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RESUMO GERAL

Lesdes nos nervos periféricos resultam na interrupcdo da transmissao de impulsos
nervosos, que pode levar a diminuicdo ou perda da sensibilidade e motricidade no
territério inervado, afetando diretamente o tecido muscular e a mobilidade do
individuo. Anualmente, em paises desenvolvidos, sua incidéncia é expressiva e
acomete, principalmente, a populacdo economicamente ativa, levando a diminuigédo
na qualidade de vida e impactos socioecondmicos. No processo de reabilitacdo os
exercicios fisicos séo utilizados como modalidade terapéutica, auxiliando na
manutencdo das propriedades musculares e na recuperacdo funcional. Por este
motivo, este estudo objetivou analisar os efeitos do exercicio fisico resistido de
subida em escada no musculo séleo, apés lesdo compressiva do nervo isquiatico de
ratos Wistar. Para tanto, foram utilizados 24 ratos adultos divididos aleatoriamente
em 4 grupos, com 6 animais cada: controle, exercicio, lesdo e lesdo com exercicio.
Trés dias ap0s a compressao experimental do nervo isquiético, 0S grupos exercicio e
lesdo com exercicio, foram submetidos ao exercicio resistido de subida em escada,
durante 21 dias. ApoOs este periodo, os animais foram eutanasiados e o musculo
s6leo processado para avaliacdo histomorfométrica. Os resultados mostraram maior
area de seccdo transversa das fibras musculares no grupo exercicio, quando
comparado com 0s demais grupos, assim como, uma maior area no grupo leséo
com exercicio em relagdo ao grupo lesdo. Na mensuracdo do menor diametro das
fibras, foram verificados valores maiores no grupo exercicio quando comparado com
0S grupos controle e lesdo. Também, houve aumento do numero de capilares
sanguineos no grupo lesédo, quando comparado com 0S grupos exercicio e lesédo
com exercicio, e diminuicdo do numero de fibras no grupo exercicio, quando
comparado com 0s grupos lesdo e lesdo com exercicio. Houve menor niumero de
sarcomeros em 300 um, a0 mesmo tempo em que seu comprimento foi maior nos
grupos leséo e lesdo com exercicio, quando comparado ao grupo controle. A analise
morfolégica revelou que no grupo exercicio a maioria das fibras se apresentava
hipertrofiada, enquanto que no grupo lesdo foram evidentes os sinais de dano
muscular decorrentes da lesdo isquiatica, com fibras irregulares, nucleos centrais e
com halo circundante, desorganizacédo da fibra e do fasciculo muscular, mioblastos
no local da lesdo e aumento dos capilares sanguineos. Ja no grupo lesdo com
exercicio, foi verificado uma melhora significativa na morfologia muscular, com
poucas fibras com caracteristicas alteradas. A AQP1 foi imunolocalizada no
endotélio dos capilares sanguineos presentes nas fibras musculares de todos os
grupos. Assim, conclui-se que o exercicio resistido de subida em escada, iniciado na
fase aguda, foi uma modalidade terapéutica eficaz na recuperagdo de aspectos
morfolégicos no musculo soleo apds a desnervacgéao.

Palavras-chave: Nervos periféricos, Masculo esquelético, Fisioterapia, Reabilitacdo.



GENERAL ABSTRACT

Peripheral nerves injuries result in interruption of the transmission of nerve impulses,
with a decrease or loss of sensation and motor function in innervated area, directly
affecting the muscle tissue and the individual's mobility. Annually in developed
countries, their impact is significant and affects mainly the active economically
peoples, leading to decrease in quality of life and socio-economic impacts. In the
rehabilitation process physical exercises are used as a therapeutic modality that can
assist in maintaining muscle properties and functional recovery. Thus, this study
aimed to analyze the effects of resistance exercise with ladder climbing in the soleus
muscle, after compression of the sciatic nerve of Wistar rats. For this purpose, 24
adult rats were used, randomly divided into 4 groups of 6 animals each: control;
exercise; lesion; and exercise with lesion. Three days after the compression of the
sciatic nerve, the animals in the exercise group and the exercise with lesion group
were submitted to resistance exercise for 21 days. After this period, the animals were
euthanized and the soleus muscle processed for histomorphometric analysis. The
results showed an increase cross-sectional area of muscle fibers in group exercise
as compared to the other groups, as well as an increase area in group exercise with
lesion in relation the group lesion. In the measurement of smaller diameter of the
fibers, higher values were observed in group exercise when compared to control and
lesion. Also, an increase in the number of blood capillaries in group lesion in
comparison with exercise and exercise with lesion, and decreased number of fibers
in group exercise, when compared to lesion and exercise with lesion. There was a
fewer of sarcomeres at 300 um, while its length is increase in lesion and exercise
with lesion, as compared to control. The morphology analysis revealed that group
exercise, most of the fibers had hypertrophied, while in group lesion was evident
muscle damage resulting from sciatic compression, with irregular fibers, nucleus
central and with surrounding halo, disruption of fiber and muscle fascicle, myoblasts
to the site of injury and increased blood capillaries. Since the group exercise with
lesion, a significant improvement in muscle morfology was found, with few fibers
altered characteristics. The AQP1 was imunolocalizada the endothelium of blood
capillaries present in the muscle fibers of all groups. Thus, it is concluded that
resistance exercise with ladder climbing initiated during the acute phase, was an
effective therapeutic modality in the recovery of morfology in the soleus muscle after
denervation.

Keywords: Peripheral nerves, skeletal muscle, Physical Therapy Specialty,
Rehabilitation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os nervos periféricos sdo comumente alvos de lesGes traumaticas, como
esmagamento, estiramento, compresséo, avulsdo, sec¢ao parcial ou total, que
resultam na interrupgdo da transmissao de impulsos nervosos, com diminuigdo ou
perda da sensibilidade e motricidade no territorio inervado (MONTE-RASO et al.,
2006). Anualmente, em paises desenvolvidos, a incidéncia de lesdes é estimada
entre 13 a 23 casos a cada 100.000 habitantes (LI et al., 2014), acometendo
principalmente a populacdo economicamente ativa, como jovens do sexo masculino
(ESER et al., 2009; KOUYOUMDJIAN, 2006).

Essas lesGes sdo capazes de provocar um grande impacto sobre o individuo,
seus familiares e a sociedade como um todo. Além do aumento nas despesas de
saude publica e previdenciaria (SEBBEN et al.,, 2011), devido ao tratamento
extremamente caro e de longa duracdo (PEREIRA-LOPES et al., 2013), acarretam
ainda, perda na capacidade funcional, diminuicdo na qualidade de vida (NAVARRO,
2009) e sintomas como depresséo e ansiedade (BRASIL; PONDE, 2009).

O nervo isquiatico é o mais utilizado para estudo de lesdo nervosa, devido
ao seu tamanho, facil acesso cirdrgico e por possuir dados prévios para comparagao
(GEUNA, 2015). Sua lesao € caracterizada por dor ao longo do nervo ou ciatalgia,
lombalgia, disturbios sensoriais e fraqueza dos musculos do membro inferior
(KOBAYASHI; YOSHIZAWA; YAMADA, 2004; YUEN; SO, 1999), afetando
diretamente o musculo s6leo (SAKAKIMA; YOSHIDA, 2003; TANAKA; TSUBAKI;
TACHINO, 2005), uma vez que interrompe a comunicagdo neuromuscular
(CAVALCANTE et al.,, 2012; FERNANDES et al.,, 2005; OLIVEIRA et al., 2008;
TANAKA; TSUBAKI; TACHINO, 2005; WATSON et al., 2001), resultando em

diminuicdo da &area de secco transversa das fibras musculares (CAIERAO et al.,
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2008; FERNANDES et al., 2005; JUNIOR et al., 2013), atrofia (BOBINAC et al.,
2000; SILVA-COUTO et al., 2012), aumento na densidade capilar (WAGATSUMA,
TAMAKI; OGITA, 2005) e aumento do tecido conjuntivo intramuscular (CAIERAO et
al., 2008).

Embora os nervos possuam capacidade intrinseca de se recuperar apos a
leséo, a regeneracdo dos tecidos associados continua sendo um problema clinico
importante (CHENG et al., 2013; ISAACS, 2010; NAVARRO; VIVO; VALERO-
CABRE, 2007). Neste contexto, medidas fisioterapéuticas séo capazes de auxiliar a
reabilitacdo desses individuos, principalmente na manutencdo das propriedades
musculares e na sua recuperacédo funcional (UDINA; PUIGDEMASA; NAVARRO,
2011).

Dentre os recursos fisioterapéuticos, estdo os exercicios fisicos resistidos
gue consistem em uma atividade voltada para o restabelecimento das funcdes
musculares, por meio da aplicacdo de sobrecarga (CASSILHAS et al.,, 2013;
HORNBERGER; FARRAR, 2004). Estudos mostram os beneficios dos exercicios
fisicos na regeneracdo muscular, como na prevencado da atrofia e na restauracao
das propriedades contrateis e metabodlicas do musculo (MARQUESTE et al., 2004;
TANAKA; TSUBAKI; TACHINO, 2005).

