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RESUMO

O treinamento fisico (TF) aerébio tem sido utilizado como um importante tratamento ndo farmacolégico
na hipertenséo arterial (HA), uma vez que ele reduz a pressao arterial. Estudos mostram que as anormalidades
do musculo esquelético na HA estao associados a rarefagao capilar, um aumento na porcentagem de fibras de
contracdo rapida (tipo I), com predominancia do metabolismo glicolitico e um aumento da fadiga muscular.
Entretanto, pouco se conhece sobre os efeitos do TF sobre estes parametros na HA. N6s hipotetizamos que o
TF corrija a rarefagdo capilar potencialmente contribuindo para a restauracao da proporcéo dos tipos de fibras
musculares. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR, n=14) e Wistar Kyoto (WKY, n=14) com 12 semanas
de vida e divididos em 4 grupos: SHR, SHR treinado (SHR-T), WKY e WKY treinado (WKY-T) foram estudados.
Como esperado, 10 semanas de TF foi efetivo em reduzir a presséo arterial em SHR-T. Além disso, avaliamos
0s principais marcadores de TF. A bradicardia de repouso, o aumento da tolerancia a realizacdo de esforco,
do consumo de oxigénio de pico e da atividade da enzima citrato sintase muscular nos grupos de animais
treinados (WKY-T e SHR-T) mostram que a condi¢éo aerdbia foi alcancada com este TF. O TF também corrigiu
a rarefacdo capilar no musculo séleo em SHR-T. Em paralelo, foi observada uma reducéo na porcentagem
de fibras do tipo IIA e lIX, ao passo que aumentou a porcentagem de fibras do tipo | induzidas pelo TF na
HA. Estes resultados sugerem que o TF previne as alteragdes na composi¢do dos tipos de fibras no musculo
soleo em SHR, uma vez que a angiogénese e o aumento da atividade da enzima citrato sintase sdo umas
das mais importantes adaptacoes ao TF aerdbio, atuando na manutencdo do metabolismo oxidativo e do
perfil de fibras do musculo.
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ABSTRACT

Aerobic exercise training (ET) has been established as an important non-pharmacological treatment of hyperten-
sion, since it decreases blood pressure. Studies show that the skeletal muscle abnormalities in hypertension are directly
associated with capillary rarefaction, higher percentage of fast-twitch fibers (type Il) with glycolytic metabolism
predominance and increased muscular fatigue. However, little is known about these parameters in hypertension
induced by ET. We hypothesized that ET corrects capillary rarefaction, potentially contributing to the restoration of
the proportion of muscle fiber types and metabolic proprieties. Twelve-week old Spontaneously Hypertensive Rats
(SHR, n=14) and Wistar Kyoto rats (WKY, n=14) were randomly assigned into 4 groups: SHR, trained SHR (SHR-T),
WKY and trained WKY (WKY-T). As expected, ten weeks of ET was effective in reducing blood pressure in SHR-T
group. In addition, we analyzed the main markers of ET. Resting bradycardia, increase of exercise tolerance, peak
oxygen uptake and citrate synthase enzyme activity in trained groups (WKY-T and SHR-T) showed that the aerobic
condition was achieved. ET also corrected the skeletal muscle capillary rarefaction in SHR-T. In parallel, we observed
reduction in percentage of type lIA and IIX fibers and simultaneous augmented percentage of type I fibers induced
by ET in hypertension. These data suggest that ET prevented changes in soleus fiber type composition in SHR, since
angiogenesis and oxidative enzyme activity increased are important adaptations of ET, acting in the maintenance
of muscle oxidative metabolism and fiber profile.

Keywords: exercise training, hypertension, angiogenesis, muscle fiber type.

INTRODUCAO

vascular sdo os processos primarios na patogénese da HA>®. Diversos

A hipertensao arterial (HA) é uma sindrome multifatorial caracteri-
zada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial (PA), conside-
rada um dos fatores de risco mais relevantes na etiologia das doencas
cardiovasculares (DCV)'2. Estudos experimentais e clinicos mostram
que a disfuncdo no tonus vasomotor e alteragdes na estrutura micro-
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estudos tém mostrado rarefacdo capilar no musculo esquelético de
animais e pacientes hipertensos*°, com aumento na porcentagem de
fibras de contracéo rdpida, as quais apresentam predominio de metabo-
lismo glicolitico®'? e classificadas como fibras do tipo 11”11, O musculo
esquelético apresenta alta plasticidade e sofre transicao de tipo de fibra
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pela mudanca nas isoformas de miosina de cadeia pesada (MHC) em
varias condigdes, tais como: desuso, crescimento, envelhecimento, es-
timulo elétrico, exposicao a microgravidade, exercicios fisicos e DCV&',

