RAPHAEL TEIXEIRA ROCHA MELO

EFEITOS DA ATIVIDADE FiSICA, ANTES E APOS A INDUCAO DE ISQUEMIA
CEREBRAL TRANSITORIA, SOBRE O DESEMPENHO MOTOR E A
HISTOMORFOMETRIA DE MUSCULOS DOS MEMBROS
TORACICO E PELVICO DE RATOS

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigcosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Biologia Celular e
Estrutural, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2012



Ficha catalogréafica preparada pela Secao de Catalogacao e
Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T
Melo, Raphael Teixeira Rocha, 1986-

M528e Efeitos da atividade fisica, antes e apds a inducéo de

2012 isquemia cerebral transitoria, sobre o desempenho motor

e a histomorfometria de musculos dos membros toracico e
pélvico de ratos / Raphael Teixeira Rocha Melo. — Vicosa,
MG, 2012.

87f. 1 il.; (algumas color.) ; 29cm.

Orientador: 1zabel Regina dos Santos Costa Maldonado.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 79-87.

1. Isquemia cerebral. 2. Atrofia muscular. 3. Exercicios
fisicos - Aspectos fisiologicos. 4. Musculos esqueléticos -
Histoquimica. 5. Histoquimica. 6. Histologia. I. Universidade
Federal de Vigosa. Departamento de Biologia Geral. Programa
de Pés-Graduacdo em Biologia Celular e Estrutural.

Il. Titulo.

CDD 22. ed. 616.81




RAPHAEL TEIXEIRA ROCHA MELO

EFEITOS DA ATIVIDADE FiSICA, ANTES E APOS A INDUCAO DE ISQUEMIA
CEREBRAL TRANSITORIA, SOBRE O DESEMPENHO MOTOR E A
HISTOMORFOMETRIA DE MUSCULOS DOS MEMBROS
TORACICO E PELVICO DE RATOS

Dissertacéao apresentada a
Universidade Federal de Vigcosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduacdo em Biologia Celular e
Estrutural, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 08 de outubro de 2012

Ricardo Junqueira Del Carlo Sérgio Luis Pinto da Matta

Profa. Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado
(Orientadora)



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por iluminar e guiar meus passos nessa
caminhada, me dando forca e fé para continuar sempre e por permitir que esse
sonho pudesse ser realizado.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Programa de PoOs-Graduacdo em
Biologia Celular pela oportunidade de realizacao deste curso.

A professora e orientadora |zabel Regina dos Santos Costa Maldonado, pelos
grandes ensinamentos, pelo incentivo, pela paciéncia e pelo suporte.

Aos professores e co-orientadores Sérgio Luis Pinto da Matta e Ricardo
Junqueira Del Carlo pela receptividade, pelos valiosos ensinamentos e por terem
aceitado esse convite.

A Laila Cristina Moreira Damazio, pois sem ela este trabalho ndo teria
acontecido.

A equipe do Bloco Cirtrgico de Pequenos Animais do Hospital Veterinario.

As pessoas que auxiliaram em boa parte das etapas da realizacdo deste
trabalho, em especial a Maira, ao Pablo, ao Joel, ao Rémulo, a Barbara, ao Luis, a
Vanessa, ao Eduardo, a Marli e a Carmem. Muito obrigado!

Ao professor Anténio José Natali, por gentiimente disponibilizar seu
laboratorio para a realizacéo deste trabalho, bem como por todo apoio.

Ao laboratorio de Biologia Estrutural, em especial ao Mateus e ao Kenner pelo
companheirismo e disponibilidade em sempre ajudar.

Aos meus pais Isaias e Maria do Carmo, e ao meu irmado Junior pelo amor
incondicional e por me fazerem lembrar sempre das minhas origens.

A Taynara por todo seu amor, respeito, por sempre me apoiar, me incentivar a
ir além, por toda paciéncia, compreensao, companheirismo e ensinamentos de vida!
Sempre serei grato por tudo!

Enfim, a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste

trabalho e para a realizacdo deste sonho... Muito Obrigado!



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Planejamento do experimento |, destacando-se o0s principais
Procedimentos rEAlIZAUOS. ........uuuiiiiiiiiei it 23
Figura 2 — Planejamento do experimento IlI, destacando-se 0s principais
Procedimentos rEAlIZAUOS. ........uuuiiiiiiiiiii et 23
Figura 3 — Representacdo esquematica do processo de ocluséo transitoria da

Figura 4 — Fio de ocluséo, utilizado na indugéo da isquemia cerebral, feito de
nylon 5-0, com diametro de 0,12mm, comprimento de 30 mm e recoberto por

silicone em sua extremMidade. .........cc.uueiiiiiiiiiiiie e 25
Figura 5 — Rato durante realizagdo do teste passo em falso............cccoeevccvvivnennnen. 26
Figura 6 — Rato durante realizagao do teste das barras paralelas.......................... 27
Figura 7 — Seccéo histologica da regido superficial do biceps braquial de um rato
do grupo controle sedentério (CS) apds reacdo com a SDH.........ccccoeeeevieieenennn... 31
Figura 8 — Imagem da gradicula gerada no programa Image Pro Plus e aplicada
sobre imagem microscépica do masculo tibial anterior, em corte transversal......... 32
Figura 9 — Graficos mostrando 0 peso dOS aniMalS. ............covuurrvriirrieiirieeeeeeennanans 33
Figura 10 — Erros (valores médios) cometidos pelos animais antes (a,b) e apos
(c,d) os procedimentos cirirgicos e antes da eutanasia (€,f).........ccccceeveiiiiininnenn 34
Figura 11 - Fibras musculares de animais controle sedentérios (a,c,e) e animais
isquemiados sedentarios (b,d,f), em corte transversal, apds reacéo da SDH......... 38
Figura 12 - Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no biceps
DPAGUIALL ... 39
Figura 13 - Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no
57 1 = o PSPPSR 40
Figura 14 — Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no tibial
=1 (= o ) PSP 41
Figura 15 — Area de seccéo transversal de fibras na regido superficial do biceps
(0] 7= 1o [ 1] - 1 43
Figura 16 — Area de seccéo transversal de fibras na regido profunda do biceps
0] = 1o [ 1] 1 43
Figura 17 - Area de seccdo transversal de fibras no
K]0 ] [T J PP PPPPRP 44
Figura 18 — Area de seccio transversal de fibras na regido superficial do tibial
=L g1 =] [ | RSO TT PO 45
Figura 19 — Area de seccéo transversal de fibras na regido profunda do tibial
L0 =] [ PP PPPTPPPPPPRP 46

Figura 20 — Fibras musculares, em corte transversal, de animais controle (a,b,c)
e isquemiados (d,e,f) sedentéarios. a,d — biceps braquial; b,e — séleo; c,f — tibial

=L (= o ] PR SR 48
Figura 21 — Frequéncia dos componentes do musculo biceps braquial................. 49
Figura 22 — Frequéncia dos componentes do mUsculo SOI€0............ccccvveeeeeennnnee 51
Figura 23 — Frequéncia dos componentes do musculo tibial anterior..................... 53
Figura 24 — Masculo séleo de animais isquemiados sedentarios.............ccccceeeeennee 55
Figura 25 — Musculo séleo de um animal do grupo isquemiado sedentario (Sl)

com uma fibra muscular alterada N0 CENTIO............uuuiiiiiiiiiiiiiieee e 56
Figura 26 - Masculo so6leo de animais isquemiados sedentarios...........ccccccvveeeeenn.. 57

Figura 27 — PeS0 dOS @NiMAS.........uuuieiiiiiiiieeeeeees ittt ee e e e e e e e eeeen e 59



Figura 28 — Numero de erros cometidos pelos animais depois dos

procedimentos cirlrgicos e ao final do experimento.............ccccccvviiiiiiiieeeeeee e 60
Figura 29 — Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no biceps braquial......................... 62
Figura 30 — Frequéncia de fibras tipo | e tipo 1l N0 SOle0...........ccccovviiiiiiiiiiiii. 63
Figura 31 — Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no tibial anterior..............c..c..oo.... 64
Figura 32 — Area de secc¢ao transversal de fibras na regido superficial do biceps

0] = [o [ 1] = 1 65
Figura 33 — Area de seccéo transversal de fibras na regido profunda do biceps

0] = o [ 1] = 1R 65
Figura 34 — Area de seccdo transversal de fibras no s6leo...........cccccovevvevevenenne.. 66
Figura 35 — Area de seccfo transversal de fibras na regi&o superficial do tibial

=T (= o ] PPN 68
Figura 36 — Area de seccio transversal de fibras na regiio profunda do tibial

=T (= o PP 68
Figura 37 - Fibras musculares, em corte transversal, de animais controle (a,b,c)

e isquemiados (d,e,f) SEAENTANIOS. ......c.oiiiiiiiie e 70
Figura 38 - Frequéncia dos componentes do biceps braquial...........cccccccceeeiiiinnnn 71
Figura 39 - Frequéncia dos componentes do SOIEO0...........cceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 73

Figura 40 - Frequéncia dos componentes do tibial anterior............ccccccceeviiiiiinnennn. 75



RESUMO

MELO, Raphael Teixeira Rocha, M. Sc, Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2012. Efeitos da atividade fisica, antes e ap0s a inducado de isquemia cerebral
transitéria, sobre o desempenho motor e a histomorfometria de masculos dos
membros toracico e pélvico de ratos. Orientadora: lzabel Regina dos Santos
Costa Maldonado. Co-orientadores: Clovis Andrade Neves e Antonio José Natali.

A isquemia cerebral é a reducéo do fluxo sanguineo no cérebro, que provoca hipoxia
e consequente lesdo neuronal. E a causa do tipo mais frequente de acidente
vascular encefalico, distarbio que pode levar a morte, ou entdo determinar varias
sequelas, principalmente prejuizo motor dos membros, toracico e pélvico,
contralaterais ao hemisfério cerebral lesionado. Embora, a atividade fisica seja uma
alternativa preventiva e terapéutica para diversas enfermidades cerebrovasculares,
ainda existem poucas informacfes com relacdo aos efeitos do exercicio sobre
musculos esqueléticos e o desempenho motor de animais com isquemia cerebral.
Neste trabalho, foram realizados testes de avaliagdo motora (passo em falso e
barras paralelas), além da histomorfometria dos musculos biceps braquial, séleo e
tibial anterior de ratos submetidos ao exercicio fisico em esteira, antes e apds a
inducéo da isquemia cerebral pela oclusdo da artéria cerebral média (OACM). Foram
utilizados 36 ratos Wistar distribuidos em seis grupos: CS: animais controle
sedentarios (n=6) que foram submetidos a falsa cirurgia (operacdo na qual nao
ocorreu a OACM); CEA: animais controle exercitados antes da falsa cirurgia (n=6);
CED: animais controle exercitados apdés a falsa cirurgia (n=6); IS: animais
isquemiados sedentarios (n=6), IEA: animais exercitados antes da inducdo da
isquemia (n=6) e IED: animais isquemiados exercitados apés a inducdo da isquemia
(n=6). O exercicio fisico consistiu no treinamento em esteira durante seis semanas,
30 minutos/dia (cinco dias/semana) a uma velocidade de 14 m/min para 0s grupos
CEA e IEA, e de 8m/min para os grupos CED e IED. Realizou-se a histomorfometria
dos musculos esqueléticos, determinando-se a frequéncia e a area de fibras
musculares do tipo | e Il, bem como a densidade de fibras musculares com
alteracdes citologicas e de componentes do intersticio muscular. Os animais
isquemiados sedentarios apresentaram pior desempenho nos testes funcionais.
Ratos submetidos ao exercicio, ap0s a isquemia, apresentaram recuperacao
significativa do desempenho motor. Houve aumento na frequéncia de fibras | no
musculo soéleo, tanto nos animais isquemiados sedentarios, quanto nos animais
exercitados antes e apds a cirurgia de OACM. Ocorreu atrofia de fibras | no biceps
braquial e no tibial anterior, e do tipo | e Il no séleo dos animais isquemiados
sedentarios, sendo que nos animais treinados apos a isquemia, 0 exercicio atenuou
a atrofia muscular. O exercicio fisico, além de promover melhoria no desempenho
motor de animais isquemiados, atenua a atrofia muscular causada pela isquemia
cerebral e pode estimular a angiogénese no musculo esquelético.



ABSTRACT

MELO, Raphael Teixeira Rocha, M. Sc, Universidade Federal de Vigosa, october of
2012. Effects of physical activity, before and after induction of transient
cerebral ischemia, on motor performance and histomorphometry of thoracic
and pelvic muscle of rats. Adviser: lzabel Regina dos Santos Costa Maldonado.
Co-Advisers: Clovis Andrade Neves and Antonio José Natali.

Cerebral ischemia is a reduction of blood flow in the brain, which causes hypoxia and
consequent neuronal damage. It is the cause of the most common type of stroke, a
disorder that can lead to death, or determine several sequels, mainly motor
impairment of thoracic and pelvic members, in the contralateral hemisphere to the
injured. Although physical activity is an preventive alternative and treatment for
various cerebrovascular diseases, there is little information regarding the effects of
exercise on skeletal muscle and motor performance of animals with cerebral
ischemia. In this study, tests were performed for motor evaluation (foot fault test and
parallel bars test), besides the histomorphometry of the biceps brachii, soleus and
anterior tibial muscles of rats subjected to physical exercise on a treadmill before and
after induction of cerebral ischemia by middle cerebral artery oclusion (MCAQO). 36
Wistar rats were divided into six groups: CS: sedentary control animals (n = 6) who
underwent a fake surgery (there were no MCAO); CEA: control animals exercised
before the fake surgery (n = 6) ; CED: control animals trained after the fake surgery
(n = 6); IS: sedentary ischemic animals (n = 6), IEA: exercised animals before
induction of ischemia (n = 6) and IED: ischemic animals trained after induction of
ischemia (n = 6). The exercise treadmill training consisted of six weeks, 30
minutes/day (five days/week) at a speed of 14 m/min for CEA and IEA groups, and
8m/min for CED and IED groups. Histomorphometry of skeletal muscles was
performed, determining the frequency and area of muscle fibers type | and Il as well
as the density of muscle fibers with cytological alterations and component of
interstitial of muscles. The sedentary-ischemic animals showed poorer performance
on functional tests. Rats submitted to exercise after ischemia, showed significant
recovery of motor performance. There was an increase in the frequency of type |
fibers in the soleus muscle, both in sedentary-ischemic animals, as in the exercised
animals before and after MCAO surgery. Type | fiber atrophy occurred in the biceps
and anterior tibial muscles, and type | and Il in the soleus of sedentary-ischemic
animals, whereas in animals trained after ischemia, exercise attenuated muscle
atrophy. Exercise promotes improvement in motor performance of ischemic animals,
attenuates muscle atrophy caused by cerebral ischemia and can stimulate
angiogenesis in skeletal muscle.
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1) INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico (AVE) ou cerebral (AVC) é um disturbio
neurolégico pertencente ao grupo de doengas cerebrovasculares. Atualmente, o
AVC é a principal causa de incapacidade em adultos, e a segunda causa de
mortalidade no mundo (Nudo & Nelson, 2003; Garber, 2007; Zheng et. al., 2011). No
Brasil, sdo registrados 90 mil casos por ano (Leite et. al., 2009; Otero et. al., 2009),
com perspectiva de que a incidéncia de AVC se torne ainda maior na préxima
década. A prevaléncia de doencas cerebrovasculares, principalmente nos paises do
mundo ocidental, est4 relacionada a varios fatores de risco, destacando-se, a
hipertensdo arterial, fibrilacdo atrial, os distarbios metabdlicos (diabetes,
dislipidemias), a inatividade fisica e a obesidade (Oliveira, 2001).

