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Figura 1: Reagido Histoquimica de mATPase em pH4.5 (a, d), 4.3 (b, ¢) ¢ 10.3 (¢, f) em
cortes seriados do misculo semitendinoso de rato Wistar. Area vermelha (a, b, c) e area
branca (d, e, f). I-fibra do tipo I, IC-tipo IIC, A-tipo IIA, AD-tipo IIAD, D-tipo 1ID, BD-
tipo [IBD e B-tipo 1IB.

Figura 2: Reagio Histoquimica de mATPase em pH4.5 do musculo semitendinoso de um
animal do grupo treinado. Area vermelha (superior) e area branca (infenor)

Figura 3: Grafico das Médias e desvio PadrZo dos Tipos de Fibras da Por¢do Branca do
Musculo Semitendinoso do Grupo Controle e Grupo Treinado.

Figura 4: Grafico das Médias e desvio Padrdo dos Tipos de Fibras da Porgdo Vermelha do
Musculo Semitendinoso do Grupo Controle e Grupo Tremado.

Figura 5: Grafico das Médias e desvio Padriio dos Tipos de Fibras do Musculo
Semitendinoso do Grupo Controle e Grupo Treinado. *significante **muito significante
*k*extremamente significante

Figura 6: An3lise eletroforética do extrato dos misculos semitendinoso de ratos Wistar.
GTTI 1-8: Grupo Treinado, GC 1-4: Grupo Controle e SOL: musculo soleo.
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ANALISE HISTOQUIMICA E BIOQUIMICA DO MUSCULO SEMITENDINOSO
DE RATOS SUBMETIDOS AO TREINAMENTO INTERMITENTE

Resumo

Os misculos esqueléticos s&o constituidos por fibras musculares que expressam
diversas isoformas de miosinas (MHC). As fibras puras podem ser dos tipos }, A, ID e
IIB enquanto que as fibras hibridas podem expressar dois ou mais tipos de miosina. O
exercicio fisico em particular pode levar as fibras musculares a alteragdes especificas, isto
¢, de acordo com o tipe de estimulo aplicado no musculo ha probabilidade de que ocorra
conversio no sentido de I para IIB (I=>[A=-IID=>1IB) ou de OB para I
(IIB=>TID=>HA=>I), passando pelas hibridas. Os objetivos deste trabalho consistiram em
analisar os tipos de fibras musculares que compdem o musculo semitendinoso de ratos
Wistar e os efeitos do treinamento intermitente, cuja aplicagio se da através de um certo
numero de estimulos seguido de pausa deniro de um periodo defintdo, através da técnica
histoquimica da mATPase muofibrilar ¢ da técnica bioquimica de eletroforese e um
tentativa de padronizagdo do protocolo de treinamento ufilizado. Observou-se na
histoquimica que o semitendinoso apresenta duas por¢Bes distintas, uma vermelha e outra
branca com a presenca de todos os tipos de fibras (puras e hibridas), porém, com as fibras
IIB em maior ocomréncia. Na eletroforese verificou-se ha presenca de quatro bandas tanto
em animais do Grupo Controle quanto no Grupo Treinado: I presente muito levemente, Ifa,
IId ¢ com predominancia a lIb. Portanto, esse misculo é composto em grande parte por
fibras do grupo II caracterizando-o como um musculo essencialmente de contragio rapida e
o treinamento promoveu aumento das fibras hibridas, principalmente as IIAD e IIDB, que

se situam entres as fibras puras do grupo IL



1) Introducio:

O musculo esquelético é um tecido altamente adaptavel, pois é capaz de respondera
diversos estimulos, tais como estimulagio elétrica, alteragdes nos niveis hormonais,
exercicio fisico, microgravidade, desnervagio, reinervagio, alterando as suas caracteristicas
fenotipicas. Tais alteragdes podem ocorrer nas mudangas dos perfis da miosina de cadeia
pesada. Existem quatro tipos de cadetas pesadas de miosina: uma do tipo lento, MHCL, e
trés do tipo rapido, MCHIla, MCHIId e a MCHIIb presentes nas fibras puras do tipo I,
HAIID e 1IB, respectivamente. Entre essas ocorre a presenga das fibras hibridas, onde
estio presentes dois ou mais tipos de miosina de cadeia pesada em proporgdes diferentes,
dependendo do nivel da transi¢io(IC = MHCI + MHCIla, IIC = MHCIla -+ MHCI, IAD =
MHCIIa + MHCIId, IDB = MHCIId + MHCIib).

