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BASE TEORICA

ADAPTAGCAO CARDIACA E MUSCULO ESQUELETICA EM

RATOS SUBMETIDOS A TREINAMENTO FiSICO



1. INTRODUGAO

O treinamento fisico, rigoroso e sistematico resulta em uma variedade
de adaptagdes cardiovasculares e alteragbes morfoldgicas e funcionais'?,
incluindo aumentos no tamanho da camara, na espessura de parede e na
massa ventricular esquerda® e no desempenho fisico do atleta’. Os conceitos
morfologicos do coragao de atleta foram realgados e esclarecidos nos ultimos

10 anos em virtude dos estudos ecocardiograficos?.

O aumento da dimensdo distdlica final da cavidade ventricular
esquerda, da espessura parietal e da massa ventricular esquerda, a melhora
do enchimento diastdlico e a reducdo da frequéncia cardiaca sao as
adaptagbes predominantes*'. A resposta da hipertrofia do ventriculo
esquerdo para o treinamento de resisténcia é heterogénea. O aumento da
massa do ventriculo esquerdo é associado com o batimento sistolico mais
elevado no exercicio dinamico arduo®. A expansdo da massa deve-se ao
crescimento da parede do ventriculo esquerdo no final da diastole. A funcao

diastdlica é preservada no coragao dos atletas® .

Embora o treinamento atlético a longo prazo produza alteragdes
relativamente suaves, resulta em um aumento da massa ventricular esquerda

consideravel®.

A importancia do estudo do sistema cardiovascular reside no fato das
doencgas desse sistema serem, hoje, a maior causa de morbimortalidade nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, incluindo o Brasil®, o que leva a
necessidade da investigacdo dos fatores que podem influir de forma positiva

ou negativa na saude cardiovascular.



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

fisico.



2. TREINAMENTO FisICO

2.1 EXERCICIO FiSICO

Atividade fisica € um comportamento basico tanto de animais quanto
do homem e, durante sua execugdo, desencadeia importantes ajustes
neurais, hormonais, cardiovasculares e respiratérios, com o objetivo de
garantir homeostase do organismo diante da grande demanda energética
para a musculatura esquelética em atividade'.

Segundo Caspersen' a atividade fisica é definido como qualquer
movimento corporal, realizado com a participacdo da musculatura
esquelética, envolvendo um gasto energético maior, quando comparado aos
niveis de repouso. O exercicio fisico € caracterizado por ser planejado,
estruturado e repetitivo™.

Ser fisicamente apto tem sido definido como "a capacidade de realizar
tarefas diarias com vigor e atencdo, sem fadiga e com ampla
energia para desfrutar de tempo de lazer” ™.

A realizagdo regular de exercicios aerobicos provoca adaptagdes
cronicas, morfolégicas e funcionais no organismo, tanto em repouso quanto
durante o exercicio, que proporciona maior eficiéncia fisiolégica. Todos os
musculos do corpo estdo continuamente sendo remodelados para se
adaptarem a funcdo que devem desempenhar. Esse processo de
remodelacdo €, muitas vezes, rapido, ocorrendo dentro de poucas
semanas’®.

O treinamento fisico caracteriza-se por uma situacdo que retira o
organismo de sua homeostase, pois implica no aumento instantadneo da

demanda energética da musculatura exercitada e, consequentemente, do



organismo como um todo. O tipo e a magnitude da resposta cardiovascular
dependem das caracteristicas do exercicio executado, ou seja, o tipo, a
intensidade, a duragédo e a massa muscular envolvida'".

A organizagao de programas de treinamento necessita de um bom
controle de variaveis como intensidade, volume, intervalo de recuperacao e
freqUéncia de treinamento. Desta forma, algum tipo de periodizacéo deve ser
aplicado ao treinamento™.

Os principios do treinamento fisico sdo: individualidade bioldgica,
utilizagcao de sobrecarga, continuidade, especificidade, variabilidade, volume-
intensidade, e saude. Esses principios se inter-relacionam uns com o0s
outros™.

2.2 ALTERA(;QES CARDIOVASCULARES DECORRENTES DO
TREINAMENTO FISICO

O treinamento com exercicio aerdbico pode estimular um aumento
tanto de fluxo sanguineo coronariano quanto na capacidade de permuta ao
nivel dos capilares. Isso pode resultar em uma remodelagem estrutural que
aprimora a vascularizacdo do miocardio, particularmente ao nivel da arteriola,
assim como de um controle mais efetivo da resisténcia vascular e da

distribuigdo do sangue dentro do musculo cardiaco®.

2.2.1 Hipertrofia Cardiaca
A hipertrofia cardiaca € uma adaptacédo fundamental para maior carga
de trabalho imposta pelo treinamento com exercicio. Resulta em um coracao

mais forte, que consegue gerar um grande volume de ejegao?".



Durante a realizacdo de exercicios dindmicos, em que os atletas
realizam exercicios isotbnicos, a sobrecarga sobre o coragdo ¢é
predominantemente volumétrica, levando ao desenvolvimento de hipertrofia
ventricular esquerda excéntrica®?.

Em tecidos como o musculo cardiaco, constituido por células
mononucleadas, a hipertrofia € definida por aumento do citoplasma em
relacdo ao nucleo da célula. No musculo cardiaco ocorre hipertrofia de
midcitos e hiperplasia de fibroblastos?.

A hipertrofia cardiaca do atleta altamente treinado foi reconhecida ha
mais de um século por Bergmann (1884) e Parrot (1893), citados por Rost? e
constitui um dos achados mais frequentes do coragdo de atleta. Os ajustes
estruturais do coragao também sao marcantes, podendo levar a aumentos de
até 85% na massa do ventriculo esquerdo?.

Na hipertrofia fisioldgica, que ocorre apds treinamento fisico de
endurance, o aumento de volume dos miécitos se faz pela sintese de novos
componentes, como o aumento no conteudo das proteinas contrateis e
inducdo de suas isoformas, que levam ao aumento predominante no
comprimento das miofibrilas, ndo ocorrendo grandes alteragbes nas
caracteristicas do estroma, portanto sem prejuizo funcional ao 6rgdo. Em
paralelo ocorre um aumento do reticulo endoplasmatico e no numero de
mitocondrias para manter um estado funcional adequado ao aumento dos
componentes contrateis, sendo este um aspecto bastante evidenciado nas

hipertrofias fisiologicas®2°.