Dependendo do fator desencadeante, isquemia ou hemorragia, os acidentes
vasculares cerebrais (AVCs) sdo classificados respectivamente em isquémicos e
hemorragicos. Os isquémicos correspondem a mais de 80% dos AVCs e ocorrem
por obstrucdo das principais artérias que levam sangue ao cérebro. Esta obstrucao
pode ser decorrente da formacdo de um trombo ou entdo de um émbolo.
Considerando-se que o cérebro € um Orgdo com elevada taxa metabdlica e
dependente de continuo fornecimento de oxigénio e glicose através do sangue, a
reducdo severa ou completa do fluxo sanguineo (isquemia) acaba por promover
deficiéncias funcionais e bioguimicas instantaneas nos neurdnios (Hossmann, 1998).
Os AVCs hemorragicos ocorrem por ruptura de uma artéria, causando sangramento
intracraniano, e dai, a designagcao popular “derrame cerebral’, utilizada
genericamente para denominar qualquer tipo de AVC (Oliveira, 2001). No AVC
hemorragico, a hemorragia pode ser intracerebral, quando ocorre dentro do cérebro,
ou subaracnédidea, quando a hemorragia acontece entre a meninge aracnoide e o
encéfalo. O AVC hemorragico pode ser clinicamente devastador quando afeta
grandes porcdes do cérebro e se estende ao sistema ventricular (Kumar et. al.,
2008).

Os sintomas e os sinais apresentados pelo paciente com AVC dependem,
basicamente, se 0 mesmo € do tipo isquémico ou hemorragico e da artéria
comprometida. Geralmente, no AVC isquémico, o vaso sanguineo comprometido é a

artéria cerebral média (Winstein et al., 1999) ou um de seus ramos (Astrup et. al.,



1981; Brown, 2002; Garber, 2007). A artéria cerebral média (ACM) irriga
primariamente a regido lateral posterior do cértex frontal e a regido lateral anterior
dos coértices parietal, motor e sensorial primarios. A ACM origina ramos profundos
que irrigam estruturas subcorticais, tais como nucleos da base e capsula interna
(Paxinos, 1995, Winstein et. al, 1999). Os nlcleos da base se conectam
reciprocamente com o sistema motor cortical, enquanto a capsula interna € uma
area de substancia branca que contém a maioria das fibras que entram ou saem do
cortex cerebral. As fibras que se dirigem ao cértex vém do talamo, e as fibras
originadas no coértex, bem como no tronco encefélico, formam os tratos ou vias
descendentes (dentre eles, o trato corticoespinhal), que tém como objetivo comum a
modulacdo da atividade dos neurénios na medula espinhal, através das seguintes
fungdes: controle descendente das aferéncias sensoriais; excitagao direta e indireta
de motoneurdnios; inibicdo de motoneurdnios; controle autonémico; plasticidade de
longa duracéo de circuitos espinhais e funcdes tréficas ao longo do desenvolvimento
(Lemon & Griffiths, 2005).

No encéfalo, o tecido nervoso submetido a isquemia passa por uma série de
eventos complexos e intrincados, os quais conjuntamente podem ser denominados
de “cascata isquémica”. Minutos apds a oclusao vascular, ocorre despolarizagao
neuronal, excessiva liberacdo seguida de falha na recaptacdo do neurotransmissor
glutamato, aumento do nivel intracelular de célcio, producéo excessiva de espécies
reativas de oxigénio, deplecdo dos niveis de enzimas antioxidantes, producdo de
acido araquidbnico e mediadores inflamatorios, além da ativacdo de segundos-
mensageiros envolvidos na sinalizagdo da morte neuronal. O infarto cerebral
designa exatamente a area de morte neuronal desencadeada pela isquemia. Os
neurdnios lesionados no centro da area de infarto ndo se regeneram e produzem
déficits neurolégicos muitas vezes graves e permanentes (White et. al.,, 2000;
Danbolt, 2001; Rahme et. al., 2011).

Os sinais clinicos apés um AVC isquémico podem incluir deficiéncias do
sistema motor, do sistema sensorial, dificuldades cognitivas, alteragcbes emocionais
e dificuldades perceptuais. Dentre 0s prejuizos motores decorrentes estao: fraqueza
muscular; atrofia muscular; hemiparesia, que consiste na paralisia dos musculos no
lado do corpo contralateral a area da leséo cerebral; falta de coordenacdo motora e

hipertonia espastica do membro superior e inferior contralaterais a lesédo. Estes
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prejuizos motores sdo resultantes da degeneracdo de fibras nervosas do trato
corticospinhal (Brandstater, 2002), em funcéo de lesbes que podem ter ocorrido no
cortex cerebral, capsula interna, e tronco cerebral.

McComas et. al. (1973) propuseram a hipotese da degeneracdo trans-
sinptica, na qual a lesdo das fibras do trato corticospinhal, apés infarto cerebral,
causariam mudancas trans-sinapticas que influenciariam o funcionamento dos
motoneurdnios. Essa hipotese tem sido reforcada por estudos que demonstraram a
reducéo do numero de unidades motoras funcionais, além de indicios de rearranjo
dessas unidades nos musculos de membros paréticos de humanos, apés isquemia
cerebral (Dietz et al., 1986; Datolla et al., 1993; Arasaki et al., 2006).

Contudo, estudos histopatolégicos da medula espinhal de pacientes, apds
isquemia cerebral, ndo tém revelado diferenca significativa no nimero de neurdnios
localizados nos cornos anteriores, mas a area destes neurdnios € menor no lado
comprometido. Segundo Arasaki et. al. (2006), os motoneurdnios, apesar de
funcionalmente inibidos, sobrevivem apds AVE isquémico. Esta € uma das
constatacOes que reforca a utilizacdo de estratégias de reabilitacdo, dentre elas, a
atividade fisica, no tratamento de pacientes apds isquemia cerebral.

Considera-se que a forga muscular esta na dependéncia do numero de
unidades motoras ativadas e na frequéncia de disparo dessas unidades. Cada
unidade é formada por um motoneurénio alfa e fibras musculares que sdo inervadas
por ele. As fibras musculares, numa Unica unidade motora, apresentam o mesmo
padrdo histoquimico e funcional. Assim, as unidades motoras podem ser
classificadas de acordo com a resisténcia a fadiga e a velocidade de contracdo. As
unidades de contracdo rapida sdo compostas de fibras musculares do tipo I,
relativamente pouco resistentes a fadiga, enquanto as unidades de contracdo lenta
sao formadas por fibras musculares do tipo | (fadigo-resistentes). Musculos ligados
ao reflexo de fuga, corridas de alta velocidade em distancias curtas (por exemplo:
gastrocnémio, biceps braquial) sGo compostos predominantes por unidades motoras
de contracdo rapida, ou seja, formadas por fibras musculares do tipo Il. Por outro
lado, musculos que possuem unidades de contracao lenta, com fibras musculares do
tipo |, sdo aqueles referidos como antigravitacionais (posturais), como é o caso do
séleo (Bear et. al., 2008)
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1.1) Modelo de ocluséo da artéria cerebral media

Desde a década de 70, modelos animais para estudo da isquemia cerebral
foram desenvolvidos com o objetivo de identificar os mecanismos que causam
danos nos tecidos e proporcionar a base para o desenvolvimento, em nivel pré-
clinico, de novas terapias para o AVE. Atualmente, modelos confidveis de animais
para o estudos da isquemia cerebral estdo disponiveis em uma variedade de
espécies, incluindo primatas, porcos, ovelhas, caes, gatos, coelhos, ratos e
camundongos. Em estudos de isquemia cerebral, os ratos tém sido os animais mais
comumente utilizados devido ao seu tamanho, o que permite facil monitoramento
das variaveis fisioldgicas e manipulacéo de estruturas vasculares (Bacigallupi et. al.,
2010B; Howells et. al., 2010; Liu & McCullough, 2010).

Existem dois tipos de isquemia cerebral: isquemia focal e isquemia global. A
isquemia focal é caracterizada por uma reducdo do fluxo sanguineo em uma
determinada regido do cérebro e a isquemia global por uma reducdo do fluxo
sanguineo que afeta todo o cérebro. Na isquemia cerebral focal, uma artéria ou veia
é ocluida mecanicamente ou por tromboembolismo cerebral (Bacigallupi & Hermann,
2008).

As isquemias oriundas da oclusdo de um vaso cerebral podem ser produzidas
por meio das seguintes técnicas: processos mecanicos de oclusdo da artéria
cerebral média (ACM) ou oclusédo trombdética (injecdo de coagulos sanguineos ou
trombina na ACM ou por foto-trombose). A oclusdo mecéanica da ACM é mais
utilizada por reproduzir melhor a forma mais prevalente de AVE, correspondendo a
aproximadamente 80% das isquemias em humanos (Donnan et. al., 2008). Os sinais
clinicos comumente observados ap0s oclusdo da ACM sao: prejuizos na funcéo
motora e sensorial no lado contralateral ao hemisfério envolvido, déficits visuais,
afasia de expressao e de compreenséo e apraxia (Winstein et. al., 1999; Biernaskie
& Corbett, 2001; Ding et. al., 2002). Injarias cerebrais que envolvem a area da ACM
e atingem o cortex pré-motor induzem grave perda de mobilidade em humanos
(Miyai et. al., 1999).

Modelos de oclusdo da ACM, além de serem os mais utilizados em estudos
de lesado isquémica (Papadopoulos et. al., 2009) e para testes da eficicia de drogas

neuroprotetoras (Reglodi et. al., 2003), sdo também os mais relevantes clinicamente
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(Hossmann, 1998). Nesse modelo faz-se a oclusdo mecénica direta da ACM, na
maioria das vezes utilizando-se um fio de nylon revestido com silicone em sua
extremidade (Howells et. al., 2010). A insercdo deste fio geralmente ocorre no limen
da artéria cardtida interna (ACI), avancando pelo poligono de Willis para ocluir a
ACM em sua origem. A gravidade da leséo isquémica pode ser modulada através do
tempo de permanéncia do fio de oclusdo no limen da ACM. Para os modelos de
ocluséo transitoria da ACM, o fio de oclusdo permanece por um periodo de 30-120
minutos na ACM até ser retirado para permitir a reperfusdo do tecido (Bacigallupi et.
al., 2010B). O tempo de isquemia tolerado pelo cérebro depende, dentre outros
fatores, do tipo de oclusdo da artéria (parcial ou completa), do status energético do
cérebro, da velocidade de consumo de energia, da temperatura, do grau de
atividade funcional e da auséncia ou presenca de anestésicos e outras drogas
(Hossmann, 1998). Em ratos anestesiados, a oclusdo da ACM por 60 minutos foi
suficiente para que 100% dos animais apresentassem infarto cortical enquanto que o
tamanho do infarto aumentou progressivamente com o aumento do tempo de
oclusdo (Memezawa et. al., 1992). No caso da oclusdo permanente da ACM o fio de
ocluséo ndo é removido e ndo ocorre a reperfusao do tecido (Hermann et. al., 2001;
Bacigallupi et. al., 2010B).

Como permite a sobrevivéncia do animal por longos periodos, esse modelo
de ocluséo transitoria da ACM é utilizado em varios tipos de estudos, inclusive para
investigar a eficacia de determinados testes em detectar melhoras funcionais (Riek-
Burchardt et. al., 2004), o efeito do treinamento na recuperacéo de fun¢cées motoras
(Bland et. al., 2001; Ding et al., 2004A), aprendizado motor apds lesdo (Winstein et.
al., 1999; Ding et. al.,, 2002), efeito neuroprotetor e de reabilitacio motora do
exercicio antes e apoés isquemia (Lee et. al., 2003; Ding et. al., 2004B).

Este modelo oferece ainda uma abordagem cirdrgica relativamente simples,
com bom indice de sucesso e menos traumatica em relacdo aos modelos de
craniotomia (modelos de Tamura). A cirurgia sem craniotomia nao altera a pressao
intracraniana, sendo considerada uma técnica simples e pouco invasiva (Longa et.
al., 1989; Memezawa et. al., 1992). Além disso, é capaz de produzir a ocluséo focal
de uma artéria cerebral grande tal qual ocorre nos AVEs em humanos. A principal
desvantagem do modelo € que, apesar do controle do tempo de ocluséo, o tamanho

da lesdo isquémica ndo pode ser rigorosamente controlado (Hata et. al., 2000;
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Carmichael, 2005), uma vez que esta diretamente ligada a experiéncia e habilidade
manual do cirurgido e também as caracteristicas anatbmicas de cada animal.
Diferencas anatdmicas interespecificas e intraespecificas devem ser levadas em
consideragcao para se evitar variacoes, e obter-se o resultado esperado (Howells et.
al., 2010).

A oclusdo da ACM leva ao comprometimento do lado esquerdo do encéfalo
gue acometera o lado direito do corpo, pois o trato cortico-espinhal cruza na
decussacdo das piramides e sendo responsavel pela motricidade voluntaria,
causando a hemiparesia ou hemiplegia. Os sinais e sintomas dependerdo da area
do cérebro atingida, levando a paresia ou paralisia em membros toracicos, pélvicos,
tronco e cabeca. Ocorrera a hipo ou hipertonia, hipo ou hiperreflexia, alteracdes da
marcha, perda ou diminuicdo da fun¢cdo com alteragdo dos movimentos involuntarios

e voluntarios, e diminuicao do equilibrio (Salmela et. al., 2000, lwabe et. al., 2008).

1.2) Testes funcionais para avaliagdo do desempenho motor

Muitos estudos experimentais tém identificado potenciais tratamentos para o
AVE isquémico, porém até agora poucos tém sido, de fato, traduzidos em um
tratamento clinico eficaz (Lakhan et. al., 2009, Encarnacion et. al., 2011). O baixo
aproveitamento destas descobertas deve-se, em parte, a falta de avaliacdes de
rotina que possam prever o comportamento patolégico em longo prazo.

Sdo inimeros os testes funcionais para avaliacdo de déficits motores e
sensoriais em ratos submetidos a oclusédo transitoria e permanente da ACM. Esses
testes avaliam o desempenho do animal em varios aspectos, tais como: alteracdes
posturais, distirbios de marcha, atividade exploratoria espontanea, disfuncdes
sensoriais e motoras (Zhang et. al., 2000; Hunter et. al., 2000; Zausinger et. al.,
2000; Modo et. al.,, 2000; Encarnacion et. al., 2011). Para avaliar a atividade
exploratoria espontanea, o teste de campo aberto € muito utilizado e bem descrito
na literatura (Lyden et. al.,, 1997; Farrell et. al., 2001). Para avaliacdo do
desempenho motor do animal, os testes do passo em falso e das barras paralelas
sdo muito utilizados. Enquanto o teste do passo em falso avalia a coordenacao
motora das patas anteriores, o teste das barras paralelas mensura a habilidade das

patas posteriores. Esses dois testes sdo bem descritos com parametros bem
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definidos para a classificacdo do comprometimento motor do animal e apresentam
grande reprodutividade de resultados entre os avaliadores (Modo et. al., 2000; Ding
et. al., 2002; Ding et. al., 2004a; Encarnacion et. al., 2011).

1.3) Efeitos da isquemia cerebral sobre o musculo estriado esquelético

Nos mamiferos, os musculos estriados esqueléticos sdo formados de células
multinucleadas, denominadas miofibras ou fibras musculares estriadas. Durante o
desenvolvimento, principalmente no periodo embrionario, as miofibras sao formadas
a partir da fusdo de células musculares progenitoras mononucleadas, algumas das
guais permanecem associadas as miofibras adultas como células satélites, um tipo
especifico de célula tronco. Miofibras diferenciadas representam um tipo celular com
elevada plasticidade, que pode sofrer alteragdes no tamanho (atrofia / hipertrofia) ou
no padrao bioquimico. As fibras musculares também podem reparar os danos locais
por meio de estruturas intracelulares especificas. Por exemplo, disrupcdes focais na
membrana plasmatica induzidas pelas contragcdes musculares, podem ser reparadas
pela fusdo de vesiculas subsarcolemais a membrana plasméatica. Nucleos das
miofibras podem desaparecer devido a apoptose focal, fendmeno ocasionalmente
vista nos musculos atroficos. Pode ocorrer também aumento no nimero de nucleos
por incorporacao de células satélites ativadas.

No entanto, nas lesbes traumaticas e miopatias, pode ocorrer necrose de
miofibras inteiras ou de alguns de seus segmentos. Nestes casos, ocorre uma
resposta inflamatéria, seguida de ativacdo de células satélites, que sofrem
proliferacdo, diferenciacdo e fusdo ao segmento danificado da fibra (Charge &
Rudnicki, 2004).