As fibras do tipo I sdo aquelas cujo metabolismo ocorre por via oxidativa,
permitindo um periodo de contragdo longo e maior resisténcia a fadiga sendo, portanto,
mais eficientes € mais econdmicas para produzir movimentos repetitivos e de longa duragéo
(Goldspink, 1998). Essas fibras sdo encontradas em maior nimero nos misculos posturais
(Mannion,1999) e em atividades aerobias (Weineck, 2000). As fibras do grupo Il utilizam a
via glicolitica como fonte de energia, sendo recrutadas em atividades de forga e velocidade
(Bottinelli & Reggiani, 2000). O sedentarismo também esta associado & conversdio de fibras
do tipo I para o tipo IT (Jakobsson et al., 1991). Assim, embora os fatores genéticos tenham
forte influéncia na determinago dos tipos de fibras presentes no musculo, estimulos
externos também contribuem para a grande vanabilidade na distribuiciio dos tipos de fibras
musculares, adaptando—é.s de acordo com as exigéncias do esfor¢o (Goldspink, 1998).

O treinamento fisico ¢ um importante agente modificador dos tipos de fibras,
consistindo em uma periodizagio de exercicios que sera montada de acordo com a
especificidade da modalidade a ser trabalhada e organtzado em diversos ciclos divididos em
fases especificas de preparagio, tais como as utilizadas nesse trabalho: pré-adaptagiio,
adaptacio especifica e treinamento propriamente dito. Esses ciclos podem ser montados de
acordo com o principio da carga periddica e/ou variavel (treinamento intermitente) ou com
o da carga continua (treinamento continuo) (Weineck,2000).

Na literatura nio se encontram muitos dados referentes aos tipos de fibras do

musculo semitendinoso. Delp & Duan (1996) encontraram 74% de fibras 1B, 18% de 11D,



5% de TA e 3% do tipo I em ratos Sprague Dawley. Para ratos Wistar, dois trabathos
mostraram resultados discrepantes quanto a sua caracterizagio. Um deles mostrou que o
misculo semitendinoso contém apenas fibras do tipo IIB, sendo um masculo
essencialmente glicolitico (Smolka, 1999). O segundo trabalho mostrou que embora o
musculo seja predominantemente glicolitico, ele apresenta atividade da enzima citrato
sintase, enzima que caracteriza o metabolismo oxidativo, indicando indiretamente que o

musculo nio apresenta 100% de fibras do tipo IIB (Molnar, 2000).

1.1) Treinamento intermitente

E realizado de maneira descontinua, isto é, um estimulo é aplicado em um intervalo
de tempo determinado seguido por uma pausa e novamente estimulo. Geralmente esse
tempo & de curta duragido com predominancia da fonte anaerébia para obtencio de energia,
ou seja, a glicose é degrada somente até a produgio de lactato (via glicolitica), nfio entrando
no ciclo de Krebs (via oxidativa).

O treinamento intermitente pode ser realizado de forma intensiva e extensiva: no
primeiro a razdo de trabalho (intensidade) € alta e a realizagdo se d4 em um intervalo de
tempo menos abrangente e no segundo ocorre 0 oposto, intensidade baixa e realizagfio mais
abrangente. Ambos podem ser realizados com pausas recuperativas ou parcialmente
recuperativas. Acevedo e Goldfarb demonstraram que um aumento da intensidade de
treinamento promove uma methora mais significativa em corredores previamente treinados.
Esse tipo de trabatho estd ligado a atividades de forga e velocidade com grande mobilizagéo
de fibras rapidas.

