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Objetivo Avaliar os efeitos da natacao na regeneracao nervosa apos a lesao do nervo
cidtico em ratos Wistar.

Métodos Um total de 30 ratos Wistar foram divididos em 3 grupos: grupo Sham + Nat:
animais que ndo foram submetidos a cirurgia de enxerto e foram submetidos a natacao
(n=10); grupo Enxerto: animais que foram submetidos a cirurgia de enxerto autélogo de
nervo ciatico (n=10); e grupo Enx + Nat: animais submetidos a cirurgia de enxerto
autélogo de nervo cidtico e a natagao (n=10). Os resultados foram analisados pelo
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

Resultados Na primeira avaliacdo, todos os valores do indice funcional do ciatico (IFC)
foram semelhantes (p = 0.609). Ap6s 30 dias do procedimento cirtrgico, foram observadas
diferencas entre todas as comparagoes: Sham + Nat (—34,64 4+ 13,89) versus Enxerto
(—145,9 + 26,06), grupos Sham + Nat versus Enx + Nat (—89,40 4 7,501), grupos Enxerto
(—145,9 + 26,06) versus Enx + Nat (—89,40 & 7,501). Nas medidas (60 e 90 dias), nao
houve diferenca estatistica entre os grupos Enxerto e Enx + Nat, com valores significativa-
mente menores em relacdo ao grupo controle (p < 0,001). O nimero de motoneuronios
apresentou diferencas nas comparagGes entre os grupos Sham + Nat e Enxerto
(647,1 £ 16,42 versus 563,4 & 8,07; p < 0,05) e Sham + Nat e Enx + Nat (647,1 &+ 16,42
versus 558,8 +14,79; p < 0,05), ndo havendo diferenca entre os grupos Enxerto e
Enx 4+ Nat.
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Conclusao Os animais submetidos ao protocolo de natacdo apds o procedimento de
enxerto do nervo ciatico nao apresentaram diferencas nos valores de IFC e nos nimeros
de motoneurdnios quando comparados com grupo controle. Portanto, este tipo de
protocolo ndo é eficiente para reabilitacdo de lesdes nervosas periféricas que necessi-
tam de enxerto, sendo necessarios novos estudos.

Objective To evaluate the effects of swimming on nerve regeneration after sciatic
nerve injury in Wistar rats.

Methods A total of 30 Wistar rats was divided into 3 groups: Sham + Nat group
animals that were not submitted to graft surgery and were submitted to swimming
(n=10); Graft group: animals submitted to autologous sciatic nerve graft (n = 10); and
Graft + Nat group: animals submitted to autologous sciatic nerve graft surgery and to
swimming (n = 10). The results were analyzed on the software (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Results In the first evaluation, all sciatic functional index (SFI) values were similar
(p=0.609). Thirty days after the surgical procedure, we observed differences between all
the comparisons: Sham + Nat (—34.64 + 13.89) versus Graft (—145.9 + 26.06); Sham + Nat
versus Graft + Nat (—89.40+7.501); Graft (—145.9+26.06) versus Graft+ Nat
(—89.40 & 7.501). In the measurements (60 and 90 days), there was no statistical difference
between the Graft and Graft + Nat groups, with significantly lower values in relation to the
control group (p < 0.001). The number of motor neurons presented differences in the
comparisons between the Sham + Nat and Graft groups (647.1 + 16.42 versus 563.4 + 8.07;
p < 0.05), and between the Sham + Nat and Graft + Nat groups (647.1 & 16.42 versus
558.8 & 14.79; p < 0.05). There was no difference between the Graft and Graft + Nat groups.
Conclusion Animals submitted to the swimming protocol after the sciatic nerve
grafting procedure did not present differences in the SFI values and motor neuron
numbers when compared to the control group. Therefore, this type of protocol is not
efficient for the rehabilitation of peripheral nerve lesions that require grafting.
Therefore, further studies are needed.

