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Resumo Este trabalho teve por objetivo descrever as alteragdes histoldgicas, histoquimicas e morfométricas do mus-
culo séleo de ratos submetidos a treinamento fisico (TF) em esteira rolante e analisar as relagdes do tempo de
execugdo do TF com as alteracdes observadas. Foram utilizados 30 ratos, divididos em grupos treinados (30A,
45A e 60A) e sedentarios (30C, 45C e 60C). Os grupos treinados foram submetidos ao TF com duragdo de 60
min/sessdo e sacrificados com 30, 45 e 60 dias. Ap6s o sacrificio, o musculo séleo foi retirado, congelado a -
70°C, cortado em micrétomo criostato (-20°C), corado pela técnica de HE e submetidos ao método histoquimi-
co NADH-TR. Para andlise dos dados foi utilizado andlise da variancia seguido da aplica¢do do teste de
Fischer. Diferencgas foram consideradas significativas para valor de p < 0,05. Os resultados demonstraram que
os grupos 45A e 60A apresentaram os didmetros das fibras musculares significativamente maiores (p < 0,05)
quando comparado aos respectivos controles. No grupo 30A este valor foi diferente somente quando compa-
rado ao grupo 60C. As andlises histolégicas e histoquimicas mostraram em todos os grupos ativos: polimor-
fismo, fibras atréficas e angulosas, fibras arredondadas e aumento da atividade enzimética em algumas fibras
e auséncia quase total de atividade em outras, que se acentuaram com o tempo de execugdo do TF. Nos grupos
45A e 60A foi observada a presencga de fibras em processo de divisao longitudinal (splittings). Os resultados
permitem concluir que o tempo de aplica¢do do exercicio influencia as alteragdes morfoldgicas, histoquimicas
e morfométricas em animais submetidos a TF.

Palavras-chave Exercicio; Histologia; Misculo Esquelético; Hipertrofia.

Abstract This study aimed at to describe the histological, histochemistry, and morphometric alterations of the soleus
muscle of rats submitted to physical training (FT) in a treadmill, and to properly determine the relation between
the time spent to perform the FT and the observed alterations. It was used 30 rats divided in two groups:
trained groups (30A, 45A and 60A) and sedentary groups (30C, 45C and 60C). The trained groups were
submitted to 1-hour FT session and sacrificed with 30, 45, and 60 days. After the sacrifice, the soleus muscle
was removed, frozen at -70°C (-90°F), cut in microtome cryostat -20°C (-4°F), stained with HE technique and
submitted to NADH-TR histochemical method. Variance analysis was used to analyze the data followed by
Fisher test. P value < 0.05 was considered a significant difference. The results demonstrated that groups 45A
and 60A had a diameter of muscle fibers significantly larger when compared to the respective controls. In
group 30A this value was different only when it was compared to group 60C. The histological and histoche-
mistry analyses in all the active groups were as followed: polymorphism, atrophic and angular fibers, rounded
fibers, increased enzymatic activity in some fibers and the nearly total absence of activity in others fibers that
were highlighted with the time spent to perform the FT. In groups 45A and 60A the muscle fibers have been
observed to undergo a process of longitudinal division (splittings). The results successfully show that the
time of physical activity application influences the morphological, histochemical, and morphometric alterati-
ons in animals submitted to the FT.
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Introducio

As respostas do organismo frente ao treinamento fisico podem
produzir varias alteragdes anatomofisiol6gicas, dentre elas aque-
las que acometem o tecido muscular'.

O tecido muscular tem a capacidade de se adaptar as diferentes
modalidades de treinamento reagindo de forma variada a cada
uma delas. Porém, qualquer alteragdo, seja no aspecto morfold-
gico ou histoquimico, desencadeard déficit de funcionamento
no segmento afetado?, que geralmente, estd associado com con-
tragdes excéntricas®* e varia com a intensidade e a duragio do
exercicio®.

Para estudar os efeitos do treinamento fisico em animais de la-
boratério, um dos modelos experimentais que pode ser utilizado
é o treinamento fisico através da esteira rolante®, um tipo de
atividade que vém sendo largamente empregado em programas
de reabilitacdo e treinamento fisico.

