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EFICACIA DA NATACAO PARA A REGENERACAO DO NERVO ISQUIATICO APOS
LESAO PARCIAL COMPRESSIVA

Alexa Alves de Moraes”
Prof*. Dr*. Aline dos Santos de Maman**

RESUMO

Obijetivo: O presente estudo objetiva investigar as alteragdes morfologicas decorrentes da
lesdo parcial compressiva do nervo isquiatico (LNI) ¢ a eficacia do treino de natagdo de
intensidade moderada enquanto estratégia terapéutica para a regeneragdo nervosa. Materiais e
métodos: Trinta camundongos machos foram igualmente divididos em grupos controle, 14
dias apos LNI (LNI14d), 42 dias apdés LNI (LNI42d), 70 dias apés LNI (LNI70d) e grupo
submetido ao treino de natacdo durante 35 dias, iniciado 7 dias ap6s a LNI (LNIT). Os
treinos de natacdo englobaram, inicialmente, sessdes de 10 minutos nos primeiros 3 dias,
sendo que o tempo de treinamento foi gradualmente aumentado até que os animais
nadassem durante 50 minutos em cada sessdo. Foi realizada analise morfoquantitativa para
avaliar a regeneragdo nervosa em cada grupo. Resultados: O grupo LNI14d apresentou
sinais de degeneracdo menos evidentes que o grupo LNI42d, no qual as maiores alteragdes
pos-lesdo foram visualizadas, além de a drea e diametro minimo do nervo isquidtico terem
se apresentado significativamente menores (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. Ambos
os grupos LNI70d e LNIT apresentaram sinais de regeneragdo de fibras nervosas, todavia,
apenas o grupo LNIT atingiu os valores do grupo controle na andlise morfométrica.
Conclusao: A LNI promove consideraveis alteracdes histopatologicas, que sdo mais
visiveis aos 42 dias pOs-lesdo. Embora haja uma tendéncia natural a neurorregeneragao, o
treino de natacdo de intensidade moderada mostrou-se um recurso terapéutico eficaz para a
neurorregeneragao, acelerando este processo sob a perspectiva morfoquantitativa.

Palavras-Chave: Natagdo. Esporte aquatico. Fisioterapia muscular. Regeneragao nervosa.

* Aluna de Graduagdo em Fisioterapia na Universidade Estadual da Paraiba — Campus L.
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1 INTRODUCAO

A dor cronica, decorrente de doenca ou trauma, ¢ um grande problema de
satde publica no mundo, sendo uma das causas mais frequentes de procura aos servigos de
satde e representando a principal causa de absenteismo, licenca médica, aposentadoria
precoce, indenizagdes trabalhistas e baixa produtividade no trabalho (EBERSTEIN;
EBERSTEIN, 1996; LEE; WOLFE, 2000; MENDONCA et al., 2003; TEODORI et al.,
2011). A dor neuropatica resultante de lesdes nervosas periféricas, por sua vez, configura-se
entre os tipos de dores cronicas de mais dificil tratamento, dada a complexidade de sua
etiologia, além da insuficiente compreensdo dos mecanismos envolvidos na indugdo e
manutengao deste tipo de dor (JI et al., 2006).

Embora as alteracdes decorrentes da lesdo nervosa periférica sejam numerosas — tais
como dor, incapacidades funcionais e alteragdes estruturais do nervo -, ha evidéncias de que
o tratamento ndo-farmacologico através do exercicio fisico contribui para a recuperagdo das
alteragOes sensoriais € motoras ocasionadas por tais lesdes.

A natacdo, enquanto exercicio aerobico, mostrou-se eficaz para a atenuagdo de
hiperalgesia térmica e alodinia mecanica decorrentes da lesdo nervosa compressiva cronica
(ROSSI et al., 2011; CHEN et al., 2012; ALMEIDA et al., 2015). O treino prolongado desta
modalidade de exercicio foi capaz de reverter progressivamente a alodinia mecanica em
camundongos submetidos a lesdo nervosa periférica, sendo este efeito terapéutico mantido
mesmo 4 semanas apos a interrupcao dos treinos (ALMEIDA et al., 2015). Nessa perspectiva,
a natagdo normalizou os aumentados niveis de expressdao de BDNF e do fator de crescimento
neural induzido pela lesio (ALMEIDA et al., 2015). Embora existam evidéncias positivas
acerca do efeito terapéutico da natagdo na lesdo nervosa periférica, ndo existe um consenso
sobre o protocolo terapéutico mais adequado para essa situacdo clinica, em decorréncia da
necessidade de maior compreensdo acerca dos efeitos deste tipo de exercicio nas lesdes dos
nervos periféricos.

Sendo assim, considerando tratar-se de uma possivel alternativa terapéutica nao-
farmacolégica, ndo-invasiva e acessivel a todas as idades, o presente estudo investigou as
alteragdes morfologicas decorrentes da lesdo compressiva parcial do nervo isquiatico, bem
como a eficacia de um protocolo de natacdo de intensidade moderada através de analise

morfoquantitativa.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/C (Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME, USA, 2000) com 9 a 11 semanas de vida e peso corporeo entre 20 ¢ 30 gramas.
Os animais permaneceram em caixas de polietileno com tampa de aco inoxidavel e o
assoalho foi recoberto por maravalha. O ambiente foi mantido a uma temperatura média de
22°C, condicdes padronizadas de umidade em torno de 60% e luz artificial em um ciclo
alternado de claro-escuro a cada 12 horas. Os animais receberam dieta ad /ibitum e agua

servida em bebedouro suspenso.

2.2 Grupos

Os animais foram aleatoriamente divididos nos seguintes grupos: a) grupo controle
(GC), com animais submetidos a lesdo sham ¢ mantidos sedentarios por 14 dias; b) Lesdo
parcial do nervo isquidtico, sedentdrio por 14 dias (LNI14d); c) Lesdo parcial do nervo
isquidtico, sedentario por 42 dias (LNI42d); d) Lesdo parcial do nervo isquidtico, sedentario
por 70 dias (LNI70d); e) Lesao parcial do nervo isquidtico submetido a treino de natacdo com
duragdo de 5 semanas (LNIT). Cada grupo foi composto por seis animais. A tabela 1

apresenta os grupos controle e experimentais de forma sintética.

Tabela 1 - Grupos do experimento

Grupos

Sem lesao nervosa Sedentario  Grupo controle (GC)

Sedentario  Grupo sedentério, avaliado 14 dias ap6s lesdo nervosa (LNI14d)
o Sedentario  Grupo sedentdrio, avaliado 42 dias apos lesdo nervosa (LN142d)

Lesdo do nervo isquidtico ) ) ) )
Sedentario  Grupo sedentario, avaliado 70 dias ap6s lesdo nervosa (LNI70d)

Treinado  Grupo treinado, avaliado 42 dias ap6s lesdo nervosa (LNIT)

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

2.3 Modelo experimental da neuropatia periférica

O modelo experimental de dor neuropatica induzida por lesdao de nervo periférico

(figuras 1 e 2) consiste em uma ligadura parcial e unilateral do nervo isquiatico esquerdo



(SELTZER et al., 1990). Apos anestesia com uma associacdo de cloridrato de ketamina (60
mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) por via subcutanea, o nervo isquiatico esquerdo foi exposto na
regido glutea e, com auxilio de uma lupa, aproximadamente metade da espessura do nervo foi
fortemente ligada com fio de sutura de algodao ndo-absorvivel 8-0. Em seguida, a pele foi
fechada com grampo metalico. Este modelo determina uma sindrome com sinais de aumento
da sensibilidade somatica a estimulos nao-nociceptivos, que clinicamente caracteriza a
alodinia, além de causar também sinais de hiperalgesia. Estes sinais iniciam-se 24-48 horas
apos a lesdo do nervo periférico (SELTZER et al., 1990).