A imersdo em ambientes aquaticos gera efeitos fisiol6-

As lesbes dos nervos periféricos sao frequentes na pratica
clinica e representam um problema de satide capaz de gerar
incapacidade na populagdo.' Os fatores etiolégicos mais
associados as lesdes incluem: acidente automobilistico, lesdo
penetrante, e lesdes relacionadas ao esporte.’
Morfologicamente, ocorre um aumento no tecido conjun-
tivo intramuscular e atrofia muscular evidenciada pela dimi-
nuigio na area da seccdo transversal das fibras musculares.
Tais alteragdes causam dor e sensibilidade ao longo da fibra
nervosa,* que podem resultar em limitacdes aos pacientes.
Apesar dos nervos periféricos possuirem a capacidade de
regeneracdo,” a recuperacio é criticamente dependente do
tratamento pos-lesdo.! Tratamentos ndo cirirgicos, como o
exercicio fisico, podem atuar na regeneracio nervosa periférica.*
0 exercicio fisico executado no ambiente aquético induz
efeitos fisiol6gicos que proporcionam beneficios aos sistemas
cardiovascular, esquelético, muscular e nervoso que aumentam
0 processo de reparagdo tecidual.® A natacdo auxilia na rege-
nerago do nervo ciitico em coelhos,” peixes® e ratos.>~'" Esta
parece atuar na remocao da mielina degenerada e na sua sintese
na fase regenerativa,’ acelerando a recuperagio nervosa.'®!’
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gicos, como a elevacio geral na temperatura corporal. A
medida que a pele se torna aquecida, os vasos sanguineos
superficiais dilatam, o suprimento sanguineo periférico é
aumentado, e a frequéncia cardiaca eleva. O calor advindo
da agua reduz a sensibilidade das termina¢des nervosas
sensitivas, auxiliando no alivio da dor e na reducdo do
espasmo muscular.'>'3 Embora haja estudos que tenham
mostrado que a nata¢do ndo promove beneficios na recu-
peracdo sensorimotora de ratos ap6s a lesdo do nervo
ciatico.'#1>

Os efeitos da natagdo na regeneragdo nervosa sao conflitantes,
pois alguns autores relataram que os exercicios forcados podem
ter efeitos prejudiciais, especialmente no restabelecimento da
fungdo muscular.'®"” O estresse induzido pelo treinamento fisico
poderia impedir a recuperacao funcional ap6s lesdo nervosa.

Devido as controvérsias cientificas dos beneficios da
natac¢do, sdo necessarios estudos que mostrem os efeitos
desta atividade fisica na regeneracdo do nervo ciatico. Neste
contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar os
efeitos da natacdo na regeneragdo nervosa ap6s lesdo do
nervo ciatico em ratos da linhagem Wistar.
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Materiais e Métodos

Casuistica

Foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar prove-
nientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimen-
tais, comidade de entre 7 e 8 semanas, pesando em média 250 g.
Os animais foram mantidos em condi¢es controladas de
iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas), temperatura con-
trolada (21 4- 2°C) e livre acesso a gua e ra¢do. Todos os animais
foram mantidos em biotério até o momento da eutanasia.

O presente trabalho seguiu as normas da legislacdo
vigente para experimenta¢do animal, de acordo com as
com as normas nacionais e a legislacdo internacional (Dire-
trizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal,
COBEA; Guia dos Institutos Nacionais da Sadde [NIH, na sigla
em inglés] para Cuidados e Uso de animais de laboratério). O
presente trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA), sob o nimero 5060051217).

Definicao dos grupos de estudos
Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos:

- SHAM + NATAGAO (Sham + Nat) - Animais que foram
submetidos ao procedimento cirdrgico, sem retirada de
enxerto, e foram submetidos a natacdo (n =10);

- ENXERTO (Enxerto) - Animais que foram submetidos a
cirurgia de enxerto autélogo de nervo ciatico (n=10);

- ENXERTO + NATACAO (Enx + Nat) - Animais submetidos
a cirurgia de enxerto autélogo de nervo ciatico e a natagdo
(n=10).