2.2.2 Hipertrofia de musculo esquelético

O musculo esquelético € um tecido complexo e heterogéneo capaz de
apresentar notavel hipertrofia, adaptacdo metabdlica e regeneragdo. A
hipertrofia do musculo esquelético apresenta resposta global. O aumento na
forma muscular decorrente da elevacdo do numero de miofibrilas contrateis,
aumentando a area de seccao transversa?®.

A hipertrofia do musculo esquelético envolve aumento do numero de
nucleos e do volume plasmatico, incorporando parte da definicdo de
hiperplasia®®. Também amplia o nimero de elementos contrateis em paralelo
e aumenta a tensdo maxima que o musculo esquelético pode produzir em
resposta ao exercicio fisico®, sendo produzida através de mudangas no
metabolismo, proliferagdo celular e consequente ampliacdo da estrutura
muscular®.

A hipertrofia ocorre de duas formas: pelo aumento do didmetro da fibra
quando ha uma banda de terminagdo neuromuscular, e também, pelo
aumento do comprimento da fibra (aumento do numero de fibras na area
transversa) com duas bandas de terminacdo neuromuscular. Importante
salientar que nem todos os individuos sao responsivos da mesma maneira ao
estimulo hipertréfico, sendo que algumas variantes genéticas (mutacgdes)
estimulam ou diminuem tais respostas®. Apdés um estimulo como o
treinamento de forga, sinalizadores modulam o tamanho do musculo através
de vias especificas. Nao é surpreso que fisiculturistas apresentam uma area
de seccao transversa maior em comparacao a individuos fisicamente ativos

de forma recreacional®.



A hiperplasia € o aumento do numero de fibras musculares®. Ha
muitas controvérsias na literatura em relacdo a ocorréncia ou nao desse
fenbmeno. Quando uma fibra muscular se divide na secg¢ao longitudinalmente
observa-se uma divisdo da fibra ao meio. No entanto erros metodolégicos
foram encontrados indicando se tratar mais do Splitting. A maioria dos

estudos encontrou hiperplasia em modelos animais®.

2.2.3 Perfil Metabdlico

O exercicio fisico € uma condicdo onde ocorre um aumento da
demanda energética do organismo visando a manutencdo da atividade
muscular. A energia derivada dos nutrientes ingeridos na alimentagao tem
fundamental importédncia para o fornecimento de energia quimica,
contribuindo com a manutengao do trabalho muscular a partir da geragao de
adenosina trifosfato (ATP)%*%.

A intensidade ou duracdo do esforgco, bem como o estado inicial das
reservas de substratos energéticos e o nivel de treinamento do atleta, podem
interferir sobre a predominancia na ativacdo de uma ou de outra via
metabdlica, indicando maior utilizacdo de um determinado substrato
energético. Assim, os fosfatos de alta energia, os estoques de glicogénio
muscular e hepatico, e os lipideos estocados nos adipdcitos podem contribuir
com maior ou menor magnitude para a geragdo de energia durante o
exercicio®.

O carboidrato, sob a forma de glicose em solugdo, estd sempre
presente no liquido extracelular circundante e, assim, esta permanentemente

disponivel para células sob forma de glicogénio, que € um polimero insoluvel



da glicose e que pode ser usado rapidamente para suprir as necessidades de

energia da célula’.

2.3 ADAPTACAO A ESTEIRA

O corredor de esteira tem vantagem distinta sobre outros métodos de
exercicio, incluindo a roda para corrida e a natagao espontanea, pois a
quantidade total de trabalho externo feita pelo rato pode ser facilmente
calculada. Outra vantagem da esteira € que o investigador pode controlar a
intensidade e a duragcdo do exercicio. Isto permite que o investigador
examine fatores que contribuem ao desempenho do exercicio quando os
ratos executam sob circunstancias experimentais bem definidas® .

A familiarizagdo ajudara os animais a transformar-se em corredores
proficientes e diminuir a chance de ferimento das patas que podem ocorrer

com treinamento cronico®.

2.4 AQUECIMENTO

O aquecimento é aplicado com o intuito de possibilitar o funcionamento
mais ativo do organismo como um todo, além de prevenir lesdes, mesmo
sendo essas evidéncias questionaveis, dependendo das diversas variaveis
intervenientes®.

Quando um musculo comega a se contrair, sua forga inicial de
contragdo pode ser de apenas metade da forga que tera 10 a 50 abalos
depois. A for¢ca de contracdo aumenta até um platd, fendmeno denominado

efeito escada ou treppe’.



2.5 FADIGA

A fadiga pode ser inicialmente definida como o conjunto de
manifestagdes produzidas por trabalho ou exercicio prolongado, tendo como
consequéncia a diminui¢cao da capacidade funcional de manter ou continuar o
rendimento esperado. Fisiologicamente, o termo fadiga vem sendo definido
em inumeros trabalhos da area como a “incapacidade para manter o poder
de rendimento”, tanto em exercicios de resisténcia, como em estados de
hiper treinamento®?414243,

Durante exercicio fisico intenso e prolongado a fadiga se relaciona,
principalmente, com a hipoglicemia, pois tanto a glicose como a proporg¢ao da
oxidagcao de carboidratos diminui. Estudos em atletas mostram que a fadiga
muscular aumenta em proporcao quase direta com a velocidade da deplecéao
do glicogénio muscular. Por conseguinte, a maior parte da fadiga resulta da
incapacidade dos processos contrateis e metabdlicos das fibras musculares
de manter a mesma producéo de trabalho™.

O acumulo de acido lactico é também associado a diminuigdo na
geracdo maxima de forca, e é considerado um dos principais agentes

fatigantes?'..

2.5.1 Acido Lactico

Apesar das conjecturas em torno dos mecanismos casuais do conceito
de “limiar anaerébio”, este possui um significado conciso que é a intensidade
de exercicio que corresponde a um incremento subito de lactatos no

sangue*.



