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RESUMO

Introducéo: Os fumantes sofrem reducéo da massa muscular e da resisténcia a fadiga e possivelmente
a pratica de atividade fisica contribua positivamente neste quadro. Objetivo: Este estudo teve por objetivo
analisar as adaptacdes da musculatura esquelética frente a interagdo da pratica de atividade fisica e exposicdo
a fumaca de cigarro. Métodos: 32 ratos machos foram divididos em grupos expostos a fumaca de cigarro,
exercitados (G1) e sedentérios (G3), e ndo expostos a fumaca, exercitados (G2) e sedentdrios (G4). A exposicao
a fumaca foi realizada mediante combustéo de 10 cigarros em uma camara de inalacao durante 30 minutos,
duas vezes ao dia, cinco dias por semana, durante 15 dias; o exercicio aerdbio foi composto por sessdes
didrias de 60 minutos de caminhada em esteira, cinco dias por semana. Apds o sacrificio, o musculo
soleo foi coletado e seus cortes foram corados pela técnica de HE e submetidos ao método histoquimico
NADH-TR. Resultados: O grupo G1 apresentou maior quantidade de alteragdes musculares, bem como
auséncia de atividade enzimatica, o mesmo ocorrendo no G3, porém com menor intensidade; no G2 foi
observado padrao normal para fibras exercitadas, estando as fibras do G4 preservadas. Quanto a morfometria,
houve diferenca significante para o fator exercicio (p = 0,007), enquanto ndo foram observadas diferencas
significantes para o fator exposicao a fumaca (p = 0,668) e para a interacdo exposicdo a fumaca e exercicio
(p = 0,077). Concluséo: A interagdo entre inalagao de fumaca de cigarro e exercicio, realizada durante 15
dias em ratos machos Wistar adultos, acentuou as alteragdes histolégicas do musculo séleo, levando a uma
alteracdo da atividade enzimética e acarretando em aumento do didmetro das fibras musculares.

Palavras-chave: tabaco, exercicio, sistema musculoesquelético, histologia.

ABSTRACT

Introduction: Smokers have a reduction in the muscle mass and in the fatigue resistance and, possibly,
physical activity practice contributes positively to this state. Objective: This study had as objective to analyze
the adaptations of the skeletal musculature to the interaction between physical activity practice and cigarette
smoke exposure. Methods: 32 male rats were divided in groups exposed to the cigarette smoke, exercised
(G1) and sedentary (G3), and not exposed to cigarette smoke, exercised (G2) and sedentary (G4). The expo-
sured to the smoke was done by the combustion of 10 cigarettes in an inhalation camera during 30 minutes,
twice a day, five days per week, during 15 days; the aerobic exercise consisted of daily walking sessions of 60
minutes on treadmill, once a day, five days per week. After sacrifice, soleus muscle was obtained and its cuts
were stained by HE technique and submitted to the hystochemical method of NADH-TR. Results: Group G1
presented more muscle alterations, and also lack of enzymatic activity, the same occurring in G3, but with
less intensity; G2 presented normal pattern to exercised fibers, being the fibers of G4 preserved. Regarding
the morphometry, there was significant difference for the exercise factor (p = 0.007), while no significant
differences were observed for the smoke exposure factor (p = 0.668) and for the interaction of exposure to
smoke and exercise (p = 0.077). Conclusion: The interaction between cigarette smoke exposure and physical
activity during 15 days in male wistar adult rats, accentuated the histological changes in the soleus muscle,
causing an alteration in the enzymatic activity and increase in the fiber diameter.

Keywords: tobacco, exercise, musculoskeletal system, histology.

INTRODUCAO

Segundo a Organizacao Mundial da Saude!”, existem mais de 100
bilhdes de fumantes em todo o mundo, sendo que as baixas taxas e
custos do cigarro contribuem para a continuidade do vicio. No século
XX, o tabagismo foi responsével por cerca de 100 milhdes de mortes;
atualmente, ocorrem cerca de 5,4 milhdes de mortes anuais em de-
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corréncia do fumo e estima-se que em 2030 ocorrerdo mais de oito
milhdes, das quais mais de 80% serdo em paises desenvolvidos.