No entanto, os efeitos no musculo séleo, apos lesdo compressiva do nervo
isquiatico, sdo um aspecto muito discutido, especialmente em relacdo ao tipo de
exercicio, sua intensidade e ao melhor periodo para ser iniciado (ARTIFON et al.,
2013; DESCHENES; MARESH; KRAEMER, 1997; TANAKA; TSUBAKI; TACHINO,
2005). Considerando a alta incidéncia de lesdes nervosas periféricas, seus efeitos
sobre a musculatura estriada esquelética, bem como os potenciais beneficios do
exercicio resistido sobre o masculo, justifica-se a necessidade do presente estudo.

A presente dissertacao originou o artigo cientifico intitulado: “Exercicio
resistido acelera a recuperacédo e altera a expressdo da AQP1 no musculo séleo
desnervado de ratos Wistar” (Artigo 1), que sera submetido a Revista Scandinavian
Journal of Medicine and Science in Sports, cujas normas sao apresentadas no anexo
B.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar os efeitos do exercicio fisico resistido de subida em escada, sobre o

musculo soleo, apés lesdo compressiva do nervo isquiatico de ratos Wistar.

2.2 Especificos

- Mensurar a area de seccéao transversa e menor diametro da fibra muscular, bem
como a densidade do tecido conjuntivo no musculo séleo.

- Quantificar o numero de fibras musculares e de capilares sanguineos no musculo
soleo.

- Realizar a mensuracdo do comprimento do musculo séleo, estimar o numero de
sarcOmeros em série e 0 seu comprimento ao longo do musculo.

- Analisar as possiveis alteracbes morfoldgicas advindas do exercicio resistido e da
lesé&o sobre o musculo séleo.

- Avaliar através de reacGes imunohistoquimicas, a expressdo de Aquaporina 1

(AQP1) no musculo séleo.
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3 REVISAO GERAL DE LITERATURA

3.1 Estrutura dos nervos

Os nervos tém a funcdo de estabelecer a comunicacdo entre os centros
nervosos, orgaos e tecidos. S&o compostos por axénios de neurdnios motores, que
conectam o sistema nervoso central com as células ou tecidos efetores, e neurénios
sensoriais, que conectam os receptores periféricos com o sistema nervoso central
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os componentes neurais do nervo periférico sdo as fibras nervosas, em
geral, axbnios com bainha de mielina, que tem a funcéo de acelerar a conducao do
impulso nervoso. O axdnio € um prolongamento longo e delgado do corpo celular, o
qgual possui terminacdes nervosas em sua regido distal e, por meio destas, realiza os
contatos sinapticos com os 6rgéos alvos (KIERSZENBAUM, 2008).

Os axobnios podem ser mielinizados ou ndo mielinizados. Os mielinizados
apresentam varias camadas de bainha de mielina formada pelas células de
Schwann, interrompidas apenas nos nodos de Ranvier, enquanto 0S néo
mielinizados, embora n&o possuam bainha de mielina e nodos de Ranvier, estdo em
contato intimo com as células de Schwann (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Um nervo consiste em numerosas fibras nervosas agrupadas em fasciculos
por bainhas de tecido conjuntivo. Essas formam 3 estruturas distintas: epineuro,
perineuro e endoneuro. O epineuro cobre o0 nervo inteiro, 0 perineuro separa 0s
nervos em fasciculos e o endoneuro envolve individualmente a fibra nervosa e suas
células de Schwann associadas (Figura 1) (KIERSZENBAUM, 2008).
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Fasciculos de endoneuro

FIBRAS NERVOSAS DESMIELINIZADAS

Célula de Schwann

Vasos sanguineos

G Axdnios
Perineuro

Epineuro

Nicleo da célula de Schwann

Bainha de mielina

FIBRA NERVOSA MIELINIZADA

Axénios

Figura 1- Esquema da estrutura dos nervos periféricos (CHALK, 2008).

O nervo isquidtico apresenta as caracteristicas basicas de um nervo
periférico, é classificado como misto, por possuir fibras aferentes e eferentes, é o
maior do corpo humano e tem origem no quarto segmento medular lombar (L4) até o
terceiro segmento sacral (S3). Entra na regido glutea através do forame isquiatico
maior, desce no compartimento posterior da coxa e no terco médio do membro
inferior, geralmente na fossa poplitea, bifurca-se nos nervos tibial e fibular comum
(Figura 2A) (MOORE; DALLEY, 2007). Cada um destes ramos leva diferentes
proporcdes de axdnios motores, sensoriais e autonémicos em dire¢cdo aos musculos,
receptores cutdneos ou vasos, localizadas em territérios definidos no membro
inferior. E responsavel por suprir a sensibilidade da maior parte da perna e do pé, a
motricidade e propriocepc¢ao dos musculos posteriores da coxa e todos os musculos
da perna e do pé (RODRIGUEZ; VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

Ja nos ratos origina-se desde L4 até o sexto segmento medular lombar (L6).
E unifascicular até o trocanter do fémur, onde se divide em duas porcdes, a tibial,
gue da origem ao nervo tibial e sural e a fibular que da origem ao nervo fibular e a
um ramo cutaneo (Figura 2B) (SCHMALBRUCH, 1986).
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Figura 2 A. Figura esquematica do trajeto do nervo isquidtico em humano (Dispnivel em:<
http://carmenarabelablog.wordpress.com/2013/12/12/tratamento-e-prevencao-da-ciatica>. Acesso em 14 de
Julho de 2015 ); B em modelo animal (rato) (DE RUITER et al., 2008)

O conhecimento das estruturas anatdmicas que compdem o0 nervo € de
extrema importancia, devido ao seu papel ativo nos processos celulares,
moleculares e fisiologicos, favorecendo a caracterizacdo do tipo de lesdo e sua
gravidade (BURNETT; ZAGER, 2004).

3.2 Lesao Nervosa Periférica

Existem duas classificacdes principais de lesdes que podem acometer o
sistema nervoso periférico. Uma delas, a mais utilizada na literatura, foi descrita por
Seddon (1943), que estabeleceu 3 diferentes graus para as lesdes nervosas (Figura
3):

1) Neuropraxia — a forma mais branda de uma lesdo nervosa, na qual existe
um bloqueio transitério na conducdo dos estimulos, o axdnio ndo perde sua
continuidade e ndo ocorre degeneracdo Walleriana, que se caracteriza pelo
comprometimento da integridade axonal e degeneracdo das fibras nervosas
distalmente ao local do trauma. A recuperacao € completa e se da espontaneamente
em poucos dias ou semanas.

2) Axonotmese — 0s danos sdo suficientes para promover uma ruptura da
continuidade axonal, provocando degeneracdo Walleriana. A microcirculacdo esta
preservada, o epineuro, perineuro e as células de Schwann estdo intactas. O
progndéstico é bom, pois a estrutura conjuntiva remanescente prové suporte para o

brotamento axonal e a reinervacgao.
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3) Neurotmese — tipo mais grave de lesdo, h4 uma completa ruptura do
nervo periférico, rompimento dos axénios, bainha de mielina, células de Schwann e
envoltorios conjuntivos, em graus variaveis. O progndstico é desfavoravel, a menos
gue a continuidade do nervo seja restabelecida e o tratamento requer intervencgao

cirargica.

Epinsuro

\‘( { Perineuro
P (4
({f

)

Endoneuro

- |
Axbnio Bainha de mistina

NORMAL

AXONOTMESE ' NEUROTMESE

Figura 3- Modelo esquematico dos graus de lesGes nervosas (Martins et al., 2013).

A outra classificacdo, estabelecida por Sunderland (1978), caracteriza a
leséo nervosa periférica em 5 graus: Grau | ocorre lesdo da bainha de mielina, com
bloqueio temporario da conducdo nervosa, mantendo a integridade da estrutura
nervosa; Grau Il com lesdo axonal parcial, degeneracdo Walleriana, porém com
integridade da membrana basal; Grau Il com lesdo axonal parcial e fragmentacéo
da lamina basal; Grau IV com lesdo de endoneuro, perineuro e lamina basal; Grau V
com lesé@o axonal completa do tronco nervoso.

O modelo de compressao do nervo isquiatico reproduz de forma confiavel
uma lesdo do tipo axonotmese (BRIDGE et al., 1994; CAMARA et al., 2011;
POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010; VAN MEETEREN et al., 1997), que é um
modelo bem caracteristico de regeneracdo e plasticidade do nervo periférico
(CAMARA et al., 2011; SOBRAL et al., 2008). A axonotmese leva a uma imediata
perda na condutividade nervosa e na ligagdo com o musculo alvo (BURNETT;
ZAGER, 2004). Carmignoto et al. (1983) relataram que quando ocorre a compressao

do nervo isquiatico, os musculos se tornam desnervados.