Levando em consideracdo estes aspectos, o objetivo desse es-
tudo serd analisar as alteracdes histoldgicas, histoquimicas e
morfométricas, induzidas pelo exercicio fisico em esteira no mus-
culo séleo de ratos.

Materiais e Métodos

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 30 ratos, da
linhagem Wistar (Rattus novergicus), com idade entre 100 e 180
dias, os quais foram mantidos em gaiolas plésticas (30 x 16 x 19
cm) coletivas com, no maximo, cinco animais em cada gaiola.
Esses animais permaneceram no biotério pelo menos por uma
semana antes de serem utilizados, com temperatura média de 22
+2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro inician-
do-se as 7:00 h. Os animais foram alimentados com ra¢@o padrao
e dgua de torneira fornecida ad libitum. O projeto foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Sao Paulo do Campus de Ribeirao Preto.

Estes animais foram divididos em seis grupos (trés denomina-
dos de treinados e trés de sedentdrios) com cinco animais por
grupo. Os animais dos grupos treinados foram submetidos a um
protocolo de treinamento fisico em esteira rolante e sacrificados
com 30 (grupo 30A), 45 (grupo 45A) e 60 (grupo 60A) dias. Os
animais dos grupos sedentdrios foram adaptados ao laboratério
e mantidos nas mesmas condicdes e em gaiolas semelhantes ao
grupo treinado, porém sem nenhuma atividade fisica em esteira.
O protocolo aplicado no grupo experimental foi desenvolvido
em duas fases, ou seja:

Fase de Adaptac¢ao: Durante os cinco primeiros dias foram reali-
zadas sessOes diarias de exercicio fisico em esteira rolante, com
duracdode 5, 15, 30, 45 e 60 minutos.

Fase Experimental: Foi executada apds a fase de adaptacio e
consistiu na realizacdo de sessdes didrias de exercicio fisico,
cinco dias por semana, com duracio de 60 minutos.

Para coleta do material, os animais foram sacrificados por meio
de injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico e prontamen-
te foi iniciado o procedimento cirdrgico para a retirada do mus-
culo séleo do membro pélvico direito. Por acesso longitudinal
posterior, realizado da regido do joelho até a pata, foi retirado o
musculo gastrocnémio para se expor o musculo sdleo, de onde
se retirou um fragmento do ventre muscular, com aproximada-
mente 2 cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro, tomando-se o
cuidado de manter as suas fibras longitudinais dispostas no
maior eixo do comprimento. Esses fragmentos foram congela-
dos a -70°C segundo o método de congelamento de tecido ndo
fixado’ e armazenados em botijao de Nitrogénio.N, (-196°C).

De cada fragmento muscular retirado foram realizados diversos
cortes pelo sistema semi-seriado em micrétomo criostato HM
505 E Microm, a -20°C. De cada bloco foram selecionados dois
cortes, com 8 um de espessura. Assim, foram selecionados 60
cortes para a andlise microscépica sendo que 30 foram coradas
pelo método Hematoxilina e Eosina?®, para avalia¢do das seguin-
tes caracteristicas: forma, tamanho, coloracio do sarcoplasma e
presenca de processo fagocitico, conforme metodologia ja des-
crita na literatura®'®!!, Para avalia¢do do grau de hipertrofia das
fibras musculares foi utilizado o método da mensurag@o do me-
nor didmetro em amostras de 120 fibras por animal, pelo sistema
de andlise de imagem computadorizada, através do software Image
Pro-Plus®, seguindo os critérios de Dubowitz et al.'%.

Para demonstra¢ao da atividade Nicotinamida Adenina Dinucle-
otidio Tetrazdlio Reductase (NADH-TR), que indica a presenga
da atividade oxidativa, foi avaliado o teor de formazana no sar-
coplasma das fibras, tendo-se utilizado a técnica de Pearse mo-
dificada por Dubowitz & Broke .

Os resultados foram analisados pela andlise da variancia, segui-
da da aplicag@o do teste de Fischer para comparar os valores
entre os grupos. Foram consideradas significativas diferencas

[T L]

para valor de “p” menor que 0,05.

