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Resumo
Fundamento: Os efeitos do envelhecimento no misculo papilar tém sido amplamente demonstrados, mas nao ha dados
disponiveis sobre os efeitos do exercicio nas alteracoes relacionadas a idade.

Objetivo: Analisar os efeitos do envelhecimento nas propriedades morfolégicas e quantitativas do misculo papilar e
investigar se um programa continuo de exercicios moderados pode exercer um efeito protetor contra as conseqiiéncias
do envelhecimento.

Métodos: Microscopia eletronica foi utilizada para estudar a densidade dos midcitos, capilares e tecido conectivo e area
transversal dos miécitos do musculo papilar no ventriculo esquerdo de ratos Wistar de 6 e 13 meses, nao-treinados e
submetidos a exercicios.

Resultados: Como esperado, a densidade de volume dos miécitos diminui significantemente (p<0,05) com a idade.
A densidade de comprimento dos capilares também diminui com a idade, mas nao de forma significante. A fracao
de volume intersticial do tecido do misculo capilar aumenta significantemente com a idade (P<0,05). O niimero de
perfis de midcitos mostrou uma reducao de 20% que foi acompanhada de hipertrofia dos miécitos no envelhecimento
(P<0,05). Animais submetidos a uma sessao diaria de 60 minutos, 5 dias/semana a 1,8 km.h"' de corrida moderada em
esteira ergométrica durante 28 semanas mostraram uma reversao de todos os efeitos do envelhecimento observados
no miisculo papilar.

Conclusao: O presente estudo apéia o conceito de que treinamento fisico de longo prazo impede as mudancas deletérias
relacionadas a idade no misculo capilar. (Arq Bras Cardiol 2009;92(5):387-392)
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Summary
Background: The effects of aging on papillary muscle have been widely demonstrated, but no data on the effects of exercise on the age-related
changes are available.

Objective: To analyze the effects of aging on the morphological and quantitative properties of papillary muscle and investigate whether a long-
term moderate exercise program would exert a protective effect against the effects of aging.

Methods: We used electron microscopy to study the density of myocytes, capillaries and connective tissue and the cross-sectional area of
myocytes of the papillary muscle of the left ventricle of 6- and 13-month-old untrained and exercised Wistar rats.

Results: As expected, the volume density of myocytes declined significantly (p<0.05) with aging. The length density of myocardial capillaries
also declined with aging, but not significantly. The interstitial volume fraction of the papillary muscle tissue increased significantly (P<0.05) with
age. The number of myocyte profiles showed a reduction of 20% that was accompanied by myocyte hypertrophy in the aged rats (P<0.05).
Animals submitted to a 60-minute daily session,, 5 days/wk at 1.8 km.h"" of moderate running on a treadmill for 28 weeks showed a reversion
of all the observed aging effects on papillary muscle.

Conclusion: The present study supports the concept that long—term exercise training restrains the aging-related deleterious changes in the
papillary muscle. (Arg Bras Cardiol 2009;92(5):356-360
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Introducao

Os misculos papilares sao parte integral dos ventriculos
e tém um papel importante na sua geometria e funcao
sistélica’* Estudos anteriores sobre variagoes nas caracteristicas
dos miusculos papilares com a idade'** mostraram que a
densidade dos midcitos, tecido conectivo e capilares, e a drea
transversal dos miécitos bem como as caracteristicas fisicas
e bioquimicas do musculo papilar dependem da idade®".
Os efeitos mais evidentes relacionados a idade no musculo
papilar sao a perda de células musculares e um aumento do
tecido conectivo® .

Por outro lado, foi demonstrado que o exercicio aerébico
altera algumas das mudangas relacionadas a idade na parede
do miocardio ventricular esquerdo de ratos''". Entretanto,
nao ha dados disponiveis sobre o efeito do exercicio habitual
nas mudangas do miusculo papilar causadas pela idade.
Dessa forma, no presente estudo, investigamos os efeitos do
envelhecimento na morfologia e densidade dos miécitos,
capilares e tecido conjuntivo e a drea transversal dos miécitos
do musculo papilar do ventriculo esquerdo (VE) e analisamos
a hipétese de que um programa de exercicios moderados de
longo prazo poderia ter um efeito protetor contra os efeitos
deletérios do envelhecimento.

Material e métodos
Animais e procedimentos

Quinze ratos machos Wistar de 6 meses de idade, pesando
aproximadamente 420 g cada, foram mantidos em grupos de
5, em uma sala com luz e temperatura controladas, com ragao
ad libitum. Os animais foram divididos aleatoriamente em
trés grupos: jovem controle (JC), exercicio (E) e ndo-treinado
(N). O grupo E correu em uma esteira ergométrica cinco dias
por semana. O programa foi progressivamente aumentando
em intensidade até a 42 semana, quando os ratos passaram
a correr 1 hora didria a 1,8 km.h". Esse nivel foi mantido
durante o restante do periodo experimental. O periodo de
treinamento total foi de 28 semanas.

O tipo de exercicio usado nesse experimento pode ser
considerado como exercicio moderado. Os ratos do grupo
N foram colocados sobre a esteira ergométrica parada por
10 minutos, diariamente, para que o manuseio dos animais
fosse equivalente. O manuseio dos animais foi aprovado
pelo Comité de Etica de nossa Universidade, de acordo
com o “Cuide for the Care and Use of Laboratory Animals”
(Institute of Laboratory Animal Resources, National Academy of
Sciences, Washington, D. C., 1996) e os Principios Eticos em
Experimentos Animais do Colégio Brasileiro de Experimentos
Animais (COBEA).