Nos mamiferos, o musculo esquelético € um mosaico de diferentes tipos de
fibras musculares com diversas propriedades estruturais e capacidades funcionais.
As fibras musculares tém sido tradicionalmente classificadas por reacdes
histoquimicas miofibrilares, immunoblot, e/ou andlises de imunofluorescéncia das
isoformas da cadeia pesada de miosina (MHC). Com base nestes parametros, 0s
roedores apresentam fibras tipo I, lla, Ild/x, e llb, enquanto que seres humanos

apresentam trés tipos de fibra (I, lla, e lld/x) (Yan et. al., 2011). De forma geral,
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varios estudos tém adotado apenas a classificacdo proposta por Brooke & Kaiser
(1970), envolvendo fibras do Tipo | e Il.

As fibras Tipo | (também chamadas de vermelhas) apresentam menor
atividade da mATPase, menor velocidade de degradacdo de ATP e sao utilizadas
em exercicios que exijam contracao lenta. Sao resistentes a fadiga e importantes na
realizacao de atividades de longa duragcdo, como maratonas e ciclismo. Essas fibras
possuem maiores concentracfes de oxigénio e mioglobina, elevado numero de
mitocondrias e enzimas responsaveis pela oxidacéo de acidos graxos, além de baixa
velocidade de conducéo de estimulo nervoso, devido ao reduzido nimero de placas
mioneurais (Rossi &Tirapegui, 1999).

As fibras tipo Il (também chamadas de brancas) apresentam maior atividade
da enzima mATPase do que as do tipo | e maior velocidade de degradacao de ATP.
S&o mais utilizadas durante o metabolismo anaerdbio, funcionalmente em atividades
de saida rapida (explosao), parada brusca e em exercicios intensos até a exaustao.
Sdo menos resistentes a fadiga e apresentam reduzidas concentracfes de
mioglobina e mitocéndrias, porém apresentam numerosas placas mioneurais e alta
velocidade de conducdo de estimulo quando comparadas as fibras tipo | (Green,
2000).

Embora a maioria dos musculos contenha uma combinacéo igual de fibras
lentas e réapidas, alguns musculos sdo compostos predominantemente por
determinados tipos de fibras em detrimento dos demais. Em ratos, por exemplo, no
biceps braquial, em sua regido profunda, ha predominio de fibras tipo I, enquanto na
sua regido superficial ha predominio de fibras tipo Il (Fuente et. al., 1998). No soleo
ocorre predominio de fibras tipo | (Laughlin, 1984). No tibial anterior, em sua regiao
profunda, ha um predominio de fibras tipo | e na sua regido superficial um
predominio de fibras tipo Il (Pullen, 1977).

Apoés AVE, a atrofia de muasculos esqueléticos é associada a uma reduzida
capacidade funcional nos pacientes acometidos (Sharp & Brouwer, 1997; Li et. al.,
2011). Scelci et. al. (1984) ressaltaram que a atrofia muscular parética, associada a
lesdo cerebral aguda, é caracterizada pela variabilidade no diametro das fibras
musculares, internalizagdo de nucleos e presengca de infiltrado inflamatoério
perivascular. De acordo com Hamill et. al. (1998), o musculo atrofiado € incapaz de

gerar muita tensdo contratil. A fraqueza muscular reflete a incapacidade de gerar
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forca pela diminuicdo da ativacdo das unidades motoras ou das mudangas
fisiologicas do musculo parético. Potempa et. al. (1996) ressaltam que a isquemia
cerebral e a hemiparesia produzem alteracgdes fisiologicas nas fibras musculares que
sdo semelhantes aquelas que ocorrem devido ao desuso prolongado.

A atrofia muscular é caracterizada pela diminuicdo na massa muscular, na
area de seccdo transversal da fibra e também no conteddo proteico miofibrilar
(McKinnell & Rudnicki, 2004). Os estudos em animais fornecem evidéncias de
reducdo do peso muscular tanto no lado afetado (contralateral a lesdo cerebral)
guanto no lado néo afetado durante o periodo de 7 dias apés a lesao isquémica (An
et. al.,, 2000; Choe et. al., 2004). Hafer-Macko et. al. (2005) demonstraram que a
expressao do fator de necrose tumoral a (TNF- a) é aumentada no musculo
esquelético de individuos isquemiados, contribuindo para a atrofia muscular através
da inibicdo da sintese proteica e da regulacao transcricional da expressao de genes
das miofibrilas, pela intensificacdo da degradacdo proteica por proteinases
ubiquitinadas e, também, pela morte celular por apoptose.

Macko et. al. (1997) observaram que muasculos paréticos ativam fibras
glicoliticas tipo Il para que a contragdo se inicie, enquanto 0s muasculos nao
paréticos recrutam principalmente as fibras tipo I. Eventualmente essa mudanga nos
padrées de recrutamento resulta em uma propor¢ao reduzida de fibras tipo |, menor
capacidade em termos de metabolismo oxidativo e diminuicdo da endurance dos
exercicios. Analises histoquimicas de fibras musculares de pacientes com isquemia
cerebral indicaram tanto atrofia de fibras musculares tipo Il (Dietz et. al., 1986)
quanto das fibras tipo | e tipo Il (Hachisuka et. al., 1997) dos membros
hemiparéticos. Ryan et. al. (2002) encontraram, além da atrofia muscular nos
membros hemiparéticos, grande acumulo de gordura no intersticio muscular, outro

fator que pode estar relacionado a deficiéncia funcional do musculo.

1.4) Efeitos da atividade fisica em individuos isquémicos

Desde a antiguidade, o exercicio regular tem sido conhecido como benéfico
por incluir melhoras no desempenho e longevidade. Mais recentemente, tem sido
demonstrado que o exercicio exerce efeitos significativos sobre um ndamero

crescente de afeccbes em humanos, incluindo doencas cardiovasculares,
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cerebrovasculares, obesidade e diabetes. Uma vez que estas doencas cronicas, ou
sdo causas diretas ou riscos importantes para a mortalidade, o exercicio regular
deve tornar-se uma estratégia fundamental no combate a estas doencas. Embora o
exercicio fisico inevitavelmente afete todos os 0rgdos no corpo, 0S principais
impactos sado vistos principalmente nas adapta¢cées do musculo esquelético (Yan et.
al., 2011). Portanto, a melhor compreensdo dos mecanismos moleculares e
estruturais relacionados a adaptacédo do musculo esquelético induzida pela atividade
fisica fornecera informacdes valiosas para a utilizacdo de exercicios e planejamento
de intervencdes terapéuticas para muitas doencas que afetam pessoas.

Individuos hemiparéticos tém se beneficiado com um programa de
fortalecimento muscular melhorando seu desempenho (Zheng et. al., 2011). Estudos
gue analisaram 0s grupos musculares mais potentes da marcha evidenciaram
beneficios principalmente na fase de impulsdo da marcha (Teixeira-Salmela et. al.,
2005). O aumento da forca por meio de programa de fortalecimento nos membros
pélvicos paréticos esta associado com a melhora da velocidade e cadéncia,
execucao de tarefas funcionais como caminhar, sentar, levantar, subir e descer
escadas, além do aumento do equilibrio durante a fase de apoio sem, no entanto,
haver aumento da espasticidade (Brown e Kautz, 1998). Potempa et. al. (1996)
relataram que em pacientes com AVE, o treinamento fisico aerdbico pode melhorar
o recrutamento de unidades motoras, reduzindo a atrofia por desuso. Engardt et. al.
(1995) demonstraram que o exercicio fisico estd associado a reducdo da atrofia
muscular, e melhora significativa nas fungées motoras tais como movimentos de
extensao e flexdo do joelho e de toda a musculatura afetada.

Choe & Shin (1999) demonstraram que o exercicio de baixa intensidade em
esteira atenua a reducdo da massa muscular e, também, do conteddo proteico
miofibrilar dos musculos séleo, plantar e gastrocnémio de ratos. An et. al. (2000)
realizaram a oclusdo da artéria cerebral média em ratos e observaram que o
exercicio fisico, apés o 6° dia pds-operatorio, tem efeito benéfico e preventivo a
perda de massa muscular, tanto na musculatura afetada quanto na ndo afetada.
Choe et. al. (2006) observaram que o exercicio fisico de baixa intensidade durante 8
dias apods a inducdo da isquemia por oclusdo da artéria cerebral média confere um

carater preventivo a atrofia muscular, sendo que o peso muscular, a area das fibras
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do tipo | e tipo Il em corte transversal e o conteudo proteico miofibrilar dos musculos
séleo, gastrocnémio e plantar aumentaram.

Além dos efeitos na musculatura, diversos estudos tém demonstrado o efeito
benéfico do exercicio fisico como um mecanismo de neuroprotecdo. A atividade
fisica contribui ainda para a diminuicdo de fatores de risco de AVESs, tais como peso
corporal, pressao sanguinea e niveis de colesterol (Zhang et. al., 2010).

Neste trabalho foram avaliados os efeitos do exercicio fisico em ratos,
realizado antes e apos a inducdo de isquemia cerebral, sobre desempenho motor e
estrutura dos seguintes musculos esqueléticos: o biceps braquial, rico em fibras
musculares do tipo Il e com acéo flexora no membro toracico; tibial anterior e sdleo,
musculos do membro pélvico ricos em fibras do tipo Il e |, respectivamente. Deve-se
acrescentar que 0s mausculos tibial anterior, e soOleo representam um par
agonista/antagonista especialmente importante no déficit motor do “pé caido” (Snow
et. al., 2012), frequentemente observado em humanos, ap6s AVE isquémico.

Apesar do numero razoavel de trabalhos experimentais sobre isquemia
cerebral, os estudos relacionando exercicio, isquemia cerebral e histologia do tecido
muscular esquelético, ainda sdo escassos. Este trabalho € o primeiro a abordar a
trilogia exercicio, isquemia e estrutura muscular, para o0 musculo biceps braquial de

ratos e também os efeitos da atividade fisica prévia a lesdo isquémica.
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2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho motor e a histomorfometria

dos musculos biceps braquial, séleo e tibial anterior de ratos submetidos a um

programa de treinamento em esteira rolante, antes (experimento |) e depois

(experimento Il) da cirurgia de inducéo da isquemia cerebral pela ocluséo transitéria

da artéria cerebral média.

2.2) Objetivos especificos — Experimento |

Aplicar os testes passo em falso e barras paralelas antes e apds a oclusdo da
ACM e ao final do experimento, para avaliagdo do desempenho motor dos
animais

Determinar nos musculos biceps braquial, tibial anterior e séleo, a frequéncia
e area das fibras musculares | e Il, em corte transversal

Quantificar nos musculos biceps braquial, tibial anterior e séleo, fibras
musculares integras e alteradas, além de componentes do intersticio
muscular.

Demonstrar que o programa de treinamento fisico na esteira pode ser
utiizado como estratégia de protecdo em ratos com isquemia cerebral

induzida.

2.3) Objetivos especificos — Experimento I

Aplicar os testes passo em falso e barras paralelas ap6s a oclusdo da ACM e
ao final do experimento, para avaliacdo do desempenho motor dos animais
Determinar nos musculos biceps braquial, tibial anterior e soleo, a frequéncia
e area das fibras musculares | e Il, em corte transversal

Quantificar nos musculos biceps braquial, tibial anterior e séleo, fibras
musculares integras e alteradas, além de componentes do intersticio

muscular.
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e Demonstrar que o programa de treinamento fisico na esteira pode ser
utiizado como estratégia de reabilitacio motora em ratos com isquemia

cerebral induzida.
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3) MATERIAL E METODOS

3.1) Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus) Wistar, com 30 dias de idade e
peso médio de 140g, obtidos no Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal de Vigcosa, CCB/UFV. Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas (cinco animais por gaiola) no BioEx (Laboratério de Biologia do
Exercicio) do Departamento de Educacdo Fisica, CCB/UFV, sob condi¢cbes
controladas de temperatura e fotoperiodo (25°C e 12hs claro/12 hs escuro), com
agua e racao ad libitum. O trabalho teve inicio com a liberacdo dos animais pelo
Biotério do CCB, quando os mesmos atingiram 30 dias de idade, sendo entédo
transferidos para o BioEx. Foram realizados dois experimentos:

o Experimento | (Fig. 1)
e Experimento Il (Fig. 2)

O experimento | (Fig. 1) foi realizado para avaliar os efeitos do exercicio em
esteira antes da inducdo da isquemia cerebral. O exercicio teve a duracéo de seis
semanas e a cirurgia de indugdo da isquemia foi realizada quando os animais
estavam com 72 dias de idade. Apdés as cirurgias 0s animais nao realizaram

exercicio em esteira. Para o experimento | foram estabelecidos os seguintes grupos:

¢ GRUPO CS (n=6): animais controle que foram submetidos a falsa cirurgia
(operacdo sem a inducdo da isquemia cerebral) e que ndo praticaram exercicio
fisico (sedentarios)

e GRUPO CEA (n=6): animais contole exercitados em esteira antes da falsa
cirurgia;

e GRUPO IS (n=6): animais isquemiados sedentarios;

e GRUPO IEA (n=6): animais exercitados em esteira antes da indugédo da

isquemia cerebral.
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TREINAMENTO DOS GRUPOS CEA E IEA
I I

72
I

30

. Indugéo da isquemia 119
Inicio cerebral e da cirurgia Eutanasia
sham

EXPERIMENTO | - Grupos: CS, CEA, IS, IEA

Figura 1 — Planejamento do experimento I, destacando-se os principais procedimentos realizados.

Ja o experimento Il (Fig. 2) consistiu na avaliacéo dos efeitos do exercicio em
esteira realizado a partir do quinto dia apds a cirurgia de inducdo de isquemia
cerebral (que ocorreu também aos 42 dias de idade). O exercicio praticado apds as
cirurgias teve a duracéo de seis semanas. Antes das cirurgias os animais nao foram

exercitados. Para o experimento Il, foram designados 0s seguintes grupos:

¢ GRUPO CS (n=6): animais controle que foram submetidos a falsa cirurgia
(operacdo sem a inducdo da isquemia cerebral) e que ndo praticaram exercicio
fisico (sedentarios)

e GRUPO CED (n=6): animais controle exercitados em esteira depois da
falsa cirurgia;

e GRUPO IS (n=6): animais isquemiados sedentarios

e GRUPO IED (n=6): animais exercitados em esteira depois da inducdo da

iIsquemia cerebral.

TREINAMENTO DOS GRUPOS CED e IED

72

Indugao da isquemia 119

30

Inicio cerebral e da cirurgia Eutanasia
sham

EXPERIMENTO Il - Grupos: CS, CED, IS, IED

Figura 2 — Planejamento do experimento Il, destacando-se os principais procedimentos realizados.

OBS: Na analise dos resultados do experimento I, os animais sedentarios

(grupos CS e IS) correspondem aos mesmos animais do experimento |.

A eutanasia dos animais de todos os grupos dos dois experimentos

ocorreu quarenta e sete dias apoés a inducao da isquemia cerebral (dia 119).
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Os animais foram pesados no inicio do experimento e antes da eutanasia,
utilizando-se balanca digital de precisdo com duas casas decimais.

Todos os procedimentos adotados neste trabalho foram aprovados pela
Comisséao de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa
(Protocolo 32/2011).

3.2) Inducéo cirurgica daisquemia cerebral

A inducéo da isquemia cerebral foi realizada através da ocluséo transitoria da
artéria cerebral média (OACM), segundo método de Longa et. al. (1989).

A inducdo anestésica foi feita com isoflurano (Isoflurano® - Laboratério
Abbott), por via inalatéria a 4%, e para a manutencao anestésica, isoflurano, na
concentracéo de 2,5% e oxigénio (1,5%). Administrou-se por via intraperitoneal, uma
dose de atropina (5 mcg/100 g de peso do animal) para prevencédo de arritmias
cardiacas e hipersecrecdo brénquica secundaria a estimulacdo mecanica do nervo
vago durante o procedimento cirdrgico. Para cobertura antibiotica profilatica foi
administrado Pentabidtico Veterinario- Pequeno Porte® (Benzilpenicilina benzatina +
Benzilpenicilina procaina +Benzilpenicilina potassica + Diidroestreptomicina +
Estreptomicina), por via intramuscular (0,1 mL/rato).