Figura 1 — Esquema ilustrativo da lesdo parcial compressiva do nervo isquiatico.

L4
L5

L6

Peroneal

Nervo Isquiatico

Fonte: dados da pesquisa, 2018.

Figura 2 — Exposic¢ao do nervo isquidtico para realizacao da ligadura parcial.

Fonte: dados da pesquisa, 2018.
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2.4 Protocolo de natacao

A atividade fisica consistiu em sessdes didrias de natagdo em tanque de acrilico com
agua aquecida a 32+0,5°C e 30 centimetros de profundidade. Os animais iniciaram o
treinamento fisico sistematico 7 dias ap0s a lesao parcial do nervo isquiatico, durante cinco
dias por semana, ao longo de cinco semanas (figura 3). Nessa perspectiva, somando-se o
tempo de recuperacdo pos-cirurgica (7 dias) ao tempo de treino (35 dias), o grupo treinado
foi avaliado no 42° dia pos-lesdo. O treinamento iniciou com uma sessao de 10 minutos e, a
cada 3 dias de treinamento, foram adicionados mais 10 minutos a sessdo, até que fosse
atingida, na terceira semana de treinamento, uma duracdo de 50 minutos para cada sessdo

(tabela 2).

Figura 3 — Tempo de aplica¢do do protocolo de natag@o apds lesdo parcial compressiva do
nervo isquiatico.

Cirurgia Treinamento
Tratamento * [ \

e
Dias

0 7 14 21 28 35 42

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Tabela 2 - Protocolo de natagéo

Dias pos-cirurgico Tempo de Natacao
7°—10° 10 min
11°-13° 20 min
14° - 16° 30 min
17°—19° 40 min
20°—35° 50 min

Protocolo de treino de natagdo com intensidade moderada. Sete dias ap6s a ligadura parcial do nervo isquidtico,
os animais foram submetidos a treinamento de natacdo uma vez ao dia por 5 dias consecutivos, seguidos de 2
dias de descanso, ao longo de 5 semanas. O tempo de treinamento aumentou gradualmente de 10 a 50 minutos
por sessdao. No total, os animais foram submetidos a 25 sessdes de treinamento, sendo que nas primeiras 12
sessoes eles realizaram 10, 20, 30 e 40 minutos a cada 3 sessOes, respectivamente. Depois disso, 13 sessdes de
treinamento de natagdo de 50 minutos foram realizadas. Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

2.5 Coleta do material e processamento histologico

Ao término de cada protocolo experimental, os animais de cada grupo foram

anestesiados com uma associagao de cloridrato de ketamina (60 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg)
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por via subcutanea e perfundidos por via transcardiaca com uma solu¢do salina tamponada
(PBS) 0,05 M em pH 7,3, seguida por uma mistura fixadora de paraformaldeido a 2% e
glutaraldeido a 1%, diluidos em tampao fosfato 0,1 M em pH 7,3. Estabeleceu-se uma
relacdo de 1 mL/g de peso corpdreo para determinar as quantidades de solugdes empregadas
na perfusdo de cada animal.

Apos a perfusdo, com o auxilio de uma lupa, a porgdo proximal a lesdo do nervo
isquiatico esquerdo de cada animal foi cuidadosamente dissecada. Os nervos foram imersos
na mesma solu¢do fixadora e, em seguida, imersos por duas horas em tampao fosfato.
Posteriormente, os nervos foram refixados em tetroxido de d¢smio a 1%, diluidos em tampao
fosfato 0,1 M, pH 7,3, durante duas horas, a 4 °C. Os tecidos osmicados foram desidratados
em séries crescentes de acetona e incluidos em araldite®, de modo a posicionar o nervo
alinhado em relacdo ao bloco de araldite® para assegurar secgOes transversais de suas
fibras.

Com um ultramicrétomo (Dupont Sorval modelo Porter Blum MT-2B®), utilizando
navalha de vidro, cortes transversais semi-finos de 0,5 mm de espessura foram obtidos das
amostras incluidas e, em seguida, esses cortes foram montados em laminas coradas com azul
de toluidina a 1% para a andlise morfologica e morfométrica da sec¢@o transversal do nervo

isquiatico.

2.6 Avaliacao do nervo isquiatico em microscopia de luz

2.6.1 Analise morfoldgica

Com um microscopio de luz BR044 (Carl Zeiss) com objetivas de 10X, 20X 40X e
100X, a andlise morfologica avaliou fibras mielinizadas e ndo-mielinizadas, espago
intersticial, além do tecido conjuntivo endoneural, a fim de detectar qualquer sinal de dano
estrutural e padrdes anormais de mielinizagdo no nervo isquiatico, bem como possiveis

efeitos do treinamento de natagdo sobre a estrutura nervosa.
2.6.2 Analise morfométrica
As medidas de area e didmetro minimo das secgdes transversais do nervo isquiatico

de todos os animais foram realizadas através do mesmo microscopio de luz BR044 (Carl

Zeiss) com objetiva de 20X.
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2.7 Analise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média. Os dados foram
analisados através da andlise de variancia (ANOVA) para fator tinico. O post-hoc utilizado foi
o teste de Tukey para comparagdes multiplas. Em todas as avaliacdes o nivel de significancia

considerado foi p<0,05 (GraphPad Prism 6.01 software).

2.8 Consideracoes éticas

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Sociais Aplicadas (FACISA) (protocolo nimero
5102042015), e foram conduzidos de acordo com as diretrizes éticas do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (Concea, 2013).

3 RESULTADOS

3.1 Analise morfoldgica

Em microscopia de luz, com amplia¢do de 1000X, o grupo controle apresentou fibras
nervosas de tamanhos distintos, englobando fibras nervosas grandes e pequenas. As fibras
mielinicas exibiram contornos circulares ou ovoides, estando conectadas umas as outras por
meio de areas com tecido endoneural, nas quais foi possivel observar aglomerados de fibras
ndo-mielinizadas (figuras 4A e SA).

A andlise das secc¢des transversais dos nervos isquiaticos do grupo LNI14d, por sua
vez, permitiu a observagdo de areas lineares de edema (figura 4B) nas ampliacdes de 100X e
200X. Constatou-se, ainda, a manutengao normal da distribuicdo de fibras nervosas pequenas
e grandes nos aumentos de 400X e 1000X, bem como a propor¢ao entre a espessura da bainha
de mielina ¢ o tamanho da fibra nervosa. Todavia, muitas fibras apresentaram bainha de
mielina com contornos atipicos (lobulados e triangulares), contrastando com o GC. As
caracteristicas histologicas do tecido conjuntivo endoneural foram preservadas, assim como
os conglomerados de fibras ndo-mielinizadas (figura 5B).

No 42° dia pos-lesdo, o edema apresentou aparéncia difusa (figura 4C) nas ampliacdes
de 100X e 200X. Uma analise mais detalhada, pelo aumento de 1000X, revelou aumento do

espago intersticial entre as fibras, sugerindo acumulo de liquido intersticial. Como resultado,
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as fibras apresentaram-se dispersas, ao invés de conectadas pelo endoneuro. Além disso, os
aglomerados de pequenas fibras tornaram-se menos perceptiveis e as fibras nervosas
permaneceram com contornos irregulares. A aparéncia do nervo exibe nivel consideravel de
dano, dada a presenca de axonios degenerados e debris celulares (figura 5C)

O grupo LNI70d evidenciou redugdo das areas de edema (ampliacdes de 100X e
200x). Ademais, a analise por meio da ampliagdo de 1000X revelou transi¢ao perceptivel no
que concerne aos contornos mielinicos das fibras nervosas, os quais retornaram ao formato
circular ou ovoide. Observou-se, ainda, fibras nervosas degeneradas, mas também fibras em
regeneracdo — reconhecidas pela sua fina camada de mielina. Um incremento visivel no
numero de pequenos aglomerados de fibras nervosas e na area de tecido conjuntivo
endoneural foi identificado. Esses achados refletem, assim, um processo de regeneracao no
nervo isquiatico lesionado (figuras 4D e 5D).

