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RESUMO

Estudos utilizando ambientes modificados mostraram efeitos benéficos
em alguns modelos de lesédo encefélica. N&o ha relatos sobre o uso do modelo de
ambiente enriquecido em lesdes nervosas periféricas. Ele pode promover a
movimentacdo precoce, a estimulacdo tatil e proprioceptiva apds a lesdo. Essa
forma de estimulo poderia favorecer a regeneragcao nervosa, maturagdo e
consequente recuperagdo funcional. O objetivo deste estudo foi analisar
morfométrica e funcionalmente o nervo isquiatico de ratos submetidos a
axoniotmese e subsequente exposicdo ao ambiente enriquecido. Quarenta e dois
ratos Wistar machos (198,66 £11,61g) foram distribuidos em sete grupos (n=6):
L6 - animais desnervados, mantidos em gaiola por seis dias; CON (Controle) -
Animais sem lesdo, mantidos em numero de seis em gaiola grande padrao; IAS
(Isolado Ambiente Simples) - animais desnervados, isolados em gaiola pequena
padrao; IAE (Isolado Ambiente Enriquecido) - animais desnervados, isolados em
gaiola enriquecida pequena; AAS (Agrupado Ambiente Simples) - animais
desnervados, em numero de trés em gaiola grande padrdo; AAE (Agrupado
Ambiente Enriquecido) - animais desnervados, em numero de trés em gaiola
enriquecida grande; L (Les&do) - animais desnervados, em numero de seis em
gaiola grande padrdo. O nervo isquiatico esquerdo foi esmagado (quatro
pingamentos de 20 s e 1 s de intervalo entre eles). Posteriormente, os animais
foram distribuidos nas respectivas gaiolas. Gaiolas enriquecidas dispunham de
roda de exercicio, escada, rampa e compartimentos de comida e agua moéveis,
que eram trocados de lugar diariamente, de forma aleatdria. Apds periodo
experimental, o nervo isquiatico de todos os animais foi coletado para analise
morfométrica e numero de axénios. A analise funcional foi feita a partir da
impressao das pegadas das patas normal e experimental no periodo pré-
operatorio, 7°, 14° e 21° dias pos-operatorio (PO). Dados funcionais e
morfométricos foram processados estatisticamente (Bioestat 4.0). O teste de
Shapiro Wilk avaliou a distribuicdo dos dados. Com excec¢ao da razao G, foram
usados testes paramétricos, considerando p<0,05. Os resultados deste estudo
demonstraram que o numero de axénios nos grupos AAE, AAS e IAS foi superior
ao do grupo CON. No grupo AAS o numero de axdnios foi superior aos grupos L,
IAE e AAE. O diametro dos axénios nos grupos experimentais foi inferior ao do
grupo CON. O diametro das fibras nervosas foi menor que o CON em todos os
grupos, sendo que no grupo AAS foi menor que no grupo IAE. A espessura da
bainha de mielina foi menor em todos os grupos experimentais, quando
comparada ao CON. O grupo AAS obteve valor inferior ao L e ao IAE e o IAS foi
inferior ao L. A razdo G nao diferiu entre grupos. O IFC intra-grupos demonstrou
que ao 7° dia PO, todos os grupos diferiram do pré-operatorio, devido a auséncia
completa da fungéo. No 21° dia PO a fungéo de todos os grupos foi restabelecida,
aproximando-se dos valores pré-operatorios. Na avaliagdo inter-grupos né&o
houve diferenca. Nao foi observada correlacdo entre os dados morfométricos e
funcionais. O exercicio voluntario, estimulado por meio do ambiente enriquecido,
nao interferiu na regeneragcdo e maturagcéo das fibras nervosas, assim como na
recuperacao funcional.

Palavras-chave: regeneragao nervosa periférica, ambiente enriquecido,
plasticidade neuromuscular, axoniotmese, morfometria.



ABSTRACT

Studies related to the influence of modified environments exposition
demonstrated beneficial effects on several brain injury models. There are no
reports about using the enriched environment model in peripheral nerve injuries. It
promotes the early movement and the tactile perception and proprioception after
injury. The early voluntary movement stimulation through the enriched
environment could favor the nerve regeneration, maturation and consequent
functional recovery. The aim of this study was to investigate the sciatic nerve
morphometric and functional parameters in rats submitted to axonotmesis and
subsequent enriched environment exposition. Forty-two male Wistar rats (198.66
+11.61g) were distributed in seven groups (n=6): L6 - animals submitted to nerve
injury and kept in a cage during six days; CON (Control) - Uninjured animals, kept
in a great pattern cage in a group of six rats; SIE (Simple Isolated Environment) -
denervated rats, kept isolated in a small pattern cage; EIE (Enriched Isolated
Environment) - denervated rats, kept isolated in a small enriched cage; SCE
(Simple Clustered Environment) - denervated rats, kept in a great pattern cage in
a group of three rats; ECE (Enriched Clustered Environment) - denervated rats,
kept in a great enriched cage in a group of three rats; | (Injury) - denervated
animals, kept in a great pattern cage in a group of six rats. The animal’s sciatic
nerve was crushed (four crushes using tweezers during 20s and with intervals of
1s between them), and distributed in the respective cages. The enriched cages
contained exercise wheel, ladder, ramp, mobile food and water boxes. These were
daily moved from place to place, randomly. After the experimental period, all
animals’ sciatic nerve was collected for morphometric analysis and axons number
quantification. The functional analysis was performed using the normal and
experimental paws footprints of the preoperative period, 7", 14™ and 21
postoperative (PO) days. Functional and morphometric data were statistically
evaluated (Bioestat 4.0). Shapiro Wilk test was used to evaluate the data
distribution. Except for the G ratio, parametric tests were used, and a p value <
0.05 was considered significant. The results demonstrated that the axons’ number
in the ECE, EIE, SCE and SIE groups was higher than in the CON group, and the
SCE was higher than in the EIE. The axons’ and fibers’ diameter in the
experimental groups was lower than in the CON group. The myelin sheath
thickness was lower in all experimental groups, when compared to CON. The SCE
showed a lower value than | and EIE, and the SIE was lower than |. No difference
in the G ratio was observed among groups. The intra-groups IFC demonstrated
that in the PO 7" day, all the groups differed from the preoperative, due to the
complete function absence. The same was observed in the PO 14" day. All the
groups’ function was recovered only in the PO 21° day, becoming closer to the
preoperative values. The inter-groups evaluation showed no difference. No
correlation has been shown between the morphometric and functional data. The
volunteer exercise, stimulated by the enriched environment, had no influence on
the nerve fibers regeneration and maturation, as well as on the functional
recovery.

Keywords: peripheral nerve regeneration, enriched environment, neuromuscular
plasticity, axonotmesis, morphometry.
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1 INTRODUGAO

Investigagcdes sobre as respostas do sistema nervoso central (SNC) as
lesdes sugerem que estimulos ambientais, assim como a interagao social, podem
influenciar na plasticidade do sistema nervoso. Steiner et al. (2005), utilizando um
modelo experimental de doenca de Parkinson, encontraram pistas de que o
ambiente modificado associado ao exercicio fisico, aumentou a plasticidade
celular. Segovia et al. (2005), também em modelo animal de lesdo encefalica,
verificaram que o ambiente enriquecido promovia aumento na sintese de
neurotransmissores. Da mesma forma, Will et al. (2004), relataram que o
ambiente enriquecido, o exercicio fisico e o treinamento influenciavam o processo
de recuperacgao funcional compensatoéria.

Por conseguinte, uma hipotese sugerida por Passineau, Green e
Dietrich (2001); Will et al. (2004); Barnea, Mishal e Nottebohm (2005), é que a
exposicao a novas experiéncias pode promover a formagdo de novos circuitos,
equilibrar o turnover neural e ter um efeito neuroprotetor.

Nao foram encontrados relatos sugerindo que a exposigao precoce ao
exercicio voluntario por meio do ambiente enriquecido também possa influenciar
na regeneragao do sistema nervoso periférico (SNP). Nos estudos realizados por
Van Meeteren et al. (1997) e Burghardt et al. (2004), os animais eram expostos
diariamente a algumas horas de atividade voluntaria em roda de exercicio durante
24 horas e 45 minutos diarios, respectivamente.

O modelo de confinamento em roda de exercicio permitiu relacionar
a distancia percorrida a plasticidade do SNC e SNP. Entretanto avalia somente o

exercicio voluntario realizado nos periodos em que os animais foram confinados a
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roda de exercicio, sem levar em consideracdo a movimentagao exercida no
interior da gaiola. Outra questdo importante discutida por Van Meeteren et al.
(1997), foi que o estresse crbnico proporcionado pelos treinamentos poderia
afetar de forma negativa a regeneracédo nervosa, comprometendo a recuperagao
funcional.

O sistema nervoso periférico (SNP) possui caracteristicas que o torna
susceptivel a regeneragdo espontdnea apds determinados tipos de lesdo. Na
axoniotmese, o nervo sofre degeneragdo, a qual € seguida por regeneragao e
consequente reinervagdao muscular (Robinson, 2000; Lundy-Ekman, 2004). O
prognéstico favoravel dessas formas de lesdo se deve a preservagao do
envoltério conjuntivo e da microcirculagdo, apesar da perda de continuidade
axonal. (Bridge et al. 1994; Gordon, Sulamain e Boyd, 2003; ljkema-Paassen et
al. 2004). Mesmo assim, essas les6es causam déficit sensitivo, motor e das
funcbes autondmicas, que devem ser restabelecidas precocemente, pois quanto
menor o tempo de reinervagcdo melhor o prognéstico funcional. Entretanto, a
recuperagao funcional € um processo lento que depende da natureza, do grau da
lesdo e da regeneracao nervosa (Eberstein, Eberstein, 1996; Lundy-Ekman,
2004).

O modelo de ambiente enriquecido proposto por Rosenzweig et al.
(1961) e Will et al. (2004), desenvolvido para o estudo da plasticidade no SNC
maduro apos lesdao, € uma forma de estimulagcdo continua ndo somente a
movimentacdo voluntaria, mas também pode proporcionar estimulacao tatil e
proprioceptiva, fundamentais para a recuperacao funcional.

Assim, o exercicio voluntario, por meio da exposicdo ao ambiente

enriquecido, fornece estimulos para incentivar a movimentagdo voluntaria
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precocemente. A hipotese deste estudo € que esses estimulos possam influenciar
0 processo de regeneragdao nervosa, acelerando a maturagdo das fibras
regeneradas. Os resultados poderiam sugerir novas alternativas para a

reabilitacdo apds lesao nervosa periférica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema nervoso periférico

O SNP é o responsavel por estabelecer comunicagao entre as varias
estruturas do corpo e o SNC (Bear, Connors e Paradiso, 2002).

Os nervos sdo constituidos por dois tipos caracteristicos de fibras:
mielinicas e amielinicas. As fibras mielinicas, caracterizadas pela presenca da
bainha de mielina, sdo encontradas principalmente nos nervos espinhais e seus
ramos. As fibras amielinicas apresentam delgado envoltério lipoprotéico e estao
presentes principalmente no sistema nervoso auténomo (Coelho, Fortunato e
Moreira, 2001).

Os nervos motores e sensitivos sdo formados por feixes de axdénios
sustentados por camadas de tecido conjuntivo: endoneuro, perineuro e epineuro.
Cada feixe de fibras é constituido por axbnios, os quais sao envolvidos
separadamente por uma fina camada conjuntiva denominada endoneuro. O tecido
conjuntivo frouxo que o constitui € formado por fibras colagenas do tipo |, em
maiores proporcoes e fibras do tipo Ill, além de possuir consideravel rede
vascular. O perineuro, responsavel por revestir os fasciculos nervosos, é formado
por tecido conjuntivo denso. Estruturalmente constitui-se de duas camadas:
externa (formada por fibras colagenas do tipo |) e interna (formada por fibras
colagenas do tipo Ill). E organizado em arranjos monocelulares, intercalados por
fibras colagenas. O epineuro, que recobre o nervo é formado por duas camadas:
interna e externa. Elas apresentam predominancia de fibras colagenas do tipo I,

grande quantidade de fibrécitos e fibroblastos, além de possuirem vasos
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sanguineos de maior calibre. O espacgo entre os fasciculos, denominado de septo
epineural, é preenchido por tecido conjuntivo frouxo rico em adipdcitos
(Guimaraes et al., 2006). Devido a sua composicdo estrutural, os envoltérios
conjuntivos que sustentam o nervo, possuem ao mesmo tempo resisténcia e
razoavel capacidade de distensado. A presenca de fibrdcitos, fibroblastos e ampla
rede vascular nesses envoltérios, conferem a essas bainhas grande potencial de
reestruturacao celular apos lesdo (Rempel, Dahlin e Lundborg, 1999; Pachioni et
al., 2006; Topp e Boyd, 2006).

