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RESUMO

EFEITOS DO EXERCICIO RESISTIDO E ASSOCIADO AO AEROBIO NO
VENTRICULO ESQUERDO DE RATOS: ESTUDO MORFOMETRICO E
ESTEREOLOGICO

Autor: Leonardo Pimenta
Orientador: Prof. Dr. Romeu Rodrigues de Souza

Co-orientadora: Prof®. Dra. Claudia Forjaz

PROGRAMA DE POS GRADUAGAO STRICTO SENSO EM EDUCAGAO FiSICA

Laboratério do movimento Humano — Universidade Sao Judas Tadeu

Na vigéncia do exercicio fisico, o coracado se ajusta as cargas tanto do ponto de
vista metabdlico como mecanico. O treinamento fisico possibilita ajustes elétricos,
morfolégicos e mecanicos no musculo cardiaco. No presente trabalho, ratos Wistar
machos jovens divididos em grupo controle (C), grupo resistido (R) e resistido
associado ao exercicio aerobio (RA), foram utilizados para verificar os efeitos destes
tipos de exercicios no miocardio do ventriculo esquerdo. Os grupos R e RA foram
submetidos a 5 semanas de exercicio, sendo 5x por semana de treinamento resistido
utilizando uma escada de madeira medindo 110 cm de altura, com degraus de ferro e
inclinagao de 80 graus, o grupo RA realizou ainda, apds exercicio resistido, corrida em
esteira ergométrica programavel, com 65% do VO, maximo, 5 semanas sendo 5x por
semana. Para obtencdo dos dados foram utilizadas técnicas morfométricas e
estereoldgicas aplicadas em secgdes ultrafinas do miocardio da parede ventricular
anterior, com auxilio de um sistema de analise de imagens (Axio Visio, Zeiss). Foram
medidas a area dos miécitos e densidade numérica dos midcitos e vasos, e a
densidade de volume (%) dos midcitos, vasos e intersticio miocardicos. Os resultados
mostram que nos animais do grupo RA, verificou-se aumento do numero de midcitos
(27%), da area dos midcitos (21%) por campo e aumento de sua densidade (5%) por

campo, aumentou numero de vasos por campo e sua densidade (28% e 36% por

12



campo respectivamente), com redugdo do espaco intersticial do miocardio (51%). No
grupo R, ocorreu aumento da area dos miécitos (29%), densidade (%) de midcitos por
campo estudado (5%) com redugao do espago intersticial (31%), ndo ocorrendo
alteragcdo no numero e densidade de vasos (% por campo). Conclui-se que ambos os
tipos de exercicios produziram ajustes quantitativos aparentemente benéficos no
miocardio, sendo que, no exercicio concomitante esses ajustes foram mais

significantes.

Palavras chaves: Miocardio, Exercicio resistido, Rato Wistar, Morfometria, Estereologia.
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ABSTRACT

Pimenta, L. Effect of chronic strenght training and strenght training associated to
aerobic exercise in the left ventricle myocardium of Wistar rats: morphometrical

and stereological study

In terms of exercise, the heart fits itself to the loads in metabolic and mechanical ways.
The physical training enables electrical, mechanical and morphological adjustments in
heart muscle. In this study, young male Wistar rats were divided into control group (C),
resisted group (R) and resisted associated with aerobic exercise (RA). The rats were
used to verify the effects of these types of exercises in the left ventricle myocardium.
The groups R and RA were submitted to 5 weeks of exercise, and 5 times a week of
resistance training using a wood staircase with steps of iron and inclination of 80
degrees measuring 110 cm tall, After the staircase exercise, the RA group run in a
programmable treadmill, with 65% of VO2 max, 5 weeks being 5x a week. Stereological
and morphometrical techniques were used in ultra fine sections of the myocardium of
the ventricular wall up, with help from a system of analysis of images (Axio Visio, Zeiss).
The area and the numerical density of the myocytes and blood vessels the volume
density of myocytes and of myocardium interstitio were measured. The results show that
In animals from the RA group, increase in area of myocytes(21%) was seen, as in the
number of myocytes by field(27%), the density (5%) and the number and density (28% e
36% per field, respectively) of vessels, with reduction of myocardial interstitial
space(51%). In the animals of group R, the area of myocytes increased(29%) and the
density (5%) of myocytes by field studied with reduction of the interstitial space
(31%)and no change in the number and density of blood vessels (% per field). It is
concluded that both types of exercises produced quantitative adjustments apparently
beneficial to the myocardium, and that the group of concurrent exercise these

adjustments were more significant.
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Key words: Myocardium, Resisted exercise, Wistar rat, Morphometry, Stereology.
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INTRODUCAO
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1. INTRODUGAO

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS, 2002), doengas relacionadas

ao coragao vém sendo a maior causa de morte no mundo nos ultimos anos (Figura 1).

Corroborando com este dado, no Brasil, as doencas cardiovasculares foram a principal

causa de morte na populacdo adulta em 2000, de acordo com o Ministério da Saude. E

consenso na literatura que a realizagao regular de exercicios fisicos de carater aerdbio

ajuda a prevenir e controlar fatores de risco cardiovascular, além de minimizar a morbi-

mortalidade de individuos que ja possuem cardiopatia. O exercicio fisico aerdbio tem

sido utilizado na prevencédo de doencgas relacionadas ao coragdo, sendo que, realizada

de forma regular e correta, atua na prevencgao primaria através do controle de fatores de

risco, como hipertensédo, diabete, hipercolesterolemia e obesidade (BLAIR, 1984;

PAFFENBERGER, 1993; MITTLEMAN, 1993; FORJAZ e NEGRAO, 1999 )

N 1 Outras
Nao Perinatal
Digestiva transmissiveis 4 érinata
Lesoes .
Respiratéria @ 4 4 9 1  Desnutri¢io
2 Malaria
5 AIDS
Doencas
Cardiovascul Tuberculose

30%

4 Diarréia

Psiquicas 2 7
13
. 3 Respiratoéria
Cancer .
1 Infantis
OMS. 2002 Maternidade

Figura 1 — Causas de mortalidade no mundo em % (OMS, 2002)

Segundo o National Institute of Health (NIH 1995) e o CIOLAC (2004), populagdes

fisicamente ativas tém menor incidéncia de doencgas relacionadas ao corag¢ao, como a

hipertensao arterial, a obesidade, o diabetes mellitus e a dislipidemia; diminuindo a
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ocorréncia de aterosclerose e suas consequéncias: insuficiéncia cardiaca, doenca

vascular cerebral e doenga vascular periférica.