O grupo treinado, que foi avaliado aos 42 dias apos a lesdo, exibiu areas de edema
com aspecto linear (figura 4E) nos aumentos de 100X e 200X. Diferentemente do grupo
LNI42d, as fibras nervosas apresentaram-se agrupadas e conectadas através do tecido
endoneural. A analise detalhada (ampliacao de 1000X) revelou que, em relagdo aos perfis de
bainha de mielina, as fibras pequenas apresentavam uma forma irregular, enquanto as
grandes e mielinizadas mostraram-se semelhantes ao grupo controle. Ademais, uma
propor¢ao regular entre o didmetro do axonio ¢ a espessura da bainha de mielina foi
perceptivel (figura SE). Tais dados qualitativos sugerem que o processo regenerativo do
nervo isquidtico estava em processo nesse estagio.

Destaca-se, ainda, o fato de que nenhum dos grupos apresentou qualquer sinal de

dano perineural.
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Figura 4 — Seccdes transversais do nervo isquiatico em microscopia de luz com aumento de
200x.

(D) (E)

Cortes transversais do nervo isquiatico dos grupos (A) GC, (B) LNI14d, (C) LNI42d (D) LNI70d e (E) LNIT,
corados com azul de toluidina (1%) e visualizado através de microscopio de luz com aumento de 200x (barra de
escala: 50 um). Observam-se areas de edema (*) e o perineuro do nervo (setas pretas). A forma ovéide do nervo
ciatico permaneceu regular mesmo apos a cirurgia. Quando comparado aos outros grupos, o grupo LNI70d
demonstrou reducdo aparente das areas edemaciadas. Fonte: dados da pesquisa, 2018.

Figura 5 — Secgdes transversais do nervo isquiatico em microscopia de luz com aumento de
1000x.

Secc¢des do nervo isquiatico dos grupos (A) GC, (B) LNI14d, (C) LNI42d (D) LNI70d e (E) LNIT, corados com
azul de toluidina (1%) e visualizado através de microscopio de luz com aumento de 1000x (barra de escala: 10
pm). Observar areas de edema (*), fibras mielinizadas (pontas de setas), fibras ndo mielinizadas (>), tecido
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conectivo endoneural (+) e detritos de degeneracdo (x). Diferentemente de GC, os contornos atipicos da bainha
de mielina (lobulado e/ou triangular) podem ser observados nos grupos LNI14d e LNI42d. O processo
neurorregenerativo € evidente no grupo LNI70d, indicado pela transicdo para a forma circular da bainha de
mielina e presenga aglomerados de pequenas fibras nervosas. Esse processo pareceu ter se completado no grupo
treinado, que apresentou aspectos morfologicos semelhantes ao grupo controle. Fonte: dados da pesquisa, 2018.

3.2 Analise morfométrica

A analise morfométrica das seccoes transversais dos nervos analisados utilizou as
imagens com amplia¢do de 200X.

Os animais que foram submetidos a lesdo do nervo isquiatico demonstraram menores
valores de area (grafico 1) e didmetro minimo (grafico 2) nos cortes transversais dos nervos,
em comparagdo ao GC.

Os animais que sofreram a lesdo do nervo isquidtico apresentaram progressiva
reducdo da area (grafico 1) e didmetro minimo (grafico 2) da seccdo transversal do nervo ao
longo do tempo. Aos 42 dias pds-lesdo, tanto a area quanto o didmetro minimo apresentaram
uma redugdo estatisticamente significante (p<0,05), em comparagdao ao GC. Porém, aos 70
dias pos-lesdo, a drea e o didmetro minimo apresentaram valores mais proximos aos do GC.

Os graficos 1B e 2B exibem, respectivamente, as areas e os didmetros minimos das
seccOes transversais dos nervos isquidticos analisados, considerando a evolugao da lesdo ao
longo do tempo e o efeito do treino de natagdo, através de comparagdes entre os grupos
sedentario (LNI42d) e treinado (LNIT) 42 dias ap6s a lesdo. O grupo LNI42d demonstrou
uma reducdo significante (p<0,05) em ambos os fatores analisados, enquanto o grupo LNIT

alcangou os valores do grupo controle.

Grafico 1 — Area das secgdes transversais dos nervos isquiaticos analisados.
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(A) (B)

(A) observa-se a evolugdo da lesdo nervosa parcial compressiva considerando a area das seccgdes
transversais do nervo isquidtico ao longo do tempo. Todos os animais sedentarios submetidos a
ligadura parcial do nervo exibiram areas inferiores em comparagdo ao grupo controle. Os valores de
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area apresentaram um padrdo decrescente até o 42° dias poOs-lesdo, estando os valores do grupo
LNI42d significativamente reduzidos (p<0,05) quando comparados ao GC. Embora uma tendéncia de
regeneracdo natural tenha sido observada aos 70 dias pods-lesdo, os valores do grupo controle ndo
foram alcangados no momento pds-lesdo. (B) O treino de natagdo aumentou os valores de area no
grupo LNIT quando comparado ao grupo LNI42d, superando os valores do grupo controle. E
importante ressaltar que ambos 0s grupos experimentais apresentaram o mesmo tempo pos-lesio, ja
que o treinamento foi iniciado sete dias apos a ligadura parcial do nervo. Valores representam médias
+ erro padrdo da média para n = 6; *p<0,05. Fonte: dados da pesquisa, 2018.

Grafico 2 — Diametro minimo das sec¢des transversais dos nervos isquiaticos analisados.
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(A) Evolugdo da lesdo nervosa considerando o didmetro minimo das sec¢des transversais do nervo isquitico ao
longo do tempo. Todos os animais sedentarios submetidos a ligagdo parcial do nervo exibiram valores menores
quando comparados ao grupo controle. Os didmetros minimos apresentaram um padrdo decrescente até o 42°
dia pos-lesdo, estando os valores do grupo LNI42d significativamente reduzidos (p<0,05) quando comparados
ao GC. Embora o grupo LNI70d tenha alcangado valores mais elevados do que o grupo LNI42d, nao foram
equiparaveis ao GC. (B) O treino de natagdo aumentou os valores do didmetro minimo no grupo LNIT quando
comparado ao grupo LNI42d, alcangando, assim, os valores correspondentes ao GC. E importante ressaltar que

ambos 0s grupos experimentais apresentaram o mesmo tempo pos-lesdo, ja que o treinamento foi iniciado sete
dias ap6s a lesdo. Valores representam médias + erro padrdo da média para n = 6; *p<0,05.

Fonte: dados da pesquisa, 2018.

4 DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar a eficacia do treino de natagdo sobre as alteragdes
morfologicas do nervo isquiatico ap6s a ligadura parcial, além de analisar a evolucao da
lesdo ao longo de um periodo de 70 dias. A ligadura parcial isquidtica experimental em
roedores mimetiza a complexa sindrome da dor neuropatica humana (SELTZER et al., 1990),
proporcionando detalhes morfoldgicos celulares idénticos ao nervo humano (MACKINNON
et al., 1985), sendo, portanto, um modelo confiavel a ser examinado.