Resultados

Os animais submetidos a treinamento fisico apresentaram valo-
res médios do didmetro das fibras musculares maiores do que os
animais dos grupos sedentdrios (valor de F=2.897; p=0.011),
sendo que os animais do grupo 30A apresentaram valores médi-
os significativos somente quando comparado com o grupo 60C.
Nao encontramos diferencas significativas entre os grupos sub-
metidos a treinamento fisico (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores médios do didmetro das fibras do musculo séleo de ratos dos diferentes grupos experimentais e controle.

Grupos Valor Meédin® Erro Padrio®
30 A 45 41° 1.49
wc 50,66 1,44
45 A 46011 204
45 C 54,71 1,53
6l A 46,27 5,46
60 C IRE 1.96

Valores individuais (um); °erro padrao da média. “Valores médios estatisticamente significantes (teste de Fisher; p < 0,05) em relagdo ao grupo controle com 60 dias.
%Valores médios estatisticamente significantes (teste de Fisher; p < 0,05) em relagdo aos grupos controles com 30, 45 e 60 dias.
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Em todos os animais dos grupos submetidos a treinamento fisi-
co, foram observados distintos processo de acentuado polimor-
fismo de fibras , fibras hipertréficas, fibras angulosas, fibras
atrdficas, fibras arredondadas, o que demonstra a ocorréncia de
processo degenerativo muscular, que se acentuou com o au-
mento do tempo de durag@o do treinamento fisico. Nos grupos
45A e 60A foram observadas ainda fibras musculares com pro-
cesso de divisdo longitudinal (splittings) (figuras 1 e 2).

Figura 1 - Seccdo transversal da regido média do misculo séleo de rato (45A).
Fibra angular (g); Fibra arredondada e hipertréfica (e); Fibra atréfica e polimérfica
(ap); HE: 500X.

Figura 2 - Seccao transversal da regido média do misculo séleo de rato (60A)
Observa-se processo de fagocitose de fibra muscular (f), macréfagos (M);
atrofia degenerativa de fibra muscular (a); nucleo centralizado (c) e fibras
circulares (enrodilhamento) (e). HE: 500X

A avaliacdo da capacidade metabdlica oxidativa e/ou glicolitica
das fibras musculares, mostrou diminui¢ao da atividade enzima-
tica em todos os grupos submetidos a treinamento fisico, que
aumentou em func¢ao do tempo de duracio do treinamento. Além
disso, nos grupos 45A e 60A verificou-se a presenca de grande
quantidade de agregados amorfos de formazana em posicao
subsarcolemal e também mais centralizada e fibras com auséncia
de atividade enzimadtica (Figura 3 e 4).

Figura 3 - Secg@o transversal da regido média do misculo séleo de rato (45A).
Fibras hipertroficas (F); acentuado polimorfismo das fibras (p), com diferentes
didmetros; reatividade intensa na maioria das fibras; presenca de fibras
atréficas com fraca (f) e intensa atividade enzimatica (i); Fibras maiores com
fraca reatividade (Ff). NADH-TR: 500x.

e o
A - B

Figura 4 - Secg@o transversal da regido média do misculo séleo de rato (60A).
Fibras arredondadas e hipertréficas (Fh); polimorfismo com fibras angulosas e
atréficas (aa); agregados amorfos de produto da reagdo (formazana), na regiao
interna do citoplasma, com padréo de disposicdo em “enrodilhamento”. HADH-
TR: 500x.

Discussao

As andlises das ldminas mostraram que ocorreu aumento do
diametro das fibras musculares do musculo séleo dos animais
submetidos a treinamento fisico, indicando que ocorreu hiper-
trofia muscular. Mudangas no tamanho e na quantidade de fi-
bras musculares em animais submetidos a exercicios fisicos fo-
ram também relatadas por outros autores'.

Apesar do aumento do didmetro das fibras musculares nos ani-
mais treinados em comparag@o aos sedentdrios, os valores ndo
diferiram estatisticamente entre os grupos treinados, o que indi-
ca que com 30 dias de treinamento os animais alcancaram um
limite mdximo do processo hipertréfico, que foi mantido apds 45
e 60 dias, o que provavelmente estd relacionado 2 manutencao
da mesma intensidade de exercicio durante todo o programa de
treinamento fisico.