Procedimento cirirgico

No grupo Sham -+ Nat, o nervo ciatico direito foi exposto por 10
minutos, e a camada muscular foi suturada com nylon monofi-
lamentar 40 (Monofilamento preto NY44CT30, Tecnofil, Goidnia,
GO, Brasil). Nos outros grupos, o nervo ciatico foi cortado e um
segmento de 8 mm foi ressecado, deixando um coto distal ~
3 mm antes da ramifica¢do nervosa, como descrito por Fernandes
etal’®0 segmento do nervo, agora considerado enxerto de nervo,
foi invertido e suturado com 2 pontos de fio monofilamentar 10-0
(Microcirurgia preto N-10005, Techsuture, Bauru, SP, Brasil).”® A
pele e o misculo foram suturados com fio monofilamentar de
nylon 4-0 (Monofilamento preto NY44CT30, Tecnofil, Goidnia,
GO, Brasil), e a operagdo foi encerrada.

Pés-operatorio

Ap6s a cirurgia, os ratos foram mantidos em gaiolas, sub-
metidos a dieta padrdo do biotério, agua ad libitum, e a um
ciclo claro/escuro de 12 horas. O tratamento imediato foi
realizado com a administracdo de cloridrato de tramadol
(5mg/kg, intraperitoneal). Em seguida, foi disponibilizado o
tratamento com paracetamol e cetoprofeno por via oral
adotando a dose preconizada para ratos de 1,5 mg/ml e
5mg/kg, respectivamente, a cada 24 horas, durante > 5
dias, se houvesse sinais de dor.

Avaliacao da marcha
A avaliacdo da marcha foi realizada antes do procedimento
cirtargico (tempo 0) e ap6s 30, 60 e 90 dias. Os animais foram
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avaliados através do sistema CatWalk XT (Noldus Informa-
tion Technology Inc., Leesburg, VA, EUA), que analisa pegadas
através de uma passarela transparente acoplada a um sis-
tema de computador. Estas pegadas foram utilizadas para
calcular o indice funcional do ciatico (IFC).'°

Protocolo da natacao

Os ratos dos grupos Sham + Nat e Enx + Nat foram colocados
em uma piscina de 55 cm de altura, a mesma foi preenchida
com 150 litros de dgua a uma temperatura de 30 + 2°C, e os
ratos foram induzidos a nadar. Antes do procedimento
cirdrgico, os animais passaram por um periodo de adaptac¢ao
progressiva durante 5 dias, iniciando o treinamento com 20
minutos até atingir 1 hora de natagdo. O exercicio de natagdo
foi iniciado no 14° dia apés a cirurgia, com durac¢do de 2
semanas, no qual os animais nadaram 30 minutos por 5 vezes
na semana. Apés esta etapa, os animais executaram a ativi-
dade de natacdo por 9 semanas seguindo o cronograma de 30
minutos por 3 vezes na semana.’

Cirurgia para marcacao neuronal

A marcagdo neuronal foi realizada com o marcador neuronal
retrégrado Fluoro-Gold (Fluorochrome, LLC, Denver, CO,
USA), em uma concentragdo de 3%, no mesmo procedimento,
através da exposicdo do coto proximal, distal a 22 sutura do
nervo durante 90 minutos, para posterior contagem dos
neurdnios no corno anterior da medula.?°

Perfusao transcardiaca e extra¢ao da medula espinhal
A perfusdo transcardiaca foi realizada 48 horas apés a
marcagdo neuronal, através de abertura da caixa tordacica e
exposicdo do coracdo. O ventriculo esquerdo foi puncionado
com agulha e as solu¢des infundidas foram drenadas através
de uma secg¢do do atrio direito. Durante a perfusdo, foram
utilizadas as solugbes tampdes fosfato 0,2M, paraformal-
deido 4% e sacarose 10%, em pH fisiolégico.?°