Apesar de numerosos protocolos de exercicios terem sido realizados no intuito de

elucidar seus efeitos sobre a regeneracdo nervosa periférica (MENDONCA et al., 2003;
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MARQUESTE et al., 2004; ILHA et al., 2008; ENGLISH et al., 2009; TEODORI et al.,
2011; LIAO et al., 2017), ainda ndo ha consenso sobre quais modalidades ¢ parametros de
exercicio - intensidade, durag@o e frequéncia - sdo as mais apropriadas para induzir melhorias
sobre a plasticidade neuronal. Além disso, poucos estudos examinaram o efeito da natagdo

nas neuropatias periféricas.

4.1 Alteracoes morfologicas do nervo isquiatico apos lesao parcial compressiva

Os achados revelam que a compressao parcial do nervo leva a alteragdes histopatologicas
visiveis. Aos 14 dias pos-lesdo, o dano estrutural ndo ¢ tdo aparente, caracterizado apenas por
edema intersticial central e discretas distor¢des nas bainhas de mielina. O 4pice das
alteragdes morfologicas foi observado em animais sedentarios aos 42 dias pos-lesdo, nos
quais foram identificadas fibras nervosas de contornos irregulares com distorgdes nas bainhas
de mielina, além de edema difuso e diminui¢do do didmetro transversal minimo do nervo
isquiatico. Por outro lado, decorridos 70 dias da lesdo, as fibras nervosas apresentaram
contornos mais regulares e arredondados, além de pardmetros morfométricos bastante
semelhantes ao grupo controle, sugerindo um processo neurorregenetarivo, embora ainda
incompleto.

Um fator que possivelmente contribuiu para as alteragdes morfologicas observadas ao
longo dos 70 dias pos-lesdo ¢ o provavel conjunto de alteracdes circulatorias resultantes da
compressdo mecanica do nervo isquiatico, associadas a importantes respostas inflamatorias
(HUANG et al., 2010). Um estudo prévio relatou que compressdes prolongadas e intensas
podem levar a lesdo axonal, exsudacdo de proteinas, fibrose nervosa, edema intraneural e
aumento da pressdo hidrostatica (MATSUMOTO, 1983), o que pode ter promovido as
distor¢des nos contornos da bainha de mielina em nosso estudo.

O tempo pods-lesdo também pode desempenhar um papel nas alteracdes morfologicas
subjacentes. Os achados relatados por Possamai et al. (2012) ndo evidenciaram grandes
alteragdes histopatologicas nos cotos proximais ap6s axoniotmese do nervo isquidtico em
ratos. E importante ressaltar, no entanto, que o tempo maximo de sobrevida pos-lesdo
analisado foi de 29 dias no estudo em questdo, em contraste com o periodo pos-ligadura
parcial ao qual os grupos LNI42d e LNI70d foram submetidos, nos quais as altera¢cdes mais
visiveis foram registradas.

Ilha et al. (2008) relataram alteracdes morfologicas semelhantes em ratos submetidos ao

esmagamento do nervo isquiatico, sendo ambos os cotos proximal e distal analisados apos 42
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dias da lesdo nervosa. Na por¢ao distal do nervo, sinais de degeneracao foram evidenciados,
enquanto que as caracteristicas histologicas do coto proximal foram mais discretas quando
comparadas ao coto distal. Assim, ¢ importante considerar que tanto o coto proximal quanto
o distal desenvolvem respostas a lesdo, conforme relatado em estudos prévios (HALL, 2005).
Com base nisso, o presente estudo se concentrou na avaliacdo das alteragdes morfologicas e
morfométricas no coto proximal da lesdo, onde geralmente ocorre uma degeneragdo
retrograda até o primeiro nodo de Ranvier, seguida do brotamento de multiplos axonios-
filhos (ERTURK et al., 2007).

Em contraste com os achados do coto proximal relatados por Ilha et al. (2008), nossa
analise identificou que, aos 42 dias apos a lesdo, foram encontradas alteragdes importantes na
morfologia e na morfometria do nervo. Essa divergéncia pode, possivelmente, ser explicada

por diferengas no tipo de lesdo.

4.2 Alteracoes morfométricas do nervo isquiatico apos lesdao parcial compressiva

Ambos os pardmetros morfométricos analisados ao longo do periodo pds-lesdo
apresentaram o mesmo padrdo: decréscimo numérico até o 42° dia, seguido de aumento dos
valores no 70° dia, embora esse crescimento ndo tenha sido suficiente para alcangar as
médias apresentadas pelo grupo controle. Tais achados sugerem que um processo de
degeneragdo nervosa ocorreu nos 42 dias decorridos da compressdo do nervo, sendo
substituido por processos regenerativos em seguida. Isto pode estar associado ao fato de que,
apos uma lesdo nervosa periférica, uma combinacdo de eventos moleculares e celulares,
coletivamente denominados degeneragdo Walleriana, ¢ desencadeada distalmente a lesdo,
bem como dentro de uma pequena porg¢do reativa no coto proximal, culminando em
degeneragdo axonal (KOEPPEN, 2004).

A andlise morfométricas permitiu, ainda, constatar que existe uma tendéncia natural
de regeneracdo da estrutura nervosa apos a lesdo. Sabe-se que lesdo nervosa periférica causa
alteragdes sensoriais ¢ motoras na regiao do nervo acometido ¢ induz a liberagdo de fatores
neurotroficos nos tecidos lesionados (LI et al., 2000). Essas proteinas sdo essenciais para a
sobrevivéncia, diferenciagdo e crescimento de neurdnios durante o desenvolvimento de
mamiferos (KURUVILLA et al., 2004; ZWEIFEL et al., 2005), além de promoverem a
neurogénese no animal adulto (ABROUS et al., 2005; SAIRANEN et al., 2005).

O crescimento celular ocorre a partir do coto proximal do nervo, onde varios brotos

axonais sdo formados em dire¢do aos tubos da lamina basal das células de Schwann na
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porcao distal, a fim de restabelecer a inervagdo (BRUSHART et al., 2002). Varios fatores
estdo envolvidos na degeneracdo e subsequente regeneragdo nervosa, por meio de
mecanismos moduladores destes processos. A exemplo disso, estudos anteriores indicaram
que, além de fornecer estrutura de suporte as fibras em regeneragdo, as células de Schwann
estimulam a liberagdo de fatores neurotroficos (SPRANGER et al., 1990); Os macrofagos,
por sua vez, além de remover detritos do processo degenerativo, sdo capazes de liberar
interleucina-1p (IL-1B), que desencadeia a secrecao de fatores troficos (CHANG et al., 2013;
KAO et al., 2013); Além disso, alteracdes plasticas no sistema nervoso central apds lesdo do
nervo periférico podem ativar neurdnios motores inferiores, promovendo o aumento da
sintese de neurotrofinas (TEODORI et al., 2011). A interacdo entre esses fatores e outros
mecanismos de plasticidade neuronal, todavia, ainda ndo esta bem elucidada, especialmente
no tocante ao processo de reparagdo do nervo apos lesdo parcial.

Outra possivel explica¢do para o padrdo visualizado na andlise morfométrica ¢ o fato
de que a compressao cronica acarreta uma perda na viscoelasticidade da estrutura nervosa, de
modo que um aumento da producdo de fibras colagenas, retracdo endoneural e rigidez
acabam por instalar-se nos limites do nervo (FRAHER; DOCKERY, 1998; MAZZER et al.,
2008). Assim, a alteracdo das forcas mecanicas afeta diretamente a porcdo interna da
estrutura (MAZZER et al., 2008), danificando, portanto, caracteristicas morfologicas, além
de possivelmente estar relacionado a diminui¢do da area e do didmetro minimo nos grupos
LNI14d e LNI42d.