Apos tricotomia da regido ventral cervical e subsequente assepsia com alcool
iodado, realizou-se incisdo sagital mediana, afastando-se os tecidos até que a
bifurcacdo da artéria carotida comum (ACC) esquerda pudesse ser visualizada (Fig.
3A e 3B). Logo apos, foi feito o clampeamento do ramo da artéria carétida interna
(ACI) e da ACC. A artéria carotida externa (ACE) foi ligada com fio de algoddo em
sua porcdo distal e seccionada com auxilio de tesoura microftalmica. O fio de
ocluséo (Fig. 4) foi introduzido na ACE esquerda, sendo direcionado para o interior
da ACI, (Fig. 3C). Para os animais submetidos a falsa cirurgia (controle), o fio de
oclusdo foi retirado da ACI e o fluxo sanguineo liberado para o SNC. Para os
animais isquemiados, o fio continuou a ser introduzido. Foram utilizados dois
critérios para determinar se o fio de oclusdo estava na origem da ACM: a insercao
do fio a uma distancia de 20-22 mm da bifurcacdo da ACC e/ou se houve uma
discreta resisténcia a passagem do fio nessa determinada distancia. O fio obstrutor

foi mantido durante 60 minutos e durante este tempo, foram monitorados quaisquer
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efeitos adversos, tais como parada cardiaca e respiratoria, hipersecrecado brénquica

ou hipotermia.

Figura 3 — Representacdo esquematica do processo de ocluséo transitéria da ACM. A — Visdo geral
demonstrando a bifurcacdo da ACC. B — Detalhe mostrando a ACE, ACI e ACM. C — Detalhe
mostrando o fio de ocluséo introduzido pela ACE, passando pela ACI e chegando a origem da ACM.
ACM (artéria cerebral média); ACC (artéria cardtida comum); ACE (artéria carétida externa); ACI
(artéria carétida interna). Fonte: Adaptagdo de Khanna et. al. (2005).

Figura 4 — Fio de ocluséo, utilizado na inducdo da isquemia cerebral, feito de nylon 5-0, com diametro
de 0,12mm, comprimento de 30 mm e recoberto por silicone em sua extremidade. A parte recoberta
pelo silicone (a esquerda na figura) apresenta 0,33 mm de diametro e aproximadamente 5 mm de
comprimento. Fonte: Doccol Corporation

Apés a retirada do fio de ocluséo, a por¢cado da ACE proximal & bifurcacdo da
ACC foi ligada com fio de algodao, e a inciséo cirurgica foi suturada com fio de Nylon
3-0. Durante o procedimento cirlrgico, a temperatura corporal foi mantida entre 36 a
38°C, com o animal sobre colch&o térmico.

Os animais foram mantidos durante as primeiras duas horas apos a cirurgia,
sob luz quente para a manutencdo da normotermia. Apenas, no primeiro dia pos-
cirargico, o fundo da gaiola foi coberto com papel absorvente ao invés de serragem.
Até o quarto dia pds-operatorio, cada rato recebeu, por via intraperitoneal, uma dose

diaria de 3mL de soro fisiologico para reposicao idnica.
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3.3) Critérios de inclusdo quanto ao desempenho motor

Entre 24 e 48 horas apés a inducdo da isquemia cerebral, os animais foram
classificados quanto ao desempenho motor de acordo com indice de gravidade de
zero a quatro (Menzies et. al., 1992). O valor zero significou auséncia de déficit
aparente; um: flexdo da pata anterior direita; dois: diminuicdo da preensdo da pata
direita quando suspenso pela cauda; trés: movimentagcédo espontanea para todas as
direcbes, mas movimento circular para a esquerda, quando suspenso pela cauda e
guatro: movimento circular espontaneo para a esquerda. Os animais isquemiados
gue apresentaram indices trés e quatro foram incluidos no experimento.

Apoés a recuperacdo, 0sS animais permaneceram em observacdo durante 1

semana e logo depois foi iniciado o programa de treinamento na esteira rolante.

3.4) Aplicagéo dos testes funcionais

Para a avaliacdo do desempenho motor dos animais foram adotados os
seguintes testes: passo em falso e barras paralelas. O primeiro teste (passo em
falso) foi utilizado para mensurar a coordenagcdo motora das patas anteriores. Os
animais foram colocados sobre uma grade de 100 cm x 50 cm e subdivisdes de 3 x
3 cm suspensa a 50 cm de altura (Fig. 5). A correta colocacdo das patas foi
analisada por 3 minutos. Considerou-se erro toda vez que o animal falhou em pegar

a grade e a pata anterior direita passou por entre o espaco vazio de 9 cm?.

Figura 5 — Rato durante realizacédo do teste passo em falso.

O teste nas barras paralelas foi utilizado com o intuito de mensurar a

coordenacdo motora das patas posteriores. O artefato para aplicacdo desse teste
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(Fig. 6) consiste em duas plataformas de madeira (30 cm x 20 cm e 40 cm de altura)
unidas por duas barras de metal paralelas com comprimento de 115 cm e com uma
distancia de 2,5 cm entre as duas barras. O teste foi realizado durante 5 minutos,
sendo aplicado estimulo aversivo (choque) na plataforma para forcar o animal a se
deslocar. Considerou-se erro nas seguintes situacdes: quando o animal colocava as
duas patas na mesma barra, e quando a pata passava entre as duas barras ou por

fora.

Figura 6 — Rato durante realizacdo do teste das barras paralelas.

Os dois testes foram aplicados no inicio do experimento para confirmar que
0S animais ndo apresentavam comprometimento motor. No experimento | 0os animais
foram avaliados antes das cirurgias (falsa cirurgia e de indug¢ao da isquemia), quatro
dias apos as cirurgias e antes da eutanasia. No experimento Il, os animais foram
avaliados quatro dias ap0Os as cirurgias e apos a ultima sessao de treinamento. Os
testes funcionais foram realizados sempre a partir das 17h30min. Os animais foram
levados para sala de avaliagdo uma hora antes da aplicacdo dos testes, que foram

realizados sempre na seguinte ordem: passo em falso e barras paralelas.

3.5) Treinamento na esteira rolante

O programa de treinamento em esteira rolante (Insight Instrumentos —
Ribeirdo Preto, SP) foi realizado durante seis semanas, sendo que a primeira
semana foi destinada a adaptacdo dos animais ao exercicio e consistiu na seguinte

programacao:
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e Dia 1: velocidade - 10m/min; tempo - 10 min; inclinag&o - 0°
e Dia 2: velocidade - 10m/min; tempo - 10 min; inclinagéo - 3°
e Dia 3: velocidade - 11m/min; tempo - 11 min; inclinacdo - 3°
e Dia 4: velocidade - 11m/min; tempo - 11 min; inclinag&o - 5°

e Dia 5: velocidade - 12m/min; tempo - 12 min; inclinag&o - 5°

No experimento |, apdés a primeira semana de adaptacdo, 0s animais
realizaram o treinamento durante cinco semanas a uma velocidade de 14m/min
(adaptado de Zhang et. al. 2010), 5 dias por semana.

No experimento Il, o protocolo de treinamento apds as cirurgias (falsa cirurgia e
de inducdo da isquemia) teve inicio no 5° dia pds-operatério. O treinamento durou
seis semanas, no qual os ratos correram por 30 minutos/dia na esteira rolante sem
inclinacdo, durante cinco dias por semana, com velocidade controlada de 8m/min.

Os animais sedentarios exercitaram na esteira uma vez por semana e durante 5
minutos, a uma velocidade de 5m/min, para simular as mesmas condicbes de

estresse dos animais exercitados.

3.6) Eutanasia e coleta do material

Foi injetado no animal, por via intramuscular, 0,2mL de cloridrato de xilazina e
0,3mL de cloridrato de quetamina. Em seguida, o animal foi transferido para uma
camara fechada contendo algoddo embebido em éter etilico. ApGs este processo, 0
animal foi acomodado em decubito ventral para dissecacdo e coleta dos musculos
biceps braquial, séleo e tibial anterior do lado direito (lado parético nos animais
isquemiados). Cada musculo foi seccionado em vérios fragmentos de maneira a
obter amostras que foram fixadas em solucédo de paraformaldeido 4% em tampao
fosfato 0,1M, pH 7.2-7.4, e amostras que foram rapidamente congeladas em N-
Hexana, a -70°C, previamente resfriada em nitrogénio liquido. Este tratamento com
N-Hexana promove o congelamento rapido do material, evitando a formacgéo de
cristais de gelo no tecido.

Os fragmentos fixados em paraformaldeido foram submetidos ao
processamento para inclusdo em hidroxietil metacrilato (Historesin®), enquanto 0s

fragmentos congelados em n-Hexana foram armazenados em ultra-freezer, a -80°C,

28



bY

para posterior obtencdo de cortes em criostato que foram submetidos a reagao

histoquimica da Succino-Desidrogenase (SDH).
3.7) Microscopiade luz

Apos fixacdo, durante 24 horas, em paraformaldeido 4% em tampao fosfato
0,1M, pH 7.2-7.4, os fragmentos musculares foram armazenados em solucdo de
alcool etilico a 70%. Posteriormente, estes fragmentos foram desidratados em
solugcbes de concentracao crescente de etanol: 70° 80° 90° 95° e 100° GL para
impregnacao e inclusdo em hidroxietil metacrilato (Historesin® Leica)

A microtomia foi realizada em micrétomo rotativo Leica®, modelo RM2255,
obtendo-se secgbes transversais de 4 um de espessura, semi-seriados, com
intervalo minimo entre cortes de 40 ym. As secgdes foram coradas com solugcido de

Azul de Toluidina + Borato de Sadio.
3.8) Histoquimica para enzima Succino-Desidrogenase (SDH)

De cada fragmento muscular, previamente congelado em n-Hexana, foram
obtidas secgdes transversais seriadas de 12 pm de espessura no criostato LEICA®,
modelo CM1850, a -20°C. As secc¢des foram colhidas em Iaminas histologicas para a
reacdo da enzima succino-desidrogenase (SDH), de acordo com o método descrito
por Sheehan & Hrapchak (1987). A enzima SDH é uma flavoproteina mitocondrial
gue catalisa a oxidacdo do &cido succinico em acido fumarico. A demonstracao
histoquimica da atividade da SDH é feita em presenca do succinato (substrato) e um
indicador redox (tetrazélio). Durante a reacdo, o tetrazodlio é convertido em
formazana (composto insoltuvel de coloracdo azul marinho, que se precipita dentro
das mitocondrias). As fibras do tipo | tém mais mitocdndrias e, por conseguinte,
apresentam intensa positividade a reacdo da SDH em comparacéo as fibras do tipo
Il (Fig. 6).

Durante a reagao para SDH, as laminas contendo os cortes foram mantidas
em ambiente Umido, numa placa de Petri contendo um disco de papel filtro
umedecido com agua destilada. Os cortes foram cobertos com o0 meio de incubagéo

constituido de tampao fosfato 0,2M + succinato de sédio + nitro blue tetrazolio
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(NBT), a 37°C por 60 minutos. Em seguida os cortes foram tratados com solugées
de acetona a 90, 60 e 30% e efetuada a montagem das preparacdes com meio

hidrofilico (Xarope de Apathy).
3.9) Captura de imagens e anédlise morfométrica

Apés microscopia preliminar das preparacfes histolégicas e histoquimicas
(SDH), foi realizada a captura de imagens, utilizando-se o programa QC CAPTURE
(versdo 3.1 para Windows) e o sistema composto de camera digital Olympus
QColor-3® (Téquio-Japao) acoplada ao microscépio Olympus®, modelo BX-60.

Nos cortes submetidos a reacdo histoquimica para SDH dos musculos biceps
braquial e tibial anterior, foram capturadas trés imagens microscoépicas da regido
superficial (rica em fibras do tipo Il) e trés imagens da regido profunda (rica em fibras
do tipo I) de cada musculo/animal. Para o musculo soleo, rico em fibras do tipo | e
gue ndo apresenta regionalizacéo de fibras | e I, foram capturadas trés imagens nao
coincidentes/animal. J&a, nos cortes corados com Azul de Toluidina+Borato de Sodio,
foram capturadas cinco imagens nao coincidentes por musculo/animal.

A analise histomorfométrica das imagens capturadas foi realizada com o
auxilio do programa de analise de imagem (Image Pro Plus, versdo 4.5 para
Windows 98) e consistiu na determinacdo da frequéncia e da area das fibras
musculares | e Il nos cortes submetidos a reacdo para SDH (Fig. 7). A frequéncia
das fibras foi expressa em porcentagem. Para determinacdo da area das fibras,
foram mensuradas 50 células, aleatoriamente, em corte transversal, por tipo
(ILIN/musculo/animal. Os valores de area foram expressos em micrémetros

quadrados (um?).
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Figura 7 — Seccdao histolégica da regiao superficial do biceps braquial de um rato do grupo controle
sedentério (CS) apds reag¢do com a SDH. Imagem obtida do programa Image Pro Plus mostrando a
identificacdo dos tipos de fibras e a mensurag¢éo da area destas fibras. I: Fibra tipo [; II: Fibra tipo II;
PG1: area da fibra do tipo |I; PG2: area da fibra do tipo Il. Barra: 40 pym.

Nos cortes corados com Azul de Toluidina+Borato de Sodio, a
histomorfometria envolveu a quantificacdo dos seguintes constituintes: fibras
musculares integras; fibras musculares com alteracdes citoldgicas (fibras anguladas,
nacleos deslocados para o centro, fibras com vacuolizagéo citoplasmética); nucleos
de fibras musculares em posicdo subsarcolemal e deslocados para o centro;
intersticio muscular e outros elementos (vasos sanguineos, mastécitos e leucécitos).
Para esse fim, foi aplicado um sistema teste com 225 pontos (gradicula com 225
intersec¢gdes) sobre cada uma das cinco imagens capturadas, totalizando 1125
pontos/musculo/animal (Fig. 8). A area analisada por imagem corresponde a 94000
um?. Portanto a area total analisada por musculo por animal correspondeu a 470000
um?. Os valores encontrados nesta andlise histomorfométrica foram expressos em

porcentagem.
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Figura 8 — Imagem da gradicula gerada no programa Image Pro Plus e aplicada sobre imagem
microscopica do musculo tibial anterior, em corte transversal. A quantificacdo gerada a partir dessa
disposic¢éo consistiu na contagem de intersec¢fes coincidentes com cada um dos constituintes (fibras
musculares integras e alteradas, elementos do intersticio muscular, entre outros). Coloragéo: Azul de
Toluidina + Borato de sddio. Barra: 20 ym.

3.10) Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA)
seguidos pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de significAncia, através do software
STATISTICA em ambiente Windows 98. Os valores obtidos foram representados

através de suas médias + desvio-padrao.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO |

4.1) Peso corporal dos animais

Os valores médios referentes ao peso corporal inicial e final dos animais

estéo representados na Fig. 9.
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Figura 9 — Graficos mostrando o peso dos animais. a) Peso no inicio do experimento; b) Peso no final
do experimento, * P<0,05 vs grupo CS. CS = Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle
exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IEA = Grupo isquemiado
exercitado antes da cirurgia de OACM.

N&o foi observada diferenca significativa, entre os grupos com relacao ao
peso dos animais no inicio do experimento (Fig. 9a) (CS: 140,29+3,62; CEA:
142,40+4,66; 1S: 140,95+5,56; IEA: 138,70+£2,37). Ao final do experimento (Fig. 9b)
foi observado menor peso dos animais isquemiados sedentérios (IS: 349,38+30,89)
em relacdo aos animais controle sedentarios (CS: 399,69+40,85). Entre os demais
grupos nao houve diferenca no peso final (CEA: 387,76+20,19; IEA: 385,86+8,37).