De maneira geral, esta alta incidéncia de mortes é consequéncia
das inumeras patologias associadas a agdo prejudicial dos componen-
tes quimicos inalados do cigarro, os quais sdo responsaveis pelo desen-
volvimento de faringites, bronquites, enfisema pulmonar, diversos tipos

Rev Bras Med Esporte — Vol. 17, N2 6 — Nov/Dez, 2011



de cancer, sobretudo do pulmao, e doencas cardiovasculares como
coronariopatias e infarto do miocardio, entre outras!?.

O uso frequente do cigarro estd associado a uma reducdo da
massa muscular esquelética, reduzindo principalmente a seccéo
transversa das fibras oxidativas? e, consequentemente, a resistén-
cia a fadiga dos individuos®®. Ao considerar que a preservacao da
massa muscular é de fundamental importancia para a realizacdo das
atividades de vida didria, tal quadro pode influenciar negativamente
a qualidade de vida dos fumantes.

Em decorréncia destas alteracdes associadas ao tabaco, atualmente
varias alternativas sdo propostas com a finalidade da interrupcao do
habito de fumar, sendo a prética de exercicios fisicos uma delas. Estu-
dos®® indicam que a prética de atividade fisica esta associada a redu-
¢do dos sintomas de abstinéncia do fumo, bem como da vontade de
fumar, servindo como uma distracédo dos sentimentos e pensamentos
estressantes, reduzindo a ansiedade.

Por outro lado, a pratica de atividade fisica também esté associada a
ocorréncia de adaptacdes na musculatura esquelética, as quais incluem
modificagdes nas suas caracteristicas metabolicas e estruturais, com
hipertrofia do tecido fino conectivo, modificacdes nos tipos de fibras,
ampliacéo da relagcdo volume/densidade mitocondrial, das enzimas
oxidativas, da densidade capilar, bem como hipertrofia e hiperplasia
de fibras musculares”.

Portanto, se forem considerados os efeitos adaptativos da muscu-
latura esquelética frente ao exercicio, espera-se que um fumante que
pratique atividade fisica se beneficie destas adapta¢des, ao minimo
preservando sua massa muscular. Entretanto, ndo existem evidéncias
conclusivas das adaptagdes musculares frente a interacdo de exercicios
fisicos e de componentes quimicos contidos na fumaca de cigarros, o
gue torna um ponto questionavel na pratica clinica.

Nesse sentido, o objetivo do estudo foi analisar as alteragcdes his-
tologicas, histoquimicas e morfométricas nas fibras do musculo séleo
de ratos submetidos a exercicio fisico aerébio associado a exposicao
a fumaca de cigarro.

METODOS

Para a realizacédo dos experimentos foram utilizados 32 ratos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus), com idades entre 90 a 100 dias,
0s quais foram alojados em gaiolas plasticas coletivas. Os animais per-
maneceram no biotério sob temperatura média de 22 + 2°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-se as 7:00h. Foram
alimentados com racéo padréo (Supralab’, Supra Alisul Alimentos S/A,
Brasil) e 4qua, fornecidos ad libitum.

Todo o protocolo experimental obedeceu aos “Principios Eticos na
Experimentacdo Animal’, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experi-
mentacdo Animal (COBEA), e foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da UNESP sob ne
121/2006.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de
oito animais, sendo: G1, expostos a fumaca de cigarro e exercitados;
G2, ndo expostos a fumaca e exercitados; G3, expostos a fumaca e
sedentérios; e G4, ndo expostos a fumaca e sedentarios.