Estudos prévios abordaram, ainda, que a lesdo traumatica do nervo isquiatico em
ratos causou reducdo dos diametros das fibras mielinicas ¢ dos axonios, reducdo da
densidade de fibras mielinicas, reducdo da espessura da bainha de mielina e aumento da
area ocupada por tecido conectivo endoneural em ambas as por¢des proximal e distal a
lesdo nervosa (ILHA et al., 2008; ENGLISH et al.,, 2009; BONETTI et al., 2015;
KAKEGAWA et al., 2015).

Um achado critico no presente estudo diz respeito aos beneficios do treino de natacao
nas alteragdes induzidas pela ligadura parcial do nervo isquiatico. Todos os parametros
morfoquantitativos foram sugestivos de regeneracao de fibras nervosas no grupo submetido a
natagdo por 35 dias, posto que apresentaram valores equivalentes ao grupo controle. Além
disso, a grande discrepancia morfologica entre os grupos sedentario e treinado com sobrevida
de 42 dias apoOs a lesdo (LNI42d e LNIT, respectivamente), aponta para a aceleracdo do

processo neurorregenerativo como resultado do exercicio fisico moderado.
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4.3 Exercicio fisico na regeneracao nervosa

O exercicio fisico vem se mostrando uma possibilidade terapéutica promissora, uma
vez que diversos fatores troficos t€ém sua sintese aumentada, tanto no sistema nervoso, como
fora dele, em decorréncia da atividade fisica, destacando-se o NGF (neural growth factor),
IGF (insulin-like growth factor), FGF-2 (fibroblast growth factor 2) e, principalmente, o
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) (VAYNMAN; GOMEZ-PINILLA, 2005) e
GDNF (glial cell line derived neurotrophic factor) (GRIESBACH et al., 2004; VAYNMAN
et al., 2004; YING et al., 2005). A exemplo disso, o treinamento fisico aerdbico em esteira
rolante, associado a treinos de coordenagdo e equilibrio, contribuiu para a melhoria das
propriedades morfologicas ¢ alteragdes sensorio-motoras apos lesdo compressiva do nervo
isquiatico em ratos (BONETTI et al., 2015), demonstrando que os fatores neurotroficos
produzidos apos o exercicio fisico geram efeitos terapéuticos (VAYNMAN; GOMEZ-
PINILLA, 2005).

Uma visao geral da literatura, todavia, demonstra resultados conflitantes em relacao
aos potenciais beneficios ou efeitos deletérios da terapia com exercicios na regeneragao
nervosa. As especificacdes do protocolo de treinamento - intensidade, duragcdo e modalidade,
bem como o ponto de partida do exercicio ap0ds a lesdo - foram considerados aspectos criticos
para a reabilitacdo pos-lesdo.

Nessa perspectiva, o presente estudo definiu o tempo de sete dias apds a cirurgia
como o ponto de partida para o inicio dos treinos de natacdo, a fim de garantir um periodo
razoavel de recuperacdo pos-cirurgica. Além disso, no momento em questdo, os animais
exibiam alodinia mecanica e hipersensibilidade térmica (ALMEIDA et al., 2015), sendo
sugestivo de que o modelo de dor neuropatica foi corretamente estabelecido.

No tocante a intensidade dos protocolos de exercicios, niveis distintos de esfor¢o
podem influenciar as células associadas ao sistema nervoso, tais quais macrofagos e células
de Schwann (ROBINSON; SHANNON, 2002; LIAO et al., 2017). A exemplo disso, embora
o exercicio de endurance desencadeie efeitos benéficos sobre o nervo lesionado, quando
combinado ao treinamento resistido, pode retardar a recuperagdo funcional do nervo
isquiatico (ILHA et al., 2008).

A natagdo, enquanto exercicio aerobico complexo, pode participar da modulagio das
respostas inflamatorias no tecido lesionado (LIAO et al.,, 2017), além de proporcionar
aceleracdo da reinervacdo e do brotamento axonal (GUTMANN; JAKOUBEK, 1962).

Nossos resultados em relagdo aos beneficios da natacdo em intensidade moderada estdo de
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acordo com estudos anteriores em que o treinamento de endurance foi amplamente associado
a regeneracdo apos uma lesdo nervosa traumatica experimental (ILHA et al., 2008; LIAO et
al., 2017). Um estudo anteriormente realizado por nosso grupo demonstrou que o mesmo
protocolo de natagdo aplicado na presente pesquisa foi capaz de normalizar o nivel de
secre¢do de NGF induzida pela lesdo nervosa, bem como a regulacdo positiva do BDNF no
ganglio da raiz dorsal, que estd associada ndo apenas a redugdo da dor neuropatica
(ALMEIDA et al., 2015), mas também a aceleracdo da regeneracdo nervosa periférica
(VOGELIN et al., 2006).

Tomadas em conjunto, estas evidéncias sugerem que o treinamento de natagdo pode
ser uma Otima estratégia para a recuperacdo nervosa. Nossos resultados podem ser
considerados uma referéncia geral para estudos futuros, necessarios para investigar eventos
moleculares e sistémicos relacionados ao protocolo de natagdo apresentado, fatores troficos
associados ao exercicio, bem como o potencial dos parametros do treinamento fisico na

modulagdo do processo regenerativo.

5 CONCLUSAO

Em suma, nossos dados evidenciam que a ligadura parcial do nervo isquiatico promove
grandes alteragdes histopatologicas, que se tornaram mais visiveis aos 42 dias pos-lesdo. Aos
70 dias, observou-se um processo regenerativo, embora ainda incompleto. O treino moderado
de natacdo mostrou-se um recurso terapéutico eficaz para a regeneragdo nervosa, acelerando

tal processo, quando observado sob o ponto de vista morfoquantitativo.
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ABSTRACT

Aim: This study aims to investigate morphological alterations caused by partial sciatic nerve
ligation (PNL) and the efficacy of a moderate-intensity swimming training as therapeutic
strategy for nerve regeneration. Methods: Thirty male adult mice were equally divided in
control, 14 days after PNL (PNL 14 days), 42 days after PNL (PNL 42 days), 70 days after PNL
(PNL 70 days), and 5-week exercise training after 7 days post-lesion (PNL trained 35 days)
groups. PNL trained 35 days group began with a 10-minute session for 3 days and this time was
gradually increased by 10 minutes every 3 sessions until the animals had swum for 50 minutes
per session. Morphoquantitative analysis was carried out to assess nerve regeneration in each
group. Results: PNL 14 days group exhibited less degenerating signs than PNL 42 days group,
where most post-lesion alterations were visualized, besides nerve area and minimum diameter
were significantly lower (p<0.05) than control group. PNL 70 days group showed greater degree
of regenerating fibers and similar morphometric parameters to control group. PNL trained 35
days demonstrated signs of regeneration, reaching control group values in the morphometric
analysis. Conclusion: PNL promotes great histopathological changes, which became more
visible at 42 post-injury days. A natural nerve regeneration tendency was observed throughout
time, as observed in PNL 70 days group, nevertheless moderate swimming training was found
to be a therapeutic resource for nerve regeneration, accelerating such process from a
morphoquantitative perspective.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Objective: This study aims to investigate morphological alterations caused by partial sciatic Received 15 May 2018
nerve ligation (PNL) and the efficacy of a moderate-intensity swimming training as therapeu- ~ Accepted 19 July 2018

tic strategy for nerve regeneration. KEYWORDS

Methods: A number of 30 male adult mice were equally divided in control, 14 days after PNL  Nayopathic pain; exercise;
(PNL 14 days), 42 days after PNL (PNL 42 days), 70 days after PNL (PNL 70 days) and 5-week swimming; nerve
exercise training after 7 days post-lesion (PNL trained 35 days) groups. PNL trained 35 days regeneration; sciatic nerve
group began with a 10-min session for 3 days and this time was gradually increased by

10 min every three sessions until the animals had swum for 50 min per session.