Modo et. al. (2000) e Choe et. al. (2004) relataram que animais isquemiados
apresentam menor taxa de ingestdo diaria de racdo apds a cirurgia de OACM
guando comparados aos animais controle. Consequentemente observaram que 0s
animais isquemiados, na primeira semana apos OACM, apresentaram peso corporal
significativamente menor em relacdo ao grupo controle. Neste trabalho, ao final do
periodo experimental (45 dias apds as cirurgias), os animais do grupo I|EA
recuperaram o0 peso, indicando um possivel efeito estimulador da atividade fisica

sobre o0 consumo alimentar destes animais. Choe et. al. (2006) também constataram
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aumento do peso de ratos com isquemia cerebral e submetidos ao exercicio fisico

48 horas apos a inducao da isquemia

4.2) Testes funcionais

Os valores médios dos erros cometidos pelos animais no teste passo em falso
e nas barras paralelas estéo representados na Fig. 10.
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Figura 10 - Erros (valores médios) cometidos pelos animais antes (a,b) e apos (c,d) os procedimentos
cirirgicos e antes da eutanasia (e,f). a) Teste passo em falso. *P<0,05 vs grupo CS; b) Barras
paralelas. * P<0,05 vs grupos CS e IS. ¢)Teste passo em falso. *P<0,05 vs demais grupos. #P<0,05
vs grupos CS e IEA; d) Barras paralelas. * P<0,05 vs demais grupos; e) Teste passo em falso.
*P<0,05 vs grupos controle; f) Barras paralelas. *P<0,05 vs grupos controle. CS = Grupo controle
sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado
sedentario; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.



Antes dos procedimentos cirdrgicos, para o teste passo em falso (Fig. 10a) foi
observado menor numero de erros cometidos pelos animais do grupo IEA
(1,16+0,68) em relacdo ao grupo CS (2,33+1,10). Em relacdo aos demais grupos
ndo houve diferenga significativa (CEA: 1,00+0,81 e IS: 2,33+0,74). Nas barras
paralelas (Fig. 10b) os animais que foram treinados (CEA: 5,33t1,69 e IEA:
5,33+1,88) apresentaram menor numero de erros quando comparados aos animais
sedentarios (CS: 9,16%1,34 e IS: 8,50+1,25).

Yang et. al. (2012) afirmaram que a atividade fisica, além de neuroprotetora,
esta relacionada a angiogénese no nucleo estriato (&rea comprometida pela OACM),
determinando melhora significativa na funcdo motora de ratos. A reducdo no nimero
de erros observadas nos grupos ESH e El do presente estudo corroboram os dados
de Yang et. al. (2012).

Os valores médios dos erros cometidos pelos animais no teste passo e nas
barras paralelas apés a cirurgia estdo representados na Fig. 10c e 10d. Para o teste
passo em falso (Fig. 10c) observou-se menor nimero de erros cometidos pelos
animais controle exercitados (CEA: 2,33+0,94) em relacdo aos demais grupos (CS:
4,33+£1,10; IS: 7,66+1,10 e IEA: 5,50+0,95), bem como maior nimero de erros no
grupo isquemiado sedentério (IS) em relacdo ao grupo controle sedentario (CS) e ao
grupo isquemiado exercitado (IEA). O melhor desempenho do grupo CEA deve-se,
além dos efeitos da atividade fisica, aos efeitos do comprometimento motor dos
animais com isquemia cerebral. Se comparados apenas 0s animais controle, o grupo
CEA teve reducao significativa em relagéo ao grupo CS, confirmando que realmente
a atividade fisica promove melhoria no desempenho motor dos animais. Em relagéo
aos animais que tiveram a oclusdo da ACM, o grupo IEA apresentou reducao
significativa no nimero de erros cometidos em relagdo aos animais sedentarios do
grupo IS, confirmando o efeito neuroprotetor do exercicio fisico. Quando
comparados os grupos CEA e IEA percebe-se maior nimero de erros cometidos
pelos animais isquemiados durante a realizacdo do teste, devido aos efeitos da
isquemia sobre o desempenho motor dos animais.

Para o teste das barras paralelas (Fig. 10d), nota-se que 0s animais controle
exercitados (CEA: 4,50+0,95) apresentaram menor nimero de erros cometidos em
relacdo aos demais grupos (CS: 7,33+1,37; IS: 7,66+2,35 e |IEA: 9,16%1,77). Em

relacdo ao grupo isquemiado sedentario (IS), era esperada um melhor desempenho
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dos animais isquemiados exercitados (IEA). Os dados indicam que o treinamento
promoveu beneficios no desempenho dos animais controle exercitados ao
atravessarem as barras e que, a cirurgia de oclusdo da ACM gerou déficits motores
nas patas posteriores dos animais isquemiados, sendo que o exercicio praticado
pelo grupo IEA né&o foi capaz de garantir um melhor desempenho em relagédo ao
grupo IS.

Ding et. al. (2002) mostraram que os efeitos da oclusdo da ACM estéo
presentes desde o 5° até o 28° dia apods a reperfusdo. Tanto para o teste do passo
em falso, quanto para as barras paralelas. Estes autores demonstraram que 0O
comprometimento motor dos membros anterior e posterior foi significativamente
maior nos animais isquemiados. Modo et. al. (2000) e Encarnacion et. al. (2011)
também encontraram resultados semelhantes para o teste passo em falso na
primeira semana apos a reperfusdo, sendo que os animais com oclusdo da ACM
apresentaram mais erros em relacdo aos animais controle. Nossos resultados estéao
de acordo com os encontrados pelos referidos autores, sendo que 0s animais
isquemiados apresentaram maior numero de erros em ambos os testes (Fig. 10c e
10d), porém, com maior grau de comprometimento da pata anterior com
conseguente aumento no nimero de erros no teste passo em falso (Fig. 10c).

Marin et. al. (2003) relatam que o exercicio fisico, além de reduzir a area de
infarto cerebral nos animais que sofreram oclusdo da ACM, produziu efeitos
significativos no desempenho motor e coordenagdo dos animais que se exercitaram.
Houve, como em nosso trabalho, uma reducdo significativa no namero de erros
cometidos no teste passo em falso pelos animais que foram treinados (Fig. 10c).
Acreditamos que o exercicio esteja relacionado a uma recuperacdo mais acelerada,
devido a influéncia da atividade fisica sobre a recuperacdo de lesbGes cerebrais
secundarias (area de penumbra), fato confirmado pela andlise da area de infarto do
encéfalo dos animais deste trabalho, onde encontramos uma reducéo significativa
na area da les&o cerebral nos animais treinados em esteira (DAMAZIO at. al., 2012).

Os valores médios dos erros cometidos pelos animais no teste passo em falso
e nas barras paralelas antes da eutanasia estdo representados na Figs. 10e e 10f.
No teste passo em falso (Fig. 10e), houve maior nimero de erros cometidos pelos
animais isquemiados (I1S: 7,83+1,46 e IEA: 6,00+£1,29) em relacdo aos animais

controle (CS: 3,33%£1,37 e CEA: 2,33£1,49), assim como nas barras paralelas (Fig.

36



10f), onde os animais isquemiados apresentaram pior rendimento (IS: 9,83+£2,40 e
IEA: 8,16+£1,57 vs CS: 5,00+1,29 e CEA: 4,83%£1,57). O programa de treinamento
antes das cirurgias nao foi suficiente para garantir melhor desempenho dos animais
treinados ao fim do experimento, uma vez que o menor nimero de erros visto nos
animais treinados (CEA e IEA) em relagdo aos animais sedentarios (CS e IS) néo foi
significativo.

Mesmo seis semanas apos a cirurgia de OACM, os animais isquemiados
apresentaram comprometimento motor das patas anteriores e posteriores,
mostrando que n&o houve recuperagdo. Nossos dados permanecem de acordo com
o encontrado por Ding et. al. (2002), onde, até o 28° dia apds a reperfusdo, eles
notaram que ndo houve melhora espontanea dos animais isquemiados, e que estes

cometeram mais erros nos testes passo em falso e barras paralelas.

4.3) Frequéncia de fibras musculares tipo l e ll

A frequéncia das fibras musculares foi determinada com a finalidade de
detectar possiveis alteracdes provocadas pela isquemia cerebral no padrédo de
distribuicdo destas fibras (Fig. 11). Inumeros trabalhos vém utilizando esta
metodologia, mas, este trabalho foi inédito por contemplar os efeitos do exercicio
prévio sobre os musculos biceps braquial, soleo e tibial anterior. Para o caso do
biceps braquial, um musculo afetado pela isquemia cerebral, at¢ o momento néo
existem na literatura trabalhos que analisem os efeitos da lesdo isquémica neste

musculo, tampouco os efeitos do exercicio fisico sobre 0 mesmo.
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Figura 11 - Fibras musculares de animais controle sedentarios (a,c,e) e animais isquemiados
sedentérios (b,d,f), em corte transversal, apos reacdo da SDH. a) e b) Regido profunda do biceps
braquial; c) e d) Regides néo coincidentes do soéleo; e) e f) Regido superficial do tibial anterior. Notar
o0 aumento na frequéncia das fibras tipo | nos animais isquemiados e a visivel reducéo na area das
fibras tipo | e tipo Il nos animais isquemiados em rela¢cdo aos animais controle. Barra: 40 ym.

4.3.1) Biceps braquial

O biceps braquial de ratos € um musculo que apresenta duas regides

morfologicamente distintas: a regido superficial e a regido profunda. Na regido
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superficial hA um predominio de fibras tipo Il e na regido profunda prevalecem as
fibras tipo I. Os valores médios referentes a frequéncia das fibras tipo | e tipo Il nas

regides do biceps braquial estdo apresentados na Fig. 12.
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Figura 12 - Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no biceps braquial. a) Regido superficial. *P<0,05 vs
demais grupos; b) Regido profunda. *P<0,05 vs demais grupos, # P<0,05 vs demais grupos. CS =
Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo
isquemiado sedentério; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.

Na regido superficial do biceps braquial (Fig. 12a), houve maior frequéncia de
fibras tipo | (com consequente reducédo na frequéncia de fibras tipo Il) no grupo
controle exercitado (CEA: 26,79+5,20) em relagcdo aos demais grupos (CS:
20,88+1,99; IS: 18,34+1,59 e IEA: 17,4845,22).

Na regido profunda do biceps braquial (Fig. 12b), observou-se maior
frequéncia das fibras tipo | nos animais isquemiados sedentérios (IS: 80,28+2,12) em
relacdo aos demais grupos (CS: 71,12+3,27; CEA: 70,88+3,22 e IEA: 60,43+8,34),
bem como menor frequéncia das fibras tipo | (com consequente aumento na
frequéncia de fibras tipo 1) no grupo IEA em relagcdo aos grupos controle (CS e
CEA).

Scherbakov & Doehner (2011) afirmaram que o musculo esquelético
apresenta elevado potencial adaptativo, ainda que os mecanismos de atrofia e
mudanca de fenotipo apds a isquemia cerebral ndo sejam totalmente conhecidos.
Relatam ainda que em pacientes que sofreram isquemia cerebral pode haver
aumento na isoforma da MHC tipo Il e decréscimo na isoforma MHC tipo |I. Porém,
esses resultados sao bastante controversos, pois diversos trabalhos ndo tém
apresentado uma diferenca significativa na proporcéo entre fibras tipo | e tipo Il

(Choe et. al., 2006). Na regido superficial do biceps braquial ndo houve diferenca na
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frequéncia de fibras entre animais controle e isquemiados. Houve diferenca apenas
entre animais treinados e animais sedentarios. Na regido profunda do biceps
braquial observamos maior frequéncia das fibras tipo Il apenas no grupo isquémico
treinado (IEA).

4.3.2) Séleo

Os valores médios referentes a frequéncia das fibras tipo | e tipo Il no séleo
estdo apresentados nas Fig. 13.
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Figura 13 - Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no séleo. *P<0,05 vs grupo CS. ** P<0,05 vs grupos
controle. # P<0,05 vs demais grupos. CS = Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle
exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IEA = Grupo isquemiado
exercitado antes da cirurgia de OACM.

Observou-se maior frequéncia de fibras tipo | nos animais que foram
submetidos ao treinamento fisico, bem como nos animais que tiveram a oclusdo da
ACM. Os grupos isquemiados (IS: 63,67+6,86 e IEA: 73,08+0,79) apresentaram
maior proporcao de fibras tipo | em relagdo aos grupos controle (CS: 44,68+0,87 e
CEA: 54,49+1,30), assim como os animais treinados (CEA: 54,49+1,30 e IEA:
73,08+0,79) em relacéo aos animais sedentarios (CS: 44,68+0,87 e IS: 63,67+6,86).

Embora ainda ndo seja consenso, alguns estudos tém demonstrado que pode
haver decréscimo na proporcdo de fibras tipo Il (com consequente aumento nas
fibras tipo 1) no sb6leo de animais isquemiados. Lee et. al. (2012) demonstraram
aumento na frequéncia de fibras tipo | nos animais que sofreram a inducéo cirdrgica
da isquemia cerebral por meio da oclusdo mecéanica da ACM. Chang et. al.(2010)
relataram decréscimo na frequéncia de fibras tipo Il nos animais isquemiados em

40



relacdo aos animais controle. Nossos dados estao de acordo com o relatado por Lee
et. al. (2012) e Chang et. al.(2010), uma vez que houve aumento na proporcao de
fibras tipos | (e consequente reducao de fibras tipo II) nos animais isquemiados em
relacdo aos animais controle.

Yan et. al. (2011), Simoneau et. al.(1985) e Green et. al.(1979) relatam que o
exercicio fisico pode determinar aumento na proporcdo de fibras tipo | no musculo
esquelético, porém, apenas nos casos em que o0 exercicio é praticado por grandes
periodos de tempo, como no caso de atletas que realizam exercicio extremamente
intenso por anos. Em nosso experimento foi utilizado um protocolo de exercicio de
intensidade moderada, por periodo de tempo relativamente longo, onde, o exercicio

pode ter ocasionado o aumento na proporcao de fibras tipo | dos grupos treinados.

4.3.3) Tibial anterior

O tibial anterior de ratos, assim como o biceps braquial, € um musculo que
apresenta duas regibes morfologicamente distintas: a regido superficial com
predominio de fibras tipo Il e a regiao profunda com predominio de fibras tipo I. Os
valores médios referentes a frequéncia das fibras tipo | e tipo Il nas diferentes
regides do tibial anterior estdo apresentados na Fig. 14.
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Figura 14 - Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no tibial anterior. a) Regido superficial, b) Regido

profunda. CS = Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia;
IS = Grupo isquemiado sedentério; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.

Tanto na regido superficial (Fig. 14a) — fibras tipo | — CS: 20,38%4,67; CEA:
16,34+1,49; 1S: 15,93+6,11 e IEA: 18,17+3,81 — quanto na regido profunda (14b) —
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fibras tipo | - CS: 70,42+2,01; CEA: 69,86+2,05; IS: 73,66+4,86 e IEA: 68,79+1,96 —
nao foi observada diferenca significativa no padréo das fibras musculares.

Snow et. al. (2012) em modelos de inducdo de isquemia cerebral por
hemorragia no estriato, também n&o encontraram diferenca significativa na
distribuicdo de fibras tipo | e tipo Il nas regibes profunda e superficial do tibial
anterior de ratos exercitados. Chang et. al. (2010), relatam, entretanto, que ratos
submetidos a oclusdo da ACM apresentaram reducédo significativa na porcentagem
de fibras tipo Il no tibial anterior, assim como Scelci et. al. (1984), que, em bidpsias
do masculo tibial anterior de pacientes com isquemia cerebral, verificaram reducao
significativa nas fibras do tipo Il e aumento na frequéncia de fibras tipo |.

Portanto, a oclusédo da ACM e o treinamento prévio em esteira por 6 semanas
ndo foram capazes de alterar o padréo de fibras musculares do tibial anterior de

ratos.
4.4) Area das fibras

A atrofia muscular € observada nos experimentos que envolvem o modelo de
oclusdo da ACM, onde nota-se reducdo na area de seccado transversal das fibras
musculares.

