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RESUMO

OBJETIVO: Analisar quantitativamente o tecido muscular esquelético de ratos com insuficiéncia arterial
periférica induzida apos treinamento de endurance.

METODOS: Os animais foram preparados cirurgicamente para a oclusio total da artéria femoral direita.
Apds o procedimento cirtrgico os ratos foram limitados a atividades na prépria gaiola (sedentérios, n = 10)
ou submetidos a treinamento de endurance com ciclo ergdmetro de forma continua (treinados, n = 10), que
consistiaem caminhada 2x/dia (manha e tarde) a 17 m/min, por 5 minutos, 5 dias/semana por 8 e 12 semanas.
Os grupos foram subdivididos com seus respectivos grupos sedentarios. A analise foi realizada pela observacéo
histolégica do musculo vasto medial direito apos o periodo de teste.

RESULTADOS: No grupo de animais treinados durante 8 semanas, o nimero médio de capilares no tecido
muscular foi maior (5,2 £ 3,834) do que no grupo sedentério (0,6 + 0,894). No grupo de animais treinados
durante 12 semanas o nimero médio de capilares foi maior (6,8 + 3,033) do que no grupo sedentério (3,0 +
2,345). O niumero médio de capilares entre 0s grupos treinados de 12 e 8 semanas também foi maior no
primeiro, entretanto, ndo estatisticamente significante. O nimero médio de capilares do grupo sedentario de
12 semanas foi maior (3,0 £ 2,345) do que no grupo de 8 semanas (0,6 £ 0,894).

CONCLUSAO: Em animais com insuficiéncia arterial periférica induzida submetidos a treinamento de
endurance, hd um processo de adaptacdo muscular com um aumento no nimero de capilares.

DESCRITORES: Neovascularizagdo. Musculo esquelético. Treinamento de endurance.

ABSTRACT

PURPOSE: This work introduces quantitative research into the skeletal muscle tissue of rats, suffering induced
outlying arterial inadequacy after endurance training.

METHODS: All those rats had been prepared surgically towards the right femoral artery total occlusion.
After surgical procedures, the rats were either restricted to activities inside their cage (sedentary ones, n=10)
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or undergone endurance training with cycle ergometer in continuous way (trained ones, n=10), which consisted
in walking twice a day (morning and afternoon) at 17m/min, for 5 minutes, 5 days a week during 8 and 12
weeks. The groups were halved in order with their respective sedentary groups. The analysis was achieved
by vast medial muscle histological observation after test period.

RESULTS: Considering the eight-week trained group, the average number of muscle tissue capillary vessels
has been shown higher (5,2 £+ 3,834) than in the sedentary one (0,6 £ 0,894). Also in the 12-week trained
group, the average number of capillary vessels has been shown higher (6,8 + 3,033) than in the sedentary one
(3,0 £ 2,345). The average number of capillary vessels between the 12-week and 8-week groups has been
shown higher in the first group as well, however, not statistically significant. The average number of the 12-
week sedentary group’s capillary vessels has been higher (3,0 + 2,345) than the eight-week one’s (0,6 +
0,894).

CONCLUSION: The muscle adaptive process concerning the capillary vessels’ increasing number through

the endurance training of rats, which have induced outlying arterial inadequacy.

KEY WORDS: Neovascularization. Skeletal muscle. Endurance training.

Introducéo

O termo angiogénese foi introduzido por Hertig
em 1935 para descrever a formagéo de novos vasos
sanguineos na placenta e, mais tarde, Folkman em
1971, para descrever a neovascularizagao
acompanhando o crescimento de tumores sélidos®.
O estudo da angiogénese comecou ha cerca de trés
décadas na tentativa de entender o papel da
vascularizacdo no crescimento tumoral. Ele é agora
um vasto campo que inclui o crescimento e a regressao
de capilares no desenvolvimento embrionario, nas
funcdes fisioldgicas, e nos estados patoldgicos?.

Apesar de intensas investigagdes sobre a
angiogénese, pouco esforgco tem sido feito para
explorar este fendmeno no tecido isquémico. Os
poucos estudos sobre este tdpico tem focado
primariamente o desenvolvimento de artérias colaterais
em leitos arteriais existentes®.