Para exposicdo dos animais a fumaga do cigarro, foi utilizada uma ca-
mara de inalagdo construida com base nos experimentos de Cendon(®,
Esta camara é constituida por uma caixa com estrutura de aluminio
e vidro (100 x 44 x 44cm) hermeticamente fechada, dividida em dois
compartimentos por um tabique de vidro escuro com cinco pertuitos
de uma polegada de diametro. Um dos compartimentos € utilizado
para a queima de cigarros, os quais foram dispostos em um suporte de
madeira, e 0 outro para acomodacéo de oito animais, 0s quais ficaram
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dentro de uma gaiola. No compartimento de queima de cigarros foi
conectada uma fonte de ar comprimido com um fluxo de 10l/min,
que permite a combustéo dos cigarros e a conducao da fumaga para
0 compartimento de exposicdo. Este, por sua vez, contém um orificio
de drenagem de ar, por onde foi feita a exaustao.

O protocolo de exposi¢do a fumaca de cigarro foi constituido por
duas fases, adaptacédo e a exposicdo propriamente dita. Na adaptacao,
0s animais do G1 e G3 foram expostos a queima de dois cigarros por 30
minutos, duas vezes ao dia, por cinco dias. Na sequnda fase, os animais
foram expostos a fumaga da combustdo de 10 cigarros, com duracao de
30 minutos'?, duas vezes ao dia, perfazendo um total de 20 cigarros
ao dia. Tal procedimento foi realizado cinco dias semanais, durante 15
dias. Os animais dos grupos G2 e G4, por sua vez, foram expostos a ar
comprimido, seguindo-se 0 mesmo protocolo acima descrito.

O cigarro utilizado foi adquirido comercialmente, produzindo
em cada queima (segundo o fabricante): 0,7mg de nicotina, 8mg de
alcatrao e 9mg de mondxido de carbono. A escolha deste produto
deveu-se ao seu baixo custo no mercado e por ser uma marca de
grande adeséo entre os fumantes.

O protocolo de treinamento foi realizado em esteira rolante para
animais de pequeno porte, sempre no periodo da manha e apos a
exposicdo a fumaga de cigarro. Os animais dos grupos G1 e G2 foram
submetidos a cinco dias de adaptacdo, com sessdes de cinco, 15, 30,45
e 60 minutos; posteriormente, foram realizadas sessdes de exercicio em
esteira rolante de 60 minutos didrios, cinco vezes por semana, durante
15 dias, a uma velocidade de 9,75 metros por minuto, totalizando 585
metros a cada sessdo de 60 minutos'’?,

Apds 24 horas da Ultima sesséo, os animais foram sacrificados por
meio de overdose do anestésico pentobarbital sédico via intramus-
cular. Subsequentemente, o musculo séleo foi retirado do membro
pélvico direito, sendo seus fragmentos congelados pelo sistema de
imersao em N-Hexana resfriada a -70°C, e armazenados em um botijao
de Nitrogénio a -182°13. A microtomia foi realizada em micrétomo
criostato (HM 505 E Microm, Alemanha) seguindo-se as técnicas e
cuidados adequados.

As laminas foram confeccionadas com cortes de 8um e coradas
pelo método hematoxilina-eosina (HE)"™, e foram utilizadas para
avaliagcdo das seguintes caracteristicas morfolégicas: forma, posicao
dos nucleos, infiltrado inflamatdrio, presenca de processo fagocitico
e presenca de necrose(™. Foram também utilizadas para mensuracao
do menor didmetro de 120 fibras por animal, por meio de sistema
de anélise de imagem computadorizada utilizando-se o software
Image Pro-Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, MD), seguindo-se
0s critérios previamente estabelecidos na literatura. A demonstra-
¢do da atividade de nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazélio
redutase (NADH-TR), que indica a presenca da atividade oxidativa,
foi utilizada para verificar o teor de formazana no sarcoplasma das
fibras musculares!.