A mielina que envolve cada fibra nervosa mielinica no SNP é
sintetizada pelas células de Schwann, que possuem nucleo alongado disposto
paralelamente ao axénio (Chen, Yu e Strickland, 2007). Além disso, estas células
mantém a bainha de mielina, a qual esta relacionada ao incremento na velocidade
de condugao nervosa, por atuar como isolante elétrico. A bainha formada por
estas células é essencialmente lipidica, apresentado em sua composi¢céo 80% de
lipidios, sendo o restante formado por proteinas (Graga et al., 2001).

O nervo isquiatico € considerado o maior nervo do corpo humano,
responsavel pela inervacdo de todo o membro inferior. Ele é formado pela unido
dos ramos primarios anteriores de L4, Ls, S1, S, € S3 (Ferreira, 2006). Seu trajeto
possui estreito contato 6sseo com o forame isquiatico maior e a parte posterior do
0SSO isquiatico, assim como com os musculos posteriores da coxa. Dele se
originam ramos menores que irdo inervar as articulagbes e os musculos
anteriores e posteriores de todo o membro inferior (Goss, 1988; Bear, Connor,

Paradiso, 2002).
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2.2 Leso6es nervosas periféricas

E grande a incidéncia de lesdes traumaticas acometendo os nervos
periféricos. Elas representam baixo grau de mortalidade, porém elevado periodo
de internagdo hospitalar e grandes indices de incapacidade (Koizumi, 1992;
Guimaraes, 2006). Koizumi (1992) e Canto, Bueno e Pereira (1993) apontam que
a pelve e os membros inferiores sdo as regides mais atingidas em acidentes
motociclisticos. Além disso, verificou-se que a lesdo do nervo isquiatico esta
diretamente relacionada a traumas que envolvem lesdo vascular simultidnea
(Pachioni et al., 2006). A lesdao também pode ser secundaria a artroplastia de
quadril (Macedo, Galia, Rosito et al., 2002), ou ainda decorrente de malformagéao
vascular congénita (Bez et al., 2006).

Os nervos apresentam estruturas elasticas que permitem certo grau de
distensibilidade. Quando sua capacidade de distensao é excedida, a estrutura do
nervo € danificada e a passagem dos impulsos nervosos é interrompida. As
lesdes mais freqlentes sdo causadas por estiramentos, seguidas por laceragdes
e lesbes por esmagamento. O grau de comprometimento das estruturas nervosas

implica diretamente no prognéstico funcional (Jacques e Kline, 2000).

2.2.1 Classificagao das les6es nervosas periféricas

As lesbes nervosas periféricas foram inicialmente classificadas em trés

categorias (Seddon, 1945 citado por Burnett e Zager, 2004): neuropraxia,

axoniotmese e neurotmese.
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A neuropraxia € caracterizada por um bloqueio local e transitorio da
passagem do impulso nervoso, decorrente de lesdo na bainha de mielina. Por n&o
haver danos axonais, ndo desencadeia processo de degeneragado. A forma mais
comum € a “paralisia do sabado a noite”, onde os componentes mecanicos e
vasculares parecem ter um papel importante na etiologia.

Na axoniotmese ocorre perda de continuidade axonal. Esse tipo de
lesdo desencadeia uma cascata de reagbes que visa degradar os residuos
celulares a partir do local da lesdo, num processo de degeneragao anterégrada
(degeneracao Walleriana), fundamental para que ocorra a regeneragao. Dessa
maneira, o o6rgao-alvo perde sua conexao nervosa, assim como sua fungao
sensorio-motora. Grande parte das lesdes por esmagamento € classificada como
axoniotmese e, por preservarem a estrutura de sustentacdo do nervo, possuem
bom progndstico funcional (Chen, Yu e Strickland, 2007).

A neurotmese definida por Seddon envolve o comprometimento axonal
e das bainhas conjuntivas. Essa forma de lesdo implica necessariamente na
escolha de condutas de reparo que proporcionem reconexdo entre os cotos
proximal e distal (ljkema-Passen et al., 2004).

Em 1978, Sunderland aperfeigcoou a classificacdo proposta por Seddon,
baseando-se no grau de acometimento das estruturas conjuntivas, propondo uma
classificagdo que abrange cinco categorias. A lesédo de grau | confere danos
locais a bainha de mielina que ndo desencadeiam degeneragdo Walleriana. A
lesdo de grau Il é caracterizada pela destruicdo do perineuro e epineuro, porém
com preservacdao do endoneuro. As lesbes de graus lll, IV sdo estagios
intermediarios entre a axoniotmese e a neurotmese, descritas por Seddon. A

lesdo de grau lll foi definida como sendo a ruptura axonal com leséo parcial do
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endoneuro. Na leséo grau IV somente o epineuro € preservado, enquanto no grau
V, ha solugcdo de continuidade axonal e de todos os envoltérios conjuntivos
(Burnett e Zager, 2004).

Entretanto, a classificacdo mais utilizada atualmente é a de Seddon

(1945).

2.2.2 Degeneragao e regeneragao nervosa periférica

Devido as suas caracteristicas estruturais, o SNP possui grande
capacidade de regeneragao. A partir do momento que ocorre um desarranjo dos
componentes que constituem a fibra nervosa, uma cascata de reacdes é
desencadeada (Chen, Yu e Strickland, 2007), visando a degeneragdo e
consequente regeneragao nervosa.

A degeneracgao Walleriana é condigao sine qua non para que ocorra a
regeneragao. Caracteriza-se por alteragdes histoldégicas importantes, que sao
mediadas pelo calcio. As células de Schwann desempenham papel fundamental
como sinalizadoras de lesdo, na remogao de detritos e na reorganizagao celular.
Para isso, estas células se multiplicam e se diferenciam com o propdsito de
auxiliar a atividade fagocitaria dos macréfagos na remocgédo dos residuos de
axénios e mielina degenerados (Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

Os macréfagos desempenham papel importante durante o processo de
remocao dos residuos de mielina. Eles também s&o responsaveis pela secrecao
de moléculas regulatdrias, tréficas e téxicas, além de citocinas e radicais livres.
Estas moléculas sao fundamentais durante a degeneragao e regeneragcao do SNP

(Muller et al., 2001).
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Outro fator importante a ser considerado é a presenga do calcio no
processo de degeneracao do citoesqueleto axonal. Parece evidente a relagéo
entre o aumento da concentracdo de calcio e a ativacdo de proteases, como a
calpaina (Martinez e Ribeiro, 1998). A calpaina esta presente na composi¢cao da
mielina, tanto no SNC quanto no SNP. Traumas mecanicos, como os observados
nas lesdes por esmagamento, ocasionam aumento do influxo de calcio nos
tecidos perineurais, estimulando a atividade da calpaina. Ela é capaz de reagir a
minimas alteracbes estruturais na bainha de mielina, auxiliando na sua
degradacgao (Martinez e Canavarro, 2000).

Tanto o segmento nervoso distal quanto o proximal a lesdo sofrem
importantes modificagbes no decorrer da regeneragdo. Os transtornos
decorrentes da lesdo axonal e consequentes alteracbes no corpo celular
estimulam a sintese de fatores de crescimento (Johnson, Zoubos e Soucacos,
2005). Dentre as modificagdes sofridas pelo corpo celular estdo o seu
intumescimento, o0 aumento da sintese protéica e o deslocamento do nucleo para
a periferia. Essas modificacbes observadas durante a cromatélise sao
responsaveis por inverter a ordem normal de substancias sintetizadas. Devido a
interrupgdo do impulso nervoso, ocorre aumento da sintese protéica e
consequente diminuicdo da producdo de neurotransmissores (Burnett e Zager,
2004).

Lesbes de grande extensdao e alto grau de acometimento das
estruturas nervosas podem comprometer o corpo celular e levar a morte da célula
nervosa (Stoll e Muller, 1999), impossibilitando a regeneracgao.

Os fatores de crescimento produzidos pelo corpo celular irdo contribuir

para a formagado do cone de crescimento, representado por uma dilatacdo na



19

extremidade axonal, de onde partem prolongamentos que dardo origem a
neuritos. De cada axénio, partem de 2 a 3 brotos que seguirdo até o 6rgao-alvo,
mediados por fatores tréficos secretados pelas células de Schwann. A medida
que os detritos de axbnios e mielina sdo removidos, as células de Schwann se
alinham entre a membrana basal e o endoneuro e, a partir da interdigitacdo de
seus citoplasmas, formam os tuneis de células de Schwann, ou bandas de
Biingner, que servem de base de sustentagdo e direcionamento dos brotos que
crescem em direcao ao musculo (Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

A reinervagao muscular apds axoniotmese inicia duas semanas apos a
lesdo. As fibras nervosas destacam-se do tronco nervoso e distribuem-se entre as
fibras musculares. A partir do 14° dia inicia a poliinervacdo, que tem seu ponto
maximo entre o 21° e 25° dia. A poliinervagao acontece quando mais de um
terminal nervoso estabelece contato com os receptores de acetilcolina da jungao
neuromuscular. Assim que as caracteristicas biofisicas do terminal nervoso e da
juncao neuromuscular recuperam os padrées normais, ocorre reducao de fatores
de crescimento, liberados tanto pelo musculo quanto pelo corpo celular, o que
leva a diminuicdo dos contatos sinapticos excedentes, conhecida como
eliminagao sinaptica (Gorio et al., 1983; Carmignoto et al., 1983).

Quando ocorre o acoplamento terminal nervoso-jungao neuromuscular,
as células de Schwann terminais deixam de liberar fatores troficos que favorecem
o crescimento axonal e a reinervacdo. Elas tornam-se responsaveis pela
estabilidade da estrutura juncional, estabelecendo pontes entre as juncgdes
inervadas e desnervadas. Com a contracdo muscular restabelecida, também
cessa o estimulo dos fatores troficos liberados pelo musculo, que deixa de ser

inativo (Love, Son e Thompson, 2002).
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As lesbes por seccao comprometem as estruturas de sustentagao
axonal e, por isso, dependem de reparo cirurgico adequado. A solugcdo de
continuidade requer a uniao entre os cotos proximal e distal ou ainda o emprego
de enxertos, quando a extensao da lesao nao permite a sutura entre os cotos. Os
enxertos podem ser feitos por meio de ramos nervosos sensitivos do préprio
paciente ou ainda por diversos tipos de materiais. Entretanto, o comprometimento
de nervo integro para servir como enxerto, a presenga de parestesia ou anestesia
no seu territério de inervacado e excesso de tecido cicatricial no local da sutura,
sdo algumas das dificuldades encontradas apds neurotmese (Santo Neto et al.,
1998), afetando o restabelecimento da passagem nervosa e o progndstico
funcional.

Estudos eletrofisiolégicos, histolégicos e funcionais apontam grandes
diferencas na regeneracdo entre lesdes por esmagamento e por secgao.
Enquanto a primeira se restabelece de forma mais rapida e eficiente, a segunda
possui recuperagao lenta e um prognostico funcional reservado (Wolthers et al.,

2005).

2.3 Modelos de lesdao nervosa periférica

Lesdes nervosas periféricas podem ser causadas por compressao,
estiramento ou secgdo. Homogeneizar essas formas de lesdo para viabilizar seu
emprego em estudos experimentais € um desafio. A lesdo por esmagamento é
largamente empregada devido a facil aplicabilidade e suscetibilidade a
regeneragao sem necessidade de intervengdo cirurgica (ljkema-Passen et al.,

2004).



21

O grau de severidade da lesao é proporcional ao recurso utilizado para
promover o dano tecidual. A existéncia de varios procedimentos que visam a
reprodugao do modelo de lesdo por axoniotmese exigiu que eles fossem melhor
investigados.

Com intuito de conhecer a efetividade e a extensdo da lesao
provocada, foram usados diversos dispositivos de compressao, como pingas de
relojoeiro e hemostatica, além de equipamentos de carga fixa. Os tempos de
compressao variaram entre quinze segundos e 1 minuto. Foi verificado que em
todos os procedimentos as lesdes ocorreram de foram efetiva, desencadeando
degeneragdo Walleriana (Bridge et al., 1994; Marques, 1992; Monte-Raso,

Barbieri e Mazzer, 2006).

