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RESUMO

O objetivo do estudo foi investigar as diferentes etapas do processo de lesdo
muscular apdés uma unica sessdo de exercicio fisico de corrida de biomecanica
predominantemente concéntrica com intensidade baixa-moderada. Foram utilizados 35
ratos Wistar machos com 60 dias de vida. Os animais foram submetidos a um protocolo de
adaptagdo a esteira até completarem 90 dias, em seguida foram submetidos a um protocolo
de corrida com intensidade progressiva, sessdo Unica, até a exaustdo. Os animais foram
separados em grupos referentes ao tempo de sacrificio que ocorreu por decapitagcdo, grupo 2
horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 5 horas azul de Evans e grupo controle. O musculo
extensor longo dos dedos (EDL) foi retirado da pata esquerda dos animais e armazenado
para posterior preparacdo. As amostras foram analisadas por meio de microscopia de luz e
coloragdo com Hematoxilina e Eosina para todos os grupos, inclusive dois animais que
receberam o corante vital azul de Evans apés o periodo de 5 horas da realizacdo da sessdo
de exercicios, para andlise de alteracdo da permeabilidade da membrana. Amostras do
grupo controle (ndo exercitado), do grupo 5 horas e 5 horas com administracdo do corante
azul de Evans foram utilizadas para a microscopia eletronica. Desta forma, foi possivel
identificar que o exercicio de corrida predominantemente concéntrico com intensidade
progressiva nao causou nenhuma modificacdo nas estruturas celulares dos grupos 2 e 3
horas, porém os grupos 4 e 5 horas apresentaram maior espacamento entre as fibras
musculares, indicio de edema muscular, mais pronunciado no grupo 5 horas e 5 horas azul
de Evans. O grupo 5 horas que ndo recebeu e o que recebeu o corante Azul de Evans
apresentou também indicios de aderéncia de células inflamatoérias as paredes dos vasos,
resultados confirmados na morfometria de células que analisou o espacamento entre fibras,
quantidade de nucleos e fibras de todos os grupo citados. Ultraestruturalmente, somente os
grupos 5 horas e 5 horas azul de Evans foram analisados por microscopia eletronica, onde
foram observadas alteragdes relacionadas a resposta de ocorréncia de apoptose e resposta
inflamatéria aguda. Alteragdes teciduais observadas na microscopia de luz foram
evidenciadas terem inicio 4 e 5 horas apds o término da sessdo de exercicio fisico. O
exercicio fisico de baixa-moderada intensidade quando executado de forma continua

promove alteragdes celulares no musculo EDL devido a carga mecénica imposta e fatores
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quimicos que alteram a permeabilidade da membrana, porém com pequenas alteracdes

significativas ao nivel da microscopia de luz.

Palavras — chave: lesdo muscular; exercicio fisico, aspectos histolégicos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the different stages of the muscular
lesion process after only one section of predominantly concentric low-medium intensity in
36 rats until exhaustion manner. Wistar mice with 60 days of life each were used. The
animals were submitted to a trademill adaptation protocol until complete 90 days after that;
they were submitted to only one section of a running protocol with low-medium intensity,
until exhaustion. The mice were separated in groups referring to the sacrifice time by
decapitation; 2 hours, 3 hours, 4 hours, 5 hours, 5 hours Evans of blue groups and a control
group. The extensor digitorum longus was removed from the animals’ left legs and stored
to posterior preparation. The samples were analyzed for all groups by light microscopy and
Hematoxylin and Eosin stanning including 5 mice that received Evans blue vital 5 hours
after the exercises section performance. Samples of control group (not exercised) from 5
hours and 5 hours with Evans blue color administration were analized by for electronic
microscopy, for indicate permeability alteration of cell membrane. Hence, it was possible
identify that the predominantly concentric running with progressive intensity did not
modify any cellular structure from 2 and 3 hours groups, however 4 and 5 hours groups
presented more space between muscular fibers, a vestige of muscular edema, pronounced
on 5 hours and 5 hours Evans blue groups. The 5 hours group that did not receive the Evans
blue color also presented vestiges of inflammatory cells adherence to the vessel wall
confirmed for morfometry of cells (fibers, quantify nucleus and quantify fibers).
Ultraestructural changes only in groups 5 hours and 5 hours with Evans Blue indicating
relations to apoptoses and acute inflammatory response. The low intensity exercise
continuous alterations in EDL just mechanical load and chemical factor than cause little

membrane alteration in light microscopy.

Key  words: muscular lesion;  physical exercise, histological  aspects.
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1-INTRODUCAO

Muitos estudos ja foram publicados sobre as conseqiiéncias dos exercicios sobre o
sistema muscular, porém a grande maioria estd voltada a anélise das modificagdes causadas
por exercicios predominantemente excéntricos, como corrida em declinio. Em relagdo aos
exercicios predominantemente concéntricos, o nimero de estudos realizados é bastante
reduzido (corrida com inclinagdo). Poucos estudos, compararam os efeitos dos exercicios
principalmente de corrida, predominantemente excéntricos com o0s concéntricos, onde
observou-se que os maiores danos causados pelo exercicio foram provocados pela execucao
de exercicios predominantemente excéntricos, atingindo aspectos estruturais e ultra-
estruturais (TRICOLIL, 2001). Além disto, € visto que as respostas encontradas em animais
sdo semelhantes as encontradas em humanos (KUIPERS et al; 1983).

Se por um lado, € fato que os exercicios predominantemente excéntricos causam
maiores danos ao sistema muscular, a literatura ainda carece de estudos que verifiquem os
principais danos causados ao sistema muscular pelos exercicios predominantemente
concéntricos, visto que, este tipo de exercicio estd presente no dia-a-dia dos individuos
ativos fisicamente e sedentdrios, durante a realiza¢do de caminhadas, corridas e esportes.

No intuito de colaborar com tal temética, este estudo tem como objetivo caracterizar
os danos causados pelo exercicio fisico predominantemente concéntrico realizado até a
exaustdo, o que geralmente ocorre em individuos sedentarios e insuficientemente ativos, ou
seja, que ndo praticam atividades fisicas regulares com intensidade e duracdo controladas,
caracterizando em diferentes periodos apds o final da sessdo de exercicio as respostas do
miusculo extensor longo dos dedos, com enfoque estrutural e ultra-estrutural apds uma

Unica sessao de exercicio fisico de baixa-moderada intensidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura e funcionalidade do misculo esquelético

O tecido muscular de vertebrados deriva do folheto para-axial mesodérmico, o qual
se condensa em camadas formando os somitos. Estes sob a acdo da determinacdo
miogénica se diferenciam e formam populacdes de miotubos dando origem as miofibrilas,
que constituem a fibra muscular (BERCHTOLD et al; 2000).

As miofibrilas sdo cilindricas e apresentam diametro que varia de 1 a 2 pm,
apresentam-se em posicao longitudinal a fibra muscular preenchendo quase que totalmente
o seu interior. Estruturalmente, as miofibrilas sdo organizadas pela alternancia de faixas
claras e escuras e pela presenca de unidades repetidas, os sarcomeros. As faixas escuras
(anisotrépicas) recebem o nome de banda A, que apresentam também uma zona mais clara
ao seu centro, a banda H. As faixas claras (isotrépicas) sdo chamadas de banda I, no centro
de cada banda I existe uma linha transversal constituida de vdrias proteinas, a linha Z. As
bandas e as proteinas estruturais formam um sistema de estriacdes transversais, paralelas,
caracteristicas de fibras musculares estriadas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

As miofibrilas do miusculo estriado possuem filamentos finos e grossos, que
segundo Schiaffino e Reggiani (1996), os filamentos finos sdo formados por actina,
tropomiosina, troponina e tropomodulina. A actina € formada por um polimero longo, a
actina F, e por duas cadeias de monomeros globulares, as actinas G, torcidas umas sobre as
outras. A tropomiosina € uma molécula longa e fina, formada por duas cadeias
polipeptidicas com arranjo em dupla hélice, em orientag¢do paralela, localizada ao longo do
sulco entre os filamentos de actina F. Duas isoformas sdo encontradas, a tropomiosina o

com variacdo rdpida e lenta, e a tropomiosina 3. A Troponina é um complexo protéico
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formado por trés subunidades no musculo esquelético (TnC, Tnl e TnT), com fun¢des
especificas, sendo que a troponina C (TnC), é a subunidade em que o cdlcio se liga, sendo
essencial para a ligagdo com a miosina, possui duas isoformas TnC, a isoforma répida, com
quatro ligacdes para o célcio e a TnC lenta, com uma ligacdo para o célcio; a troponina I
(Tnl) que inibe a agdo da actina e a atividade da ATPase no miusculo esquelético, apresenta
também duas isoformas, a Tnl rdpida e a lenta. A troponina T (TnT) faz a ligagdo com a
tropomiosina e, existe ainda, a tropomodulina, proteina que mantém os filamentos de actina

em seu comprimento, onde ndo existem evidéncias de isoformas (BARREY et al; 1995).

De acordo com Schiaffino e Reggiani (1996) o filamento grosso representado pela
miosina (Figura 1C), e pelas proteinas (proteina C, proteina H, proteina M e miomesina)
que se encontram ligadas a esta, servem de apoio e contribuem para a integridade do
sarcomero. A miosina € formada por duas cadeias pesadas de proteinas denominadas
Cadeia Pesada de Miosina (MHC), (figura 1A) e um filamento fino com duas cadeias leves
de proteinas que se enrolam entre si (figura 1B). Na extremidade amino (figura 1C), estas
cadeias formam estruturas globulares denominadas cabecga, onde existe um dominio motor
contendo ligacdes para o ATP (Trifosfato de Adenosina) e locais de ligacdo com a actina

(FIGURA 1 A, B e C).
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Figura 1A, B e C: Modelo esquemdtico da molécula de miosina. A)Cadeias pesadas enoveladas; B)
duas cadeias leves, que na C) extremidade amino, compdem cada cabeca da miosina. Adaptada de
BARREY et al; 1995.

Existem ainda a titina, desmina e nebulina. A titina € um filamento eldstico que
promove a ligagao da miosina a extremidade do sarcomero; a desmina estd relacionada com
a manutencao dos filamentos de actina e miosina, unidos a parede do sarcomero, fazendo a
conexdo entre dois sarcomeros, € por ultimo, a nebulina localizada préxima a actina,
controlando o nimero de ligagdes entre troponina e a tropomiosina (GARTNER e HIATT,
1994).

Os sarcomeros sao unidades repetidas que aparecem como estriacdes nas
miofibrilas, cada sarcomero € formado pela parte da miofibrila que fica entre duas linhas Z
sucessivas e contém uma banda A separando duas semibandas I. O sarcoOmero ¢é
considerado a unidade funcional de geracao de for¢a do misculo. Em repouso, consiste em

filamentos finos e grossos que se sobrepdem parcialmente (Figura 2) (LIEBER, 1992;

JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; MCGINNIS, 2002). Porém, durante as contragdes
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musculares, pode ocorrer o encurtamento das miofibrilas em resposta as modificagdes no
tamanho dos sarcoOmeros, processo que requer resisténcia a tensao imposta € 2 manutengao
das proteinas contréteis sobrepostas (contragdo) ou sobrepostas parcialmente (relaxamento)

(CLARKSON e SAYERS, 1999).

B
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Figura 2 - Estrutura do sarcomero. A) As linhas Z delimitando os sarcomeros; B) Disposi¢ao da
actina, representada no esquema pelos filamentos finos; C) Miosina, representada pelos filamentos
grossos, localizadas entre os filamentos finos. Adaptada de JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004.

Para que o processo de contragdo inicie, na superficie da fibra muscular existem as
placas motoras que recebem informacdes dos motoneuronios eferentes do sistema nervoso
central, que por meio da unidade motora transmite o impulso nervoso para a fibra nervosa,
a qual pode enervar desde uma até centenas de fibras musculares. A fibra muscular ndo é
capaz de graduar sua contragdo, por causa disto, as variacdes na forca de contragdo
muscular s3o devidas as variacdes no numero de fibras musculares mobilizadas

(BERCHTOLD et al; 2000; HAMILTON e BOOTH, 2000; SENE, 2003).
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As contracdes musculares resultam de um processo que envolve vdrias etapas;
propagacdo do estimulo nervoso proveniente do sistema nervoso central pela placa motora,
com conseqiiente liberagdo da acetilcolina (neurotransmissor) na jun¢do neuromuscular,
despolarizacdo da membrana sarcoplasmdtica e abertura de canais de cdlcio presentes na
cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico (HAMILTON e BOOTH, 2000;
BERCHTOLD et al; 2000; JESSEN e GOODYEAR, 2005).

Das etapas acima citadas a liberagdo de cdlcio € o estimulo que estd diretamente
envolvido com as contragdes musculares, apds a abertura dos canais de cdlcio estes ions
percorrem o reticulo sarcoplasmdtico até a membrana dos tibulos T, que promovem a
transmissdo de cdlcio ao redor de uma miofibra. Os fons cédlcio combinam-se com a
unidade TnC da troponina o que muda a configuracdo espacial das trés subunidades de
troponina e, empurra a molécula de tropomiosina mais para o sulco da hélice de actina,
desta forma, ficam expostos os locais de ligacdo dos componentes globulares da actina e
esta fica livre para interagir com as cabecas das moléculas de miosina, a combinagdo de
célcio e a subunidade TnC corresponde a fase em que o complexo miosina — ATP ¢é
ativado, como resultado, o ATP é convertido em ADP mais Pi e energia, como a actina esta
combinada com a miosina, o movimento da cabeca da miosina empurra o filamento de
actina promovendo seu deslizamento sobre o filamento de miosina (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004; HAMILTON e BOOTH, 2000; BARROSO et al 2005; JESSEN e
GOODYEAR, 2005).