1.2) Forca
A grandeza forga é uma capacidade que pode ser medida externamente através da
tensdo exercida por essa contra uma resisténcia, tal como no levantamento de pesos.
Segundo Meusel in Barbanti (1979), a forga é uma caracteristica com a qual move-se uma
massa (seu proprio corpe ou um implemento esportivo), sua habilidade em dominar ou
reagir a uma resisténcia pela acio muscular. A forga pode ocorrer de forma dindmica e
estatica.
+ Dinamica — ocome guando ha realizagio de movimento, podendo ser

concéntrica ou positiva, tendo uma superagdo da carga aplicada a favor do movimento. A
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forga muscular exercida ¢ maior do que a resisténcia oferecida (Barbanti,1979). E
excéntrica ou negativa quando se realiza um contra movimento, ou seja, a carga aplicada ¢
maior do que a for¢a muscular, provocando um movimento de recuo (Barbanti, 1979).

o [Estatica — onde nido hi realizagdio de movimento, tendo um aumento
significative do tdnus muscular. O trabalho realizado nesse caso € isométrico (isso= igual e
metria= medida).

Ha trés tipos de forga:

¢ Maxima — aquela exercida com maior dispontbilidade através de uma
contragio maxima dos misculos esquléticos, sendo realizada de forma estatica (forca de
manutengio, fracio e pressdo) e dindmica (impacto, tragio ¢ empurrdo). A primeira é a
maior for¢a que o sistema neuromuscular pode mobilizar através de uma contragio
voluntaria contra uma determinada resisténcia e, a segunda, a mixima que pode se
desenvolver por uma contragdo voluntiria dentro de uma determinada seqiéncia de
movimentos (Frey in Weineck, 1999).

» Rapida — compreende a capacidade de movimentar o corpo ou parte do
corpo (bragos e pernas) ou ainda objetos (bolas, pesos, esferas, etc) com uma velocidade
maxima (Weineck, 1999). Exemplos: sprint, saltos chutes, arremessos, golpes.

» Resisténcia de forga — capacidade de resisténcia a fadiga em condigdes de

forga aplicada. Exemplos: resisténcia de forga de sprint, saltos, chutes, arremessos.

1.3) Velocidade
E uma caracteristica presente nas diferentes situagdes nos varios esportes, sendo
especifica e também relativa, dependendo da especificidade exigida pele esporie. Frey in
Weineck (2000) define velocidade como a capacidade, com base na mobilidade dos
processos do sistema nervo-musculo e desenvolvimento da forga muscular, de completar
acdes motoras, sob determinadas condigdes, no menor tempo.
Ha ocorméncia de trés tipos de veloctdades:
¢ De Reacdo — é aquela caracterizada por uma resposta muscular rapida diante
de estimulos externos, tais como o disparo nas corridas de atletismo, mudangas bruscas de
direcdes etc.
* Aciclica — ¢ realizada na forma de movimentos ou agBes motoras finicas, é

manifestada como langamentos, arremessos, chutes etc.
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¢ Ciclica — esta presente em uma sequéncia de agdes motoras, repetidas de
forma ritmica, tais como no treinamento intermitente, por exemplo.
Dessa forma, o protocolo de treinamento utilizado nesse trabatho pode ser entendido como
estimulo de velocidade ciclica com pausas parcialmente recuperativas, havendo variagio de

velocidade e pausa, conforme tabela 3 em materiais e métodos.

2) Objetivos

Os objetivos deste trabalho consistiram em analisar os tipos de fibras musculares
que compdem o musculo semitendinoso de ratos Wistar ¢ os efeitos do treinamento
intermitente, através da téenica histoquimica da mATPase miofibnilar e da técnica
bioquimica de eletroforese e uma tentativa de padronizagiio do protocolo de treinamento

utilizado.
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3) Materiais e Métodos
3.1) Animais

Foram utilizados 16 ratos machos da linhagem Wistar, com 21 dias de idade no
inicio do estudo. Foram formados dois grupos com oito animais, um grupo controle (GC) e
um grupo treinado (GT). Durante o periodo de treiramento os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada (18 a 22°C) e inversfio dos ciclos de vida por meio de
foto periodo de 12 horas (como sdo animais de habitos notumos é invertido o ciclo noturno

¢ diurno, passando o dia para noite e a noite para dia) € providos de ragio e agua ad libitum,

3.2) Protocolo de treinamento
O GC nao foi submetido a nenhum tipo de exercicio. O GT, antes de entrar no

treino especifico, foi submetido a um més de pré-adaptagéio, dividida em dois periodos. No
primeiro periodo (uma semana), os animais foram colocados na esteira desligada por um
tempo de dez minutos para caminhar liviemente. No segundo periodo (trés semanas), os
ratos foram colocados na esteira ligada a uma velocidade inicial de 2,5 m/min durante um
tempo de 2 minutos. Na ultima semana chegou-se a velocidade de 10 m/min em um tempo
de 10 minutos de corrida, uma vez ao dia. Durante esse periodo, a velocidade era
aumentada em Im/min a cada dois dias ¢ o tempo em 1 minuto, também no mesmo

periodo. Ver tabela abaixo:

Tabela 1: Distribuigéio da velocidade e tempo de corrida na adaptacgio dos animais 3 esterra.

