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RESUMO

No presente estudo as alteragdes etarias no sistema capilar foram
investigadas nos musculos diafragma e reto anterior do abdome
em ratos de 1, 8 e 18 meses de idade. Os padroes de ativagao
destes musculos diferem em que o diafragma é regularmente
mobilizado muitas vezes a cada minuto durante toda a vida do
animal, enquanto o reto anterior do abdome, embora mobilizado
na respiragao seja ativado de maneira muito menos frequente e
regular. As fibras musculares foram pré-incubadas em pH 4,35 e
fixadas pelo método de Padykula e Herman para estudar a ativi-
dade miofibrilar da ATP-ase, tornando possivel a separagdo das
fibras em trés grupos: oxidativa lenta (l); glicolitica oxidativa rapida
(I1A) e oxidativa rapida (IIB) e a identificagao dos capilares ao redor
das fibras no mesmo corte. A relacéo capilar/fibra e a densidade
capilar foram obtidas. A analise da relagdo capilar/fibra e da
area entre os dois tipos musculares mostrou padrbes diferentes
de desenvolvimento capilar, no envelhecimento, das fibras ndo
fatigaveis (I e llA) do musculo diafragma em comparagao com o
reto anterior do abdome. Estas diferengas etarias do diafragma e
reto anterior do abdome poderiam estar relacionadas a continua
contracao diafragmatica e poderia vir a ser este um modelo natural
de exercicio permanente e envelhecimento muscular.

Descritores: Envelhecimento,Diafragma,Exercicio.

INTRODUGAO

O exercicio é considerado possivelmente um fator protetor no en-
velhecimento muscular, podendo eliminar diferengas etarias.
Diferencas estruturais no diafragma, devidas ao processo de
envelhecimento tém sido descritas®34 mas poucos estudos
tém abordado as alteragbes do padrdo capilar tanto no musculo
diafragma (DIA) quanto no musculo reto anterior do abdome (RA)
durante o envelhecimento, sendo possivel imaginar-se algum grau
de relagao entre a organizacao capilar e a capacidade oxidativa
das fibras.

Pouco se sabe sobre a relagdo capilar/musculo dos musculos
esqueléticos e as mudangas que ocorrem em funcéao da idade
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SUMMARY

In the present study, the age-related changes of the capillary system
were investigated in the diaphragm and rectus abdominis muscles
of 1, 8, and 18-month-old rats. The activation patterns of these
muscles differ in the sense that the diaphragm is regularly mobi-
lized many times at each minute during the entire life of the animal,
while the rectus abdominis, although mobilized during breathing,
is much less and more irreqularly activated. The muscular fibers
were pre-incubated in pH 4.35 and stained by the Padykula and
Herman method to study of ATP-ase myofibrillary activity, enabling
the separation of the fibers into 3 groups: slow oxidative (I); glyco-
litic fast oxidative (lIA) and fast oxidative (1I1B) and the identification
of the capillary around the fibers in the same section. The capil-
lary/fiber relationship and the capillary density were obtained. The
analysis of the capillary/fiber relationship and of the area between
the 2 muscular groups showed us different patterns of capillary
development, in aging, of diaphragm muscle’s non-fatigable fibers
(I and lIA) in comparison to rectus abdominis. These age-related
changes of the diaphragm and rectus abdominis muscles could
be related to continuous diaphragm contraction and could be a
natural model of permanent exercise and muscle aging.

Keywords: Aging, Diaphragm, Exercise.

e de seu padréo de mobilidade funcional. Assim, o presente
estudo foi realizado para avaliar as alteragbes etarias da relagéao
capilar/fibra e a densidade capilar de dois musculos ativados
diferentemente: o DIA que contrai regularmente muitas vezes
por minuto, durante toda a vida do animal e o RA cuja ativacéo
€ muito menos freqlente.

MATERIAL E METODOS:

Trinta ratos Wistar machos foram usados nesta investigagao.
Grupos de 10 animais foram sacrificados 1, 8 ou 18 meses apos
0 nascimento, sendo denominados neste estudo como grupo jo-
vem, adulto e velho, respectivamente. O peso médio dos animais
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em gramas (= DP) foi 68 = 10,06, 420 = 37,15 e 458 + 43,34 g,
respectivamente. Os animais receberam agua e ragéo padrao ad
libitum. Devido a problemas técnicos, principalmente relacionados
a obtencao da coloragéo exata para tornar possivel a identificagéo
de capilares tipos de fibra na mesma lamina, apenas o material
referente a 13 ratos pode ser usado no estudo final.