Considerando as alternativas e uma maior efetividade de tratamen-
to para HA, o TF aerébio tem sido intensivamente investigado. Modifi-
cagdes no estilo de vida, tais como a introdugdo da pratica regular de
exercicio fisico aerébio, tém-se mostrado efetivas como medidas ndo
farmacoldgicas no tratamento da HA, prevenindo e reduzindo os niveis
pressoricos elevados'™, Estudos epidemioldgicos vém demonstrando,
nas Ultimas décadas, a relagdo inversa existente entre o nivel de con-
dicdo fisica e o desenvolvimento de DCV'. Assim, a inatividade fisica
estd associada ao maior risco do desenvolvimento de HA, sendo o TF
considerado um componente chave na prevengdo e no tratamento
da HA, contribuindo para melhora de outros fatores de risco cardiovas-
cular'®™, Estudos apontam importantes efeitos do TF aerébio sobre a
microcirculagdo em SHR, tais como aumento na densidade capilar e
razdo capilar: fibra no musculo esquelético, promovendo uma reversdo
da rarefacdo capilar ocorrida na HA. Além disso, o exercicio aerébio nor-
maliza a resisténcia vascular periférica para a musculatura esquelética
e a razdo parede: luz arteriolar's'®. O restauro da rede microvascular
pode contribuir determinantemente para o efeito da diminuicdo da
PA por meio da reducéo da resisténcia vascular periférica, a qual vem
sendo mostrada como a responsavel pela HA primaria em adultos®#16-18,

Embora o efeito terapéutico do TF aerdbio sobre a PA na HA tenha
sido mostrado implicado sobremaneira na recuperacéo da rede micro-
vascular, estudos com abordagem néo farmacolégica, como o TF, no que
concerne a regulacéo do perfil de tipos de fibras muscular esquelética,
ainda foram pouco estudados. Portanto, a proposta para este estudo é
verificar: 1) a possivel alteracédo na proporcdo dos tipos de fibras mus-
culares associada ao dano microvascular em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR); e 2) o efeito do TF sobre a correcéo da rarefacao ca-
pilar e a restauracdo da distribuicdo dos tipos de fibra muscular na HA.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados 28 SHR, com
12 semanas de vida em que o quadro de HA ja estd estabelecido e
28 ratos machos Wistar Kyoto (WKY), como controles do SHR. Os ani-
mais foram provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP). Os ratos estavam
pesando entre 240 e 270g no inicio do protocolo.

Os animais utilizados neste estudo foram mantidos em gaiolas
plasticas em grupos de trés ou quatro animais por caixa e separados por
grupo experimental. A temperatura ambiente do biotério foi mantida
entre 22 e 24°C, com luz controlada em ciclo invertido de claro-escuro
de 12 em 12 horas. Agua e comida foram administradas ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Princi-
pios Eticos de Experimentacao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal, sendo este projeto de pesquisa aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola de Educacdo Fisica e Es-
porte da Universidade de Sao Paulo (EEFE-USP) (n® 2007/35).

Identificacdo dos animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos com
sete animais em cada grupo, conforme o protocolo experimental:
- ratos Wistar Kyoto (WKY);
« ratos Wistar Kyoto treinados (WKY-T);
- ratos espontaneamente hipertensos (SHR);
- ratos espontaneamente hipertensos treinados (SHR-T).

Protocolo de treinamento fisico aerébio
OTF de natacéo foi realizado segundo protocolo de Fernandes et
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al'®. Os animais foram treinados durante 10 semanas, sessdes de 60 min,
uma vez ao dia, cinco vezes por semana, com aumento gradual da sobre-
carga de trabalho (peso na cauda em porcentagem do peso corporal) até
atingir 4% do peso corporal. O protocolo utilizado foi caracterizado como
treinamento de baixa a moderada intensidade e longa duragao, sendo
efetivo na promocéo de adaptacdes cardiovasculares e no aumento da
capacidade oxidativa muscular. Os ratos foram identificados e pesados
semanalmente, para a corre¢cdo da sobrecarga de treinamento em funcéo
do aumento do peso corporal.

Pré e pds o periodo de TF, os animais foram submetidos a analises
hemodinamicas, teste de tolerancia ao esforco e consumo de oxigénio de
pico. Apds 24 horas da Ultima sessdo de treinamento, os animais foram
mortos por anestesia com injecdo intraperitoneal de pentobarbital de
sédio (80mag/kg). As amostras necessarias foram coletadas e armazenadas
adequadamente para andlises histolégicas e bioguimicas.

