axonal

Proximo ao local da lesdo, a partir do primeiro nodo de Ranvier, cones de
crescimento emergem de varios axénios progenitores. Uma média de cinco brotos
axonais, por axénio, é formada e direcionada ao segmento distal. Apartir destes brotos
as primeiras fibras nervosas emergem e sofrem extensivas ramificagcdes, onde um Unico
axonio da origem a 50 a 100 ramos. Posteriormente, muito destes ramos assumem uma
forma espiralada e desaparecem, enguanto outros continuam Seu processo de

alongamento e crescimento, a uma velocidade variavel (FU; GORDON, 1997). No rato,
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por exemplo, a taxa de alongamento do ax6nio recem-formado € inicialmente lenta, mas
acelera em uma taxa constante de 3,2 mm/dia a partir do terceiro dia ap6s a lesdo
(SJOBERG; KANJE, 1990).Nestes processos, as proteinas essenciais para 0
citoesqueleto axonal sdo transportadas principalmente do corpo neuronal, para o0s
axonios-filhos ou recém-formados (FU; GORDON, 1997).

Os axonios se alongam conforme sdo direcionados por substancias
quimioatrativas ou quimiorrepulsivas como fatores tréficos e moléculas neurotréficas
Esses fatores agem nos neurdnios, influenciando sua sobrevivéncia e regulam a
proliferacdo e formacdo da mielina e podem ser sintetizados e secretados por células
gliais, neurénios, pelo 6rgdo alvo e outras fontes. As células de Schwann denervada, por
exemplo, super-expressam fibronectina, laminina e alguns proteoglicanos que
aumentam a expressao de fatores neurotréficos como fator de crescimento neural
(NGF), fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotrofico derivado da
glia (GDNF) e IGF-1 (ALLODI; UDINA; NAVARRO, 2012).

Cada fator neurotrofico tem diferentes fungbes. A neurotrofina -3 (NT-3), por
exemplo, é essencial para sobrevivéncia de neurdnios sensoriais e proprioceptivos e
juntamente com o BDNF regula a plasticidade sinaptica, formacdo e densidade de
inervacdo das sinapses dos motoneurénios (ARBAT-PLANA et al., 2015).

Na auséncia de uma estrutura que 0s possa guiar adequadamente, 0s axonios
adquirem caminhos inespecificos, sem orientacdo e formam neuromas, compostos pela
associacio entre axdnios imaturos e tecido conjuntivo (NAVARRO; VIVO; VALERO-
CABRE, 2007). Por outro lado, quando atingem a porcao distal do nervo, eles crescem
e alongam-se dentro de tubos endoneurais, em associagdo com celulas endoteliais
(WYNN; VANELLA, 2015), células de Schwann e uma lamina basal, constituindo
unidades de regeneracdo (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007).

Com o contato entre o axolema dos axdnios em regeneracdo e as células de
Schwann, a remielinizacdo € Iniciada. A interacdo induz a sintese de
galactocerebrosideos e a expressdo de proteinas associadas a mielina nas células de
Schwann. Embora as células de Schwann sintetizem a bainha de mielina, é o
crescimento do axbnio que determina a extensdo da mielinizacdo, com as células de
Schwann formando camadas de mielina que aumentam em nimero em propor¢do com o
tamanho do axdnio (FU; GORDON, 1997).
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1.3.4 Areinervacao

Ao avancarem distalmente, os axonios podem atingir seus alvos, crescendo
dentro do masculo, no local previamente ocupado pelos axbnios que o inervavam
(SON; TRACHTENBERG; THOMPSON, 1996). Eles crescem em diametro, mas ndo
se aproximam do tamanho normal, ao menos que estabelegcam conexdes funcionais (FU;
GORDON, 1997).

Inicialmente, a reinervacdo formada € polissinaptica e a medida que o contato
sinéptico é restabelecido, o nervo estimula o masculo a diminuir a sintese de receptores
extrajuncionais, diminuindo a liberagdo de fatores neurotrofico (GORIO et al., 1983).
Se a conexdo for estabelecida, todos, menos um axénio filho, séo retirados (FU;
GORDON, 1997) e a membrana pdés-sinaptica entdo, estabelece o mecanismo de
eliminagéo sinaptica, inibindo o crescimento dos neuritos axonais e transformando-o em
terminal nervoso ou botdo sindptico. A partir dai, entéo, estabelece-se, a monoinervagéo
muscular (GORIO et al., 1983).

Dentro de 15 dias apds a lesdo, 25% das fibras musculares ja estéo
poliinervadada, atingindo seu maximo de inervacdo aos 25 dias, onde a atividade
mecanica do musculo estd parcialmente recuperada. A monoinervagdo e o0
restabelecimento das junc¢Bes neuromusculares ocorrem no periodo de 60 a 90 dias ap0s

a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, no rato (GORIO et al.,1983).

1.4 O exercicio fisico na regeneracédo nervosa periférica

Com o objetivo de manter as propriedades musculares durante a denervacédo e
promover a recuperacdo funcional, o exercicio fisico tem sido utilizado como forma de
reabilitacdo apds lesdes nervosas periféricas (GALEA, 2012).

Os efeitos do exercicio sobre a regeneracdo nervosa periférica e recuperacdo
funcional ndo estdo totalmente claros, mas acredita-se que a atividade fisica repetida
reforca a circuitaria do sistema nervoso e facilita a recuperacdo funcional por promover
plasticidade estrutural e crescimento axonal. Isso tem sido associado a mudancas na
expressdo de neurotrofinas, assim como de genes associados ao crescimento neuronal
pelo exercicio fisico (ARBAT-PLANA et al., 2015).

O aumento de impulsos sensoriais e motores pelo exercicio tém influenciado
positivamente a funcdo neuromuscular (UDINA; PUIGDEMASA; NAVARRO, 2011).
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A atividade muscular induzida pelo exercicio pode resultar numa liberacdo autocrina de
fatores troficos, evitando assim, o efeito do desuso devida a lesdo, produzindo melhor
preservacdo e recuperacdo das propriedades musculares funcionais (UDINA et al.,
2011).

Entre os fatores neurotroficos relacionados aos efeitos do exercicio estd o
BDNF. Aumento da expressdo desta neurotrofina em motoneurénios é encontrado na
pratica de exercicios aerébicos e quando os animais perdem a sensibilidade a
responderem a BDNF ou a seus receptores perdem, simultaneamente, os efeitos que
exercicio poderia ter (ENGLISH; WILHELM; WARD, 2014).

Também tem sido atribuido ao exercicio efeitos sobre a transmissdo sinéptica
periférica e central, pois ao se recrutar o musculo para a execuc¢do da atividade fisica, a
juncdo neuromuscular se adapta, permitindo melhor difusdo da acetilcolina na placa
motora e, portanto, funcionando como mecanismo de remodelagdo sindptica (HADJ-
SAID et al., 2011). Nos circuitos espinais, a manutencdo do suporte neurotrofico e o
fornecimento de informaces aferentes para motoneurdnios espinais pelo exercicio tém
ajudado a diminuir as alteracdes de plasticidade que ocorrem na medula espinal como a
perda sinaptica, principalmente de sinapse excitatdria, assim como, reacdo microglial
sobre o corpo neuronal que ocorrem apds a lesdo nervosa periférica (ARBAT-PLANA
et al., 2015).

Entretanto, também, existem evidéncias que apresentam efeitos benéficos e
deletérios do exercicio na regeneracdo nervosa periférica e na reinervacdo muscular.
Variacbes no tipo de lesdo, no exercicio aplicado, no tempo e intensidade de
treinamento parecem ser os principais fatores determinantes destes efeitos (UDINA et
al., 2011).

O exercicio de baixa intensidade e ndo de alta intensidade potencializa a
proliferacdo das células de Schwann, ao passo que, o exercicio intenso forcado tende a
ter um efeito prejudicial especialmente na funcdo muscular, e o excesso de trabalho
pode danificar os masculos parcialmente denervados (UDINA et al., 2011).

N&o existe consenso na literatura sobre qual melhor seria o periodo de aplicacédo
do exercicio apds a lesdo nervosa periférica: na fase de denervacao (primeiros dias apos
a lesdo), na fase de reinervacdo (duas semanas apos a lesdo) (VAN-MEETEREN et al.,
1997), na fase aguda ou crénica da lesdo (TEODORI et al., 2011).

Em modelos experimentais de lesdo por esmagamento do nervo isquiatico,

Herbinson et al. (1974), mostraram que a estimulacdo da atividade neuromuscular pelo
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exercicio deveria comegar aproximadamente no periodo de duas semanas apos a leséo.
Uma vez que a reinervacdo funcional dos musculos dos membros posteriores é
predominante no periodo de duas semanas apos a lesdo e o exercicio antes deste periodo
poderia ser prejudicial (HERBISON et al., 1973). Danos musculares, por exemplo,
podem ocorrer durante o curso da reinervacdo quando o nimero de unidades contrateis
ainda é muito pequeno e a intensidade do exercicio é muito grande (2 horas de natacdo
por dia) (HERBINSON et al., 1974).

O exercicio de corrida na esteira de baixa intensidade a velocidade de 10 m/min
por 30 minutos por um periodo de 2 a 4 semanas de treinamento, mostrou melhoras na
recuperacdo funcional, maior nimero e diametro de fibras nervosas mielinizadas, assim
como um efeito neuroprotetor do exercicio contra o processo inflamatério, com
diminuicédo de citocinas pro- TNF-a e IL-1p (BOBINSKI et al., 2011).

Por outro lado, a atividade fisica comecada imediatamente ap0s a lesdo do nervo
Ou nos estagios iniciais de denervacdo pode permitir maior aumento da resisténcia a
fadiga e restauracdo das propriedades contrateis do musculo, melhorias essas que se
mantém ao longo do processo de reinervacdo (VAN MEETEREN et al., 1997).

Ao comparar o exercicio iniciado em periodos diferentes ap6s 0 esmagamento
do nervo isquiatico, Teodori et al. (2011), observaram que embora a natacdo quando
iniciada 24 horas ap0s a lesdo permitia recuperacdo mais rapida aos animais do que
quando iniciada 14 dias apds, ndo houve diferencas significativas entre os dois
protocolos. Resultados também néo significativos foram encontrados em um protocolo
de exercicio em esteira realizado por Sobral et al., 2008, nestes mesmos periodos de
leséo.

Por outro lado, Bonetti et al. (2015) e Cai, Na e Hwangbo (2015) observaram
que o treino de equilibrio e coordenacdo e o treino em esteira de baixa intensidade,
respectivamente, iniciados nos primeiros dias apds a lesdo, acelerou a recuperagdo. Ja
no estudo de llha et al. (2007), o treino aerdbico de moderado a intenso iniciado na

terceira semana apos a lesdo atrasou a recuperacao.
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1.5 Vibragéo

1.5.1 Bases fisicas da vibracdo

A vibragdo é uma oscilacdo mecanica, isto é, uma alteracdo periddica da forca,
aceleracdo e deslocamento ao longo do tempo. Fisicamente ela significa uma oscilagdo
forcada onde a energia é transferida de um sistema ou aparelho que produz a vibragéo
para um ressonador (corpo humano ou partes do corpo). As oscilagdes séo definidas por
parametros como tipo de onda, amplitude (mm), frequéncia (Hz) e aceleragdo angular
(g, onde g representa a aceleracdo da gravidade) (RITTWEGER, 2009). Conforme estes
parametros, 0 modo de oscilacdo e o tempo de exposicdo de vibracdo, diferentes
respostas neurofisiologicas podem ser observadas.