Hudlicka e col.%, em extensiva revisdo dos
numerosos fatores metabdlicos, mecanicos, humoral
e hormonal, envolvidos no desenvolvimento capilar e
adaptacdes do musculo esquelético, sugeriram que a
danificacdo da membrana basal como um resultado
de tensé@o da parede do vaso, ou na liberacdo de
enzimas lisossomais e proteases acidas, sdo
necessarias para anteceder a angiogénese.

Foi observado que ratos machos com ligadura
de artéria femoral bilateral, treinados em programa
de treinamento fisico de média intensidade na esteira
ergomeétrica (2x/dia, 15m/min, 5 dias/semana por 8-
11 semanas), tém seus fluxos sangiiineos musculares
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dependentes de colaterais aumentados pelo
treinamento. Isto foi coincidente com uma melhora
na tolerdncia dos animais ao exercicio durante a
caminhada na esteira®.

Estudos sobre o fluxo sangliineo muscular em
ratos com insuficiéncia arterial periférica induzida
demonstraram que ocorreu uma redistribui¢éo do
fluxo sangliineo nos animais treinados, aumentando o
fluxo sangliineo aproximadamente em 80% nos
tecidos proximais. O aumento associado ao aporte
de O, para o musculo relativamente isquémico,
provavelmente contribuiu para aumentar
marcadamente a tolerancia evidenciada nos tecidos
treinados®. 1sso ocorre principalmente em resposta a
presenca de fatores angiogénicos liberados por (1)
tecidos isquémicos, (2) tecidos que estéo crescendo
rapidamente, ou (3) tecidos que tém metabolismo
excessivamente alto’. Porém, o passo essencial da
angiogénese dependera do estimulo angiogénico,
diferenciag&o entre os tecidos e pode ser determinado
pelo estado fisiopatoldgico. Asobrecarga muscular
induz o crescimento capilar pelo brotamento lateral
de capilares pré-existentes, provavelmente devido a
acao mecanica do estiramento no lado luminal dos
vasos. O mecanismo de formagéo do lume inclui a
canalizacéo inter e intracelular, enquanto que a mitose
de células endoteliais, mas ndo a quebra da membrana
basal, foi tida como o inicio do brotamento®.

A resposta da microcirculagdo a diferentes
programas de treinamento tem sido observada por
diferentes métodos com objetivos diferentes em
humanos, bem como em musculos esqueléticos de
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animais. Um aumento na capilarizagdo tem sido
largamente descrito como um efeito especifico do
exercicio de endurance no tecido muscular®.

O treinamento induzido aumenta a capacidade
oxidativa no musculo esquelético e reflete o padrdo
de fibras musculares recrutadas durante o exercicio.
Foi previamente reportado que treinamento de
endurance aumenta a capacidade do leito vascular
no musculo esquelético, para transportar substancias
para 0 musculo e do musculo. Aumentos na
capacidade do fluxo sangliineo foi mais evidente em
tecidos musculares com o melhor aumento relativo
na atividade durante o treinamento. Por exemplo,
treinamentos de baixa intensidade aumentam a
capacidade nas fibras vermelhas oxidativas
predominantemente dos membros inferiores, no
entanto treinamentos de alta intensidade aumentam a
capacidade do fluxo nas fibras brancas glicoliticas
predominantemente dos mudsculos dos membros
inferiores. Esses resultados foram conduzidos a
propostas que treinamentos de diferentes intensidades
produzem mudangas no leito vascular dos musculos
que tem um melhor aumento relativo na atividade
durante o treinamento™.

O presente estudo tem como objetivo verificar
os efeitos do treinamento de endurance sobre o
namero de capilares no tecido muscular esquelético
na insuficiéncia arterial periférica induzida.

Meétodos

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica
em Experimentag&o Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEEA-UFPE), processo N° 013027/2003-35 e
encontra-se de acordo com as normas vigentes.

Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos, adultos
jovens, pesando cerca de 250 g. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas (no maximo 5 animais/
gaiola) com oferta de 4gua e alimento Labina Purina?
ad libitum, sendo mantido um ciclo claro/escuro de
12/12 horas em temperatura ambiente.

Os animais foram separados aleatoriamente em
grupo de animais treinados (n = 10) e o grupo de
animais sedentarios (n = 10) constituido por animais
ndo submetidos ao treinamento. O grupo de animais
treinados foi submetido a caminhada em um ciclo
ergometro, desenvolvido pelo Departamento de
Mecéanica do CEFET - PE, com uma velocidade de
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17 m/min, por cinco minutos, duas vezes ao dia e por
10 dias, para se familiarizar com o protocolo segundo
Yang®, modificado. Os demais se limitaram a atividades
dentro da propria gaiola.

No décimo primeiro dia, 0s dois grupos de
animais foram preparados cirurgicamente para a
ligadura da artéria femoral direita. Apds depilacéo e
anti-sepsia da regido interna da pata traseira direita,
foram anestesiados com uma solugéo de cloridrato
de xilazina e quetamina, em uma quantidade de 0,2
ml para cada 100 g de peso. A via de aplicacéo foi a
intramuscular, na regido interna da pata traseira
esquerda do animal. Apo6s a incisdo na face medial
da pata traseira direita do animal de
aproximadamente 3 cm a partir do ligamento inguinal,
foi dissecada a artéria femoral direita em sua porcéo
mais proximal (5-6 mm do ligamento inguinal). A
ligadura foi feita com linha de algod&o n° 50 ao redor
da artéria femoral, até sua total oclus&o. A sutura da
pele foi feita através de trés pontos duplos com fio
de sutura categut simples numero 4-0. Ao final do
procedimento foi administrado antibidtico topico de
rivamicina, sendo a mesma aplicacdo mantida
diariamente na ferida operatoria durante trés dias.

Apos trés dias do procedimento cirargico, 0s
animais do grupo treinado foram submetidos ao
treinamento de endurance continuo em ciclo
ergbmetro, duas vezes ao dia (manha e tarde), 5 dias
por semana, caminhando a uma velocidade de 17 m/
min, por 5 minutos. O treinamento de endurance foi
realizado de forma continua, sendo, desta forma,
mantida tanto a velocidade (17 m/min) quanto o
tempo de treinamento (5 minutos). O grupo dos
animais treinados foi dividido em dois subgrupos:
grupo treinado durante oito semanas (n = 5); e 0
grupo treinado durante 12 semanas (n = 5). Os
animais do grupo sedentario também foram
subdivididos, ambos contendo cinco animais.

O primeiro grupo de animais (8 semanas de
treinamento), foi sacrificado no dia imediatamente
apos o término do treinamento e o segundo (12
semanas de treinamento) com mais quatro semanas,
apos o término do treinamento. Sendo 0 mesmo
numero correspondente de animais para 0s grupos
sedentérios, respectivamente, e escolhidos de forma
aleatoria para a realizagdo do sacrificio. O sacrificio
foi realizado com uma dosagem de inalag&o letal de
éter sulfurico apds serem anestesiados com uma
solugéo de cloridrato de xilazina e quetamina por via
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intramuscular, em uma quantidade de 0,2 ml para
cada 100 g de peso. O musculo vasto medial direito
de todos os animais foi dissecado e em seguida
seccionado transversalmente (5Smm) imediatamente
apds a morte do animal. As amostras foram colocadas
em um recipiente de vidro com rolha contendo
solucgéo fixadora Bouin (75 ml de solug&o aquosa de
acido picrico, 20 ml de formaldeido a40% e 5 ml de
acido acético glacial) e ap6s 24 horas, trocada por
uma solugdo de alcool a 70% ficando este até o
processamento histoldgico do material, cujos cortes
foram tratados com técnica de rotina histoldgica e
corados com hematoxilina e eosina.