Particularmente, os exercicios resistidos tém sua pratica aumentada a cada dia,
porém poucos estudos tém abordado o efeito do exercicio resistido na prevencgao e
reabilitacdo de doencas relacionadas ao coragao. Por outro lado, esta atividade fisica
ganha cada vez mais adesdo em academias e locais propicios a sua pratica, sendo
trabalhado isoladamente ou concomitantemente com exercicios de carater aerdbio,
criando assim incentivo necessario na busca de pesquisas sobre seus possiveis efeitos

ao coragao.

Segundo SANTAREM (2000), exercicios resistidos sdo aqueles realizados contra
alguma forma de resisténcia graduavel a contragdo muscular, sendo que na maioria das

vezes, esta resisténcia é representada por pesos.

Como colocado por FORJAZ et al (2005), os exercicios resistidos de alta e baixa
intensidade possuem efeitos distintos, mas nenhum dos dois apresenta, cronicamente,
grandes efeitos sobre a fungdo cardiovascular, embora tenham efeitos extremamente

benéficos para a funcdo musculo esquelética.

Segundo BJARNASON-WEHRENS et al (2004), a pratica de exercicio resistido
com carga moderada e componente isométrico discreto, tem sido empregada em

programas de reabilitagdo cardiaca associada aos exercicios fisicos de carater aerébio.

Entretanto, a literatura cientifica ainda € escassa sobre os efeitos do exercicio
resistido ou associado ao aerdbio na prevencdo e reabilitacdo de doencas
cardiovasculares, devido a dificuldade dos protocolos a serem empregados em animais
experimentais e humanos, sendo necessarios mais estudos e tempo, assim como os

estudos realizados com exercicios de carater aerdbio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CORAGAO E AJUSTES MORFOLOGICOS

O coragao é o primeiro 6rgao a ser formado no periodo embrionario e todos os
eventos seguintes na vida dependem da habilidade deste 6rgdo de moldar seu
rendimento a demanda do organismo por oxigénio e nutrientes. Devido a capacidade
muito baixa das células cardiacas de se dividirem (OLSON, 2004), o aumento
transversal do tamanho dos miécitos, na hipertrofia cardiaca, é a resposta do coracao a

sobrecarga funcional.

Como proposto por Dorn, Robbins e Gugden (2003) o termo hipertrofia, em seu
sentido puro, deveria ser utilizado para descrever a presenga de cardiomiocitos
aumentados em seu volume. O termo hipertrofia caracteriza o crescimento celular, o
qual, na auséncia de divisao celular é usado para fazer uma distingdo entre crescimento

hiperplasico e hipertrofico.

Hudlicka e Brown (1996) afirmam que o miocardio do homem adulto normal
consiste de cerca de 80% de miécitos e 20%, de matriz extracelular, que contém, entre
outros, tecido conjuntivo e vasos sanguineos. Estas propor¢des diferem em fases
diferentes do desenvolvimento, tendo um aumento relativo do volume dos midécitos nas
idades mais precoces da vida. Em outros casos, tais como durante a hipertrofia
patoldgica, a proporgédo de colageno e células que ndo sdo miocitos também aumenta

no intersticio cardiaco.

A principal fungdo das células musculares do miocardio € promover o ciclo de
contracdo e relaxamento do coracdo. As proteinas contrateis dos midcitos
correspondem a metade de cada midcito ventricular e estdo presentes nas miofibrilas

sendo que, de um quarto a um tergo do espaco intracelular € ocupado por mitocdndrias.
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O tecido mais abundante no intersticio ventricular € o colageno. Sua fungao neste
espacgo € importante para permitir o deslizamento dos miécitos durante as contragdes.
Entretanto, o excesso de colageno no intersticio miocardico pode causar disfungdo

diastolica ventricular.

Além dos midcitos e colageno, os vasos desempenham um papel fundamental no
coragao, sendo responsaveis pela microcirculacdo e irrigacao deste musculo. Os
exercicios aerobios podem produzir alteragdes quantitativas nos vasos do miocardio,
além de aumentar o calibre da artéria coronaria, ampliando a luz do vaso e melhorando

o fluxo sanguineo sistemicamente para todo o corpo.

2.2 EXERCICIO E MIOCITOS CARDIACOS

Os exercicios aerdbios realizados com intensidade e duragdo adequadas induzem
alteragcbes quantitativas em midcitos cardiacos, em vasos e no tecido intersticial do
miocardio, tanto em humanos como em animais de experimentagdo. O exercicio
aerobio induz a hipertrofia cardiaca excéntrica fisiolégica ocorrendo crescimento
longitudinal dos midcitos (GROSSMAN ET AL 1975; MOORE ET AL 1995). Estudos com
midcitos isolados intactos indicam que o exercicio continuo de longa duragdo aumenta
o comprimento das células do ventriculo esquerdo (VE) de ratos (MOORE et al.,1993 ,
MOKELKE et al., 1997, PALMER et al., 1998 , PALMER, MOORE,1999 ), sem alteragao
no didmetro celular, embora alguns estudos ndo tenham observado tais ajustes
(LAUGHLIN, SCHAEFER, STUREK,1992; DIFFEE, SEVERSEN, TITUS, 2001; DIFFEE,
NAGLE, 2003 ).

Em contrapartida, foi observado, em outros estudos, que o exercicio do tipo
intermitente promove aumento da espessura dos midcitos ventriculares em ratos, sem
alteragdes no comprimento (NATALI, 2001, 2002). Se o exercicio aerdobio de baixa e

meédia intensidade pode induzir a hipertrofia excéntrica (células longas), estudos
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mostram que o exercicio de alta intensidade causa hipertrofia concéntrica (células
espessas) (NATALI, 2001, 2002).

O aumento na contratilidade intrinseca dos miécitos € um mecanismo potencial
para explicar a melhora da funcao contratil do miocardio induzida pelo exercicio, que
pode estar associado ao processo de aumento (area) dos midcitos cardiacos (NATALI,
2004).