2.4 Avaliagao funcional da marcha

Varias técnicas de avaliacdo das lesdes nervosas periféricas sao
empregadas com o objetivo de estudar a recuperagdo funcional apds a
regeneracgao. Dentre elas estdo as analises morfométricas, histolégicas e
eletrofisiolégicas (Monte-Raso, Barbieri e Mazzer, 2006).

Essas formas de avaliagdo refletem objetivamente parametros
relevantes da estrutura do nervo (didametro de axdnio e fibra nervosa e espessura
da bainha de mielina) e dos processos biolégicos envolvidos na reorganizagéo
celular e molecular. Porém, nem sempre esses parametros correspondem ao
restabelecimento da fungéo (Dash et al., 1996).

Hurska, Kennedy e Silbergeld (1979) estabeleceram um método de

avaliacao funcional apds lesdo nervosa periférica em ratos. A forma de analise
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proposta baseou-se no padrao de marcha desenvolvido pelos animais apés lesao
nervosa periférica. A avaliacdo é sustentada pelas caracteristicas das pegadas
dos animais, todavia da igual importancia as medidas da distancia entre as
pegadas e angulo da pata. Posteriormente, algumas medidas foram descartadas
por serem consideradas vulneraveis a variagdes, podendo interferir na
confiabilidade da analise (De Medinacelli, Freed e Wyatt, 1982; Bain, Mackinnon e
Hunter, 1989).

Reynolds et al. (1996) relataram haver direta relagdo entre a funcéo
dos musculos posteriores e a impressdo da pata do animal. Assim, foram
desenvolvidos aparatos para a impressdo das pegadas, constituidos por
corredores contendo uma caixa escura ao final. Os animais eram dispostos
previamente no aparato para se ambientar ao local de teste. Em seguida, as
patas posteriores eram marcadas e as pegadas impressas em papel (Varejao et
al., 2004).

Para avaliagdo da marcha é considerada a largura da pegada,
expresso pela distancia entre o primeiro e quinto artelhos (TS), a largura
intermediaria da pegada, equivalente a distadncia entre o segundo e o quarto
artelhos (ITS) e o comprimento da pegada medida pela distancia entre o terceiro
artelho e o calcaneo (PL). Tanto a pata normal quanto aquela submetida a leséo
nervosa sao avaliadas (De Medinacelli, Freed e Wyatt, 1982).

Bain, Mackinnon e Hunter (1989), propuseram uma férmula onde a
aplicacao dessas medidas indica a relagao existente entre os musculos inervados
pelo nervo isquiatico e os padrdes de marcha adotados pelos animais, apds lesao

nervosa, para estabelecer o SFI (Sciatic Functional Index).
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Os valores pré-operatérios que expressam a funcdo normal devem
estar entre 0 e + 20 (Hare et al., 1990). Segundo De Medinacelli, Freed e Wyatt
(1982), os animais com perda total da fungcao, expressaram valores proximos a -
100, chegando até a "139.

Em principio, lesdes do tipo axoniotmese apresentam bom progndstico
funcional. Entretanto, existem fatores que contribuem para que a fungéo nao seja
recuperada, como o estabelecimento de conexdes inapropriadas das fibras com
seus orgaos-alvo, aderéncias, atrofia e contraturas musculares decorrentes do
tempo de imobilizacao.

Ha ainda, situagdes que inviabilizam a mensuragao das pegadas, como
a presenca de contraturas em flexdo plantar decorrentes de lesdo do nervo
isquiatico e tibial, fazendo com que o animal caminhe com o dorso da pata. A
proliferacdo de tecido fibroso ainda pode cursar com a incidéncia de eversao e
dorsiflexdo, deixando o quinto artelho elevado durante a impressao das pegadas,
limitando a analise das medidas. Outros fatores, como autotomia e padrdes
anormais de movimentagdo compensatéria, podem inviabilizar a avaliacao
funcional (Hare et al., 1990; Varejao et al., 2004).

Apesar das limitacbes apontadas, a avaliacdo da funcdo por meio do
célculo do indice Funcional do Ciatico (IFC) é ainda a mais utilizada
experimentalmente, por apresentar bom nivel de confiabilidade e facilidade para

realizacao.
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2.5 Exercicio fisico e regeneragao nervosa

O exercicio fisico pode ser capaz de manter e/ou compensar algumas
fungcdes comprometidas apds lesdes traumaticas do sistema nervoso. Isso ocorre
por meio da expressdo de fatores neurotréficos, que favorecem o
restabelecimento do fluxo de informagdes entre o sistema nervoso central e
periférico (Kempermann, Praag e Gage, 2000).

Causing et al. (1997) destacam a importancia dos fatores neurotréficos
na plasticidade atividade-dependente, considerando que o aumento da liberacao
desses fatores pode modular a transmissao sinaptica e a excitabilidade neuronal.

Dentre os fatores neurotroficos que desempenham papéis relevantes
nos mecanismos de plasticidade do SNC estdo a sinapsina |, a proteina
associada ao crescimento (GAP-43), o CREB (cyclic AMP response element-
binding protein), o fator neurotrofico ciliar (CNTF) e a neurotrofina 3 (NT3) (Molteni
et al., 2004; Pan et al., 2007). A sinapsina |, pertence a familia das fosfoproteinas
especificas do terminal nervoso e esta relacionada ao incremento da transmissao
nervosa, crescimento axonal e manutencio dos contatos sinapticos. O fator GAP-
43, presente nos terminais nervosos em crescimento, auxilia no crescimento
axonal, na modulagao da transmissdo sinaptica € nos processos que envolvem
apredizagem e memoria (Routtenberg et al., 2000). O CREB esta relacionado ao
aprendizado espacial, além de ter papel singular na expressao génica de fatores
neurotroéficos (Finkbeiner, 2000).

O CNTF é sintetizado tanto pelos astrécitos no SNC, quanto pelas
células de Schwann no SNP, possuindo papel fundamental ndo somente durante

0 processo de regeneragdo, mas também na manutengdo da integridade da
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estrutura do nervo periférico (Pan et al., 2007). Smith et al. (1993) observaram
que logo apds lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, houve redugao dos
niveis de CNTF a partir do local do esmagamento, seguido por diminuigdo nas
regides adjacentes a lesdo. Entretanto esses niveis sao restabelecidos apds a
degeneracgao dos restos celulares.

O fator NT-3 esta diretamente relacionado a eficiéncia sinaptica. Assim,
niveis elevados de NT-3 promovem aumento da excitabilidade periférica,
permitindo maior rapidez e eficiéncia na passagem da informacao tatil e
proprioceptiva (Carroll et al., 1998).

Outro estudo demonstrando os efeitos da NT-3 foi realizado em lesao
parcial da medula espinhal. Verificou-se que o exercicio realizado na roda de
exercicio promoveu incremento da expressao génica de NT-3, o qual foi
encontrado na medula espinhal, nos musculos e neurdnios sensoriais. Tais
fatores contribuiram na modulacao do estimulo nervoso na medula, melhorando a
funcao sensorial (Hutchinson et al., 2004).

Em pesquisa comparando ratos sedentarios e submetidos ao exercicio
voluntario, foi verificado um aumento significativo de Sinapsina | e GAP-43.
Também foi demonstrado que para a manutencido dos niveis desses fatores era
necessaria uma quantidade minima de atividade muscular. Sugeriu-se que o
exercicio fisico poderia atuar como modulador da expressdo génica de fatores
neurotroficos, essenciais para a plasticidade. A melhora da funcdo sensorial
pareceu estar relacionada ao aumento de agentes troficos, tanto no musculo
como nas estruturas centrais (Gémez-Pinilla et al., 2004).

Molteni et al. (2004), em estudo envolvendo lesdao nervosa periférica,

demonstraram a relacdo entre atividade fisica voluntaria e o aumento da
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expressdo de fatores tréficos durante a regeneracdo nervosa. A distancia
percorrida pelos animais foi diretamente proporcional ao incremento da expressao
de neurotrofinas. Além disso, 0 exercicio proporcionou maior crescimento axonal
quando comparado a ratos sedentarios.

Protocolos de exercicio de diversas modalidades foram desenvolvidos
no sentido de investigar o processo de regeneragao nervosa periférica (Marqueste
et al., 2004). Os beneficios que os treinamentos utilizando roda de exercicio,
natagao ou corrida em esteira trazem ao musculo sao incontestaveis, sendo que
varios deles favoreceram também a regeneracado nervosa periférica (Byun et al.,
2005).

Apesar da contribuigcdo que o exercicio, de modo geral, pode promover
durante a regeneracgao, verificou-se que modalidades diferentes de exercicio
produziam efeitos distintos na modulacdo da expressao de fatores neurotroéficos.
Trabalhos, empregando protocolos de atividade por longos periodos de tempo
exacerbaram a lesdo na medula espinal. O mesmo ndo ocorreu quando foram
empregados exercicios de baixa intensidade, por periodos menores de tempo
(Kozlowski, James e Schallet, 1996).

Ainda s&o controversas as questdes acerca de qual a melhor
intensidade do exercicio e até que ponto poderia interferir negativamente na
regeneragao nervosa periférica. As possiveis repercussdes dos diversos
protocolos de treinamento sobre a regeneragdo nervosa periférica ainda nao

foram totalmente esclarecidas (Van Meeteren et al., 1997).
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2.6 O modelo de ambiente enriquecido

Rosenzweig, Krech e Bennet (1961) desenvolveram um modelo de
ambiente enriquecido para o estudo da plasticidade no SNC maduro apds lesao.
O ambiente enriquecido € uma forma de estimulagdo continua que favorece a
movimentacdo voluntaria, promovendo ainda estimulo tatil e proprioceptivo,
fundamentais a recuperacgao funcional.

Esses ambientes se caracterizam por apresentar maior dimensao, com
varias vias de acesso, pela utilizacdo de palhas e racdo de diferentes tipos e
rodas de exercicio. De maneira geral, os artificios presentes no ambiente devem
estimular a aquisicdo de novas experiéncias e novas habilidades (Biernaski e
Corbett, 2001).

Rodas de exercicios geralmente fazem parte de ambientes
enriquecidos, proporcionando aumento da atividade fisica. Entretanto, quando
este recurso é utilizado de maneira isolada em protocolos de confinamento, nio
se caracteriza um ambiente modificado (Gentile, Beheshti e Held, 1987).

Outra questdo importante a ser analisada quando se trata de
ambientes enriquecidos diz respeito ao numero de animais dispostos por gaiola.
Nao existe consenso sobre o padrdo de movimentacdo em animais mantidos
isolados e em grupo, tanto em ambientes pobres de estimulos, quanto nos
enriquecidos (Varty et al., 2000).

Alguns trabalhos demonstraram que animais dispostos isoladamente
em ambientes enriquecidos apresentavam maior comportamento exploratério em
relacdo aos mantidos agrupados em tais ambientes (Gentile, Beheshti e Held,

1987). Periodos prolongados de permanéncia em ambientes modificados
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mostraram diminuicdo da exploracdo. Consequentemente, a taxa de locomogao
desses animais ficava prejudicada (Gentile, Beheshti e Held, 1987; Varty et al.,
2000).

Entretanto, Klinstova e Greenough (1999) relataram que grupos de
animais expostos a ambientes modificados apresentaram incremento na
ramificacdo dendritica, maior niumero de contatos sinapticos e aumento da
expressao de fatores troficos em relacdo aos mantidos isolados nesses

ambientes.

2.7 Efeitos da exposi¢cao ao ambiente enriquecido

O estudo dos efeitos da exposicdo a ambientes enriquecidos teve inicio
com as pesquisas envolvendo lesbes do SNC. Varios modelos de lesao
encefalica foram propostos, utilizando-se como recurso as modificagdes
ambientais, que promoviam estimulos de diversas naturezas, utilizando gaiolas de
maiores dimensodes, vias de acesso diferenciadas (rampas, escadas e tuneis),
diferentes tipos de revestimento (maravalha, tela de metal) e de ragcéo, expondo
0s animais a novas experiéncias sensoério-motoras (Passineau, Green e Dietrich,
2001; Meltzer, Yabaluri e Deisseroth, 2005; Barnea, Mishal e Nottebohm, 2005).

Tendo em vista as caracteristicas estruturais e funcionais do SNC
adulto, pode-se dizer que ele esta em constante equilibrio entre a quantidade de
células nervosas que se desenvolvem e o grau de apoptose. Lesdes
degenerativas e traumaticas que acometem estruturas do SNC abalam o turnover
neural, ocasionando déficits cognitivos, motores e sensoriais (Meltzer, Yabaluri e

Deisseroth, 2005).
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Os ambientes modificados sdo capazes de favorecer estimulos que
promovem alteragdes neurais importantes para o restabelecimento das fungbes
apos lesao do sistema nervoso (Oliveira, Salina e Annunciato, 2001).