4.4.1) Biceps braquial

Os dados obtidos na mensuracdo da area das fibras tipo | e tipo Il estdo

apresentados nas Figs. 15 e 16.
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Figura 15 - Area de seccéo transversal de fibras na regido superficial do biceps braquial. a) Fibras
tipo I. *P<0,05 vs demais grupos; b) Fibras tipo II. *P<0,05 vs grupos controle. CS = Grupo controle
sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado
sedentario; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.
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Figura 16 - Area de seccéo transversal de fibras na regido profunda do biceps braquial. a) Fibras tipo
I. *P<0,05 vs grupos controle. #P<0,05 vs grupo IS; b) Fibras tipo Il. *P<0,05 vs demais grupos. CS =
Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo
isquemiado sedentario; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.

Na regido superficial do biceps (Fig. 15) observou-se hipertrofia de fibras tipo |
e tipo Il nos animais isquemiados. Nas fibras tipo | (Fig. 15a) observou-se maior area
das fibras no grupo isquemiado exercitado (IEA: 2347,96+202,77) em relacdo aos
demais grupos (CS: 1676,46+£132,21; CEA: 1647,63£191,09 e IS: 1566,93+185,09).
Nas fibras tipo Il (Fig. 15b), observou-se maior area nos animais isquemiados (IS:
4418,89+367,82 e IEA: 4731,28+328,56) em relacdo aos animais controle (CS:
3767,54+182,08 e CEA: 3929,46+143,61).

Na regido profunda (Fig. 16) do biceps foi observada atrofia de fibras tipo |
(Fig. 16a) nos animais isquemiados sedentérios (IS: 1543,54+23,56) em relacdo aos
grupos controle (CS: 2100,16+£129,29 e CEA: 1961,28+176,54). Os animais
isquemiados exercitados (IEA: 1733,77+119,01) apresentaram area das fibras tipo |
significativamente maior que o0s animais isquemiados sedentarios (IS:

1543,54+23,56). Para as fibras tipo Il (Fig. 16b) observou-se menor area das fibras
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no grupo CEA (3555,17+331,23) em relacdo aos demais grupos (CS:
4198,66+190,33; IS: 4290,31+533,68 e IEA: 4441,9+428,27).

Voos & Ribeiro (2008) relataram que a isquemia cerebral afeta toda a
musculatura flexora do membro toracico hemiparético, determinando atrofia por
diminuicio do uso destes muasculos. Neste experimento foi observado
comprometimento motor na pata anterior direita dos animais isquemiados (Fig. 10e),
comprovado pelo pior desempenho destes animais na realizacao do teste passo em
falso ao final do experimento.

A hipertrofia de fibras musculares em modelos de isquemia cerebral ainda
ndo é um mecanismo bem compreendido, porém alguns trabalhos vém detectando
tal alteracdo em alguns musculos (Snow et. al. 2012).

O exercicio praticado antes da isquemia cerebral (grupo IEA) foi eficiente na
prevencdo da atrofia muscular das fibras tipo | da regido profunda do biceps
braquial, uma vez que estes animais apresentaram maior area destas fibras quando

comparados em relacdo aos animais isquemiados sedentarios (grupo IS).

4.4.2) Soleo

Os valores médios obtidos na mensuracédo da area das fibras tipo | e tipo Il no
séleo estdo apresentados na Fig. 17.
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Figura 17 - Area de seccéo transversal de fibras no séleo. a) Fibras tipo I. *P<0,05 vs grupos controle.
b) Fibras tipo Il. *P<0,05 vs grupos controle. CS = Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle
exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IEA = Grupo isquemiado
exercitado antes da cirurgia de OACM.

Foi detectada atrofia em todo o séleo dos animais isquemiados (IS e IEA).

Para as fibras tipo | (Fig. 17a) observou-se menor area das fibras nos grupos IS
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(2202,69+248,16) e IEA (2042,58+207,20) em relagcdo aos animais controle (CS:
3044,49+106,17 e CEA: 3071,57+265,02), assim como para as fibras tipo 1l (Fig.
17b), onde observou-se menor area destas fibras nos animais dos grupos IS
(4982,38+570,91) e IEA (4834,09t462,82) em relagdo aos animais controle (CS:
5927,98+205,72 e CEA: 6050,15+192,98).

Diversos estudos tém demonstrado que o sdéleo é altamente afetado pela
isquemia cerebral, sendo, que a atrofia muscular sempre € observada neste
musculo. Choe et. al. (2004) encontraram atrofia do s6leo de animais com oclusdo
da ACM, sendo que as mudancas mais evidentes foram observadas nas fibras tipo I,
gue apresentaram uma menor area de seccao transversal. Depois de um periodo de
sete dias apos a inducdo da isquemia cerebral An (2004) encontrou uma reducéo na
area das fibras tipo | do séleo em relacdo aos animais controle. Lee et. al. (2006)
observaram reducao na area das fibras tipo | e tipo Il do séleo nos estagios iniciais
da isquemia cerebral. Nossos dados estdo de acordo com o0s estudos anteriores,
uma vez que houve uma reducao significativa na area das fibras tipo | e tipo Il dos
animais isquemiados (grupos Sl e EIl) em relacdo aos animais controle (grupos SSH
e ESH).

O exercicio fisico antes da cirurgia de oclusdo da ACM nao foi suficiente para

reduzir a atrofia das fibras musculares no séleo dos animais isquemiados.

4.4.3) Tibial anterior

Os dados obtidos na mensuracédo da area das fibras tipo | e tipo Il nas regides
superficial e profunda do tibial anterior estdo apresentados nas Figs. 18 e 19.
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Figura 18 - Area de seccao transversal de fibras na regido superficial do tibial anterior. a) Fibras tipo I.
*P<0,05 vs grupos controle. #P<0,05 vs grupo IS; b) Fibras tipo Il. CS = Grupo controle sedentario;
CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IEA =
Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.
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Figura 19 - Area de seccéo transversal de fibras na regido profunda do tibial anterior. a) Fibras tipo I.
*P<0,05 vs grupo CS; b) Fibras tipo Il. *P<0,05 vs grupo CS. CS = Grupo controle sedentario; CEA =
Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IEA = Grupo
isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.

Na regido superficial do tibial anterior (Fig. 18) foram detectadas alteracdes
apenas na area das fibras tipo | (Fig. 18a), onde observou-se menor area destas
fiboras nos animais isquemiados sedentarios (IS: 1508,23+222,26) em relacdo aos
animais controle (CS: 1909,13+57,72 e CEA: 1915,30+234,13). Houve ainda maior
area das fibras tipo | no grupo isquemiado exercitado (IEA: 2025,79+306,14) em
relacdo ao grupo isquemiado sedentério (IS).

Na regido profunda do tibial anterior (Fig. 19), para as fibras tipo | (Fig. 19a),
0os grupos CEA (1864,29+107,85), IS (1719,6+130,55) e IEA (1831,19+137,94)
apresentaram menor area de seccao transversal das fibras em relacdo ao grupo CS
(2177,49+£174,01). Para as fibras tipo Il (Fig. 19b) também observou-se menor area
das fibras nos grupos CEA (4754,50+137,10) IS (4625,53+532,61) e IEA
(4888,94+613,03) quando comparados ao grupo controle sedentario (CS:
5786,93+248,07).

Scelci et. al. (1984) relataram reducédo de diametro das fibras tipo | e 1l do
musculo tibial anterior de membros paréticos de individuos com isquemia cerebral.
Ramsay et. al. (2011) relataram, porém, que ndo houve diferenca significativa no
volume do tibial anterior de membros paréticos em relacdo aos membros nao
paréticos de individuos isquémicos. Em modelos animais também ha relatos de
atrofia do tibial anterior; Chang et. al. (2010) relataram reducdo significativa na
massa do tibial anterior de ratos isquémicos em comparacdo a ratos controle.

Em nosso trabalho, na regido superficial do tibial anterior, os dados indicam
atrofia seletiva das fibras tipo | do tibial anterior dos animais isquémicos sedentarios

(IS). O exercicio fisico antes da cirurgia de oclusdo da ACM levou ao aumento da
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area das fibras e foi capaz de prevenir a atrofia muscular dos animais do grupo IEA.
Na regido profunda, encontramos reducdo na area das fibras tipo | e tipo Il nos
grupos isquemiados em relacdo aos animais controle sedentarios. Portanto, n0ssos
dados, assim como os estudos prévios, apontaram atrofia de fibras tipo | (regido
superficial) e de fibras tipo | e tipo Il (regido profunda) do tibial anterior de ratos

isquemiados.
4.5) Proporcéo volumétrica

A avaliacdo histoldégica dos musculos biceps braquial, séleo e tibial anterior,
dos diferentes grupos, mostrou predominancia de fibras musculares com morfologia

preservada, em aspecto poligonal em corte transversal, individualmente envolvidas

pelo endomisio e organizadas em fasciculos pelo perimisio (Fig. 20).
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' »
Figura 20 - Fibras musculares, em corte transversal, de animais controle (a,b,c) e isquemiados (d,e,f)
sedentérios. a,d — biceps braquial; b,e — s6leo; c,f — tibial anterior. Coloracdo: Azul de Toluidina +
Borato de sodio. Notar a reducao significante na area das fibras dos animais isquemiados em relacéo
aos animais controle. Barra: 20 pm.

Os valores médios encontrados para a proporcdo volumétrica dos
componentes musculares (citoplasma de fibras musculares normais, nucleo da fibra,

intersticio, elementos vasculares, mastoécitos, leucocitos, fibras musculares alteradas
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e nucleos de fibras deslocados) dos diversos grupos estdo apresentados nas Figs.
21, 22 e 23.
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Figura 21 — Frequéncia dos componentes do musculo biceps braquial. a) Citoplasma de fibras
musculares normais; b) Nuacleo das fibras. *P<0,05 vs grupos controle; c) Intersticio; d) Elementos
vasculares. *P<0,05 vs demais grupos; e€) Mastdcitos; f) Leucdcitos; g) Fibras alteradas; h) Nucleos
de fibras deslocados. CS = Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da
falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da
cirurgia de OACM.
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Para a proporcao volumétrica dos constituintes do biceps braquial (Fig. 21),
nota-se que ndo houve diferenca significativa no nimero de pontos contados sobre o
citoplasma de fibras musculares normais (Fig. 21a) das fibras dos diferentes grupos
(CS: 84,07+4,55; CEA: 87,52+2,99; IS: 85,77+1,78 e IEA: 81,87+£3,29). A densidade
de nucleos das fibras musculares (Fig. 21b) foi significativamente maior no grupo
isquemiado exercitado (IEA: 3,95+1,64) quando comparada aos demais grupos (CS:
2,16+0,58; CEA: 1,99+0,78 e IS: 3,02+0,64). A proporcao de intersticio (endomisio,
perimisio e epimisio) (Fig. 21c) ndo apresentou alteracdes significativas entre os
diferentes grupos (CS: 13,55%+4,45; CEA: 10,41+2,34; 1S: 10,48%1,94; IEA:
12,94+4,00). Quanto aos elementos vasculares (Fig. 21d), percebe-se uma maior
frequéncia na vascularizacdo do biceps braquial no grupo isquemiado exercitado
(IEA: 1,19+0,71) em relacdo aos demais grupos (CS: 0,20+0,33; CEA: 00 e IS:
0,19+0,19). Mastdcitos (Fig. 21e), Leucocitos (Fig. 21f) e fibras alteradas (Fig. 219)
foram identificados apenas no grupo isquemiado sedentario (IS). Ndcleos
deslocados para o interior da fibra muscular (Fig. 21h) foram visualizados apenas no

grupo controle exercitado (CEA).
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Figura 22 — Frequéncia dos componentes do musculo séleo. a) Citoplasma de fibras musculares
normais; b) Nucleo das fibras. *P<0,05 vs demais grupos; c) Intersticio. *P<0,05 vs grupo CEA; d)
Elementos vasculares. *P<0,05 vs grupos isquemiados; e) Mastdcitos; f) Leucdcitos; g) Fibras
alteradas. CS = Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia;
IS = Grupo isquemiado sedentério; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.
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Para a proporcdo volumétrica dos constituintes do soéleo (Fig. 22), ndo foi
observada diferenca significativa no niamero de pontos sobre o citoplasma das fibras
musculares normais (Fig. 22a) dos diferentes grupos (CS: 83,27+2,80; CEA:
87,65+4,41; IS: 84,13+1,86 e IEA: 81,65+4,27). Quanto a proporcao de nucleos das
fiboras (Fig. 22b), percebe-se maior frequéncia nos animais isquemiados (IS:
4,11+0,67 e IEA: 4,10+£0,56) e no grupo controle exercitado (CEA: 3,50+0,87) em
relacdo aos animais controle sedentarios (CS: 1,70+0,42). A frequéncia de intersticio
(Fig. 22c) apresentou-se reduzida no grupo controle exercitado (CEA: 8,42+0,24) em
relagdo ao grupo controle sedentario (CS: 14,93+2,85). Em relacdo a vascularizagédo
do soleo (Fig. 22d) houve maior propor¢cdo dos elementos vasculares nos animais
iIsquemiados em relacdo aos animais controle (IS: 0,67+0,34 e IEA: 0,78+0,48 vs CS:
0,08+0,06 e CEA:0,22+0,24). Mastdcitos (Fig. 22e) foram encontrados apenas nos
grupos isquemiados (IS e IEA), assim como fibras alteradas (Fig. 22g). Leucdcitos
(Fig. 22f) e nacleos deslocados (Fig. 22h) foram visualizados nos grupos CEA, IS e
IEA.
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Figura 23 — Frequéncia dos componentes do musculo tibial anterior. a) Citoplasma de fibras
musculares normais; b) Nacleo das fibras; c) Intersticio; d) Elementos vasculares. *P<0,05 vs grupos
CS e IS; e) Mastdcitos; f) Leucdcitos; g) Fibras alteradas; h) Nucleos de fibras deslocados. CS =
Grupo controle sedentario; CEA = Grupo controle exercitado antes da falsa cirurgia; IS = Grupo
isquemiado sedentario; IEA = Grupo isquemiado exercitado antes da cirurgia de OACM.

53



Quanto a frequéncia dos constituintes do tibial anterior (Fig. 23), ndo foram
observadas alteracfes significativas na propor¢cdo de citoplasma de fibras normais
(Fig. 23a) — CS: 86,84+4,04; CEA: 87,07+2,15; IS: 90,52+3,27; IEA: 86,23+1,96 —,
ndcleos das fibras (fig. 23b) — CS: 2,02+0,84; CEA: 3,03+1,12; IS: 2,52+0,58; IEA:
2,94+0,89 — e intersticio (Fig. 23c) — CS: 11,12+3,47; CEA: 9,39+2,64; IS: 6,01+3,15;
IEA: 10,26+2,38 — entre os diferentes grupos. Quanto a vascularizacdo do tibial
anterior (Fig. 23d) percebe-se maior frequéncia nos grupos exercitados (CEA:
0,32+0,19 e IEA: 0,32+0,13) em relacdo aos grupos sedentarios (CS: 00 e IS:
0,04+0,19). Mastécitos (Fig. 23e) foram encontrados apenas no grupo isquemiado
sedentario (1S). Leucdcitos (Fig. 23f) e fibras alteradas (Fig. 23g) foram identificados
apenas nos animais isquemiados (IS e IEA), com presenca mais acentuada no
grupo IS. Nucleos de fibras deslocados (Fig. 23h) estiveram presentes nos grupos
CEA, IS e IEA.

Apesar da reducéo significativa na area das fibras observada no séleo e em
determinadas regibes do biceps braquial e do tibial anterior dos animais
isquemiados, a frequéncia de citoplasma, fibras musculares normais e de intersticio
destes musculos ndo mostrou alteragfes significativas em relacdo aos animais dos
grupos controle.

Ja4 em relacdo a densidade de nucleos das fibras musculares, observou-se
aumento nos animais isquemiados em relagdo aos animais controle, principalmente
no séleo, mas também no biceps braquial, e com maior proeminéncia no grupo
isquemiado exercitado (IEA). Ciciliot & Schiaffino (2010) relataram que as células
satélites podem contribuir para 0 aumento no namero de mionucleos durante a
regeneracdo muscular. Ocorre uma proliferacdo das células satélites, seguida de
uma diferenciacdo e incorporacdo destas células pelas fibras musculares
danificadas. Acreditamos que foi 0 que houve em nosso trabalho, onde a OACM,
determinando atrofia muscular e, com o passar do tempo, houve regeneracao destes
musculos afetados nos animais isquemiados.