Durante a vibragdo, o corpo € acelerado, o que causa uma forca de reagéo
interna. Por ndo se constituir um corpo totalmente rigido, o corpo humano possui
elementos moveis como mausculos, tecidos moles, 6rgdos e fluidos (YUE; MESTER,
2002) que armazenam e liberam energia mecénica, funcionando fisicamente como um
sistema massa-mola de amortecimento. Esse sistema é constituido principalmente pelos
musculos e tenddes que, conforme a amplitude, frequéncia e aceleracdo da vibracéo,
responderdo amortecendo, acumulando ou amplificando sua energia (RITTWEGER,
2009).

O corpo humano e seus 6rgdos individuais tém diferentes frequéncias naturais.
VibracGes verticais na faixa de 5-10 Hz, por exemplo, geralmente causam ressonancia
no sistema toracico-abdominal, frequéncias de 10-30 Hz na regido da cabeca, no
membro superior e sistema urinario e de 60-90 Hz no globo ocular (RASMUSSEN,
1983). A transmissdo de energia mecanica através do corpo causada por vibracdes
depende da postura corporal, da massa corporal e das contragbes musculares. Nas
plataformas comercializadas, as frequéncias normalmente variam de 5-60 Hz, e a
ressonancia de partes do corpo pode ocorrer (SONZA et al., 2015).

Durante a ressonancia, as frequéncias de oscilacdo do corpo ou de suas
estruturas sdo amplificadas. Isso significa maiores forcas internas dentro do corpo, que
podem gerar deslocamento de 6rgdos e outras estruturas e exercer uma pressao sobre
tecidos proximos (RABEY et al., 2014). Se essas forcas ndo forem amortecidas, elas
podem causar sérios danos. Além disso, qualquer amortecimento mecanico ou

fisiolégico (musculoesquelético) levard a absorcdo de energia e gerard calor
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(RITTWEGER, 2009). Oscilagfes que entram em ressonancia tendem a serem mais
prejudiciais, embora seus efeitos ndo sejam totalmente claros (RABEY et al., 2014).

Os dispositivos de vibragdo possuem diferentes mecanismos de geracdo de
energia. Independentemente do tipo de dispositivo, os tecidos que se encontram mais
préximos a fonte de vibragdo sdo mais estimulados. Como modalidade de exercicio
fisico, a vibragdo é mais praticada na forma de vibracdo de corpo inteiro, atraves de
plataformas oscilatérias (RITTWEGER, 2009).

Existem diferentes tipos de plataformas vibratérias comercializadas.
Basicamente existem dois modos de vibracdo. A plataforma vibratéria Galileo, por
exemplo, produz uma vibragdo vertical, assincronica ou pivotal nos hemicorpos direito
e esquerdo, onde as oscilacbes sdo transmitidas em torno de um eixo horizontal
anteroposterior. A plataforma Power Plate, produz vibragdes verticais sincronicas, onde
0s hemicorpos sdo vibrados simultaneamente (COCHRANE, 2011). Conforme a
combinagdo destes dois modos e a transmissdo das oscilacbes ao longo dos eixos
ortogonais (x, y e z), diferentes outros modos de vibragdo tem sido produzidos nas
plataformas atuais.

Nos estudos experimentais com vibracdo, ndo existe uma padronizacdo das
plataformas utilizadas. Elas podem ser fabricadas conforme as dimens6es dos animais e
apresentam oscilacGes alternadas, como as plataformas de Galileo (WIRTH et al., 2013;
SCHWARZ et al., 2015; MANTHOU et al., 2017) ou serem adaptadas. Neste caso, 0s
animais sdo colocados sobre gaiolas ou caixas acopladas em uma plataforma de
oscilacdo vertical (BACZYK et al., 2013; LOCHYNSKI et al., 2013; BRAMLETT et
al., 2014). Nos dois tipos de modelos, 0s animais sdo livres para deslocarem-se durante

a vibracao.

1.5.2 Bases neurofisiologicas da vibracdo como exercicio fisico

Durante muito tempo, a vibracdo tem sido associada aos danos causados durante
a exposicdo ocupacional (RITTWEGER, 2009). Esses danos se caracterizam por
vasculopatias e neuropatias periféricas (YOUAKIM, 2008; MATLOUB et al., 2005) e
sdo associadas ao desequilibrio de respostas dos sistemas imune e nervoso, com
alteracbes neuroquimicas e estruturais no tecido nervoso e vascular periférico (para
revisdo ver: KRAJINAK et al., 2012).
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A nocdo de que a vibracdo pode ser benéfica e ser usada como exercicio e
terapia € relativamente recente (RITTWEGER, 2009). Nazarov e Spivak (1985) foram
0s primeiros a aplicar a vibracdo como modalidade de treinamento. A partir de entdo, a
vibracdo comecou a ser investigada como modalidade de exercicio para aumentar a
atividade de forca muscular, despertando, assim, o interesse de varias empresas
comerciais (RITTWEGER, 2009).

Os beneficios no desempenho muscular supostamente ocorrem através da
potencializagdo neurogénica dos reflexos espinais e da ativacdo muscular, através do
reflexo tonico de vibracdo. Essa potencializacdo € responsavel pelo aumento da funcéo
muscular, de forma semelhante aos resultados encontrados em vérias semanas de
treinamento convencional de resisténcia e forca (COCHRANE, 2011).

Essa similaridade esta relacionada as caracteristicas da carga imposta pela
vibracdo, que, como o fortalecimento, aumentam a carga gravitacional imposta ao
sistema neuromuscular. Os programas de exercicios concebidos para aumentar a forca
sdo caracterizados pela realizacdo de exercicios com um aumento da carga
gravitacional. A vibracdo pode aumentar esta carga em até 14 vezes, ou seja, 14 vezes a
aceleracdo da gravidade (14g). Essas formas de exercicio produzem respostas
adaptativas especificas nos musculos esqueléticos como aumento nas areas de seccgédo
transversal das fibras musculares (CARDINALE; BOSCO, 2003).

A acdo mecanica da vibracdo é produzir mudancas rapidas e curtas no
comprimento do complexo musculo-tenddo (CARDINALE; BOSCO, 2003), gerando
pertubacdo dos receptores sensoriais. Como resultado, tem-se um efeito bidirecional do
controle motor, envolvendo a ativacdo das fibras musculares e dos sinais sensoriais de
propagacao central, permitindo sua modulacdo (DUCHATEAU; ENOKA, 2002).

Durante a aplicacdo da vibragdo, ocorre uma descarga orientada das terminacgdes
primarias (la) e secundarias (1) dos fusos musculares. As terminacfes la sdo mais
ativadas que as terminacdes Il. Além dos fusos musculares, as aferéncias Ib dos 6rgaos
neurotendineos também sdo responsivas a vibracdo muscular. A descarga do fuso
estimula 0s motoneurdnios-a, através de vias monossinapticas (pelas aferéncias Ia) ou
polissinapticas (pelas aferéncias 1), causando contracdo muscular reflexa. Esse reflexo
é conhecido como reflexo tonico de vibracdo. Durante a contracdo reflexa, as descargas
das terminagdes dos fusos musculares diminuem e as aferéncias Ib dos 6rgdos
neurotendineos aumentam. O resultado é uma combinacgdo ciclica entre contracbes
concéntricas e excéntricas (CARDINALE; BOSCO, 2003; RITTWEGER, 2009).
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Cessada a vibracdo, os efeitos neuromusculares sdo contraditérios e envolvem:
aumento ou diminuicdo na sensibilidade do reflexo de estiramento e inibicdo da
musculatura antagonista através de neurénios inibitérios sobre as aferencias la. Esses
efeitos podem durar em minutos ou hora (CARDINALE; BOSCO, 2003).

A vibracdo é percebida ndo somente pelos fusos musculares, mas tambem pela
pele, articulagdes e outras terminacdes sensitivas (CARDINALE; RITTWEGER, 2006).
Mecanorreceptores como de Meissner e Paccini, tambem s&o estimulados (SONZA et
al., 2013). Todas essas estruturas sensoriais sdo capazes de perceber o estimulo
vibratorio e contribuir para facilitar aferéncias para neurénios motor-gama que reagem
alterando a sensibilidade das terminacGes nervosas primarias (CARDINALE;
RITTWEGER, 2006).

Uma vez que o cortex motor somatossensorial primario e secundario constituem
a unidade de processamento central de qualquer aferéncia do corpo (pele, musculos e
articulacdes e outros), a vibragdo pode diretamente influenciar a atividade encefalica.
Isso pode explicar, por exemplo, a sensacédo iluséria de movimento apds a vibragao. Os
estimulos vibratérios ao influenciar o estado excitatorio de estruturas periféricas e
centrais podem facilitar movimentos voluntarios subsequentes (CARDINALE;
RITTWEGER, 2006).

Juntos, estes efeitos tém permitido o uso da vibracdo de corpo inteiro como
modalidade para melhorar a desempenho muscular, a forca muscular e a flexibilidade
em individuos saudaveis (CHANOU et al., 2012). Ela, também, tem sido utilizada no
treino de marcha e equilibrio em idosos (POZO-CRUZ et al., 2012) e como intervengéo
terapéutica para reducdo da dor neuropatica periférica (HONG; BARNES; KESSLER,
2013; KESSLER; HONG,2013), da espasticidade, para treino da propriocepcdo e como
possivel meio de modulacdo da excitabilidade motora cortical em pacientes com:
acidente vascular encefalico, paralisia cerebral, Parkinson e lesdo medular (POZO-
CRUZ et al., 2012).

Além dos efeitos diretos sobre a atividade neuromuscular, a vibracdo, também,
tem apresentado resultados sobre a fisiologia cardiovascular como melhora do fluxo
sanguineo e da oxigenacdo da musculatura do membro inferior de pacientes com lesdo
medular (HERRERO et al., 2010). Entretanto, estes efeitos ndo estdo totalmente claros,
uma vez que, por exemplo, em individuos saudaveis, tem sido observado tanto aumento
(GAMES; SEFTON, 2011) como diminuicdo (SONZA et al., 2015) na temperatura

corporal apos a vibragao.
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Entretanto, apesar do seu amplo uso no esporte, no exercicio e na saude, as
respostas fisioldgicas da vibracdo permanecem ndo totalmente claras, uma vez que
diversos sdo os protocolos de treinamento aplicados com a vibragdo (COCHRANE,
2011). Além disso, ela pode oferecer riscos nocivos sobre o corpo humano quando
utilizada de forma inadequada principalmente porque seus efeitos dependem da forma
em que seus parametros (frequéncia, amplitude, aceleracédo e tempo) sdo aplicados
(CHANOU et al., 2012).