2.3 INTERSTICIO CARDIACO

No intersticio do miocardio estdo presentes, entre outros elementos, fibras
colagenas em quantidades razoaveis, as quais tém papel importante na fungao
ventricular como: regular a apoptose, resistir as deformagdes e manter o alinhamento
das estruturas, além de regular a distensibilidade cardiaca e a transmissédo de forga
durante o encurtamento da fibra cardiaca, sendo assim um importante modulador tanto
da fungao cardiaca diastélica como da fungao sistélica (CAULFIELD e WOLKOWICS
1990). As fibras colagenas do miocardio também sofrem influéncia dos exercicios,
sendo que o exercicio fisico aerébio atenua o aumento de colageno que ocorre no
miocardio com o envelhecimento (TOMAS et al, 1992; MAIFRINO et al, 2006).

Icardo e Colvee (1998) estudaram a organizagao estrutural do colageno no musculo
papilar de coracbées humanos normais e modificagdes nessas estruturas em coracdes
de hipertensos. Os espacos entre essas bainhas sdo preenchidos por uma complexa
malha de fibras colagenas de diferentes tamanhos e graus de compactagao. A analise
de coragbes de hipertensos mostrou que ha modificagdes na estrutura do miocardio,
sendo observadas grandes quantidades de tecido fibroso e onde o tecido do miocardio
estava preservado, notou-se um aumento na quantidade de colageno. Qualquer
modificagdo na arquitetura ou quantidade de colageno no coragdao pode ocasionar

falhas funcionais e comprometer outros sistemas.

21



Além disso, o componente colageno, juntamente com outros elementos do intersticio
cardiaco, funciona como meio de unido entre os miocitos e os sistemas circulatorio e
linfatico, através dos quais macromoléculas de eletrélitos, oxigénio e catabdlitos
necessitam difundir-se. Diante destas importantes fungbes do colageno, nao é
surpreendente que alteragdes do colageno do miocardio possam produzir alteracdes
em propriedades mecanicas do coragao entre as quais a complacéncia (Janicki, 1992).

2.4 VASOS MIOCARDICOS

Outros componentes do miocardio sofrem também alteragdes na vigéncia da
realizacdo de exercicios fisicos. O coragdo é composto de numerosos vasos
sanguineos, sendo que para nossa pesquisa focaremos em arteriolas, vénulas e
capilares. Estudos sobre efeitos de exercicios aerdbios sobre a densidade ou numero
de capilares sanguineos do miocardio demonstraram que alteragdes quantitativas
induzidas pelo exercicio aerébio nos midcitos cardiacos podem influenciar no aumento
da capilarizagdo coronariana do miocardio (SCHEUER ET AL 1982; LAUGHLIN &
MCALLISTER,1992; TOMANEK, 1994; BROWN & HUDLICKA, 1999). Além desta
influéncia nos capilares, exercicios aerébicos podem produzir aumento do calibre da
artéria coronaria, ampliando a luz do vaso e aumentando o fluxo sanguineo para o
corpo sistemicamente (KRAMSCH et al 1981; GIANATTESSIO et al. 2001).

O aumento numérico de vasos no miocardio do VE ocorrido no exercicio fisico
aerobio € decorrente de um mecanismo de equilibrio tal como acontece no musculo

esquelético, (Amaral et al, 2000 ).

Em pesquisa realizada em ratos que utilizavam a natagdo como atividade fisica

aerobia, Rakusan e Wicker (1990) verificaram que o numero de capilares e arteriolas do
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ventriculo esquerdo teve aumentou significante em relagdo ao grupo controle

sedentario, possibilitando uma maior perfusdo sanguinea no miocardio.

Como constatado pela revisdo apresentada, sdo escassos os trabalhos realizados
com protocolos de exercicios resistidos e resistidos associados a aerébios nos
constituintes do coragdo acima citados. O conhecimento dos possiveis ajustes sofridos
pelo miocardio na vigéncia de exercicios resistidos e associados com exercicios
aerobios torna-se importante como base para aplicacdo destes exercicios na prevengao
e reabilitacao de doencas cardiacas. A aplicagao de técnicas morfoquantitativas como a

estereologia poderia auxiliar a aumentar este conhecimento.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral do presente estudo foi verificar os possiveis efeitos do exercicio
resistido e associado ao aerdbio no ventriculo esquerdo de ratos Wistar, sob o ponto de

vista morfoquantitativo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram analisar e comparar no ventriculo
esquerdo de ratos Wistar submetidos a exercicio resistido e associado ao aerdbio, nos

seguintes parametros:

- Densidade numérica de midcitos;
- Area dos midcitos:;
- Densidade numérica de vasos;

- Densidade de volume do midcitos, de vasos e do intersticio.

4. JUSTIFICATIVA

E fundamental o conhecimento dos possiveis efeitos da realizacdo de exercicio
resistido e associado ao aerébio sobre os diferentes componentes do ventriculo
esquerdo sendo que, estes conhecimentos podem auxiliar na decisdo da incluséo
destes tipos de exercicios em programas de prevengao e reabilitacdo cardiaca para

promover saude, independéncia e qualidade de vida.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 15 ratos Wistar machos adultos (2 meses), fornecidos pelo Biotério
do Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/USP. Os animais foram mantidos em 3
gaiolas coletivas (5 em cada) em ambiente com temperatura de 23°C e ciclo claro-
escuro controlado de 12 horas. Os ratos tiveram livre acesso a dieta padrao e

receberam agua ad libitum. Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

Nao realizou Exercicio Fisico

Grupo Controle (C)

Grupo Resistido ------------------ (R) - Realizou Exercicios Resistidos

Grupo Resistido + Aerdbio -- (RA) - Realizou Exercicios Resistidos associado a

exercicios Aerobios

5.2 DETERMINAGAO DO PESO CORPOREO

A medida do peso corporeo de cada animal foi realizada na balanga Ohauss
semanalmente, apos o inicio do protocolo de treinamento, nos grupos treinados e
sedentario. Apds a eutanasia dos animais por decapitagao, o torax foi aberto, o coragao
foi cuidadosamente removido, pesado e preparado para ser submetido as técnicas

descritas, tendo sido lavado em soro fisiologico.
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5.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Foi realizada uma pré-selecdo dos animais ao protocolo de treinamento. Para isso,
os ratos foram submetidos a uma adaptagdo com os equipamentos utilizados nos dois

modelos de exercicios (R e RA) durante trés dias.