O limiar de anaerobiose tem sido principalmente determinado através
do uso de procedimentos invasivos e nao-invasivos durante teste
incremental. Esse parametro de capacidade aerébia tem sido identificado por
meio da concentragdo sangiiinea de lactato®.

Quando o O, exigido pelos musculos metabolicamente ativos excede
os suprimentos de O, para a mitocondria (anaerdbio) o nivel de trabalho sera
alto. O desequilibrio entre as exigéncias de O, acarreta um aumento liquido
em oxidagao anaeroébia no citoplasma da célula com a conversdo do piruvato
em lactato; o lactato € entdo tamponado na célula primeiramente por
HCO344’46.

Limiar Anaerdbio (Lan) pode ser definido como a carga de trabalho na
qual o lactato sanguineo comega a se acumular exponencialmente durante
exercicios progressivos. Em humanos, o Lan, determinado pelo teste do
lactato minimo (TLM), sofre influéncia da redugao dos estoques de glicogénio
muscular, pois ocorre em concentragdes mais baixas de lactato sanguineo
embora a carga de trabalho ndo se altere. A resposta de limiar anaerdbico
nos ratos é semelhante aquela descrita na literatura para seres humanos, ou
seja, a deplecao dos estoques de glicogénio muscular n&o altera a carga de
trabalho equivalente ao Lan, mas reduz a concentragao de lactato sanguineo,

na qual o mesmo apareceu?’.

2.6 TESTE DE ESFORCO MAXIMO
Teste de esforco maximo é também conhecido como medida da

capacidade de resisténcia. E uma atividade fisica progressiva maxima, onde



a frequéncia cardiaca aumenta de forma linear e proporcional ao aumento da
poténcia executada até a interrupgéo do esforgo por exaustido do individuo*.
A maioria dos estudos que examina os testes de capacidade de
resisténcia dos ratos requer que o animal seja participante na esteira
motorizada em uma taxa de trabalho submaximo até alcancar o ponto de
fadiga, que é definido geralmente como a inabilidade de manter o ritmo na
esteira®®4%%°  Entretanto, o estilo da corrida do animal mudara o tempo
excedente, com o abaixar gradual do traseiro do rato. Quando o rato for
incapaz de manter o ritmo na esteira mesmo depois de repetida a aplicacao

de estimulos aversivos, o investigador deve remover o animal da esteira®.



3.JUSTIFICATIVA

A teoria do treinamento vem sofrendo profundas alteragbes com o
avanco do conhecimento cientifico. Entretanto, inumeras pesquisas
continuam utilizando de forma empirica treinamentos para adaptacgao
cardiaca e muscular em ratos. Assim, este trabalho justifica-se pela
necessidade de parametros confiaveis para a determinacdo da adaptacao
cardiaca e musculo esquelética em ratos submetidos a treinamento fisico.
Tem portanto, o intuito de suprir esta necessidade, padronizando variaveis de
treinamento para ratos e definindo o tempo necessario para uma mudanca

fisiolégica e histologica.



4. HIPOTESES
4.1 Hipotese Nula (HO)

A adaptacao cardiaca e musculo esquelética em ratos submetidos a
treinamento fisico com 70% da capacidade maxima ocorre em periodo de

tempo maior do que 40 dias.

4.2 Hipotese Alternativa (H1)
A adaptacao cardiaca e musculo esquelética em ratos submetidos a
treinamento fisico com 70% da capacidade maxima ocorre em menos de 40

dias.



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar o tempo minimo necessario de treinamento para que haja
uma mudanga histolégica cardiaca e muscular em ratos submetidos a

treinamento fisico.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer um programa de treinamento que possibilite exercitar
ratos a uma intensidade constante de 70% de sua capacidade maxima.
- Avaliar, através de morfometria, as mudangas cardiologicas e

musculo esqueléticas resultantes do treinamento fisico.
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ADAPTAGCAO CARDIACA E MUSCULO ESQUELETICA EM
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CARDIAC AND SKELETAL MUSCLE ADAPTATION IN RATS
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RESUMO

Introdugao: O treinamento fisico resulta em uma variedade de adaptagdes
cardiovasculares e alteracbes morfoldgicas e funcionais.

Objetivo: Determinar o tempo minimo necessario de treinamento para que
haja uma mudancga histolégica cardiaca e muscular em ratos submetidos a
treinamento fisico.

Metodologia: Foram selecionados 40 ratos wistar, divididos em um grupo
controle (GC) e quatro grupos exercicio GE10, GE20, GE30 e GE40 (onde o
numero representa a quantidade de dias de exercicio). Treinamento com
70% da capacidade maxima. As andlises morfoldgicas e celulares foram
realizadas utilizando microscépio Ooptico e sistema computadorizado de
analise de imagens. Na anadlise estatistica foram utilizados o teste
paramétrico ANOVA complementada pela analise de Tukey, teste n&o
paramétrico de Kruskal Wallis e o teste de correlacdo de Pearson.
Resultados: Todos os animais exercitados obtiveram o mesmo rendimento
no condicionamento fisico (p=0,537). Houve melhora no preparo fisico dos
animais em todos os grupos pelo TE (p<0,01). As areas dos nucleos dos
midcitos do ventriculo esquerdo, do septo interventricular, do musculo séleo,
e a quantidade de nucleos do ventriculo esquerdo, do musculo séleo e a
espessura da parede do ventriculo esquerdo apresentaram diferenca
significativa (p<0,01) entre os grupos. A proporgdo peso cardiaco/peso
corporal apresentou diferencga estatistica entre os grupos (p=0,01). A variagéao
de peso revelou que o grupo GE30 e o GE40 apresentaram os resultados
mais expressivos na diminuicdo de peso. Os valores obtidos na coleta do
acido lactico foram significativos em todos os grupos exercicios quando
comparados ao GC (p<0,01).