Os resultados observados nas laminas foram analisados tanto qua-
litativamente quanto quantitativamente. Com relacdo a analise quali-
tativa, foi realizada observacéo e descricao dos achados histolégicos e
histoguimicos. A analise quantitativa das caracteristicas morfolégicas
acima descritas foi feita a partir da andlise de frequéncia, na qual foi
verificada nas ldaminas de cada animal a presenca ou auséncia destas
caracteristicas. Os valores obtidos na morfometria sdo apresentados
como média e desvio padréo e foram comparados pela analise de
variancia bifatorial, fixando como fatores o exercicio e a exposicao a
fumaca de cigarro; para compara¢des multiplas de médias utilizou-se
o teste de Bonferroni. Valores de p menores que 0,05 foram consi-
derados significantes.
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RESULTADOS

A anélise qualitativa das laminas indicou que os animais do G1 apre-
sentaram fibras musculares com contornos angulares, arredondados,
fibras polimorficas e atrdficas, sarcolema em degeneracéo, fibras em
processo de fagocitose, infiltrado inflamatério e necrose (figura 1a). Ja
nos animais do G2, observou-se que a maior parte das fibras apresen-
tava alteragdo no seu formato, havendo presenga de fibras poligonais,
arredondadas, angulares e polimdrficas; além disso, foram identificadas
fibras atréficas com degeneragdo de sarcolema e infiltrados inflamaté-
rios, sendo estes ndo muito acentuados (figura 1¢).

Em contrapartida, os animais do G3 apresentaram regidées com
aspecto normal e outras regides com fibras angulares, arredondadas
e polimérficas, havendo presenca de degeneragdo de sarcolema e
algumas fibras atroficas e em processo de fagocitose (figura 1e). Os
animais do G4 apresentaram fibras apenas com alteracées no formato,
apresentando caracteristicas de normalidade; vale ressaltar que, em
todos 0s grupos estudados, os nucleos encontravam-se na periferia da
fibra muscular, ndo havendo presenca de nucleos centrais.

Atabela 1 mostra o resultado da andlise quantitativa das alteracoes
histolégicas observadas nas fibras musculares dos grupos estudados.
Os resultados apontam que os animais do G1 apresentaram a maior
frequéncia de ocorréncia de alteracdes histoldgicas, inclusive no que
diz respeito a presenca de fagocitose e inflamacéo, o mesmo ocorrendo
com o G3. Nos animais do G2, as alteracdes encontradas foram mais
relacionadas ao formato das fibras.

Tabela 1. Anélise de frequéncia da ocorréncia das caracteristicas morfoldgicas das
fibras do musculo séleo nos animais de cada grupo estudado.

Caracteristicas G1 G2 G3 G4

F. arredondadas 88% 63% 100% 75%

F.angular 100% 100% 100% 88%

F. polimérfica 100% 100% 100% 38%
F. atrofica 88% 50% 88% -

Inf. inflamatério 100% 38% 50% 13%
F. fagocitada 100% 13% 88% -
Necrose 75% 13% 88% -
Lesédo sarcolema 88% 63% 88% -

Nas laminas da reagcdo de NADH-TR verificou-se que no G1 havia
presenca de fibras com atividade reativa fraca, havendo auséncia de
reacao em algumas delas (figura 1b). Com relacdo ao G2, verificou-se pa-
drdo normal de reacdo para a maioria das fibras, sendo que em poucas
delas foi observado aumento da atividade enzimética, caracterizada por
agregados amorfos de formazana em posicdo subsarcolemal e central,
indicando a posicao das mitocondrias (figura 1d).

Nos animais do G3 verificou-se que a maior parte das fibras apre-
sentava agregados amorfos de formazana em posicao subsarcolemal
havendo, entretanto, presenca de fibras com perda de atividade enzi-
matica em algumas regides do corte e distribuicdo irregular do produto
de reacao (figura 1f).