Considerando as respostas fisiolégicas e bioquimicas das fibras musculares frente
ao exercicio fisico, apresenta-se a classificacdo das fibras. De forma geral, a maioria dos
estudos tem adotado apenas a classificacdo cldssica proposta por Brooke e Kaiser (1970),

envolvendo trés tipos de fibras tipo I, tipo II e intermediarias (OKANO, 2004).
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As técnicas mais utilizadas para a identificacdo de fibras sdo: método histoquimico
por meio da andlise da atividade da ATPase e imunohistoquimico com anticorpos
especificos para a Miosina de Cadeia Pesada (do Inglés Myosin Heavy Chain- HC )
(PETTE, 1998).

O fundamento da andlise histoquimica baseia-se no fato de que a enzima ATPase
tem como fun¢do hidrolisar o ATP durante o processo de contracio muscular, com o
processo dependendo da velocidade de reacdo da enzima. O método histoquimico de
andlise da atividade da ATPase na MHC em diferentes pHs: 4,3; 4,55 e 10,6 permitem que
as fibras sejam classificadas como sendo de contracio lenta as do tipo I e contracdo ripida
as do tipo II ( GUTH e SAMAHA, 1969; BROOKE e KAISER, 1970).

Pela técnica histoquimica mATPase, as fibras musculares sdo classificadas das mais
lentas para as mais rapidas em: I, Ic, Ilc, Ilac, IIa, Ilab e IIb (OKANO, 2004).

No meio alcalino as enzimas mATPases das fibras de contracdo rdpida apresentam
comportamentos diferenciados. Na realidade, essas respostas diferenciadas das mATPases
permitem a distingdo de diferentes subgrupos da fibra do tipo II (Ilc, Ilac, Ilab e IIb)
(CLOSE, 1972).

As fibras que apresentam menor atividade da mATPase, apresentam também menor
velocidade de degradacdo de ATP e sdo utilizadas em exercicios que exijam contragdao
lenta, chamadas fibras tipo I ou vermelhas. S@o resistentes a fadiga e importantes na
realizacdo de atividades de longa duragdo, por exemplo, maratonas e ciclismo. Estas fibras
possuem maiores concentracoes de oxigénio e mioglobina, elevado numero de
mitocOndrias e enzimas responsdveis pela oxidacdo de &cidos graxos, além de baixa
velocidade de conducgdo de estimulo nervoso, devido ao reduzido nimero de placas

mioneurais. Estas fibras apresentam longo tempo de contracdo com predominio de enzimas
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oxidativas, incluindo a citrato sintetase e a succinato desidrogenase, as fibras répidas tém
pouco tempo de contracio e predominio das enzimas glicoliticas incluindo
fosfofrutoquinase (PFK) e lactato desidrogenase (LDH) (ROSSI e TIRAPEGUI, 1999).

As fibras tipo II também apresentam maior atividade da enzima mATPase e maior
velocidade de degradacdo de ATP, sdo consideradas fibras de contracdo rdpida, brancas, e
mais utilizadas durante o metabolismo anaerdbio, funcionalmente em atividades de saida
rapida (explosdo), parada brusca e em exercicios intensos até exaustdo, sd3o menos
resistentes a fadiga e apresentam reduzidas concentragdes de mioglobina e mitocondrias,
porém apresentam numerosas placas mioneurais e alta velocidade de conducdo de estimulo
quando comparadas as fibras tipo I. As fibras de contragdo ripida (tipo II) geram energia
anaerébica com maior velocidade de contragdo, apresentam caracteristicas como: alta
conducdo do potencial de agdo, rdpida propagacao de célcio, alta velocidade de contragado e
relaxamento, grande capacidade de gerar forca, pouca resisténcia e capilarizacdo
(CAMPOS et al; 2002; GREEN et al; 2000).

Baseado no perfil protéico da Cadeia Pesada de Miosina (MHC), existem fibras
puras e hibridas. Assim, as fibras puras, sdo formadas por MHC especificas, sdo as dos
tipos: A, D (também chamada de IIx) e 1IB, e as fibras hibridas, tipos IC, IIC, IAC, IIAD,
[IDA, IIBD e IIDB, formadas pela expressdao de duas ou mais isoformas da MHC (PETTE,
1998; STARON e PETTE, 1993).

As fibras hibridas resultam da coexpressdao de pares especificos de isoformas da
MHC. No musculo esquelético de mamiferos adultos foram identificadas onze isoformas,
além destas, algumas s6 se expressam em musculos especificos como diafragma, masseter,
tensor do timpano, musculos oculares e da laringe; outras sdo distribuidas em vérios

musculos esqueléticos (PETTE, 1998).
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A quantidade de fibras é varidvel para cada musculo, com a populagcdo de fibras
puras e hibridas juntas influenciando na dindmica do tecido. Assim, ao avaliar musculos de
ratos, Delp e Duan (1996) e Staron e Pette (1993), mostraram que o séleo é um musculo
com predominio de fibras tipo I, o tibial anterior, extensor longo dos dedos (EDL) e
gastrocnémio, tem predominio de fibras tipo II, puras e hibridas, tendo o EDL 38% do tipo
IIB, 20% do tipo IIA e apenas 4% de fibras tipo 1. Por outro lado, a quantidade de proteinas
também interfere na drea da fibras, além disso Delp e Duan (1996), nos mostra que a drea
de seccdo transversa das fibras musculares de EDL em ratos normais apresenta diferengam
a relacdo: 1IB>IID>IIA>I, diferentemente do séleo que apresentou a seguinte propor¢ao:

[IB>I>ITA>IID.

2.2 Lesao muscular e exercicio fisico
A lesdo muscular € definida de modo funcional como um dano ao musculo causado
por trauma fisico sofrido por estes tecidos, gerando situagdes onde ocorra mau
funcionamento do musculo em resposta a alteracdes morfoldgicas ou histoquimicas

(LAURINO et al; 1994).

Clinicamente a lesdo muscular pode ser dividida em: agudizacdo da lesdo, aguda ou
cronica. A ocorréncia de lesdo apds uma Unica sessdo de esforcos repetitivos, pode ser
considerada agudizacdo da lesdo, quando gerada apds esfor¢os repetitivos que causem
traumatismos cumulativos, porém restaurados em poucas horas € denominada de lesdo
aguda. Por outro lado, quando a recuperagdo muscular ocorre em alguns dias é denominada
lesdo cronica. Embora as conseqiiéncias fisiol6gicas, morfoldogicas e bioquimicas sdo

distintas para cada uma, a ocorréncia destas apresenta um eixo em comum, a aplicacdo de
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cargas crOnicas (uso excessivo), levando ao enfraquecimento do tecido e reducdo de forca
maxima (LAURINO et al; 1994).

O exercicio fisico pode induzir danos ao musculo por meio de vérios fatores, tais
como: alteracdo na estrutura tecidual; producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
de nitrogénio (RNs); diminui¢io do pH por maior liberacio de ions de hidrogénio (H") e
conseqiiente actimulo do &4cido lactico (agente tamponador) gerado durante o exercicio;
aumento de temperatura; distirbios na homeostase do ion calcio; respostas inflamatdrias e
sintese de proteinas de choque térmico, estes fatores podem ser analisados através das
fases: inicial, autdégena, fagocitica e regenerativa (DEL MAESTRO, 1980; LAURINO et al;
1994; PAL YU,1994; KNIGHT et al; 1999; BERNARDI, 1999; BERCHTOLD et al;
2000; CLEBIS e NATALIL 2001; SMOLKA et al; 2000; KREGEL, 2002).

Em relacdo as alteracdes na estrutura tecidual, dependendo do nivel de
comprometimento das fibras musculares, as lesdes podem ser classificadas como
microtraumatismos que se apresentam em niveis. O primeiro nivel ou grau 1, ndo
demonstra sintomas e € provocado por um estresse local, onde hd ruptura minima das
fibras; o grau dois apresenta laceracdo muscular com hemorragia e o grau trés é
caracterizado por completa perda da funcdo da maior parte do misculo (CLEBIS e
NATALL 2001).

A fase inicial da lesdo muscular estd relacionada a fatores como: aumento de
temperatura; respiracdo mitocondrial insuficiente (alteracdo do mecanismo de bombas de
célcio); queda de pH e producdo elevada de radicais livres; rupturas de sarcolema e do
reticulo sarcoplasmdtico (LAURINO et al; 1994).

O musculo esquelético é capaz de se adaptar aos exercicios fisicos através da

ativacdo celular, onde ocorre aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
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e de nitrogénio (RNs), estes processos sdo seguidos por mudancas estruturais e bioquimicas
na célula muscular e também nos tecidos vizinhos (McARDLE et al; 2004).

A organela mitocondria é fonte de producdo de energia essencial durante o
metabolismo aerébico, sua principal funcdo consiste na oxidacdo dos metabdlitos
energéticos e na conservagao de energia pela sintese de ATP, que ocorre em vdrias etapas
principalmente pelo transporte de elétrons. As reacOes, iniciam-se com pares de eletrons
vindos do carreador NADH, que entram na cadeia de transporte no complexo I, e os
elétrons provenientes do FADH, entram no complexo II. A coenzima Q (também
denominada ubiquinona) é uma pequena molécula lipossolivel que carrega os elétrons do
complexo I (vindos do NADH) e II (vindos do FADH,) para o Complexo III, formado por
dez polipeptideos. No complexo III os elétrons sdo transferidos do citocromo b para o
citocromo c. O Citocromo ¢, uma proteina periférica de membrana ligada a face externa da
membrana interna, transfere os elétrons para o complexo IV (citocromo oxidase), de onde
finalmente eles sdo transferidos para o oxigénio molecular. O oxigénio atua no final de uma
seqiiencia redox, recebendo elétrons em uma reducgdo tetraeletronica estdvel para formar
agua. A energia derivada do transporte de elétrons € acoplada a geracdo de um gradiente de
prétons através da membrana mitocondrial interna. A energia potencial armazenada nesse
gradiente €, entdo, coletada por um quinto complexo protéico, que acopla o fluxo
retrogrado de prétons, energeticamente favordvel, a sintese de ATP (BAYNES e

DOMINICZAK, 2000; LEEUWENBURGH e HEINECKE, 2001).

Seguindo o processo de transporte de elétrons observa-se que, o aumento do

consumo de oxigénio durante ou apds o exercicio, resulta na formagdo de EROs,
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principalmente em exercicios de alta intensidade e extenuantes, pois, durante a atividade
muscular, a demanda metabdlica pode aumentar em 35 vezes a demanda de repouso, desta
forma, ocorre um grande aumento no consumo de oxigénio e consequentemente aumento
na producdo de EROs. Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob estresse oxidativo
(EO) quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas prooxidantes e antioxidantes, de
maneira que os primeiros sejam predominantes. Com isto, um dos principais mecanismos
de lesdo € a lipoperoxidagdo (LPO), ou seja, a oxidacdo da camada lipidica da membrana
celular, além de danos a proteinas e ao DNA, provocando diversas alteragdes na funcdo
celular e tecidual(LEEUWENBURGH e HEINECKE, 2001; SCHNEIDER e OLIVEIRA,
2004).

A figura a seguir esquematiza a producdo de Eros a partir da mitocondria.
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Figura 3 — Producdo de oxidantes mitocondriais. Reagentes intermedidrios como superéxide (O"),
peréxido de hidrogénio (H,0,), 6xido nitrico (NO,) e peroxinitrito (ONOO-), onde eles
causam dano oxidativo. Legenda: MtNos, 6xido nitrico sintase mitocondrial; MnSOD
super6xido dismutase dependente de manganés. Adaptada de LEEUWENBURGH e
HEINECKE, 2001.

Outro processo descrito atuar na formacdo de EROs ocorrem a partir da interrupg¢ao
tempordria da bomba de ATP dependentes de cdlcio, levando a aumentos intracelulares de
calcio, o que durante o exercicio pode ativar a via da xantina oxidase e concentracdes
aumentadas de cdlcio intramuscular durante este tipo de exercicio podem ativar as proteases
dependentes de calcio, as quais convertem a xantina desidrogenase em xantina oxidase.
Esta xantina usa o oxigénio molecular ao invés do NAD" como aceptor de elétrons,
gerando o radical superéxido (Figura 3).

O aumento de célcio intracelular também pode ativar a enzima fosfolipase Az, a
qual libera o 4cido araquidonico a partir dos fosfolipideos, o aumento do influxo de calcio

também pode alterar a transcricdo génica (CLARKSON e SAYERS, 1999; BERCHTOLD

et al; 2000; AOI et al; 2004; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).
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A producdo de EROs pode promover a ativagdo de enzimas antioxidantes (sistema
de defesa antioxidante), porém durante o exercicio intenso, ¢ provocado um desequilibrio
de EROs e consequentemente estresse oxidativo, devido ao predominio de prooxidantes em
relacdo aos antioxidantes, o estresse do exercicio eleva a concentracdo de catecolaminas
que associados levam a célula a sofrer apoptose (DEL MAESTRO, 1980; PAL YU,1994;
CLEBIS e NATALL 2001; PHANEUF e LEEWENBURGH, 2001).

O processo de apoptose € ativo, no qual a morte da célula é sinalizada por uma
cascata de reacOes enzimdticas. Possui multiplas etapas caracterizadas por eventos
morfoldgicos, bioquimicos e moleculares, que requerem a regulagdao coordenada de genes
especificos (KROEMER et al; 1998; PODHORSKA-OKOLOW et al; 1999; SANDRI e
CARRARO, 1999; HENGARTNER, 2000; PHANEUF e LEEWENBURGH, 2001).