Isolamento do tecido

Os animais foram sacrificados por inalagdo com éter. Apds a
morte, uma secgao transversal do RA e todo o DIA costal direito
foi obtido. Fitas representativas do DIA e do RA foram fixadas em
“Swiss roll” e submetidas ao hexano, previamente refrigerado em
nitrogénio liquido (-70°°). Cortes seriados de 10u foram, entao,
realizados.

Coloracao

Varias preparagdes para pré-incubagao em diferentes pHs foram
testadas para permitir a observagéo, no mesmo corte, dos trés
tipos de fibra e dos capilares ao redor das fibras. Isto foi obtido
com uma pré-incubagéao de pH 4,35.

Os cortes foram, entdo, submetidos a pré-incubagédo em pH
4,35 e submetidos a técnica de Padykula-Herman para atividade
microfibrilar de ATPase®.

Avaliacdo morfométrica

Os cortes foram submetidos a estudo em microscopio de camara
aberta e registrados em papel. Os registros foram, entao, anali-
sados para determinagao da area das fibras usando um sistema
planimétrico e uma mesa digitalizadora ligada a um computador.
O numero de capilares ao redor de cada fibra foi contado manual-
mente. Entre 47 e 140 fibras foram, em 3 a 16 campos, escolhidos
aleatoriamente em cada animal. Estes dados permitiram-nos
conhecer a relagao capilar/fibra e a densidade capilar para cada
tipo de fibra (I, 1A e 1IB) tanto para o DIA quanto para o RA.

Analise estatistica

Os dados foram analisados por variancia (Kruskal-Wallis). Quando
positivos os resultados foram submetidos a andlise para com-
paragdes multiplas modificada por Dunn. Cada grupo etério
para o DIA e RA pelo teste de significancia de Mann-Whitney. A
significancia foi definida em 5%.

RESULTADOS

Nos pudemos observar, inicialmente, um padrao similar nos paréa-
metros medidos tanto no DIA (Tabela 1) quanto no RA (Tabela 2)
em animais jovens, quando comparados nesta idade (um més).
Por outro lado, quando analisamos o padréao de envelhecimento
pudemos observar uma diferenga nos musculos DIA e RA. Em
ambos os musculos e em todas as idades as fibras IIB (rapidas
fatigaveis) apresentaram padréo de vascularizagéo diminuida em rela-
cao as lentas nao fatigaveis (1) ou as rapidas (I1A). (Tabelas 1 e 2)

No DIA, narelagao C/F e na DC nés pudemos observar um padréo
de envelhecimento caracterizado por mudancas objetivas entre o
grupo jovem e o adulto, mas ndo entre o grupo adulto e o velho.
No RA nés pudemos observar na relagcéo C/F e na CD um padrao
de envelhecimento caracterizado por mudancas objetivas entre
0S grupos jovem, adulto e velho.

Quando nés analisamos os grupos: jovem, adulto e velho pelo
teste de Mann-Whitney pudemos observar um padrao mais in-
tenso de envelhecimento no RA quando comparado ao DIA.

DISCUSSAO

O envelhecimento muscular provavelmente esta associado a
multiplos fatores. Velhos que mantiveram atividade diaria regular
(por ex. caminhadas) parecem apresentar um melhor padrao de
capilarizagao e cinética de VO2 durante o exercicio®. O DIA pa-
rece apresentar um padrao diferente de envelhecimento quando
comparado com outros musculos estriados. Por um lado o enve-
lhecimento esta associado com uma diminuigao da produgéo de
forga tetAnica maxima em ratos envelhecidos®. Por outro lado, o
DIA parece apresentar diferencas, no envelhecimento, emrelagéo
a outros musculos estriados, observando-se que exercicios de
alta intensidade, até a exaustao, resultam em fadiga significante
da contratilidade do musculo quadriceps mas n&o do diafragma,
em individuos velhos saudéaveis, relativamente sedentarios®.
Gosselin descreveu que em 344 ratos Fisher fémeas, submetidos
a exercicio, o tamanho da fibra e a densidade capilar ndo diferiram
entre ratos jovens e senescentes, nem o exercicio afetou estas
medidas. Além disso, o diafragma parece manter sua capacidade
oxidativa e micro vascularizagdo com o progresso da idade®.
Neste estudo, pudemos observar diferentes padrdes de capi-
larizagao no envelhecimento dos musculos DIA e RA. Nos dois
grupos e em todas as idades, as fibras IIB (répidas, fatigaveis)
apresentaram padrao de diminuigao de vascularizacao em relacao
a fibras nao fatigaveis lentas (I) ou rapidas (llA). Provavelmente
a baixa capacidade oxidativa das fibras IIB poderia explicar a
diminuigao da capilarizagao observada neste tipo de fibra.