De acordo com os resultados obtidos na morfometria (tabela 2),
verificou-se que os animais exercitados com (G1) ou sem (G2) exposi-
¢do a fumaca de cigarro apresentaram as maiores medidas de seccoes
transversas em relacdo ao grupo controle (G4), enquanto que o grupo
somente exposto apresentou os menores valores. Todavia, a analise de
variancia bifatorial identificou diferenca significante somente para o
fator exercicio (p = 0,007), indicando que apesar dos diferentes valores
obtidos a exposicdo a fumaca (p = 0,668) e sua interacdo com o exer-
cicio (p = 0,077) ndo foram os fatores determinantes destas diferencas.
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Figura 1. Seccéo transversal do musculo séleo de ratos. A) Expostos a fumaca de
cigarro e exercitados; B) Exercitados; C) Expostos a fumaca de cigarro. HE, 500x. Fibra
arredondada (Ar); fibra angular (An); fibra polimorfica (Pm); fibra hipertréfica (H); infil-
trado inflamatério (Inf); necrose (Ne). D) Expostos a fumaca de cigarro e exercitados;
E) Exercitados; F) Expostos a fumaga de cigarro. NADH-TR, 500x.

Tabela 2. Valores de morfometria (um).

IC - 95%
Média + DP
Minimo Maximo
GI1 41,47 £ 10,06 40,79 42,14
G2 39,54 + 8,23 38,98 40,09
G3 3521+ 7,51 34,73 35,68
G4 38,19 + 7,06 37,68 38,71

DP = desvio padréo; IC = intervalo de confianga.

DISCUSSAO

A partir do modelo experimental utilizado e de acordo com 0s
achados histolégicos dos diferentes grupos, verificou-se que os animais
submetidos a fumaca de cigarro, exercitados ou nao, apresentaram
maior incidéncia de alteracdes musculares (tabela 1). Além disso, verifi-
cou-se que o fumo alterou o padréo oxidativo, sendo que sua interagcdo
com o exercicio resultou em repostas distintas (figura 1).

De fato, estudos anteriores relatam que o fumo exerce influéncia
nas caracteristicas musculares, podendo produzir uma alteragdo na por-
centagem e no tamanho das fibras, bem como modificagdes na ativida-
de oxidativa muscular®'617. Acredita-se que existam dois mecanismos
envolvidos no processo de lesdo pelo fumo, a agdo vasoconstritora
promovida pela nicotina e o acréscimo de carboxihemoglobina (COHb)
no sangue, estando ambas relacionadas a baixa oxigenacao tecidual®.

Em situagdes de baixo fornecimento de oxigénio ao organismo, o
tecido muscular responde na tentativa de se adaptar e, portanto, sofre
algumas alteraces histoldgicas importantes, como atrofia e fagocitose
de fibras!™®). Tais aspectos se fizeram presentes nas fibras musculares
deste estudo, sendo que sua relacdo com a baixa oxigenacdo pode ser
verificada a partir da andlise das laminas de NADH-TR.

Em relacdo ao padrdo de reacdo enzimatica, foram observadas fibras
com perda de atividade e distribuicdo irregular do produto de reagdo nos
animais submetidos a inalagdo da fumaca de cigarro. Observou-se, além
disso, que 0s animais somente expostos a fumaga (G3) apresentaram
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grande quantidade de agregados amorfos de formazana em posicao
subsarcolemal, o que indica o deslocamento de mitocondrias para
maior proximidade do nucleo celular.

Entretanto, também foram observadas alteracdes musculares nos
animais somente exercitados (G2), apesar de terem ocorrido de forma
mais branda que nos animais do G3. Tais alteracdes, caracterizadas
principalmente por modificacdes no formato celular e infiltrados in-
flamatdrios, podem ser consideradas respostas normais ao exercicio.