O processo de apoptose € caracterizado pela compactacdo e segregacdo da
cromatina nuclear com formagdo de massas granulares bem delimitadas que terminam por
margear o envelope nuclear, condensacdo do citoplasma e convolucdo dos contornos
celulares, controlado por genes com expressdo regulada por diferentes sinais extra e
intracelulares, tais como: espécies reativas, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o),
ceramidas, via de ativagdo de cdlcio. Alguns produtos de genes sdo ativadores de apoptose
(Bax, p53, familia das enzimas semelhantes a enzima conversora de interleucina 1),
considerando que outros sdo inibidores (Bcl-2, Bcl-xl). Sendo assim, na fase final da
apoptose o nucleo se desintegra em fragmentos discretos que sdo circundados por um
envelope de parede dupla (corpos apoptéticos), os quais sdo fagocitados pelas células
vizinhas e degradados nos lisossomos (KERR et al; 1974; MAJNO et al; 1995; MERRICK,

2002).
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O exercicio fisico intenso modula muitos fatores que podem alterar o processo de
apoptose em vdrios tecidos. No tecido muscular, glicocorticoides, fatores de crescimento,
producdo de EROs, aumento da concentragdo de cdlcio intracelular e fator de necrose
tumoral (TNF) induzem a apoptose, como demonstrado na figura 4. Na regulacdo da
apoptose a mitocondria exerce papel chave, uma vez que observa-se um aumento da
producdo de oxidantes durante o exercicio agudo e reduzida atividade de glicocorticoides
devido ao aumento da utilizagdo energética, o que causa dano ao DNA e as proteinas.
Quantidades significativas de dano ao DNA podem alterar a expressdo de proteinas anti e
pro- apoptéticas e iniciar o processo apoptotico. O aumento da producdo de oxidantes
associado a reducdo de glicocorticoides pode levar a mitocOndria a ativar as caspases
(proteinas ativadoras de apoptose), por meio de fatores como citocromo c¢ e fator de
inducdo de apoptose (AIF). A liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria para o citosol € o
evento primdrio, que se liga ao fator de ativacdo da protease (Apaf — 1) e ATP, este
complexo € capaz de ativar caspase 9 responsdvel por iniciar a cascata proteolitica de
eventos resultantes em apoptose, como demonstrado na figura 4 (BERNARDI, 1999;

HENGARTNER, 2000; PHANEUF et al; 2001; POLLACK et al; 2002; PRIMEAU et al;

2002).
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Figura 4. Mecanismo geral da apoptose, ilustrando o envolvimento de ambos os caminhos,
citosdlico e mitocondrial, e suas interagdes. A variedade das interagdes dos receptores-ligantes pode
ativar enzimas citosélicas conhecidas como caspases. Elas iniciam a ativacdo de caspases levando a
ruptura da membrana nuclear e plasmadtica. As caspases podem ativar caminhos que levam a
liberacdo de fatores pré-apoptéticos da mitocondria. Alternativamente, mudangas no transporte de
elétrons mitocondrial agem sobre agentes quimicos ou por mutagdes de DNA mitocondrial que
pode levar a formacdo de EROs. Estes fatores de transcri¢do ativados levam a sintese de proteinas
que podem provocar a inibicao de apoptose. Adaptada de PRIMEAU et al; 2002.

Imediatamente apds o exercicio intenso ocorre reducdo da expressdo de Bcl-2
relativa a Bax, que promove morte celular programada da célula. Quatro dias apds o
exercicio a propor¢do € totalmente invertida, o excesso de Bcl-2 relativa a Bax €
encontrado, o que pode resultar em sobrevivéncia celular (PODHORSKA- OKOLOW et al;
1999).

A necrose outro evento resultante do dano muscular, tem sido associado a perda do
arranjo estrutural, dano a membrana celular, desequilibrio osmético, fluxo de {ons,
intumescimento celular e morte (SANDRI e CARRARO, 1999), processos irreversiveis

(STANGEL et al; 1996). Todo tecido necrético estd morto, porém nem todo tecido morto

sofreu necrose (MERRICK, 2002).
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Assim como no processo apoptético, o influxo passivo de cdlcio e seu acimulo, sdo
0s principais mecanismos responsdveis pela necrose. Ha situacdes em que as células
necrdticas comecam a morrer de forma que a apoptose fez parte do processo inicial
denominada de necrose primdria, quando a apoptose ndo fez parte do processo inicial, €
denominada necrose secundaria (KROEMER et al; 1998; SANDRI e CARRARO, 1999).

Desta forma, quando existe uma severa queda de ATP celular, a apoptose cessa e
ocorre necrose. Apoptose e necrose podem ter a mesma via de ativagdo, por exemplo, a
trimerisacdo de receptor de “morte” localizado na superficie celular (Fas) poderd induzir
apoptose ou necrose dependendo da possibilidade de ativacdo de caspases 0 mesmo sendo
observado com o TNF-alfa (TNF-a), podem ainda, coexistir num mesmo tecido por
exemplo, durante o infarto do miocardio. A severidade da isquemia, o tempo e grau de
reperfusao determinam qual processo prevalece (HAUNSTETTER e [IZUMO, 1998).

Situagcdo semelhante pode ser esperada durante o exercicio intermitente intenso,
situac@o em que o tecido muscular estd constantemente sob isquemia e reperfusao devido
ao desbalanceamento metabdlico, inchaco, acidose, digestdo lisossomal, hipoxia e
predominancia do metabolismo anaerdbio, quando esta via ndo é capaz de exercer sua
funcdo, a bomba de sédio e potdssio da membrana e outros mecanismos homeostéticos
falham resultando em inchago, morte celular seguida por necrose (MERRICK, 2002).

De acordo com isto, Knight et al (1999) submeteram ratos a isquemia do membro
posterior sob forma de torniquete retornando a reperfusdao apdés duas horas. O musculo
gastrocnémio na por¢ao medial foi retirado. Observou-se que apds duas horas de isquemia
nao ocorreram anormalidades histolégicas aparentes, 30 minutos apds a reperfusio o tecido

apresentou edema e neutréfilos em vénulas, que aumentaram sua concentragao
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progressivamente de 4 a 8 horas no tecido extravascular. Apds 24 horas 80% das fibras
apresentavam-se necréticas e menores que as demais. Os tecidos intersticiais apresentaram
edema, neutréfilos e macréfagos. Em nenhum estdgio foi detectado apoptose em fibras
normais ou injuriadas, mas houve libera¢do de enzimas lisossomais.

Ap6s a fase inicial que pode levar ao aparecimento de apoptose e/ou necrose,
estabelece-se a fase autdgena, caracterizada por degradacdo de estruturas celulares através
de protedlise e lipdlise. Processo que ocorre primeiramente com o rompimento da
membrana celular e conseqiiente perda da homeostase do célcio, ocorrendo aumento de sua
concentracdo no interior da mitocondria; alteragdo da respiracdo mitocondrial; ativacdo de
enzima (fosfolipase A;) e prostaglandinas, leucotrienos, proteases lisossomais e radicais
livres, além de reducdo de pH, inchaco osmético, amplificagdo da cascata de ativacdo a
apoptose. Com isto, observa-se que o dano celular comeca a piorar alguns dias apds o
exercicio atingindo os aspectos ultraestruturais das células através da perda gradual da
integridade do sarcolema, o que leva a aumento da concentra¢do de cdlcio no exterior da
célula afetando o grau de associacdo entre os filamentos actina e miosina no periodo de
repouso e proporcionando a ativacdo de enzimas especificas para degradacdo das fibras
musculares (CLARKSON et al; 1992), pois, a tensdo provocada pelo exercicio ativa os
canais de célcio da membrana facilitando a penetracdo destes para o interior das fibras e
desta forma, ativam proteinas como, calpaina (localizada nas regides I e Z) responsavel por
clivar proteinas citoesqueléticas; desmina responsdvel por atacar miofibrilas no disco Z;
sinemina e vimentina que coexistem com desmina atuando de forma semelhante, podem
atingir as proteinas contrateis miosina e actina (CLARKSON e SAYERS, 1999;

BERCHTOLD et al; 2000; TRICOLI, 2001).
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Este periodo precede em vdrias horas a invasdo de células fagociticas (LAURINO et
al; 1994; MERRICK, 2002). A fase fagocitica (regeneracdo) surge de quatro a seis horas
apos o inicio dos eventos e se mantém por 2 a 4 dias apds o exercicio, onde ocorre resposta

inflamatéria no tecido( LAURINO et al; 1994; TRICOLI, 2001).

2.2.1 Fase Fagocitica (Processos de regeneracao muscular)

Principalmente apds a realizacdo de exercicios com predomindncia de contragcdes
excéntricas, observa-se grande reducdo de forca imediatamente apds o final do exercicio
onde o periodo de regeneracdo pode levar horas até alguns dias, porém, situacao diferente é
observada em exercicios com predomindncia de contracdo concéntrica e exercicios
isométricos, onde a forca € reduzida e restaurada nas primeiras horas apds o exercicio
(CLARKSON et al; 1992).

Durante a fase fagocitica, varios fatores estdo envolvidos na regeneracao muscular,
tais como, respostas inflamatdrias; ativacdo de células satélites; liberacdo de EROs e
proteinas de choque (Hsp70) e enzimas antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1989; LAURINO et al; 1994; KROEMER et al, 1998; CLARKSON e SAYERS, 1999;
KAMI e SENBA 2002; PETERSEN e PEDERSEN, 2005; HWANG et al; 2006).

As respostas inflamatérias aparecem nas fibras primeiramente através dos
neutréfilos e macréfagos que liberam prostaglandinas (PGE;) responsdveis por
sensibilizarem os receptores locais de dor, e também produzem radicais livres e enzimas
citotéxicas que levam o tecido a degradacio (KROEMER et al; 1998; CLARKSON e
SAYERS, 1999; PEAKE et al; 2005).

Em exercicios de alta intensidade, imediatamente apds o término da sessdo, hd um

incremento de 50 a 100% do nimero total de leucdcitos, principalmente pelo aparecimento
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de neutréfilos e em menor propor¢do mondcitos; apés um periodo de 30 minutos €
detectado queda de 30 a 50% do nivel observado antes do exercicio, que perdura de 3 a 6
horas. Os leucdcitos apresentam papel de reparo tecidual até 10 horas apds o exercicio,
permanecendo ativos no periodo de 5 a 10 dias apdés o exercicio (KROEMER, 1998;
CLARKSON e SAYERS, 1999; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

A interleucina 6 (IL-6) regula a concentragdo do fator de necrose tumoral — o (TNF-
o) que estimula inflamacdo no musculo esquelético durante exercicios intensos e que
provoquem dano celular. Os exercicios intensos provocam aumento da concentragdo de IL-
6 na circulacdo, assim como a taxa transcricional de acido ribonucléico (RNA) mensageiro
nas fibras, e a reducdo de glicogénio intramuscular, pois, afirma-se que IL-6 também ¢é
capaz de mobilizar substratos ao musculo em contragdo durante o exercicio, além de
exercer efeito anti-inflamatério por estimular o aparecimento de interleucinas anti-
inflamatérias, tais como: IL-1ra e IL-10 (PETERSEN e PEDERSEN, 2005).

Outro fator importante na fase de regeneragdo, de acordo com alguns relatos da
literatura como Kami e Senba (2002) € a ativacdo de células satélites. Aproximadamente
trés horas apds a injuria muscular, a proliferacdo e sobrevivéncia de mioblastos da morte
celular por apoptose € um estdgio regenerativo primdrio, essencial para a regeneracdo
muscular completa. As células satélites que estdo localizadas entre o sarcolema e a
membrana basal de miofibrilas exercem papel-chave neste processo, e € pela sinalizacdo do
ativador de transcri¢do 3 ( STAT3) que estas s@o ativadas.

Ja mediante a liberacdo EROs que podem prejudicar algumas proteinas e células,
Halliwell e Gutteridge (1989) relatam que fisiologicamente, o organismo pode se defender
desta agressdo e evitar o agravo da lesdo muscular, utilizando-se das reservas de enzimas

antioxidantes. O sistema antioxidante enzimatico é formado por trés tipos de enzimas, as do
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tipo superdxido dismutase (SOD) que sdo representadas pela SOD mitocondrial, manganés
dependente e a SOD citoplasmatica; as enzimas glutationa peroxidase dependente de
selénio (GSH-px) e a Catalase dependente de ferrro (CAT). No entanto, 0o organismo nao
dispde de enzimas que atuem sobre o radical hidroxila (OH™"), potente causador do estresse
oxidativo. Porém, o organismo pode utilizar pequenas moléculas, que diminuem a
reatividade do radical hidroxila, tais como as vitaminas A, E e C, o beta caroteno, o acido
urico e a molécula de glutationa reduzida.

O exercicio fisico ¢ um estimulo fisioldgico capaz de induzir a liberagdo de
proteinas de choque térmico no musculo esquelético. As respostas das proteinas de choque
Hsp70 no musculo esquelético podem ser ativadas pelo processo inflamatdrio, exercendo
impacto na facilitacdo da regeneracdo ou reparo, melhorando a remodelagem do musculo
esquelético ndo adaptado, exercendo papel também na proliferacdo e diferenciacdo de
células miogénicas (LIU et al; 2006).