Alguns trabalhos empregando o modelo de ambiente enriquecido foram
propostos com o intuito de averiguar quais seriam as repercussdes desses
ambientes no SNC maduro apds lesdo. O modelo 6-OHDA, que induz a doenca
de Parkinson, foi usado para investigar os efeitos centrais da exposicdo a
ambientes modificados. Nesse estudo foi possivel detectar o aumento de células
da substancia negra. Esse incremento de substancia tréfica € evidenciado pela
melhora no equilibrio e na locomogado desses animais, observados apods sete
semanas de exposi¢cao a ambiente enriquecido (Steiner et al., 2005).

A neurogénese de células do giro denteado foi investigada com o
proposito de conhecer se a exposi¢cdo a ambientes modificados influenciava a
execucao de tarefas que requerem discriminacado temporal e espacial. Verificou-
se que 0s animais conseguiam realizar as tarefas a que eram treinados de forma
mais rapida e eficiente que os demais. Essa forma de estimulacdo ambiental
promoveu aumento na producdo de glutamato e GABA no hipocampo, area
responsavel pela execugao de atividades que necessitam dessas duas formas de
discriminagao (Segovia et al., 2005).

Will et al. (2004) investigaram os efeitos da movimentagao voluntaria
estimulada por meio da exposicdo ao ambiente enriquecido e por treinamentos
utilizando roda de exercicio. Verificaram que a exposi¢cao a estimulos ambientais
e o treinamento pareceram favorecer o processo de recuperagao funcional

compensatoéria, porém em proporgdes distintas. Dentre as duas formas de
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estimulagcdo, o ambiente enriquecido pareceu minimizar as repercussdes das
lesdes centrais, de forma a viabilizar o melhor desempenho motor.

A recuperacao funcional compensatéria envolve mecanismos que
visam restaurar a fungao total ou parcialmente perdida em decorréncia da leséao,
tanto central quanto periférica. O SNC reage a exposi¢cao a novas experiéncias
por meio da formagao de novos circuitos, equilibrio do turnover neural e pelo
efeito neuroprotetor. Esses eventos repercutem em estruturas além do SNC,
proporcionando melhora em déficits motores e sensoriais provocados por lesdes
encefalicas (Passineau, Green e Dietrich, 2001; Will et al., 2004; Barnea, Mishal e
Nottebohm, 2005).

De modo geral, o ambiente enriquecido proporciona oportunidade para
novas experiéncias sensoério-motoras, que melhoraram a qualidade da integragao
entre o sistema nervoso central e periférico. Animais expostos a ambientes
enriquecidos sao capazes de adquirir novas habilidades de forma mais rapida que
os demais. Entretanto, se habituam rapidamente, alterando seu comportamento
motor. Uma tentativa de reduzir a habituagao é substituir ou trocar periodicamente
de lugar os artificios ambientais que servem como fonte de estimulo. Desse
modo, os animais estariam constantemente sob a influéncia de novos estimulos,
podendo permanecer por tempos prolongados nesses ambientes sem que a
habituacao interfira na locomocéao (Gentille, Baheshti e Held, 1987).

Tendo em vista que os estimulos provenientes do ambiente podem
promover alteragées importantes no SNC, este estudo investigou sua influéncia
no processo de regeneragao e maturagao do SNP, considerando a importancia do

tema para a reabilitacdo de lesbes nervosas periféricas.
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3 OBJETIVO

Analisar as caracteristicas morfométricas e funcionais do nervo
isquiatico de ratos submetidos a exercicio voluntario precoce por meio do
ambiente enriquecido, apdés axoniotmese e verificar a correlagdo entre os

parametros morfométricos e funcionais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

O estudo caracterizou-se por uma pesquisa do tipo experimental
randomizada. Foi realizado de acordo com as normas do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), sob

protocolo n°046/2007.

4.2 Amostragem

Foram utilizados 42 ratos Wistar machos, com idade entre seis e sete
semanas com 198,66 £11,61g de massa corporal, fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Ciéncias da Saude — UNIMEP, distribuidos aleatoriamente em sete
grupos (n=6).

CON: Controle - Animais sem qualquer tipo de lesdo, mantidos em
gaiola de polietileno grande padréo.

L6: Lesao (seis dias) — Animais submetidos a lesdo do nervo isquiatico
e mantidos em gaiola padrao por seis dias.

L: Lesdo — Ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico e mantidos
nas mesmas condi¢cdes do grupo controle.

IAS: Isolado Ambiente Simples - Ratos submetidos a lesdo do nervo
isquiatico e dispostos individualmente em gaiola de polietileno pequena padrao.

IAE: Isolado Ambiente Enriquecido - Ratos submetidos a lesdo do

nervo isquiatico e dispostos individualmente em gaiola enriquecida pequena.
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AAS: Agrupado Ambiente Simples - Ratos submetidos a lesdo do nervo
isquiatico e agrupados em numero de trés em gaiola de polietileno grande padrao.

AAE: Agrupado Ambiente Enriquecido - Ratos submetidos a lesao do
nervo isquiatico e agrupados em numero de trés em gaiola enriquecida grande.

Com excegao do grupo L6, todos os animais foram mantidos nas

respectivas condi¢cdes experimentais durante 24 dias apds a lesdo nervosa.

4.3 Procedimentos Experimentais

Todos os procedimentos experimentais, assim como as analises foram
realizados no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular do Programa de Pos-
Graduacédo, da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Metodista de
Piracicaba — UNIMEP.

Os animais dos grupos IAE, IAS, AAE, AAS, L e L6 foram anestesiados
com uma mistura de cloridrato de cetamina (50mg/mL) e cloridrato de xilazina
(2g/100mL), na proporgao de 1:1, na dose de 0,3mL/100g de massa corporal —
(i.m.). A regido glutea esquerda foi tricotomizada, realizando-se uma incis&o de
aproximadamente 1,5 cm na pele, sendo os musculos divulsionados para
exposi¢cao do nervo isquiatico (Figura 1A). Em seguida, sob microscopio cirurgico
(DF Vasconcellos®), o nervo foi esmagado (quatro pincamentos de 20 segundos,
com intervalo de 1 segundo entre eles), de acordo com Fernandes et al. (2005),
com pinga hemostatica de 12 cm (Erwin Guth®), conforme mostra a Figura 1B.
Apoés a lesao, as condigdes macroscoépicas do nervo foram verificadas para se

constatar a lesdo axonal sem que houvesse perda da continuidade dos
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envoltérios do nervo, conforma mostra a Figura 1C. Em seguida, os planos

muscular e cutaneo foram suturados com fio monofilamento nylon (Ethicon 6-0).



Figura 1: Nervo isquiatico exposto (A), procedimento para
esmagamento nervoso (B) e caracterizagao
macroscopica do nervo apés lesao (C), a seta
indica o aspecto translucido do nervo no local do
esmagamento. Aumento= 62.2 x.
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Nas primeiras 24 horas poés-operatoério foi administrada dipirona sédica
500mg/mL (4uL a cada 12 horas — v.0.). Durante o experimento os animais
permaneceram no biotério sob ciclo fotoperiddico de 12/12 horas, temperatura de

23 +2°C e livre acesso a agua e racio peletizada (Labina-Purina®).

4.3.1 Exposi¢do ao Ambiente Enriquecido

Logo apds o procedimento cirurgico, os animais dos seis grupos foram
dispostos separadamente até o terceiro dia pds-operatério (PO), para
recuperacao cirurgica. No 4° dia PO, foram expostos as condi¢gdes experimentais
propostas, alojados separadamente ou agrupados em numero de trés em gaiolas
enriquecidas ou padrdao (Varty et al., 2000), de acordo com o0s grupos
experimentais. As dimensdes das gaiolas enriquecidas e padrdo foram
proporcionais ao numero de animais nelas alocados.

As dimensbes das gaiolas enriquecidas pequenas eram: 43X24X38
cm, com compartimentos de comida e agua moveis e uma roda de exercicio. As
gaiolas enriquecidas grandes, com 38X60X24 cm de dimensdo, eram constituidas
por trés andares interligados por escadas e rampas, duas rodas de exercicio e
dispositivos de comida e agua moéveis (Will et al., 2004), conforme mostra a
Figura 2.

Durante o periodo experimental, os dispositivos de ragdo e agua
tiveram sua disposicdo alterada diariamente, de forma aleatéria dentro das
gaiolas. As gaiolas padrao permaneceram com seus compartimentos de agua e

racdo em locais fixos (Figura 3).



e

ATEWEN

Figura 2: Animal do grupo IAE, em gaiola
enriquecida pequena (A) e do
grupo AAE, em gaiola
enriquecida grande (B).
Observar os dispositivos que
compdem cada ambiente.
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Figura 3: Caixa de polietileno pequena padrdao (A), com dimensdes de
17X13X28 cm e caixa de polietileno grande padrdo (B), de

30X13X44 cm. Ambas apresentam dispositivos de comida e
agua fixos.
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4.3.2 Analise Funcional da Marcha

Para analise funcional da marcha, foi utilizada uma passarela de 8,2 x
42,0 cm contendo uma caixa escura em sua extremidade (De Medinacelli, Freed e
Wyatt, 1982).

Inicialmente, os animais foram colocados para caminhar no aparato,
para que se habituassem ao ambiente, que posteriormente foi revestido com
papel sulfite branco. Os animais tiveram as patas posteriores marcadas com tinta
de impressao digital (Figura 4), sendo colocados para caminhar sobre a passarela

(Figura 5).

ﬂ/-.

Figura 4: Procedimeto para marcagao das patas dos
animais.



40

Figura 5: Impressao das pegadas para analise funcional da
marcha.

Dessa maneira, obteve-se o registro da impresséo das patas normal
(N) e experimental (E), nos periodos: pré-operatoério, 7°, 14°, 21° dia PO.

Utilizando-se um paquimetro digital (MITUTOYO®), foram obtidas as
seguintes medidas das patas experimental e normal: Comprimento da Pegada
(PL) - entre a extremidade do terceiro artelho e o calcaneo; Largura da Pegada
(TS) - entre o primeiro e o quinto artelho e Largura Intermediaria da Pegada (ITS)

- entre 0 segundo e quarto artelho (Figura 6).
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Figura 6: Pontos de referéncia para o célculo do indice
Funcional do Ciatico (IFC).
Fonte: Varejao et al. (2004).

Os valores mensurados em todos os periodos da analise foram
aplicados na equacao descrita a seguir, proposta por Bain, Mackinnon e Hunter

(1989):

IFC="38,3 (EPL-NPL | +109,5 (ETS-NTS | +13,3[ EIT-NIT | —8,8
NPL NTS NIT

Os resultados obtidos expressam a fungcdo da musculatura da pata
acometida, sendo que o valor 0 + 20 (Hare et al., 1990) representa a fungao
normal ou auséncia de disfungéo e o valor 100 a "139 (De Medinacelli, Freed e

Wyatt,1982) representa a perda total da fungdo nervosa.
4.3.3 Coleta e processamento do nervo

No 24° dia, todos os animais foram pesados e anestesiados de forma

idéntica a da cirurgia para lesdo nervosa. Em seguida, o nervo isquiatico



42

esquerdo foi exposto e fixado in situ a 4°C durante 10 minutos, com fixador de
Karnovsky (1965) modificado, contendo 1% de paraformaldeido e 2% de
glutaraldeido em tampao cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7.3. O nervo foi retirado
e a porcao distal a lesao foi mantida na mesma solugao fixadora por 24 horas,
pds-fixada em Tetroxido de Osmio a 1% em tampéo cacodilato de sédio 0,1M, pH
7.3, por duas horas, imersa em uranila 5% durante 24 horas, para coloragédo em
bloco, desidratada em solug¢des crescentes (30% a 100%) de acetona e incluida
em resina Araldite (UEGAMA®).

Foram obtidos cortes transversais de 1um, com navalha de vidro em
ultramicrétomo LKB e, em seguida, corados com azul de Toluidina a 1% em
solugcdo aquosa de bodrax, para observagao em microscopia optica.

Apos a retirada do nervo, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical.

Para comprovar a eficacia do protocolo de esmagamento utilizado, um
grupo de seis animais teve o nervo isquiatico coletado e processado para analise
em microscopia oOptica apos seis dias da lesdo nervosa, seguindo 0s mesmos
procedimentos utilizados para anadlise histolégica do nervo dos animais dos

grupos experimentais.