Morphoquantitative analysis was carried out to assess nerve regeneration in each group.

Results: PNL 14 days group exhibited less degenerating signs than PNL 42 days group, where

most post-lesion alterations were visualized. Nerve area and minimum diameter were sig-

nificantly lower (p < 0.05) than control group. PNL 70 days group showed a greater degree of

regenerating fibers and similar morphometric parameters to control group. PNL trained

35 days demonstrated signs of regeneration, reaching control group values in the morpho-

metric analysis.

Discussion: PNL promotes great histopathological changes, which became more visible at 42

post-injury days. A natural nerve-regeneration tendency was observed throughout time, as

observed in PNL 70 days group; nevertheless, moderate swimming training was found to be a

therapeutic resource for nerve regeneration, accelerating such process from a morphoquan-

titative perspective.

Abbreviations: ANOVA: One-way analysis of variance; BDNF: Brain-derived neurotrophic
factor; FGF-2: Fibroblast growth factor 2; GDNF: Glial cell line derived neurotrophic factor;
IGF: Insulin-link growth factor; IL-1B: Interleukin-1B; NGF: Neural growth factor; PBS:
Phosphate-buffered saline; PNL: Partial sciatic nerve ligation

Introduction neurogenesis in the adult animal [9,10]. Traumatic sciatic
nerve injury in rats triggered a reduction in diameter of
axons, myelinated fibers and their density, as well as in
myelin sheath thickness followed by the increase of endo-
neurial areas in distal and proximal portions of the lesion
[11-14].

Studies have evidenced the importance of physical
activity, as a non-pharmacological approach to treat per-
ipheral nerve injury, contributing to a faster recovery of
sensorial and motor impairments in experimental mod-
els. A number of mediators have been involved in med-
iating exercise-induced nerve regeneration, including
neural growth factor (NGF), insulin-like growth factor
(IGF), fibroblast growth factor 2 (FGF-2) and mainly
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) [15] and
glial cell line derived neurotrophic factor (GDNF) should

Chronic pain following either illness or trauma remains a
concerning public health issue. It has been one of the
most frequent causes of health services use and the main
reason of absenteeism, sick leave, early retirement, work-
er's compensation and low productivity levels [1-4].
Neuropathic pain as a result of peripheral nerve lesion
stands as one of the most difficult types of chronic pain to
be treated due to its complex etiology remains unknown
regarding initiation and maintenance mechanisms [5].
Peripheral nerve injury triggers motor and sensorial
abnormalities in the corresponding innervated region
and induces the release of neurotrophic factors in the
affected site [6]. These proteins display an essential role in
neural differentiation, growth and survival throughout
mammalian development [7,8], besides lead to
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be outlined [16-18]. Furthermore, treadmill aerobic
training as well as balance and coordination exercises
elicited morphological and sensorimotor improvements
after compressive sciatic injury in rats [13], an effect
mediated by neurotrophic factors [15].

Swimming can attenuate thermal hyperalgesia and
mechanical allodynia due to chronic compressive nerve
injury [19-21]. Extended swimming exercise progres-
sively reversed mechanical allodynia in nerve injury
mice, which lasted for an additional 4 weeks after exercise
interruption. Besides, swimming exercise normalized
nerve injury-induced nerve growth factor and the
enhanced expression of BDNF in the dorsal root ganglion
[21]. However, there is still a lack of consensus about the
most appropriate protocol due to the need of greater
understanding regarding the effects of swimming in per-
ipheral nerve injuries.

Considering that physical exercise is a non-pharma-
cological and non-invasive method, accessible to all ages,
the present study aims to investigate morphological
alterations caused by partial sciatic nerve ligation, as
well as the efficacy of a moderate-intensity swimming
training as therapeutic resource for nerve regeneration
through morphoquantitative analysis.

Materials and methods
Animals

The experimental procedures were approved by the
Ethical Committee for Animal Experimentation of
Biological and Health Sciences Center of Paraiba State
University (protocol number 5102042015), and were
conducted according to the ethical guidelines of
Brazilian College of Animal Experimentation [22]. The
study used 30 male BALB/c mice, aged 9-11 weeks and
weighing from 20 g to 30 g. They were housed in standard
polyethylene boxes, under 12:12 h light/dark cycle, in a
temperature-controlled environment (22°C and 60%
humidity) with food and water ad libidum.

Groups

Mice were divided in five groups and randomly
assigned to different groups as follow: control
group, comprising sedentary sham-operated ani-
mals (control group, n = 6); nerve injury animals
submitted to partial sciatic nerve ligation and
remaining in sedentary conditions for 14 (PNL
14 days, n = 6); 42 (PNL 42 days, n = 6); or
70 days post-lesion (PNL 70 days, n = 6); and
nerve-injured animals submitted to a 5-week
swimming exercise training after 7 days of partial
ligation of the sciatic nerve (PNL trained 35 days,
n = 6). It is important to highlight that PNL
42 days and PNL trained 35 days groups lived
for 42 days after surgery.

L4
L5

L6

Sural Tibial

Peroneal

Sciatic Nerve

Figure 1. Partial sciatic nerve ligation model.

Neuropathic pain model

The experimental model of neuropathic pain consists
of a partial unilateral nerve ligation (Figure 1)
[23,24]. Surgical procedures were carried out under
anesthesia with a mixture of ketamine (60 mg/kg)
and xylazine (8 mg/kg). Partial nerve injury was
produced by a tight ligature with 8-0 silk suture
around half of the diameter of the left sciatic nerve,
and skin incisions were closed with stainless steel
staples. Sham surgery involved exposure of the sciatic
nerve, but no ligation was performed.

Exercise protocol

The swimming training consisted of daily sessions in a
glass tank with a 30 cm depth, provided with a heating
system that maintained the water temperature at 32 + 0.5°
C. A water filter with a flow capacity of 380 L/h was
adopted to clean the swimming apparatus throughout
each session. The trainings were continuously monitored
to avoid floating behavior.

Partial nerve ligation leads to mechanical allodynia
and thermal hyperalgesia, which starts 24-48 h post-
injury and remain for 3-4 months. The experimental
groups started training 7 days after lesion, which was set
up due to the observation that mechanical and thermal
hypersensitivity were established at that stage [21]. The
protocol comprised swimming training once a day for 5



consecutive days followed by 2 resting days over 5 weeks.
PNL trained 35 days group began with a 10-min session
for 3 days and the time was gradually increased by 10 min
every three sessions until the animals swam for 50 min
per session (Figure 2).

Histological procedures

After each experimental protocol, animals were
subcutaneously anesthetized with an association of keta-
mine hydrochloride (60 mg/kg) and xylazine (8 mg/kg).
Thereafter, they were transcardially perfused with phos-
phate-buffered saline (PBS) 0.05 M at pH 7.3, followed by
a fixative mixture of 2% paraformaldehyde and 1% glu-
taraldehyde diluted with 0.1 M PBS at pH 7.3. The
proportion of infusion solution applied in each animal
was established considering a ratio of ImL/g body weight.

Soon after perfusion, the left sciatic nerve was dis-
sected proximally to the injury. The nerves were
immersed in the same fixative solution and then a 2-h
immersion in phosphate buffer was carried out. Once it
was done, they were postfixed with osmium tetroxide (1%
diluted in phosphate buffer at 0.1 M, pH 7.3) for 2 h at
4°C. The osmium-fixed tissues were dehydrated in
increasing acetone series, aligned and embedded in
Araldite® blocks to ensure fiber layer cross-section.
Transversal slices (0.5 pm) were stained with 1%
Toluidine blue to be posteriorly analyzed.