Imediatamente apés a perfusdo, foi realizada a laminec-
tomia e um segmento da medula espinhal foi removido,
usando um microscépio cirargico (MCT MU-M 19, DFVas-
concelos, Sdo Paulo, SP, Brasil). As raizes de L3 e S1 foram
identificadas na origem e seccionadas transversalmente de
modo a manter os segmentos L4, L5 e L6 intactos. Os
segmentos da medula espinhal foram crioprotegidos em
sacarose 20% e seccionados em criostato em uma espessura
40 pm. As fatias foram montadas em laminas de vidro e
analisadas por microscopia de fluorescéncia.'®

Analise histolégica do segmento de medula

Para a analise histolégica, foi feito um estudo quantitativo de
neurénios marcados pelo marcador neuronal retrégrado
Fluoro-Gold no corno anterior da medula. Utilizando os
aumentos de 25, 50, 100 e 400 vezes do microscopio de
fluorescéncia ZEISS Axiolab (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Ale-
manha), todas as sec¢des foram examinadas e os motoneurd-
nios marcados foram computados. Todas as analises foram
realizadas pelo mesmo examinador. A andlise histolégica foi
realizada aleatoriamente na medula de cinco animais de cada
grupo. Nesta, foram consideradas apenas as células fortemente
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positivas para Fluoro-Gold, sendo utilizado o critério de cor-
recio de Abercrombie (1946) apud Fernandes et al.?

Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados no programa GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O teste de
Shapiro-Wilk foi usado para determinar a normalidade da
distribuicdo de dados. As varidveis paramétricas entre os trés
grupos foram determinadas pelo teste de analise de variancia
(ANOVA) com corre¢do pelo pés-teste de Bonferroni. Foram
consideradas diferencas estatisticamente significativas os
valores de p < 0,05.

Resultados

indice Funcional do Ciatico

Na primeira avaliag¢do, todos os valores do IFC foram seme-
lhantes entre os grupos Sham + Nat (—17,78), Enxerto
(—20,64) e Enx + Nat (—14,184), com p = 0,6099.

O grupo Sham + Nat obteve os indices nos limites da
normalidade em todas as mensuragdes, permanecendo seus
valores negativos e proximos do zero. Apés o procedimento
cirargico, os valores de IFC nos grupos experimentais (Enx e
Enx + Nat) foram significativamente menores do que os do
grupo Sham + Nat (p < 0,001; =Tabela 1; =Figura 1). Nos
grupos Enx e Enx + Nat, como o esperado, a 1* mensura¢ao
apésacirurgia de enxerto exibiu uma queda brusca nos valores
doIFC30(—-145,9 4 26,06 e —89,40 + 7,501, respectivamente).

No seguimento pds-operatério (60 e 90 dias), os 2 grupos
enxertados tiveram uma melhora funcional progressiva,
embora ainda inferiores a do grupo Sham + Nat (p < 0,0001),
sem diferencas entre os grupos Enx e Enx + Nat. No IFC60, os
grupos Enx e Enx + Nat apresentaram melhora nos valores de
IFC (-77,52+11,34 e —84,69 421,65, respectivamente), e
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estes apresentaram valores semelhantes no IFC90

(=72,14+ 19,50 e —84,27 + 5,78, respectivamente).

Histologia da medula (contagem de motoneurdnios)
De acordo com o nimero de motoneurdnios, podemos obser-
var que houve diferenca nas comparagdes entre 0s grupos
Sham + Nat e Enxerto (647,1416,42 versus 563,4 +8,07;
p<0,05) e entre os grupos Sham+ Nat e Enx+ Nat
(647,1 16,42 versus 558,8 +-14,79; p < 0,05), ndo havendo
diferenca entre os grupos Enxerto e Enx + Nat (~Figura 2).

Discussao

A natagdo é um exercicio de reabilitacdo para tratar a lesdo
nervosa. Porém, o nivel eficaz de resisténcia e de durag¢do do
exercicio ainda ndo é claro."!

A natacdo foi aplicada nos ratos 14 dias ap6és o procedi-
mento cirtrgico, pois a reinervagdo funcional dos masculos
inicia ~ 2 ou 3 semanas apds o esmagamento do nervo ciatico
em ratos. O excesso de trabalho do mdsculo antes deste
periodo pode ser prejudicial a recuperagdo.'®?"%?