5.4 TREINAMENTO COM PESOS

O equipamento utilizado para a execucao do exercicio resistido foi construido
conforme descrito por Hornberger e Farrar (2004). Tal equipamento consiste numa
escada de madeira medindo 110 cm de altura, com degraus de ferro e inclinagao de 80
graus (Figura 2). Os animais dos grupos R e RA escalaram o equipamento com a
finalidade de alcangar uma area de descanso no topo. Este procedimento foi repetido 6

vezes para cada animal durante trés dias.

Altura

110 cm
Inclinacdo
80 graus

Figura 2 - Equipamento utilizado para o exercicio resistido. O equipamento foi
confeccionado em madeira com degraus de ferro. A altura do equipamento é de 110 cm

com inclinagao de 80° (Hornberger e Farrar, 2004). 28



O exercicio fisico dos animais do grupo R e RA foi realizado durante o periodo da
manha, 5 vezes por semana durante 5 semanas de experimento. Os animais realizaram
0 exercicio com pesos atrelados a cauda, segundo uma adaptagdo do protocolo do
exercicio resistido proposto por (Hornberger e Farrar, 2004). Cada rato realizou 6
escaladas consecutivas com carga equivalente a 50% do peso corporal medido todo dia
antes do treinamento do animal, o que representa o mesmo indice de carga relativa de
treinamento para cada animal. Para isso, utilizamos pesos de chumbo presos a cauda

do animal por uma fita adesiva (Figura 3).

Figura 3 - Mosquete com trava utilizado para fixar a carga a cauda do animal por meio de uma fita
isolante. Observa-se os diferentes pesos utilizados para aplicar a carga de 50% do peso do

animal.

5.4TREINAMENTO CONCOMITANTE

Para a execucgao do treinamento aerdbio, o grupo RA utilizou esteira ergométrica
programavel (Figura 4). A selegcdo dos animais foi realizada a uma velocidade de 0,5
km/h, por 10 minutos durante 3 dias de adaptacdo. Em seguida foi realizada uma
distribuicao aleatéria dos animais nos grupos treinados e controle. Apds o treinamento
resistido os ratos do grupo RA, realizavam o treinamento aerdbio na esteira ergométrica

a 65% do VO, maximo, segundo uma adaptagao do
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protocolo de exercicios aerdbios proposto por Gava, Veras-Silva et al (1995), onde os
animais de nosso experimento treinavam 5 dias/semana, durante 5 semanas. O tempo
total de treinamento por dia foi gradativamente aumentado durante o protocolo, tendo
se iniciado com 30 minutos na 12 semana, passando para 40 minutos na 2% semana, e
finalmente, chegando a 60 minutos nas trés semanas seguintes. A velocidade foi

aumentada gradativamente, chegando ao maximo de 0,9 Km/h nas ultimas sessbes do

protocolo.

Figura 4 - llustra os animais sob treinamento em esteira ergométrica programavel. A esteira é
composta por 10 raias com tampa de acrilico independente em cada uma delas, sendo a parte

superior das tampas em cor escura. E possivel treinar 10 ratos em cada sessdo de exercicio.

Ao final do periodo de treinamento, todos os animais foram eutanasiados por
decapitacao. O coracao foi imediatamente retirado da cavidade toracica e lavado com

solucgao fisioldgica.
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5.6 PREPARAGAO DO MATERIAL

Foram coletados de cada coragdo, dois fragmentos com cerca de 5 mm de
comprimento e 2 mm de espessura do centro da parede anterior do ventriculo
esquerdo, os quais foram imediatamente colocados na solucéo fixadora, constituida por
glutaraldeido a 5% e formaldeido a 1% em tampao cacodilato de sodio a 0,125 M e pH
7,4 (solugdo de Karnovsky modificada). Depois, foram lavados em solugdo tampéao de
cacodilato de sédio a 0,125M e pH 7,4 e imersos em uma solugdo aquosa de tetroxido
de 6smio a 2%. As amostras permaneceram nesta solucdo durante 60 minutos, no
escuro e sob agitacdo constante. Em seguida, foram lavados na mesma solugdo de
tampao cacodilato anteriormente referida, seguido de agua destilada, para serem
contrastados em blocos com a solugcdo aquosa saturada de acetato de uranila durante
60 minutos sob agitacdo constante e em recipiente escuro. Os fragmentos foram
lavados com agua destilada e desidratados em série crescente de etandis (50% em 10
minutos, 70% em 10 minutos, 90% em 10 minutos € 100% em 20 minutos, sendo
depois desidratados em Oxido de propileno por 10 minutos. As amostras foram
embebidas com uma solucdo de 6xido de propileno e resina Araldite, em constante
agitacdo e em diferentes proporgcoes. Apos estas etapas, os espécimes foram
transferidos para resina araldite pura e levados a estufa (60°C), permanecendo durante
um periodo minimo de dois dias. Os blocos de resina formados foram trimados e
posteriormente utilizados para fazer cortes semifinos para escolha de campos nos quais
0s miocitos apareciam em corte transversal. Os blocos foram novamente trimados, e
nas areas de interesse foram feitos cortes ultrafinos (70-90 nm de espessura) por
navalha de diamante. Estas sec¢des foram colocadas em telas de cobre e coradas com

acetato de uranila 3% e citrato de chumbo.

5.7 MORFOMETRIA ULTRAESTRUTURAL DO MIOCARDIO

As seccbes obtidas como explicado acima, foram analisadas ao microscépio

eletrbnico de transmissdao, quando entdo foram feitas, para cada animal, 20
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fotomicrografias eletrénicas, obtidas aleatoriamente com aumento de 600X, somente
em areas nas quais 0s miocitos apareciam seccionados transversalmente. As imagens
foram capturadas em CD e utilizadas para estudos morfométricos e estereoldgicos

através do programa de analise de imagens Axio Vision (Zeiss).