19

3.3 Musculo Estriado Esquelético

O musculo estriado esquelético forma o maior tecido presente nos
vertebrados e estd envolvido na locomocao, postura e movimentos respiratérios
(SILVA; CARVALHO, 2007). As fibras musculares sdo constituidas por células
multinucleadas especializadas e apresentam mionucleos localizados na periferia da
fibra, abaixo da membrana plasmatica. Além disso, residem no musculo esquelético
adulto uma populagdo de pequenas células mononucleares, as células satélites,
sendo denominadas também de mioblastos adultos indiferenciados. Estas células
ocupam uma posicao periférica em relacdo a miofibra adjacente, e participam da
manutencgdo, crescimento e regeneracdo do tecido muscular (AGUIAR; AGUIAR,
2009; HAWLEY, 2002; PETRELLA et al., 2008).

Seu didmetro pode variar de 10 a 100 micrdmetros (um), e o comprimento
pode chegar até 30 centimetros (cm), dependendo da arquitetura muscular
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; SILVA; CARVALHO, 2007). As células musculares
apresentam caracteristicas especificas e por isso seus componentes recebem
nomes especiais. O citoplasma ¢€é chamado de sarcoplasma; o reticulo
endoplasmatico, de reticulo sarcoplasmatico e a membrana citoplasméatica de
sarcolema (Figura 4) (TORTORA; GRABOWSKI, 2006).

Sarcolema

Mitocondria Miofilamentos

Linha Z Linha Z

Miofibrilas ’
Banda | Banda A Banda |
Reticulo Linha Z Sarcomero | .
Flbra Tabules T Sarcoplasmatico — _
MNacleo — STilec - ==1fls —
= —=he
Filamento grossd -~ — r——1— | ————1
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Figura 4- Desenho esquematico da organizag&o da fibra muscular (Disponivel em:
<hhttp://fisioexesef.blogspot.com.br/2013_05_01_archive.html>. Acesso em 19 de Setembro de 2015).
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O sarcoplasma é constituido pelas miofibrilas, além das organelas. O
sarcolema € constituido por uma membrana basal, composta por glicoproteinas e
colageno, e pelo plasmalema, que permite que o0s impulsos elétricos sejam
transmitidos ao longo da célula. O sarcolema sofre invaginac¢des, formando tabulos T,
que sdo responsaveis pela contracao uniforme de cada fibra muscular. Os tubulos T
formam uma associagdo intima com duas cisternas terminais do reticulo
sarcoplasmatico, chamada de triade. O reticulo sarcoplasmatico (Figura 4), por sua
vez, é especializado no armazenamento de ions calcio, e sua funcéo é libera-los no
sarcoplasma durante a passagem de um impulso elétrico, permitindo assim a
contracdo muscular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; KIERSZENBAUM, 2008).

As fibras musculares sdo compostas por miofibrilas, formadas pelos
filamentos de actina e miosina. Apresentam formato cilindrico, com diametro entre 1
e 2 um, podendo ser vistas ao microscopio de luz como estriacdes transversais com
alternancia de faixas claras e escuras. A faixa clara é isotropica a luz polarizada, que
atravessa facilmente os finos filamentos de actina e recebe o nome de banda I. A
faixa escura é anisotrépica, composta por actina e filamentos espessos de miosina,
0 que dificulta a passagem da luz, e por isso é denominada de banda A. No centro
de cada banda | aparece uma linha transversal escura, a linha Z. A banda A
apresenta uma zona mais clara no seu centro, a banda H (TORTORA; GRABOWSKI,
2006). A estriacdo da miofibrila € devido a repeticdo de unidades iguais, 0s
sarcdOmeros, que medem cerca de 2,5 um e ficam delimitados por duas linhas Z
sucessivas (Figura 4) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Uma matriz extracelular rica em carboidratos e proteinas envolve as fibras
musculares, compondo o tecido conjuntivo muscular. Este pode ser dividido em 3
bainhas distintas: o epimisio, que envolve todo 0 mdsculo externamente; o perimisio,
que divide o musculo em fasciculos, cada um contendo varias fibras musculares; e o
endomisio, que envolve cada fibra muscular individualmente (Figura 5). Os capilares
gue correm paralelamente ao eixo longitudinal da fibra seguem o tecido conjuntivo
para o interior do musculo, fornecendo o suprimento sanguineo (OVALLE;
NAHIRNEY, 2008).
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Figura 5- Desenho esquemético da estrutura do musculo esquelético (Disponivel em:
<http://anatomiaunieuro.blogspot.com.br/2013_09_01_archive.html>. Acesso em 14 de Abril de 2015).

As fibras musculares podem ser classificadas por suas caracteristicas
fisioloégicas e bioquimicas. A classificacdo principal divide as fibras em lentas e
rapidas. As fibras lentas (tipo 1) apresentam coloracdo avermelhada, altos niveis de
mioglobina, um extenso sistema de vasos sanguineos, grande numero de
mitocondrias, didmetro relativamente pequeno, sao resistentes a fadiga, estédo
adaptadas a atividades de contracdo continua e utilizam o sistema aerébio para
obtencdo de energia. J4, as fibras rapidas (tipo Il) apresentam coloracdao vermelho
claro, normalmente designadas como fibras brancas, pouca mioglobina, menor
guantidade de mitocOndrias, didmetro maior, ndo possuem sistema de vasos
sanguineos tdo extenso, estdo adaptadas a atividades de contracdo rapida em um
curto periodo de tempo e obtém energia do sistema glicolitico (BERNE et al., 2004,
IMAMURA; IMAMURA; HIROSE-PASTOR, 1999; PIOVESAN et al., 2009).

O mdusculo soleo esta localizado profundamente ao gastrocnémio e, junto
com ele forma o triceps sural, com origem na face posterior da cabeca e do colo da
fibula, e esta fixado a linha do musculo séleo da tibia por meio de um arco tendineo.
Na extremidade distal da perna, estreita-se para se fundir ao tendao do calcaneo
(Figura 6). Recebe inervacdo do nervo tibial, que é um ramo do nervo isquiatico. E
um musculo forte, grande, plano e anti-gravitacionario, formado principalmente por
fibras vermelhas, resistentes a fadiga e de contracéo lenta (MOORE; DALLEY, 2007).
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Figura 6- Imagem mostrando a localizagdo do musculo soleo e composicéo do triceps sural (BACELAR, 2011).

Quando o pé esta apoiado, o musculo séleo traciona posteriormente 0s
0ssos da perna, fornecendo a estabilidade desse segmento corporal, é também
responsavel pela flexdo plantar da articulagdo do tornozelo (talocrural), ressaltando
assim, sua importancia na postura bipede e na deambulacdo (MOORE; DALLEY,
2007). Dessa forma, conhecer os efeitos da lesdo nervosa periférica sobre o
musculo séleo, pode ser fundamental na manutencdo da capacidade funcional do

individuo.

3.4 Lesao nervosa: consequéncias e reparo muscular

A interrupcdo da comunicacdo neuromuscular provoca perda imediata da
atividade voluntaria reflexa do musculo, alterando a excitabilidade da membrana
sarcoplasmatica, diminuindo seu potencial de repouso e tornando as fibras
musculares hipersensiveis a acetilcolina (NELSON; HAYES; CURRIER, 2003). O
tipo e o grau de lesdo nervosa podem determinar se a resposta do musculo sera
transitoria ou permanente (ROBINSON; SNYDER-MACKLER, 2001).

A alteracdo mais significativa no sistema muscular apdés a lesdo nervosa
periférica é a atrofia, resultado da diminuicdo do diametro da fibra, que afeta tanto as
fibras rapidas quanto as lentas e causa reducdo da forca muscular (LIEBER, 2002).
Segundo Carlson (2014), a atrofia se torna mensuravel em poucos dias e em

musculos lentos, como o0 sdOleo, ocorre mais rapidamente. Nunes, Mello (2005)
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realizaram lesdo por sec¢do no nervo isquiatico e perceberam que a atrofia no
musculo séleo foi evidente apds o 3° dia de leséo e consideravelmente maior no 7°
dia.

Muscatello, Margreth, Aloisi (1965) avaliaram o musculo semitendineo de
rds, apos lesdo nervosa periférica por seccdo dos nervos isquiatico e femoral e
classificaram a atrofia em 3 fases. Na 12 (fase de retardo), 0 musculo perdeu menos
de 5% de massa e com a persisténcia da lesdo a massa muscular diminuiu de 5 a
25%, iniciando a 22 fase (1 a 3 meses apds a lesdo), na qual se pode observar
reducdo das proteinas contrateis e aumento da concentracdo dos componentes
estruturais do reticulo sarcoplasmatico. Finalmente, em uma fase mais avancada
(atrofia degenerativa), houve reducdo da massa muscular, acima de 30%, associada
com alteracdes no sarcoplasma. Esses autores relataram que 0s estagios iniciais da
atrofia, no musculo semitendineo de ras, correspondem a um periodo de algumas
horas ou dias, em mamiferos como os ratos. J& em humanos, a atrofia, proliferacéo
de tecido conjuntivo e a substituicdo por tecido adiposo ocorrem mais lentamente
(KERN et al., 2002).