¥V {m/min) T (minutes)
2,5
2,5
3.5
3,5
45
4.5
55
5,5
6,5
6,5
7.5
7,5
8,5
8,5
95
9.5
10
10

oo eo|eo]~al ~alov|on| o] & | ] w|w] o] ke
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Em seguida, fo1 feita uma adaptagdo especifica ao treino intermitente com uma
semana de duragdo. O tempo foi fixo de 10minutos por dia e a velocidade foi aumentada 5
m/min a cada dois dias, até chegar 3 velocidade de 20 m/min. Esse tempo era dividido em

trés “sprints” de 2 minutos com pausa de 2 minutos.

Tabela 2: Distribuigo davelocidade ¢ tempo de comda na adaptagio especifica dos animais 4 esteira.

Dias V (m/min) T (min) Pausa (min) Repeticoes
Segunda 10 10 2 3
Terga 10 10 2 3
Quarta i5 10 2 3
Quinta i5 10 2 3
Sexta 20 10 2 3
Sdbado 20 10 2 3

Apos essa fase, o GT entrou no treinamento propriamente dito durante 8 semanas,

seis dias por semana, seguindo o seguinte protocolo de treino intermitente. Ver tabela 2.

Tabela 3: Protocolo de treinamento dos aniinais

Semana V (m/min) T (min) Pausa (min) | Repeticoes
12 20 5 2 4
2 30 2,5 1 4
3 32,5 2,5 1 6
42 35 2,5 1 6
5.8 35 2,5 1 6

3.3) Preparacio das amosiras

Imediatamente apds o periodo de treinamento, os animais do GT e do GC foram
sacrificados com éter e em seguida tiveram o masculo semitendinoso retirado. Uma secgéio
da drea vermelha e outra da area branca foram separadas e fixadas em pequenos pedagos de

madeira com Tissue Tek. Utilizou-se a seguinte legenda pama identificago das amostras:

II ST | +ST-misculo semitendinoso
I R1 i ‘R1-especificagiio do rato

¢+ ! -¢-especificaciio da parte do misculo
@ (V paravermelho ¢ B para branco)

i Y- narte extraida do mireulo
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Depois dos misculos serem fixados nas plaquetas de madeira, foram imediatamente
congelados em isopentano resfriado em nitrogénio liquido. Em seguida as amostras foram

armazenadas em freezer -80°C.

3.4) Periodo de cortes e montagens da laminulas

Concluidas as coletas e congelamento, elaboramos o protocolo das
laminulas. Estabeleceu-se um nimero de quatro animais por laminula, com dois cortes da
parte branca e dois cortes da vermelha para cada animal, tendo um total de 8
cortes/laminula . Foi feito um conjunto de 12 laminulas parao GT 14 4, 12 paraos GT 5 &
8,12 paraos GC 1 2 4 e 12 para 0s GC 5 a §, totalizando 48 laminulas. Em cada laminula
foram colocados quatro cortes de cada animal, dois cortes para a por¢io vermelha e dois

para a por¢do branca e esses foram feitos em criostato a -24°C com 12um de espessura.

3.5) Histoquimica

Os cortes foram submetidos simultaneamente a reacio de mATPase (myofibrillar
adenosine triphosphatase) (Pette & Staron, 1993) apés pré incubacdes em pH de 4.3, 4.5
(Brooke & Kaiser, 1970) e 10.3 (Guth & Samaha, 1970). Os pHs foram ajustados em
fungdo da especificidade existente entre musculos de animais de espécies diferentes. Foram
feitas fotomontagens dos cortes no pH 4.5 que em conjunto com a observagio dos cortes
nos pHs 4.3 e 10.3 caracterizaram e determinaram o nimero de cada tipo de fibra existente

no muisculo.