O material obtido foi analisado atraves de
microscopia Optica, num microscdpio Leica® modelo
DMLS, utilizando-se um aumento de 400x. Aanalise
quantitativa foi realizada comparativamente entre cada
grupo (8 e 12 semanas) e entre 0s grupos de animais
sedentarios e os que foram submetidos ao

treinamento. Os dados obtidos foram analisados pelo
teste Mann-Witney com significancia 0,05 e os
resultados expressos em média + desvio padréo. Foi
utilizado o programa Excel 2000 Microsoft® para a
montagem dos bancos de dados e gréficos.

Resultados

Apds o programa de treinamento de endurance
durante oito semanas em animais com insuficiéncia
arterial periférica de membro inferior induzida
cirurgicamente, o nimero médio de capilares no tecido
muscular esquelético (Figura 1) foi maior no grupo
treinado (5,2 * 3,834, p < 0,05) do que no grupo
sedentério (0,6 = 0,894, p < 0,05) como ilustrado
na Figura 2A. No grupo de animais treinados durante
12 semanas, 0 nimero medio de capilares no tecido
muscular esquelético foi, também maior no grupo
treinado (6,8 + 3,033, p <0,05), apesar da relagdo

FIGURA 1 - Fotomicrografias do misculo vasto medial direito. A e B — Cortes transversais da por¢do mais proximal a
ocluséo da artéria femoral direita mostrando as células endoteliais dos capilares (setas) entre os feixes musculares.

Hematoxilina e eosina—4000x.
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FIGURAZ2 - Valores médios do nimero de capilares no misculo vasto medial direito animais sedentarios e submetidos ao
treinamento de endurance. A. durante 8 semanas ap06s a ligadura da artéria femoral direita; B. durante 12 semanas ap6s a
ligadura da artéria femoral direita. *Relacéo estatisticamente significante (P < 0,05, para o Teste de Mann-Whitney).
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entre os animais treinados e 0 seu grupo sedentario
respectivo ser menor, comparando-se com a mesma
relacdo do grupo de animais com 8 semanas, 0
namero médio de capilares encontrados neste grupo
de animais treinados pelo periodo em quest&o, foi
maior que no grupo sedentario (3,0 + 2,345, p <
0,05) (Figura 2B).

O nimero médio de capilares no tecido muscular
esquelético do grupo treinado durante 12 semanas
foi maior (6,8 + 3,033) do que o nimero médio de
capilares no grupo treinado durante 8 semanas (5,2
+3,834), porém ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p > 0,05) (Figura 3A). O nimero médio
de capilares no tecido muscular esquelético do grupo
sedentéario de 12 semanas foi maior (3,0 + 2,345, p
<0,05) do que o nimero médio de capilares do grupo
sedentério de 8 semanas (0,6 + 0,894, p < 0,05)
(Figura 3B).
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FIGURA 3 - Valores médios do nimero de capilares no
musculo vasto medial direito. A. animais submetidos ao
treinamento de endurance durante 8 e 12 semanas apés a
ligadura da artéria femoral direita; B. animais sedentarios
durante 8 semanas apos a ligadura da artéria femoral direita.
*Relagdo estatisticamente significante (P < 0,05, para o
Teste de Mann-Whitney).
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Discussao

Os resultados obtidos no modelo experimental
que utilizamos para analisar o nimero de capilares
no tecido muscular esquelético em animais com
insuficiéncia arterial perifeérica induzida submetidos a
treinamento de endurance sdo compativeis com o0s
descritos na literatura utilizando a esteira
ergométrica3#91-121314 Este modelo mostrou-se
adequado para o desenvolvimento de novos capilares
utilizando o ciclo ergbmetro™*,

A partir da 82 semana de treinamento de
endurance, foi observado um aumento no nimero de
capilares que se estendeu até as 12 semanas de
treinamento, apesar de ser verificado um aumento no
numero médio de capilares em relacdo aos animais
analisados com 8 semanas de treinamento, esta
diferenca néo foi estatisticamente significante (p >
0,05). Estes resultados sugerem que um treinamento
de endurance durante 8 semanas em animais com
insuficiéncia vascular periférica, induz a adaptacoes
vasculares que melhoram o fluxo sangtiineo muscular
durante o exercicio, apesar de Suzuki et al*® terem
mostrado processo semelhante observado com um
treinamento de apenas seis semanas.