Nestas fotomicrografias foram determinadas a densidade numérica de midcitos e de
vasos sanguineos, através da contagem do numero de midcitos e vasos presentes no
campo, respeitando as chamadas linhas proibidas: os midcitos e vasos que tocavam as
linhas a esquerda e inferiormente na tela, em forma de “L” eram desconsiderados

enquanto que os que tocavam as linhas a direita e superiormente, eram considerados

para efeito de contagem (figura 5)

Figura 5 — llustra uma fotomicrografia eletr6nica, onde visualizamos os componentes do
miocardio: intersticio, miécitos e vasos. Os miécitos e vasos que tocavam as linhas a esquerda e

inferiormente na tela, em forma de “L” eram desconsiderados para efeito de contagem.
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Foi também medida a area de cada midcito presente em cada campo através do
sistema de analise de imagem (figura 6). As médias e erros-padroes das médias foram
calculados e os graficos correspondentes foram construidos. Os dados foram

comparados estatisticamente para os trés grupos de animais.

Figura 6 — llustra uma eletromicrografia, onde visualizamos como foram feitas as medidas das

dreas dos miocitos pelo sistema de andlise de imagens.

As figuras 7, 8 e 9 mostram o aspecto ultraestrutural dos midcitos, vasos e

intersticio nos 3 grupos de animais estudados.

Fig. 7 - Grupo C Fig. 8- Grupo RA

Figuras 7, 8 e 9 — Eletromicrografias de cortes transversais de miocitos do miocardio de animais

dos grupos C, Grupo RA e Grupo R. Observam-se midcitos (setas), com seu aspecto tipico,

espacos intersticiais (Estrelas) e vasos (Tracos).
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5.8 ESTEREOLOGIA

Utilizando as eletromicrografias e um sistema teste dotado de 72 pontos (figura 10),
foram calculadas as densidades (%) de volume dos midcitos, dos vasos e do tecido

intersticial, tal como explicado no item a seguir. As médias e os erros- padroes foram

calculados e, a partir destes dados, foram construidos os graficos correspondentes.

Figura 10 — Sistema teste de 72 pontos acoplado ao monitor do computador, para calcular

estereologicamente, as densidades de volume dos miécitos, vasos e espacgo intersticial.
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5.8.1 Densidade de volume dos miocitos (Vyuy), dos vasos (Vy,;) e do tecido

intersticial(Vyy;) do miocardio

A densidade de volume expressa a fragao do volume ocupado pela estrutura de
interesse pelo volume total (volume referéncia). Para a estimagdo da densidade de
volume de cada componente do miocardio, um sistema teste (uma transparéncia)
composto por pontos delimitados por linhas de inclusdo e exclusado, sistematica e
uniformemente alocados, foi sobreposto sobre as sec¢des de referéncia usadas para a
estimagcao das densidades de volume. O numero total de pontos € conhecido (72); a
seguir, o0 numero de pontos que caiam sobre cada componente (por exemplo, as fibras
musculares) era registrado. Ent&o, a seguinte equacao foi utilizada (BRUEL, et al, 2002;
WULFSOHN et al, 2004; BRUEL, et al, 2005):

a) Para os midécitos:

Vyv (midcitos) = Y Ppy (midcitos) / Y Ppwip (miocardio)

Onde:

Py (midcitos) = numero de pontos que tocam os midcitos do miocardio;

Pmip (miocardio) = numero total de pontos que tocam o miocardio

b) Para os vasos:

Vv (vasos) = 3 Py (vasos) / 3 Pivj (miocardio)

Onde:

P (vasos) = numero de pontos que tocam os vasos do miocardio;

Pmip (miocardio) = numero total de pontos que tocam o miocardio
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c) Para o tecido intersticial:

Vymy (tecido intersticial) = Y Py (tecido intersticial) / 3 Ppwj (miocardio)
Onde:

P (tecido intersticial) = numero de pontos que tocam o tecido intersticial

Pmip (miocardio) = nimero total de pontos que tocam miocardio

O valor da densidade do volume pode ser dada de 0 a 1, podendo também ser
expressa em percentagem (RIBEIRO, 2006), considerando como 100% o numero total
de pontos (72) e calculando a porcentagem de um determinado componente a partir do

numero de pontos sobre esse componente.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + EPM (erro padrédo da média). O
teste de andlise de variancia de um caminho (ANOVA) e teste de Tukey foram
devidamente aplicados para analise dos dados. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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6 — RESULTADOS

6.1 - DENSIDADE DE MIOCITOS (NUMERO DE MIOCITOS/AREA)

A tabela 1 e a figura 11 mostram os resultados obtidos para as densidades
médias de midcitos (numero de miécitos por area), dos animais de cada grupo.
Observamos que os animais do grupo RA apresentaram valores significativos maiores
do que os grupos C (P<0,001) e R (P<0,01), sendo que a comparagao entre as médias

dos grupos C e R néo apresentou diferencga significativa (P >0,05).

Tabela 1 — Valores médios da densidade de midcitos (Numero de midcitos/area) para cada

animal dos 3 grupos estudados.

ANIMAIS 1 2 3 4 5 MédiatEPM

11 11,75 11,40 11,16 14,67 12,24 + 0,54
R 13,78 11,8 17,7 15,71 14,11 13,92 £+ 0,42
RA 15,50 17 17,40 11,71 15,39  *+16,83 = 0,83

*Diferenca significativa (p<0,001) em relagédo ao grupo C ; +Diferenca significativa (p<0,01) em relagdo ao

grupo R
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Figura 11 — Valores médios da densidade de miécitos £ EPM nos 3 grupos: Grupos C, R e RA.
*Diferencga significativa (p<0,001) em relagao ao grupo C ; +Diferenga significativa (p<0,01) em relagao

ao grupo R

6.2 - AREAS DOS MIOCITOS

A tabela 2 e a figura 12 mostram os resultados obtidos para area dos midécitos,
dos animais de cada grupo. Observamos que os animais dos grupos R e RA
apresentaram valores significativos maiores do que o grupo C (P<0,001), sendo que a
comparacgao entre as médias dos grupos RA e R apresentou diferencga estatistica, onde

o grupo R mostrou médias significativas maiores do que o grupo RA (P<0,05).
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Tabela 2 — Valores médios da area dos miocitos para os animais de cada grupo.