Embora ndo haja demarcagcdo evidente entre os periodos de degeneracdo e
regeneracao, de quatro a seis dias apds o evento inicial ocorrem evidéncias de recuperagcao
de miofibrilas e tecido lesado, e, por volta de 14 dias o tecido muscular parece normal
(LAURINO et al; 1994). Corroborando com estes dados Hwang et al (2006), realizaram
experimento com ratos Sprague-Dawley submetidos a dilaceracdo do musculo
gastrocnémio, onde a pata direita foi submetida a exercicios de alongamento (estudo) e a
esquerda foi tida como controle. Observou-se que o nivel de fibrose foi por volta de 50%
menor no grupo para estudo do que no grupo controle e que o grupo para estudo
demonstrou significante aumento na regeneragdo da forca apds iniciar os exercicios de

alongamento passado 14 dias da dilaceragao.
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2.3. Exercicio fisico extenuante e lesio muscular

Individuos insuficientemente ativos e praticantes de atividades fisicas e esportes de
forma regular, quando se propdem a realizar atividades fisicas intensas e/ou diferentes das
quais estdo acostumados, tornam-se propensos a sentirem desconfortos, dores e inflamacao
dos musculos algumas horas ap6és o final da atividade, assim como rigidez do membro,
tensdo e reducdo da capacidade de gerar forca. A dor ndo se manifesta até 8 horas apds a
atividade,aumenta progressivamente nas primeiras 24 horas e alcanca o maximo de
intensidade entre 24 e 72 horas, ap6s este periodo ha um declinio progressivo, de modo que
cinco a sete dias apds a atividade, a dor desaparece completamente.

Tanto a atividade fisica de modo geral, quanto o exercicio praticado de forma
sistematizada, sdo desempenhados a partir da contracdo muscular. Neste contexto, as fibras
musculares sdo importantes para a geracao de forca, controle do movimento e manutengao
da postura (TALAG,1973; TRICOLI, 2001).

As contracdes musculares ocorrem por meio de estimulos neurais, alterando a
conformacgdo das estruturas contrateis das fibras musculares. As ativagdes neurais ocorrem
de vérias formas, uma delas € a isométrica ou estitica, que ndo causa qualquer modificacdo
no comprimento das fibras musculares, ocorre quando as fibras musculares ndo sdo capazes
de superar a resisténcia externa e por isso ndo se encurtam, como exemplo, a acdo de
musculos estabilizadores em exercicios de agachamento e corrida em declinio. O termo
isotdnico € usado para caracterizar as contracdes dindmicas. Nestas, € observado
modificacdes no comprimento das fibras musculares, que se dividem em concéntricas e
excéntricas. As contracdes concéntricas se referem aquelas em que o miusculo apresenta
movimento articular 2 medida que a tensdo aumenta, encurtando-se, como exemplo, o

movimento de flexdo do musculo biceps braquial, corridas com predominio de inclinagdes.
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J4 as contragdes excéntricas, ocorrem quando a resisténcia externa ultrapassa a forga
muscular e o musculo se alonga a medida que a tensdo aumenta, como exemplo, a extensao
do musculo biceps braquial e corridas com predominio de declinios. Durante a realizacio
de exercicios com predominancia das contragdes excéntricas, a quantidade de forca €
aproximadamente duas vezes superior a forca desenvolvida durante as contragdes
isométricas, no entanto, o nimero de pontes cruzadas ativas é somente 10% maior,
resultando em tensdo elevada na estrutura muscular, além do que, um nimero reduzido de
unidades motoras é recrutado quando comparado as contra¢des concéntricas, o que implica
em estresse mecanico elevado na fibra muscular, uma vez que a tensdo por drea de sec¢do
transversa ativa € muito maior. Acredita-se que a tensdo mecanica imposta ao musculo
esquelético durante uma agdo excéntrica € responsavel por causar maiores danos as células
musculares em comparacgdo as contracdes concéntricas (TRICOLI, 2001).

Uma das causas pela qual a contracido excéntrica causa maiores danos as fibras, estd
no fato que, a partir do momento em que estas sdo extremamente alongadas, os sarcomeros
se apresentam muito distendidos, frageis e incapazes de manter a tensdo, causando danos
em suas estruturas; embora alguns sarcomeros sejam capazes de suportar esta tensdao
(CLARKSON e SAYERS, 1999).

A partir desta hipétese de dano aos sarcomeros, Komulainen et al (1994) apds
analisarem os efeitos em ratos Wistar (machos) de corrida intensa com predominio de
contragdo excéntrica (inclinagdo negativa - declinio) e concéntrica (inclinag@o positiva -
inclinacdo) em esteira, velocidade de 17 m/min e inclina¢do 13,5° (positiva e negativa) em
18 séries de 5 minutos de corrida e 2 minutos de repouso, observaram que o trabalho
excéntrico (declinio) causou mais injdria ao tecido muscular do que o trabalho concéntrico

(inclinac¢do), por gerar relativamente mais forca por drea seccional da fibra, além de
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modificagdes apresentadas na concentracdo de 4dgua no interior do musculo (edema
muscular), aumento da concentragdo da enzima creatina quinase no sangue, ruptura de
sarcolema, desorganizacdo da linha Z e miofibrilas vizinhas, todos indicios de lesdo
muscular nos musculos séleo e quadriceps.

De acordo com isto, Talag (1973) submeteu 60 sujeitos (53 mulheres e 7 homens)
sauddveis ndo praticantes de qualquer tipo de exercicio fisico a testes de forca de braco
através de contracdes concéntricas e excéntricas (25% da forca maxima), e isométricas
(30% da forca maxima). Foi observado mudangas no volume dos membros e na for¢a apos
o teste, além de inflamagdo e dor subjetiva avaliada por meio da Henry's Pain Rating
Scale. O exercicio excéntrico produziu maior grau de inflamacao, com pico 48 horas apds o
final das sessOes de exercicio, sendo que apds 72 horas este pico ainda era maior quando
comparado aos outros grupos. No grupo que executou trabalho concéntrico, o pico de
inflamacao foi atingido apds 48 horas e voltou aos niveis pré-exercicio entre 48 e 72 horas;
apés a sessdo de contragdes isométricas, observou-se que ocorreu aumento de células
inflamatdrias 24 horas apds a sessdo de exercicios, voltando aos valores normais em até 48
e 72 horas.

Ja Newham et al (1983) submeterem 4 sujeitos sauddveis jovens e sedentdrios (3
homens e 1 mulher) a 20 minutos de execucdo de step a 15 ciclos por minuto e contracdo
concéntrica e excéntrica com duracdo de 1 segundo, a altura do banco estava 110% acima
do comprimento da perna de cada sujeito. Através de bidpsia do musculo quadriceps
femoral e andlise sanguinea, observaram que, imediatamente apds, 30 minutos e entre 24 e
48 horas apds a sessdo de exercicios, a regido muscular que exerceu maior nimero que
contragdes excéntricas apresentou maiores danos as células musculares tais como,

desorganizacdo de estruturas celulares, sarcomeros e linha Z; durante 24 e 48 horas, as
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areas mais extensivas de dano interno da fibra se mantiveram desorganizadas; neste mesmo
periodo a dor muscular foi severa.

Em exercicios de corrida Hikida et al (1983) analisaram a urina e soro de
maratonistas (10 homens jovens sauddveis), apdés uma corrida de maratona e observaram
necrose, inibicdo da sintese de ATP e mudancas nas propriedades da membrana que
resultaram em desequilibrio i6nico na célula, e a concentracdo de cdlcio intracelular ativou
a protease intracelular, resultando em destruicao da linha Z. Ocorreu também degradagdo
de fibras oxidativas, reduzindo o nimero de fibras adaptadas a corrida, a inflamacgao
presente no musculo de corredores ocorre em maior quantidade apds dias do final da
maratona, por mioglobindria e passagem de leucdcitos para o canal vascular, estes
leucdcitos sugerem inflamacdo por mudangas celulares e teciduais em resposta ao trauma
fisico.

Ainda observando os dados dos efeitos dos exercicios sobre o sistema muscular,
nota-se que os exercicios com predominancia de contragdes concéntricas também sao
responsaveis por causar danos. Smith et al (1989) apds submeterem 8 homens jovens
sedentdrios a caminhada em esteira com 10% de inclinacdo a 50% do consumo maximo de
oxigénio (VOm) na velocidade de 63,3 e 85 m/min que, em um segundo momento,
executaram corrida a 10% de declinio em esteira na velocidade de 120 a 160 m/min por 40
minutos, onde foram retiradas amostras sanguineas da veia radial 30 minutos antes e nos
periodos de 30 minutos, 1 hora, 1hora e meia; 2horas; 2 horas e meia; 3 horas; 3 horas e
meia; 4 e 5 horas apds o exercicio para analisar as concentragdes de cortisol, eritrcitos e
neutréfilos; observaram que, existiu uma diferenga significativa entre as duas séries de
exercicios, com neutrofilia observada entre 1, 2 e 5 horas apds o final do exercicio. O

exercicio com menor intensidade (caminhada) aumentou as concentracdes de cortisol e de
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eritrocitos. Apds a corrida, ocorreu aumento da concentracdo de neutrdfilos que foi
atribuido principalmente aos aumentos na concentracdo de cortisol, foi também observado
que o aumento nas concentracdes de epinefrina possa ter induzido a neutrofilia, e aumento
da circulacdo de eritrdcitos, fato conseqiiente de inflamagdao aguda nos dois grupos, com
maior énfase no grupo que executou corrida.

Portanto, ha informac¢des de que os exercicios predominantemente concéntricos
também sdo capazes de causar danos ao sistema muscular, e estes efeitos sobre os animais
sdo semelhantes aos resultados vistos em humanos, pois, Kuipers et al (1983) submeteram
ratos a exercicios de corrida em esteira com 10° de inclinacdo, forma predominantemente
concéntrica, e observaram que, no musculo séleo no periodo imediatamente apds e 2 horas
do término do exercicio ocorreu migragdo e infiltracdo de neutréfilos, porém, o exercicio
foi executado de forma intermitente.

Corroborando estes dados, Komulainen e Vihko (1994) submeteram ratos a
exercicios de corrida na inclinacdo de 5,5° e velocidade de 17m/min, (predominantemente
concéntrico) e observaram que nos musculos quadriceps e s6leo, apds 2 horas do término
do exercicio ocorreu edema, e no periodo de 12 horas até 4 dias infiltracdo de células

inflamatdrias e aparecimento de fibras necrosadas.
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3. OBJETIVO

Investigar e caracterizar as respostas do processo de lesdo muscular a curto prazo no
musculo extensor longo dos dedos, apdés uma tnica sessdo de exercicio fisico de corrida
predominantemente concéntrica de intensidade baixa-moderada e de forma continua até a

exaustao.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Métodos
4.1.1 Animais

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos adultos, fornecidos pelo Biotério da
Universidade Metodista de Piracicaba-UNIMEP. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (5 e 6 em cada) em ambiente com temperatura de 23°C e ciclo invertido (claro-
escuro) controlado de 12 horas. Os ratos tiveram livre acesso a dieta contendo 52% de
carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipidios (NUVILAB CR1, NUVTAL Nutrientes
LTDA, Curitiba, PR) e receberam agua ad libitum. Este estudo faz parte do projeto-mae
intitulado ‘““Caracterizacdo da lesdo muscular (apoptose ou necrose) no musculo de ratos
frente ao exercicio fisico intenso e a resposta de defesa e reparo — processo 04/06643-1"
que foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA — 49/04) do

Instituto de Ciéncias Biomédicas I da USP (maiores detalhes ver anexo 1).

Todos os experimentos laboratoriais realizados seguiram as orientagdes do “Guide
to the Care and Use of Experimental Animals. Vols. 1 e 2 do Canadian Council on

Animal Care” (1993).

4.2. Procedimento Experimental
4.2.1 Procedimento de adaptacio ao equipamento
Foram utilizados para o experimento 35 ratos Wistar (macho) com 60 dias de
vida que foram submetidos a adaptacdo a esteira ergométrica (Modelo ERL, Marca
New Primer, 110 volts). Na 1* semana caminharam durante quatro minutos com

velocidade 12m/min, na 2* semana, cinco minutos na velocidade 13m/min, na 3* e 4*
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semanas, 10 minutos com velocidade 13m/min, trés vezes por semana em dias
intercalados entre as 13 e 14 horas. Este procedimento foi realizado até os animais
completarem 90 dias onde atingiram peso entre 280 e 300 gramas, peso que se encontra
dentro das recomendacdes do Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM)

para a realizagdo de procedimentos com animais (GOBATTO et al; 2001).

4.2.2 Protocolo de exaustao
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos: (1) cinco grupos
exercitados, corrida em esteira ergométrica até exaustdo de forma aguda, (2) um grupo

controle, animais sedentdrios, cada grupo era formado por 6 ratos.

Os animais foram colocados na esteira e submetidos a corrida com velocidade e
inclinacdo aumentados de forma progressiva até a velocidade de 25m/min), onde
permaneceram até a exaustdo (aproximadamente 1 hora). A exaustdo foi definida como o

ponto em o animal ndo foi capaz desempenhar o exercicio.
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Tabela 1. Protocolo de exaustdo em esteira ergométrica com velocidade progressiva para ratos
Wistar.

Periodo de exercicio Velocidade Inclinagdo
(min) (m/min) (% em grau)

5 13 0

5 14 0

5 14 2,5

10 14 5

5 15 5

5 16 5

5 17 5

5 21 5

10 21 10

exaustao 26 10

Fonte: Borges et al; 2006.

4.3 Alteracoes macroscopicas promovidas pelo exercicio fisico
Os animais foram divididos de acordo com o periodo de sacrificio apds a sessdo de
exercicio: grupo 2 horas (G/2h); grupo 3 horas (G/3h); grupo 4 horas (G/4h) e grupo 5
horas (G/5h), grupo 5 horas que recebeu o corante vital Azul de Evans. O grupo controle
foi mantido no mesmo ambiente que o grupo em treinamento € os animais foram
sacrificados apds o término da sessdo de exercicio dos grupos exercitados.
Com o objetivo de padronizar o local da lesdo, um animal de cada grupo foi

utilizado para o experimento inicial com o corante Azul de Evans, além do grupo 5 horas
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azul de Evans. Os animais foram divididos nos mesmos grupos citados acima e apds a
sessdo de exercicio receberam administracio do corante Azul de Evans, estes
primeiramente foram anestesiados com 1,2 mL de Tiopental Sédico (reagente comercial-
Thionembutal) na regido abdominal, receberam uma injec¢do via caudal de 5 mL de Azul de
Evans (0,5%), apés 10 minutos foi realizada a obtencdo das amostras. Este procedimento
teve como objetivo localizar a drea de maior alteracdo, que no presente estudo avaliou a
alteracdo na permeabilidade vascular. O corante vital Azul de Evans € um marcador de

alteracdo de permeabilidade da célula, ndo € toxico .