4.4 Tratamento dos dados

4.4.1 Analise Histoldgica
Analisou-se um corte por animal em cada grupo, do qual foram obtidas
imagens em objetiva de 10x, para observacdo da area total do nervo e em

objetiva de 100x, para selecdo da amostra. A amostra constitui-se de cinco
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campos aleatoriamente definidos em cada corte, cujo contorno foi medido para se
conhecer a area de cada campo. Esses procedimentos foram realizados com o
auxilio do programa Image Pré Plus (Média Cybernetics®).

Os cortes semifinos corados com azul de toluidina foram observados
em microscopio de luz, sendo analisadas as caracteristicas do nervo normal e

regenerado nos diferentes grupos experimentais.

4.4.1.1 Analise do numero de axénios

Para quantificacdo dos axoénios, bem como para analise morfométrica,
axbénios em degeneragao, com dupla mielinizagdo e aqueles parcialmente fora
dos campos foram excluidos.

O numero total de axénios em cada nervo foi calculado a partir da
somatdria da area obtida nos cinco campos, em objetiva de 100X, sendo
estabelecida uma proporgéo desta com a area total do nervo, obtida em objetiva
de 10X (Figura 7). O calculo utilizado para obter a porcentagem da amostra e o

numero total de axdnios em cada nervo esta descrito a seguir:

(x) = > n° de axbnios do nervo = 515
(y) — 5 area dos campos = 98392.87 pym?

(z) — S area do nervo = 1196366.00 pm?

Para a obtengao da porcentagem, aplicou-se a férmula: (y X 100)/ z, ou

seja, (98392.87 X 100)/ 1196366 = 8,22%.
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Para se obter o numero total de axdnios, aplica-se a formula: (x X

100)/%, ou seja, (515X100)/8,22 = 6265,2.

A Image -Pro Plus - Con1 -10x.JPG (1/1)
Enhar Macro window  Help

SHE=CSRBA 2 HO0chas Al

P Con1 -10x.JPG (1/1)

Drraw the outling or select an ADI
and click the fight mouse button,

UndoLast | [ ok__]

BAEH

536 [18a180162 |
s Iniciar & DISSERTACAO —

Figura 7: Tela do software Image Pro Plus (Media Cybernetics®) mostrando um corte
transversal do nervo isquiatico e o procedimento para medida da area do

mesmo (seta). (Aumento = 100X).

4.4.2 Analise Morfométrica

Para a mensuracdo do didmetro dos axénios e das fibras nervosas, da

espessura das bainhas de mielina e determinacdo da razdo G, utilizou-se um

fotomicroscopio OLYMPUS BX 4.1, acoplado a uma camera digital OLYMPUS

COVER 018 — C-5050, 5.0 megapixel e analisador de imagens, que utiliza o

software Image-Pro Plus 4.5 — Media Cybernetics®.
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A calibracdo do sistema de analise de imagens para obtengao de
medidas na unidade de micrémetros (um) foi realizada com auxilio de uma lamina
de calibragao micrometrada ZEISS 5.100/100 mm.

As medidas do didmetro da fibra nervosa mielinica e do axénio foram
obtidas de forma semi-automatica (Figura 8). A partir desses dados foi feito o

célculo da espessura da bainha de mielina e da razao G.

o Window - Hel

SHEwCSEA @ BOO(caw 20 i FHETeal «EAMLYBEE

P Con1- camp4. PG (111)

Draw I Merge Objects Trace - Click on [?] for help

Diaw the outing or select an ADI
and click the fight mouse button

Undo Last Ok

[2484, 230 143143134 fwH: 25601920 |

Figura 8: Tela do software Image Pro Plus (Media Cybernetics®), utilizado para analise
dos didmetros dos axdnios (1) e das fibras nervosas (2), em corte transversal
do nervo isquiatico (Aumento: 1000X).

Os valores obtidos através do software foram transferidos para o Excel,
onde os dados foram processados.

Os valores da espessura das bainhas de mielina foram obtidos
subtraindo-se o didmetro do axbénio do didametro da fibra, sendo o resultado
dividido por dois. O valor da razdo G foi calculado pela divisdo do didametro do
axoénio pelo diametro da fibra. Os valores médios do didmetro das fibras, assim

como dos axénios, da espessura das bainhas de mielina e da razdo G de cada
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animal foram obtidos a partir da somatéria dos valores, que foi dividida pelo

numero de axodnios/fibras mensurados.

4.4.3 Analise Estatistica

Para tratamento estatistico dos resultados foi utilizado o software
Bioestat® 4.0. Para andlise morfométrica, inicialmente realizou-se andlise
exploratéria dos dados e, para avaliar a normalidade, aplicou-se o teste de
Shapiro Wilk. Para a comparagao inter-grupos aplicou-se os testes Anova (F) One
Way, seguido do post hoc de Tukey. Devido a distribuicdo n&do normal dos dados,
para a variavel Razéo G, aplicou-se o teste de Kruskal Wallis.

Para a analise funcional, a distribuicdo das amostras foi avaliada pelo
teste de normalidade de Shapiro Wilk. Para a analise intra-grupos, utilizou-se o
teste Anova (F) Two Way, seguido do Post hoc de Tukey e para a comparagao
inter-grupos aplicou-se o teste Anova (F) One Way, seguido do post hoc de
Tukey.

A correlagéo entre os dados morfométricos e os parametros da analise

funcional foi feita a partir do teste de correlagcao de Pearson.
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5 RESULTADOS

A analise histolégica dos cortes transversais do segmento distal do
nervo isquiatico realizada seis dias apds lesdo nervosa mostrou caracteristicas
morfoldgicas evidentemente distintas em relagao ao nervo controle.

A mesma analise foi realizada apés 24 dias da lesdo nervosa nos
grupos (CON, L, AAE, AAS, IAE e IAS). Verificou-se que 0s grupos experimentais
apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes entre si, sugerindo a
presenca de maior numero de axbénios com diametros proporcionalmente
menores, além de proliferacdo de tecido perineural em relagdo ao controle.
Entretanto, as caracteristicas observadas no grupo IAE, foram as que mais se
aproximaram do controle.

Todos o0s grupos experimentais apresentaram numero de axdnios
elevado quando comparados ao grupo controle.

Verificou-se diametros axonais reduzidos em todos o0s grupos
experimentais em relacdo ao controle. O mesmo ocorreu com o didmetro das
fibras nervosas, sendo que o grupo AAS apresentou valores reduzidos em relagao
ao IAE. A espessura da bainha de mielina foi menor em todos os grupos, sendo
que no grupo AAS, também foi menor quando comparada com o IAE.

No que diz respeito a avaliagdo funcional, todos os grupos
apresentaram caracteristicas da impressdao da pegada e valores de IFC que
evidenciaram perda significativa da fungdo ao 7° dia apds lesdo nervosa. Todavia,
tanto as caracteristicas da impressao das pegadas, quanto os valores que

expressam a funcionalidade foram restabelecidos ao 21° dia PO.
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A anadlise de correlagdo entre os parametros morfométricos e
funcionais demonstrou n&do haver correlagao significativa entre estas duas formas

de avaliagao.
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5.1 Analise Morfolégica do nervo apds seis dias da lesao

A Figura 9A mostra o aspecto microscopico do nervo isquiatico normal.
Observa-se que seis dias apos lesdao por esmagamento, ndo se evidenciam
axoénios integros, havendo degeneragdo axonal e retracdo das bainhas de
mielina, além da existéncia de atividade fagocitaria, representada pela presenga

de macréfagos (Figura 9B).



Figura 9: Fotomicrografia em corte transversal do nervo isquiatico
no grupo controle (A) mostrando caracteristicas
morfolégicas do nervo normal; e seis dias apos a lesao
(B) mostrando degeneracao axonal (cabeca de seta) e
presenga de macréfago (seta). Barra= 10um.
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5.2 Analise morfolégica do nervo apos 24 dias de lesao

A Figura 10A representa o aspecto morfoléogico do nervo normal,
mostrando fibras menores mielinizadas com calibres variaveis, contorno regular,
bainhas de mielina integras e com espessura proporcional ao diametro dos
respectivos axénios. Em todos os grupos desnervados observam-se axénios com
didmetros e espessuras de bainha de mielina aparentemente menores, sendo
mais evidente a presenga de tecido perineural (Figuras 10B-F). Em analise
qualitativa, os nervos regenerados nos animais mantidos agrupados (10C) em
ambiente enriquecido e nos animais que permaneceram agrupados (10D) ou
isolados em ambiente simples (10F) apresentaram caracteristicas estruturais mais
semelhantes ao grupo lesdo. Entretanto, o grupo em que os animais foram
mantidos isolados em ambiente enriquecido (10E) apresentaram caracteristicas

semelhantes ao controle.
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Figura 10: Micrografia em corte transversal do nervo isquiatico nos grupos: Controle
(A); Lesao (B); Agrupado Ambiente Enriquecido (C); Agrupado Ambiente
Simples (D); Isolado Ambiente Enriquecido (E) e Isolado Ambiente Simples (F).
Observar diferengas nos calibres dos axdnios (Ax). Na espessura da bainha de
mielina, bem como na distribuicdo do tecido perineural. Coloragao: Azul de
Toluidina; Barra = 10 ym.
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5.3 Numero de axénios nos diferentes grupos experimentais

O numero de axdénios nos grupos AAE (19202,38 +6579,22), AAS
(27763,27 +4925,29), IAE (17914,25 1£2806,35) e IAS (23424,98 +3902,10) foi
superior ao CON (12910,05 £1677,18). O grupo AAS também apresentou numero

de axdnios superior ao grupo L (18180+4484,19) IAE e AAE. (Figura 11; p<0,05).
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Figura 11: Valores medianos e diferenca interquartilica do nimero de axdénios dos
grupos L, AAE, AAS, IAE e IAS e o CON. (*) Difere do CON; (**) Difere do L;
(***) Difere do IAE; (#) Difere do AAE (p<0,05).
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5.4 Analise Morfométrica

O diametro dos axénios nos grupos L (3,46 £0,64), AAE (3,63 £0,73),
AAS (3,13 £0,39), IAE (3,98 1£0,51) e IAS (3,62 +0,54) foi inferior ao do grupo

CON (5,75 +0,26); (Figura 12; p<0,05).
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Figura 12: Valores medianos e diferenga interquartilica do didmetro dos axénios entre os
grupos experimentais e Controle. (*) Difere do Controle (CON); (p<0,05).
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O diametro das fibras nervosas nos grupos L (5,86 £0,48), AAE (5,77
+1,03), AAS (4,78 +0,40), IAE (6,12 +0,61) e IAS (5,44 +0,63) diferiu do CON
(9,26 £0,29). O grupo IAE apresentou diametro de fibra maior que o grupo AAS

(p<0,05; Figura 13).
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Figura 13: Valores medianos e diferencga interquartilica do didmetro da fibra nervosa
entre os grupos experimentais e CON. (*) Difere do CON; (**) Difere do IAE
(p<0,05).
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A espessura da bainha de mielina nos grupos L (1,20 £0,22), AAE
(1,07 £0,19), AAS (0,83 +0,03), IAE (1,07 £0,08) e IAS (0,91 +0,07) foi menor que
no grupo CON (1,75 +0,14). No grupo AAS, os valores foram menores que nos
grupos L e IAE. O mesmo ocorreu no grupo IAS quando comparado ao grupo L

(Figura 14; p<0,05).
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Figura 14: Valores medianos e diferenca interquartilica da espessura da bainha de
mielina entre os grupos experimentais e CON. (*) Difere do CON; (**) Difere
do L; (***) Difere do IAE (p<0,05).
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A razao G nos grupos L (0,60 +0,23), AAE (0,63 +0,09), AAS (0,64
+0,07), IAE (0,64 +0,08), IAS (0,65 +0,07) e CON (0,62 +0,22) nao diferiu entre os

grupos (Figura 15; p>0,05).
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Figura 15: Valores medianos e diferenca interquartilica da Razdo G nos grupos: L,
AAE, AAS, IAE, IAS e CON (p>0,05).
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5.5 Analise Funcional da Marcha

A Figura 16A mostra o padrdo de marcha normal, apresentado pelo
animal no periodo pré-operatoério. No 7° dia PO (Figura 16B) é possivel notar o
aumento do comprimento da pegada (PL), assim como a diminuicdo da sua
largura, devido a redugao das distancias entre os artelhos (TS e ITS). Essas
caracteristicas evidenciam perda completa da funcido sensério-motora.

Uma analise intra-grupos comparando a condigdo funcional pré-
operatoria (normal) e o 7°, 14° e 21° dias PO, mostrou uma reducéo significativa
da funcionalidade para a marcha no 7° e 14° dias pds-operatério (PO) em todos
0s grupos experimentais, sendo que, ao 21° dia, a funcionalidade atingiu niveis
semelhantes ao periodo pré-operatério (p<0,05) (Figura 16C).