ANIMAIS 1 2 3 4 5 Média=EPM
C 201,70 205,52 210,11 218,90 186,39 213,00 +7,74
R 355,98 449 200,71 245,01 249,14 *#301,54 +7,83
RA 263,10 262 229,22 332,63 267,25 * 271,53 + 8,08
* Diferenga significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo C; # Diferencga significativa (p<0,05) em relagao
ao grupo RA
Area média dos miécitos (um2)
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Figura 12 — Valores médios da area dos midcitos + EPM nos 3 grupos: Grupos C, R e RA.
* Diferenga significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo C; # Diferenga significativa (p<0,05) em relagao
ao grupo RA
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6.3 — DENSIDADES DE VASOS (NUMERO DE VASOS/AREA)

A tabela 3 e a figura 13 mostram os resultados obtidos para densidade de vasos
(numero de vasos por area) dos animais de cada grupo. Observamos que 0s animais
do grupo RA apresentaram valores significativos maiores do que o grupo C (P<0,001) e
R (P<0,01), sendo que a comparagdo entre as médias dos grupos C e R néao

apresentou diferenca significativa (P >0,05).

Tabela 3 — Valores médios da densidade de vasos (vasos/area) para cada animal nos 3 grupos.

ANIMAIS 1 2 3 4 5 MédiatEPM
C 16,4 11,5 12 10 12,73 12,28 + 0,68
R 11,55 11,6 16,6 16,41 13,44 13,86 = 0,52
RA 17,35 20,55 17,8 11,33 16,35 *+17,17 £ 0,97

* Diferenca significativa (p<0,001) em relacédo ao grupo C ; + Diferencga significativa (p<0,01) em relacao

ao grupo R
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Fig
ura 13 — Valores médios do nimero dos vasos + EPM nos 3 grupos: Grupos C, R e RA.
* Diferenca significativa (p<0,001) em relagédo ao grupo C ; + Diferenga significativa (p<0,01) em relagéo

ao grupo R

6.4 - DENSIDADE DE VOLUME DOS MIOCITOS

A tabela 4 e as figura 14 mostram os resultados obtidos para a densidade de
volume dos midcitos, em porcentagem, para os animais de cada grupo. Observamos
que os animais dos grupos RA e R apresentaram valores significativos maiores do que
o grupo C (P<0,01) e (P<0,05) respectivamente, sendo que a comparagao entre as

meédias dos grupos RA e R n&o apresentou diferencga significativa (P >0,05).
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Tabela 4 — Valores médios (%) da densidade de volume dos midcitos para cada animal nos 3

grupos.
ANIMAIS 1 2 3 4 5 MédiaxtEPM
C 76,77 82,36 83,64 75 78,17 79,49 =+ 1,04
R 82,64 84,90 87,19 80,40 83,33 # 83,64 £ 091
RA 85,42 89,24 81,75 80,75 83,57 + 84,02 =+ 0,81
+ Diferencga significativa (p<0,01) em relagdo ao grupo C; # Diferenca significativa (p<0,05) em relagéo
ao grupo C.
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Figura 14 — Valores médios (%) dos miécitos + EPM nos 3 grupos: Grupos C, R e RA.
+ Diferenca significativa (p<0,01) em relagdo ao grupo C; # Diferenga significativa (p<0,05) em relagéo

ao grupo C.
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6.5 - DENSIDADE DE VOLUME DOS VASOS

A tabela 5 e as figura 15 mostram os resultados obtidos para densidade de
volume dos vasos em porcentagem, dos animais de cada grupo. Observamos que 0s
animais do grupo RA apresentaram valores significativos maiores do que o grupo C
(P<0,001) e R (P<0,01), sendo que a comparagao entre as médias dos grupos C e R
nao apresentou diferenga significativa (P >0,05).

Tabela 5 — Valores médios da (%) densidade de volume dos vasos de cada animal nos 3

grupos.

ANIMAIS 1 2 3 4 5 Média=EPM

C 7,32 3,61 3,09 6,91 5,13 521 += 0,48
R 6,25 6,94 4,63 4,48 5,43 565 + 0,47
RA 6,67 4,86 10,32 9,90 8,31 *+ 8,18 =+ 0,61

*Diferencga significativa (p<0,001) em relagédo ao grupo C; + Diferencga significativa (p<0,01) em relagao
ao grupo R
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Figura 15 — Valores médios (%) dos vasos + EPM nos 3 grupos: Grupos C, R e RA.
*Diferenga significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo C; + Diferenga significativa (p<0,01) em relagao

ao grupo R

6.6 — DENSIDADE DE VOLUME DO INTERSTICIO

A tabela 6 e a figura 16 e mostram os resultados obtidos para densidade de
volume de intersticio em porcentagem, para os animais de cada grupo. Observamos
que os animais do grupo RA e R apresentaram valores significativos menores do que o
grupo C (P<0,001), sendo que a comparagdo entre as médias dos grupos RA e R
também apresentou diferenca significativa (P<0,01), onde os valores do grupo R foram

maiores que os do grupo RA.
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Tabela 6 - Valores médios (%) da densidade de volume do espaco intersticial de cada animal

nos 3 grupos.

ANIMAIS 1 2 3 4 5 MédiaztEPM

C 15,91 14,03 13,27 17,34 15,32 15,08 + 0,72
9,72 8,16 8,18 15,12 10,24 *10,33 =+ 0,76

RA 6,94 6,95 6,71 9,13 6,89 *+735 <+ 0,48

* Diferenca significativa (p<0,001) em relagédo ao grupo C ; + Diferenga significativa (p<0,01) em relagéo

ao grupo R
Densidade de volume do espaco intersticial(%)
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Figura 16 — Valores médios (%) do espaco intersticial £ EPM nos 3 grupos: Grupos C, R e RA.
* Diferenga significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo C ; + Diferenca significativa (p<0,01) em relagédo

ao grupo R
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6 — DISCUSSAO

Numerosos estudos tém sido realizados sobre a atividade fisica como pré-requisito
para beneficiar a saude dos individuos na sociedade moderna (CIOLAC, 2004). A
atividade fisica de carater aerdbio tornou-se uma 6tima aliada no processo preventivo
de doengas relacionadas ao coragao, as quais perfazem 30% da mortalidade mundial (v
DIRETRIZES BRASILEIRA DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2006).