Os estudos que avaliam a neurorrafia término-terminal
sem enxerto geralmente utilizam protocolos de reabilitacdo
durante 4 semanas do pés-operatério®’?324 ou um periodo
menor.?® Pela aplicacdo do enxerto demonstrar pior prog-
noéstico e uma recuperacdo clinica mais lenta, nés adotamos
um aumento do periodo de exposicdo dos animais a
natacao.

No presente estudo, ndo foi observada nenhuma diferenca
clinica medida através do IFC. Os valores obtidos, entre 0 e
—20, no periodo pré-operatério, refletiam uma func¢do nor-
mal.?® Em nosso estudo, os valores de IFC préximos a -100 no
grupo enxerto aos 60 dias apresentaram comprometimento
completo da funcdo nervosa, sugerindo auséncia de

Tabela 1 Anidlise do indice funcional do ciatico entre os grupos Sham + Natagdo, Enxerto e Enxerto + Nata¢do nos tempos de 0,

30, 60 e 90 dias

Tempo Grupo Média DP Mediana Minimo Maximo n valor-p

0 Sham + Natacao —-17,78 17,27 —24,27 —25,74 24,82 8 0,6099
Enxerto —20,64 9,679 -18,82 —35,16 —8,360 9
Enxerto + Natacao —14,18 13,46 -17,83 —25,57 —25,57 9

30 Sham + Natagao —34,64 13,89 -32,41 -50,20 -13,79 7 p <0,0001"
Enxerto —145,9 26,06 —143,3 —-190,2 —100,4 10
Enxerto + Natacao —89,40 7,501 —89,03 —-100,2 -74,30 9

60 Sham + Natagao —26,97 13,28 —-20,28 —-50,12 —13,32 7 p <0,0001*
Enxerto -77,52 11,34 —-80,24 -91,15 —58,36 10
Enxerto + Natacao —84,69 21,65 -91,44 —102,6 —27,64 10

90 Sham + Natacao —19,11 11,33 -21,26 —36,82 -2,870 8 p<0,0001#
Enxerto -72,14 19,50 —73,37 -107,5 —41,16 10
Enxerto + Natagao —84,27 5,782 —83,74 —92,28 —75,10 8

Abreviacdo: DP, desvio padrao.

Nota: n = nGmero amostral. Teste de analise da varidncia (ANOVA) com correcao pelo pds-teste de Bonferroni. Foram consideradas diferencas
estatisticamente significativas valores—p < 0,05. *; diferencas entre todas as comparagoes (Sham + Natagdo versus Enxerto, Sham + Natacdo versus
Enxerto + Natacdo, Enxerto versus Enxerto + Natacdo); #. diferencas entre os grupos: Sham + Natacdo versus Enxerto, Sham + Natacao versus

Enxerto + Natagdo.
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Fig. 1 Andlise do indice funcional do cidtico entre os grupos Sham + Natagdo, Enxerto e Enxerto + Nata¢do nos tempos de 0, 30, 60 e 90 dias.

Shamﬂ’dataciu Erutlartu Enxerto+Natacido

Fig. 2 Valores da contagem de motoneurdnios apds correcao pelo
fator Abercrombie. Foram avaliados 30 animais divididos nos
seguintes grupos: Sham + Natacdo (n =10), Enxerto (n=10), e
Enxerto + Natagdo (n=10), nos tempos de 0, 30, 60 e 90 dias. Teste
de analise da variancia (ANOVA) com correcdo pelo pos-teste de
Bonferroni. * Foram encontradas diferengas entre as comparagoes
(Sham + Natagdo versus Enxerto, Sham + Natagao versus

Enxerto + Natagdo), foram consideradas diferencas estatisticamente
significativas valores-p < 0,05.

inervacdo nesse periodo. Nas demais avalia¢des, os valores
dos grupos Enxerto e Enxerto + Natacdo se tornaram menos
negativos, indicando retorno gradual da funcdo.'” O grupo
Enxerto e Enx + Nat apresentaram um IFC menos negativo
em 90 dias ap6s o pos-operatorio, mas este se distanciou dos
valores apresentados pelo grupo controle.