A auséncia do estimulo nervoso sobre os musculos lentos faz com que
ocorra uma diminui¢cdo da isoforma da cadeia pesada de miosina, transformando-os
em musculos rapidos (PETTE; STARON, 2001). Outras alteracées como diminuicédo
no numero de sarcémeros (CEYLAN et al., 2014) e aumento da densidade do tecido
conjuntivo (FERNANDES et al., 2005) também podem ocorrer como consequéncia
de lesBes nervosas periféricas.

Além das alteracbes morfoldégicas descritas, observam-se também
modificacdes na excitabilidade muscular. A intensidade do estimulo elétrico e a
duracdo do pulso necesséria para produzir a contragdo tornam-se maiores (RUSSO
et al., 2004).

Apesar de todos esses efeitos deletérios decorrentes da lesdo nervosa, o
musculo esquelético possui uma elevada capacidade de adaptacdo, a qual é
atribuida as células satélites, que sdo mononucleadas, indiferenciadas e estao
localizadas entre a lamina basal e o sarcolema. Apesar de estarem normalmente
quiescentes no adulto, podem-se tornar ativas em resposta a estimulos como leséao,
crescimento ou remodelacao (FOSCHINI; RAMALHO; BICAS, 2004).
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O reparo muscular apoés a lesdo € um processo de duas fases: degeneracao
e regeneracao. Inicialmente sdo observados necrose de miofibrilas, destruicdo da
integridade da fibra muscular e aumento dos niveis séricos de proteinas musculares.
Também ocorre a ativacdo de células mononucleares, células inflamatorias e células
miogénicas. Os neutréfilos sdo as primeiras células inflamatorias que invadem o
musculo lesionado e apos, aproximadamente 48 horas, os macrofagos predominam,
migram para a area lesionada por meio da corrente sanguinea e sdo responsaveis
pela fagocitose dos restos celulares (CHARGE; RUDNICKI, 2004; KARALAKI et al.,
2009; TOUMI; FFGUYER; BEST, 2006).

A proliferacdo celular é extremamente importante e necessaria para que
ocorra a fase da regeneracdo muscular. Neste momento, as células satélites deixam
seu estado quiescente, se dividem por mitose, diferenciam-se em mioblastos e
migram para o local de lesdo, onde podem se fundir para formar miotubos
multinucleados ou fundem-se a célula muscular lesionada, que posteriormente se
diferenciam (com o aumento do volume celular e migracdo dos nucleos para a
periferia) formando a nova fibra muscular (CHARGE; RUDNICKI, 2004; JANG et al.,
2011; KARALAKI et al., 2009; SOUZA et al., 2015).

A ativacdo das células satélites pode ser regulada por varios fatores, vias
intrinsecas e extrinsecas, incluindo os fatores de regulacdo miogénica como: o fator
de diferenciagdo miogénica (MyoD), fator miogénico 5 (Myf5), miogenina (Myf-1),
entre outros. Esses fatores sdo uma superfamilia de proteinas de transcricdo hélice-
alca-hélice béasicos (bHLH), capazes de promover a proliferacdo celular e
diferenciacdo do musculo esquelético durante a miogénese, bem como seus
processos adaptativos no musculo adulto (AGUIAR; AGUIAR, 2009; SOUZA et al.,
2015).

Além das células satélites, Wakayama (2007) observou que a AQP1 pode
influenciar na capacidade regenerativa do muasculo, visto que a mesma é utilizada
para funcionar na migracdo das células, em diversos fendmenos bioldgicos,
incluindo a angiogénese, a cura de feridas, regeneracdo de 6érgaos, propagacéo e
crescimento de tumor (SAADOUN et al., 2005).

A AQP1 € uma proteina de canal de agua, amplamente expressa em células

endoteliais vasculares, que aumenta a permeabilidade a agua da membrana celular
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(SAADOUN et al.,, 2005; WAKAYAMA, 2010). AU et al.,, (2008) verificaram a
presenca de AQP1 na membrana muscular, bem como nas células endoteliais do

endomisio e nos vasos sanguineos.

3.5 Exercicios Fisicos na Intervencéao Fisioterapéutica

Apés uma lesédo nervosa periférica, a cinesioterapia tem lugar de destaque
como método fisioterapéutico, sendo capaz de determinar um conjunto de
adaptacdes estruturais e funcionais com o objetivo de prevenir a atrofia muscular e
recuperar a motricidade e a sensibilidade das areas comprometidas (JUNIOR et al.,
2013; UDINA; PUIGDEMASA; NAVARRO, 2011).

Estudos realizados em animais demonstraram a eficacia do exercicio fisico
na recuperacdo funcional (TANAKA; TSUBAKI; TACHINO, 2005; TEODORI et al.,
2011), por proporcionar a restauracao das propriedades contrateis e metabdlicas do
muasculo (MARQUESTE et al., 2004), aumento no conteudo de glicogénio e a
organizagéo tecidual (POSSEBON et al., 2001). No entanto, existem divergéncias na
literatura em relagdo ao tipo de exercicio mais eficaz, sua intensidade e qual a
melhor fase para se iniciar (precoce ou tardia) (ARTIFON et al., 2013; DESCHENES;
MARESH; KRAEMER, 1997; TANAKA; TSUBAKI; TACHINO, 2005).

Van Meeteren et al. (1997) apontam que a atividade fisica na fase ativa da
lesdo, aumenta o retorno da fungcdo sensorio-motora e persiste na fase tardia da
reinervacao, ou seja, o exercicio iniciado 24 horas apos a lesao por compressao do
nervo isquiatico pode ser benéfico para o crescimento axonal, maturacao das fibras
regeneradas e recuperacao das propriedades contrateis do musculo.

Marqueste et al. (2004) submeteram ratos, na fase precoce da reinervacao,
a eletroestimulacdo muscular (5 horas/dia) e ao exercicio em esteira (1 hora e 50
minutos), 2 vezes(x)/dia), 5 dias/semana durante 10 semanas. Observaram que a
eletroestimulacéo foi eficiente somente na manutencdo do peso muscular e que o
protocolo de exercicio proposto foi capaz de aumentar a resisténcia a fadiga,
restaurar as propriedades e a mecanossensibilidade do musculo.

Sobral et al. (2008) avaliaram a influéncia do exercicio fisico, na fase
imediata e tardia da regeneracdo do nervo isquiatico de ratos, ap0s a axonotmese,

utilizando como protocolo de treinamento corrida em esteira, com velocidade de 8
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metros/minuto, sem inclinacdo, 30 minutos/dia, durante 14 dias. Os autores
observaram, por meio do estudo morfométrico e funcional, que a préatica do exercicio
fisico proposto nao influenciou no brotamento axonal, no grau de maturacdo das
fibras nervosas regeneradas e nem na funcionalidade dos musculos reinervados.

Em relacdo ao periodo de reinervagdo muscular, Gorio et al. (1983), ao
estudar o musculo extensor longo dos dedos, apds lesdo compressiva do nervo
isquiatico em ratos, observaram gque nenhum axonio havia estabelecido contato na
juncao neuromuscular 10 dias apds axonotmese, 0 que ocorria a partir da 22 semana
da leséo, quando observaram que 25% das fibras musculares estavam reinervadas
por mais de um axénio (poli-inervagdo), alcangando o maximo entre 21 e 25 dias
guando ocorreu a recuperacao da atividade mecanica do masculo.

Considerando os dados disponiveis na literatura atual, ndo ha um consenso
a respeito do tipo, da intensidade e do momento mais adequado para iniciar o
exercicio fisico apos lesdo nervosa periférica. Nesse sentido, este estudo analisou a
influéncia do exercicio fisico resistido de subida em escada iniciado na fase precoce

da lesdo nervosa, na histomorfometria do musculo séleo.

3.5.1 Exercicio Resistido

O exercicio resistido consiste em uma atividade voltada para o
desenvolvimento de hipertrofia no masculo, através da aplicacdo de sobrecarga. E
indicado para a manutencéo da forca e ganho de massa muscular (CASSILHAS et
al., 2013; HORNBERGER; FARRAR, 2004).

Na literatura existem divergéncias em relacdo a sobrecarga imposta nos
animais. llha et al. (2008) utilizaram 50 gramas (g) no inicio do tratamento e a cada
semana foram adicionadas 50 g. Apds 5 semanas de exercicio, o total de
sobrecarga aplicada em cada animal era de 250 g. Cassilhas et al. (2013) utilizaram
50% da massa corporal total do animal nas primeiras duas repeticbes. Em seguida,
a sobrecarga era aumentada dependendo da série: 75% para a 32 e 42, 90% para a
52 e 62 e de 100% para a 72 e 82 série.

Gaffuri et al. (2011) aplicaram um protocolo de exercicio fisico resistido de

salto e natacdo em ratos (5x/semana) submetidos & compresséo do nervo isquiatico.
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Os autores concluiram que o exercicio nao foi eficaz na reducdo do quadro algico
dos animais.