Estudos em modelos animais tém sido utilizados a fim de se tentar entender
como a vibragdo atua sobre o sistema neuromuscular como, por exemplo, sobre os
mecanismos de excitabilidade e alteracdes morfoldgicas nas unidades motoras rapidas e
lenta e suas implicacOes sobre a forca e resisténcia muscular (BACZYK et al., 2013;;
LOCHYNSKI et al., 2013; METTLACH et al., 2014).

Estudos experimentais em modelos de lesdo nervosa tém demonstrado que a
vibracdo possui efeitos controversos como neuroprotecdo na doenca de Parkinson
(ZHAO et al., 2014), prejuizo nas sinapses e retardo da recuperagdo funcional de
animais com lesdo medular, conforme o periodo da lesdo em que 0s animais sdo
treinados (WIRTH et al., 2013; BRAMLETT et al., 2014;SCHWARZ et al., 2015;
MANTHOU et al.,2017).
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2 JUSTIFICATIVA

Traumas ou lesdes mecanicas estdo entre as causas mais frequentes das lesdes
que atingem o sistema nervoso periférico (SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013). Embora
ap6s uma lesdo, a capacidade de regeneracdo do nervo periférico seja superior a do
sistema nervoso central, a recuperacdo completa é bastante infrequente (HOUSCHYAR
et al., 2016).

Entre as principais lesbes experimentais estudadas, a axonotmese é a que mais
se aproxima das condic@es clinicas frequentemente apresentadas pelos pacientes. Nestes
estudos, 0 modelo experimental de esmagamento do nervo isquidtico é o que produz
confiavelmente a axonotmese (SAVASTANO et al., 2014). A utilizacdo deste nervo
justifica-se pela facilidade de seu acesso cirdrgico (GEUNA, 2015) e por este ter
estrutura e distribuicdo anatémica similar a de humanos (TOS et al., 2009). Alem disso,
a taxa de regeneracdo nervosa em roedores (3-4 mm/dia) é maior que em humanos
(Imm/dia) e a distancia a ser regenerada € menor, permitindo que a regeneracao do rato
seja mais rapida (TONGE; GOLDING, 1993), facilitando, na préatica cientifica, a
analises de parametros de recuperacao sensorial, motora e estrutural, ao longo do tempo
(VAREJAO et al., 2001).

Estudos em animais com lesdo por esmagamento do nervo tém mostrado que o
exercicio fisico € uma das estratégias terapéuticas que tem sido utilizada a fim de
melhorar a recuperacdo funcional (ARBAT-PLANA et al., 2015). Desse modo,
diferentes modalidades de exercicio como treino de equilibrio e coordenagédo
(BONETTI et al., 2011), treino em esteira (CAl; NA; HWANGBO, 2015), treino de
resisténcia (ILHA et al.,, 2007) e natacdo (TEODORI et al., 2011), tem sido
investigadas.

Atualmente, a vibracdo de corpo inteiro tem sido uma modalidade de exercicio
que tem ganhado destaque na clinica e no treinamento funcional (WUNDERER;
SCHABRUM; CHIPCHASE, 2008). Entretanto, ndo estdo totalmente esclarecidos 0s
efeitos dos estimulos vibratorios sobre o corpo (CHANOU et al., 2012) e ndo foram
encontrados na literatura, estudos que avaliaram a vibracdo em modelos de lesdo
nervosa periférica.

Assim, devida a importancia do exercicio fisico na regeneracdo nervosa

periférica, e o crescente uso da vibragdo como modalidade de treinamento fisico, o
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presente estudo propde-se a analisar os efeitos da vibragdo sobre a morfofuncionalidade

do nervo isquiatico apds sua lesdo por esmagamento, em um modelo experimental.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

o Analisar comparativamente os efeitos de dois protocolos de treinamento fisico
por vibracdo de corpo inteiro sobre a morfofuncionalidade do nervo isquidtico apds

lesdo por esmagamento do nervo isquiatico em modelo experimental.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar comparativamente os efeitos de dois protocolos de treinamento fisico
por vibragdo de corpo inteiro (iniciados 3 dias e 10 dias apds a leséo) sobre a funcéo
locomotora dos membros posteriores, utilizando o indice de funcionalidade do nervo
isquiatico, apds lesdo por esmagamento do nervo isquidtico.

o Avaliar comparativamente os efeitos de dois protocolos de treinamento fisico
por vibragdo de corpo inteiro (iniciados 3 dias e 10 dias apds a lesdo) sobre a funcao
sensoriomotora, utilizando a analise de testes de coordenacdo especificos: teste da
escada horizontal e teste da barra estreita, apos lesdo por esmagamento do nervo
isquiatico.

o Analisar comparativamente os efeitos de dois protocolos de treinamento fisico
por vibracdo de corpo inteiro (iniciados 3 dias e 10 dias apds a lesdo) sobre a

morfometria das fibras do nervo isquiatico ap0s lesdo por esmagamento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo animal e grupos experimentais

Foram utilizados 53 ratos Wistar machos, com dez semanas de vida, com peso
variando de 250 a 350g, oriundos do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Morfoldgicos do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da UFRGS.

Os animais foram tratados conforme a Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008
que regulamenta o inciso VII do § 1o do art. 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo
procedimentos para o uso cientifico de animais. Eles foram mantidos em caixas de
polipropilenorecobertas por maravalha que continham no maximo quatro animais por
caixa,respeitando-se a Resolucdo Normativa N.15 de 2013 do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).Todos 0s animais permaneceram em
ambiente com temperatura controlada (20 £ 2 °C), ciclo claro/escuro de 12 horas, com
agua e racdo ad libitum.

Apos trés dias de ambientacdo no biotério, os animais foram aclimatizados na
area de teste e treinamento no Laboratorio de Histofisiologia Comparada do

ICBS/UFRGS e foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais:

1) Grupo controle (C; n=10): animais sem intervencao.

2) Grupo sham (SH; n=10): animais submetidos ao procedimento cirargico, porém
sem lesdo do nervo isquiatico.

3) Grupo lesionado ndo treinado (NT; n=11): animais submetidos ao procedimento
cirargico, com lesdo do nervo isquiatico.

4) Grupo lesionado treinado com vibracdo de corpo inteiro 3 dias apés a lesao(V3;
n=11): animais submetidos ao procedimento cirdrgico, com lesdo do nervo isquiatico e
que iniciaram o treinamento fisico com vibracao 3 dias apds a lesao.

5) Grupo lesionado treinado com vibracdo de corpo inteiro 10 dias apos a lesdo
(V10; n=11):animais submetidos ao procedimento cirurgico, com lesdo do nervo

isquidtico e que iniciaram o treinamento fisico com vibracéo 10 dias apo6s a leséo.
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4.2 Procedimento cirdrgico

Os animais foram, inicialmente, pesados e anestesiados com uma dose
intraperitoneal de cetamina (90 mg/Kg)(Vetbrands, Brasil) e xilazina (15mg/kg)
(Vetbrands, Brasil). Em seguida foi realizada tricotomia da &area dorsolateral da coxa
direita dos animais e estes foram posicionados em decubito ventral, sobre uma mesa
cirirgica aquecida (HeatPad para Esterotéxico — EEF 422, Insight, Brasil)a temperatura
de 37,5°C.

A intervencdo foi iniciada pela antissepsia da pele com alcool iodado a 2%. Foi
realizada, em seguida, uma incisdo longitudinal de 3 cm, em relacdo ao maior eixo do
membro posterior direito, seccionando-se a pele e a tela subcutanea correspondentes.
Usando-se como referéncia o trocanter maior da regido medial da coxa, onde através da
exposicdo dos musculos do quadril e da coxa, e seu divulsionamento, foi-se exposto o
nervo isquiatico. A lesdo nervosa do nervo isquiatico por esmagamento, em sua
emergéncia logo apos o limite inferior do musculo gluteo maximo foi realizada atraves
de uma pinca lisa (1 mm de espessura) comprimida por uma pinga hemostatica com
forca maxima por 30 segundos (BRIDGE et al., 1994; MALYSZ et al., 2010). O local
da leséo foi identificado através de um ponto com fio 8-0 de seda ndo absorvivel no
epineuro e a incisdo cirurgica foi entdo suturada com sutura em 4-0 nylon (Somerville,

Brasil) e desinfetada com alcool iodado a 2%.
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4.3Treinamento fisico com vibracdo:

O treinamento fisico com vibracéo foi realizado em uma plataforma vibratéria
(TBS 100A Total Image Fitness Inc; CA), adaptada para o uso em animais (Fig. 1). A
adaptacédo incluiu a colocacdo de blocos de cimento (cada um com cerca de 30Kg) e
acoplamento de 2 caixas de acrilico (21 cm de largura e 23,5 cm de comprimento) para

treino de 4 animais simultaneamente.

: : 7 By |
Figura 1: Imagem da plataforma vibratoria (TBS 100A Total Image Fitness Inc; CA) adaptada
para o treinamento dos animais.

Em dias diferentes apds o procedimento cirdrgico de esmagamento do nervo
isquiatico, foram iniciados os treinamentos com vibracdo dos grupos V3 (apds 3 dias) e
V10 (apo6s 10 dias). Animais dos grupos C, SH e NT foram posicionados sobre a
plataforma desligada, a fim de que as manipulacdes experimentais fossem as mesmas
para todos os grupos. O protocolo de treinamento foi realizado cinco vezes por semana
por cinco semanas, conforme estudos experimentais anteriores (BACZYK et al., 2013;
LOCHYNSKI et al., 2013).

Os parametros utilizados para o treinamento foram: cinco trials compostos por 1
minuto na frequéncia de 15 Hz seguida a 2 minutos de frequéncia de 30 Hz, conforme
Wirth et al. (2013), intercalados por 1minuto e 30s de repouso. A amplitude utilizada
foi de 2 mm e o modo de oscilacdo foi espiral, considerado o0 modo de melhor adaptacao
(SONZA et al., 2013). Neste modo, a vibracdo apresenta um movimento suave
movimento eliptico no plano horizontal. Esses parametros também foram determinados
devido as limitacbes do equipamento e, por se aproximar dos protocolos funcionais e
fisiologicos de disparo dos motoneurbnios espinais a seus respectivos muisculos
(BACZYK et al., 2013; LOCHYNSKI et al., 2013; WIRTH et al., 2013).
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A acuracia das frequéncias de vibracdo do equipamento foram medidas usando
um giroscopio 3D, modelo GDM-3X2 (MicroStrain, EUA) e através de anélise com a
transformada de Fourier (FFT), foram encontradas as frequéncias utilizadas nesse
estudo. O acelerdmetro foi fixo na parte central do bloco, no local aproximado de
colocagéo dos animais. Para medida da amplitude do equipamento, uma caneta laser foi
fixada na parte central do bloco; apds projecdo na parede de um ponto de 0,5 mm de
diametro, foi realizada uma marcacdo na parede da oscilagéo deste ponto na frequéncia

desejada e foi encontrada uma amplitude de 2 mm pico-a-pico.
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4.4 Testes comportamentais

Inicialmente, durante um periodo de 7 dias, os animais foram previamente
adaptados aos testes comportamentais utilizados neste estudos: Indice funcional do
nervo isquiatico (IFI), Teste da escada horizontal (EH) e Teste da barra estreita. Apds o
procedimento cirdrgico, estes testes foram realizados duas vezes por semana nos
seguintes dias pos-operatorios (p.0): 6°, 9°, 13°, 16°, 20°, 23°, 27°, 30°, 33° e 36° dias p.o
(Testes IFI e EH) e 7°, 10°, 140, 17°, 21°, 24°, 28°, 31°, 35° p.o (Teste BE) (Fig. 2).