Conclusao: Os resuftados do presente estudo permitem concluir que ratos
submetidos a um treinamento fisico com 7o% da carga mixima durante pelo
menos 30 dias apresentam /ﬁ(’faertroﬁa ventricular eayuerfa e scleo,
FEntretanto, o treinamento durante mencs de 30 dias revelou nic ser

4 ’ - /[ ’  f ’
Juﬁczente para promover uma mudan¢a cardiaca e sélec JZanﬁcatzva.

Palavras chave: Exercicio fisico, hipertrofia, coragao, rato.



ABSTRACT

Introduction: The rigorous and systematic physical training results in a
variety of cardiovascular adaptations and morphological and functional
changes.

Objective: To determine the minimum time necessary of training in order to
have a cardiac and muscular histological change in rats subjected to physical
training.

Methodology: We selected 40 male Wistar rats, with 10 weeks of age, and
divided them randomly into 5 groups: control group (GC), 10 days exercise
group (GE10), 20 days exercise group (GE20), 30 days exercise group, and
40 days exercise group (GE40). We prepared a 70% maximum capacity
training from the test of maximum effort (TE). The lactic acid was collected
after the first TE, and on the last day of life the initial TE was reproduced and
the lactic acid was collected. Morphological and cellular analysis of the heart
and soleus muscle was performed using optical microscope and a
computerized image analysis system. For the statistical analysis we used the
ANOVA parametric test complemented by the Tukey analysis, the
nonparametric test of Kruskal Wallis, and the Pearson's correlation test.
Results: All of the trained animals obtained the same fitness efficiency (P =
0.537; analysis of variance). There was improvement in the animals physical
preparation in all groups by TE (p < 0.01). The areas of myocytes nuclei of the
left ventricle, the interventricular septum of the soleus muscle, and the
number of nuclei of the left ventricle, soleus muscle, and the thickness of the
left ventricle wall, showed a significant difference (p < 0.01) between groups.
The thickness of the interventricular septum showed no statistical difference
between groups (p = 0.15). The heart weight and the soleus muscle weight
showed no statistical difference between groups. The heart weight / body
weight ratio (final weight of the mouse / heart weight) showed statistical
difference between groups (p = 0.01). The weight variation revealed that the
GE30 and the GE40 groups showed the most expressive results in weight
reduction. The values obtained in the collection of lactic acid were significant
in all exercise groups when compared to the GC (p < 0.01).

Conclusion: The results of this study show that rats subjected to a physical
training with 70% of maximum capacity for at least 30 days have left
ventricular hypertrophy, which represents an adaptive response to intensive
and effective physical training, and can be replicated in other studies .
However, the training for less than 30 days showed not to be sufficient to
promote a significant cardiac and skeletal muscle change.
Keywords: physical exercise, hypertrophy, heart, rat

INTRODUCAO
O treinamento fisico, rigoroso e sistematico resulta em uma variedade
de adaptagdes cardiovasculares e alteragbes morfoldgicas e funcionais'?,

incluindo aumentos no tamanho da camara, na espessura de parede e na



massa ventricular esquerda®, e no desempenho fisico do atleta'. Os conceitos
morfolégicos do coragao de atleta foram realgados e esclarecidos nos ultimos
10 anos em virtude dos estudos ecocardiograficos?.

A resposta da hipertrofia do ventriculo esquerdo para o treinamento de
resisténcia € heterogénea. O aumento da massa do ventriculo esquerdo é
associado com o batimento sistélico mais elevado no exercicio dinamico
arduo*.

A hipertrofia cardiaca € uma adaptacédo fundamental para maior carga
de trabalho imposta pelo treinamento fisico. Resulta em um coragdo mais
forte, que consegue gerar um grande volume de ejegdo®.

Em condi¢bes fisiolégicas como exercicios dindmicos, em que o0s
atletas realizam exercicios isotdnicos, a sobrecarga sobre o coragao é
predominantemente volumétrica, levando ao desenvolvimento de hipertrofia
ventricular esquerda excéntrica®.

Para estudar os efeitos do treinamento fisico em animais de
laboratério, 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, embora, até o momento, ndo exista uma definicdo precisa da
quantidade de dias de treinamento necessarios para haver adaptacao
morfoldégica cardio-muscular.

Levando em consideragao estes aspectos, os objetivos desse estudo
foram: |) Determinar o tempo minimo necessario de treinamento para que
haja uma mudanga morfolégica e histolégica cardiaca e muscular em ratos

submetidos a treinamento fisico; Il) Estabelecer um programa de treinamento



que possibilite exercitar ratos a uma intensidade constante de 70% de sua

capacidade maxima.

METODOLOGIA
DESENHO

O presente estudo foi experimental, simples cego.
AMOSTRA

A amostra foi definida para a presente pesquisa, segundo o artigo IV
dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal® (COBEA), de junho de 1991, que recomenda
utilizacdo de numero minimo de animais em experiéncias cientificas obtendo
resultados validos, a razdo para utilizar um pequeno grupo de animais é a
regra dos “3Rs” (“Replace, Reduce e Refine”):

Replace - Substituicdo do uso de animais por métodos alternativos,
tais como: testes in vitro, modelos matematicos, cultura de células e/ou
tecidos, simulagcao por computador;

Reduce - Reducdo do numero de pesquisas realizadas em modelos
animais, redu¢cao do numero de animais utilizados nas pesquisas e aumento
na qualidade do tratamento estatistico;

Refine - Refinamento das técnicas utilizadas visando minorar a dor e o
sofrimento dos animais, incluindo cuidados de analgesia e assepsia nos
periodos pré, trans e pds-operatoério®.

A nado utilizagdo de um grande numero de animais proporciona
humanizacdo nos cuidados e recursos racionalizados. Além disso, em

condi¢cbes controladas é praticamente impossivel que ocorra variabilidade



biolégica, ndo sendo necessario um grande numero de animais para o

experimento.

Animais

Foram utilizados 40 ratos machos normais, da linhagem Wistar (Rattus
novergicus, var. albina, Rodentia, Mammalia), com 10 semanas de idade,
proveniente do Biotério da Fundagao Estadual de Producido e Pesquisa em
Saude (FEPPS).