3.6) Bioquimica

Apos a coleta do Gltimo corte de cada misculo para histoquimica, coletamos de 5 a
8 cortes para andlise bioquimica. Estes foram colocados em 0,5ml do seguinte meio: 10%
(w/v) glycerol, 5% (v/v) 2 mercaptoethanol e 2,3% (w/v) sodium dodecylsulfate (SDS) em
62,5 mM Tris/HCL buffer (pH 6,8). Os cortes foram agitados durante um minuto e
aquecido por 10 minutos a 60°C. Feito isso, submetemos pequenas por¢des do extrato(5-7
ul) foram submetidos a eletroforese em gel (gradiente de 7-10%) de poliacrilamina (SDS)

com 17-18 horas de comda a 120V. Fo1 incluida também uma amostra do masculo séleo
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por apresentar mais ou menos 95% de MHCI e 5% de MHCIL Os géis foram corados com
Coomassie Blue (Bir e Pette, 1988). As cadeias de miosina foram identificadas de acordo

com sua aparente massa molecular, comparadas com marcadores de proteinas.

3.7) Anailise Estatistica

Os dados que abordam a quantidade total de fibras do misculo semitendinoso do
grupo controle (GC) e do grupo treinado (GT), foram submetidos a analise estatistica

utilizando o test-t ndo pareado para amostras independentes, através do programa INSTAT,
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4) Resultados e Discussio
4.1) Histoquimica - Reacéio de mATPase

O musculo semitendinoso apresentou duas porgdes distintas, uma vermelha (a,b,c) e
outra branca (d,e.f) nos dois grupos, GC e GT. Na por¢do vermelha foi constada a presenga
de todos os tipos de fibras musculares, tanto as do grupo 1 quanto as do grupo II,
juntamente com as hibridas (IC, IIC, IIAD e IIDB) e € nesta porgdo que também vamos
encontrar 0 maior numero de fibras em transi¢gdo. Na por¢do branca foi constada uma

predomindncia das fibras do grupo II em especifico as do tipo 1IB. Ver figura 1 e 2.

SENEEE TP\ W . Ae B

Figura 1: Reagdo Histoquimica de mATPase em pH4.5 (a, d), 4.3 (b,e) e 10.3 (c, f)
em cortes seriados do musculo semitendinoso de rato Wistar, Area vermelha (a, b,
c) e area branca (d, e, f). I-fibra do tipo I, IC-tipo IIC, A-tipo IIA, AD-tipo IIAD,
D-tipo IID, BD-tipo IIBD e B-tipo IIB.



Figura 2: Reagio Histoquimica de mATPase em pH4.5 do misculo semitendinoso de
um animal do grupo treinado. Area vermelha (superior) e area branca (inferior)
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Dessa forma pode-se constatar que esse musculo ndo é composto na sua totalidade
por fibras do tipo IIB como foi apresentado por Smolka (1999), possuindo também a
presenga de fibras do tipo IIA, também chamada de fibra rapida oxidativa glicolitica (Jurie
at. al, 1998), que apresenta atividade glico-oxidativa e as do tipo I, cuja obtengio de
energia se da através da via oxidativa. Tal resultado vem confirmar a atividade da enzima
citrato sintase, verificada por Molnar (2000), participante na quebra da glicose para
produgéio de ATP no ciclo de Krebs, Apos a identificagdo dos tipos e quantidade de fibras,
foi construido um grafico das médias e desvio padrio das porgdes branca, vermelha e de

ambas (esse caracteriza o musculo na sua integralidade), conforme figuras 3, 4 e 5.
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Figura 3: Grafico das Médias e desvio Padrdo dos Tipos de Fibras da
Porgdo Branca do Misculo Semitendinoso do Grupo Controle e Grupo
Treinado.
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Figura 4: Grafico das Médias e desvio Padrio dos Tipos de Fibras da
Por¢io Vermelha do Musculo Semitendinoso do Grupo Controle e

Grupo Treinado.
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Figura 5: Grafico das Médias e desvio Padrdo dos Tipos de Fibras do
Musculo Semitendinoso do Grupo Controle e Grupo Treinado.
*significante **muito significante ***extremamente significante
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Observando a figura 3 (por¢8o branca) notamos que houve um aumento das fibras
hibridas IC e IIDB e das puras [IA e IID.Na figura 4 (por¢io vermelha) das hibridas IC,
1IC, HAD e IIDB e na figura 5 (ambas porgdes) das hibridas IC, HIC, IIAD e ITDB, Somente
no grafico 3, da por¢io branca, houve aumento nas fibras puras HA ¢ IID ¢ nos trés
ocorreram uma diminuig¢do das fibras puras do tipo IIB.