Morphological and morphometric analysis

An optical microscope (Olympus BX 41-BF) coupled to
an image-analysis system (Image Pro-Plus v6.2 software
- Media Cybernetics) was employed for the analysis.

The morphological analysis assessed myelinated and
unmyelinated fibers, interstitial space, besides endoneur-
ial connective tissue, to detect any sign of structural
damage and abnormal patterns of myelination in the
sciatic nerve, as well as any typical histological sign of
injury and the effect of swimming training.

A morphometric analysis was carried out to estimate
cross-section area and minimum diameter of the sciatic
nerve.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 5.01 software and data were presented as
mean = standard error of the mean. One-way analysis
of variance (ANOVA) was carried out followed by
post-hoc Turkey’s test for multiple comparisons. In
each case, significance was set to p < 0.05.

Results
Morphological analysis

Control group demonstrated a bimodal fiber spectrum,
encompassing large and small axonal fibers. Myelinated
fibers presented with circular or ovoid profile, being
connect to each other through a scanty space of endo-
neurial connective tissue, where clusters of unmyelinated
fibers were placed (Figures 3(a) and 4(a)).

Examinations of PNL 14 days group’s cross-sections
demonstrated nerve swelling areas with linear appearance
(Figure 3(b)). The distribution of small and large nerve
fibers, as well as the proportion between the myelin
sheath thickness and fiber size remained regular.
Nevertheless, their myelin sheath exhibited atypical bor-
ders, such as lobulated and triangular, contrasting with
control group. Histological features of endoneurial con-
nective tissue were preserved, as well as unmyelinated
fibers conglomerates (Figure 4(b)).

After 42 days post-injury, the edema presented with
diffuse appearance (Figure 3(c)). Moreover, an increased
interstitial space between fibers was evident, suggesting
interstitial fluid accumulation. As a result, fibers were
dispersed rather than connected by endoneurium and
small fiber clusters became less noticeable. Axonal fibers
remained irregular-shaped. Further analysis indicates
that the nerve showed a considerable level of damage,
evidenced by the presence of degenerating axons and
degeneration debris is evident (Figure 4(c)).

Seventy days after lesion, it was observed a reduced
nerve swelling and perceptible transition to circular
or ovoid-shaped myelin sheath in sedentary animals.
Besides degenerated axonal fibers, regenerating ones
could also be recognized due to its thin myelin sheath.

10min  20min  30min 40 min 50 min
| | | [
7 days
Lesion Exercise 3days 6days 9days 12days End of exercise
startpoint protocol:
5 weeks

Figure 2. Protocol for moderate-intensity swimming exercise. Seven days after partial sciatic nerve ligation, animals were
submitted to swimming training once a day for 5 consecutive days followed by 2 resting days over 5 weeks. The swimming
training time gradually increased from 10 to 50 min per session. Overall, the animals were submitted to 25 training sessions;
wherein, the first 12 sessions they swan for 10, 20, 30 and 40 min each three sessions, respectively. After that, 13 sessions of 50-

min swimming training were carried out.
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A visible increment on number of small fibers clusters
and endoneurial connective tissue was identified, sug-
gesting a regenerating process in the injured sciatic
nerve (Figures 3(d) and 4(d)).

The trained group, which was euthanized 42 days
post-injury, exhibited swelling nerve areas with a linear
aspect (Figure 3(e)). In contrast to PNL 42 days group,
axonal fibers are grouped and connected through endo-
neurial tissue. Regarding myelin sheath profiles, small
fibers were irregular-shaped; whereas, large myelinated
ones looked similar to control group, and a regular pro-
portion between axon diameter and myelin sheath thick-
ness was noticeable (Figure 4(e)). Such qualitative data

suggest that sciatic regeneration was in process at that
stage. It is also important to highlight the fact that none of
the groups evidenced any sign of perineurial damage.

Morphometric analysis

Animals submitted to sciatic nerve injury demonstrated
lower area (Figure 5) and minimum diameters (Figure 6)
of cross-sections as compared to control group. The
histological evolution of the lesion exhibited a downward
trend until 42 days post-injury; therefore, area (Figure 5
(a)) and minimum diameter (Figure 6(a)) values signifi-
cantly (p < 0.05) reduced in PNL 42 days group. Although

[ /’

(E)

Figure 3. Sciatic nerve cross-sections from (a) Control group, (b) PNL 14 days group, (c) PNL 42 days group, (d) PNL 70 days
group and (e) PNL trained 35 days, stained with toluidine blue (1%) and visualized through light microscope at 20x
magnification (scale bar: 50 um). Observe swelling areas (¥) and nerve’s perineurium (black arrows). The sciatic nerve’s ovoid
shape remained regular even after surgery. When compared to the other groups, PNL 70 days demonstrated diminished

swelling areas.
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Figure 4. Sciatic nerve cross-sections from (a) Control group, (b) PNL 14 days group, (c) PNL 42 days group, (d) PNL 70 days
group and (e) PNL trained 35 days, stained with toluidine blue (1%) and visualized through light microscope at 100x
magnification (scale bar: 10 um). Observe swelling areas (¥), myelinated fibers (down arrowheads), unmyelinated fibers (>),
endoneurial connective tissue (+) and degeneration debris (x). Contrasting from control group, atypical myelin sheath contours,
such as lobulated and triangular, can be observed in PNL 14 days and PNL 42 days group. A regeneration process is evident in
PNL 70 days group, indicated by the transition to myelin sheath circular shape and presence of small fibers clusters. This process
seemed complete in the trained group, which presented similar morphological aspects to control group.
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Figure 5. Area values of sciatic nerve cross-sections. (a) Evolution of nerve injury considering area of sciatic nerve cross-sections
over time. All sedentary animals submitted to partial nerve ligation exhibited lower areas in comparison to control group. The
area values presented with a downward pattern until 42 days post-injury, being PNL 42 days group values significantly reduced
(p < 0.05) when compared to baseline. Although a natural regeneration trend was observed at 70 days post-injury, as can be
noted in PNL 70 days group results, control group values were not achieved at such post-lesion time. (b) Swimming exercise
increased area values in PNL trained 35 days group when compared to PNL 42 days group, thus overcoming control group
values. It is important to highlight that both experimental groups presented with the same post-lesion time, because the
training was started 7 days after the injury.
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Figure 6. Minimum diameter of sciatic nerve cross-sections. (a) Evolution of the nerve injury considering the minimum diameter
of sciatic nerve cross-sections over time. All sedentary animals submitted to partial nerve ligation exhibited lower values when
compared to control group. The minimum diameters presented with a downward pattern until 42 days post-injury, being PNL
42 days group values significantly reduced (p < 0.05) when compared to baseline. Although PNL 70 days group attained higher
values than PNL 42 days group, control group values were not attained at such post-lesion time. (b) Swimming exercise
increased minimum diameter values in PNL trained 35 days group when compared to PNL 42 days group, thus reaching control
group values. It is important to highlight that both experimental groups presented with the same post-lesion time, because the
training was started 7 days after the injury.

PNL 70 days group attained higher results than the pre-
vious group, such values did not reach control group.

Figures 5(b) and 6(b), respectively, show correspond-
ing areas and minimum diameters of sciatic cross-sec-
tions, regarding the effect of swimming exercise through
comparisons between sedentary and trained groups
42 days after lesion. PNL 42 days group demonstrated a
significant (p < 0.05) decrease in both analyzed factors;
whereas, PNL trained 35 days reached control group
values.