Os animais foram mantidos em caixas plasticas, sendo quatro animais
por caixa, receberam racdo balanceada padréao para roedores (Nuvital,
Nuvilab, Colombo, PR), agua ad libitum, em ambiente com temperatura
controlada (22°C a 25°C) e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro. O manejo dos animais obedeceu as normas estabelecidas pelos
procedimentos operacionais padrao (POPs) da Coordenacéo de Produgéo e
experimentagcdo animal da Fundacado Estadual de Producdo e Pesquisa em
Saude (FEPPS), e pelos principios éticos da experimentacdo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos com 8
ratos cada, da seguinte forma: grupo controle sedentario (GC); grupo
exercicio 10 dias (GE10); grupo exercicio 20 dias (GE20), grupo exercicio 30
dias (GE30) e grupo exercicio 40 dias (GE 40).

A eutanasia dos animais foi realizado através da inalacédo de CO,.

O protocolo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa do IC/FUC.

Esteira e Adaptacao a Esteira



Foi utilizada esteira rolante elétrica (Imbramed KT-4000°) adaptada
para ratos, com 8 raias. O corredor de esteira tem vantagem distinta sobre
outros métodos de exercicio, incluindo a roda para corrida e a natagao
espontanea, pois a quantidade total de trabalho externo feita pelo rato pode
ser facilmente calculada. Outra vantagem da esteira € que o investigador
pode controlar a intensidade e a duracdo do exercicio. Isto permite que o
investigador examine fatores que contribuem ao desempenho do exercicio
quando os ratos executam sob circunstancias experimentais bem definidas.
(Brooks, em 1984).

A familiarizagdo ajudara os animais a transformar-se em corredores
proficientes e minimizar o potencial ferimento das patas que pode ocorrer
com treinamento cronico (Kregel, et al, em 2006).

A adaptagao foi realizada por uma semana com intensidade de
0,3Km/h (0,083m/s), e estimulo aversivo (escova de cerdas duras) foi

utilizado para estimular o rato a manter uma corrida constante.

Teste de Esforgo Maximo

O teste de esforco maximo foi realizado com os quatro grupos
exercicio (GE), com velocidade inicial de 0,3km/h (0,083m/s) e acréscimos de
velocidade de mais 0,3km/h (0,083m/s) a cada 3 minutos (180s) de corrida.

Isto foi repetido até a fadiga dos ratos.

Treinamento
O treinamento foi elaborado a partir da velocidade média obtida

através do teste de esforco maximo. A fim de obter um treinamento que



correspondesse a 70% da capacidade de esforgo maximo de todos os ratos,
a variavel tempo foi mantida constante e a variavel distdncia diminuida para
70% do valor do teste, com consequente diminuicdo da velocidade média de
treinamento, também para 70%.

O treinamento foi realizado com variagao progressiva de velocidade de
0,3Km/h (0,083m/s) a cada 3 minutos (180s) de corrida, da mesma forma que
o teste de esforgo.

O tempo definido para o treinamento foi dividido em 5 fases:
aquecimento, aceleracdo, pico maximo, desaceleragdao e desaquecimento.
Na fase de “pico maximo” foi utilizada uma velocidade de 70% da média de
velocidade maxima atingida pelos ratos no teste de esforco.

A cada 10 dias esse teste era refeito e o treinamento ajustado de

acordo com a nova capacidade dos ratos.

Coleta e Analise do material

Apds o primeiro teste de esforgo maximo foi coletado 1ml de sangue
da regiao distal da cauda de cada rato dos quatro grupos de exercicio para
analise de acido lactico. Ao término do treinamento proposto para cada grupo
(10, 20, 30 ou 40 dias) foi refeito este primeiro teste de esforgco maximo e
novamente coletado o acido lactico.

No primeiro dia, e, no ultimo dia antes da eutanasia, todos os ratos
foram pesados.

Apods a eutanasia, o coracdo e o musculo soleo da pata direita de cada
rato foram retirados, pesados em uma balanga de precisdo (Kern EG 220-

3NM®), o material coletado foram cortados com espessura de 3um. A andlise



foi feita considerando aspectos de microscopia Optica e da histometria a partir
da digitalizagdo das imagens das laminas para medida da area de corte
transversal dos nucleos dos midcitos.

Foi calculada a proporcdo peso do coracdo/ peso corporal com
estimativa do grau de hipertrofia cardiaca. Como parametro de normalidade
determinou-se o peso esperado dessa camara para qualquer peso final do

animal a partir da proporgcao encontrada no GC.

Histomorfometria

As imagens foram obtidas por meio de microscépio 6ptico Binocular
(Motic Microscope B1 series DMBI-223 NTSC System® com cédmera
integrada e software Motic Pro Plus 6.0° ). Todas as imagens foram
capturadas por cadmara de video no aumento de 40x, 400x e 1000x. O
aumento de 40x foi usada para medir espessura de septo e espessura de
parede do ventriculo esquerdo (VEsq), aumento de 400x para avaliar
quantidade de nuicleo em uma area determinada (software Image Pro-Plus®);

e, aumento de 1000x para avaliar area do nucleo.



GRUPO EXERCICIO
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Figura 1 — Fluxograma de adaptagdo, treinamento, coleta do acido lactico e eutanasia para o Modelo

Experimental Wistar




RESULTADOS

Todos o0s animais exercitados por um mesmo periodo de tempo
obtiveram semelhante melhora de condicionamento fisico, o que pdde ser
constatado nos resultados do respectivo teste de esforco, o qual nao
apresentou diferenca estatistica (p=0,537).

O dultimo teste de esforco quando comparado ao primeiro, revelou
diferenga significativa (p<0,01) na distdncia em todos os grupos,
demonstrando que houve melhora no preparo fisico dos animais em todos os
grupos (Tabela 1).

As areas dos nucleos dos midcitos do ventriculo esquerdo
apresentaram diferenga significativa (p<0,01) entre os grupos. Os grupos
GE30 e GE40 apresentaram as maiores médias, sendo as mesmas
significativamente maiores do que dos demais grupos. Os grupos GE10 e
GE20 também apresentam a area média significativamente maior do que o
GC (p=0,05) (Tabela 1).