Dias pré-lesio Dias pos-lesdo

I ¥ 1
Dias dostestesIFl e
EH
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[ I
1T T°

|
7 10 14 17 21 24 28 31 3

th

<
—
<

Dias doteste BE

Adaptagio
Procedimento cirirgico
Inicio tremo V3
Inicio tremno V10
Futanasia

Figura 2: Linha do tempo representando o protocolo experimental. Adaptacdo = 7 dias prévios a
lesdo. IFI=indice funcional do isquiatico. BE= Barra estreita. EH = Escada horizontal. V3=
grupo lesionado treinado com vibracdo iniciada 3 dias apds a lesdo. V10=grupo lesionado
treinado com vibragdo iniciada 10 dias apds a leséo.
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4.4.1 indice funcional do nervo isquiatico (IF1)

O Indice funcional do nervo isquiatico (IFI) é um método quantitativo e
reprodutivel da condicdo funcional do nervo isquiatico de ratos. Ele é usado para
avaliacdo do grau de leséo e da sua recuperacdo (MONTE-RASO et al., 2008) e foi
desenvolvido primeiramente por Medinaceli; Freed e Wyatt (1982), que combinaram
medidas de pardmetros morfoldgicos da impressdo da pegada do membro posterior dos
animais em uma férmula cujo valor final representa o indice.

Para calculo do indice, neste estudo, os animais foram previamente adaptados
(por sete dias) a caminharem sobre uma folha branca de papel disposta em uma
passarela de 100 cm de comprimento e 8,5 cm de largura, cuja extremidade final
continha uma caixa escura que servia como estimulo para o animal chegar a
extremidade da passarela. Os membros posteriores dos animais foram pintados com
tinta de carimbo preta, permitindo assim, a impressao das pegadas sobre a folha, através
das quais, foram realizadas medi¢cdes no membro posterior normal (ndo lesionado) e
membro posterior experimental (lesionado) do animal (KORB et al., 2009).

Com o auxilio de uma régua milimetrada, as seguintes medicGes foram
realizadas: distancia entre a extremidade central do terceiro dedo ao calcanhar
(comprimento da pegada: PL), distancia entre as extremidades central do primeiro ao
quinto dedo (abertura total dos dedos: TS) e distancia entre as extremidades central do
segundo ao quarto dedo (abertura dos dedos intermediarios: I1T) (SARIKCIOGLU et al.,
2009). Os valores intermediarios de PL, TS e IT de trés pegadas consecutivas de cada
membro posterior, foram aplicados a formula:- 38,3 (EPL — NPL)/ NPL + 109,5 (ETS —
NTS) /NTS + 13,3 (EIT — NIT) / NIT — 8,8, onde E significa membro experimental e N
membro normal.

Valores entre -12 a 12 representam excelente funcéo, de -13 a -37 funcéo boa,
de -38 a -62 funcdo média, -63 a -87 funcdo insatisfatoria, -88 a -112 déficit completo e
de -113 a -137 pior que o deficit completo (MEDINACELLI, 1995).
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4.4.2Teste da Escada Horizontal (EH)

O Teste da Escada Horizontal é um teste que avalia déficits no controle motor
fino descendente durante a caminhada do animal sobre uma escada horizontal com
degraus dispostos em um padrdo de distancia irregular. Durante sua execucéo, ele exige
a coordenacdo dos membros anteriores e posteriores assim como o controle voluntéario
do movimento, permitindo a deteccdo de déficits ndo aparentes durante a locomocao
normal (METZ et al.,2000).

Para realizacdo deste teste foi utilizado um aparato (escada) de 100 cm de
comprimento e 5 cm de largura, constituido de duas paredes acrilicas paralelas
intercaladas por degraus de metal com 3 mm de didmetro com distancia minima de 1 cm
entre 0s mesmos. A escada foi posicionada a 30 centimetros do solo, na extremidade
final havia uma caixa escura. Sob a escada encontrava-se um espelho para facilitar a
analise das passadas. A fim de que fossem evitadas compensacdes de aprendizagem
motora, a distancia entre 0s degraus era variada aleatoriamente entre 1cm a 5 cm para
cada dia de realizacdo do teste (METZ; WHISHAW, 2002) (Fig.3).

Foram realizadas trés repeticbes de marcha ao longo de toda a escada por
animal, as quais foram gravadas através de uma camera posicionada lateralmente ao
aparato. Os valores de erros de posicionamento do membro lesionado (membro
posterior direito), de cada repeticdo foram tabulados e suas médias foram analisadas

estatisticamente.

Figura 3: Aparato utilizado para o Teste da Escada Horizontal.
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4.4.3 Teste Caminhada da Barra Estreita (BE)

O Teste de Caminhada da Barra Estreita € um teste sensoriomotor usado para
analise da coordenacdo motora fina, associada, principalmente, ao controle do
equilibrio. Ele examina essencialmente a capacidade do animal em permanecer na
posicao vertical ou andar sobre uma barra elevada e relativamente estreita (LUONG et
al.,2011).

O teste consistiu na caminhada do animal sobre uma barra estreita de superficie
plana, com 1m de comprimento e 2,6 cm de largura, elevada a 30 cm do solo. Em uma
de suas extremidades encontrava-se uma caixa escura para a qual o animal era ensinado
a chegar ao final da caminhada (BONETTI et al.,2011). Sob a barra encontrava-se um
espelho para maior analise das passadas. Foram realizadas trés repetices de caminhada
sobre toda barra por animal, as quais foram gravadas através de uma camera
posicionada lateralmente a barra (Fig.4).

Os valores de erros de posicionamento do membro posterior lesionado (membro
posterior direito) durante as caminhadas foram tabulados e suas médias foram

analisadas estatisticamente.

Figura 4: Aparato utilizado para Teste da Barra Estreita
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4.5 Andlises histologica e morfométrica do nervo isquidtico

Apb6s um periodo de 24h da Ultima sessdo de treino, 0s animais foram
anestesiados intraperitonealmente com tiopental sodico (50mg/kg; Cristélia, Brasil),
injetado com 1000 IU de heparina (Cristélia, Brasil) e transcardialmente perfundidos
com 300 mL de solugéo salina e, posteriormente, com 300 mL de solucdo de
paraformaldeido 4,0% (Reagen, Brasil) diluido em tampé&o fosfato (TF) 0,1M, pH 7,3.

Em seguida, um segmento do nervo isquiatico direito de aproximadamente 2mm
de comprimento foi coletado, 1 mm distal da area de lesdo nervosa. As amostras
coletadas foram mantidas em solucéo fixadora de glutaraldeido 2,5% (Sigma Chemicals
Co.,St Louis, MO) em TF 0,1M, pH 7,3por 1h a temperatura ambiente e por 15 dias a
4°C. Apos, elas foram lavadas em TF 0,1M,pH 7,3 (3 lavagens de 30 minutos), pos
fixadas em tetroxido de dsmio 1% (Sigma ChemicalsCo.,StLouis,MO), diluido em TF
0,1M, por 1 h a temperatura ambiente e novamente lavadas em TF 0,1M, pH 7,3 por
45min (3 lavagens de 15 minutos cada). Posteriormente, o material foi desidratado em
concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%,70%,90% e 100%).

A seguir, o material foi pré-embebido em resina (Durcupan; ACM-Fluka, Suica)
diluida em acetona (3:1) por 2h, e em resina diluida 50% em acetona por overnight.
Apos, foi embebido por 24h em resina 100%. As amostras foram incluidas em resina
100% e levadas a estufa (68°C) por 48-72h para polimerizacdo. Foram entdo, realizados
cortes semifinos (900nm)em um Ultramicrétomo (MT 600-XL, RMC, Tucson, AZ),
com navalhas de vidro. As laminas contendo os cortes semifinos foram coradas com
azul de toluidina 1% (Merck, Alemanha).

Imagens dos cortes transversais do segmento distal do nervo foram entéo
capturadas e digitalizadas, utilizando-se do microscopio (Eclipse E-600; Nikon, Japan),
acopladas a uma camera CCD (Pro-Series) de alta performance e processadas com o
programa Image-Pro Plus, versdo 6.0 (Media Cybernetics, EUA). Foram escolhidas,
aleatoriamente, 6 imagens de cada corte transversal (3 imagens da periferia e 3 imagens
do centro de cada nervo) com aumento inicial de 100x com posterior ampliacdo de
200%. Para a avaliacdo morfométrica, o total de area avaliada do segmento distal do
nervo isquiatico foi a soma das seis areas randomicamente selecionadas (4742,4 um? no
total).

As medidas morfométricas analisadas foram: densidade de fibras mielinizadas

(nimero de fibras mielinizas/mm?), porcentagem de area total ocupada por fibras
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mielinizadas (%), porcentagem de area ocupada pelo endoneuro (%), &rea média das
fibras mielinizadas (um?), area média dos axonios das fibras mielinizadas (um2),
didmetro médio das fibras mielinizadas (um), didmetro médio dos ax6nios das fibras
mielinizadas (um),espessura média da bainha de mielina (um) (MALYSZ et al., 2010)e
grau de mielinizacdo (g), obtido pelo quociente do diametro do axdnio pelo didmetro da
fibra (BONETTI et al., 2015).

Através da divisdo entre o nimero de fibras e a &rea total analisada foi estimada
a densidade de fibras mielinizadas e pela soma de todas as areas das fibras nervosas
mielinizadas, foi calculada a area total ocupada por estas fibras e calcular a porcentagem
da éarea total analisada (100%), onde, deduzindo-se esta porcentagem da &rea total
analisada foi possivel estimar a porcentagem de &area ocupada pelo endoneuro. Os
didmetros dos axonios e das fibras foram estimados a partir da area dos axonios e fibras
correspondentes, onde seu valor foi convertido para didmetro de um circulo com a area
equivalente (MALYSZ et al., 2010; BONETTI et al., 2015).