Dessa forma, pode-se notar que a pratica desse exercicio fisico aumenta o nimero
de fibras hibridas para que ocomra a conversdo naquelas que sdo utitizadas na modalidade
em questdo e um aumento das puras IIA e IID na porgdo branca. Na por¢io vermelha essas
fibras sofreram uma diminuig#io. Portanto na totalidade do musculo (figura 5), a diminuigio
dessas fibras foram mais acentuadas com conseqiiente aumento das hibridas IIAD e IIDB,
que as sucedem respectivamente.

O protocolo utilizado nesse treinamento pode ser caracterizado como treinamento
intermitente (Weineck,1999) onde aplica-se um estimulo seguido de um tempo de
recuperagio nio total, podendo, entdo, induzir uma mudanga das fibras no sentido de I para
IIB, visto que ¢ um tremo de velocidade, cujo metabolismo se da por via anaerébica ¢
portanto mobilizagdo das fibras rapidas (Weineck,1999,2000). No entanto, houve uma
queda das fibras do tipo IIB no geral, Esta condigdo nos permite levantar a hipdtese de que
como se trata de um treino que mobiliza em grande parte fibras rapidas, pode ter ocornido
uma hipertrofia das mesmas. Jurie et al. (1998), analisando amostras do toracico
longuissimo e semitendinoso de acordo com esfor¢o realizado, constataram uma hipertrofia

em particular da fibras [IA, IAB e IB.

4.2) Bioquimica

A eletroforese das amostras do musculo semitendinoso demonstrou a expressiio de
quatro 1soformas de miosina (MHCI, IIb, 1Id e 11a). Existe predomindncia da banda ITb em
todos os animais. As bandas ITa e IId aparecem muito proximas e a banda 1 esta presente
muito levemente, tanto em animais do GC quanto no GT, conforme figura 6. Portanto, o
musculo semitendinoso ¢ um muosculo composto em grande parte por fibras do grupo II, o
que pode também ser confimada pela histoquimica. O gel foi submetido & analise de
densitometria, que mede a densidade oOptica e conseqiietemente pode ser correlacionada
com quantidade de proteina. Entretanto, devido a grande proximidade das bandas IIA e IID

o aparetho ndo consegutu distingui-las para fazer o célculo.
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Figura 6: Analise eletroforética do extrato dos musculos semitendinoso de ratos Wistar. GTT 1-
8: Grupo Tremnado, GC 1-4: Grupo Controle e SOL: musculo séleo.

4.3) Percentual de fibras

Tabela 4: Percentual de fibras que compdem o musculo semitendinoso (GC)

I IC [c A INAD 1D 1IDB 1B

599% 016% 006% 1062% 118% 19.18% 042% 6240%

4.4) Anilise Estatistica

Os dados da figura S foram submetidos a analise estatistica utilizando o test-t ndo
pareado para amostras independentes, através do programa INSTAT. De acordo com os
dados correlacionados ndo for significante a mudanga obtida nas fibras puras (I, 1A, ID e
IIB) e na hibnda IIC, ja nas outras fibras hibridas teve uma conversdo significante nas
fibras 1IAD (p=000103), muito significante nas fibras IC (p=0,0044) e extremamente
significante nas [IDB (p<0,0001) para um p<0.005. Dessa forma o treinamento pode ter
induzido uma mudanga das fibras no sentido de I para 1IB.
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5) Conclusoes

Este trabalho permitiu concluir que o musculo semitendinoso € composto por todos
os tipos de fibras, tanto as puras (I, A, IID e IIB) quanto as hibndas (IC, IIC, IAD e
IIDB}, porém é um musculo essencialmente de contragdo rapida como pode ser aferido no
percentual muscular de composigéo (Tabela 4).

O treinamento intermitente promoveu aumento das fibras hibridas principalmente
das [TAD e HIDB, que estdo situadas entre as fibras do grupo H, podendo caracterizar uma

conversdo no sentido de I para IIB.
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