Aos 21 dias apds lesdao, os parametros que expressam a
funcionalidade estdo proximos as condigdes pré-operatdrias, como observado na

Figura 17.
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Figura 16: A impressao da pata normal (N) e experimental (E), no periodo pré-operatério
(A), no 7° dia PO (B) e ap6s 21 dias (C). Observar as variagdes nas distancias
(PL, IT, ITS), nos diferentes periodos de analise.
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Figura 17: Valores médios +DP do indice Funcional do Ciatico (IFC), nos grupos
experimentais e controle, nos intervalos de tempo avaliados. (*) Difere do
pré-operatério; (**) Difere do 7° dia PO; (#) Difere do 14° dia PO; (p<0,05).

Na analise inter-grupos nao foi observada diferenca entre os grupos em

nenhum dos periodos avaliados (p>0,05).
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5.6 Correlagao entre os parametros morfométricos e funcionais

Ao correlacionar os dados do indice Funcional do Ciatico (IFC) e os

parametros morfométricos (Tabela1), verificou-se a inexisténcia de correlacéo

entre eles (p>0,05).

Tabela 1 — Correlacao entre o IFC e os pardmetros morfométricos (p>0,05).

IFC 0 Axbnio 0 Fibra Esp. Mielina Razéo G
IFC 1
0 Axénio (r)=0,03 1
(p)=0,97
0 Fibra (r=-0,27 (r)=0,86 1
(p)=0,66  (p)=0,06
Esp.Mielina (r)=-0,50 (r)=0,46 (r)=0,85 1
(p)=0,39 (p)=0,44  (p)=0,07
Razao G (r)=0,65 (r)=0,08 (r)=-0,43 (r)=-0.84 1

(p)=0,23  (p)=0,89  (p)=0,47 (p)=0,07
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6 DISCUSSAO

6.1 Animais experimentais e modelo de lesao nervosa

O emprego de animais em pesquisas experimentais € amplamente
difundido, principalmente os de pequeno porte, devido ao seu menor custo de
aquisicao, manutencdo e, sobretudo, viabilidade técnico-cientifica (Nascimento,
2005).

O rato foi escolhido como modelo para lesdes nervosas periféricas por
apresentar estrutura nervosa semelhante aos nervos periféricos humanos. O
mesmo ocorre com 0s processos bioldégicos que envolvem a regeneragao
nervosa, entretanto em ratos, a regeneracao é cerca de 4 vezes mais rapida que
no homem (Gorio et al., 1983). Dessa maneira, a aplicagdo de diversos modelos
experimentais de lesdo torna possivel o acompanhamento durante todos os
estagios de recuperagéo.

A idade dos animais € outro fator importante a ser considerado.
Animais jovens apresentam maior facilidade de regeneragao e restabelecimento
da funcdo em relagdo a animais idosos (Verdu et al., 2000). Devido a essas
caracteristicas, para este estudo foram selecionados ratos adultos jovens, com
idade entre seis e sete semanas.

Diversos modelos experimentais sdo empregados com o intuito de
conhecer os fendmenos que envolvem os processos de degeneragdo e
regeneragao e a ampliacao do conhecimento dos mecanismos de lesdo nervosa
permitiu investigacdes de interesse clinico (Santo Neto et al., 1998; Varejao et al.,

2004).
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O modelo de axoniotmese € amplamente utilizado para esse fim devido
a preservacgao do endoneuro e da microcirculagao, que favorecem a regeneracgao
e a recuperacao funcional (Varejao et al., 2001; Wolthers et al., 2005).

Dessa maneira, foram estabelecidos varios protocolos de lesdao por
esmagamento. Diversos dispositivos foram desenvolvidos para melhor padronizar
o procedimento de lesdo nervosa. Todos se mostraram eficientes para
interromper temporariamente a passagem do impulso nervoso (Brigde et al.,
1994; Marques, Silva, Santo Neto, 1996; Mazzer et al., 2006;).

Para investigar se o protocolo de esmagamento desenvolvido por
Fernandes et al. (2005) e utilizado neste estudo foi eficiente para promover
interrupgcao da passagem do impulso nervoso, foi estabelecido o grupo L6, onde
se observou extensa degeneragdao axonal, demonstrando que, apesar da
preservagao dos envoltérios conjuntivos do nervo, ndo havia axdnios integros
para condugao do impulso nervoso aos musculos.

Os demais grupos tiveram os segmentos distais do nervo isquiatico
analisados ap6s 24 dias da lesao, considerando que entre 21 e 25 dias quase
todas as fibras musculares estao reinervadas (Carmignoto et al., 1983; Gorio et
al., 1983), indicando que os axénios ja atravessaram o local do esmagamento,

direcionando-se ao musculo, e que a recuperacéao funcional teria sido atingida.

6.2 Regeneracgao e maturagao do nervo periférico

Nenhum estudo relacionado a exposicdo ao ambiente enriquecido

como fonte de estimulo a regeneragdo nervosa periférica foi encontrado na

literatura. O ambiente modificado poderia favorecer a atividade voluntaria, a
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percepcao tatili e proprioceptiva sem, no entanto, causar sobrecarga. A
consideragao desses fatores instigou a aplicagao desse recurso como meio de
promover a regeneragao nervosa periférica e, consequentemente, prover
melhores condi¢des para o retorno a fungao.

O numero de axbénios regenerados foi maior em todos os grupos
experimentais, o que € comum apoés desnervacgao, devido ao fato de cada axdnio
emitir de 2 a 3 neuritos que seguem pelo tubo endoneural em diregdo ao musculo
(Toft, Fugleholm e Schmalbruch, 1988).

A presencga de numerosos brotos axonais apds a desnervagao também
€ consequente a liberacdo de fatores de crescimento, secretados tanto pelas
células de Schwann como pelo musculo (Molteni et al., 2004; Chen Yu e
Strickland, 2007).

Em lesbes por esmagamento do nervo isquiatico de ratos, o numero de
axdénios permanece elevado até o 26° dia, quando inicia o processo de eliminacio
sinaptica (Gorio et al., 1983) e esse numero tende a decrescer no segmento
nervoso distal a lesao.

Portanto, o estimulo a que os animais estiveram expostos,
independente do grupo a que pertenciam, possivelmente promoveu a liberagao de
fatores de crescimento que favoreceram o brotamento axonal. Do mesmo modo, o
exercicio voluntario pareceu nao interferir na expressao de fatores como a N-CAM
e o IGF, secretados pelos musculos desnervados (Lieber, 2002).

Ha que se considerar que apdés 14 dias da lesédo, 25% das fibras
musculares ja se encontram reinervadas e, do 21° ao 25° dia, ocorre o ponto
maximo de poliinervagao (Carmignoto et al., 1983), que é decorrente de elevadas

concentracdes de fatores troficos produzidos tanto pelas células de Schwann
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como pelo musculo. Quando ocorre o acoplamento do terminal nervoso com a
juncdo neuromuscular, ha reducédo na liberacao desses fatores e aumento da
produgcao de neurotransmissores. A partir de entdo, as sinapses em excesso sao
eliminadas até que as jungdes tornem-se monoinervadas, o que ocorre por volta
de 60 dias apos a lesao (Gorio et al., 1983). Durante este processo ocorre
degeneragdo dos axdnios no nervo, sugerindo que avaliagbes em periodo mais
prolongado permitiriam observar menor numero de axénios no nervo distal a
lesao.

Entretanto, o elevado numero de axénios observado no grupo AAS em
relacdo ao AAE sugere que a gaiola simples, a qual era desprovida de artificios
que incrementassem a movimentacao voluntaria, beneficiou o brotamento axonal.

Herbinson, Jaweed e Ditunno (1974) defendem a necessidade de um
periodo de repouso apds a desnervacao, antes do inicio do exercicio fisico,
argumentando que antes do 14° dia apdés a lesdo, o exercicio poderia
sobrecarregar unidades motoras muito pequenas. Porém eles se referem ao
exercicio induzido por treinamento diario (natagao). Neste estudo, o exercicio foi
voluntario, diferindo do que é relatado na literatura.

Os dados obtidos n&o permitem concluir que os estimulos
proporcionados pelo ambiente enriquecido tenham se configurado como fator de
sobrecarga as unidades motoras pequenas na fase inicial da regeneragéo
nervosa, havendo necessidade de uma avaliacdo mais sensivel que permita
comparar o exercicio voluntario e o induzido por treinamentos.

A maior quantidade de brotos no grupo AAS em relacdo ao L pode
estar relacionada ao numero de animais por gaiola, que no grupo L foi de seis e

no AAS foi de trés. Isso sugere que o agrupamento em numero de trés animais
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promove maior interacdo entre os animais, o que reflete positivamente no
brotamento axonal (Varty et al., 2000).

A auséncia de estudos que envolvam a regeneragao nervosa periférica
e utilizem parametros semelhantes limita a discuss&o dos resultados a luz da
literatura.

Em relagdo a maturacdo axonal, os animais de todos os grupos
experimentais apresentaram didmetros de axénio e fibra nervosa reduzidos em
relacdo ao grupo CON. Este fendbmeno é freqlientemente observado quando
ocorre desacoplamento do terminal nervoso com a fibra pds-sinaptica e é
considerado decorrente da propria falta de conexdo nervosa durante o processo
de regeneracéo, pelo aumento da proliferacao de colageno, retragdo endoneural e
pelos efeitos tardios da desnervagdo no corpo celular (Ansselin, Fink e Davey,
1997).

Bridge et al. (1994), ao analisaram o nervo isquiatico de ratos 8
semanas apos axoniotmese, também verificaram reducdo dos didmetros axonais
e da fibra nervosa.

Os valores de didametro do axdnio e da fibra nervosa no grupo controle
correspondem aos dados disponiveis na literatura, que apontam diametros
axonais médios entre cinco e sete ym e didmetro da fibra entre nove e doze um
(Teodori, 2000; Souza, 2005).

Quando comparados ao CON, a recuperacdo dos didmetros dos
axbnios nos grupos AAE e IAE foi maior (63,13% e 69,22%, respectivamente) em
relacdo aos demais grupos (L= 60,17%; IAS= 62,96%). No entanto, AAS foi o
grupo que apresentou menor didmetro do axénio em relagdo ao CON, tendo

recuperado 54,43%. Algo semelhante ocorreu com a recuperagao do diametro da



67

fibra nervosa, entretanto somente o grupo IAE (66,09%) apresentou valores mais
proximos ao CON, quando comparado aos demais grupos: L (63,29%), AAE
(62,31%), AAS (51,62%) e IAS (58,75%).

Estes resultados sugerem que os animais dispostos individualmente
em ambiente enriquecido estiveram submetidos a um estimulo que favoreceu a
recuperacao dos didmetros axonais e da fibra nervosa, que poderiam refletir
positivamente na maturacdo nervosa se a analise fosse realizada em tempos
mais prolongados.

Considerando que a maturagdo so6 se torna completa a partir da
reconexao e eliminagao sinaptica (Carmignoto et al., 1983; Gorio et al., 1983), os
valores reduzidos do didmetro dos axbnios podem estar relacionados ao
momento em que a avaliagao foi realizada (24 dias apos a lesado). Entretanto,
mesmo quando avaliados por periodos prolongados, verificou-se que apdés lesao
nervosa esses valores alcangaram cerca de 75% dos valores normais (Verdu et
al., 2000).

Em relagdo a espessura da bainha de mielina, os grupos experimentais
obtiveram valores inferiores ao CON.

Em fibras nervosas maduras existe uma proporgao entre o didmetro do
axbnio e a espessura da bainha de mielina (Fraher, 1973). Esses valores
encontram-se reduzidos até que o axoénio regenerado entre em contato com o
orgao-alvo e a transmissédo da informacao seja restabelecida. Mesmo assim, o
didmetro do axénio, da fibra nervosa e a espessura da bainha de mielina nao
retornam exatamente aos valores encontrados em nervos normais (Sanders e

Young, 1946; Bridge et al., 1994; Fraher e Dockery, 1998; Wolthers et al., 2005).
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Santo Neto et al. (2004), verificaram que 60 dias apds secg¢ao do nervo
isquiatico de ratos, seguida por reparo utilizando enxerto de musculo
adequadamente tratado, observaram valores reduzidos de espessura da bainha
de mielina.

Quando comparada ao grupo CON, a espessura da bainha de mielina
nos grupos experimentais foi inferior (L = 68, 57%; AAE = 61, 14%; AAS = 47,
42%; IAE = 61, 14% e IAS = 52%). Nos grupos enriquecidos os valores foram
superiores em relagdo ao CON, quando comparados aos obtidos pelos animais
mantidos em gaiolas simples.