Avaliacao das respostas hemodinamicas

A PA foi realizada pré e pés o periodo de TF por pletismografia de
cauda (sistema da KENT SCIENTIFIC RTBP1001 para ratos e camundongos,
Litchfield, EUA), nos quatro grupos de animais. Os animais estavam acor-
dados, em repouso e mantidos sob restricdo de movimentos para que
as medidas fossem realizadas. Para evitar erros de medida e andlise, os
ratos foram submetidos a um perfiodo de uma semana de ambientacado
com a técnica de medida.

O equipamento de registro da PA de cauda consiste em um manguito
de borracha que é adaptado a regido proximal da cauda, que estd ligado
ao pletismoégrafo para insuflar e desinsuflar gradualmente o manguito
de 1 a 250/300mmHg. Em uma regido mais distal da cauda, € acoplado
um transdutor de pulso pneumético para deteccdo dos sinais de passa-
gem da onda de pulso de PA na artéria caudal e registrado no sistema
de aquisicdo de sinais. Este método de medida indireta da PA permite
quantificar a PA e a frequéncia cardiaca (FC) ao longo de todo o periodo
do protocolo experimental.

Avaliacdo da tolerancia ao esforco fisico maximo

Para realizacédo do protocolo de avaliagdo do esforco fisico maximo,
0s animais dos quatro grupos foram posicionados individualmente sobre
a esteira rolante. Imediatamente apds o posicionamento do animal, foi
iniciado o teste de esforco. A velocidade inicial foi de 6m/min (sem in-
clinagdo), que constitui em um protocolo escalonado com incrementos
de velocidade de 3m/min a cada 3min, até que fosse atingida a veloci-
dade méxima suportada pelos animais. O critério para a determinacéo
da exaustdo do animal e a interrupcdo do teste foi o momento em que
o rato nao foi mais capaz de correr dentro da caixa metabdlica mediante
o incremento de velocidade da esteira.

Esta avaliacdo foi feita pré e pds o periodo de treinamento, para
comparar a resposta de desempenho do animal entre os grupos. Em-
bora o teste em esteira n&o seja especifico ao TF realizado no presente
estudo, utilizamos esse teste para auxiliar na verificacdo da eficacia do TF
como predicado de uma melhora na capacidade de realizacéo de esforco.
Foram comparados o tempo (min), a velocidade (m/min) e a distancia
(m) percorrida para cada rato.

Avaliacdao do consumo de oxigénio (VO,) de pico

Apods a semana de adaptacdo a caixa metabdlica, os ratos foram
submetidos a um teste progressivo de esforco maximo em esteira rolante
adaptado de Brooks e White?, com incremento de carga de 3m/min
a cada 3min, até a exaustao, para a obtencao do VO, pico. O VO, pico
foi mensurado por determinagdo da fragdo expirada de oxigénio (FeO,)
durante o teste de exercicio progressivo até a exaustao. Neste protocolo
os ratos foram colocados numa caixa metabodlica sobre a esteira rolante,
que serviu como camara de mistura dos gases expirados. Esta camara
é conectada a um tubo na forma de “T", para a retirada de amostras de
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ar (1.000ml/min) para ser analisada a FeO, em um analisador de gases.
A outra via do tubo em “T" é utilizada para a aspiragdo do ar em fluxo
continuo (2.500ml/min), reguldvel por bomba aspiradora. A parte da
frente da caixa metabdlica possui uma abertura de 2mm da superficie,
que permite a entrada de ar ambiente unidirecional sugado pela bomba
aspiradora. O fluxo de ar na caixa metabdlica é de 3.500ml/min.

O rato foi colocado dentro da caixa metabdlica por um periodo de re-
pouso de 30 minutos para o registro do estado basal e, em seguida, o teste
foi iniciado com velocidade de 3m/min. Durante cada estagio (3 min) de
exercicio realizado, foram analisadas as FeO, dos gases contidos no ar da caixa
metabdlica. Foram consideradas as fragdes expiradas dos 30 Ultimos segundos
de cada estagio para a determinagao do VO, pico de cada estdgio.

Ao atingir a exaustao, o rato foi mantido na caixa metabdlica por
aproximadamente 3 min e as fracbes expiradas foram registradas para
verificar a recuperacao do animal e o funcionamento dos analisadores.

O VO, foi calculado através da seguinte férmula matematica: VO, =
fluxo de ar x (FiO,-FeO,)/peso corporal.

Onde: VO, = mLkg".min, Fluxo de ar = 1.000ml/min (analisador)
+ 2.500ml/min (bomba de aspiracédo) = 3.500ml/min, FiO, = fracdo de
oxigénio inspirada (ar ambiente), FeO, = fracdo de oxigénio expirada
(caixa de mistura), peso corporal = kg.