A quantidade de capilares encontrados na
amostra do musculo dos animais treinados por 8 e
12 semanas foi significantemente maior (p < 0,05)
em comparagao com 0s animais de seus respectivos
grupos sedentérios. Em geral, o treinamento de
endurance induz um aumento da capilariza¢éo, o qual
é precedido por um aumento da capacidade oxidativa
que pode ser avaliada pelo crescimento da atividade
enzimatica oxidativa e pelo aumento da densidade
de volume mitocondrial. O aumento da densidade
capilar esta, entretanto, algumas vezes ligado a
diminuigdo do didmetro da fibra muscular, porém,
Hermansen e Wachtlova em 1971, observaram
aumento da densidade capilar em treinamento de
endurance associado as condicdes de hipertrofia das
fibras musculares**.

O masculo esquelético ndo é homogéneo mas
composto de diferentes tipos de fibras musculares e
cada uma das quais possui um fendtipo préprio. O
aumento da capilarizacdo em treinamentos de
endurance estava usualmente ligado as mudangas na
composicao das fibras musculares, que passam de
fibras glicoliticas rapidas para fibras oxidativas. Foi
demonstrado que a densidade capilar aumentaria
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mesmo em condig¢des em que as fibras musculares
ndo se alteram, indicando verdadeiro crescimento
capilar, porém esse efeito seria maior ao redor de
fibras oxidativas rapidas e lentas do que em regides
proximas as glicoliticas*°.

A escolha de animais adultos jovens foi
estabelecida em decorréncia dos animais, nesse
periodo, estarem na fase adulta e as modificacGes e
respostas cardiovasculares se mostrarem mais
estabilizadas. Isto entdo, foi considerado como
parametro importante, visto que o crescimento de
novos capilares ndo esta geralmente presente em
tecidos adultos normais, exceto no sistema reprodutor
feminino devido a alta demanda de células endoteliais
e no musculo esquelético por ser o surgimento de
novos capilares bastante intenso durante o periodo
de desenvolvimento pos-natal, e por atingir sua
estabilidade na fase adulta®*. No entanto, os
mecanismos pelos quais a idade pode limitar a
formacgdo de novos vasos sanglineos ainda
permanecer bastante indefinida, apesar de Rivard et
al®®, confirmarem o prejuizo deste processo em idades
avancadas devido a reducdo da capacidade de
desenvolvimento de vasos colaterais em resposta a
um estimulo angiogénico.

O procedimento cirargico de oclusdo da artéria
femoral direita, criou sinais agudos de insuficiéncia
arterial periférica nos grupos em estudo. O fluxo
reserva para 0 membro inferior direito foi reduzido.
No entanto, a capacidade de fluxo colateral distal
para este membro permaneceu suficiente para suprir
as necessidades teciduais basicas dos grupamentos
musculares, visto que ap6s a ocluséo aguda da artéria
femoral, a regido tecidual afetada estara
completamente dependente da circulagéo colateral
para seu suprimento de nutrientes'“,

Assim, os animais que ndo foram submetidos a
nenhum tipo de atividade que viesse a aumentar este
fluxo para 0 membro insuficiente, ndo sofreram
maiores necessidades de suprimento. Devido a isso,
este procedimento ndo produziu sinais de isquemia
no repouso e/ou necrose tecidual, nos animais
sedentarios e mesmo nos submetidos ao treinamento
de endurance. Isto pode ser explicado pelo
mecanismo fisioldgico de resposta a estas
necessidades metabdlicas imediatas’.

A hipoxia é considerada um estimulo para o
crescimento capilar, estimulando a liberacéo de
fatores de crescimento derivados de macrdfagos®*.
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Por isso é que, ao ser submetido a altas exigéncias
metabolicas, como a uma atividade fisica cronica,
estimula-se ndo so esses fatores de crescimento
vascular*”4® como também os fatores
vasodilatadores, como o lactato e principalmente a
adenosina®’.