Com a grande expansao das academias, a pratica de exercicios resistidos
isoladamente e concomitante com atividades aerdbias tornou-se “epidémica” no bom
sentido, devendo estas praticas ser estudadas profundamente, como possivel meio
preventivo e reabilitador, especialmente em relagdo as doencgas coronarianas, tal como
tem sido feito com estudos descritos na literatura para a exercicio fisico de carater
aerobio. No presente trabalho, utilizando o rato Wistar como modelo experimental,
procuramos analisar os efeitos da realizacdo de exercicios resistidos e associados com
exercicios aerdbios em varios parametros do miocardio.

Em relacdo a aplicacdo do protocolo escolhido para os exercicios resistidos,
utilizamos o proposto por Hornberber & Farrar (2004), por assemelhar-se ao aplicado
em seres humanos de acordo com as respostas musculo-esqueléticas em relagcdo a
hipertrofia muscular. O protocolo nao utilizou nenhum tipo de recompensa ou ajuda dos
pesquisadores para os animais na realizagdo do exercicio preconizado (subida ao topo
da escada com cargas), ndo necessitando de estimulagéo elétrica, tornando-se natural

a subida dos animais até o ponto mais alto.

6.1 — Area dos miécitos

O presente estudo mostrou que houve aumento da area dos midcitos nos grupos R

(29%) e RA (21,55%) em relagao ao grupo C. Nao foram encontradas pesquisas que
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mostrassem especificamente o efeito de exercicios sobre a area dos midcitos em
protocolos parecidos com os exercicios aqui estudados. Porém, dados obtidos com
exercicios intermitentes mostraram aumento da &rea dos midcitos (NATALI, 2001,

2002), mostrando o crescimento transversal da area dos midcitos.

Li et al (1986), em trabalho mais antigo, ja tinham observado hipertrofia cardiaca
na vigéncia de exercicios com natagdo, comprovando efeitos destes exercicios nos
constituintes do miocardio. Em nosso estudo, o grupo RA mostrou atenuacédo do
aumento da area celular comparativamente com o grupo R, provavelmente devido a
aplicagado do exercicio aerdbio concomitante, corroborando resultados de estudos que
nao observaram hipertrofia dos miécitos com este tipo de exercicio fisico (LAUGHLIN,
SCHAEFER, STUREK, 1992; DIFFEE, SEVERSEN, TITUS, 2001; DIFFEE, NAGLE,
2003).

O aumento da area dos midcitos obtido com exercicios resistidos é decorrente de
uma sobrecarga pressérica (pdés-carga aumentada) sobre o coragdo, resultando em
aumento da presséo sistélica final, recebido pelo coragdo como estimulo para que haja
replicacdo em paralelo dos sarcomeros e aumento da espessura parietal ventricular

esquerda, ocasionando o que chamamos de hipertrofia concéntrica.

O aumento da area dos midcitos cardiacos pode contribuir para o aumento da
contratilidade intrinseca destas células, sendo um mecanismo potencial para a
explicacdo da melhora da fungdo contrati do miocardio induzida pelo exercicio
(NATALI, 2004). E possivel que possa haver mudancas nestes resultados com a
utilizacdo de outros protocolos de exercicios resistidos especialmente em relagdo ao

volume do exercicio.

6.2 Densidade de miécitos (Numero de miocitos/area)

No presente estudo verificou-se que os animais do grupo RA apresentaram um

numero maior de midécitos por campo em relagdo aos grupos R e C (17% e 27%)
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respectivamente. Provavelmente isto tenha ocorrido devido a uma remodelacédo do
espaco intersticial, com diminuigdo deste espago (0 que realmente ocorreu, como visto
nos resultados) e consequente aproximagdo dos midcitos cardiacos, ficando mais

agrupados, o que aumenta seu nimero por area.

A sobrecarga funcional imposta ao coragao, pelo exercicio, € um dos principais
estimulos para que ocorra alteracbes nas células cardiacas. Portanto, o coracao
submetido a sobrecarga volumétrica altera sua arquitetura, via hipertrofia, promovendo
uma remodelagao ventricular com a finalidade de normalizar a tensao parietal, segundo

a Lei de Laplace.

O treinamento aerdbio aumenta o retorno venoso e impde consequentemente
sobrecarga volumétrica (pré-carga aumentada) sobre o coragdo, resultando em
aumento da pressao diastdlica final, recebida pelo coracdo como estimulo para que
haja replicacdo em série dos sarcOmeros e aumento da cavidade ventricular esquerda,
como ja visto em outros estudos que demonstraram que esta atividade de longa
duragdo aumentava o comprimento celular no ventriculo esquerdo (MOORE et al.,1993
, MOKELKE et al., 1997, PALMER et al., 1998 , PALMER, MOORE,1999), ocasionando

um possivel remodelamento na densidade de midcitos por area.

Outra hipétese possivel para este resultado, € que pode ter ocorrido aumento real
do numero de midcitos (hiperplasia), pois ha estudos mostrando aumento real do
numero de midcitos cardiacos sob certas condicdes sem atividade fisica (HIGUCHI ML
et al; 2006, PAGANO PJ et al; 1995; ANVERSA et al 1990). Nao existem estudos
mostrando diviséo celular de cardiomiécitos (hiperplasia) relacionados a exercicio fisico,

necessitando-se mais estudos para elucidar este tema.
Verificamos também em nosso trabalho, que o grupo R também teve tendéncia a

aumento da densidade de midcitos/area. O mesmo raciocinio anterior vale para este

caso. Para elucidar esta questdo, € necessaria a realizagdo de novos estudos,
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utilizando tipos semelhantes de protocolos de exercicio, além de outros métodos de

quantificacdo dos midcitos.

6.3 Densidade de vasos (numero de vasos/area)

A quantificagdo que realizamos se refere a vasos, englobando arteriolas, capilares
e vénulas. Verificamos no grupo RA um aumento da densidade de vasos (19% em
relacdo ao grupo R e 29% em relagdo ao grupo C) , assim como foi encontrado em
outros estudos semelhantes, pela aplicacdo de exercicios aerdbios (Mattfeld et al, 1986,
Amaral et al, 2000 ). O aumento da densidade de vasos na regido do coragédo é bem
conhecido na literatura, e a explicagcao que se da é que ela ocorre pelo mecanismo de
neoformagao.