Avaliacao histoquimica do musculo esquelético

O musculo esquelético soleo foi dissecado e extraido cuidadosa-
mente e fixado em uma massa de montagem a base de tissue tek (para
manter o tecido na posicdo correta pré-congelamento) pela regido
tendinosa. Posteriormente a fixacdo na massa de montagem a base
de tissue tek, o soleo foi mergulhado em isopentano (crioprotetor
que evita artefatos nas amostras) e em seguida em nitrogénio liqui-
do para o congelamento, em que foram mantidos até que os cortes
fossem realizados. Apds a obtencao dos cortes de 10um realizado em
Criostato Micron HM505E (Zeiss, Walldorf, Germany), foram realizadas
reacoes adaptadas de Brooke e Kaiser?', que permitiram a avaliacdo
da atividade da enzima ATPase miosinica por meio de solucdes com
diferentes pHs (4,3 e 10,3), com o intuito de realizar a tipagem das
fibras e a marcacao dos capilares.

Determinacao da area de seccao transversa e tipos de fibras
musculares

A captura das imagens foi realizada com amplificagdo de 200x em
objetiva de 20x. A aquisicdo das imagens foi processada em computador,
acoplado a um sistema de video, por meio de um programa de imagens
(Image-Pro Plus; Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Foram analisados
10 campos de cada corte histolégico, na tentativa de avaliar o tecido
por inteiro. Foi calculada a drea de seccéo transversa por cada tipo de
fibra muscular em um?.

Para a identificacdo dos tipos de fibras pela técnica da ATPase miosi-
nica em pH 10,3 (alcalino), as fibras escuras foram caracterizadas de tipo
1A, as de cor cinza de tipo IIX e as claras de tipo I. Ja no pH 4,3 (acido), a
marcacao dos tipos de fibra é contrério ao alcalino, sendo este utilizado
para confirmagdo da anélise em pH 10,3.

Andlise da razao capilar por fibra

A razdo capilar por fibra do musculo séleo foi avaliada por meio da
reacao histoquimica para ATPase miosinica no pH 10,3, como descrito
por Sillau e Banchero?. Resumidamente, apds a obtencao dos cortes his-
tolégicos realizados no criostato, o ATP presente no meio de incubagdo
da reacédo histoquimica é hidrolisado pela ATPase endotelial dos capila-
res, o qual é revelado pela deposicdo de sulfeto. Uma vez visualizados,
o0s capilares foram quantificados pela andlise de 10 campos aleatérios e
nao sobrepostos, com uma amplificacdo de 200x, usando um sistema
computacional morfométrico (Leica Quantimet 500, Cambridge, UK). Para
calcular a razdo capilar por fibra, o numero total de capilares foi dividido
pelo numero total de fibras contadas no mesmo campo. Somente vasos
com um diametro menor que 12um foram quantificados.
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Avaliacao da atividade da enzima citrato sintase

Para avaliar a atividade da enzima citrato sintase, o musculo séleo
foi homogeneizado a 4°C em tampéo de extracao (pH 7,4) contendo
Tris-base (50mM) e EDTA (1mM). As amostras foram centrifugadas a
3.000g durante 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para
a realizacdo da cinética enzimética. A quantificagdo da proteina no
homogeneizado foi realizada segundo o método de Bradford.

A atividade da enzima foi determinada segundo Alp et al?, a partir
da quantificacdo do complexo formado entre a coenzima A com o acido
5,5ditio-bis 2 nitrobenzoico (DTNB), adicionado ao meio, formando um
complexo amarelo. O tampao de ensaio consistiu de Tris-base (100mM),
DTNB (0,4mM), acetil-CoA (1,24mM) e Triton X-100 1% (v/v) no qual foi
acrescentado o homogeneizado. A reacao foi iniciada pela adicdo de
oxaloacetato (189mM) ao meio e a leitura foi realizada a 25°C durante
um intervalo de 10 minutos, em 412nm com o uso do Victor (Victor3
1420 Multilabel Counter/ PerkinElmer, MA, EUA). O resultado da atividade
da enzima foi expresso em valores de nmol.min.mg proteina™.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando a analise de variancia ANOVA
de duas vias (TF e HA como fatores independentes), para comparar 0s
valores dos grupos e teste de Tukey como post hoc (Statistica software,
StatSoft, Inc,, Tulsa, OK, EUA). Todos os resultados foram apresentados
na forma de média + erro padrao da média (EPM) e foi adotado um p
< 0,05 de significancia para todos os experimentos.