4.4. Analise histolégica estrutural (Anexo 2)

4.4.1 Preparacio para coloracao com Hematoxilina de Harris e Eosina
Os animais foram sacrificados por decapitacao e o musculo extensor longo dos

dedos (EDL) foi rapidamente retirado da pata posterior esquerda dos animais.

Para a obten¢do do musculo extensor longo dos dedos (EDL) (2 cm) a pele da pata foi
removida e o musculo localizado e retirado evitando danos aos tecidos, o0 mesmo foi

imediatamente fixado para posterior preparacao.

As amostras foram imersas no fixador Metacan (Metanol P.A 60%, Cloroférmio
P.A 30%, Acido Acético P.A 10%) onde permaneceram por 5 horas. Em seguida as
amostras permaneceram por 12 horas em PBS, apds este periodo foram desidratadas em
solucdes crescentes de dlcool etilico, em seguida passaram pelo processo de diafanizacio e
incluidas em Historesina.

Os cortes histolégicos na espessura de Sum foram realizados em micré6tomo, no

total de 10 cortes por rato divididos em 5 laminas, onde cada lamina continha 2 cortes, de
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forma que cada grupo de animais continha 25 laminas (50 cortes), sendo um total de 300
cortes em 150 laminas para os seis grupos: controle (sedentdrio), € 0s grupos experimentais
sacrificados apds a sessdo de exercicio respectivamente: 2 horas; 3 horas; 4 horas e 5 horas
e 5 horas azul de Evans. As seccdes foram montadas em laminas de vidro, e entdo,
desparafinizadas, em seguida o material foi hidratado em concentracdes decrescentes de
alcool etilico e corado com Hematoxilina de Harris no periodo de 4 a 5 minutos e em
seguida com Eosina no periodo de 1 a 10 minutos. Apds a coloragdo, o material foi
desidratado com (banhos rdpidos) solucdes crescentes de édlcool etilico e, por dltimo, foi
realizada a clarificacdo e a montagem das laminulas sobre as laminas com Balsamo de
Canada.

As laminas foram observadas e fotogratadas por Microscépio de Luz Nikon® com

camera acoplada (Nikon Coolpix 5000).

4.4.2. Analise ultra-estrutural

As amostras foram fixadas em glutaraldeido emtampao cacodilato de sédio durante
2 horas sob gelo, seguido de lavagem no mesmo tampao e fixacdo durante 1 hora em
tetroxido de 6ésmio. Posteriormente, o tecido foi desidratado pelo uso de dlcool etilico em
concentracdes crescentes, logo apds, embebido em 6xido de propileno e na concentracao
1:1 de 6xido propileno e resina de epdxi durante 24 horas. Apds estes processos, o material

foi incluido em resina epoxi.

Primeiramente, foram obtidas sec¢Oes semi-finas (400nm) longitudinais coradas
com azul de toluidina em banho rdpido e submetidas ao fogo até que o corante evapore,

logo apds foram identificadas as regides lesionadas para que fossem feitos os cortes
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ultrafinos  (80nm). Utilizou-se o microscopio eletronico de transmissdao JEM
1010®ELETRON MICROSCOPE APARENT, as imagens dos cortes ultra-finos foram

obtidas pela cimera acoplada KODAK® (Megaplus model 1,4,i).

4.5 Analises Morfométricas

Para avaliacdo do tamanho das fibras, o espacamento entre elas e a quantidade de
nicleos das células musculares do musculo EDL dos grupos experimentais e controle,
imagens dos preparados histolégicos foram capturadas usando o aumento de 40x no
microscopio LEICA® ATC 2000 em sistema de captura com zoom Optico, as imagens

foram fotografadas pela camera COOPLIX NIKON® 5400.

O programa ImageLab 2000 foi utilizado e permite que sejam selecionadas as dreas
de interesse, possibilitando o cdlculo do espacamento existente entre as fibras musculares, o
nimero de fibras e de niicleos presentes nas células musculares, cdlculo de drea, volume ou
arelacdo da drea ocupada entre diferentes estruturas, também permite identificar, selecionar
e subtrair estruturas de uma imagem por meio dos espectros R (red), G (green) e B (blue),
utilizando tons de vermelho, azul e de verde. Quanto maior for o nimero de tons de
vermelho, azul ou verde e suas combinacdes no tecido estudado, maiores serdo as
probabilidades de separar estruturas dentro dos seus limites. O computador faz a varredura
de toda a imagem, comparando o valor da cor de cada pixel com uma tabela de padrdes
previamente selecionados. Se o valor corresponder a algum presente na tabela, este é
subtraido da imagem, de tal forma que permanecem somente as estruturas formadas pelos
pixels diferentes daqueles pertencentes ao padrdo selecionado. Ao final, o computador

informa a porcentagem das dreas removidas em relacdo a drea da imagem original de
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microscopia de luz (coloracio com Hematoxilina de Harris e Eosina). Foram analisadas
300 imagens, sendo dividido em 50 imagens para cada grupo de animais, sendo 10 imagens

de cada lamina que correspondia a um animal.

4.6 Analise estatistica

Todas as varidveis quantitativas foram analisadas estatisticamente através da
versaol 1.0 do Software SPSS for Windows, adotando-se um nivel de significancia de 0,05

(p<0,05) ou intervalo de confianga (CI) de 95%.

Foram analisados dados referentes ao grupo controle e aos grupos experimentais de
forma a avaliar: o espacamento entre fibras, a quantidade de nicleos, a quantidade de fibras
relacionados o grupo controle com 0s grupos experimentais € 0S grupos experimentais entre
si. Para o processamento dos dados foram submetidos primeiramente ao teste de
Homogeneidade das variancias segundo Levene, e uma vez estabelecidos como normais,
foram entdo submetidos ao teste Anova, sendo que os dados paramétricos foram entao
submetidos aos Post Hoc — Tukey HSD para multipla comparacdo. Foi utilizado o teste de
Spearman’s pela correlagdo entre as varidveis (espacamento, nucleo, fibras) e os periodos e
finalmente o teste T de varidveis independentes para os grupos exercitados 5 horas e 5

horas Azul de Evans.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao do protocolo de exercicio

Na etapa de caracterizacao do protocolo de exercicio, as concentracdes de
lactato sanguineo apresentaram valores médios de 4,80 + 0,40 mmol/L no
momento da exaustdo, sendo a cinética de recuperagcdo da lactacidemia
considerada normal. Reducéao de 48% dos valores pés esforgo foram observados
apos 20 minutos do término do protocolo de corrida (Figura 5). O valor de lactato

sanglineo em repouso foi de 1,97 £ 0,08 mmol/L.
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Figura 5 — Cinética da concentragao do lactato sanguineo obtidos nos periodos Imediato,
3, 5, 10, 15 e 20 minutos apds o término do protocolo de exercicio proposto (Tabela 2).
Os valores sao apresentados como média = Erro Padrao (EP) de trés determinagbes
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5.2 Alteraciao de permeabilidade vascular

Aumento de permeabilidade vascular no muisculo EDL dos animais submetidos ou
ndo a exercicios fisicos com predominancia de contragdo concéntrica foi detectado por
meio do extravasamento do corante vital, azul de Evans. Regides de extravasamento do
corante foram observadas somente apds 5 horas da administra¢do do corante e da realizacio
do exercicio (Fig. 6). Animais ndo exercitados nio apresentaram qualquer perda do corante
do sistema vascular. Alteragdo de permeabilidade vascular foi sempre observada nas
extremidades distais do musculo (Fig. 7), que foram consideradas como regides de
alteracdo funcional muscular em decorréncia do exercicio. Estas regides foram selecionadas

para andlise estrutural e ultra-estrutural.

Figura 6. Misculos Extensor Longo dos Dedos, visio macroscépica. Todos os
animais receberam azul de Evans 10 minutos antes do sacrificio. (A) animais
sedentarios. (B-E) Animais submetidos a exercicio concéntrico e sacrificados 2, 3,4 ¢
5 horas apds, respectivamente. Notar que apenas apés 5 horas (E) ocorre o
extravasamento do corante, observavel como manchas azuladas nas extremidades do

musculo.
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Figura 7. Misculo Extensor Longo dos Dedos, posicio anatomica distal-proximal (rato, pata esquerda).
O espécime foi obtido 5 horas apds a sessdo de exercicio. O corante azul de Evans foi administrado 10

minutos antes do sacrificio. Notar o extrasamento do corante principalmente na regido distal (seta).

5.3 Analise da microscopia de luz e eletronica

A andlise estrutural do musculo EDL de ratos as amostras foram obtidas a partir de
cortes transversais e longitudinais e coradas pelo corante Hematoxilina seguido de Eosina.

Para a microscopia eletronica as amostras foram obtidas a partir de cortes

longitudinais.

5.4 Grupo controle

A morfologia do musculo EDL provenientes de animais do grupo-controle ao
microscopio de luz e eletronico foi compativel as classicas descri¢des do tecido muscular.
Brevemente, foram observados feixes musculares separados por perimisio de espessura
normal no qual se encontravam pequenos vasos € nervos. Em corte transversal as fibras
apresentavam diferentes dimensdes e aspecto poligonal tipico, com numerosos ntcleos
posicionados perifericamente (Fig. 8a). Em corte longitudinal, as fibras exibiam estriagdes
transversais e longitudinais peculiares ao musculo esquelético (Fig. 8b). Ultra-
estruturalmente, sarcomeros de morfologia normal, exibiam linhas Z, bandas A, semi-

bandas I, bandas H e linhas M. Tubulos T e cisternas de reticulo sarcoplasmatico formavam
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triades que se dispunham na altura da interface entre as bandas A e I. Mitocondrias de
matriz eletrondensa estavam distribuidas por todo o sarcoplasma entre as miofibrilas

contrateis (Figs. 8c-d).

Figura 8. Misculo Extensor Longo dos dedos. Grupo controle (rato, animais ndo exercitados).

As figuras a e b mostram fibras musculares em corte transversal e longitudinal, respectivamente (HE, a-b,
40x). Micrografias eletronicas de fibras musculares em cortes longitudinais (c-d). Notar a morfologia dos
sarcOmeros (s) e a disposicdo tipica das bandas A, I e da linha Z. (¥) mitocdndria; o pormenor delimita uma
triade. ¢, 10.000x; d, 15.000x
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5.5 Grupos Experimentais

Alteracgdes histoldgicas s6 foram observadas nos grupos D e E, respectivamente 4 e
5 horas ap6s o exercicio. Como pode ser observado nas figuras 9a e b, nos periodos de 2 e
3 horas apds o exercicio, nenhuma alteracio pode ser flagrada. As caracteristicas estruturais
destas amostras sao muito semelhantes as observadas no grupo-controle.

Quatro a 5 horas apds o exercicio algumas alteracdes puderam ser encontradas. Na
andlise histoldgica, a principal alteracdo observada foi um maior espacamento entre as
fibras musculares em comparagdo com o grupo controle, muito provavelmente em
decorréncia do edema provocado pelo exercicio e evidenciado pelo extravasamento de azul
de Evans (Fig. 9¢-d). O espacamento entre as fibras foi maior nas amostras do Grupo E do
que nas amostras do grupo D, sugerindo um processo progressivo (Fig. 9d, 10c). Também
se observou uma maior concentra¢iao de células entre as fibras musculares, no endomisio,
muitas das quais puderam ser caracterizadas como leucécitos (Figs. 9d, 11b-c). Capilares
de luz dilatada e turgidos também foram achados freqiientes nas amostras destes grupos
assim como leucécitos margeando a parede de vasos de pequeno calibre (Fig. 9c,
pormenor; Fig. 10a-b).

Fibras musculares contendo nucleos picnéticos, tipicos de processo degenerativo,
também foram observadas por entre fibras com nucleos de aparéncia normal nas amostras
dos grupos D e E. Alguns destes nucleos claramente pertenciam as fibras musculares (Fig.

11a).



60

Figura 9. Misculo Extensor Longo dos Dedos. Grupos experimentais (rato, animais exercitados e
sacrificados apés 2 (a), 3 (b), 4 (¢) e 5 h (d) da sessdo de exercicio). As figuras a e b mostram fibras
musculares sem alteragdes morfoldgicas. Nas figuras ¢ e d observar o aumento de células (*) entre as fibras
musculares, algumas das quais também apresentando espacamento irregular (<) e alterado em relagdo ao
controle. Notar também a presenca de capilares de luz dilatada (v) (HE, a barra de 1 cm representa 125 pm em

todas as figuras).
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Figura 10. Misculo Extensor Longo dos Dedos. Grupo experimental E, animais exercitados e sacrificados
5 h apés o exercicio. As figuras a e b mostram diferentes magnitudes de uma seccéo histolégica em que fibras
de espacamento alterado (*) e um vaso dilatado (v) e repleto de sangue se destacam no endomisio. Notar
espacamento entre fibras musculares também na figura ¢. (HE, em a a barra significa 0,25 cm representa 500

um, em b a barra de 0,5 cm representa 250 um, em ¢, a barra de 1 cm representa 125 pum).
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Figura 11. Misculo Extensor longo dos dedos. Grupo experimental de animal exercitado e sacrificado 5 h
apds o exercicio. (a) As cabegas de seta mostram niicleos picnéticos de fibras musculares. (b-¢) Notar a
presenca de leucdcitos no endomisio na microscopia de luz (b, 40x, setas) e na microscopia eletrdnica (c, X,
asterisco branco). (**) endomisio; (m) fibra muscular. ( Em a, a barra significa 1 cm que corresponde a 125

pm, em b, a barra siginifica 2,5 cm que corresponde a 50 um, em ¢, 0,5 cm corresponde a 1 pm)
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Figura 12. Ultra-estrutura de fragmentos de tecido muscular esquelético de animais do grupo E
(submetidos ao exercicio e sacrificados 5 h apés). Notar a morfologia normal da fibra muscular (¥), exceto
pelo aumento de heterocromatina associada a membrana nuclear (a, cabegca de seta) e condensacdo de
mitocdndrias na regido subsarcolemal (b, **). Nas eletromicrografias ¢ e d destacam-se sarcomeros e triades
(seta) de aspecto normal. (Z) linhas Z; (fm1l), (fm2) fibras musculares 1 e 2; (v) capilar no endomisio. a, c a
barra corresponde a 500nm que representa 0,5 cm, b, a barra corresponde a 1 um que representa 0,5 cm, em d

a barra corresponde a 200 nm que representa 0,5 cm.