A hipertrofia muscular € oriunda da demanda funcional aumenta-
da, que por sua vez é¢ uma adapta¢do dos musculos a sobrecarga
fisica' e representa um mecanismo de precaugio, no qual inten-
sos estimulos de tensdo, incomuns, sdo distribuidos pela maior
por¢do da massa muscular, oferecendo assim uma relativa prote-
c¢do contra o excesso de sobrecarga, uma vez que ocorre uma dimi-
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nuico do estresse sobre cada fibra muscular individual'®.

A hipertrofia amplia o niimero de elementos contrateis em para-
lelo e aumenta a tensdo maxima que o musculo esquelético pode
produzir em resposta ao exercicio fisico'’e, € produzida através
de mudangas no metabolismo, proliferacao celular e conseqiien-
te ampliagdo da estrutura muscular'®,

O processo de hipertrofia da fibra muscular pode ser completa-
do dentro de meses'’, portanto o musculo estriado esquelético
pode atingir hipertrofia maxima dentro de curtos intervalos de tem-
po, como foi o caso observado neste trabalho.

As andlises das laminas coradas com HE mostraram alteracdes nas
fibras musculares caracterizadas por modifica¢des no formato das
fibras, presenca de fibras atréficas, hipertroficas e splitting.
Estas altera¢des foram diretamente proporcionais ao tempo de
duracdo do treinamento fisico. Lesdes nos musculos séleo e
tibial foram também observadas em ratos treinados através de
corrida didria por vdrios quildmetros®.

Um achado importante na histologia destes animais esta relaci-
onada ao aparecimento de “splitting” que caracteriza a divisao
longitudinal das fibras musculares ou a fusdo incompleta de
células satélites proliferadas apds a lesdo das fibras muscula-
res®condi¢des que podem indicar a presencga de hiperplasia.
Ja foram propostos varios fatores desencadeantes de tais
alteracdes, destacando-se entre eles o alto grau de estresse
provocado pelo exercicio, o estresse metabdlico e as altera-
¢des da microcirculagdao®.

A presenca de células satélites indica a possibilidade de re-
generagdo muscular?! e a regulag@o da sua populagdo duran-
te o processo de regeneracdo muscular estd, em parte, relaci-
onada ao miotrauma decorrente do exercicio fisico, o qual
estimula a liberacdo de fatores de crescimento, que serdo
responsdveis pelo controle destas células®. As andlises tam-
bém mostraram processos de arredondamento das fibras nos
animais dos grupos de 45 e 60 dias de treinamento fisico,
sugerindo também a possibilidade de quadro miopético.

Na andlise das laminas preparadas pela reacdo enzimadtica
Nicotinamida Adenina Dinucleotidio (NADH) observou-
se diminuicdo da atividade enzimdtica em algumas fibras
ou regides do citoplasma em todos os grupos submeti-
dos a treinamento fisico, que aumentou em fun¢do da
duracdo do treinamento.

Observa-se também grande quantidade de agregados amor-
fos de formazana em posigdo subsarcolemal e também mais
centralizada, indicando o deslocamento de mitocondrias para
uma maior proximidade ao nucleo da célula, que podem ser
indicativa de aceleracdo da cadeia respiratdria, propiciando
um suprimento mais rdpido de energia para a célula.
Levando-se em consideracdo que a lesdo é um precursor
normal para a adaptacdo muscular ao uso aumentado®, o
desenvolvimento de hipertrofia muscular e o aparecimento
de condi¢cdes que sugerem regeneracdo muscular, apa-
rentemente, indicam que estas alteragdes representam me-
canismos adaptativos do tecido muscular ao esforgo de-
senvolvido.

Conclusoes

Os resultados mostraram que o exercicio fisico realizado
por meio da esteira rolante induziu alteracdes morfomé-
tricas, histolégicas e histoquimicas das fibras do miscu-
lo séleo, as quais foram dependentes do tempo de treina-
mento executado.
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