Ilha et al?' observaram uma melhora precoce dos valores
do IFC em animais submetidos ao exercicio fisico p6s-cirur-
gia de esmagamento do nervo ciatico quando comparados
aos ratos sedentdrios.

Teodori et al® avaliaram os aspectos morfolégicos e as
caracteristicas funcionais dos nervos cidticos de ratos e relata-
ram que os animais submetidos a natacdo imediatamente apds
a lesdo do nervo por esmagamento e animais submetidos a
natagdo ap6s 14 dias da lesdo apresentaram menor ntimero de
axonios e maior didametro dos axonios e das fibras nervosas que

animais controles, sugerindo que o exercicio pode ser iniciado
imediatamente apo6s a lesdo ou na fase tardia da lesdo nervosa.

O niimero de motoneurdnios marcados com Fluoro-Gold
pode ser utilizado para aferir a reconexdo dos nervos perifé-
ricos na medula espinhal.?’” Quando avaliamos o nimero de
motoneurdnios, os valores do corno anterior da medula nos
grupos Enxerto e Enx + Nat ndo mostraram nenhuma dife-
renca estatistica, permanecendo abaixo dos do grupo controle.

Tem sido relatado que animais submetidos a natagdo
apresentaram regeneracao nervosa acelerada em compara-
¢do a animais de controle com lesdo nervosa do tipo esma-
gamento e o aumento do didmetro das fibras nervosas.?

A semelhanca dos estudos de Teodori et al.® e Oliveira
et al.!>, o protocolo adotado aqui estabeleceu uma fase de
adaptacdo dos animais a atividade de natacdo, que comeca 20
minutos no primeiro dia e aumenta 10 minutos todos os dias
até atingir 60 minutos no quinto dia. Esse periodo de
adaptacdo permite que os animais se familiarizem com a
natagdo, evitando tanto a acomodacdo fisica quanto o
estresse. Por outro lado, existem algumas diferencas entre
o protocolo utilizado no presente estudo e os demais dados
presentes na literatura.

0 método cirtrgico aqui adotado foi do tipo enxerto
autélogo do nervo ciatico, enquanto outros estudos utiliza-
ram o esmagamento do nervo ciitico®'® e a transec¢ido do
nervo ciatico." O momento do inicio da intervencio aplicada
foi no 14° dia apés o procedimento cirtirgico, e este periodo
foi semelhante ao do estudo de Teodori et al® e superior a
outros protocolos que iniciaram a atividade apés o 1° dia>'®
e 0 7° dia"" do método ciriirgico. Além disso, a duracio da
intervencdo da natacdo foi superior aos estudos que aplica-
ram a atividade durante 2,° 3,'° e 4 semanas.'! Estas varia-
veis podem ter afetado a eficacia da atividade da nata¢do na
regeneracdo do nervo ciatico.

Dessa forma, a comparacdo entre os resultados obtidos e
os achados da literatura é uma medida complexa, pois nao
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existe homogeneidade quanto a metodologia aplicada, a
técnica cirdrgica, ao tempo de inicio do protocolo, a intensi-
dade, a frequéncia, e aos métodos de afericdo.

Conclusoes

Nosso estudo demonstrou que os animais submetidos ao
protocolo de natacdo ap6s o procedimento de enxerto do nervo
ciatico ndo apresentaram diferencas nos valores de IFC e nos
nimeros de motoneurénios quando comparados ao grupo
controle. Concluimos que este tipo de protocolo descrito nao
é eficiente para reabilitacdo de lesdes nervosas periféricas que
necessitam de enxerto. Novos estudos sdo necessarios para
avaliar métodos que acelerem e melhorem os resultados
funcionais ap6s o procedimento de enxerto do nervo ciatico.

Estudo realizado com animais. Segue aprovacdo (CEUA n°
5060051217).
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