4.6 Analise estatistica

Os testes comportamentais foram analisados conforme modelo de Equacbes de
EstimacOes Generalizadas (GEE) para analise de dados longitudinais seguidos por post
hoc Bonferroni (P<0,05). A analise morfométrica foi realizada através de ANOVA one-
way, post hoc Bonferroni (P<0,05). Os dados foram analisados através do software
SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Inc.; Chicago USA).
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5 RESULTADOS

5.1  Testes comportamentais

5.1.1 indice Funcional do Nervo Isquiatico — IFI

Os grupos nao lesionados (C e SH) apresentaram valores de IFI dentro a faixa de
normalidade, variando entre -6 e -12 e sem diferencas significativas entre 0s mesmos
(P>0,05). Os grupos de animais lesionados apresentaram ao longo de todo experimento
valores de indice significativamente piores que os atingidos pelos grupos nao lesionados
(P<0,05). Percebe-se que, nestes grupos, houve aumento dos valores do IFI com a
melhora da recuperacdo ao longo do tempo (P<0,05), porém sem atingir valores
semelhantes aos dos grupos néo lesionados sdo final do protocolo experimental (Fig.5).

Analisando-se comparativamente os valores dos IFI entre os grupos de animais
lesionados, foi constatado que no 13° p.o, os animais do grupo V10 apresentaram
valores de IFI (-107,89+3,28) significativamente menores que os apresentados pelos
grupos NT (-77, 79+3,23; P=0,000) e V3 (-88,98+2,99; P=0,000), representando assim
uma pior recuperacao funcional no grupo V10 (dados ndo apresentados na figura). No
16° dia p.o, o grupo V10 continuou a ter valores menores (-75,40+4,42) apenas em
relacdo aos atingidos pelo grupo de animais lesionados nédo treinados (NT; -49,06+1,98;
P=0,000). Néo existiram diferencas significativas entre V3 (-65,42+6,43) e V10 (-
75,4%4,42) neste dia (P>0,05). Entre 0 20° e o 30° dia p.o, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos de animais lesionados (P>0,05; dados nao
apresentados na figura). No 33° p.o , os animais do grupo V10 (-38,77 + 3,8)
apresentaram valores de IFI menores que os apresentados pelos animais dos grupos V3
(-23,45 + 3,29; P=0,023) e NT (-23,12 + 2,31; P=0,004), representando assim uma pior
recuperacdo funcional no grupo V10 (dados ndo apresentados na figura). Ao final do
protocolo experimental, todos os grupos de animais lesionados apresentaram valores de
IFI semelhantes (P>0,05; Fig.5).
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Figura 5: Grafico apresentando os dados do indice funcional do isquiatico, (IFI) avaliado apds a
lesdo por esmagamento do nervo isquiatico para os grupos do estudo: controle (C), sham (SH),
lesionado ndo treinado (NT), lesionado treinado com vibracdo iniciada 3 dias ap6s a lesdo (V3)
e lesionado treinado com vibragdo iniciada 10 dias apés a lesdo (V10). a P<0,05vs C e SH. b
P<0,05 vs NT. Dados expressos em média + erro padrdo da media.

Estes resultados indicam que nos animais lesionados houve uma recuperagédo
funcional progressiva ao longo do protocolo experimental, sem, no entanto, atingir
recuperacdo funcional completa. Em comparac¢do com animais lesionados néo treinados,
0s animais lesionados que iniciaram o treinamento 10 dias apds a lesdo tiveram uma
pior recuperacdo funcional evidenciada em dias especificos do periodo pos-operatdrio
(13°,16° e 33° dia p.0).
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5.1.2 Teste da Escada Horizontal (EH)

Os grupos ndo lesionados (C e SH) apresentaram uma média de 0,2 a 0,3 erros
de posicionamento do membro lesionado, ao longo das avaliacGes, sem diferencas
significativas entre estes grupos (P>0,05). Os grupos de animais lesionados
apresentaram valores significativamente maiores (maior numero de erros) quando
comparados aos grupos nao lesionados (P<0,05; Fig.6).

Analisando, comparativamente, os valores dos grupos lesionados em cada dia
de p.o, foi verificado que ndo existiram diferengas significativas entre 0s mesmos,
exceto no 16° dia p.o., onde o grupo V10 (1,23 + 0,09) teve maior nimero de erros que
0 grupo NT (0,77 = 0,12; P=0,018). Neste mesmo dia ndo foram encontradas diferencas
entre os grupos V3 (1,33 £ 0,22) e V10 (1,23 £ 0,09); P>0,05; Fig.6).
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Figura 6: Grafico representando o nimero médio de erros durante o Teste da Escada Horizontal
em diferentes dias apds a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico para os grupos do estudo:
controle (C), sham(SH), lesionado ndo treinado (NT), lesionado treinado com vibracéo iniciada
3 dias apos a lesdo (V3) e lesionado treinado com vibragdo iniciada 10 dias apos a lesdo (\V10).
a P<0,05 vs C e SH. b P<0,05 vs NT. Dados expressos em média * erro padrdo da média.

Estes resultados indicam que os animais lesionados tiveram uma recuperacao
funcional progressiva ao longo do protocolo experimental, sem, no entanto, atingir a
recuperacdo completa. Adicionalmente, o grupo treinado que iniciou a vibracdo 10 dias
apos a lesdo apresentou maior déficit funcional no 16° dia ap6s a lesdo, corroborando

com os dados do IFI.
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5.1.3 Teste da Barra Estreita (BE)

Os grupos nao lesionados (C e SH) apresentaram valores médios de 0,07 a 0,2
erros de posicionamento do membro lesionado, ao longo do tempo, sem diferencas
significativas entre eles (P>0,05). Os trés grupos de animais lesionados apresentaram
valores significativamente maiores (maior nimero de erros) até o 28° dia p.o., quando
comparados aos grupos C e SH (P<0,05). Nas avaliagdes seguintes (31° e no 35° dia
p.o) foi possivel identificar que os grupos lesionados V3 e NT apresentaram
recuperacgdo funcional completa (P>0,05 em relagdo aos grupos nao lesionados). Dessa
forma, no 35° dia p.o, apenas o grupo V10 apresentou diferenca significativa (P<0,05)
em relacdo a todos 0s outros grupos.

Analisando-se comparativamente os grupos lesionados, no 17° dia p.o, 0 grupo
V10 apresentou maior numero de erros (5,14+0,5) que NT (2,0+0,2) e V3 (3,2+0,7)
(P<0,05; dados ndo representados na figura). No 21° e 24° dia p.o, ndo existiram
diferencas significativas entre estes grupos. No 28° dia p.o os animais do grupo V10

apresentaram significativamente maior nimero de erros que NT (P<0,05; Fig.7).
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Figura 7: Gréfico representando o nimero médio de erros durante o Teste da Barra Estreita
conforme os dias ap6s a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico para os grupos do estudo:
controle (C), sham(SH), lesionado ndo treinado (NT), lesionado treinado com vibracéo iniciada
3 dias ap6s a lesdo (V3) e lesionado treinado com vibracdo iniciada 10 dias apo6s a lesdo (V10).
a P<0,05 vs C e SH. b P<0,05 vs NT. Dados expressos em média * erro padrdo da média.

Estes resultados nos mostram que o0s animais lesionados tiveram uma
recuperacdo funcional progressiva ao longo do protocolo experimental e, que ao final do
treinamento, os grupos NT e V3 atingiram a recuperacdo funcional completa enquanto

que o grupo V10 permaneceu com déficit funcional.
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5.2 Anélises histoldgica e morfométrica do nervo isquiatico

Os grupos C e SH apresentaram padréo histologico semelhante: concentracdo de
fibras mielinizadas por toda a area analisada, fibras nervosas amielinicas e células de
Schwann envoltas por tecido conjuntivo (endoneuro).

Os grupos NT, V3 e V10, apresentaram caracteristicas histologicas de
incompleta regeneragdo nervosa: predomindncia de fibras mielinizadas menores
dispersas pela éarea analisada, presenca de tecido degenerativo e restos celulares,
envoltas por um endoneuro aparentemente mais abundante que os grupos C e SH (Fig.
8).

Figura 8: Imagens digitalizadas de cortes semifinos transversais da porcdo distal do nervo
isquiatico corados com azul de toluidina. A: Grupo controle (C). B: Grupo lesionado ndo
treinado (NT). C: Grupo lesionado treinado com vibrag&o iniciada 3 dias apos a lesdo (V3). D:
Grupo lesionado treinado com vibragdo iniciada 10 dias ap6s a lesdo (V10). Fa = fibra
amielinica. Fm = fibra mielinica. Cs = célula de Schwann. E = Endoneuro. R = restos celulares
(tecido em degeneragdo). Barr = 20um
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5.2.1 Anélise morfométrica

No que se refere a densidade de fibras mielinizadas por area total analisada do
nervo, os grupos de animais ndo lesionados (C e SH) apresentaram respectivamente
valores de 14092,7 + 780,7 fibras/mm? e 12440,9 + 583,8 fibras/mm?. A densidade de
fibras mielinizadas para os animais com lesédo foi de: 16587,9 +780,8 fibras/mm? para o
grupo NT, 13881,9 + 1339,6 fibras/mm? para o grupo V3 e 14092,7 + 24247
fibras/mm? para o grupo V10. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos (P>0,05).

A porcentagem de area ocupada por fibras mielinizadas foi menor nos grupos
NT, V3 e V10 em comparagdo aos grupos ndo lesionados (P<0,05). Esses grupos
também apresentaram maior porcentagem de area ocupada por fibras amielinicas,

endoneuro e vasos sanguineos, em comparagdo aos grupos nao lesionados (P<0,05)
(Fig.9).
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Figura 9: Grafico apresentando o parametro morfométrico de porcentagem de area ocupada por
fibras mielinizadas (A) e porcentagem de &rea ocupada por endoneuro, vasos sanguineos e
fibras amielinicas (B) do nervo isquiatico para os grupos do estudo: controle (C), sham(SH),
lesionado ndo treinado (NT), lesionado treinado com vibrag&o iniciada 3 dias apos a lesdo (V3)
e lesionado treinado com vibragédo iniciada 10 dias ap6s a lesdo (V10). * P<0,05 vs C e SH.
Dados expressos em media + erro padrdo da média.
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Em relagdo aos grupos ndo lesionados, os grupos NT, V3 e V10 tiveram menor
area média das fibras mielinizadas, menor &rea meédia dos axonios das fibras
mielinizadas, menor didmetro médio das fibras mielinizadas, menor didmetro dos
axonios das fibras mielinizadas, menor espessura da bainha de mielina e maior grau de

mielinizagdo, porém, sem diferenca entre eles (P<0,05; Fig.10).