Assim como na microscopia de luz somente foram identificadas alteracdes ultra-
estruturais nas amostras de musculo extensor de animais submetidos ao exercicio fisico

com predomindncia de contra¢do concéntrica e sacrificados 5 horas apods.
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Sarcomeros e organelas de modo geral ndo apresentaram alteracdes. No entanto,
mitocOndrias de matriz eletrondensa, concentradas na periferia celular, imediatamente
abaixo da membrana sarcoplasmdtica foram freqiientes nas amostras deste grupo
experimental. Ainda neste grupo, nicleos com maior concentragdo de heterocromatina,
freqlientemente associada a carioteca também foram encontrados. No intersticio, uma
matriz rica em fibrilas coldgenas permeava o espaco intercelular por onde percorriam

capilares e arteriolas (Fig. 12).
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5.6. Medidas morfométricas das células musculares

5.6.1 Analise do espacamento entre fibras dos grupos controle e exercitados

No gréafico 1 estd representado o percentual de espacamento entre as fibras
musculares dos grupos controle e exercitados através da andlise de imagens. Os valores
variaram entre 7% e 17% nos diferentes grupos. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos 2horas (2H) e 3 horas (3H) e entre os grupos 3 horas (3H) e 4 horas (4H). Contudo,
foram observadas diferencas entre todos os grupos experimentais (2H, 3H, 4H e 5SH) em
comparacdo ao grupo controle (9%), nos valores de: 11%, 11,5%, 13%, 18%
respectivamente. O grupo 2 horas apresentou valores entre 9% e 11% enquanto que o0s
grupos 4 horas e 5 horas apresentaram valores entre 10,5% e 13%; 17% e 18%
respectivamente o que indica diferenca significativa entre os grupos; sendo que os grupos 3
horas e 5 horas apresentaram valores entre 10% e 11%; 17% e 18% quando comparados
apresentaram diferenca significativa; ja os grupos 4 horas e 5 horas apresentaram valores
em torno de 11% e 13%; 17% e 18% o que também apresentou diferenca significativa entre

0S grupos.
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Grifico 1: Gréfico obtido através da andlise estatistica dos dados das seccdes
histolégicas das células musculares (EDL) de ratos submetidos a uma dnica sessao
de exercicio fisico de corrida de baixa-moderada intensidade até a exaustdo, obtidos
através do teste Tukey HSD, espacamento entre fibras. CT — controle, 2H — 2 horas
apds o término da sessdo de exercicio, 3H — 3 horas apds o término da sessdo de
exercicios, 4H — 4 horas apds o término da sessdo de exercicios, SH — 5 horas apés o
término da sessdo de exercicios, nimero de imagens = 10. 95% de probabilidade da
média. A diferenga entre os grupos 2H, 3H, 4H e 5H em relag¢do ao grupo CT foram
consideradas significativas (x); as diferencas entre os grupos 2H e 4H foram
significativas (»+); as diferengas entre os grupos 2H e SH foram significativas (x«), as
diferencas foram significativas entre os grupos 3H e 5SH (&); as diferencas foram

significativas entre os grupos 4H e 5H (-).( p< 0,05).
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No gréifico 2 estd representado o percentual de espacamento entre as fibras
musculares dos grupos exercitados através da andlise de imagens. Os valores variaram entre
8,5% e 10,5% para o grupo 5 horas € 9% e 11% para o grupo 5 horas azul de Evans. Nao
houve diferenca significativa entre estes grupos.
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Grifico 2: Grafico obtido através da andlise estatistica dos dados das seccdes
histoldégicas das células musculares (EDL) de ratos submetidos a uma unica sessao
de exercicio fisico de corrida de baixa-moderada intensidade até a exaustdo, obtidos
através do teste T para amostras indepedentes, espacamento entre fibras — SH — 5
horas apés o término da sessdo de exercicios, SH azul de Evans — 5 horas apds o
término da sessdo de exercicios que recebeu o corante azul de Evans, nimero de
imagens = 10. 95% de probabilidade da média. As diferencas ndo foram
significativas entre os grupos .( p< 0,05).
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5.6.2. Andlise da quantidade de nicleos nas células musculares dos grupos

controle e exercitados

No gréfico 3 estd representado o percentual de nucleos das células musculares dos
grupos controle e exercitados através da andlise de imagens. Os valores variaram entre
7,8% e 1,4% nos diferentes grupos. Nao houve diferencga significativa entre os grupos 2
horas (2H) e 3horas (3H) e entre os grupos 2horas (2H) e horas (4H) e 2 horas (2H) e 5
horas (5H); entre 3 horas (3H) e 4 horas (4H); entre 4 horas (4H) e 5 horas (5H). Contudo,
foram observadas diferencas entre todos os grupos experimentais (2H, 3H, 4H e 5SH) em
comparacdo ao grupo controle (9,5%), nos valores de: 1,18%, 1,08%, 1%, 1,28%
respectivamente. O grupo 3H apresentou valores entre 0,88% e 1% enquanto que o grupo
SH apresentou valores entre 1,1% e 1,28% o que indica diferenca significativa entre os

grupos.
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Grifico 3: Grifico obtido através da andlise estatistica dos dados das seccgdes
histolégicas das células musculares (EDL) de ratos submetidos a uma unica sessao
de exercicio fisico de corrida de baixa-moderada intensidade até a exaustdo, obtidos
através do teste Tukey HSD, quantidade de nticleos. CT — controle, 2H — 2 horas
apds o término da sessdo de exercicio, 3H — 3 horas apds o término da sessdo de
exercicios, 4H — 4 horas apds o término da sessdo de exercicios, SH — 5 horas apés o
término da sessdo de exercicios, nimero de imagens = 10. 95% de probabilidade da
média. A diferenca entre os grupos 2H, 3H, 4H e 5H em relacdo ao grupo CT foram
consideradas significativas (x); as diferencas entre os grupos 3H e 5H foram
significativas. ( p< 0,05).
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No gréfico 4 esta representado o percentual de nicleos das fibras musculares dos
grupos exercitados através da andlise de imagens. Os valores variaram entre 1,11% e 1,24%
para o grupo 5 horas e 0,95% e 1,15% para o grupo 5 horas azul de Evans. Nao houve

diferenca si
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Gréfico 4: Gréfico obtido através da andlise estatistica dos dados das secgdes
histolégicas das células musculares (EDL) de ratos submetidos a uma dnica sessao
de exercicio fisico de corrida de baixa-moderada intensidade até a exaustdo, obtidos
através do teste T para amostras indepedentes, quantidade de niicleos — SH — 5 horas
apods o término da sessdo de exercicios, SH azul de Evans — 5 horas apds o término
da sess@o de exercicios que recebeu o corante azul de Evans, nimero de imagens =
10. 95% de probabilidade da média. As diferengas ndo foram significativas entre os
grupos .( p< 0,05).
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5.6.3. Analise da quantidade de fibras nas células musculares dos grupos

controle e exercitados

No grafico 5 estd representado o percentual de fibras musculares dos grupos
controle e exercitados através da andlise de imagens. Os valores variaram entre 81% e 93%
nos diferentes grupos. Nao houve diferenca significativa entre os grupos 2horas (2H) e 3
horas (3H) e entre os grupos 3 horas (3H) e 4 horas (4H). Contudo, foram observadas
diferencas entre todos os grupos experimentais (2H, 3H, 4H e SH) em comparagdo ao grupo
controle (93%), nos valores de: 90%, 89,5%, 89%, 81,5% respectivamente. O grupo 2 horas
apresentou valores entre 88% e 90% enquanto que os grupos 4 horas e 5 horas
apresentaram valores entre 85% e 88%; 80,5% e 81,5% respectivamente o que indica
diferenca significativa entre os grupos; sendo que os grupos 3 horas e 5 horas apresentaram
valores entre 87% e 89%; 80,5% e 81,5% quando comparados apresentaram diferenca
significativa; ja os grupos 4 horas e 5 horas apresentaram valores em torno de 85% e 88%;

80,5% e 81,5% o que também apresentou diferenca significativa entre os grupos.
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Gréfico 5: Grifico obtido através da andlise estatistica dos dados das sec¢des
histolégicas das células musculares (EDL) de ratos submetidos a uma tnica sessdao
de exercicio fisico de corrida de baixa-moderada intensidade até a exaustdo, obtidos
através do teste Tukey HSD, quantidade de fibras. CT — controle, 2H — 2 horas apds
o término da sessdo de exercicio, 3H — 3 horas apds o término da sessdo de
exercicios, 4H — 4 horas ap6s o término da sessdo de exercicios, SH — 5 horas apés o
término da sessdo de exercicios, nimero de imagens = 10. 95% de probabilidade da
média. A diferenga entre os grupos 2H, 3H, 4H e 5H em relag¢@o ao grupo CT foram
consideradas significativas (x); as diferencas entre os grupos 2H e 4H foram
significativas («+); as diferencgas entre os grupos 2H e SH foram significativas (««), as
diferencas foram significativas entre os grupos 3H e 5H (&); as diferencas foram

significativas entre os grupos 4H e 5H ().( p< 0,05).
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No grafico 6 estd representado o percentual de fibras musculares dos grupos
exercitados através da andlise de imagens. Os valores variaram entre 80,5% e 81,5% para o
grupo 5 horas e 87% e 91% para o grupo 5 horas azul de Evans. Nao houve diferenca
significativa entre estes grupos.
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Grifico 6: Grifico obtido através da andlise estatistica dos dados das seccgdes
histolégicas das células musculares (EDL) de ratos submetidos a uma dnica sessao
de exercicio fisico de corrida de baixa-moderada intensidade até a exaustdo, obtidos
através do teste T para amostras indepedentes, quantidade de fibras — SH — 5 horas
apds o término da sessdo de exercicios, SH azul de Evans — 5 horas apds o término
da sessdo de exercicios que recebeu o corante azul de Evans, nimero de imagens =
10. 95% de probabilidade da média. As diferengas ndo foram significativas entre os

grupos .( p< 0,05).
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6. DISCUSSAO

Os relatos da literatura em grande maioria fornecem informagdes sobre os danos
musculares causados por exercicios que apresentam biodindmica de contragdo
predominantemente concéntrica. Neste tipo de contragdo, a quantidade de forca
desenvolvida é aproximadamente duas vezes superior a for¢a desenvolvida nas contragdes
isométricas, porém, o nimero de pontes cruzadas ativas € somente 10% maior em relagao
as contracdes concéntricas, o que gera alta tens@o na estrutura muscular e baixo nimero de
unidades motoras recrutadas, implicando em estresse mecanico e aumento da tensdo por
area de secc¢do transversa, fato que pode causar danos as fibras por estarem extremamente
alongadas e os sarcomeros distendidos, tornando-se frageis e incapazes de manter a tensao
necessaria, o que pode desencadear modificacdes no interior da célula muscular, como:
aumento da concentragdo de dgua no interior da miofibra (edema muscular) aumento da
concentracdo da enzima creatina quinase no sangue, ruptura do sarcolema e desorganizacao
da linha Z e miofibrilas vizinhas, todos indicios de dano muscular (CLARKSON e
SAYERS, 1999; KUIPERS et al, 1983; KOMULAINEN e VIHKO, 1994; SMITH et al,
1989); TRICOLLI, 2001).

Quanto aos exercicios com predominancia da biomecanica de contragdes
concéntricas, observa-se que estes também sdo capazes de causar danos musculares, porém
em menor propor¢do, como: edema e inflamacdo aguda, sem indicios de danos
ultraestruturais (KOMULAINEN e VIHKO, 1994; KUIPERS et al, 1983; SMITH et al,

1989).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os aspectos estruturais e

ultraestruturais do musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos Wistar em curto
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prazo, apds uma tunica sessdo de exercicio fisico de corrida que apresentava biomecanica
predominantemente concéntrica, até a exaustdo de baixa-moderada intensidade.

Funcionalmente o misculo EDL apresenta propriedades arquitetonicas referentes a
um agente extensor durante a execu¢do de movimentos, ou seja, atua de forma a produzir
forca moderada e alta capacidade de velocidade em atividades como caminhada e corrida
como resultado do seu comprimento (3,55 cm) e de sua baixa drea seccional (5,6cm2), isto
possibilita a extensdo do membro (pé) e o ajuda a manter-se estdvel no atrito com o solo, o
que durante o exercicio de corrida aumenta devido a velocidade das passadas (LIEBER,
1992).