As areas dos nucleos dos miécitos septo interventricular apresentaram
diferenga significativa (p<0,01) entre os grupos. Os grupos GE30 e GE40
apresentaram a maior média entre 0s grupos exercicios, ndo apresentando
diferenca estatistica entre si (Tabela 1).

As areas dos nucleos dos miécitos musculo séleo apresentaram
diferenga significativa entre os grupos (p<0,01). Foi constatado que houve um
crescimento gradativo entre os grupos exercicio (GE) com maior média
apresentada pelos grupos GE30 e GE40 (Tabela 1). Os grupos GE20, GE10
e GC apresentaram diferenca estatistica entre si, tendo o GE20 a maior

média, seguido pelo GE10 e GC.



A quantidade de nucleos do ventriculo esquerdo em uma area
determinada apresentou diferenga significativa entre os grupos (p<0,01). Foi
constatado que os grupos GE30 e GE40 apresentaram as maiores médias
entre os grupos exercicios e que os grupos GE20 e GE10 ndo apresentaram
diferenga estatistica entre si. Todos os grupos exercicios diferiram do grupo
controle (Tabela 1).

A quantidade de nucleos do musculo séleo em uma area determinada
apresentou diferenga significativa (p<0,01). Os grupos GE30 e GE40
apresentaram as maiores médias entre os grupos exercicios. Todos os
grupos exercicios diferiram estatisticamente do grupo controle (Tabela 1). Na
tabela 3 verificamos que o musculo soéleo apresentou crescimento acentuado
quando comparado a hipertrofia cardiaca nos grupos GE30 e GE40.

A espessura do septo interventricular ndo demonstrou diferenca
estatistica entre os grupos p=0,15, revelando que 40 dias de treinamento nao
promoveu mudanga morfolégica nesta area do coragao (Tabela 1).

A espessura da parede do ventriculo esquerdo revelou diferenca
significativa (p<0,01) entre os grupos. Os grupos GE10, GE20, GE30 e GE40
apresentaram maior média sendo que nao apresentaram diferenca estatistica
entre si, (p=0,05), o GE40 apresentou diferenga significativa, quando
comparada ao GC, demonstrando que 40 dias de treinamento ocasionaram
mudanca morfologica evidenciavel na parede ventricular esquerda (Tabela 1).

O peso do coracdo e o peso do musculo sbéleo nao apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 1).

A proporgao peso cardiaco/ peso corporal revelou que todos os grupos

apresentaram mudancgas hipertréficas significativas (p=0,01) sendo que os



grupos, GE30 e GE40 apresentaram a maior média nao apresentando

diferenca estatistica entre si.

Tabela 1- Descricdo dos grupos de treinamento e controle dos ratos segundo
as variaveis morfologicas e funcionais cardiacas

Grupos GC GE10 GE20 GE30 GE40
Média/
edial M DP M DP M DP M DP M DP
DesvPadrao
Distancia D c B A
- - 183 14 235 9 279 10 328 18
TE m/s
Area c B B A A
, 128° 23 234° 21 257° 37 330* 14 366" 27
Nucleo VE mp
Area ¢ B B A A
) 228° 33 330° 40 364° 39 430" 41 430" 48
Ntcleo SI mp
Area D c B A A
) 107 9 158 22 211 43 267" 16 292" 27
Nucleo SO mp
Qu’antldade 178¢ 38 2338 19 2458 13 349" 20 342 14
Nucleo VE
tidad
Qu’an idade 133€ 19 1748 16 2058 29 3724 22 375* 19
Nucleo SO
Espessura 234 44 244 54 267 31 296 58 299 50
SImp
Espessura 255 35 249"8 35 279" 52 290" 48  305° 60
VE mp
Peso 1% 013 129 045 129" 0,6 128" 0,12 145" 0,19
Coracaog
P
sf)s; 01 001 020° 002 021" 004 020" 002 021" 0,02
Peso cardiaco/
333* 44 325" 19 208" 48 262° 25 288" 58

Peso corporal g

TE= teste de esforgo maximo
VE= ventriculo esquerdo
SI= septo interventricular
SO= musculo séleo

Sl= septo interventricular,
M= média

DP= desvio padrao

Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente; sendo a letra “A” a maior diferenga em relagéo aos
demais e assim sucessivamente; através da Analise de Varidncia complementada pelo Teste de Comparagbes
Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.



A variagdo de peso revelou que os grupos GE30 e GE40
apresentaram os resultados mais expressivos na diminuigdo de peso, nao
apresentando diferenca estatistica entre si (Figura 1 e Tabela 2).

Os valores obtidos da coleta do acido lactico foram estatisticamente
significativos em todos os grupos exercicios quando comparados ao GC
(p<0,05), demonstrando que o teste de esforgo maximo atingiu realmente sua
capacidade maxima. Além disso, quando o primeiro teste de esforgco maximo
foi reproduzido no ultimo dia de vida, os niveis de acido lactico ja nao
expressavam mais sua capacidade maxima (p=0,09). A variagdo obtida
através da analise sanguinea para o nivel de acido lactico inicial (1° teste de
esforco maximo) em relagdo a reprodugao dos valores de corrida do primeiro
teste de esforco maximo estdo representados no Figura 2, Tabela 2. Esses
dados revelam que novamente o grupo GE30 e o grupo GE40 apresentaram
os melhores resultados em relacdo ao GC, e nao obtiveram diferenca
estatistica entre si, demonstrando uma estabilizacdo quando aos niveis de

reducao de acidemia lactica na progressao do treinamento fisico.
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Tabela 2 — Valores de significancia entre os grupos segundo a variagao de
peso e variagao do acido lactico sérico.

Valor de significancia entre grupos Variacéo peso Acido Lactico
p (GC e GE10) 0,02 0,04

p (GC e GE20) 0,18 0,05
p (GC e GE30) >0,01 0

p (GC e GE40) 0,01 0

p (GE10 e GE20) 0,38 0,05
p (GE10 e GE30) 0,62 0,02
p (GE10 e GE40) 0,73 0,02
p (GE20 e GE30) 0,17 <0,01
p (GE20 e GE40) 0,22 <0,01
p (GE30 e GE40) 0,88 0,74

Teste Nao-paramétrico Kruskal-Wallis complementada pelo seu Teste de Comparagdes Mdltiplas, ao nivel de
significancia de 5%.