RESULTADOS

Parametros hemodinamicos: pressao arterial e frequéncia
cardiaca

Os valores de PA expressos em milimetros de mercurio (mmHg) e
da FC expressos em batimentos por minuto (bpm) pré e pds-TF foram
sumarizados na tabela 1. Pré-TF, podemos observar que os grupos de
SHR apresentavam niveis elevados de PAS comparados aos grupos
controle, WKY, indicando que a HA estava estabelecida. Nao houve
alteracdes da FC entre os grupos, pré-TF.

P&s-TF, observa-se que o TF de natacdo de baixa intensidade e de lon-
ga duracéo foi eficaz em reduzir a PAS do grupo SHR-T (162 + 4,4mmHg)
comparado ao grupo SHR (207 £ 5,5mmHg), sem nenhuma alteracao da
PAS nos grupos de animais controle, WKY e WKY-T. Além disso, observa-
mos bradicardia de repouso nos grupos de animais treinados, portanto,
reduzindo os valores de FC destes grupos quando comparado aos grupos
mantidos sedentdrios no mesmo periodo experimental (pds-TF-WKY: 393
+ 12, WKY-T: 322 + 14; SHR: 407 + 11; SHR-T: 338 + 8bpm).

Tabela1. Parametros hemodinamicos.

PAS. mmHg | FCbpm
Pré TF
WKY 127430 3904122
WKY-T 124416 39348
SHR 184+3,9* 409+7,7
SHRT 184429 415465
P6s TF
WKY 132439 3934118
WKYT 131437 3024147
SHR 20745448 407+11,2
SHRT 162+4,4*T8 3384787

Valores expressos em média + EPM. Resutados de pressao arterial sistolica (PAS) e frequencia
cardiaca (FC) foram obtidos Pré e Pos periodo de TF em ratos Winstar Kyoto (WKY), WKY treinados
(WKY-T), ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e SHR treinados (SHR-T). *P< 0,001 vs WKY e
WKY - T: TP<0,01 vs SHR P6s TF; TP <0,01 vs. WKY e SHR Pés TF; SP<0,05 vs SHR e SHR-T pré TF. TF:
treinamento fisico, bpm: batimentos por minuto.
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Teste de esforco fisico maximo

O teste de tolerancia ao esforco foi um dos parametros avaliados para
comprovarmos a eficacia do TF. Os resultados do teste realizado antes e
apds as 10 semanas de protocolo experimental estdo apresentados na
figura 1. As figuras 1A, 1B e 1C mostram que os valores de velocidade
(WKY:30 £ 1,5, WKY-T: 30,5 + 0,9; SHR: 31,8 £ 0,7; SHR-T: 31,5 = Tm.min"),
tempo (WKY: 27 + 0,5; WKY-T: 27 £ 0,6; SHR: 28 + 0,6; SHR-T: 27 + 0,3min)
e distancia percorrida (WKY: 475 + 17,5; WKY-T: 467 + 22; SHR: 508 + 28;
SHR-T: 478 + 10m), respectivamente, foram semelhantes entre 0s grupos
pré-TF. Entretanto, 0s animais treinados aumentaram significativamente
a velocidade (WKY: 28,5+ 0,7; WKY-T: 37 + 1; SHR: 31 + 1,2; SHR-T: 39,5 +
0,9m.min™), o tempo (WKY: 24 + 0,4; WKY-T: 31 + 0,9; SHR: 26 + 1, SHR-T:
35 + 0,6min) e a distancia percorrida (WKY: 381 + 15; WKY-T: 601 + 3,5,
SHR: 449 + 32; SHR-T: 739 + 36,8m) no teste pos-TF.
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Figura 1. Teste de esforco fisico maximo. Velocidade (A), tempo (B) e distancia per-
corrida (C) pré e pos-TF. Os resultados estdo expressos como média + EPM. * P <
0,05 comparado com o pré-TF e WKY e SHR pds-TF; t+ P < 0,05 comparado ao pré-TF
e WKY-T e SHR-T pos-TF.

Medida do consumo de oxigénio de pico

A figura 2 mostra o VO, pico dos animais pré e pds o protocolo
experimental. No periodo pré-TF observa-se que todos os grupos apre-
sentaram o mesmo nivel médio de VO, pico (pré-TF- WKY: 69 + 3,5;
WKY-T: 69 & 2,5; SHR: 72 + 2; SHR-T: 73 & 36mL. kg".min™"); entretanto,
pos-TF observa-se a eficdcia do treinamento com aumento do VO, para
0s grupos que treinaram (WKY-T e SHR-T) e reducdo para 0s grupos
controle (WKY e SHR) (p6s-TF- WKY: 58 + 2,5; WKY-T: 78 + 4; SHR: 61 +
2; SHR-T: 84,5 + 2mLkg™.min").