Uma limitacao do presente estudo é a amostra relativamente
peguena que foi utilizada. Esta limitagao deveu-se as dificuldades
implicitas a adequagao do pH para possibilitar a visualizagao dos
tipos de fibra e dos capilares nos mesmos corte, bem como ao
fato de se trabalhar com microscopia de cdmara aberta. No en-
tanto a literatura registra outros autores trabalhando com nimero
igualmente limitado de animais.

No DIA pudemos observar um modelo de envelhecimento carac-
terizado por mudancgas objetivas entre os grupos de individuos
jovens e adultos, no referente a area das fibras e a densidade
capilar, ndo havendo mudangas estatisticamente significantes,
no envelhecimento, da relacéao capilares/fibra, exceto nas fibras
répidas (tipo 1IB). Quando comparados os grupos de adultos e
velhos foi possivel observar que ndo havia mudangas significativas
entre os dois grupos para nenhum dos parametros adotados.

Fibra TIPO | TIPO II-A TIPO II-B
Animal més CIF D. Cap C/F D. Cap C/F D. Cap
MEDIA 1 3,442 6,867 4,424 8,145 3,993 4 570

D.P. 0,807 1,953 0,690 1,065 0,834 1,592
MEDIA 8 4,740 2,324 5,601 2,431 6,304 1,532

D.P. 0,238 0,275 0,374 0,126 0,376 0,147
MEDIA 18 4,632 2,294 5,536 2,162 6,782 1,584

D. 0,874 0,538 0,521 0,120 0,622 0,182
K-Wallis p=0,153 p=0,055 p=0,231 | p=0,025 | p=0,048 | p=0,057
Wilcoxon p=0,723 p=0,723 p=1,00 | p=0,077 | p=0,888 p=1,00

Tabela 1 - Variaveis Medidas no Misculo Diafragma
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Fibra TIPO | TIPO II-A TIPO II-B
Animal més C/IF D. Cap. CIF D. Cap. CIF D. Cap. |
MEDIA 1 3,768 6,262 4733 6,500 4,740 2,925

D.P. 0,198 1,386 0,037 2,011 0,021 0,518
MEDIA 8 3,606 2,422 5,155 1,699 5,999 0,758

D.P. 0,423 0,226 0,375 0,289 0,689 0,130
MEDIA 18 4,495 2,378 6,690 1,796 7,374 0,737

D.P. 0,213 0,264 0,120 0,207 0,877 0,051

Kruskal-Wallis p=0,027 p=0,029 | p=0,015 p=0,015 | p=0,029 p=0,030
Wilcoxon p=0,033 p=0,723 | p=0,033 p=0,077 | p=0,723 p=1,00

Tabela 2 - Variaveis Medidas no Musculo Reto do Abdome

No RA observamos um modelo de envelhecimento caracterizado
por mudancas estatisticamente significantes entre os grupos jovem,
adulto e velho para todos os tipos de fibras estudados. Na com-
paragéo dos grupos adulto e velho foi possivel observar mudangas
estatisticamente significantes no tocante a relagao capilar/fibra
para as fibras nao fatigaveis (I e I1A), assim como no referente a
area seccional das fibras fatigaveis répidas (IIB); ndo havendo
significancia estatistica no restante das comparagdes, pudemos
deste modo definir um modelo de envelhecimento diferente para
0 musculo reto anterior do abdome em relagdo ao DIA.

Na anélise da densidade capilar dos dois grupos musculares
pudemos observar que as mudancas narelacéo capilar/fibra foram,
de algum modo, compensadas pelas diferentes alteragdes da érea
das fibras, de maneira que, em animais velhos, a densidade capilar
¢ equivalente no diafragma e nos musculos reto abdominais.

Os dados obtidos permitem concluir que héa diferencga objetiva
entre os modelos de envelhecimento do diafragma e musculos
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reto abdominais e uma possivel “protecao”, principalmente em
relacéo as fibras resistentes a fadiga no envelhecimento do DIA.
A condigao de contratilidade freqUente desse musculo poderia
estar associada a estes resultados.

De qualquer maneira, estes resultados, necessariamente limita-
dos, poderao estimular outros pesquisadores a se debrugarem
sobre o0 desafio de achar modelos experimentais simples e
confiaveis de atividade fisica e seu impacto no processo de
envelhecimento do aparelho locomotor.

CONCLUSAO

Os dados nos permitem concluir que existe uma diferenca efetiva
no padrao de envelhecimento entre o0 DIA e 0 RA, principalmente
em relagdo ao padrao capilar de fibras resistentes a fadiga. A
contragao continua do DIA, como um modelo natural de exercicio
continuo poderia ser uma das possiveis explicagdes para isso.
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