Apo6s andlise dos relatos da literatura, observou-se que os autores ndo relatavam as
regides musculares que apresentavam maior lesdo causada pelo exercicio fisico. Por este
motivo, o corante vital azul de Evans foi utilizado com o objetivo de avaliar possiveis
alteracdes vasculares e demarcar qual regido e periodo pds-exercicio sofreram maior
impacto causado pelo exercicio fisico no musculo EDL. Seguindo esta idéia, Hamer et al
(2002) observaram que este corante foi capaz de demarcar alteracdo de permeabilidade da
membrana em ratos mdx apds exercicio de alongamento for¢cado (semelhante ao exercicio
excéntrico) e concluiram que este corante foi capaz de indicar a permeabilidade alterada da
membrana apds vinte minutos.

Neste estudo, observou-se que apds a utilizacdo do corante vital azul de Evans a
maior ocorréncia de extravasamento de corante foram nas regides proximal e distal do
miusculo EDL, porém em maior propor¢cdo na regido distal; observou-se também que
aresposta do corante foi tempo-dependente, ou seja, os periodos pds-exercicio em que a
coloracdo apresentou-se mais forte foram entre 4 e 5 horas, com maiores evidencias apods 5

horas do término da sessdo (figura 6 e 7).
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Confirmando estes dados, Botelho et al (2005) ao submeterem ratos Wistar a
eletroestimulacdo do musculo tibial anterior por 90 minutos por meio de 2 eletrodos fixados
no nervo fibular, onde o musculo encontrava-se em flexdo plantar mixima, os animais
foram sacrificados 5 dias apds este evento. Foram analisadas as regides proximal, medial e
distal deste musculo, e observou-se por meio de microscopia de luz que as trés regides
sofreram lesdo estrutural, porém a regido mais lesada foi a distal, mostrando que as regides
mais extremas, ou seja, as mais proximas aos tendoes sdo as que sofrem maior sobrecarga
biomecanica, e que em musculos de membros posteriores, a regido distal parece ser a mais
lesada em comparagdo a regido proximal.

As amostras analisadas deste estudo demonstraram que ao realizar exercicios de
corrida com intensidade baixa-moderada até a exaustdo com biomecanica de contragdo
predominantemente concéntrica, a ndo ocorréncia de alteracdes macroscopicas nos grupos
de animais controle (ndo exercitados) a aqueles sacrificados apés 2 e 3 horas do final da
sessdo de exercicio, sendo as imagens muito semelhantes (figura 6), assim como as
alteracdes estruturais analisadas por meio de microscopia de luz (figura 8 a-b).
Diferentemente, Komulainen e¢ Vihko (1995) submeteram ratos Wistar ao exercicio com
predominancia de biomecanica de contragdo concéntrica com intensidade baixa-moderada
que ndo levou os animais a exaustdo na velocidade inferior a utilizada neste estudo
(17m/min) e inclinacao 13,5°, musculo séleo) estes pesquisadores observaram que o tecido
muscular apresentou edema, alteracdo resultante do aumento do consumo de oxigénio
durante a realizacdo do exercicio que resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio e
0 organismo encontra-se em situacdo de estresse oxidativo desequilibrando os sistemas

prooxidante e antioxidantes de maneira que o primeiro seja dominante, resultando em
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lipoperoxida¢do da camada lipidica da membrana celular, interrup¢des tempordrias nas
bombas de ATP dependentes de célcio, ocasionando alteragdes intracelulares.

Os dados deste estudo também divergem dos encontrados por Kuipers et al (1983)
que apods 2 horas do término da sessdo de exercicio em ratos Wistar com predominancia da
biomecanica de contra¢do concéntrica em forma de corrida por 60 minutos a 30m/min (ndo
exaustivo, o tempo de corrida representou um total de 70% deste valor — 42 minutos) de
intensidade média, onde se observou neutrofilia apds 2 horas do término da sessdo no
miusculo s6leo em ratos ndo treinados, além de alteracdes ultraestruturais focais 24 horas
apo6s o término da sessdo de exercicio.

Quanto a andlise morfométrica, os grupos 2 horas e 3 horas apresentaram valores
significativamente maiores em relacdo ao grupo controle, porém sem diferencas entre si
quanto a andlise do espacamento entre fibras, os resultados indicam que as fibras
apresentam-se normais (grafico 1), pois, em relacdo aos grupos 4 horas e 5 horas os
resultados foram significativos, e estes grupos apresentaram valores mais elevados (grafico
1), resultado semelhante foi encontrado na microscopia de luz (figura 9).

Devido ao exercicio aumentar o consumo de oxigénio em até 35 vezes em relacdo
ao estado de repouso, e isto ocasionar alteracdes na permeabilidade da membrana o que
leva a edema, além do aumento intracelular de cédlcio que ativa a via da enzima xantina
oxidase e ativar as proteases dependentes de cdlcio que convertem a xantina desidrogenase
em xantina oxidase e esta utiliza o oxigénio molecular como aceptor de elétrons gera o
radical superdxido, e causa aumento da concentragdo de catecolaminas, fatores que
associados levam a célula a sofrer apoptose (DEL MAESTRO, 1980; PAL YU, 1994;

CLEBIS e NATALL 2001; PHANEUF e LEEWENBURGH, 2001).



78

O ndmero de nucleos nas células musculares pode ser alterada devido ao processo
de apoptose, ou devido a resposta inflamatéria aguda, desta forma foi realizada a medida a
andlise por meio da microscopia de luz, medida morfométrica dos nucleos das amostras
deste estudo. Observou-se que ao nivel da microscopia de luz os grupos 2 horas, 3 horas e
controle apresentaram semelhanca (figura 8 a-b), enquanto que a morfometria demonstrou
diferenca significativa destes dois grupos em relacdo ao controle, onde o grupo 2 horas
apresentou valor maior que o grupo 3 horas, 4 horas. Porém, o grupo 5 horas apresentou
maiores valores e somente significativos entre o grupo 3 horas (grafico 3).

O grupo que apresentou maior nimero de nicleos foi o 5 horas em relacdo também
ao grupo 5 horas azul de Evans (grafico 4), resultado semelhante a microscopia de luz
(figura 10), ultraestruturalmente, observaram-se modificacdes nas células musculares dos
grupos 5 horas e 5 horas azul de Evans em relacdo ao controle e entre si, com presenca de
nicleos picnéticos provavelmente resultantes de um processo apoptético, de forma que o
aumento do nimero de nucleos pode estar relacionado a resposta inflamatéria aguda
(figura 11 e 12), resultados que se apresentam semelhantes aos encontrados por Newham et
al (1983). Estes autores ao analisarem as respostas de exercicios concéntricos e excéntricos,
observaram em humanos jovens que a corrida com biomecamica predominantemente
excéntrica pode causar alteracdes ultraestruturais imediatamente apds o exercicio como
alteracoes focais. Porém 30 minutos e 24 horas apds o exercicio as alteracdes foram mais
extensivas, como desorganiza¢do de fibras e linhas Z. J4 os exercicios com predominancia
biomecanica de contracdo concéntrica em humanos, ndo causaram alteracoes
ultraestruturais, observou-se também que as alteragdes imediatas ocorrem devido ao
estresse mecanico e as alteragdes tardias aos fatores quimicos, sendo considerado uma das

principais, a alteracdo da concentracdo de calcio que leva a danos na membrana.
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Em relacdo ao nimero de fibras, os resultados foram significativos em relagcdo ao
grupo controle, de forma que, diferentemente dos resultados anteriores, os grupos controle,
2 horas, 3 horas apresentaram valores superiores em relagdo aos grupos 4 horas e 5 horas
(grafico 5), em relacdo aos grupos 5 horas e 5 horas azul de Evans nao foram apresentadas
respostas significativas (grafico 6). Estes dados indicam que devido ao maior nimero de
fibras no grupo controle de forma sucessiva até o grupo 5 horas, que as fibras podem estar
sofrendo algum tipo de alteracdo, apds a sessdo de exercicio de forma tempo-dependente,
tal qual uma redu¢@o no tamanho da fibra, ou até mesmo um processo necrético apds 5
horas do exercicio fisico.

Observa-se neste estudo, que o motivo pelo qual as alteragdes ocorrem sdo pelo fato
da carga mecanica imposta ao sistema muscular ser alta, porém em menor propor¢ao aos
exercicios predominantemente realizados com biomecanica de contragdes excéntricas,
ocorreram nas estruturas celulares de forma significativa, porém nao ocorreram alteracoes
ultraestruturais de forma significativa. A velocidade e tempo de execucao correspondem a
intensidade leve-moderada de forma gradativa e continua.

O protocolo de exaustdo aplicado sobre os animais, foi capaz de promover
alteracdes estruturais podendo ser consideradas microlesdes com conseqiiente resposta
inflamatdria, sem atingir aspectos ultraestruturais de forma severa, tal qual alteragdes nos
sarcomeros. O processo inflamatério e de regeneragdo sdo observados somente apds 4 e 5

horas apds a sessdo de exercicio.
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7. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos no presente estudo podemos concluir que:

e Alteragdes teciduais observadas na microscopia de luz foram evidenciadas
terem inicio 4 e 5 horas apds o término da sessdo de exercicio fisico. O
exercicio fisico de baixa-moderada intensidade quando executado de forma
continua promove alteragdes celulares no musculo EDL devido a carga
mecanica imposta e fatores quimicos que alteram a permeabilidade da
membrana, porém com pequenas alteracdes significativas ao nivel da

microscopia de luz.
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9.1 PARECER DO COMITE DE ETICA
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Cidade Universitdria “ Armando Salles de Oliveira’
Av. Prof Lineu Prestes, 2415 CEP 05508-000 SP-Brasil
Telefone (55)(011) 30917733 — telefax (55)(011)30917438
Email: cep@icb.usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo registrado sob n 049 nas fls. 5 do livro 2
para uso de animais em experimentacdo, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Rozangela Verlengia, Coordenadora da Linha de Pesquisa .
Caracterizacdo da lesao muscular (apoptose ou necrose) no miusculo de
ratos e humanos frente ao exercicio fisico intenso e a resposta de
defesa e reparo do qual participou(aram) o(s} aluno(s): Leonardo Silveira,
estd de acordo com os Principios Eticos de Experimentacio Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) em
28.09.2004.

-

Profa. Dra. Marilia C. Leite Seelaender Prof Dr Francisco Carlos Pereira
Coordenadora da CEEA Secretario da CEEA
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ANEXO 2 - Preparacio Histologica
Reagentes

Os reagentes utilizados durante a microscopia de luz e a microscopia eletronica foram:
Xilol PA ( Labsynth® Ltda ), Alcool Etilico Absoluto P.A (Labsynth ® Ltda), Alcool
Etilico Absoluto P.A (Labsynth® Ltda) diluido em 4dgua destilada nas concentragdes
95%, 90%, 80%, 70%, 50%, dgua destilada, tampao PBS (- pH 7,2 +/- 0,1 — Laborclin®
Ltda), tampao cacodilato de sédio, tetréxido de 6smio (Sigma ®), Cloroférmio P.A
(Synth®), Acido acético P.A (Synth®), Alimen de Potéssio (Synth®), lodato de
potdssio (Synth®), Bromato de Potdssio (Mallinck Rodt ®), Acido Picrico (J.T Braker

Ltda®), Borato de s6dio ( Synth®).

Os fixadores utilizados foram: Metacan P.A (Synth®), Glutaraldeido P.A (Sigma®),
Oxido Propileno P.A (Sigma®). Os corantes utilizados foram: Hematoxilina P.A de
Harris (CAQ ® Ltda), Eosina Amarelada P.A (CAQ ®Ltda) e Evans Blue P.A (CAQ ®
Ltda ). Foram utilizadas a Historesina (Histosec® Pastilhas Merck ®), Resina de Epoxi
(Sigma®), Bdlsamo do Canadé Sintético (Labsynth®), Anestésico Thionembutal

(Tiopental Sédico - CAQ ® Ltda ).

Equipamentos e material descartavel

Os equipamentos utilizados foram: Esteira ergométrica (Modelo ERL, New Primer, 110
volts ), Estufa de secagem e esterilizacdo (Modelo 315 SE Fanem®), Micrétomo (Jobil

®), Ultramicrétomo (JEOL®), Microscépio de Luz (Nikon) com camera acoplada
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(Nikon Coolpix 5000), Microscépio Eletronico (JEOL®) com camera acoplada
(Megaplus Model 1.41), microscépio LEICA ATC 2000 com camera acoplada

COOPLIX NIKON® 5400, Banho Maria (Boekel®).

Os materiais descartdveis utilizados foram: luvas de latex para procedimentos

(Aurelia®), Laminas para microscopia (Normax®), Laminulas (Corning®), becker de
diversos tamanhos (Satelit ®), tubos Falcon (TRP®) , materiais cirurgicos: pinga para
dissecacdo (Erwin Guth®), tesoura cirtrgica (Erwin Guth®), seringa descartavel (BD

Plastipak ®), agulha descartavel 3 mL (BD Plastipak®)

Foram utilizados os programas Canon® (Zoom Browser EX 4.1) para a captura de

imagens, os softwares Windows®, Excel® e o Programa Adobe ®Photoshop ® 7.0.