Discussion

The present study aimed to evaluate the effects of
swimming training on the morphological alterations
in the sciatic nerve following partial sciatic ligation, as

well as the histological evolution of the nerve lesion
over a 70-day period.

Despite numerous exercise protocols have been
carried out to elucidate their effects on peripheral
nerve regeneration [3,4,11-13,24,25], there is still
no consensus regarding which exercise modality
and parameters - i.e. exercise intensity, duration
and frequency - are the most appropriate for indu-
cing neural improvements. Furthermore, few studies
have examined the effect of swimming on peripheral
neuropathies.

Besides, the rodent experimental partial sciatic
ligation mimics the complex human neuropathic
pain syndrome [23] and promotes cellular morpho-
logical details identical to human nerve [26]; thus,
being a reliable model to be examined.



6 (& A.A. DE MORAES ET AL.

Sciatic nerve morphological changes after lesion

Our findings reveal that partial nerve ligation leads to
visible histopathological alterations. At 14 days post-
injury, morphological damage is not so apparent,
characterized only by central interstitial edema and
slight distortions in myelin sheaths. The most evident
morphological changes were observed in sedentary
animals at 42 days post-lesion, in which irregularly
contoured nerve fibers with distortions in their mye-
lin sheaths, as well as diffuse edema and decreased
minimum cross-sectional diameter of the sciatic
nerve were identified. On the other hand, when
70 days were elapsed following the lesion, nerve fibers
presented with more regular and rounded contours,
besides morphometric parameters were quite similar
to the control group, suggesting a spontaneous regen-
erative process, though still incomplete.

One factor that may have contributed to the mor-
phological changes over the 70 post-lesion days is the
potential circulatory alterations as a result of the
mechanical compression of the sciatic nerve, which
could possibly lead to circulation disturbances and
subsequent inflammatory responses [27]. It was pre-
viously reported that prolonged and intense compres-
sions may lead to axonal injury, protein exudation,
nerve fibrosis, intraneural edema as well as increased
hydraulic pressure [28], which might have promoted
distortions in myelin sheath contours in our study.

The post-injury time may also play a role in
underlying morphological changes following nerve
lesion. The findings reported by Possamai et al. did
not show great histopathological alterations in prox-
imal stumps after axonotmesis of the sciatic nerve in
rats. However, the longest post-lesion survival time
was 29 days [29], in contrast to our PNL 42 days and
PNL 70 days groups, where most visible changes were
recorded.

Ilha et al. reported similar morphological results
regarding sciatic crush lesion in rats, where proximal
and distal stumps were analyzed after 42 days follow-
ing nerve injury [11]. At the distal portion of the
regenerating sciatic nerve, great signs of degeneration
were observed; whereas, the histological features of
the proximal stump were more discrete when com-
pared to the distal one [11]. Thus, it is important to
consider that proximal and distal stumps develop
responses to injury as previously reported in the
literature [30]. Therefore, the present study focused
on assessing morphological and morphometric
changes in proximal stump of the lesion, where
usually occurs a backward degeneration up to the
first node of Ranvier, followed by the elaboration of
multiple daughter axons [31]. In contrast to the find-
ings of the proximal stump reported by Ilha et al.
[11], our analysis identified that at 42 days post-
injury important alterations in morphology and

morphometry of the nerve were found. Such diver-
gence might be explained by differences in the type of

lesion.

Sciatic nerve morphometric changes after partial
ligation

The analyzed morphometric parameters over the
post-lesion period presented with the same pattern:
a downward trending until the 42" day, followed by
increased values in the 70™ day, though they did not
attain control group means. Such findings suggest
that a nerve degeneration process might proceed
even at 42 days post-lesion, indicating that effective
regenerative mechanisms start afterward. This might
be associated to the fact that following peripheral
nerve lesion, a combination of molecular and cellular
events, collectively designated as Wallerian degenera-
tion, is triggered distally to the injury as well as
within a small reactive portion at the proximal
stump, culminating in axonal degeneration [32].

A cellular outgrowth occurs from proximal nerve
stump, where several axonal sprouts are released
toward the basal lamina tubes from the Schwann
cells of the distal portion to re-establish innervation
[33]. Several agents are involved in nerve degeneration
and subsequent regeneration to modulate these pro-
cesses, e.g. previous studies indicated that apart from
providing support structure to regenerating fibers,
Schwann cells stimulate the release of neurotrophic
factors [34]; Macrophages, besides removing degenera-
tion debris, usually release interleukin-1p (IL-1p),
which triggers the secretion of growth factors [35,36].
Additionally, plastic alterations in central nervous sys-
tem after peripheral nerve injury may activate lower
motor neurons, promoting the increase in neurotro-
phins synthesis [4]. How these factors combined with
further mechanisms work in peripheral nerve injuries
is not well elucidated; especially, regarding the nerve
repair after partial sciatic nerve ligation.

Another possible factor associated to the pattern
investigated in the morphometric analysis is the
reduced viscoelasticity properties of the nerve; thus,
an increased collagenation, endoneural retraction and
rigidity are installed in nerve boundaries [37,38]. This
allows external forces to affect the inner portion of
the nerve [37], leading to a reduced diameter.

A critical finding in this study is related to the
benefits of swimming exercise training on the
changes caused by partial nerve lesion. All morpho-
quantitative parameters indicated regenerated fibers
in PNL trained 35 days group, as compared to seden-
tary animals. Additionally, the differences between
PNL trained 35 days animals and PNL 42 days
group suggest a faster regenerative process in the
animals submitted to swimming exercise [25].



Exercise therapy on nerve regeneration

Conflicting results regarding the potential benefits or
deleterious effects of exercise therapy on nerve regen-
eration have been described. The protocol specifica-
tions, i.e. intensity, duration and modality, as well as
the exercise startpoint after injury were found to be
critical aspects for rehabilitation therapy. The present
study set out 7 days after surgery as the exercise start-
point to ensure a postsurgical recovery time.
Furthermore, at such time, animals exhibited mechan-
ical allodynia and thermal hypersensitivity [21]; thus,
indicating an established neuropathic pain syndrome.

Regarding the intensity of exercise protocols, dis-
tinct exertion levels of exercise may influence nerve-
associated cells, such as macrophages and Schwann
cells [25,39]. Additionally, although endurance exer-
cise triggered beneficial effects after nerve injury,
when combined with resistance training, it might
delay functional recovery of sciatic nerve [11].

Swimming, as a complex endurance exercise, might
participate in the modulation of inflammatory responses
on the injured tissue [25], leading to increased reinner-
vation and axonal sprouting [40]. Our results are in line
with previous studies where endurance training was
largely associated with regeneration after an experimen-
tal traumatic nerve injury [11,25]. A previous study
carried out by our group demonstrated that the same
swimming protocol was capable of normalizing nerve
injury-induced up-regulation of NGF and BDNF in
dorsal root ganglion, which was not only associated to
neuropathic pain reduction [21], but also to a faster
peripheral nerve regeneration [41].

Taken together, our data raised strong evidences
that swimming training played an important role in
nerve regeneration after partial ligation. Moreover,
additional studies are required to investigate further
molecular and systemic events underlying the pre-
sented swimming protocol, and the effect of exercise-
dependent neurotrophic factors on nerve regeneration

Conclusion

In summary, our data evidence that partial sciatic nerve
ligation promotes significant histopathological changes,
which became more visible at 42 post-injury days. At
70 days, nerve repair seemed to occur, though still
incomplete. Most importantly, moderate swimming
training was found to be an important therapeutic
alternative for nerve regeneration, accelerating such
process from a morphoquantitative perspective.
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