A neoformagdo ocorre tanto em animais sadios como em animais com
comprometimento do miocéardio, havendo remodelagdo com aumento do numero de
vasos para melhor aporte sanguineo para o miocardio (Laughlin & McAllister,1992;
Tomanek, 1994; Brown & Hudlicka, 1999). Este processo é fundamental para a melhora
da microcirculagao coronariana, pois, como € conhecido, em doengas coronarianas, ha
comprometimento da fungao cardiaca por déficit de perfusdao Anversa et al, 1986;
Binotto et al, 2003).

O grupo R teve tendéncia (n&o significativa) a apresentar aumento da densidade dos
vasos, devendo ser estudada a aplicagdo de um protocolo com tempo mais longo de
exercicios resistidos, o que poderia levar a modificacbes mais evidentes em relagcéo ao

volume de treinamento.

6.4 Densidade de volume dos miodcitos

Verificamos que a densidade de volume dos midcitos apresentou aumento nos

dois grupos treinados em relagdo ao grupo controle. Os resultados deste estudo
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confirmam os achados da analise morfométrica, que mostraram que o grupo RA
apresentou um maior numero de miocitos por area, sendo que os grupos R e RA
apresentaram uma maior area dos midcitos, ambas possibilitando o achado de uma
maior propor¢do de area ocupada pelos midcitos (maior densidade de volume) nos

grupos exercitados.

O beneficio advindo da realizagdo de ambas as atividades concomitantemente,
possibilitou assim uma melhora de 5,40 % de aumento na ocupacéo dos cardiomiécitos
no grupo RA devido a diminuicdo do espago intersticial e aumento transversal (area)
dos cardiomiécitos, e de 4,96 % atingidos no grupo R devido ao aumento transversal
(area) dos cardiomiocitos e diminuicdo do espaco intersticial. Estes dados séao
importantes, pois a manutengdo do volume dos midcitos € fundamental para a

manutenc¢ao da fungao cardiaca (MOORE et al, 1995).

6.5 Densidade de volume de vasos

Através da analise estereoldgica, verificamos também um aumento da fracdo de
volume ocupada pelos vasos miocardicos no grupo RA em relagdo aos demais grupos.
Houve aumento de ocupagao dos vasos no intersticio de 36% em relagéo aos grupos R
e C. Como explicado no estudo morfométrico, este achado deve-se ao aumento do
numero de vasos no miocardio, provavelmente devido a neoformacédo promovida pela
exercicio fisico aerébio. Ha longo tempo, ja se havia demonstrado que exercicios
aerobios moderados aumentam a relagdao capilar/midcito, favorecendo a perfuséo

cardiaca (Bloor e Leon, 1970).

Em relagdo ao grupo R, houve tendéncia, porém nao significante, do aumento no
numero de vasos, devendo este achado ser pesquisado em outros tipos de protocolos
resistidos aplicados isoladamente. Reiteramos neste ponto, o que foi afirmado

by

anteriormente, que a neoformacao dos vasos no miocardio deve-se a realizagdo da
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atividade fisica aerdbia, como descrita em outros estudos (Laughlin & McAllister,1992;
Tomanek, 1994; Brown & Hudlicka, 1999)

Nao encontramos estudos demonstrando aumento da luz de vasos no miocardio
(arteriolas e vénulas), em fungdo de exercicios, que poderia assim levar a uma maior
area de ocupacao por estes vasos, resultando diretamente em aumento de sua % por

area.

6.6 Densidade de volume do intersticio

Verificamos uma diminuigdo no espaco intersticial nos grupos R e RA. No grupo
RA este achado pode ser explicado pela maior propor¢ao ocupada pelos vasos,
juntamente com aumento do numero de midcitos por campo e aumento da area dos
midcitos. Em relacdo aos vasos poderiamos destacar que vénulas e arteriolas ocupam,
no intersticio, uma maior fragdo de volume (tamanho/area) do que os capilares,

podendo influenciar nos resultados apresentados.

No grupo RA foi verificada diminuigdo no espaco intersticial de 51% em relagdo ao
grupo C, sendo que estudos mostraram que as fibras colagenas (maior constituinte do
espaco intersticial) do miocardio também sofrem influéncia da realizagao de exercicios.
Demonstrou-se que o exercicio fisico aerdbico reduz o aumento de colageno que ocorre
no miocardio com o envelhecimento (Tomas et al, 1992; Maifrino et al, 2006),
diminuindo o risco de acometimentos decorrentes do envelhecimento do coracéo,

alguns dos quais sao decorrentes do aumento do colageno no miocardio.

Para o grupo R, a diminuicdo do espaco intersticial pode ter ocorrido devido ao
aumento da area total dos midcitos assim como demonstrado nos estudos
morfométricos citados, perfazendo o total de 31% em relagéo ao grupo C, mostrando-se

que isoladamente esta atividade fisica pode manter e melhorar a fungédo cardiaca. Os
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dados mostram que o exercicio fisico aerdbio potencializou uma diminuicido do espaco
intersticial cardiaco o que, aparentemente, pode ser benéfico ao coragao, visto que o
aumento do intersticio no miocardio se deve em parte a aumento de colageno, como ja

explicado anteriormente.
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CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Em estudo realizado com o objetivo de verificar o efeito de exercicios resistidos e

associados a exercicios aerébios no miocardio de ratos Wistar concluimos que:

1 — No grupo de animais que realizou exercicios resistidos houve aumento da area dos

midcitos, da densidade (%) de midcitos por campo, com redugao do espaco intersticial.

2 — Nao houve, neste grupo, alteragdo no numero e densidade de vasos (% por campo)

com O exercicio.

3 - No grupo que realizou exercicio concomitante (resistido + aerdbio) ocorreu aumento
da area dos midcitos, do numero de midcitos por campo juntamente com aumento de
sua densidade (% por campo) e do numero e densidade de capilares por campo, com

reducdo do espaco intersticial do miocardio.
4 — Assim, ambos os tipos de exercicios produziram ajustes quantitativos

aparentemente benéficos no miocardio. Porém, o exercicio concomitante promoveu

ajustes mais significantes.
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