A razdo G é um parametro relacionado a velocidade de conducao das
fibras nervosas, que em condicbes normais apresentam valores entre 0,6 e 0,7.
Ela € um importante indicador de alteragdes na mielinizacdo. Valores acima de
0,7 apontam reducio na mielinizagao, enquanto abaixo de 0,6 indicam a presenca
de bainha de mielina muito espessa. Ambas as situacdes sdo desfavoraveis para
o retorno a fungdo normal (Ansselin; Fink e Davey, 1997). Waxman e Bennet
(1972) consideram normais valores de razao G entre 0,5 e 0,7.

No presente estudo, de maneira geral, os grupos apresentaram razao
G dentro dos padrdes de normalidade, sugerindo que a velocidade de condugao
nervosa do nervo regenerado foi restabelecida, independente do ambiente
enriquecido.

Esses achados concordam com Wolthers et al. (2005), que
investigaram a maturacédo de fibras submetidas a axoniotmese e neurotmese e
verificaram que em lesdes por esmagamento os valores de razdo G estavam mais
proximos ao normal que na neurotmese, reafirmando o ambiente propicio a

regeneragao na axoniotmese.
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Embora os valores relacionados aos diametros do axdénio e da fibra
nervosa € a espessura da bainha de mielina tenham sido superiores nos grupos
enriquecidos, a exposicao precoce ao ambiente enriquecido nao influenciou a

maturagao nervosa, aos 24 dias apos a lesao.

6.3 Avaliagao funcional da marcha

O indice Funcional do Ciatico € um método amplamente utilizado para
avaliar o retorno da fungdo sensério-motora apds lesdo nervosa periférica. Os
parametros envolvidos nesta analise apresentam relagao direta com a fungao dos
musculos que inervam a pata posterior do animal. Além disso, trata-se de um
método confiavel, devidamente validado e de facil reproducdo que mais se
aproxima das condi¢des clinicas de avaliagdo (De Medinaceli, Freed e Wyatt,
1982; Bain, Mackinnon e Hunter, 1989; Varejao et al., 2004).

O material empregado para a avaliagdo proporciona adequada
impressao das pegadas, evitando distor¢oes nas imagens provocadas por alguns
métodos de avaliagédo funcional que utilizam revelagdo em papel fotografico. Do
mesmo modo, a tinta escolhida para impregnacao das patas apresenta menor
risco de intoxicagcédo dos animais (Varejao 2001, 2003).

Neste estudo, devido a inexisténcia de lesdo no periodo pré-operatério,
todos os grupos apresentaram padrao funcional normal, com valores préximos a
0. Segundo Hare et al. (1990), valores que variam entre 0 e +20 sao considerados
normais, expressando uma fungdo que indica integridade tanto das estruturas

nervosas, quanto musculares.
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Entre o 7°e o0 14° dia PO, houve decréscimo importante na fungao da
marcha nos animais de todos os grupos desnervados, quando os valores do IFC
se aproximaram de "100, reafirmando a eficiéncia do protocolo de lesdo nervosa
utilizado, que promoveu interrupg¢ao da informagao sensoério-motora.

Segundo Van Meeteren et al. (1997), apds lesao por esmagamento
ocorre um decréscimo de cerca de 80% da fungédo, o que indica que a leséo
interrompeu de forma efetiva a passagem de informagao através do nervo, neste
estudo.

As alteragdes nas distancias dos pontos de referéncia nas pegadas dos
animais para avaliacdo da marcha refletem as alteragcdes funcionais, provocadas
pela desnervagdo. O comprimento da pegada (PL) torna-se notavelmente maior
devido ao comprometimento dos musculos plantiflexores (Varejao et al., 2004). A
reducdo na largura da pegada, refletido pelo padrdao de aducédo, caracterizado
pela diminuicdo das distancias entre os artelhos, indicou comprometimento
nervoso do ramo tibial (De Medinacelli, Freed e Wyatt, 1982).

Essas mesmas caracteristicas foram encontradas na impressao das
pegadas nos animais de todos os grupos experimentais neste estudo. No 7° dia
PO, observou-se um aumento da distancia entre o calcaneo e o 3° dedo (PL),
assim como a redugao das distancias entre os artelhos (TS e ITS).

A reducdo abrupta da fungdo, observada sete dias apds a lesao, se
deve a inexisténcia de terminais nervosos inervando o musculo (Carmignoto et al.,
1983). Nesse periodo, os processos de degeneragao e regeneragao ainda estéao
em franco desenvolvimento (Martinez e Canavarro, 2000).

A reinervacdo muscular ocorre somente a partir da segunda semana

apos a lesdo. Nesse periodo as fibras mais superficiais do musculo ja se
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encontraram reinervadas. Ao estabelecer conexdo com a jungao neuromuscular,
0 neurito regenerado passa a ser um terminal nervoso, tornando-se uma estrutura
altamente especializada que ira constituir a terminacéo pré-sinaptica. Dentro de
alguns dias o terminal nervoso € capaz de responder a estimulos, tornando-se
mais resistente a fadiga (Carmignoto et al., 1983; Gorio et al., 1983).

Quando avaliados 21 dias ap6s a leséo, todos os grupos desnervados
apresentaram valores proximos aos do periodo pré-operatorio, indicando
completo restabelecimento da fungdo sensoério-motora. Outros estudos, ao
avaliarem o retorno a fungao apds quatro semanas (Hare et al., 1990; Wolthers et
al., 2005) encontraram valores de IFC préximos ao normal. A partir desse periodo
nao foram verificadas diferencas funcionais quando analisados aos 150 dias.

Carmignoto et al. (1983) citam que aos 19 dias PO, o musculo ja
apresenta 52% da for¢ca de contragao isométrica em relagao a pata contralateral.
Aos 25 dias, a forga é restabelecida em 80% e considerada praticamente normal.
Mesmo apdés a reinervagao, o potencial de agdo da jungdo neuromuscular ainda
sofre pelas modificacbes do terminal nervoso. Somente apds quarenta dias é que
os padrdes desses potenciais voltam ao normal. Os resultados deste estudo estao
de acordo com os achados na literatura. No entanto, n&o foi encontrada diferenca
quando os grupos experimentais foram comparados entre si. Da mesma forma,
De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982), ao analisar a recuperagédo funcional por
meio do IFC, ndo encontraram diferenga entre o grupo controle e um grupo que
teve somente o nervo exposto, porém ndo sofreu lesdao. Estes autores relatam
que apesar das vantagens do método, a avaliagao por meio do IFC nao é sensivel
a fatores que nado estdo relacionados a regeneragcdo nervosa, mas que acabam

interferindo na analise.
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O IFC é um método qualitativo eficiente de avaliagdo do retorno
funcional apés lesdo. Porém, distingue padrdes opostos de funcionalidade, ou
seja, detecta extremos no desempenho da fungao (Kanaya et al., 1995). Como
exemplo disso, pode ser citado o trabalho de Hare et al. (1990) que avaliaram
lesdes por secgao e por esmagamento, por um periodo de cinquenta e duas
semanas. Grande diferenga foi observada logo apdés a lesdo, em todos os grupos.
A partir da 24® semana, os grupos que sofreram esmagamento nao apresentaram
diferenca em relacdo a 522 semana, mas ao mesmo tempo seus valores nao
estavam dentro dos padrées de normalidade. Dessa maneira, o IFC é habil em
detectar grandes desvios de funcionalidade, o que n&o ocorre com diferengas
sutis que surgem no periodo tardio de regeneragao.

O indice funcional do ciatico demonstrou que todos os grupos
experimentais recuperaram a funcdo sensoério-motora perdida, apds 21 dias da

axoniotmese.

6.4 Correlagao entre o IFC e os parametros morfométricos

O IFC é amplamente utilizado para avaliar o retorno funcional apés
lesdo nervosa periférica, agregando componentes sensoriais € motores na sua
analise (Varejao et al., 2004; Wolthers et al., 2005). Além disso, € um método néo
invasivo que mais se aproxima das condi¢des clinicas de avaliacdo. Entretanto,
os parametros morfométricos conseguem expressar de forma objetiva as
alteragdes estruturais no nervo em regeneragao. Na analise morfométrica séo

desconsiderados fatores decorrentes da imobilizagdo pela desnervagao, assim
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como a adequada integragao entre SNC e SNP (Kanaya, Firrell e Breidenbach,
1995).

Neste estudo foi investigada a existéncia de correlacdo entre os
parametros morfométricos e funcionais usados para avaliar a regeneragdo e o
restabelecimento da fungcdo motora. Verificou-se que alguns parametros
morfométricos apresentaram niveis de correlacdo entre si, entretanto nao
significativos.

Wolthers et al. (2005) utilizaram diferentes formas de avaliagdo do
nervo lesado por esmagamento e secgao: eletrofisiologia, avaliagao funcional da
marcha e histomorfometria. Padrées distintos foram encontrados entre essas
duas formas de lesdo. Todavia, ao comparar os parametros envolvidos nessas
formas de avaliacdo, nenhuma correlagao foi encontrada.

Do mesmo modo, Munro, Macckinnon e Midha (1998), ao realizarem
estudo eletrofisiolégico, morfométrico e funcional, perceberam né&o existir
correlacao entre essas diferentes modalidades de avaliagdo. Apenas moderada
relagao foi obtida entre o IFC e o didmetro do axénio e da fibra nervosa e entre o
IFC e a espessura da bainha de mielina. Apesar disso, nenhuma delas foi
significativa.

Neste estudo, observou-se correlacdo moderada entre o IFC e a
espessura da bainha de mielina e entre o IFC e a razdo G. Quanto aos
parametros morfométricos, observou-se alta correlacdo entre o didmetro do
axoénio e da fibra, entre o didmetro da fibra e a espessura da bainha de mielina e
entre esta e a razao G.

Monte- Raso, Barbieri e Mazzer (2006) ao investigar a existéncia de

relacdo entre os paradmetros morfométricos, verificaram existir relacdo entre
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alguns parametros, como entre o didmetro da fibra e do axdénio. Entretanto citam
que nem sempre essa correlagao € observada.

A razédo da inexisténcia de correlagdo entre diversos métodos de
avaliacao sensoério-motora pode ter ocorrido devido ao fato dessas duas formas
de avaliagdo abordar diferentes aspectos da regeneragdo. Enquanto a analise
morfométrica considera parametros estruturais dos axénios regenerados, a
avaliacdo da marcha considera a habilidade dos musculos reinervados em
executar uma atividade. O restabelecimento da fungdo requer a integridade do
nervo, dos musculos inervados por ele e da adequada comunicagao entre sistema
nervoso central e periférico. Além disso, nenhuma forma de avaliacéo é capaz de
englobar todas as variaveis relacionadas a regeneracdo (Kanaya, Firrell e
Breidenbach, 1995; Van Meeteren et al., 1997).

A maturacao das fibras motoras e sensoriais, importante para aquisicao
da habilidade motora fina, pode ser expressada pela analise morfométrica. No
entanto, o processo de maturagcdo s6 se completa aos 90 dias nesse tipo de
lesdo, quando as estruturas nervosas encontram-se préoximas aos padrdes
normais.

Por outro lado, aos 21 dias apds desnervacdo todas as fibras
musculares encontram-se reinervadas, conferindo fungcdo a musculatura. O
restabelecimento da fungcdo da pata desnervada € ilustrado pelas caracteristicas
normais da pegada, assim como por valores de IFC que expressam a
funcionalidade do membro. Apesar da eficiéncia do IFC, n&o é possivel detectar a
aquisicao de habilidade motora fina que ocorre ao longo do tempo.

Considerando esses fatores, sugere-se que a inexisténcia de

correlacao entre o IFC e os parametros morfométricos possa ser decorrente dos
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distintos aspectos abordados por essas duas formas de avaliagdo. Além disso, a
diferenca temporal existente entre o final do periodo de maturagdao axonal, que
ocorre aos 90 dias, e a reinervagao observada aos 21 dias, pode ter contribuido
para que nao fosse verificada correlagdo entre os parametros funcionais e

morfométricos.

6.5 Exposicao ao ambiente enriquecido

As pesquisas relacionadas a recuperacado da lesdo nervosa periférica
envolvem a aplicacdo de recursos direcionados ao nervo proximal a lesdo e ao
orgao-alvo. Dentre eles estdo procedimentos que visam favorecer a regeneragéao
nervosa (Santo Neto et al., 1998, 2004) e manutengcdo das propriedades
contrateis do musculo como a eletroestimulacdo e diversas modalidades de
exercicio fisico (Eberstein e Eberstein, 1996; Tam et al.,, 2001; Love, Son e
Thompson, 2002; Gordon e Tam, 2003; Gordon, Sulamain e Boyd, 2003).