Mas ndo somente através de fatores metabolicos
e de crescimento vascular, é ativado o processo
angiogénico. Os fatores mecénicos, induzidos pelo
aumento do fluxo sanguineo, também favorecem o
crescimento capilar. Devido ao fluxo no musculo
esquelético ser regulado por multiplos mecanismos,
€ comum que esses fatores se tornem importantes
moduladores na hiperemia induzida mecanicamente
apos o exercicio fisico®. A tensdo provocando
estresse na parede do vaso, pelo treinamento de
endurance, levando a um aumento da presséo dentro
dele, &, sem duvida, indutora da proliferacdo vascular
principalmente nos vasos de maior calibre*’#4,

O desempenho na realizacdo do exercicio
melhorou com o passar das sessdes do programa de
treinamento de endurance, possivelmente, por
promover um aumento da capacidade aerdbica do
masculo, aumentando o numero e o volume de
mitocdndrias, e a densidade capilar dos musculos
ativos. Essas adaptacdes funcionais e estruturais ao
nivel dos capilares sdo importantes na estabilizacao
da capacidade de fluxo e contribui para a regulacéo
do fluxo sanguineo nos musculos ativos durante o
exercicio. Elas também devem diminuir a distancia
de difusdo entre capilares e mitocondria®*.

No treinamento de endurance durante 8 semanas
em ratos com insuficiéncia arterial periférica induzida
do membro inferior, 0 nimero de capilares aumentou
significativamente (p <0,05) quando comparado com
0 seu grupo de animais sedentario. Da mesma forma,
um programa de treinamento de endurance em uma
igual populagéo de ratos submetidos a 12 semanas
de treinamento, resultou em um aumento também
significante (p <0,05) no nimero de capilares em
relacdo ao seu grupo de animais sedentario. Porém,
se verificarmos a relagdo de cada grupo submetido
ao treinamento de endurance e seu grupo sedentario,
veremos que, entre 0s animais treinados durante 12
semanas, ela é menor que a dos animais treinados
durante 8 semanas. Isto pode ser justificado ndo s6
pela adaptagdo muscular sofrida pelo treinamento a
que foram submetidas®*"*4!¢ mas, também, devido
ao processo de acomodacao cardiovascular sofrido
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pela manutencdo, tanto da intensidade (17 m/min)
quanto da duracdo da atividade fisica (5 minutos),
imposta aquele grupamento muscular.

Os efeitos do treinamento sdo influenciados por
muitos fatores, incluindo (1) a intensidade das sessoes;
(2) a frequéncia e a duragdo do programa de
treinamento; (3) o tipo de programa de treinamento;
(4) a modalidade do exercicio escolhida; e (5) a
manutencao dos efeitos deste programa. Esses efeitos
é que irdo garantir aumentos maximos na aptidao
(VO, max) do sistema cardiovascular®.

Quando comparados os resultados do
treinamento de endurance durante 8 e 12 semanas
observou-se um aumento no numero médio de
capilares no grupo de 12 semanas, porém,
estatisticamente ndo significante (p > 0,05). JA com
relacdo aos resultados dos grupos de animais
sedentarios de 8 e 12 semanas, houve uma diferenca
significativa (p < 0,05), podendo isto ser explicado,
pelo fato desses animais terem sofrido situacdes de
hipdxia tecidual, em decorréncia do processo
oclusivo, que estimulou a liberagdo de fatores de
crescimento e producdo de substancias
vasodilatadoras no local da leséo e do estimulo3# 74418,

Conclusdes

O estudo do nimero de capilares no tecido
muscular em animais com insuficiéncia arterial
periférica do membro inferior direito induzida
cirurgicamente, sugere que, o treinamento de
endurance durante oito semanas se mostra eficiente
para promover um aumento do nimero médio de
capilares no tecido muscular esquelético. A resposta
tecidual nos grupos de animais sedentarios ocorre
desde o inicio do processo oclusivo, porém, se torna
mais evidente apds um periodo maior de recuperacéo,
com 12 semanas.
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