Medida da atividade da enzima citrato sintase

Afigura 3 mostra que houve aumento da atividade da enzima citra-
to sintase no musculo séleo de ratos dos grupos controle e hipertenso
treinados em relagcao aos grupos controles sedentarios (WKY: 86 + 12,
WKY-T: 120+ 11, SHR: 76 + 9 e SHR-T: 144 + 15nmol.min".mg proteina™).
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Figura 2. Consumo de oxigénio (VO,) de pico pré e pds-TF. Os resultados estéo
expressos como média + EPM. * P < 0,05 comparado pré-TF e WKY-T e SHR-T pos-TF;
t P < 0,05 comparado ao pré-TF e WKY e SHR pos-TF.
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Figura 3. Atividade da enzima citrato sintase no musculo séleo representada em
valores de nmol.min".mg de proteina. Resultados expressos como média + EPM. *
P < 0,05 comparado ao WKY e SHR.

Determinacdo da area de seccao transversa, tipos de fibra
e razao capilar por fibra muscular esquelética

Andlises morfolégicas apds o processamento histolégico revelaram
importantes mudangas na microcirculagcao muscular esquelética induzida
pelo TF em ratos normotensos e hipertensos. A figura 4 mostra os resul-
tados obtidos através da avaliagdo histoquimica do musculo esquelético
s6leo por meio da reacdo da ATPase miosinica.

Como esperado, a rarefacdo capilar foi observada no grupo SHR com-
parado ao grupo WKY. Por outro lado, o TF foi efetivo em aumentar 47%
0 nUmero de capilares pela andlise da razao capilar por fibra no grupo
WKY-T e corrigiu a rarefacao capilar no grupo SHR-T quando comparados
ao grupo WKY (WKY: 1,2 + 0,06; WKY-T: 1,8 + 0,04; SHR: 0,7 £ 0,02 e SHR-T:
1,1 £ 0,04 ne de capilares/fibra muscular) (figura 4A).

Néao foi observada alteracéo da érea de seccdo transversa nos dife-
rentes tipos de fibra, como as do tipo | (WKY: 2987 + 52, WKY-T: 3.053
+ 152, SHR: 2.884 + 145 e SHR-T: 2.939 + 109um?), tipo IIA (WKY: 2171 +
44, WKY-T: 2.167 + 20, SHR: 1.982 £ 107 e SHR-T: 2.149 + 47um?) e tipo
[IX (WKY: 1.846 + 169, WKY-T: 1.851 + 65, SHR: 1.770 + 160 e SHR-T: 1.731
* 144um?) no musculo séleo dos quatro grupos estudados (figura 4B).
Entretanto, o TF foi efetivo em recuperar a propor¢ao na distribuicao dos
tipos de fibras no grupo SHR-T, reduzindo a porcentagem de fibras do tipo
1A (tipo A —=WKY: 4,8 + 1,5 WKY-T: 2,7 + 1, SHR: 185+ 14 e SHR-T: 11 +
0,9%) e tipo 11X (tipo IIX = WKY: 1,1 +0,2; WKY-T: 0,88 + 0,1, SHR: 3,9+ 04 e
SHR-T: 1,9 + 0,5%) em detrimento do aumento na porcentagem de fibras
dotipo | (tipol-=WKY:92,7 + 1,5;WKY-T: 96,5 + 1,1; SHR: 77,5 + 1,8 e SHR-T:
87,2 + 1,3%), equiparando-se ao animal controle (figura 4C). E possivel
observar essas alteracdes na figura 4D pelas imagens representativas dos
cortes histolégicos do musculo séleo para cada grupo estudado, pela
caracterizagao histoquimica da atividade da ATPase miosinica.
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Figura 4. Caracterizacdo histoquimica do séleo pela reacao da ATPase miosinica. Razao capilar por fibra (A), drea de seccéo transversa das fibras musculares do tipo |, lIA e lIX
(B), distribuicdo dos tipos de fibra (D) e imagens representativas dos cortes histolégicos de secgdes transversas do musculo no pH 10,3. As setas nas imagens apontam para
0s capilares e as simbologias |, A e X representam as fibras do tipo |, llA e IIX, respectivamente. Os dados estéo representados na forma de média + EPM. * P < 0,05 vs. WKY,
SHR e SHR-T; 1 P < 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, + P < 0,05 vs. WKY-T e SHR; § P < 0,001 vs. WKT, WKY-T e SHR-T; P < 0,01 vs. WKY-T, € P < 0,01 vs. WKY, WKY-T, SHR.

DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado o efeito do TF aerébio sobre as alte-
racoes estruturais e metabdlicas da musculatura esquelética associadas
a HA primaria. Os principais resultados do estudo mostram que o TF
aerébio sobre a HA: 1) reduziu a PAS acompanhado de bradicardia de
repouso; 2) aumentou a tolerancia a realizacao do esforco; 3) aumentou
0 VO, de pico; 4) aumentou a atividade da enzima citrato sintase; e 5)
corrigiu a rarefacdo capilar recuperando a proporcao na distribuicao
dos tipos de fibra no musculo esquelético.

Para determinar se o protocolo de TF utilizado foi efetivo em pro-
duzir adaptacdes aerdbias, nos grupos de animais treinados foram
mensurados os principais marcadores fisioldgicos de treinamento. A
melhora na capacidade de trabalho aerébio representada pela maior
tolerancia a realizagdo de esforco fisico e maior VO,, concomitante com
0 aumento da atividade oxidativa muscular esquelética e a presenca de
bradicardia de repouso sao as mais legitimas adaptacdées musculares
esqueléticas e cardiacas do condicionamento aerobio'®,

Na década de 60 foram realizados os primeiros estudos que cons-
tataram o potencial efeito preventivo do TF aerébio no controle e no
tratamento da PA, surgindo as primeiras evidéncias de redugdo na PA
em individuos hipertensos que faziam exercicio fisico regular®.

Como esperado, observamos que 0s grupos hipertensos apresen-
tavam niveis elevados de PA comparados aos grupos normotensos no
inicio do protocolo experimental. Entretanto, ao término de 10 semanas
de TF, comprovamos a eficécia do treinamento de baixa intensidade e
longa duracdo em reduzir a PAS do grupo SHR-T comparado ao grupo
SHR. Estes resultados estao de acordo com os encontrados na literatura,
confirmando a eficécia do TF aerdbio em reduzir a PA tanto de animais
geneticamente hipertensos quanto de humanos hipertensos'®182°,

O aumento da resisténcia vascular periférica, a responsavel pela
manutencdo dos niveis pressoricos elevados na HA primdria, é con-
sequéncia de alteragdes estruturais e funcionais na microcirculagéo,
que regulam o fluxo sanguineo e a pressao®®. Estudos mostram que a
reducdo da PA induzida pelo TF em SHR foi correlacionada com a nor-
malizacao de ambos, razao parede/Iuz vascular e um maior aumento
da razéo capilar por fibra no musculo esquelético’®, De acordo com
os estudos prévios'®'8, os resultados do presente estudo confirmam
que o TF de natacdo normaliza a rarefacdo capilar no musculo esque-
lético de SHR, o qual contribui para a reducdo da elevada resisténcia
periférica total, por promover o aumento da condutancia paralela da
microcirculacdo, ou seja, facilita a passagem do fluxo sanguineo em
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decorréncia do aumento do nimero de vasos da musculatura esque-
lética. Além disso, o TF aumenta a razéo capilar por fibra no musculo
esquelético de ratos normotensos treinados como demonstrado em
varios estudos'®®,

Sabidamente, a angiogénese representa uma resposta adaptativa
priméria do musculo esquelético ao TF aerébio, contribuindo para a
melhora da capacidade aerébia muscular (transporte, fornecimento e
extracdo de oxigénio)?’. Por outro lado, musculos esqueléticos com
alteracdo do suporte capilar e, consequentemente, prejuizo na oferta
de oxigénio e nutrientes, sob vérias condicdes, tais como, fatores de
risco cardiovascular e DCV, estao relacionados com uma mudanga na
distribuicdo dos tipos de fibra muscular em direcdo ao aumento de
fibras do tipo II. A origem da transicao de fibras do tipo | para Il em mus-
culo séleo de SHR ainda permanece pouco conhecida, porém estudos
demonstram estar relacionadas com a rarefacdo capilar acompanhada
de mudancas nas propriedades metabolicas' .

Estudos mostram que, quando ocorre a transicdo entre os tipos de
fibras do musculo esquelético, as diferentes propriedades morfoldgicas
da fibra muscular so transformadas da seguinte forma: a densidade capi-
lar e as atividades das enzimas do metabolismo energético sdo alteradas
precocemente durante a transicdo e precedem a mudanca na atividade
da ATPase miofibrilar e as caracteristicas contrateis do musculo®?,

Em mamiferos, as fibras do musculo esquelético sdo geralmente
classificadas em fibras do tipo | e tipo Il de acordo com as diferentes
atividades da ATPase miosinica apos a pré-incubacdo em diferentes
pHs, podendo as fibras do tipo Il ser subclassificadas em IIA, IIX/D e
IIB. As fibras do tipo Il séo caracterizadas por serem fibras de contracao
rdpida com predominancia do metabolismo glicolitico, ao passo que as
fibras do tipo | sdo caracterizadas por serem fibras de contracéo lenta
com predominancia do metabolismo oxidativo'*°,