O exercicio de subida em escada é utilizado como modelo de exercicio
resistido e, ja foi estudado anteriormente com o objetivo de induzir a hipertrofia
muscular de maneira semelhante a dos seres humanos (HORNBERGER; FARRAR,
2004), regeneracdo axonal (ILHA et al., 2008), reverter os efeitos deletérios da
ovariectomia sobre o tecido 6sseo (SHIGUEMOTO et al., 2012), verificar os efeitos
sobre a epilepsia, (PEIXINHO-PENA et al., 2012), controlar os efeitos deletérios de
uma dieta com elevado teor de gordura (SPERETTA et al.,, 2012) e inducdo de
hipertrofia muscular em membros superiores (NASCIMENTO et al., 2013). Dessa
maneira, considerando a falta de informacdes sobre a a¢do do exercicio resistido de
subida em escada sobre 0 musculo séleo apds a compressao do nervo isquiatico se

justifica o presente estudo.
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Resumo:

Introducéo: Lesdes dos nervos periféricos resultam na interrup¢do da transmissdo de impulsos
nervosos, com diminuicdo ou perda da sensibilidade e motricidade no territério inervado, afetando
diretamente o tecido muscular e a mobilidade do individuo. Exercicios fisicos podem auxiliar na
manutencao das propriedades musculares e na recuperacao funcional. Objetivo: Analisar os efeitos do
exercicio resistido de subida em escada iniciado na fase aguda, na histomorfometria e na expressao de
aquaporina 1 (AQP1) no musculo séleo, ap6s lesdo do nervo isquitico de ratos Wistar. Materiais e
Meétodos: Foram utilizados 24 ratos adultos divididos aleatoriamente em 4 grupos, com 6 animais
cada : controle, exercicio, lesdo e lesdo com exercicio. Trés dias apds a compressdo do nervo
isquidtico, os grupos exercicio e lesdo com exercicio, foram submetidos ao exercicio resistido durante
21 dias. Apos este periodo, os animais foram eutanasiados e 0 musculo séleo processado. Resultados:
O grupo exercicio apresentou maior area de seccdo transversa quando comparado com o0s demais
grupos. O namero de capilares sanguineos no grupo leséo foi maior, quando comparado com 0s grupos
exercicio e lesdo com exercicio. A analise morfolégica revelou que no grupo exercicio ocorreu
hipertrofia, no grupo leséo foi evidente dano muscular e, no grupo lesdo com exercicio foi verificado
melhora significativa no musculo. A AQP1 foi imunolocalizada no endotélio dos capilares sanguineos
presentes nas fibras musculares com diferengcas da expressdao nos grupos. Conclusdo: O exercicio
resistido iniciado na fase aguda foi uma modalidade terapéutica eficaz na recuperacdo de aspectos
morfoldgicos no musculo séleo apds a desnervacéo.

Palavras-chave: Nervos periféricos, Musculo esquelético, Aquaporina, Reabilitacdo, Lesoes.
Abstract

Introduction: Peripheral nerve injuries result in the interruption of the transmission of nerve impulses,
with a decrease or loss of sensation and motor function in the innervated area, which directly affects
muscle tissue and mobility. Physical exercise can help to maintain muscle properties and aid
functional recovery. Objective: To analyze the effects of resistance exercise (climbing steps), which
was started in the acute phase, on the histomorphometry and the expression of aquaporin 1 (AQP1) in
the soleus muscle after sciatic nerve injury in Wistar rats. Materials and Methods: Twenty-four adult
rats were randomly divided into the following four groups, which each contained six animals: control;
exercise; lesion; and exercise with lesion. Three days after the compression of the sciatic nerve, the
animals in the exercise group and the exercise with lesion group were submitted to resistance exercise
for 21 days. After this period, the animals were sacrificed and the soleus muscle was processed.
Results: The exercise group showed a larger cross-sectional area compared to the other groups. The
number of blood capillaries in the lesion group was higher compared with the exercise group and the
exercise with lesion group. The morphological analysis revealed that hypertrophy occurred in the
exercise group. There was obvious muscle damage in the lesion group, and significant improvement in
the muscle was observed in the lesion and exercise group. The AQP1 was immunolocalized in the
endothelium of blood capillaries present in the muscle fibers, with diferent expressions in the groups.
Conclusion: Resistance exercise initiated in the acute phase was an effective therapeutic modality in
the recovery of morphological aspects in the soleus muscle after denervation.

Keywords: peripheral nerves, skeletal muscle, aquaporin, rehabilitation, lesions.
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Introducéo

Anualmente, em paises desenvolvidos a incidéncia de lesbes nervosas periféricas é
estimada entre 13 a 23 casos a cada 100.000 habitantes (Li et., 2014), acometendo
principalmente a populagédo economicamente ativa e provocando um grande impacto sobre o
individuo, seus familiares e na sociedade como um todo (Sebben et al., 2011).

No estudo das lesdes nervosas periféricas, o isquiatico é o mais utilizado devido as
suas caracteristicas morfoldgicas, facil acesso cirirgico e por possuir dados prévios para
comparacao (Geuna, 2015). Sua lesdo é caracterizada por dor ao longo do trajeto do nervo ou
ciatalgia, lombalgia, distarbios sensoriais e fraqueza dos musculos do membro inferior
(Kobayashi; Yoshizawa; Yamada, 2004), tais como o mausculo séleo, extremamente
importante na postura bipede e na deambulacdo (Moore; Dalley, 2007).

A interrup¢do da comunicagdo neuromuscular causa alteragfes que levam a
incapacidades funcionais, pois pode resultar em diminui¢do da area de seccao transversa das
fibras musculares (Junior et al., 2013), atrofia (Silva-Couto et al., 2012), aumento na
densidade capilar (Wagatsuma; Tanaka, Ogita, 2005) e aumento do tecido conjuntivo
intramuscular (Caierdo et al., 2008).

Embora os nervos possuam capacidade intrinseca de se recuperar ap6s a leséo, a
regeneracdo dos tecidos afetados continua sendo um problema clinico importante (Cheng et
al., 2013). Dentre os programas de reabilitacdo, estdo os exercicios fisicos resistidos que
consistem em uma atividade voltada para o restabelecimento das fun¢Ges musculares, através
da aplicacdo de sobrecarga (Cassilhas et al., 2013). Neste sentido, estudos vém mostrando 0s
beneficios dos exercicios fisicos na regeneracdo muscular, como na prevencdo da atrofia e no
restabelecimento das propriedades contrateis e metabolicas do muasculo (Marqueste et al.,
2004; Tanaka; Tsubaki; Tachino, 2005).

No entanto, seus efeitos no masculo soleo, apés lesdo compressiva do nervo
isquiatico sdo um aspecto muito discutido, especialmente em relacéo ao tipo de exercicio, sua
intensidade e ao melhor periodo para ser iniciado (Tanaka; Tsubaki; Tachino, 2005).

As aquaporinas (AQPs) sdo proteinas de membrana que, inicialmente, quando
descobertas e identificadas, foram consideradas funcionalmente como proteinas facilitadoras
de processos fisiologicos, através do transporte passivo, bidirecional de agua. Atualmente,

sabe-se que esta funcédo esta longe de tudo o que estas proteinas fazem, pois as AQPs devem
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mediar & transducdo de sinal e podem ter implicacdes em Varios de processos fisioldgicos e
condicBes fisiopatoldgicas (Kitchen et al, 2015), entre elas a AQP1. Esta aquaporina foi
apontada como possivel determinante da regeneracdo axonal de neurdnios dos ganglios da
raiz dorsal (Zhang; Verkman, 2015); também foi demonstrado que a modulacdo da expressao
desta AQP alterou a capacidade migratoria e proliferativa de células musculares de artérias
pulmonares (Lai et al., 2014).

Considerando as divergéncias, a alta incidéncia de lesdes nervosas periféricas e seus
efeitos sobre a musculatura estriada esquelética, bem como os potenciais beneficios do
exercicio resistido, justifica-se a necessidade do presente estudo. Dessa forma, 0s objetivos
foram analisar os efeitos do exercicio fisico resistido do tipo subida em escada iniciado na
fase aguda, na histomorfometria e na expressdo de AQP1 no musculo so6leo, apos lesdo

compressiva do nervo isquiatico de ratos Wistar.

Materiais

Caracterizacdo da amostra

Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar, com peso aproximado de 350-400g,
mantidos em fotoperiodo claro-escuro de 12 horas, com controle de higiene e temperatura, e
agua e racdo fornecidos ad libitum. Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais, com 6 ratos em cada grupo, sendo: controle, exercicio, lesdo e lesdo com
exercicio. Este estudo foi aprovado pelo ComitE de Etica no uso de animais (CEUA) da
UNIOESTE.