DISCUSSAO

Todos os dados apresentados foram obtidos em condi¢coes
laboratoriais, onde a maioria das variaveis intervenientes foi controlada,
garantindo uma alta validade interna.

Varios estudos mostram que os exercicios fisicos sao capazes de
promover mudangas em varias fungbes do organismo humano e de ratos.
Todavia, as pesquisas publicadas até o momento revelam muitas
discrepancias de resultados, por varios fatores, como a utilizagdo de
diferentes protocolos de treinamento fisico forcado ou voluntario, a variagcao
na duragcdo e intensidade dos exercicios e a multiplicidade de testes
utilizados para avaliagdo da influéncia dos exercicios nos parametros
investigados™. O treinamento formulado a partir do TE revelou-se de suma
importancia para os achados aqui presentes, confirmando que o programa de
treinamento é diretamente proporcional as adaptagées morfoldgicas e
funcionais cardiacas e musculo esqueléticas.

Talvez alguns trabalhos n&o sejam capazes de demonstrar uma

mudanca no sistema cardiovascular principalmente pela intensidade do



exercicio, ou em razao do curto tempo de exposicado. O tempo de treinamento
foi definido levando-se em consideragao o elevado metabolismo do rato (com
expectativa de vida de apenas 24 a 36 meses, sendo a puberdade iniciada
aos 50 dias de vida)'"'23, Comparando com seres humanos que possuem,
na Ameérica Latina, expectativa de vida de 71 anos (OMS), temos que 1 més
de vida para um rato wistar corresponde a 28,4 meses de vida para um ser
humano™.

A importancia da criacido de parametros de treinamento, bem como a
avaliacdo da capacidade fisica € de suma importancia para avaliagao de
mudangas morfolégicas.

Em um estudo realizado por Rocha's, et al, avaliaram a eficiéncia de
programas de treinamento de resisténcia na indugdo de hipertrofia cardiaca
em ratos, através da natacdo. Uma amostra de 24 ratos Wistar, machos, foi
dividida em 3 grupos: grupo 1 (n = 8) treinado com carga progressiva (5, 6 e
7% do peso corporal (PC); grupo 2 (n = 8) com carga continua (5% do PC) e
grupo 3 (n = 8) controle. O treinamento compreendeu oito semanas, entre as
13 e 17 horas, durante 5 dias da semana, em piscina artesanal com
temperatura de 32 = 2°C. Ao final de 8 semanas, os animais foram
sacrificados e seus coracdes retirados para avaliagdo do peso do coragao
isolado e relagao peso do coracao/peso corporal. Quanto ao peso do coragao
isolado, obteve-se um resultado significativo (p < 0,05) somente quando
comparado o grupo sedentario com os ratos treinados com carga continua
(grupo 2). Diferenca significativa foi obtida também ao comparar-se o peso do
coragao/peso corporal de ratos do grupo 2, em relagéo ao grupo 1 e 3. Estes

dados sugerem hipertrofia cardiaca somente entre os animais treinados com



carga continua. O estudo faz uma observagcdo quantos aos achados
inexpressivos, dizendo que a ineficiéncia do protocolo de carga progressiva
pode ter sido resultante do pouco tempo para a resposta adaptativa que
envolve mudancas moleculares e estruturais no miocardio dos animais
treinados.

Os pesquisadores nao fizeram uma pré-avaliagao da capacidade fisica
dos ratos antes de elaborarem o treinamento, ndo deixando claro a duracao
diaria do treinamento nem tampouco a razao de realiza-lo entre as 13 e 17
horas. Os pesquisadores ndo apontam o porque de ter-se utilizado carga de
5, 6 e 7% no treinamento progressivo, nem de 5% no treinamento continuo.
Por ultimo, cabe ressaltar que o fato do treinamento continuo ter gerado uma
hipertrofia maior do que o treinamento progressivo demonstra a necessidade
de haver um protocolo confiavel e l6gico para elaboragédo deste treinamento.
Pois é improvavél que o treinamento continuo cause hipertrofia maior que o
treinamento progressivo, desde que o ultimo seja elaborado de acordo com a
capacidade fisica do rato e adaptado ao longo do treinamento conforme se
verifigue melhoria no condicionamento fisico.

Podemos observar protocolos de exercicio diversos, em geral
baseados em um percentual do consumo maximo de oxigénio, ou seja, nao
relativando a intensidade de trabalho aos sujeitos do estudo. O processo
adaptativo do treinamento fisico € capaz de proteger os individuos treinados
na maioria das situagbes de exposigéo ao exercicio'®",

O estudo realizado por Hohl, et al'®, utilizou um protocolo de endurance
e overtraining para ratos wistar realizado em 11 semanas: 8 semanas de

exercicio diario sessdes seguidas por 3 semanas de treinamento crescente



frequéncia (duas, trés e quatro vezes), com a diminuicdo do tempo para
recuperacao entre as sessoes. Os testes de desempenho foram feitas antes
da formacgéao (T1) e apds a 4 @ semana (T2), 82 semana (T3), 92 semana (T4),
102 semana (T5) e 112 semana (T6). A diminuicdo do desempenho nos
grupos poderia estar relacionada com a diminuigdo na capacidade oxidativa
muscular. Demonstrando que na sexta semana ja ha uma estabilizagdo do
ganho muscular e apds essa semana ocorre uma mudancga fisioldgica
ocasionando um declinio no desempenho fisico. Esse estudo seguiu um
programa com avaliagado periodica da capacidade fisica readaptando sua
forma de treinamento.

Pode se perceber que outros estudos tém buscado cada vez mais
protocolos de treinamento adaptativos, embora de maneira ainda empirica.

InUmeras variaveis podem induzir hipertrofia cardiaca em ratos sob
treinamento fisico, tais como: frequéncia, intensidade e duracdo das sessdes
de treinamento fisico, idade no inicio do treinamento, sexo e linhagem dos
animais utilizados no treinamento'*°.