Vérias evidéncias na literatura mostram que o musculo esquelético
de individuos hipertensos, assim como de SHR, contém maior porcen-
tagem de fibras de contracédo rapida e glicolitica, ou seja, as do tipo Il
comparadas aos seus controles normotensos’"". Interessantemente,
0s resultados obtidos na composicéo dos tipos de fibra do musculo
esquelético soleo, musculo este utilizado neste estudo, que apresenta
em média 90% de fibras do tipo | e 10% de fibras do tipo Il, realizado
tanto pela técnica de histoquimica pela reagdo da ATPase miosinica
quanto pela técnica de eletroforese em gel SDS-PAGE para deteccao
das miosinas de cadeia pesada (MHC) para cada tipo de fibra, foram
positivamente correlacionadas independente da técnica empregada'®.
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Segundo Bortolotto et al'®, o principal resultado obtido em seu
estudo é que em todos os estdgios de hipertensao (quatro, 16 e 24
semanas), 0 musculo séleo de SHR apresenta maior propor¢do de fi-
bras do tipo Il do que o musculo séleo de ratos WKY, bem como de
fibras hibridas, fibras estas que contém dois tipos de MHC em uma
mesma fibra muscular isolada, no caso do SHR, maior proporcao de
fibras hibridas lIA+1IX. A presenca de maior proporcdo de fibras hibridas
é um indicador de transicdo do tipo de fibra muscular no musculo
em questao.

Similar aos resultados dos estudos expostos acima, no presente
estudo,observamos no musculo séleo de SHR comparado ao seu con-
trole WKY significante alteracdo na distribuicdo dos tipos de fibra, ou
seja, uma diminuicdo de fibras de contragdo lenta e oxidativa, fibras
do tipo I, e um simultaneo aumento na porcentagem de fibras do
tipo IIA e IIX em paralelo com uma reducédo da razéo capilar por fibra
dessa musculatura, assim como uma pequena diminuicdo (12%) da
atividade da citrato sintase.

Estudos recentes tém associado os efeitos do TF ao tratamento
farmacolégico. Minami et al>' mostraram os efeitos do TF, associado
ou nao ao tratamento com perindopril (inibidor da enzima conversora
de angiotensina), sobre a capilaridade e os tipos de fibra no musculo
soleo de SHR. Os autores observaram gue o tratamento crénico com
perindopril aumenta a capacidade de exercicio em animais ndo treina-
dos; entretanto, esse efeito ndo foi sinérgico a capacidade de exercicio
adquirida como resultado somente de TF. Por outro lado, o tratamento
com perindopril associado ao TF promove mudancas adaptativas no
musculo séleo, como aumento da densidade capilar e da porcentagem
de fibras do tipo I*'. Embora ndo tenha sido observada alteracdo na
composicao dos tipos de fibra nos grupos SHR treinado e SHR tra-
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tado com perindopril quando comparado ao grupo SHR sedentario,
0s autores observaram uma maior capilarizacdo nestes grupos, o que
pode ter contribuido para melhora na capacidade de exercicio. Outro
estudo mais recente do mesmo grupo mostrou que o tratamento far-
macolégico com um bloqueador de canal de calcio (azelnidipine), ou
um antagonista do receptor de angiotensina Il tipo | (olmesartan) ou
mesmo o TF significativamente aumentaram a densidade capilar e a
porcentagem de fibras do tipo | no musculo séleo de SHR*?. Embora
os resultados na literatura ainda sejam controversos no que se refere as
alteracdes na proporcao dos tipos de fibra em resposta ao TF, também
néo foi possivel observar a comparacdo entre o perfil dos tipos de fibra
no grupo SHR treinado comparado ao seu controle normotenso WKY,
com intuito de averiguar uma normalizacdo perante a composicao
nos tipos de fibra.

Notavelmente, nés mostramos pela primeira vez a evidéncia de
que o TF aerdbio corrigiu as mudancas na composicdo dos tipos de
fibra no musculo séleo de SHR quando comparado ao seu controle
WKY, uma vez que a capilarizagdo e 0 aumento da atividade da enzima
citrato sintase sdo umas das mais importantes adaptagdes ao TF aerd-
bio, atuando na manutencao do metabolismo oxidativo e do perfil de
fibra do musculo esquelético. Portanto, esses resultados em conjunto
contribuem para o0 aumento do consumo de oxigénio, capacidade de
tolerancia ao esforco e queda dos niveis presséricos observados no
grupo hipertenso treinado.
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