A B
80
70 . 30
..’; 60 i 25
ERE ) P
= =
£ 40 £
B ‘ s .
'z 30 S — o
2 T 10
et 20 - N E
" l I . ’ ' '
0 0
C SH NT Vvio V3 C SH NT vio V3
Grupos Grupos
c D
10 6
9
E 8 z 5
= 7 2 .
= * g 4
g 6
= 5 3 4
=] _g -
s 2
= 2 =
1
0 0
C SH NT V10 V3 C SH NT VIo V3
Grupos Grupos
E F
18 0.9 +
~ L6
z 0.8
= 14 0.7
E 12 0.6
E 1,0 * 205
5 08 Soa
£
2 06 0,3
2
2 04 0.2
2
02 0.1
0,0 0,0
C SH NT V10 V3 C SH NT vio V3
Grupos Grupos

Figura 10: Graficos apresentando os parametros morfométricos da area média das fibras
mielinizadas (A), &rea media dos axénios das fibras mielinizadas (B), didmetro médio das fibras
mielinizadas (C), diametro médio dos axodnios das fibras mielinizadas (D), espessura média da
bainha de mielina (E) e grau de mielinizacdo médio (F) do nervo isquiatico para os grupos do
estudo: controle (C), grupo sham (SH), grupo lesionado ndo treinado (NT), grupo lesionado
treinado com vibracdo iniciada 3 dias apds a lesdo (V3) e grupo lesionado treinado com
vibragdo iniciada 10 dias ap6ds a lesdo (V10). * P<0,05 vs C e SH. Dados expressos em média +
erro padrdo da média



49

6 DISCUSSAO

Este estudo tratou-se de uma andlise dos efeitos da vibracdo de corpo inteiro
sobre a morfofuncionalidade do nervo isquiatico apds lesdo por esmagamento deste
nervo, em um modelo experimental. Para isso, avaliamos a funcionalidade do nervo
isquiatico, através dos testes: indice funcional do isquiatico (IF1), Escada horizontal
(EH) e Barra estreita (BE); a histologia e morfometria do nervo nos grupos de animais
ndo lesionados (C e SH); lesionados ndo treinados (NT) e lesionados que iniciaram o
treinamento 3 dias (grupo V3) ou 10 dias (\V10) apds a leséo.

Em uma lesdo por esmagamento do nervo isquiatico os musculos extensores do
membro posterior estdo denervados (BAIN et al., 1989). Desse modo, 0s animais
tendem a posicionar o membro posterior lesionado inteiramente durante a passada e
algumas vezes, podem arrastar os dedos do membro lesionado, tornando, assim, mais
negativos, os valores iniciais registrados do IFI. Entretanto, ao contrario de lesdes mais
graves como transeccdes nervosas e mesmo com habilidades anormais prevalentes por
alguns meses, esses animais tendem a obter uma recuperacdo 16 a 25 dias apos a lesdo,
atingindo valores proximos de -21 no IFI. Essa recuperacao € simultanea entre todas as
variaveis que séo analisadas no indice: comprimento da pegada, abertura do primeiro ao
quinto dedo e abertura do segundo e quarto dedos (MEDINACELI, FREED; WYATT,
1982).

A andlise dos resultados do IFI mostrou que ndo existiram diferencas entre 0s
animais do grupo controle (C) e do grupo sham (SH), indicando a efetividade do
procedimento cirdrgico assim como a ndo sensibilidade do teste a fatores relacionados a
lesdo tecidual da pele e anexos. De acordo com a classificacdo proposta por Medinacelli
(1995), comparativamente, os animais dos grupos lesionados (NT, V3 e V10)
apresentaram, inicialmente (9 dias apds a lesdo), caracteristicas de déficit completo
(valores dentro da faixa de -88 a -112), atingindo, gradualmente, uma funcdo boa
(valores dentro da faixa de -13 a -37) a partir de 23 dias apds a lesdo. Ao final do
estudo, porém, esses animais apresentaram caracteristica de uma recuperacao funcional
parcial, uma vez que seus valores no IFI ainda permaneciam significativamente
diferentes (P<0,05) dos animais ndo lesionados.

Estudos que também objetivaram analisar a recuperacdo funcional, ao longo do
tempo, de ratos Wistar adultos submetidos a lesdo por esmagamento, mostraram

resultados varidveis sobre o dia da recuperacdo total dos animais: 49 dias (DIJKSTRA
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et al.,2000) e 21 dias (GANGULY et al., 2017) apos a lesdo. Por outro lado, estudos que
utilizaram protocolos de treino de aerdbico de moderado a intenso nesses animais
(ILHA et al., 2007) e treino em esteira de baixa intensidade (10m/min) (BOBINSKI et
al.,2011) observaram que o0s animais lesionados sem treinamento tiveram recuperagao
total da fungdo pelo IFI, 35 dias e 28 dias apds a lesdo. Estes dados mostram que 0s
ritmos de recuperacgdo funcional poder ser variaveis apds uma lesdo por esmagamento.

Os resultados do IFI deste estudo, também, mostraram que 0s grupos lesionados
tiveram comportamentos diferentes entre si, principalmente 13, 16 e 33 dias apds a
lesdo. Neste periodo, apenas os grupos que iniciaram a vibracdo 10 dias apds a lesdo
(grupo V10) tiveram valores no IFI significativamente mais negativos em relacdo ao
grupo NT, evidenciando que a vibracdo pode ter causado prejuizos funcionais destes
animais durante este periodo da lesdo. Isto se torna mais evidente ao verificar-se o
comportamento do grupo V10 logo apds o inicio do treinamento deste grupo, no 13° dia
apos a lesdo, com IFI mais negativo que 0s grupos NT e V3.

Alem do IFI, os testes da Escada horizontal e da Barra estreita também foram
utilizados, por permitirem analises funcionais mais especificas como do controle motor,
desempenho e habilidades motoras. Dentre as estruturas periféricas relacionadas a
execucdo dessas funcdes estdo os proprioceptores, receptores envolvidos nas sensacoes
conscientes como sentidos de posi¢do, sentidos de movimento do membro (cinestesia),
sentidos de forca e tensdo muscular, sentidos de equilibrio, entre outros (PROSKE;
GANDEVIA, 2012).

No teste da Escada horizontal, os grupos NT, V3 e V10 apresentaram
recuperacdo progressiva ao longo do tempo, porém, ao final do estudo, eles
apresentaram maior numero de erros no posicionamento do membro posterior
lesionado, em relacdo aos grupos C e SH. Além disso, assim como no IFI, no periodo de
16 dias apos a lesdo, o grupo V10, apresentou maior nimero de erros que o grupo NT,
também, evidenciando, uma pior recuperacdo durante este periodo. Ao final do
protocolo experimental, no 36° dia p.o, ndo existirem diferencas significativas entre os
grupos lesionados.

No teste da Barra estreita, os trés grupos de animais lesionados também
apresentaram recuperacdo ao longo do tempo, e assim como nos outros testes
funcionais, os grupos NT e V3 ndo apresentaram diferengas significativas (P>0,05)
entre si, porém em relagdo aos grupos C e SH, eles atingiram recuperacdo funcional

completa. Neste teste, apenas o grupo V10 ndo atingiu a recuperagdo completa.
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Adicionalmente, assim como nos outros testes, 0s grupos de animais que receberam
vibracdo também apresentaram retardo na recuperacdo quando comparados com o grupo
de animais ndo treinados.

Ate o presente momento ndo foram encontrados dados disponiveis, na literatura,
sobre a vibracdo na lesdo nervosa periférica. Desse modo, os resultados deste estudo
serdo comparados com estudos sobre o exercicio fisico neste tipo de lesdo e com
estudos experimentais com a vibracdo, a fim de se propor mecanismos pelos quais a
vibracdo pode ter atrasado a recuperacdo destes animais.

No estudo de Bonetti et al. (2011) foi avaliado o desempenho de ratos Wistar
jovens adultos com lesdo por esmagamento nos testes da Escada horizontal e da Barra
estreita. Os autores observaram que 28 dias ap0s a lesdo, os ratos ndo atingiam a
recuperacdo total nos dois testes. Na pesquisa de Cunha et al. (2011), ratos Wistar
jovens adultos, ao final de 35 dias ap0s a leséo por esmagamento do nervo isquiaticondo
apresentaram diferencas significativas em relagdo ao grupo controle no teste da barra
estreita. Por outro lado, no teste da escada horizontal, esses animais ndo atingiram a a
recuperacdo total. Estes dados mostram que existem ritmos variaveis de recuperacao
nestes dois testes que podem ser justificados pelas diferentes variaveis motoras que
estes testes avaliam.

O teste da barra estreita € um meétodo mais sensivel para monitorar deficits
discretos no posicionamento do membro e no equilibrio do corpo, enquanto o teste da
escada horizontal é mais apropriado para avaliar a coordenacdo sensorio-motora dos
membros e as vias descendentes do controle motor, tornando assim, o primeiro teste
mais sensivel a deteccdo dos déficits funcionais do membro lesionado (SEDY et al.,
2008).

Além disso, o procedimento metodoldgico de aplicacdo do teste da escada
horizontal que permite a alteracdo da distancia entre os degraus da escada para se criar
um padrdo irregular, exigindo que os animais adaptem suas passadas conforme a
complexidade da disposicdo dos degraus (METZ; WHISHAW, 2002; FARR et al.,
2006) poderiam justificar um maior desafio a execucdo deste teste para estes animais e,
provavelmente, um maior tempo para atingirem a recuperacao total.

Nas analises histoldgicas e morfométricas da porcao distal do nervo isquiatico,
observou-se que 0s animais ndo lesionados apresentaram tecido nervoso constituido por
algumas fibras amielinicas, por células de Schwann e fibras mielinicas distribuidas

uniformemente e envoltas pelo endoneuro, portanto, caracteristicas histolégicas de uma
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arquitetura tecidual normal e esperada de um nervo periférico como relatadas por Kerns
(2008) e Topp e Boyd (2012). Ao contrério, nos animais lesionados, o nervo apresentou
uma configuracdo tecidual com caracteristicas de regeneracdo nervosa incompleta com
fibras mielinicas menores e de menor calibre circundadas por um espesso endoneuro e
presenca de degeneracdo tecidual e granulos de mielina em desintegracao.

Morfometricamente, associados com 0s outros parametros analisados, em
relagdo ao grupo controle, os animais lesionados apresentaram maior porcentagem de
fibras amielinicas, endoneuro e vasos sanguineos; menor porcentagem de fibras
mielinizadas, menores areas medias e diametros médios das fibras mielinizadas e de
seus axdnios e menor espessura média da mielina.

A histologia e morfometria dos grupos lesionados (NT, V3 e V10) representam
eventos de degeneracdo walleriana; e que se tornam visiveis dentro de poucas horas
apos a lesédo (GAUDET, POPOVICH; RAMER, 2011; WOOQOD et al., 2011;). Embora a
fase de regeneragdo comece a se tornar evidente no periodo de 7 dias a 35 dias de leséo,
a remielinizagdo é detectada primeiramente no local da lesdo em 21 dias, com ainda
caracteristicas degenerativas na porcao distal ao final de 35 dias apds a lesdo (STA et
al,2014).