Protocolo experimental de compressao isquiatica

Para 0 modelo experimental da axonotmese no nervo isquiatico, os animais dos
grupos lesdo e lesdo com exercicio foram pesados e anestesiados previamente com injecdo
intraperitoneal de quetamina (95 mg/Kg) e xilazina (12 mg/Kg). Apds a verificacdo do estado
de consciéncia do animal (observado pela auséncia de resposta motora ao pingamento da
cauda e pregas interdigitais), o mesmo foi posicionado em decubito ventral, mantendo os

membros escapulares e pélvicos em abducdo. Foi realizada a tricotomia no terco médio da
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coxa direita e assepsia do local com polivinilpirrolidona-iodo (Povidine®) e, em seguida,
realizada uma incisdo, paralela as fibras do musculo biceps femoral, expondo o nervo
isquiatico, com subsequente compressdao do mesmo, com uso de pin¢a hemostatica, por um
periodo de 30 segundos. A pressao gerada foi padronizada pelo fechamento da pinga no 2°
dente da cremalheira e realizada sempre pelo mesmo pesquisador, a fim de minimizar
variacgoes no procedimento (Camara et al., 2011).

Apols o pincamento, o nervo foi realocado, realizada sutura cutanea com pontos
simples, utilizando fio de nylon monofilamento, aplicado polivinilpirrolidona-iodo
(Povidine®) sobre a incisdo e entdo, os animais foram alojados nas mesmas condicdes pré-

cirdrgicas.

Protocolo de exercicio

O protocolo de exercicio resistido foi adaptado de Hornberger e Farrar (Hornberger;
Farrar, 2004). Para tanto, foi utilizada uma escada vertical, feita de madeira com 67 degraus
de ferro, com espacamento de 1 cm entre cada degrau, com altura de 118 cm, 20,5 cm de
largura e mantida em inclinacdo de aproximadamente 60°. Na parte superior da escada foi
acoplada uma gaiola, com uma altura de 18,5 cm e 15 cm de largura que serviu como abrigo
durante o periodo de descanso entre as séries.

Antes da cirurgia de compressdo do nervo isquiatico, todos os animais foram
submetidos a um protocolo de familiarizagdo com a escada vertical (Shiguemoto et al., 2012).
O treinamento consistiu em 3 ensaios por dia, 5 dias por semana durante duas semanas e
nenhum tipo de estimulo doloroso foi utilizado. Na 22 semana de treinamento foi adicionada
uma sobrecarga de 100g, que foi presa na por¢do proximal da cauda do animal.

No 3° dia do pos-operatorio (PO), os animais dos grupos exercicio e lesdo com
exercicio foram submetidos ao exercicio resistido de subida em escada durante 5 dias por
semana, com intervalo de 2 dias, totalizando 21 dias de tratamento. O exercicio foi realizado
em 2 séries de 10 subidas consecutivas na escada, com a sobrecarga de 100g, e com um

intervalo de 60 segundos entre as séries para descanso.

Coleta do musculo séleo e analises morfoldgicas e morfométricas
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Vinte quatro horas ap6s as sessfes de tratamento, todos os animais foram pesados,
anestesiados com quetamina (95 mg/Kg) e xilazina (12 mg/Kg), eutanasiados em guilhotina e
0 musculo soleo direito foi dissecado, colocado em superficie plana para a mensuracdo do
comprimento muscular com paquimetro digital (Digimess® - S&o Paulo/Brasil) e, dividido
longitudinalmente em duas partes iguais, sendo a metade medial processada para analise
histoldgica de rotina e a lateral destinada para a contagem do nimero de sarcémeros.

Para a confeccdo das laminas, os musculos soleos foram fixados em methacarn (70%
de metanol, 20% de cloroformio, 10% de acido acético glacial) por 24 horas e armazenados
em alcool 70%. Em seguida, passaram por um processo de desidratagdo em série crescente
alcdolica, diafaniza¢do em xilol e inclusdo em parafina. Os cortes transversais de 7 um de
espessura foram obtidos em micrétomo (CUT 4055 Olympus®, Mainz, Alemanha) e corados
com Hematoxilina e Eosina (HE) para analise geral do tecido muscular e com Tricrémico de
Mallory (TM) para andlise do tecido conjuntivo.

Foram realizadas as seguintes mensuracfes: &rea de seccdo transversa, menor
diametro da fibra muscular, densidade do tecido conjuntivo, contagem do nimero de fibras e
de capilares sanguineos, assim como para a avaliacdo da morfologia das fibras musculares.

As laminas obtidas foram analisadas em microscépio de luz (BX60 Olympus®,
Téquio, Japdo) e para a mensuracdo da area de seccdo transversa e menor diametro da fibra
muscular foram obtidas aleatoriamente 10 imagens na objetiva de 40x, sendo que em cada
imagem foram mensuradas 10 fibras pelo programa Image-Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics®,
Silver Spring, USA), totalizando 100 mensuragdes por animal.

Para determinar a densidade do tecido conjuntivo, nimero de fibras e capilares
sanguineos foram obtidas aleatoriamente 10 imagens na objetiva de 40x e realizado as 10
mensuragdes por animal.

Na analise da densidade do tecido conjuntivo do endomisio e perimisio foi utilizado
0 programa GIMP (GNU Programa de Manipulacdo de Imagens) 2.0 (GNU General Public
License®, Berkeley, Califérnia). A érea relativa do tecido conjuntivo (densidade da area) foi
calculada dividindo o total de pixels da fotomicrografia pelo total de pixels da marcacdo do
tecido conjuntivo.

As fibras musculares e os capilares sanguineos presentes na fotomicrografia foram
morfologicamente identificados, marcados e contabilizados. Para calcular a razdo capilar por

fibra, foi realizada a divisdo do numero total de capilares pelo numero total de fibras
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musculares presentes no mesmo campo visual. Para evitar erro de amostragem foram
excluidas as fibras e os capilares sanguineos projetados sobre as bordas superior e direita.

Para a contagem do numero de sarcomeros, 0s musculos séleos foram fixados em
formol 10% por 3 horas, passados para o acido nitrico 30% por 72 horas, visando a quebra do
tecido conjuntivo e armazenados em solucdo de glicerol (50%). Apos esse procedimento,
foram colocados em uma placa de Petri e, com o auxilio de microscopio estereoscopico (Sz40
Olympus®, Téquio, Jap&o) foram isoladas 9 fibras, com uso de pincas com pontas ultrafinas,
que foram montadas em laminas histolégicas.

A andlise do numero de sarcémeros foi realizada em microscopio de luz (BX60
Olympus®, Téquio, Japdo) na objetiva de 40x. Nesse aumento, as imagens das fibras
musculares longitudinais, foram captadas para posterior analise no programa Image-Pro-Plus
6.0 (Media Cybernetics®, Silver Spring, USA), onde foram contados os sarcdmeros ao longo
de 50 um, em 6 campos ndo consecutivos, totalizando 300 pm. O célculo de regra de 3
simples foi utilizado para estimar o total de sarcomeros em série no comprimento total do
masculo.

Para a imunolocalizacdo da aquaporina 1 (AQP1) foram realizadas seccgdes
histolégicas de 5 um submetidas a recuperacdo antigénica, em tampao citrato de sédio em
microondas (3x de 5 minutos). Para evitar reacdes inespecificas, realizou-se o bloqueio da
peroxidase enddgena em solucdo peroxido de hidrogénio 3% em metanol (15 minutos) ao
abrigo de luz e, em seguida, as ldaminas foram lavadas com phosphate-buffered saline (PBS) e
incubadas com leite em p6 3% por uma hora.

Apos, foram incubadas overnight em camara Umida com o0s anticorpos primarios
anti-AQP1 (1:80, rabbit, Anti-aquaporinl, Millipoire Inc, Temecula, CA, USA) e em
seguidas lavadas em PBS. A incubacéo foi feita com anticorpo secundério (1:100, goat anti-
rabbit 1gG peroxidase, Sigma, St. Louis, MO, USA) por uma hora, seguida de lavagem em
PBS para posterior revelacdo com diaminobenzidina (DAB) (aproximadamente 40 segundos).
As seccOes foram contracoradas com HE e, as imagens capturadas em microscépio de luz
(BX60 Olympus®, Téquio, Japdo) e digitalizadas para anélise no programa Image Pré-Plus
6.0 (Media Cybernetics®, Silver Spring, USA).
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Anélise Estatistica

Os dados referentes aos efeitos do exercicio resistido de subida em escada na lesdo
nervosa periférica sobre o masculo soleo, foram analisados com auxilio do programa
GraphPad Prism 6.0 e apresentados como média, desvio-padrdo. Para dados com distribuicdo
normal foi utilizado ANOVA (Analysis of Variance) one-way, com pds-teste de Tukey e, para
dados nao paramétricos, foi aplicado o teste de Kruskall-Wallis com p@s-teste de Dunn’s. Para

todas as andlises foi considerado estatisticamente significativo p<0,05.

Resultados

Anadlises histomorfométricas do musculo séleo

As andlises histomorfométricas do musculo s6leo em relacdo a area de seccédo
transversa, menor diametro e densidade do tecido conjuntivo do endomisio e perimisio sao
apresentadas na Tabela 1.