Elementos vasculares foram mais frequentes nos animais isquemiados
guando comparados aos animais controle. Entre os animais isquemiados, aqueles
que foram submetidos ao treinamento em esteira (IEA), apresentaram maior
propor¢cdo de elementos vasculares em relacdo aos animais sedentérios (IS). Zheng

e colaboradores (2011), trabalhando com o modelo de OACM em ratos,
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demonstraram que ratos treinados por 2 semanas (12 m/min e 30 min/dia)
apresentaram uma expressdo elevada de Ang-1 e Tie-2, importantes fatores
envolvidos em processos de neo-angiogénese, no cérebro. A expressado elevada
destes fatores colaborou para uma recuperacao de funcdo motora, assim como no
presente trabalho, nos animais isquemiados, sendo importante no processo de
reabilitacdo. Além de promover angiogénese no cérebro, inimeros estudos tém
evidenciado o efeito do exercicio na angiogénese no musculo esquelético (Yan et.
al., 2011). O aumento na proporcao de elementos vasculares nos musculos dos
animais isquemiados treinados pode ser um indicativo de angiogénese ndo s6 nos
musculos, mas também no cérebro, dada a melhora significativa no desempenho
funcional dos animais ao final do experimento.

Mastécitos e leucocitos (Fig. 24) foram visualizados principalmente nos
animais isquemiados sedentérios e treinados. Esperdvamos encontrar um nldmero
maior de células do sistema imune no intersticio muscular dos animais isquemiados,
porém, estes dados podem ser explicados pela baixa frequéncia de fibras alteradas
e também pelo tempo relativamente longo do experimento. Ciciliot & Schiaffino
(2010) afirmam que, nos estagios iniciais da regeneracdo do mdusculo, ha um
recrutamento quimiotatico inicial de leucdcitos, principalmente neutréfilos, seguida
pela invasdo de macrofagos. Assim, pode ser que nas primeiras semanas apos a
inducéo da isquemia cerebral esta situacéo tenha ocorrido, porém, com o passar do
tempo e também com o avanco da regeneracdo muscular, esse quadro ndo péde

ser visualizado.

Figura 24 — Musculo sdleo de animais isquemiados sedentarios. a) mastocitos (asteriscos) localizados
no intersticio; b) mastacito (asterisco). Coloragédo: Azul de Toluidina + Borato de sédio. Barra: 20 um.
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A ocorréncia de fibras alteradas (Fig.25) foi relativamente baixa e coincide
com a presenca de mastécitos e/ou leucdcitos, confirmando que estas células
possam estar, de fato, envolvidas no processo de regeneracdo destas fibras

afetadas pela leséo isquémica.

Figura 25 — Musculo séleo de um animal do grupo isquemiado sedentério (SI) com uma fibra
muscular alterada no centro. Notar a internalizagao de alguns nucleos, vacuolizacao citoplasmatica e
0s contornos irregulares da fibra. Coloragédo: Azul de Toluidina + Borato de sédio. Barra: 20 um.

Os ndcleos deslocados para o centro da fibra (Fig. 26), evidentes
principalmente no séleo e no tibial anterior, também podem ser indicativos de
regeneracao muscular. Estes nlcleos em posicdo central estdo presentes apenas
nos grupos onde se observou a presenca de fibras alteradas e/ou mastdcitos e
leucocitos. Segundo Duarte (1993) e Ciciliot & Schiaffino (2010), fibras regeneradas
podem ser reconhecidas pela presenca destes ndcleos centrais, principalmente em
roedores. Segundo Duarte et. al. (2001), nacleos em posicéo central, podem ser um
sinal de &reas em regeneracdo ou de novas fibras em crescimento. Estes nucleos
provém da estimulacdo e da consequente diferenciacdo das células satélites em
mioblastos que se fundem a fibra muscular adjacente. A ocorréncia destes nucleos
em posicao central constitui, por isso, um possivel indicador da existéncia prévia de

injuria muscular.
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Figura 26 - Mdusculo séleo de animais isquemiados sedentarios. Fibras musculares, em corte
transversal. * nlcleos deslocados para o interior da fibra muscular. Coloracéo: Azul de Toluidina +
Borato de sédio. Barra: 20 ym.

Portanto, as principais alteracdes ocorridas no biceps braquial, soéleo e tibial
anterior, possivelmente s&o decorrentes de processos normais de regeneracao
muscular decorrente do prejuizo no controle nervoso. Efeitos significativos do
exercicio foram vistos na proporcdo de elementos vasculares, onde, acreditamos ter

havido angiogénese nos musculos esqueléticos avaliados.
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5) CONCLUSOES

O exercicio fisico, praticado antes da inducdo da isquemia cerebral, além de
promover melhora na coordenacdo e desempenho motor, atenua a atrofia muscular
de fibras tipo | e influencia nos processo de recuperacdo muscular por meio da

estimulacdo da angiogénese.
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6) RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO Il

6.1) Peso corporal dos animais

Os valores médios referentes ao peso corporal inicial e final dos animais do

experimento |l estdo representados na Fig. 27.
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Figura 27 — Peso dos animais. a) Inicio do experimento; b) Final do experimento. CS = Grupo controle
sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado
sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.

No inicio do experimento, ndo foi observada diferenca significativa no peso
dos animais dos diferentes grupos (Fig. 27a) (CS: 140,29+3,62; CED: 142,40+4,42;
IS: 140,95+5,56; IED: 138,66+4,87). No final do experimento (Fig. 27b), assim como
no experimento |, observou-se menor peso dos animais isquemiados sedentarios,
porém esta relacdo nao foi significativa (CS: 399,69+40,85; CED: 387,76+18,80; IS:
349,38+30,89; IED: 376,63+45,74).

6.2) Testes funcionais
Os valores médios dos erros cometidos pelos animais no teste passo em falso

e nas barras paralelas apés a cirurgia e antes da eutandasia estao apresentados na
Fig. 28.
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Figura 28 — Namero de erros cometidos pelos animais depois dos procedimentos cirdrgicos e ao final
do experimento. a)Teste passo em falso. *P<0,05 vs grupos controle; b) Barras paralelas. * P<0,05 vs
grupo CED. #P<0,05 vs demais grupos. c) Teste passo em falso. *P<0,05 vs demais grupos; d)
Barras paralelas. * P<0,05 vs grupos controle. CS = Grupo controle sedentario; CED = Grupo controle
exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentéario; IED = Grupo isquemiado
exercitado depois da cirurgia de OACM.

Depois das cirurgias (falsa cirurgia e de OACM), no teste passo em falso (Fig.
28a), 0os animais isquemiados (IS: 7,66+£1,10 e IED: 6,83+1,57) apresentaram um
maior nimero de erros em relacdo aos animais controle (CS: 4,33+1,10 e CED:
3,33£1,06), comprovando que a ocluséo da ACM levou ao comprometimento da pata
anterior. Nas barras paralelas (Fig. 28b) observou-se maior numero de erros
cometidos pelo grupo IED (11,66%£2,62) em relacdo aos demais grupos (CS:
7,33+1,37; CED: 6,94+1,97 e IS: 7,66+2,35), bem como um maior nimero de erros
cometidos pelo grupo IS em relagédo ao grupo CED, confirmando que também houve
comprometimento da pata posterior pela isquemia cerebral. Portanto, assim como no
experimento |, os animais isquemiados apresentaram pior desempenho nos testes
funcionais ap0s a cirurgia devido ao comprometimento motor causado pela inducéo
da isquemia cerebral.

Antes da eutanasia, no teste passo em falso (Fig. 28c) observou-se maior

namero de erros cometidos pelo grupo isquemiado sedentéario (IS: 7,83+1,46) em
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relacdo aos demais grupos (CS: 3,33+1,37; CED: 2,33t2,11 e IED: 3,33+1,97).
Esses dados mostram que o exercicio fisico praticado apos a oclusdo da ACM pelo
grupo isquemiado (IED) foi eficiente na melhora da coordenacdo e desempenho
motor das patas anteriores.

No teste das barras paralelas (Fig. 28d) os animais pertencentes aos grupos
gue sofreram a isquemia cerebral (IS: 9,83+2,40 e IED: 8,66+2,92) apresentaram
menor rendimento na realizacdo do teste quando comparados aos animais controle
(CS: 5,00+1,29; CED: 4,83+1,69). Tanto para animais controle, quanto para animais
iIsquemiados o treinamento nao foi suficiente para produzir melhora no desempenho
motor durante a realizacao do teste.

O melhor desempenho alcancado pelos animais isquemiados (IED) neste
trabalho, no teste passo em falso, deve-se ao programa de treinamento em esteira,
€ ndo a uma recuperacao espontanea dos animais, visto que os animais sedentarios
(IS) apresentaram maior numero de erros na realizacdo dos testes. Modo et. al.
(2000) relataram que para o teste passo em falso foi observada recuperacao
espontanea da funcdo motora dos animais, porém, somente com 9-10 semanas
apos a reperfusdo. O mecanismo de recuperagdo espontanea ao longo do tempo
ainda ndo é completamente conhecido.

Chang e colaboradores (2009) observaram que ratos isquemiados, ap0s um
periodo de 48 horas pos-reperfusdo, apresentaram maior nimero de erros em
relagdo aos animais controle. Demonstraram ainda que 0s animais controle e
isquemiados que se submeteram ao treinamento fisico por 14 dias em esteira
apresentaram uma menor taxa de erros tanto no teste passo em falso quanto nas
barras paralelas quando comparados aos animais sedentarios. Nossos dados estédo
de acordo, uma vez que em ambos 0s testes 0s animais isquemiados apresentaram,
no geral, maior nimero de erros em relacdo aos animais controle. Porém, quanto
aos efeitos do exercicio fisico, apenas para o teste passo em falso houve diferenca
significativa no numero de erros, sendo que o exercicio depois da oclusdo da ACM
(grupo IED) determinou reducéo significativa no nimero de erros cometidos durante

o0 teste em relac@o aos animais isquemiados sedentarios (IS).

6.3) Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il
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Assim como no experimento I, a frequéncia das fibras musculares foi
determinada para detectar possiveis alteracdes provocadas pela isquemia cerebral
no padréo de distribuicdo destas fibras (Fig. 11).

6.3.1) Biceps braquial

Os valores médios referentes a frequéncia das fibras tipo | e tipo Il nas

regides superficial e profunda do biceps braquial estdo apresentados na Fig. 39.
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Figura 29 — Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no biceps braquial. a) Regido superficial. *P<0,05 vs
grupos CED e IS; b) Regido profunda. *P<0,05 vs grupos controle. CS = Grupo controle sedentario;
CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IED =
Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.

Observou-se maior frequéncia das fibras tipo | (com consequente reducdo nas
fibras tipo 1) da regido superficial do biceps braquial (Fig. 29a) no grupo isquemiado
exercitado (IED: 23,56+0,84) em relagdo aos grupos CED (17,77£3,01) e IS
(18,34+1,59), ndo havendo diferenca significativa quando comparado ao grupo CS
(20,88+1,99).

Na regidao profunda do biceps braquial (Fig. 29b), observou-se maior
frequéncia de fibras tipo | nos animais isquemiados (IS: 80,28+2,12 e IED:
80,25+0,64) em relacdo aos animais controle (CS: 71,12+3,27 e CED: 70,78%3,76).

Nossos dados indicam aumento na proporcdo de fibras tipo | tanto em
animais sedentarios quanto em animais exercitados, porém apenas quando houve a
oclusdo da ACM. Portanto, pode-se afirmar que a oclusdo da ACM aliada a um
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programa de treinamento em esteira ap6s a isquemia cerebral pode determinar
aumento na frequéncia de fibras tipo | com consequente reducdo na frequéncia das

fibras tipo Il do biceps braquial.

6.3.2) Soleo

Os valores médios referentes a frequéncia das fibras tipo | e tipo Il no séleo

estéo apresentados na Fig. 30.
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Figura 30 - Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no sdleo. *P<0,05 vs grupo CS. #P<0,05 vs demais
grupos. CS = Grupo controle sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; 1S
= Grupo isquemiado sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.

Foi observado, no muasculo séleo, maior frequéncia de fibras tipo | nos
animais treinados e nos animais isquemiados. Os grupos CED (61,39+1,32), IS
(63,67+6,86) e IED (72,49+1,59) apresentaram maior frequéncia de fibras tipo | em
relacdo ao grupo CS (44,68+0,87), assim como no grupo IED em relagcdo aos grupos
CED e IS.

A semelhanca do experimento | (Fig. 13), os animais isquemiados e 0s
animais que receberam o treinamento fisico apresentaram menor proporcdo de
fibras tipo Il (ou aumento na proporcao de fibras tipo I). Neste experimento foi
utilizado um protocolo de exercicio de baixa intensidade e que, mesmo assim foi
capaz de provocar alteracfes no padrao de distribuicdo das fibras tipo | e tipo 1.

Os dados encontrados em ambos 0s experimentos confrontam os resultados
obtidos por Choe et. al. (2006), onde n&o foi encontrada diferenca significativa na
distribuicdo de fibras musculares (I e 1l) do séleo de ratos com oclusdo da ACM e

gue foram treinados em esteira por um periodo de 6 dias (10 m/min, 20 min/dia)
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apos a inducdo da isquemia cerebral. A auséncia de alteragbes na frequéncia de
fiboras musculares demonstrada pelos referidos autores talvez seja explicada pelo
periodo experimental relativamente curto, diferente do nosso trabalho, onde os
periodos de treinamento de 6 semanas antes (experimento |) e apos (experimento I1)
a inducédo da isquemia cerebral, foram suficientes para provocar a alteracées na

proporcao das fibras musculares do séleo.

6.3.3) Tibial anterior

Os valores médios referentes a frequéncia das fibras tipo | e tipo Il no tibial

anterior estao apresentados na Fig. 31.

a) h) EZFibras tipo Il
CFibras tipo |

120 120
100 100

80 80

[:1] 60

Fregiiéncia de fibras (%)
Freqléncia de fibras (%)

20 20

L] o
[+ CED 1S IED cs CED 15 IED

Figura 31 - Frequéncia de fibras tipo | e tipo Il no tibial anterior. a) Regido superficial. b) Regido
profunda. CS = Grupo controle sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia;
IS = Grupo isquemiado sedentério; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.
Assim como no experimento |, ndo houve diferenca significativa na frequéncia
de fibras tipo | e tipo Il entre os diferentes grupos, tanto na regido superficial (CS:
20,38+4,67; CED: 13,64%4,61; IS: 15,93+6,11 e IED: 22,01+9,36), quanto na regiao
profunda (CS: 70,42+2,01; CED: 68,02+3,72; IS: 73,66+1,13 e |IED: 71,28+4,27).
Nossos dados permanecem de acordo com o encontrado por Snow et. al. (2012),
onde a isquemia cerebral e a atividade fisica praticada apés a lesédo cerebral ndo

alteraram o padrao de fibras musculares do tibial anterior de ratos.

6.4) Area das fibras
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6.4.1) Biceps braquial

Os valores obtidos na mensuracéo da area das fibras musculares nas regides

superficial e profunda do biceps braquial estdo apresentados nas Figs. 32 e 33.

a) )
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Figura 32 - Area de seccéo transversal de fibras na regido superficial do biceps braquial. a) Fibras
tipo I. *P<0,05 vs grupo CED; b) Fibras tipo II. *P<0,05 vs demais grupos. #P<0,05 vs demais grupos.
CS = Grupo controle sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS =
Grupo isquemiado sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.
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Figura 33 - Area de seccéo transversal de fibras na regio profunda do biceps braquial. a) Fibras tipo
I. *P<0,05 vs grupos controle; b) Fibras tipo Il. *P<0,05 vs demais grupos. CS = Grupo controle
sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado
sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.

Na regido superficial do biceps (Fig. 32) o grupo isquemiado exercitado
(IED:1354,41+266,32) apresentou menor area das fibras tipo | (Fig. 32a) em relagéo
ao grupo controle exercitado (CED: 1865,17+75,83). Para as fibras tipo Il (Fig. 32b)
foi observada uma maior area das fibras no grupo controle exercitado (CED
4973,04+259,00) em relacdo aos demais grupos (CS: 3757,54+182,08; IS:
4418,89+367,82 e IED: 3564,06+439,12), bem como aumento na area das fibras no
grupo isquemiado sedentario (IS) em relacédo aos grupos CS e IED.