Ax0Onios de area e diametro menores estdo associados com a privacdo das
conexdes de suas porcOes terminais durante a regeneracdo, com o aumento do tecido
conjuntivo, retracdo do endoneuro e aos efeitos tardios da lesdo no corpo neuronal
(FRAHER; DOCKERY, 1998). Quanto menores os diametros dos axdnios e das fibras
mielinizadas, maior é o grau de mielinizacdo (g), obtido pela razdo entre esses
didmetros. Ele € uma representacdo indireta da velocidade de condugdo nervosa. Seu
parametro é utilizado como medida funcional e estrutural da mielinizacdo axonal e, seu
valor varia de 0 a 1, onde 0,6 é considerado o valor ideal (DIAS et al., 2015).

Neste estudo, os grupos C e SH tiveram grau médio de mielinizacdo 0,6. Por
outro lado, os grupos NT, V3 e V10 tiveram, em relacdo aos grupos C e SH,
significativamente (P<0,05) maior grau médio de mielinizacdo, com valores entre 0,7 e
0,8, sugerindo que seus axdnios apresentavam menor velocidade de conducgédo nervosa.

Estudos que compararam os efeitos do exercicio na regeneracdo nervosa, apos
esmagamento do nervo isquiatico, com animais sem treinamento observaram resultados
semelhantes de regeneracdo nervosa nos animais lesionados e sem treinamento em
relacdo ao grupo controle como maior porcentagem de tecido conjuntivo, maior nimero

de axobnios, menor diametro dos axdnios e menor diametro das fibras mielinizadas,
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menor espessura da mielina e maior grau de mielinizacdo (ILHA et al., 2007;
TEODORI et al, 2011, SOBRAL et al, 2008 e BONETTI et al, 2015,
respectivamente). Entretanto, diferentes foram os efeitos do exercicio sobre esses
parametros.

Ilha et al. (2007), por exemplo, ao estabelecer protocolos diferentes de
exercicios por 5 semanas, iniciados 14 dias ap6s a lesdo, observou que os animais que
receberam o treino aerdbico (9 m/min por 60 min didrios) de moderado a intenso
tiveram maior espessura da mielina, menor quantidade de tecido conjuntivo e menor
taxa de mielinizagcdo que os animais lesionados sem treinamento e os lesionados que
receberam treinamento de resisténcia e treinamento aerébico combinado com treino de
resisténcia.

Bonetti et al.(2015), observaram que assim como o treino aerobico e de
moderado a intenso, um protocolo de exercicio de equilibrio e coordenacao, iniciados 2
dias apés a lesdo, tinham melhorado as propriedades histologicas e morfométricas do
nervo isquiatico apos a lesdéo como uma menor densidade e maior diametro médio de
fibras mielinizadas.

Os resultados do presente estudo demonstram que morfologicamente a vibracao
nao exerce efeitos sobre a regeneracdo do nervo isquidtico apds a lesdo por
esmagamento ao final dos 37 dias apos a lesdo, porém, funcionalmente, promove
prejuizos na recuperacao funcional quando iniciada 10 dias apés a lesao.

O comprometimento funcional ndo depende apenas da gravidade da lesdo, mas
também, de fatores indiretos associados ao processo de reinervacdo como ramificacéo
descontrolada de axdnios em crescimento e erros na reinervacdo do oOrgdo-alvo
(VALLS-SOLE et al.,2011). O processo de reinervacdo dos musculos dos membros
posteriores torna-se predominante no periodo de 14 dias apds a lesdo e o0 exercicio,
quando iniciado antes deste periodo, pode ser prejudicial (HERBINSON et al., 1973).
Assim, danos musculares, por exemplo, poderiam ocorrer durante o curso da
reinervacdo quando o nimero de unidades contrateis ainda € muito pequeno e a
intensidade do exercicio € muito grande (HERBINSON et al., 1974).

Entretanto, ndo existe consenso na literatura sobre qual periodo apds a leséo
nervosa periférica seria mais adequado para o inicio da aplicacdo do exercicio fisico.
Van Meeterenetal (1997) mostraram que conforme o tipo de exercicio e sua intensidade,
0 exercicio iniciado nos primeiros dias apds a lesdo poderia ser benéfico para a

recuperacdo sensorio-motora do animal. Teodori et al. (2011) e Sobral et al. (2008)
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compararam os efeitos da natacdo e do exercicio em esteira (8m/min por 30 min
diérios), respectivamente, sobre diferentes fases da lesdo: 1 dia e 14 dias ap0s a lesdo de
esmagamento do nervo isquidtico e verificaram que ndo havia diferenca entre os
animais lesionados exercitados, porém, em relacdo aos animais lesionados ndo
exercitados, o exercicio iniciado 1 dia ou 14 dias apos lesdo acelerou a regeneracao
nervosa e a recuperagdo funcional motora no estudo de Teodori et al. (2011) e em
Sobral et al. (2008) n&o teve efeitos.

Cai; Na e Hwangbo (2015) compararam os efeitos de diferentes intensidades:
baixa (8m/min), média (15m/min) e alta (20 m/min) de treino de 30 min em esteira,
iniciado no primeiro dia ou 10 dias apés a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico e
verificaram que a recuperacdo funcional foi melhor quando o exercicio de baixa
intensidade foi aplicado logo apds a leséo e o exercicio de alta intensidade, aplicado 10
dias apoés a lesdo. Entretanto, ndo foi encontrado atraso na recupera¢do em nenhum dos
periodos de aplicacdo do exercicio e em nenhuma das diferentes intensidades exercicio.
Estes dados sugerem que o tipo de treinamento e os parametros aplicados sdo mais
determinantes sobre a recuperagdo funcional que apenas o periodo de inicio do treino,
apos a lesdo. Desse modo, é possivel que os estimulos da vibracdo tenham influenciado
0s parametros funcionais através de seus efeitos sobre o controle sensorio-motor.

Estudos com individuos saudaveis tém observado que a vibracdo diminui a
sensibilidade dos mecanorreceptores de Meissner e Paccini em até 3 horas ap6s um
protocolo agudo de 10 min de vibracdo a 41 Hz e 2 mm (SONZA et al., 2013). Desse
modo, a alteracdo da percep¢do dos estimulos sensoriais e mecanicos pela vibracao
associado a importancia destes feddback sensoriais para o controle sensério motor e
equilibrio poderiam também ter influenciado o desempenho funcional dos animais
submetidos a vibracdo. Ao analisar o equilibrio de individuos submetidos a 15 min de
vibragdo a 1 mm em frequéncias de 31 Hz, 35 Hz, 40 Hz e 44 Hz, por exemplo,
observaram-se diminuicdo do controle postural apenas nas frequéncias de 40 Hz e 44
Hz (SONZA et al., 2015), sugerindo portanto, que estes efeitos dependem néo apenas da
vibracdo em si mas também dos parametros em que é aplicada.

Estudos experimentais tém associado 0s mecanismos de respostas
neuromusculares da vibracdo, com parametros eletrofisiol6gicos e bioquimicos que
envolvem as conexdes entre aferéncias la e motoneurénios-a. Mettlach et al (2014), por
exemplo, observou que as repostas eletrofisioldégicas do muasculo gastrocnémio de ratos

submetidos a 4 semanas de vibragdo de corpo inteiro de 30 Hz, 0,3g durante 20 minutos
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eram alteradas. Eles encontraram maior ndmero de contragcbes e maior limiar de
responsividade a frequéncias maiores do que do musculo dos animais que ndo
receberam vibracdo, indicando aumento da forca e da resisténcia a fadiga,
respectivamente. Além disso, apesar da vibracdo ndo ter influenciado os potenciais
evocados da placa motora, ela aumentou a liberagcdo de quantum de neurotransmissores
na juncdo neuromuscular.

Baczyk et al (2013), observaram os efeitos de 5 semanas de vibragdo de 50Hz,
2,5mm, 4,799 aplicada em 4 séries de 30 s, intercaladas por 60 s de descanso, em ratos e
encontraram aumento na excitabilidade apenas dos motoneur6nios réapidos. Eles
associaram esses resultados a cinematica do treinamento da vibracdo, que exigiria maior
funcdo dos musculos do membro posterior a fim de compensar os deslocamentos do
corpo durante a vibracdo. Associados a isto, teria-se uma maior participacdo de
estruturas relacionadas ao equilibrio, como o cerebelo, o qual estabelece maior numero
de conexdes com motoneurdnios rapidos.

Estudo com protocolo semelhante, avaliou os efeitos da vibragdo em longo prazo
(3 meses e 6 meses) e observaram respostas distintas como maior ativacdo das fibras
musculares de contracdo lenta e alteracdo da composicéo protéica das fibras musculares
resistente a fadiga (aumento da cadeia pesada de miosina tipo Ila e diminui¢do do tipo
), no protoloco de 3 meses de vibragdo. Sugerindo assim, uma alteracdo dos
mecanismos de controle da forca, potenciacdo e fadiga muscular pela vibracdo. Por
outro lado, no protocolo de 6 meses, as fibras musculares tornaram-se menos
responsivas, sugerindo-se que existe um limite temporal entre a facilitacdo das respostas
neurais e musculares a vibracdo (LOCHYNSKI et al., 2013).

Depois da lesdo nervosa, as sinapses estabelecidas entre as aferéncias la e seus
motoneurdnios apresentam fases distintas. Nos primeiros 3 dias apos a lesdo, tem-se um
aumento nas respostas pos-sindpticas, em seguida, um decréscimo e por fim um
restabelecimento da sinapse, conforme o processo de reinervacdo se estabelece. Essas
fases tém importantes efeitos sobre o controle motor e o processamento sensorial
(NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007), influenciado assim as respostas
comportamentais de testes funcionais como os avaliados neste estudo.

O aumento da excitabilidade neuronal e sinaptica, associado a diminuicdo da
eficacia dos sistemas inibitérios descendentes e a remodelacdo das projecdes aferentes

sensoriais na medula espinal podem dificultar a recuperacdo da sinapse entre as
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aferéncias la e os motoneurdnios espinais (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE,
2007).

Neste estudo, os parametros de vibracdo utilizados (cinco trials de 3 min, 15 Hz
e 30 Hz; 2 mm) foram estabelecidos por estarem de acordo com os valores comumente
utilizados nos treinamentos fisicos com vibragdo (CARDINALE; BOSCO, 2003). Além
destas frequéncias se aproximarem dos valores fisiologicos de disparo dos
motoneurdnios espinais, 0s animais adaptam-se facilmente a elas (WIRTH et al., 2013)
e juntamente com o valor da amplitude utilizado, constituem um treino de baixa
intensidade (MARTINEZ-PARDO; ROMERO-ARENAS; ALCARAZ, 2013).

Apesar disto, ndo podemos desconsiderar que 0s animais sao mais sensiveis a
vibragdo que os humanos (RABEY et al., 2014) e apesar das frequéncias utilizadas
serem consideradas fisiologicas, os neur6nios motores - a da regido lombar de ratos,
por exemplo, exibem ressonancia nas frequéncias de 7 a 30 Hz (MANUEL et al., 2009)
e podem, portanto, ser mais responsivos e ndo funcionais neste tipo de leséo e nestas
frequéncias.