Entretanto, o retorno funcional requer, além da integridade nervosa e
muscular, a integracdo adequada entre SNC e a periferia. Além disso, deve ser
considerado que alteragdes na periferia desencadeiam repercussdes centrais, e
vice-versa. As partes do corpo sao representadas no SNC pelos mapas corticais,
os quais sofrem alteragdes quando algum segmento do corpo é lesado (Ziemann,
Corwell e Cohen, 1998; Lundborg, 2003).

A plasticidade no SNC adulto pode envolver diversas modificacdes
corticais. Dentre elas estdo o estabelecimento de novas conexoes, alteragao na
representacdo dos mapas corticais, assim como modificacbes estruturais e

funcionais das células nervosas. Essas alteragdes visam criar mecanismos de
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adaptacdo que minimizem as repercussdes, tanto de lesdes centrais quanto
periféricas (Karl et al., 2001; Miana-Mena et al., 2002).

Geralmente, esses mecanismos compensatorios visam adaptar o
organismo as novas condi¢des. Um exemplo desse mecanismo compensatorio é
0 aumento da area de representagao cortical relacionada ao tato em detrimento
da regido correspondente a visdo em individuos cegos (Melzer et al., 2001;
Neville e Bavelier, 2002). Entretanto, nem sempre as adaptag¢des sao benéficas,
como é o caso da dor e sensacao fantasma que podem surgir apés amputagao ou
desnervacdo de um segmento corporal (Karl et al., 2001; Roux et al., 2003;
Koppelstaetter et al., 2007). Nesse caso, foi verificado aumento significativo das
areas corticais correspondentes ao membro afetado, ocasionando
hipersensibilidade mesmo apdés auséncia do membro.

Tendo em vista a suscetibilidade do SNC em reestruturar-se frente a
modificagdes periféricas, € importante encontrar estratégias que viabilizem a
adequada modulagdo da reorganizagao cortical (Ziemann et al., 2001; Kaelin-
Lang, Sawaki e Cohen, 2004).

Com esse intuito, o ambiente enriquecido vem sendo empregado em
diversos modelos de lesdo do SNC (Passineau, Green e Dietrich, 2001; Barnea,
Mishal e Nottebohm, 2006; Steiner et al., 2006), pois € uma forma de estimulo
que favorece a locomocgao, a exploracdo e a aquisicdo de novas habilidades,
importantes na reorganizagao celular apés lesdo (Johansson, 2000; Will et al.,
2002).

Desse modo, o exercicio voluntario estimulado precocemente por meio
de estimulos ambientais poderia ter papel importante na modulacéo central apos

lesdo nervosa periférica. Alguns trabalhos (Classen et al., 1998; Bonato et al.,
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2002), sugerem que movimentos voluntarios simples e repetitivos de um
segmento corporal sao capazes de promover alteragdes na modulagdo da
excitabilidade do cértex motor.

Considerando que a deterioragcao de receptores musculares e cutaneos
€ proporcional ao periodo de auséncia de atividade sensério-motora (Lee e Wolfe,
2000), a estimulagdo precoce promovida por ambientes modificados poderia
fornecer estimulos favoraveis a preservagao desses receptores, acelerando a
recuperacao funcional apds a regeneragao do nervo.

No estudo de Varty et al.,, (2000), a locomogdo, o comportamento
exploratério e a habituagcdo pareceram ser influenciados por modificagdes
ambientais. Quando os animais foram alocados separadamente ou em grupo de 3
em gaiolas enriquecidas e padrdo, tiveram seu comportamento alterado.
Verificou-se que animais mantidos isolados em ambiente simples apresentaram
maior taxa de exploracédo e locomocdo. Em relagao a habituacéo, que se refere a
reducdo na resposta frente a estimulos ambientais, o mesmo ndo ocorreu.
Entretanto, animais que foram agrupados em ambiente enriquecido tiveram
reducdo na locomogdo, no comportamento exploratério, assim como na
habituacéao.

Biernaski e Corbett (2001) verificaram que animais sem lesdes centrais
dispostos em ambientes enriquecidos, apesar de apresentarem maior habituagcao
aos estimulos e consequente reducdo da exploracao, foram capazes de realizar
tarefas mais rapidamente que os demais, alocados em ambiente padrao.

Neste estudo, para evitar ou minimizar os efeitos da habituacao e
garantir uma quantidade minima de atividade voluntaria, os compartimentos de

agua e ragao tiveram sua disposicao aleatoriamente alternada a cada dia.
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Com o objetivo de promover a regeneragdao nervosa periférica, e
favorecer a recuperacao funcional, diferentes modalidades de exercicio induzido,
como a corrida em esteira e a natagcado, foram empregadas (Marqueste et al.,
2004; Byun et al., 2005; Seo et al.,, 2006). Elas mostraram-se importantes na
manutencdo das propriedades contrateis e do trofismo muscular apds
desnervacgéao (Tanaka, Tsubaki e Tachino, 2005).

Em relacdo ao exercicio voluntario, a maioria dos trabalhos envolve o
confinamento dos animais em rodas de exercicios (Hutchinson et al., 2004),
normalmente utilizando-se da privagdo de agua para induzir o animal a andar na
roda, mensurando a distancia percorrida dentro dela. Esse modelo ndo expressa
com fidedignidade a quantidade de exercicio realizada, considerando que o
animal deambula dentro e fora da roda. Além disso, tanto as condicbes de
confinamento quanto treinamentos por periodos prolongados ou cargas
excessivas expéem o animal a condicbes estressantes que podem interferir
negativamente na regeneragao nervosa periférica (Van Meeteren et al., 1997).

Takeda et al. (2006) avaliaram a locomog¢ao em um grupo submetido a
lesdo nervosa e outro exposto somente ao procedimento cirurgico, onde o nervo
foi exposto, porém, nao sofreu lesdo. A locomogao pareceu nao ser influenciada
nem pela lesdo nervosa, nem pelo procedimento cirargico. Mesmo apds
axoniotmese, o animal é capaz de se locomover, no entanto, de forma
compensatoria.

Neste estudo, ndo foram analisadas as alteracbes do SNC em resposta
a lesdo nervosa periférica. Entretanto considerou-se que o ambiente enriquecido,
através dos estimulos oferecidos poderia, além de preservar os receptores

musculares e cutaneos, favorecer a passagem de informagdes através do nervo
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regenerado e facilitar as respostas neuromusculares que propiciam a recuperagao
funcional. A semelhancga observada nos resultados do IFC nos diferentes grupos
sugere que o estimulo o qual os animais dos grupos enriquecidos foram expostos
nao foi suficiente para promover tais respostas, havendo necessidade de
investigar outras formas de estimulacéao.

Outro aspecto que merece destaque é a influéncia do ambiente
enriquecido sobre a regeneragdo axonal. O estimulo provocado pelo ambiente
enriquecido, apesar de néao ter favorecido a regeneragdo axonal e a recuperagao
da funcéo, também n&o as prejudicou, podendo ser considerada uma forma de
estimulo que ndo causa sobrecarga aos animais.

E conhecido que os animais experimentais podem ser faciimente
influenciados por condicdes, como diferentes padrbes de luminosidade, ruidos e
odores (Martinez, Garcia e Morato, 2005). Na tentativa de minimizar possiveis
alteracbes comportamentais que pudessem repercutir na locomocgédo, o0s
ambientes, tanto enriquecido quanto padrao, possuiam dimensdes proporcionais
ao numero de animais alocados por gaiola. Além disso, os recursos disponiveis
aos animais nas gaiolas enriquecidas pequenas e grandes eram equivalentes.

Do mesmo modo, o comportamento locomotor pode sofrer
modificagdes decorrentes dos ciclos hormonais a que estao sujeitos os animais.
Alguns modelos de avaliagdo comportamental apontam que o ciclo estral poderia
influenciar na atividade motora de fémeas (Gouveia Jr e Morato, 2002). Dessa
maneira, optou-se por utilizar animais do género masculino, para evitar possiveis
alteracbes que pudessem nao estar relacionadas a exposicdo ao ambiente

modificado.
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7 CONCLUSAO

O ambiente enriquecido n&o interferiu de forma negativa na
regeneragao e maturacao axonal, entretanto nao favoreceu esse processo.

Em relacdo a avaliagao funcional, de maneira geral, todos os grupos
tiveram a funcao restabelecida, independentemente do numero de animais por
gaiola e dos estimulos a que estavam expostos.

Nao foi verificada correlacdo entre os parametros morfométricos e

funcionais.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista que ndo foram encontrados registros do emprego de
ambientes enriquecidos durante a regeneracdo nervosa periférica, muitas
questdes ainda precisam ser melhor investigadas.

Grande parte dos trabalhos que utilizam o exercicio voluntario, o
realizam por meio do confinamento do animal em rodas de exercicios. Devido a
restricdo a esses compartimentos, a mensuracao das distancias percorridas pelos
animais é fidedigna. O mesmo n&o ocorre quando os animais sdo expostos a
ambientes maiores, com artificios que permitam que subam e desgam rampas e
escadas. O conhecimento sobre a quantidade de exercicio realizada poderia
sugerir que os resultados obtidos nos grupos enriquecidos seriam proporcionais
ao aumento da atividade voluntaria.

Um aspecto importante a ser considerado diz respeito a associacio
entre exercicio voluntario e o aumento na liberacdo de fatores neurotroficos
(Gémez-Pinilla et al., 2002; Molteni et al., 2004). E possivel que a dosagem de
neurotrofinas possa fornecer subsidios de que o ambiente enriquecido
proporcione a liberacdo de fatores que favorecem o brotamento axonal e a
regeneragao.

Nao foram encontrados relatos que o exercicio voluntario pudesse
prejudicar o processo de regeneragdo. Ao mesmo tempo, o exercicio voluntario
nos musculos proximais a lesdo, que compensam a fungdo da musculatura
desnervada, poderia auxiliar no retorno a fungao apés reinervagao (Goémez-Pinilla
et al.,, 2002). Assim, a anadlise das caracteristicas estruturais das juncdes

neuromusculares e demais componentes dos musculos reinervados poderia
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identificar as diferencas nas alteragdes decorrentes entre o exercicio voluntario e
induzido.

Van Meeteren et al. (1997) associa alguns protocolos de exercicio ao
aumento do estresse crénico em ratos. A liberagcdo de substéncias produzidas
devido ao aumento do estresse poderia promover um atraso na regeneragao
nervosa. Por conseguinte, sugere-se a identificacdo e dosagem dessas
substancias que poderiam prejudicar a regeneragao, assim como em que
condi¢des de treinamento elas seriam produzidas.

Outra questdo a ser melhor analisada seria o uso de sinais
eletrofisiolégicos para detectar diferengcas na velocidade de condugéo. Essas
informacgdes, agregadas as analises funcionais, serviriam para uma melhor
compreensao sobre o retorno a fungao analisada por meio do IFC.

Além disso, outras variaveis poderiam ser analisadas, como a
exposigao de animais mais jovens e idosos ao ambiente enriquecido, assim como
distinto numero de animais por gaiola e o emprego de outros estimulos
ambientais.

Gorio et al. (1983), relata que a reinervagao muscular inicia aos 14 dias
apos lesdo. Dessa maneira, se faz necessaria a investigacdo em tempos
prolongados a exposicdo ao ambiente enriquecido, de modo a conhecer as
repercussdes da estimulacdo sensorio-motora precoce, sobre as fibras motoras,
proprioceptivas e tateis.

Tendo em vista a auséncia de estudos utilizando ambientes
modificados no tratamento de lesdes nervosas periféricas, alguns dispositivos
necessitam de adaptagdes visando facilitar a padronizagdo do ambiente. Uma

limitacdo deste estudo foi a diferenga no assoalho das gaiolas enriquecidas
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grande e pequena. Em virtude de as gaiolas enriquecidas serem comercializadas
em material e formato padrao, nas gaiolas pequenas, a superficie de apoio dos
animais era revestida por maravalha, enquanto nas grandes, uma tela de metal
ficava disposta sobre a maravalha, o que pode ter modificado as informacdes
tateis e proprioceptivas.

Os resultados deste trabalho proporcionam uma reflexdo acerca da
importancia do emprego de novos estimulos que visem favorecer novas
experiéncias sensoriais € motoras que possam contribuir para a regeneragao

nervosa periférica.
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Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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