O total de capilares sanguineos, fibras musculares e a razdo capilar/fibra do masculo
soleo séo apresentados na Tabela 2.

As andlises do musculo so6leo referentes ao comprimento muscular, estimativa do
namero de sarcobmeros ao longo do musculo e em 300 pm, bem como o comprimento do

sarcOmero sdo apresentadas na Tabela 3.

Andlise morfoldgica e imunohistoquimica do musculo séleo

No grupo controle, o musculo séleo apresentou morfologia normal, com fibras
musculares poligonais de angulos arredondados e contorno regular, miondcleos na periferia,
em posicéo subsarcolemal, arranjo fascicular com tecido conjuntivo frouxo no endomisio e no
perimisio (Figura 1A). No grupo exercicio, a maioria das fibras se apresentava hipertrofiada
qguando comparadas aos outros grupos, porem mantendo o formato poligonal e padrédo
fascicular, com os nucleos localizados na periferia, preservando assim, a estrutura e a
organizacdo muscular (Figura 1B).

Ja no grupo lesdo, o séleo mostrou sinais de dano muscular decorrentes da

desnervacdo. As fibras se apresentaram desorganizadas com contorno irregulares, ndcleos
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centralizados, muitos dos quais apresentaram um halo circundante e mioblastos no local da
lesdo (Figura 1C). Sinais de degeneracdo também foram verificados no citoplasma pela perda
da organizacdo das miofibrilas (Figura 1D) e mioblastos enfileirados foram visualizados na
periferia celular (Figura 1E). Ainda, foi possivel verificar aumento na quantidade de capilares
sanguineos nos animais deste grupo, com intensa neoformacdo vascular (Figura 1E),
confirmado pelos achados morfométricos.

No grupo lesdo tratado com o exercicio resistido de subida em escada foi verificado
melhora nos aspectos morfoldgicos, havendo a regeneracdo da maioria das fibras musculares,
cujas caracteristicas foram semelhantes ao controle (Figura 1F). No entanto, ainda foram
verificadas algumas fibras com nucleos centrais e contornos irregulares.

Em relacdo a organizacdo estrutural e a densidade do tecido conjuntivo do endomisio
e do perimisio, ndo houve diferencas morfoldgicas entre os grupos, sendo que todos se
apresentavam com arranjos tipicos e organizados, alinhamento das fibras e sem alteragdes
(Figura 2).

A AQP1 foi imunolocalizada no endotélio dos capilares sanguineos presentes nas
fibras musculares de todos 0s grupos, sendo gue as reatividades foram: média a forte no grupo
controle (Figura 3A) e fraca no grupo que realizou exercicio resistido (Figura 3B), no entanto
no grupo lesdo (Figura C) e lesdo com exercicio (Figura D) foi verificado reatividade forte a

intensa.
Discussao

O modelo de compressdo do nervo isquiatico realizado no presente estudo reproduz a
lesdo do tipo axonotmese (Possamai; Siepko; André, 2010; Camara et al., 2011), que leva a
interrupgdo da comunicagdo neuromuscular. A auséncia do estimulo alterou a morfologia do
musculo séleo dos animais do grupo lesao, revelando caracteristicas tipicas de dano muscular
causado por desnervacdo. Fibras musculares com contornos irregulares e nucleos
centralizados também foram evidenciadas por Poldnio et al. (2010) no masculo tibial anterior
de ratos submetidos a seccdo completa do nervo isquiatico. Salvini et al. (2012) descreveram
que tais alteragdes estruturais nas fibras musculares comprometem a funcionalidade do 6rgéo.

Apo0s a lesdo nervosa, o suprimento sanguineo tem papel essencial na recuperagdo
morfologica e funcional do masculo (Wagatsuma; Tamaki; Ogita, 2005; Hudlicka, 2011). A

neovascularizagdo, observada no grupo lesdo, possibilita o aporte de nutrientes e oxigénio
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necessarios ao reparo tecidual. Camilo; Rocha; Choppard (2004) também verificaram maior
quantidade de capilares sanguineos no masculo soleo apds a sec¢do do nervo isquiatico,
caracteristica esta que parece ser resposta a proliferacdo da célula endotelial estimulada pelo
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Zhao et al., 2016).

A lesdo do nervo isquiatico também promoveu alteracdo da expressdo de AQP1 no
masculo séleo, um dos membros da familia das aquaporinas. As aquaporinas (AQPs 0 — 12)
sdo proteinas integrais de membrana, com fungdes que variam desde a regulacdo do balanco
hidrico renal até integridade estrutural da lente do olho humano, entre outras. Por isso, a
compreensdo das funcbes das AQPs sdo importantes no estudo de doencas e condicoes
patoldgicas, tais como obesidade, angiogénese de tumores e proliferacdo e migracdo de
células cancerosas (Kitchen et al., 2015).

A AQPL1 ja foi localizada em hemacias, células endoteliais de capilares, rins, bexiga,
figado, hipocampo, plexo coroide, entre outras estruturas. Embora sua expressdo no musculo
estriado esquelético seja controversa, hd concordancia da expressao positiva desta AQP nas
células endoteliais dos capilares musculares (Wakayama, 2007). Desta forma, os resultados de
imunolocalizacdo da AQP1 obtidos neste estudo sdo concordantes com a literatura, visto que
ela foi imunolocalizada no endotélio do masculo s6leo dos animais de todos 0s grupos
experimentais.

A reatividade forte a intensa da AQP1, no endotélio dos animais dos grupos lesao e
lesdo e exercicio, foi um resultado marcante do presente estudo e mostrado de forma inédita
no masculo séleo. Wakayama (2007) prop6s que a regeneracdo do musculo estriado
esquelético poderia ser aumentada pela superexpressao (overexpression) de AQP1; hip6tese
concordante com nossos resultados e que pode ser fundamentada em novas funcGes das AQPSs,
entre elas facilitar a migracdo celular (Papadopoulos et al., 2008). Migracdo é um papel
fundamental das células e ocorre em processos fisiologicos e patoldgicos, inclusive em reparo
de lesdes teciduais apds injuria e formacdo de novos vasos sanguineos (Papadopoulos et al.,
2008). Foi relatado que a delecdo de AQP1, em camundongos, reduziu o crescimento tumoral
apos injecdo subcutdnea de células de melanoma, o qual foi associado com aumento da
necrose tumoral e diminuicdo da formagdo de vasos sanguineos no leito tumoral
(Papadopoulos et al., 2008). Lai et al. (2014) mostraram que a expressdo de AQP1 modulou

as capacidades de migracao e proliferacdo de células musculares da artéria pulmonar de ratos
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quando estimuladas por hipdxia. Assim, acredita-se que forte reatividade da AQP1, observada
no presente estudo, deve-se ao papel desta AQP em atuar na remodelagem do masculo séleo.

Apesar das inumeras caracteristicas morfoldgicas deletérias constatadas no musculo
soleo do grupo lesdo, 21 dias apo6s a lesdo nervosa, foi possivel verificar alguns sinais de
regeneracdo muscular, como a presenca de ndcleos centralizados na fibra, indicativo de
sintese proteica (Karalaki et al., 2009). Tanaka, Tsubaki e Tachino (2005) também
verificaram que o musculo séleo se recuperou espontaneamente seis semanas apos a lesdo do
nervo tibial.

A plasticidade do tecido muscular em resposta a lesdo depende, entre outras, do
papel funcional das células satélites (Karalaki et al., 2009; Carlson, 2014). Estas se encontram
em estado quiescente no musculo saudavel, entretanto na lesdo proliferam na lamina basal e,
com auxilio de fatores de crescimento, que atuam na quimiotaxia, proliferacao e diferenciacdo,
as células satelites formam os mioblastos. Ao atravessarem a ldmina basal, os mioblastos
liberam enzimas (tripsina e pronase), capazes de dissolver a membrana, chegando ao local da
lesdo (Morgan; Patridge, 2003). Evidéncias sugerem que essas células sdo capazes de se
fundir a fibra muscular, de forma a atuar no reparo do segmento lesionado, mas podem
também se fundir formando miotubos, diferenciando-se e originando uma nova fibra muscular
(Karalaki et al., 2009; Souza et al., 2015).

Apesar da atrofia ser um sinal frequente apds a desnervacdo muscular (Russo et al.,
2010; Carlson, 2014), esta ndo foi verificada no presente estudo, ou seja, ndo houve
diminuicdo da area de secc¢do transversa e diametro das fibras musculares 21 dias ap6s a leséo.
O fator de diferenciacdo miogénico (myoD) esta diretamente envolvido nesse processo, e tem
sua expressdo aumentada depois da desnervacdo, uma vez que o myoD é capaz de induzir a
proliferacdo e a diferenciacdo de células satélites, prevenindo assim, o aparecimento da atrofia
muscular (Russo et al., 2010).