N&o foram encontrados estudos que associam este tipo de treinamento com a
lesdo nervosa periférica por esmagamento e, muitos dos estudos experimentais sobre
vibracdo variam em seus protocolos de aplicagdo, assim como, ndo existe uma
padronizacdo clara dos parametros descritos nos métodos utilizados.

Um dos estudos mais proximos dos parametros aplicados ao do presente estudo
utilizou a vibracdo no modelo de lesdo medular em ratos, onde se verificou que este tipo
de treinamento apresenta diferentes respostas neuronais. Quando iniciada 14 dias apds a
lesdo medular, a vibracdo de corpo inteiro restaura as conexdes sinapticas dos neurdnios
motores alfa na medula espinal. Entretanto, quando iniciada 28 dias apds a leséo
medular, ela diminui a expressao de sinaptofisina nesses neurénios, indicando maiores
efeitos prejudiciais sobre as conexdes sindpticas da medula quando iniciada neste
periodo (MANTHOQOU et al., 2017). Esse estudo mostrou que conforme o tempo de
lesdo, a vibracdo pode alterar as repostas motoras neuronais.

Juntos, portanto, essas alteracGes temporais do aumento da excitabilidade das
aferencias la e das respostas das unidades motoras com a vibracdo podem ter
desempenhado funcdes importantes na lesdo nervosa periférica. 1sso porque, apds a
lesdo nervosa periférica, as fibras la do fuso muscular estdo entre as que menos
recuperam sua arborizagdo sinaptica (ARBAT-PLANA et al.,2015).
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Desse modo, considerando que o papel da vibracdo sobre o aumento da
excitabilidade dessas aferéncias assim como sobre os mecanismos de modulacdo espinal
e supraespinal e sobre suas sinapses, sugere-se que a vibracdo neste modelo de lesdo
nervosa, possa ter alterado as respostas destas aferéncias quando aplicada a partir de 10
dias apds a lesdo. Sugerimos, assim, que a excitabilidade das conexdes sinapticas
espinais pela vibracdo possa ter sido prejudicial quando aplicadas a partir de 10 dias,
onde as respostas eletrofisioldgicas e sindpticas estavam comecando a se restabelecer.
Adicionalmente a estas respostas, 0s mecanismos de lesdo que caracterizam o 10° dia
p.0 podem justificar o porqué do treinamento com vibracdo ter tido resultados
funcionais diferentes nos grupos de animais treinados.

Nos trés primeiros dias de lesdo, ha um répido processo de degeneragdo axonal
(STA et al., 2014), com aumento da permeabilidade vascular e a ativagdo de
mecanismos pro-inflamatorios. Esses eventos contribuem para as caracteristicas
cardinais da inflamacéo: edema, calor e rubor e dor. No terceiro dia apés a leséo, inicia-
se a maior fase de reparagdo do nervo e envolve o recrutamento de células
inflamatdrias, principalmente macrofagos para o endoneuro (ZOCHODNE, 2000) da
regido proximal da lesdo. Novos axdnios amielinizados e de pequeno diametro ja podem
ser encontrados nesta regido (STA et al., 2014).

Na regido distal da lesdo, o aumento da permeabilidade vascular, juntamente
com a infiltracdo dessas células é observado nos 7 a 14 dias apdés a lesdo
(WICAKSONO; GHUFRON; SUSILOWATI, 2016). Neste periodo, essas células
liberam uma variedade de moléculas importantes ao meio regenerativo como fatores de
crescimento (IGF-1, VEGF, PDGF) e interleucinas, que estimulam a producéo de NGF
nas células de Schwann (ZOCHODNE, 2000). Aos 14 dias ap0s a lesdo a presenca dos
macrofagos é reduzida, uma vez que, a barreira entre o endotélio e o nervo ja se
encontra restaurada. Aos 21 dias, a permeabilidade vascular € restaurada
(WICAKSONO; GHUFRON; SUSILOWATI, 2016) e a remielinizacdo dos axénios,
mesmo que pequena, ja € observada (STA et al., 2014).

Considerando-se que alteracGes nesses eventos podem retardar a regeneracao
(ZOCHODNE, 2000), e que os tecidos do corpo respondem de maneira especifica as
oscilagbes a que sdo submetidos, é possivel que a vibracdo tenha influenciado o
ambiente de crescimento axonal, agindo, por exemplo, sobre a microcirculagéo local, a
producéo e secrecdo de substancias pro-inflamatorias/ anti-inflamatorias e de fatores de

crescimento.
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Durante o treinamento com vibracdo, ocorrem alteragdes vasculares como
aumento do fluxo sanguineo, do metabolismo tecidual (GAMES; SEFTON, 2011) e da
superficie corporal do corpo, podendo se estender por minutos ap6s o treinamento
(JOHNSON et al., 2014). Entretanto, estes efeitos parecem depender dos parametros a
que a vibracdo é aplicada. Em estudo de Sonza et al., (2013), encontraram, por exemplo,
diminui¢do da temperatura do membro inferior de individuos saudaveis, 15 minutos
apo6s a vibracdo, apenas quando submetidos a 44 Hz e 31 Hz e sem alteracdo nas
frequéncias de 40 Hz e 35 Hz.

Em pardmetros inflamatorios, os efeitos da vibracdo tém sido controversos como
auséncias de respostas inflamatorias teciduais (THEODOROU et al., 2015) e, aumento
de substéncias anti-inflamatdrias, por exemplo, IL-10 e diminuicdo da expressdo de
substancias pro-inflamatdrias, por exemplo, TNF-a em individuos saudaveis
(RODRIGUEZ-MIGUELEZ et al., 2015) e com osteoartrite (SIMAO et al. 2012)

Kim et al. (2014), observaram que a vibracéo (45 Hz, 0,49 por 10 min) aplicada
durante trés dias consecutivos, em um modelo experimental de lesdo Gssea, reverteu os
mecanismos inflamatorios, inibindo a expressdo de TNF-a, IL1-B ¢ IGF-1.Weinheimer-
Hauset al. (2014), utilizando ratos diabéticos como modelo de cicatriza¢do prolongada,
induziram ferimento no dorso do animal. Eles observaram que cinco dias semanais de
vibracéo (45 Hz, 04g por 30 min) aumentou a angiogénese, e a super-expressao de IGF-
1 e VEGF, porém sem diferencas entre a producédo de citocinas pré-inflamatorias e anti-
inflamatdrias. No 15° dia da ferida, o nimero de macréfagos aumentou o que foi
associado ao processo de reparo tecidual.

Entretanto, parece que esses efeitos dependem também do tempo apos a lesdo
em que € iniciada a vibracdo. Analisando os efeitos de 12 semanas de vibracdo de corpo
inteiro (cinco séries de 15 Hz e 30 Hz, 1,5 mm por 15 min) iniciada em fases diferentes
no modelo experimental de lesdo medular, Wirth et al. (2013), Schwarz et al. (2015) e
Manthou et al. (2017) encontraram melhora da funcdo locomotora teste (Escala Basso,
Beatie and Bresnahan) apenas nos animais que iniciaram a vibracdo 14 dias ap0os a
lesdo. Embora ndo foram encontradas diferencas no volume da lesdo, a vibragdo
iniciada 1 dia apos a lesdo medular pareceu prejudicar a recuperacdo funcional (WIRTH
et al., 2013). Além disso, a vibracdo iniciada 28 dias ap0s a lesdo aumentou a reposta
inflamatéria local (MANTHOU et al., 2017).

Com relacdo a producéo de fatores de crescimento, a vibracdo parece aumentar a

producdo dessas substancias. Zhao et al., (2014), por exemplo, observaram aumento do
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namero de neurdnios dopaminérgicos e aumento de BDNF em modelo experimental de
Parkinson, onde os animais foram submetidos a quatro semanas de vibracdo (10 Hz e
30Hz ; 5mm por 15 min), sugerindo um efeito neuroprotetor da vibra¢do. Ao contrério,
Kartha et al., (2014) ao analisarem os efeitos da vibragdo (15 Hz, 1,5mm por 30 min)
durante 7 dias, sobre os discos intervertebrais da coluna cervical, atribuiram o aumento
nos niveis de BDNF e NGF, a hiperinervacdo da regido discal, portanto, aumentando a
sensibilidade na regido.

Estudos também mostram que a vibracdo pode promover alteracdes nervosas
periféricas como, por exemplo, reducdo do transporte axonal retrogrado de neurdnio
motores ventrais e aumento do transporte axonal retrégrado nos neurdnios sensoriais do
nervo isquiatico de ratos vibrados a 60 Hz, 30 min durante 10 dias (PAVEL et al.,
2011). De acordo com Wauch et al., (2016) evidéncias tém mostrado que a vibracao
pode induzir alteracbes nos mecanismos celulares, desregulando o ciclo celular atraves
da producéo de estresse oxidativo na pele, artéria e nervo. Além disso, existem relatos
de fraqueza dos membros posteriores e dificuldade na marcha de animais submetidos a
5 horas de vibracao diaria (YAN et al., 2005). Tambem foram registrados efeitos lesivos
na morfologia neuronal e vascular em modelos experimentais de exposi¢do prolongada
a vibracdo durante atividades ocupacionais, como desmielinizacdo, edema e fibrose do
perineuro no nervo isquiatico e espessamento da camada endotelial (MATLOUB et al.,
2005; LUNDBORG et al.,1987).

Dessa forma, como visto acima, diferentes estudos evidenciam que vibracdo de
corpo inteiro pode alterar a permeabilidade vascular, o processo inflamatorio, o reparo
tecidual, a producao de fatores de crescimento e a excitabilidade neuromuscular. Estes
aspectos podem justificar os efeitos desta forma de treinamento sobre processos de
degeneracdo e regeneracao nervosa, reinervacdo muscular e controle motor, abordados
no presente estudo.

Por fim, é importante considerar que existe uma crescente divulgacdo comercial
envolvendo o treinamento fisico através da vibracdo de corpo inteiro em clinicas e
academias. Entretanto, existe pouco respaldo cientifico sobre os efeitos deste tipo de
treinamento em diferentes protocolos. Desta forma, os resultados deste estudo,
demonstram que este tipo de treinamento deve ser usado com mais cautela e

embasamento cientifico.
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7 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico por esmagamento
apresentaram, apés um periodo de 37 dias, parametros histomorfométricos e funcionais
indicativos de regeneracdo nervosa incompleta. O treinamento fisico por vibracdo do
corpo inteiro, neste modelo experimental, ndo alterou os parametros histomorfométricos
do nervo isquiatico, mas, quando iniciado 10 dias ap6s a lesdo nervosa, promoveu
prejuizos na recuperacao funcional.

Desse modo, a fim de elucidar os efeitos da vibracdo de corpo inteiro sobre a
regeneracdo nervosa periférica, sugere-se a realizacdo de novos estudos que incluam
analise longitudinal da histomorfometria do nervo isquiatico ao longo do protocolo de
treinamento, a quantificacdo da producdo de substéncias pro-inflamatorias, anti-
inflamatdrias e de fatores de crescimento e a analise de parametros eletrofisiologicos.
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