Trabalhos anteriores que realizaram a avaliacdo histolégica das fi-
bras do musculo séleo de animais submetidos a estresse por exercicios
de natacao® e esteira rolante!’® também identificaram a ocorréncia
de alteragcdes na forma das fibras musculares e presenca de processo
inflamatdrio muscular, identificados como mecanismos adaptativos do
tecido muscular ao exerciciol819,

No que diz respeito a reacao histoquimica de NADH-TR, verificou-
se que esses animais tiveram aumento de atividade oxidativa,
apresentando padrao de resposta enzimdtica similar a encontrada
nos animais somente expostos a fumaca de cigarro. Apesar desta
similaridade, pode-se supor que os mecanismos adaptativos sao
distintos; no caso dos animais exercitados, as alteracbes enzimaticas
ocorrem devido ao aumento da demanda metabdlica®?, enquanto
que nos animais do G3 a aceleracdo da cadeia respiratéria pode ser
entendida como resposta ao fornecimento deficitario de energia
decorrente da baixa oxigenacgao, acarretando na necessidade de um
nivel étimo de ativagdo mitocondrial@19.

Ja os animais do G1 foram submetidos a ambas as situacdes de
estresse, havendo assim a necessidade de maiores adaptacdes. Tal fato,
portanto, pode ter levado a uma sobrecarga mitocondrial, resultando
em atividade reativa fraca e até perda de atividade oxidativa. Além
disso, tais diferencas de estimulos estressores podem também justificar
as respostas histolégicas e morfométricas distintas encontradas nos
diferentes grupos estudados.

Com relacéo as respostas morfométricas, verificou-se que os ani-
mais exercitados apresentaram os maiores valores em relacédo aos
sedentérios, sendo somente o exercicio o fator que influenciou as al-
teragdes no tamanho das fibras. Assim, pode-se dizer que os animais
dos grupos exercitados apresentaram hipertrofia de fibras musculares,
independente do fator exposicdo a fumaca de cigarro.

A prética de atividade fisica esté associada a mudancas no tamanho
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e na quantidade de fibras musculares, tendo seus praticantes maio-
res valores de diametro de fibras'*?". De maneira geral, a hipertrofia
muscular é uma adaptacdo dos musculos a sobrecarga fisica, que, por
sua vez?", resulta em ampliagdo do nimero de elementos contrateis
em paralelo e aumento da tensdo maxima que o musculo esquelético
pode produzir.

Quanto as respostas adaptativas ao fumo, estudos anteriores1%17
verificaram uma tendéncia a atrofia muscular, visando melhor aporte de
oxigénio pelos pequenos capilares localizados na membrana. Apesar da
presenca de fibras atréficas neste estudo, o fator exposicdo a fumaca
nao exerceu influéncia significante no tamanho das fibras musculares.

Vale ressaltar que apesar do quadro hipertréfico ser positivo para
0 organismo, 0s animais exercitados e expostos a fumaca de cigarro
foram submetidos a esta interacdo por apenas 15 dias e, portanto, ndo
se sabe se este efeito persiste apds exposicdes cronicas a esta interacdo,
uma vez que ela demonstrou ser mais agressiva ao musculo esquelético
mesmo neste breve periodo de exposicao.

Ademais, estudos trazem que os efeitos da fumaca do cigarro nas
fibras musculares de ratos Wistar dependem da dose de exposicéo,
sendo que doses mais altas geram maiores respostas adaptativas®'®.
Sugere-se, portanto, que outros estudos sejam realizados visando
analisar o efeito da interacdo entre exercicio e exposicdo a fumaca
de cigarro na musculatura de ratos por periodos mais prolongados
e sob diferentes dosagens. Além disso, neste estudo apenas foi ana-
lisado um musculo de caracteristica oxidativa, sendo que musculos
com outras caracteristicas metabdlicas podem ser utilizados, a fim de
verificar possivel seletividade de agdo desta interacéo.

Em sintese, verificou-se nesta pesquisa que a interagdo entre inala-
¢do de fumaga de cigarro e exercicio, realizada durante 15 dias em ratos
machos Wistar adultos, acentuou as alteracdes histoldgicas do musculo
soleo, levando a uma alteragao da atividade enzimatica e acarretando
em aumento do didmetro das fibras musculares.
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