Preparo das amostras (microscopia de luz)

¢ Fixacdo em Metacan (Metanol P.A 60%, Cloroférmio P.A 30%, Acido
acético P.A 10%) por 5 horas;

e 12 horas em PBS (PBS em p6 em 1000 mL de dgua destilada)

e desidratagdo em solucdes crescentes de dlcool etilico:

50% (2 trocas com durag@o de 15 minutos cada)

70% (2 trocas com durag@o de 20 minutos cada)

80% (30 minutos)

95% (30 minutos)

- 100% (absoluto P.A, 4 trocas com duragdo de 1 hora cada)
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diafanizacdo que consistiu em passagens por solucdes crescentes de

xilol:

- xilol puro P.A ( 3 trocas com duracdo de 20 minutos cada )

Inclusdo em Historesina (2 trocas com duracao de 1 hora cada)
seccionado em micrétomo na espessura de 5 im na posi¢ao longitudinal
Montagem das sec¢Oes em laminas de vidro

desparafinizagdo processo que envolve a passagem por diferentes

concentracoes de xilol P.A e élcool etilico absoluto P.A

- soluc¢do de xilol puro P.A (no periodo de 25 minutos)

- concentragdo de 1:1 de xilol puro P.A e dlcool etilico absoluto P.A (5

minutos)

hidratacdo em concentracdes decrescentes de dlcool etilico:

- alcool absoluto P.A (10 minutos)

- 95% (5 minutos)

- 80% (5 minutos)

70% (10 minutos)

- dgua destilada (15 minutos)

coloracao com Hematoxilina de Harris (0,5 g Hematoxilina P.A, 25 g
alimen de Potdssio, 0,1g Iodato de potdssio para 400ml de dgua) no
periodo de 4 a 5 minutos

Eosina Amarelada (Eosina (2g Eosina P.A, 20ml de dgua destilada,
1g Bromato de Potissio, 160ml 4gua destilada, 20ml de solucao

saturada de dcido picrico) no periodo de 1 a 10 minutos.
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e desidratacdo com (banhos rapidos) de solugdes crescentes de dlcool
etilico, 70%, 80%, 95%, 70% e 100% (com 3 trocas de 2 minutos),

- &lcool absoluto P.A

- xilol na concentracdo 1:1 (5 minutos)

- clarifica¢do com xilol puro P.A (2 minutos)

- xilol puro P.A novamente, o qual permaneceu até a montagem das

laminulas sobre as 1aminas com Balsamo de Canada.

As laminas foram observadas e fotogradas por Microscépio de Luz com camera

acoplada .

Preparo das amostras (Microscopia eletronica)

fixagdo em 2,5% de glutaraldeido (25 mL PBS - 0,2M - 5 mL de
glutaraldeido P.A, completar com dgua destilada para 50 mL) em tampao
cacodilato de s6dio 0,2 mol/L, pH 7.2 (solu¢do A — cacodilato de sédio
4,282 em 50 mL 4gua destilada, solucdo B — 4cido cloridrico 0,1N, solucao
A mais B e completar com 4gua destilada (q.s.p) até completar 100 mL)
durante 2 horas sob gelo, seguido de tampao lavagem e fixacdo durante 1
hora em tetr6xido de 6smio ( ImL de tetréxido de 6smio 4%, 1 mL de dgua
destilada, 2mL tampao fosfato);

desidratacdo élcool etilico absoluto P.A nas concentracdes 70% (2 trocas
com duragcdo de 15 minutos cada) , 95% (4 trocas com duragdo de 15
minutos cada) e 100% (duas trocas de 15 minutos cada), logo apos,

embebido em 6xido de propileno (duas trocas de 15 minutos cada) e na
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concentracdo 1:1 de 6xido propileno e resina de epdéxi durante 24 horas.
ApOs estes processos, o material foi incluso na posicdo longitudinal em

resina epoxi.

Primeiramente foram obtidas sec¢des semi-finas (400nm) longitudinais coradas com
azul de toluidina (azul de toluidina 1,0 g, borato de sédio 4,0g, élcool etilico absoluto P.A
4,0 mL e dgua destilada 400 mL) em banho répido e submetidas as fogo até que o corante
evapore, logo apés foram identificadas as regides lesionadas para que fossem feitos os
cortes ultrafinos (80nm). Através do microscépio eletronico de transmissdao JEM

1010®ELETRON MICROSCOPE APARENT, as imagens dos cortes ultra-finos foram

obtidas através da camera acoplada KODAK® (Megaplus model 1,4,1) .



ANEXO 3 - ANALISE ESTATISTICA

Andlise de variancia : DIA x BRANCO; DIA X NUCLEO e DIA x FIBRA

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic df1 df2 Sig.
BRANCO 2,000 4 45 111
NUCLEO 1,441 4 45 ,236
FIBRA 1,999 4 45 111
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
BRANCO Between Groups 591,299 4 147,825 90,284 ,000
Within Groups 73,680 45 1,637
Total 664,979 49
NUCLEO Between Groups ,669 4 ,167 11,712 ,000
Within Groups ,643 45 ,014
Total 1,312 49
FIBRA Between Groups 639,144 4 159,786 80,157 ,000
Within Groups 89,703 45 1,993
Total 728,847 49
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: BRANCO

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
() DIA  (J) DIA (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
,00 2,00 -2,5160* ,57225 ,001 -4,1420 -,8900
3,00 -3,4920* ,57225 ,000 -5,1180 -1,8660
4,00 -4,5320* ,57225 ,000 -6,1580 -2,9060
5,00 -10,3680* ,57225 ,000 -11,9940 -8,7420
2,00 ,00 2,5160* ,57225 ,001 ,8900 4,1420
3,00 -,9760 ,57225 441 -2,6020 ,6500
4,00 -2,0160* ,57225 ,008 -3,6420 -,3900
5,00 -7,8520* ,57225 ,000 -9,4780 -6,2260
3,00 ,00 3,4920* ,57225 ,000 1,8660 5,1180
2,00 ,9760 ,57225 441 -,6500 2,6020
4,00 -1,0400 ,57225 377 -2,6660 ,5860
5,00 -6,8760* ,57225 ,000 -8,5020 -5,2500
4,00 ,00 4,5320* ,57225 ,000 2,9060 6,1580
2,00 2,0160* ,57225 ,008 ,3900 3,6420
3,00 1,0400 ,57225 377 -,5860 2,6660
5,00 -5,8360" ,57225 ,000 -7,4620 -4,2100
5,00 ,00 10,3680* ,57225 ,000 8,7420 11,9940
2,00 7,8520* ,57225 ,000 6,2260 9,4780
3,00 6,8760* ,57225 ,000 5,2500 8,5020
4,00 5,8360* ,57225 ,000 4,2100 7,4620

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: NUCLEO

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
() DIA  (J) DIA (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
,00 2,00 -,2640* ,05345 ,000 -,4159 -, 1121
3,00 -,1680* ,056345 ,023 -,3199 -,0161
4,00 -,1980* ,05345 ,005 -,3499 -,0461
5,00 -,3480* ,05345 ,000 -,4999 -,1961
2,00 ,00 ,2640* ,05345 ,000 1121 ,4159
3,00 ,0960 ,05345 ,389 -,0559 ,2479
4,00 ,0660 ,05345 ,731 -,0859 ,2179
5,00 -,0840 ,05345 ,523 -,2359 ,0679
3,00 ,00 ,1680* ,05345 ,023 ,0161 ,3199
2,00 -,0960 ,05345 ,389 -,2479 ,0559
4,00 -,0300 ,05345 ,980 -,1819 ,1219
5,00 -,1800* ,05345 ,013 -,3319 -,0281
4,00 ,00 ,1980* ,056345 ,005 ,0461 ,3499
2,00 -,0660 ,05345 ,731 -,2179 ,0859
3,00 ,0300 ,05345 ,980 -,1219 ,1819
5,00 -,1500 ,05345 ,054 -,3019 ,0019
5,00 ,00 ,3480* ,05345 ,000 ,1961 ,4999
2,00 ,0840 ,05345 ,523 -,0679 ,2359
3,00 ,1800* ,05345 ,013 ,0281 ,3319
4,00 ,1500 ,05345 ,054 -,0019 ,3019

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: FIBRA

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
() DIA  (J) DIA (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
,00 2,00 2,9060* ,63141 ,000 1,119 4,7001
3,00 3,6060* ,63141 ,000 1,8119 5,4001
4,00 4,8480* ,63141 ,000 3,0539 6,6421
5,00 10,8420 ,63141 ,000 9,0479 12,6361
2,00 ,00 -2,9060* ,63141 ,000 -4,7001 -1,1119
3,00 ,7000 ,63141 ,801 -1,0941 2,4941
4,00 1,9420* ,63141 ,028 ,1479 3,7361
5,00 7,9360* ,63141 ,000 6,1419 9,7301
3,00 ,00 -3,6060* ,63141 ,000 -5,4001 -1,8119
2,00 -,7000 ,63141 ,801 -2,4941 1,0941
4,00 1,2420 ,63141 ,298 -,5521 3,0361
5,00 7,2360* ,63141 ,000 5,4419 9,0301
4,00 ,00 -4,8480* ,63141 ,000 -6,6421 -3,0539
2,00 -1,9420* ,63141 ,028 -3,7361 -,1479
3,00 -1,2420 ,63141 ,298 -3,0361 ,5521
5,00 5,9940* ,63141 ,000 4,1999 7,7881
5,00 ,00 -10,8420* ,63141 ,000 -12,6361 -9,0479
2,00 -7,9360* ,63141 ,000 -9,7301 -6,1419
3,00 -7,2360* ,63141 ,000 -9,0301 -5,4419
4,00 -5,9940* ,63141 ,000 -7,7881 -4,1999

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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BRANCO
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
DIA 1 2 3 4
,00 10 7,3340
2,00 10 9,8500
3,00 10 10,8260 10,8260
4,00 10 11,8660
5,00 10 17,7020
Sig. 1,000 441 377 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000.
NUCLEO
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
DIA 1 2 3
,00 10 ,8200
3,00 10 ,9880
4,00 10 1,0180 1,0180
2,00 10 1,0840 1,0840
5,00 10 1,1680
Sig. 1,000 ,389 ,054
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000.
FIBRA
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
DIA 1 2 3 4
5,00 10 81,1300
4,00 10 87,1240
3,00 10 88,3660 88,3660
2,00 10 89,0660
,00 10 91,9720
Sig. 1,000 ,298 ,801 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000.
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Nonparametric Correlations

Teste de normalidade das variaveis

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

BRANCO | NUCLEO FIBRA DIA
N 50 50 50 50
Normal Parametersab  Mean 11,5156 1,0156 87,5316 2,8000
Std. Deviation 3,68388 ,16365 3,85674 1,73793
Most Extreme Absolute ,195 ,151 ,198 ,155
Differences Positive ,195 ,086 127 ,146
Negative -,124 -,151 -,198 -,155
Kolmogorov-Smirnov Z 1,378 1,066 1,397 1,096
Asymp. Sig. (2-tailed) ,045 ,206 ,040 ,181
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Correlations
DIA BRANCO
Spearman'srho  DIA Correlation Coefficient 1,000 ,906™
Sig. (2-tailed) , ,000
N 50 50
BRANCO Correlation Coefficient ,906* 1,000
Sig. (2-tailed) ,000 ,
N 50 50
**. Correlation is significant at the .01 level (2-tailed).
Correlations
DIA NUCLEO
Spearman'srho  DIA Correlation Coefficient 1,000 ,495™
Sig. (2-tailed) , ,000
N 50 50
NUCLEO Correlation Coefficient ,495* 1,000
Sig. (2-tailed) ,000 ,
N 50 50

**. Correlation is significant at the .01 level (2-tailed).
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Correlations

DIA FIBRA
Spearman'srho  DIA Correlation Coefficient 1,000 -,901™
Sig. (2-tailed) , ,000
N 50 50
FIBRA Correlation Coefficient -,901*% 1,000
Sig. (2-tailed) ,000 ,
N 50 50

**. Correlation is significant at the .01 level (2-tailed).

Teste Estatistico T para amostras independentes:
grupo 5h x grupo 5h azul de evans

Teste de normalidade das variaveis

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

DIA BRANCO | NUCLEO FIBRA
5h N 10 10 10
Normal Parametersab  Mean 17,7020 1,1680 81,1300
Std. Deviation ,62988 ,07955 ,59645
Most Extreme Absolute ,199 ,256 ,186
Differences Positive 141 124 ,186
Negative -,199 -,256 -,132
Kolmogorov-Smirnov Z ,629 ,810 ,589
Asymp. Sig. (2-tailed) ,823 ,527 ,878
5h azulde evans N 10 10 10
Normal Parametersab  Mean 10,0980 1,0320 89,0320
Std. Deviation 1,71805 ,14148 2,06140
Most Extreme Absolute 171 ,211 ,156
Differences Positive 122 122 ,156
Negative -,171 -,211 -,137
Kolmogorov-Smirnov Z ,540 ,666 ,494
Asymp. Sig. (2-tailed) ,932 ,767 ,968

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.



Group Statistics

Std. Error

DIA N Mean Std. Deviation Mean
BRANCO 5h 10 17,7020 ,62988 ,19919
5h azul de evans 10 10,0980 1,71805 ,54329
NUCLEO 5h 10 1,1680 ,07955 ,02516
5h azul de evans 10 1,0320 ,(14148 ,04474
FIBRA 5h 10 81,1300 ,59645 ,18861
5h azul de evans 10 89,0320 2,06140 ,65187

Teste T para amostras independentes

Independent Samples Test
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Levene's Test for
Equality of Variances

t-test for Equality of Means

95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper

BRANCO Equal variances

assumed 8,028 ,011 13,141 18 ,000 7,6040 ,57866 6,38829 8,81971

Equal variances

not assumed 13,141 11,377 ,000 7,6040 ,57866 6,33551 8,87249
NUCLEO Equal variances

assumed 1,242 ,280 2,650 18 ,016 ,1360 ,05133 ,02816 ,24384

Equal variances

not assumed 2,650 14,174 ,019 ,1360 ,05133 ,02604 ,24596
FIBRA Equal variances

assumed 9.188 007 | -11,644 18 ,000 -7,9020 67861 | -9,32771 | -6,47629

Equal variances

not assumed -11,644 10,496 ,000 -7,9020 ,67861 -9,40440 | -6,39960
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9.4 ATIVIDADES REALIZADAS COM ESTE PROJETO
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