Na regido profunda do biceps (Fig. 33) observou-se atrofia das fibras tipo |
(Fig. 33a) nos animais isquemiados (IS: 1543,54+367,82 e IED: 1498,69+439,12) em
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relacdo aos animais controle (CS: 2100,16+182,08 e CED: 1927,57+259,00). Quanto
as fibras tipo Il (Fig. 33b) o grupo controle exercitado (CED: 5115,55+446,51)
apresentou area significativamente maior das fibras em relacdo aos demais grupos
(CS: 4198,66+190,33; IS: 4290,31+533,68 e IED: 4181,61+119,10).

Neste experimento, 0os animais do grupo isquemiado sedentario apresentaram
comprometimento das patas anteriores, comprovado pelo pior desempenho no teste
do passo em falso (Fig. 28c). Assim como no experimento |, para tal grupo foi
detectada atrofia apenas das fibras tipo | da regido profunda, sendo que,
diferentemente do primeiro experimento, o exercicio praticado pelo grupo IED néo foi
suficiente para a prevencao da atrofia destas fibras.

A reducédo na area das fibras tipo | do grupo isquemiado exercitado (IED), na
regido superficial do biceps braquial, comprovam que a isquemia cerebral determina
atrofia das fibras musculares, uma vez que 0s animais controle exercitados
apresentaram uma area significativamente maior destas fibras.

Foi observada hipertrofia apenas das fibras tipo Il da regido superficial do
biceps braquial em animais isquemiados sedentarios (I1S). No experimento | também

foi observada hipertrofia destas fibras em animais isquemiados.

6.4.2) Soleo

Os valores obtidos na mensuracdo da area das fibras musculares no soleo

estao apresentados na Fig. 34.
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Figura 34 - Area de seccdo transversal de fibras no séleo. a) Fibras tipo |. *P<0,05 vs grupo CS.
#P<0,05 vs grupo IS; b) Fibras tipo Il. *P<0,05 vs grupo CS. #P<0,05 vs grupos CED e IS. CS =
Grupo controle sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo
isquemiado sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.
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Foi observada menor area das fibras tipo | (Fig. 34a) nos grupos CED
(2697,19+£158,83), IS (2202,69+248,16) e IED (2475,24+195,08) em relacdo ao
grupo controle sedentario (CS: 3044,49+106,17). O grupo isquemiado exercitado
(IED) apresentou area das fibras tipo | significativamente maior que os animais
isquemiados sedentérios (IS).

Em relacéo as fibras tipo Il (Fig. 34b) foi observada atrofia nos grupos CED
(5125,63+158,83) e IS (4982,38+248,16) quando comparados aos grupos CS
(5927,98+106,17) e IED (6526,73+195,08).

Assim como no experimento | foi detectada atrofia das fibras musculares no
séleo dos animais isquemiados sedentarios (Sl), porém o programa de treinamento
em esteira ap0os a inducao da isquemia cerebral (grupo IE) foi eficiente na prevencao
da atrofia destas fibras.

Choe et. al. (2006) avaliaram os efeitos do exercicio fisico em esteira sobre o
sbéleo de ratos isquémicos, e observaram que o exercicio fisico colaborou na
reducdo da atrofia muscular, uma vez que 0os animais que se submeteram ao
treinamento apresentaram uma area de fibras tipo | significativamente maior em
relacdo aos animais sedentarios. Assim como Choe et. al. (2006), vimos que 0
exercicio fisico de baixa intensidade, apds a indugédo da isquemia cerebral produziu
efeitos benéficos em relagdo a atrofia das fibras musculares dos animais
isquemiados treinados (grupo IED). Acredita-se que a atrofia muscular apos a
isquemia cerebral deve-se a inatividade e a perda dos estimulos neurais, sendo que
o estimulo gerado pelo exercicio fisico é capaz de restabelecer parte destes

estimulos perdidos.

6.4.3)Tibial anterior

Os valores obtidos na mensuracéo da area das fibras musculares nas regides

superficial e profunda do tibial anterior estdo apresentados nas Figs. 35 e 36.
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Figura 35 - Area de seccao transversal de fibras na regido superficial do tibial anterior. a) Fibras tipo I.
*P<0,05 vs grupos controle. #P<0,05 vs grupo IS; b) Fibras tipo Il. CS = Grupo controle sedentério;
CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IED =
Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.
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Figura 36 - Area de seccéo transversal de fibras na regido profunda do tibial anterior. a) Fibras tipo I.
*P<0,05 vs grupo CS. #P<0,05 vs grupos controle; b) Fibras tipo Il. *P<0,05 vs grupo CS. CS = Grupo
controle sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado
sedentério; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.

Assim como no experimento |, na regido superficial do tibial anterior (Fig. 35)
alteracOes significativas na area das fibras foram observadas apenas nas fibras tipo |
(Fig. 35a), onde detectou-se menor area destas fibras nos animais isquemiados
sedentarios (IS: 1508,23+222,26) em relagdo aos animais controle sedentarios (CS:
1909,13+57,72). Foi observada maior area das fibras tipo | no grupo isquemiado
exercitado (IED: 1698,67+200,54) em relacdo ao grupo isquemiado sedentario (1S).
Quanto as fibras tipo Il (Fig. 35b) ndo houve alteracfes significativas na area de
seccdo transversal (CS: 5242,58+102,96; CED: 5346,25+339,92; IS:
5036,78+451,06 e IED: 5083,66+270,04).

Na regido profunda do tibial anterior (Fig. 36) também foi detectada atrofia das
fibras tipo | e tipo Il nos animais isquemiados. Detectou-se menor area das fibras
tipo | (Fig. 36a) dos grupos IS (1954,33£121,90) e IED (1629,57+£189,74) quando

comparados ao grupo CS (2177,49+174,01). Nas fibras tipo 1l (Fig. 36b) observou-se
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menor area das fibras dos grupos CED (5056,78+219,99), IS (4625,53+532,61) e
IED (4821,17+203,68) em relacdo ao grupo controle sedentario (CS:
5786,93+248,07).

Portanto, assim como observado no experimento I, a oclusdo da ACM causou
atrofia seletiva de fibras tipo | na regido superficial, e atrofia de fibras tipo I e tipo Il
da regido profunda dos animais do grupo IS, sendo que o exercicio de baixa
intensidade apos a cirurgia do grupo IED promoveu melhoras apenas na regiao

superficial do tibial anterior, prevenindo a atrofia das fibras tipo I.

6.5) Propor¢cédo volumétrica

Assim como no experimento |, a avaliagdo histolégica dos musculos biceps
braquial, séleo e tibial anterior dos diferentes grupos mostrou predominancia de
fiboras musculares com morfologia preservada (Fig. 37). Os valores médios
encontrados para a frequéncia dos componentes musculares (citoplasma de fibras
musculares normais, nucleo da fibra, intersticio, elementos vasculares, mastocitos,
leucécitos, fibras alteradas e nucleos de fibras deslocados) dos diversos grupos

estdo apresentados nas Figs. 38, 39 e 40.
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Figura 37 - Fibras musculares, em corte transversal, de animais controle (a,b,c) e isquemiados (d,e,f)
sedentarios. a,d — biceps braquial; b,e — séleo; c,f — tibial anterior. Coloragcdo: Azul de Toluidina +
Borato de sédio. Barra: 20 ym.
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Figura 38 - Frequéncia dos componentes do biceps braquial. a) Citoplasma de fibras musculares
normais; b) Nucleo das fibras; c) Intersticio; d) Elementos vasculares; e) Mastocitos; f) Leucdcitos; g)
Fibras alteradas. CS = Grupo controle sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa
cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de
OACM.
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Em relagédo a frequéncia dos constituintes do biceps braquial (Fig. 38) néo
foram observadas alteracGes significativas na proporcdo de citoplasma de fibras
normais (Fig. 38a) — CS: 84,07+4,55; CED: 89,07+£2,22; IS: 85,77+1,78 e IED:
85,25+2,60 — , nucleos das fibras (Fig. 38b) — CS: 2,16+0,58; CED: 2,16+1,09; IS:
3,02+0,64 e IED: 3,06%£0,87 —, intersticio (Fig. 38c) — CS: 13,55+4,45; CED:
8,54+2,69; IS: 10,48+1,94 e IED: 11,12+2,67 — e elementos vasculares (Fig. 38d) —
CS: 0,20+0,33; CED: 0,20+0,33; IS: 0,19+0,19 e IED: 0,36+0,31 — entre os diferentes
grupos. Mastécitos (Fig. 38e), Leucécitos (Fig. 38f) e fibras alteradas (Fig. 38Q)
foram encontrados apenas nos animais isquemiados (grupos IS e IED).
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Figura 39 - Frequéncia dos componentes do séleo. a) Citoplasma de fibras musculares normais.
*P<0,05 vs grupos CS e IS; b) Nucleo das fibras. *P<0,05 vs grupos controle; c) Intersticio. *P<0,05
vs grupo CS; d) Elementos vasculares; e) Mastdcitos; f) Leucdcitos; g) Fibras alteradas; h) Nacleos de
fibras deslocados. CS = Grupo controle sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa
cirurgia; IS = Grupo isquemiado sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de
OACM.
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Quanto a frequéncia dos constituintes do séleo (Fig. 39), foi observada maior
frequéncia no numero de pontos sobre o citoplasma de fibras normais (Fig. 39a) do
grupo CED (88,20+2,54) em relacao aos grupos CS (83,27+2,80) e IS (84,13+1,86).
Quanto a propor¢do de nucleos das fibras (Fig. 39b), percebe-se maior frequéncia
nos animais isquemiados (IS: 4,11+0,67 e IED: 5,16+0,86) em relacdo aos animais
controle (CS: 1,70+0,42 e CED: 2,57+1,20). A proporcdo de intersticio (Fig. 39c)
apresentou reducdo em todos os grupos (CED: 8,05+2,25; IS: 9,76+1,83; IED:
8,27+2,74) em relacdo ao grupo CS (14,93+2,85). Em relacdo a vascularizagédo do
séleo (Fig. 39d) ndo houve diferenca significativa entre os diferentes grupos (CS:
0,08+0,06; CED: 0,72+0,83; IS: 0,67+0,34 e IED: 0,97+0,65), apesar do aumento na
proporcdo dos elementos vasculares nos animais isquemiados e nos animais
controle exercitados. Mastdcitos (Fig. 39e) foram encontrados nos grupos CED, IS e
IED, com presenca relevante no grupo isquemiado sedentério (I1S). Leucdcitos (Fig.
39f) e nucleos deslocados (Fig. 39h) foram visualizados somente nos animais
isquemiados sedentérios (IS). Fibras alteradas (Fig. 39g) apareceram nos grupos
CED, IS e IED.

74



100 100
1
B0 BO
o
& 60 é &0
2 2
g 2
40 5 a0
=z
=
G 20 20
o plrc————— oo Sl 0 DS
[ [ CED s IED
c) d)
100 10
80 8
o
2
=
g &0 A
3 3
s 2
=]
E 40 £ 4
£
2
w
20 2
*
] oow e BN : B
o o
cs CED Is IED cs CED Is IED
el f)
10 10
B 8
8¢ g°
] §
ﬁ @
= 4 - 4
2 2
o L ['] L
[+ CED 5 IED [+ CED 5 IED
h
g) 10 ) 10
& 8
L=} o
E E
& [
o o
2 g
= 4 = 4
= =
4 4
2 2
o P 0 L
cs CED Is IED cs CED Is IED

Figura 40 - Frequéncia dos componentes do tibial anterior. a) Citoplasma de fibras musculares
normais; b) Ncleo das fibras; c) Intersticio; d) Elementos vasculares. *P<0,05 vs demais grupos; €)
Mastdcitos; f) Leucdcitos; g) Fibras alteradas h) Nucleos de fibras deslocados. CS = Grupo controle
sedentario; CED = Grupo controle exercitado depois da falsa cirurgia; IS = Grupo isquemiado
sedentario; IED = Grupo isquemiado exercitado depois da cirurgia de OACM.

75



Para a frequéncia dos constituintes do tibial anterior (Fig. 40), ndo foram
observadas alteracfes significativas na propor¢cdo de citoplasma de fibras normais
(Fig. 40a) — CS: 86,84+4,04; CED: 89,87+2,81; IS: 90,52+3,27 e IED: 86,35+2,43 —,
nucleos das fibras (Fig. 40b) — CS: 2,02+0,84; CED: 2,29+0,39; IS: 2,52+0,58 e IED:
2,54+0,23 — e intersticio (Fig. 40c) — CS: 11,12+3,47; CED: 7,65+2,79; IS: 6,01+£3,15
e IED: 10,17+2,27 — entre os diferentes grupos. Em relacdo a vascularizacdo do
tibial anterior (Fig. 40d) percebe-se maior frequéncia no grupo IED (0,87+0,20)
guando comparado aos demais grupos (CS: 0+0; CED: 0,16+0,17 e IS: 0,04+0,09).
Mastdcitos (Fig. 40e), fibras alteradas (Fig. 40g) e nucleos de fibras deslocados (Fig.
40h) foram encontrados apenas no grupo isquemiado sedentario (IS). Leucdcitos
(Fig. 40f) foram identificados apenas nos animais isquemiados (grupos IS e IED).

Apesar da reducao significativa da area das fibras observadas no séleo e em
determinadas regides do biceps braquial e do tibial anterior dos animais
isquemiados, a frequéncia de citoplasma de fibras musculares normais entre os
diferentes grupos ndo mostrou alteracBes significativas. Houve diminuicdo na
proporcao de intersticio apenas no soleo dos animais dos grupos CED, IS e IED,
acompanhando a reducao significativa na area das fibras musculares (Fig. 34)
nestes grupos, confirmando que a atrofia atingiu o séleo como um todo.

Com relacdo a proporcdo de nucleos das fibras musculares, observou-se
aumento no soOleo dos animais isquemiados em relacdo aos animais controle
sedentarios, assim como no experimento |, confirmando que o musculo poderia estar
em processo de regeneracdo, uma vez que o aumento no nimero de mionucleos
pode estar associado a eventos de regeneracdo muscular.

Novamente, elementos vasculares foram mais frequentes nos animais
isquemiados quando comparados aos animais controle. Entre o0s animais
iIsquemiados, aqueles que foram submetidos ao treinamento em esteira,
apresentaram maior propor¢cdo de elementos vasculares em relacdo aos animais
sedentarios, tanto no séleo quanto no tibial anterior.

Mastocitos e leucdcitos, assim como no experimento |, foram identificados
principalmente nos animais isquemiados sedentarios e treinados, com maior
incidéncia nos animais do grupo IS. A menor frequéncia destas células nos
musculos dos animais treinados pode ser um indicativo de que o exercicio fisico de

fato promoveu uma melhor recuperacao e regeneracdo dos musculos afetados.
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A ocorréncia de fibras alteradas novamente coincidiu com a presenca de
mastocitos e/ou leucocitos, sendo identificadas principalmente nos animais
isquemiados sedentarios, confirmando que estas células talvez possam estar
envolvidas nos processos de regeneragdo muscular.

Nucleos deslocados para o centro da fibra foram identificados apenas em
animais isquemiados sedentarios, no séleo e no tibial anterior, coincidindo com a
ocorréncia de fibras alteradas, mastécitos e leucocitos. Novamente, a identificacao
destes nucleos pode ser um forte indicativo de lesdo muscular prévia.

Portanto, a semelhanca do experimento |, acreditamos que as principais
alteracbes detectadas nos musculos dos animais isquemiados S&0 processos

normais de regeneracao muscular.
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7) CONCLUSOES

O exercicio fisico de baixa intensidade, iniciado apés uma semana da inducao
da isquemia, além de promover a recuperacdo motora dos animais, atenua a atrofia
muscular nos membros do lado parético e também pode influenciar a reparacéo

muscular por meio da estimulacdo da angiogénese.
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