A adaptacao cardiaca em resposta a estimulos intrinseco ou externo
envolve um complexo processo de remodelamento da camara cardiaca,
midcitos e alteracdes moleculares?'. Por razéo disto, as analises das laminas
coradas com HE mostraram alteracdes nas fibras musculares caracterizadas
por modificagdes no formato das fibras (hipertroficas) e pequeno aumento de
intersticio. Estas alteragdes foram diretamente proporcionais ao tempo de
duracdo do treinamento fisico estabilizando seus valores entre os grupos

GE30 e GEA40.



A célula muscular € multinucleada, mas esses nucleos nao proliferam,
fazendo-se necessaria a fusdo de nucleos provenientes de outras células
com a fibra muscular. As células responsaveis por esta fusdo sao as células
satélites, possuem um nucleo que pode proliferar em resposta as microlesdes
causadas pelo exercicio intenso no musculo esquelético??. As microlesbes
atraem as células satélites que se fundem e dividem o seu nucleo com a fibra
muscular, dando o suporte necessario para a sintese de novas proteinas
contrateis. Como o numero de nucleos novos € maior do que 0 necessario
para preencher o espaco deixado pelas microlesdes, a fibra muscular produz
um ndmero maior de miofibrilas, resultando na hipertrofia muscular?®.

Lesbes no musculo cardiaco e musculo séleo foram observadas em
ratos treinados através de corrida diaria. Houve presencga de “splitting” que
caracteriza a divisédo longitudinal das fibras musculares ou a fusdo incompleta
de células satélites proliferadas apdés a lesdo das fibras musculares®
condi¢gées que podem indicar a presenca de hiperplasia, causada pelo grau
de treinamento®. A lesdo é um precursor normal para a adaptagdo
muscular®.

Os resultados mostraram que o exercicio fisico realizado por meio da
esteira rolante induziu alteragdes morfométricas e histoldgicas das fibras do
musculo cardiaco e musculo séleo, as quais foram proporcionais ao tempo de
treinamento executado.

Esta hipertrofia musculo-esquelética é oriunda da demanda funcional
aumentada, que por sua vez é uma adaptacdo dos musculos a sobrecarga
fisica®® e representa um mecanismo de precaucdo, no qual intensos

estimulos de tensdo sédo distribuidos pela maior por¢do da massa muscular’.



Mudancgas na area e na quantidade de midcitos do musculo séleo em
animais submetidos a exercicios fisicos foram também relatadas por outros
autores, o peso do musculo s6leo ndo apresentou diferenga significativa entre
0s grupos?’.

A hipertrofia amplia o niumero de elementos contrateis em paralelo e
aumenta a tensdo maxima que o musculo esquelético pode produzir em
resposta ao exercicio fisico e, €& produzida através de mudangas no
metabolismo, proliferagdo celular e consequente ampliacdo da estrutura
muscular®,

O aumento da area e da quantidade dos nucleos do musculo séleo foi
estatisticamente significativo tendo suas maiores médias no grupo GE30 e
GE40, sendo que esses nao apresentaram diferenga significativa entre si, ou
seja, apesar do aumento da area dos miécitos e do numero de nucleos nos
animais treinados em comparacao aos sedentarios, os valores nao diferiram
estatisticamente entre os grupos treinados GE30 e GE40, o que indica que
com 30 dias de treinamento os animais alcangaram um limite maximo do
processo hipertroéfico.

A reducdo do nivel de acido lactico frente a reproducdo do teste de
esforco maximo inicial reafirma o que outros autores ja constataram: que a
melhora da habilidade do musculo em utilizar energia € resultado direto dos
elevados niveis de enzimas oxidativas nos musculos, assim como do
aumento da densidade e do tamanho das mitocéndrias e do suprimento de
capilares nas fibras musculares. O progresso do condicionamento fisico
depende da intensidade, duracgao e frequéncia do treinamento. Tais estimulos

podem produzir uma adaptacdo cardiovascular e/ou muscular que se



evidencia na resisténcia a fadiga do individuo®, o que foi constatado em
nossa pesquisa.

O protocolo de treinamento fisico proporcionou reducdo do peso
corporal, tendo sido observado que a média da massa corporal final dos ratos
treinados GE30 e GE40 foi menor que a dos demais grupos, sugerindo um
aumento do gasto de energia nestes animais, sendo que o GE30 e o Ge40
nao apresentaram diferenca estatistica entre si.

Estes resultados corroboram relatos da literatura com ratos treinados
em esteira ergométrica, sob protocolos de intensidades controladas, com
diminuicdo de peso®?®'3? Reforcando esta idéia, os exercicios fisicos
representam uma forma de estresse e promovem liberacdo de CRH
(horménio liberador de corticotrofina) pelo hipotalamo. Na dependéncia da
intensidade do agente estressor, esse horménio apresenta efeito
anorexigeno, demonstrado pelo estudo de Rivest e Richard®**. Do mesmo
modo, Stevenson et al.* citou que o grau de redugdo do apetite pode estar
relacionado com o grau de estresse provocado pela intensidade do exercicio
fisico em animais.

Os resultados encontrados nesta pesquisa, em relagdo ao peso do
coracao, evidenciaram que o exercicio de baixo periodo ndo provocou
aumento no peso do coracido dos ratos treinados, mas apresentou aumento
significativo da quantidade e area dos nucleos do ventriculo esquerdo e da
espessura da parede do ventriculo esquerdo nos grupos GE30 e GEA40,

demonstrando hipertrofia das fibras musculares e hiperplasia



CONCLUSAO

Cs  resultades do presente estudo permitem  concluir que ratos
submetidos ao programa de treinamento fisico proposte com yol da carga
mdéxima durante pelo menos 3o dias foi eficiente para induzir hkipertrofia
ventricular esquerda e do miascule sélec, o que representa resposta
az[aJatatz'va ao treinamento ﬁ'&z’co intensivo e eﬁcaz. fntretanto, o tretnamento
durante menos de 30 dias revelou ndo ser suficiente para promover uma

mudanca cardiaca e do misculo séfec.
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