Diferentes formas de estresse muscular podem ocasionar alteraces no nimero de
sarcomeros (Ceylan et al., 2014). A lesdo nervosa como observado nos animais do grupo
lesdo foi responsavel pelo aumento do comprimento dos sarcdmeros e, concomitantemente
pela diminui¢cdo do seu nimero em 300 um. Este ajuste ocorre para que haja sobreposicéo
ideal dos filamentos de actina e miosina, o0 que permite um 6timo desenvolvimento de tenséo
durante as contracfes (Lima et al., 2007), mostrando entdo a capacidade de adaptacdo dos

sarcomeros do musculo séleo frente a lesdo compressiva do nervo isquitico.
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J& nos animais submetidos ao exercicio resistido de subida em escada, ndo houve
nenhuma alteracdo morfoldgica de aspecto degenerativo, embora tenha sido verificado
aumento na area de seccdo transversa e no menor diametro das fibras musculares. Essa
hipertrofia é resultado do aumento da sintese de proteinas musculares, do numero de
miofibrilas e de filamentos contrateis, os quais fornecem mais pontes cruzadas para a
producdo de forca durante a contragdo maxima, exigida pela execucdo do exercicio (Kern et
al., 2002; Boonyarom, 2006).

A acdo do exercicio resistido de subida em escada, sem lesdo prévia, foi eficaz para
induzir a hipertrofia muscular, tanto em membros anteriores (Nascimento et al., 2013), quanto
em membros posteriores (Cassilhas et al.,, 2013). O grupo exercicio apresentou uma
reatividade fraca de AQP1, pois segundo Lutoslawska (2014), além da AQP1, a aquaporina 4
(AQP4) também pode ser responsavel pelo transporte rapido de agua induzido pelo exercicio.

O potencial efeito do exercicio resistido sobre a fisiologia muscular foi fator
determinante na melhora morfolégica do musculo séleo dos animais submetidos a lesdo e
posteriormente exercitados, nos quais foram verificados aspectos de regeneracdo da maioria
das fibras musculares, quando comparado ao grupo lesdo. Dessa maneira, 0 exercicio resistido
do tipo subida em escada, iniciado na fase aguda pds-lesdo, atuou de forma protetora sobre a
morfologia do musculo séleo. Salvini et al. (2012) também verificaram que a contracdo
muscular induzida por estimulacdo elétrica tem efeito protetor sobre musculos desnervados.

Efeitos benéficos do exercicio em modelos de desnervacéo iniciados na fase precoce
da reinervacdo também foram constatados por Marqueste et al. (2004) que observaram, que o
tratamento em esteira foi capaz de aumentar a resisténcia a fadiga, restaurar as propriedades
contrateis e a mecanossensibilidade do musculo tibial anterior, e por Tanaka, Tsubaki e
Tachino (2005) em que o exercicio de esteira preveniu a atrofia do musculo séleo, apos lesdo
no nervo tibial. Esses resultados foram atribuidos ao aumento da sintese proteica como
resultado da estimulacdo mecénica induzida pelo exercicio e aumento das unidades motoras
devido a regeneracéo das fibras nervosas (Betz; Caldwell; Ribchester, 1980).

Ainda, o exercicio pode induzir a liberacdo de moléculas sinalizadoras, como
citocinas, substancias inflamatérias e fatores de crescimento, do tecido muscular e do
conjuntivo circundante que atuam sobre as células satélites (Kadi et al., 2005).

Neste estudo, o exercicio resistido de subida de escada iniciado na fase aguda foi

uma modalidade terapéutica eficaz na recuperacdo dos pardmetros histomorfométricos
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musculares apds desnervacdo, além de alterar a expressdo de AQP1. E extremamente
importante que os profissionais da salde estejam cientes que o sistema neural esta
intimamente relacionado ao sistema musculo-esquelético e a conduta terapéutica deve
contemplar ndo somente os cuidados com o nervo, mas também com o musculo e com as
estruturas peri-articulares envolvidas, visando minimizar as limitacbes impostas pela leséo
nervosa, acelerar o processo regenerativo e promover um retorno precoce da funcionalidade

do paciente.

Concluséao

Conclui-se que a axonotmese no nervo isquiatico foi capaz de promover efeitos de
lesdo muscular e que 21 dias ap6s a compressdo o musculo séleo apresenta potencial
intrinseco de recuperacao.

Reporta-se ainda, a importancia do inicio do exercicio na fase aguda apds a
desnervacao, pois 0 exercicio resistido do tipo subida de escada agiu como um fator protetor

na regeneracao.
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Tabela 1: Area de sec¢o transversa, menor didmetro e tecido conjuntivo.

Grupos Area de Seccdo | Menor Diametro Tecido
Transversa (um) (um) Conjuntivo (%)
Controle 2529+487* 40,13+4,3* 13,28+3,4
Exercicio 3879+234 56,29+2,1 13,5+£2,5
Lesao 2171+222*" 40,17+2,0* 13,77+4,9
Lesdo com Exercicio 2873+377* 42,07+3,4 12,36+3,2

Legenda: N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relagéo a densidade do
tecido conjuntivo. P<0,05, médiatdesvio-padrao.

* = diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo exercicio.

* = diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo leséo com exercicio.

Tabela 2: Total de capilares sanguineos, fibras musculares e razéo capilar/fibra.

Grupos Total de capilares Total de fibras Razéao
sanguineos musculares Capilar/Fibra
Controle 32,07+6,4 40,17+12,9 0,63+0,1
Exercicio 26,53+4,1* 29,17+1,8 0,78%0,1
Lesdo 40,37+4,9 49,57+7,6" 0,7940,1
Lesdo com exercicio 31,03+6,0* 46,88+9,0 0,64+0,1

Legenda: N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relacéo a razéo capilar/fibra.

P<0,05, médiatdesvio-padrao.

* = diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo lesdo.

* = diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo exercicio.

Tabela 3: Comprimento muscular, estimativa do namero de sarcémeros ao longo do
musculo e em 300 pm e comprimento do sarcémero.

c . Estimativa do Estimativa do | Comprimento

omprimento . . A

Grupos Muscular ndmero de ndmero de do sarcbmero

(mm) sarcomeros ao sarcomeros em (um)
longo do musculo 300 (um)

Controle 33,8310,3 12758+2788 126+8,2 2,3840,2

Exercicio 31,64+0,3 11174+680 108,16%8,2 2,78+0,2
Lesdo 31,63+0,2 10740+1110 99,5+5,6* 3,02+0,2*

Les&o com *

Exercicio 31,35+0,4 10577+1329 103,66+3,8 2 89+0,1*

Legenda: N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relacdo ao comprimento
muscular e na estimativa do nimero de sarcomeros ao longo do musculo. P<0,05, médiatdesvio-padréo.
* = diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo controle.
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Figura 1 — Analise morfologica do tecido muscular do musculo soleo de ratos Wistar

Figura 1: Fotomicrografia da sec¢do transversal do musculo s6leo de ratos Wistar na objetiva de
40x. Grupo Controle (A), Grupo Exercicio (B), Grupo Lesdo (C, D, E) e Grupo Lesdo com
Exercicio (F). Em A, evidenciando fibras musculares com formato poligonal (estrela), ndcleos
periféricos (Np), fibroblastos (*) e capilares sanguineos (Cs). B, fibras musculares hipertrofiadas
(estrela), com estrutura e a organizacdo muscular preservada. Em C, sinais de lesdo muscular, com
fibras com contornos irregulares (circulo), ndcleos centrais e com halo circundante (Nch),
mioblastos no local da lesdo (M) e a presenca de fibroblastos (*). Em D, desorganizacdo da fibra
muscular (Df), fascicular (DF) e presenca de mioblastos (M). Em E, mioblastos enfileirados na
periferia (Mp), e aumento dos capilares sanguineos (elipse tracejada). Em F, evidenciando melhora
morfologica com a presenca de fibras regeneradas (Fr), porém poucas fibras ainda se apresentavam
irregulares (circulo). Coloragdo com Hematoxilina e eosina.
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Figura 2 — Analise morfologica do tecido conjuntivo do muasculo séleo de ratos Wistar

Figura 2: Fotomicrografia da seccéo transversal do musculo séleo de ratos Wistar, na objetiva de 40x.
Grupo Controle (A), Grupo Exercicio (B), Grupo Lesdo (C) e Grupo Lesdo com Exercicio (D). Tecido
conjuntivo no perimisio (TCp) e tecido conjuntivo no endomisio (Tce), apresentavam caracteristicas
normais em todos os grupos. Capilares sanguineos (Cs), arteriolas (Ar) e fibra muscular com formato
poligonal (estrela). Coloragdo Tricrdmico de Mallory.
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Figura 3 — Imunolocalizacdo da AQP1 no musculo séleo de ratos Wistar

Figura 3: Fotomicrografia da sec¢do transversal do musculo séleo de ratos Wistar. Imunolozalizacédo de AQP1
em capilares das fibras musculares com reatividades média a forte (seta) no grupo controle (A), com fraca
reatividade (cabeca de seta) no grupo exercicio (B) e reatividade forte a intensa (seta larga) no grupo lesdo (C) e
lesdo tratado com exercicio (D). Contracoloracdo Hematoxilina e Eosina.
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