Preparacao das amostras de tecido

Ao término do experimento, os animais dos grupos N e
E aos 13 meses de idade (considerados de meia-idade*'?)
foram anestesiados com pentobarbital s6dico (3 mg/100 g
peso corporal, via intraperitoneal) e entao sacrificados. O
grupo adicional de 5 animais (grupo jovem controle, JC) foi
sacrificado aos 6 meses de idade. Os coragoes foram parados

Arq Bras Cardiol 2009;92(5):387-392

na didstole. A perfusao do miocérdio foi realizada através da
aorta a uma pressao constante de 80 mmHg, usando 0,1
M de tampao cacodilato (3 minutos) seguido de solucao de
glutaraldeido 2,5 % diluida em tampao cacodilato.

Os animais foram heparinizados antes da fixagao para
otimizar a perfusao-fixagao. O coragao foi entao removido, o
VE foi aberto e o musculo papilar foi dissecado. Cada musculo
papilar foi cortado em fatias de aproximadamente 3 mm de
largura e 5 mm de comprimento. Essas fatias de tecido foram
p6s-fixadas em tetroxido de ésmio em tampao cacodilato de
sédio por 1 hora. O tecido foi desidratado em graduagoes de
alcool e embebido em resina Epon e seccionado, de forma que
as células musculares de metade dos blocos foram cortadas
transversalmente e a outra metade, longitudinalmente.
Cortes finos para estudo através de microscopia eletrénica de
transmissdo foram corados com acetato de uranila' e citrato
de chumbo?. As segdes longitudinais foram usadas para
avaliar o estado de fixacdo do miocardio através da medida
de comprimento do sarcomero nos 3 grupos.

Estereologia

Dois blocos, escolhidos ao acaso, de cada musculo papilar
no qual os midcitos foram cortados em transversal foram
usados na andlise quantitativa. As segdes ultrafinas foram
colocadas sobre um grelha de cobre e 10 campos por bloco,
escolhidos ao acaso, foram selecionados para as micrografias,
tiradas com um microscépio eletrénico de transmissao Jeol.
Micrografias eletronicas de baixa poténcia (x600) foram
utilizadas para a andlise quantitativa da composicao do
tecido do musculo papilar do VE. Cada uma das micrografias
eletronicas foi analisada usando um software processador de
imagens digitais para a drea biomédica (Axio Vision, Zeiss).
Um total de 300 micrografias eletrénicas aleatérias foram
analisadas. Um sistema-teste com 72 pontos de amostra foi
colocado na tela do monitor e calibrado.

O miocérdio foi analisado considerando os miécitos (mi)
e o intersticio cardiaco (tecido conectivo [tc]). A densidade
de volume foi estimada para miécitos (Vvmi]), e tecido
conectivo (Vvltc]): (V, lestrutural: = P [estrutural/P,) (P, é
o ndmero de pontos que incidem sobre a estrutura; P, is o
ndmero total de pontos-teste). A densidade de comprimento
também foi estimada para os capilares miocérdicos, C |[cal:
=2Q, mm/mm?, e Q, também foi estimada para os miécitos
(Q, [mil). Q, é a densidade numérica por drea de unidade.
A densidade numérica dos perfis celulares ou capilares em
uma dada drea foi estimada através da seguinte formula: Q
> perfis/dada érea.

A

A drea transversal média dos miécitos (Area[mi]) também
foi determinada em cada animal e para cada grupo. Os
resultados sao apresentados como médias = EPM computadas
a partir das médias de medidas obtidas de cada animal.

Anadlise estatistica

A significancia estatistica foi avaliada através de ANOVA
e teste de Bonferroni, e os valores de P menores que 0,05
foram considerados significantes.
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Resultados
Efeitos do exercicio

A Figura 1 mostra a aparéncia ultramicroscépica de segoes
transversais do musculo papilar do VE no presente grupo de
ratos. A andlise através de microscopia eletrénica de secbes
ultrafinas revelou a presenca de areas focais esparsas de fibrose
intersticial e de substituicao através do miocardio do musculo
papilar do grupo N de ratos aos 13 meses de idade (Fig. 1C, D),
comparados com os ratos JC (Fig. 1A, B). Nos ratos do grupo E,
o programa de corrida continua na esteira ergométrica, utilizado
nesse estudo, reduziu a fibrose intersticial no mdsculo papilar
treinado envelhecido (Fig. 1 E, F). O comprimento do sarcomero
de todas as secgoes de tecido era de comprimento similar
(aproximadamente 2.1 um) (Fig. 2)., portanto, eles puderam ser
comparados. De outra forma, eles ndo poderiam ser comparados,
por que diferentes comprimentos de sarcomero afetarao os

9 85 micron

Fig. 1 - Cortes ultrafinos de blocos de tecido de misculo papilar embebidos em
Epon, de ratos dos grupos JC (painéisAe B), N (painéis C e D) e E (painéis E e F).
Observe a fibrose intersticial e de substituicdo (setas) no grupo N (painéis C e D),
néo observada nos outros grupos (grupo JC, painéis A e B e grupo E, painéis E e
F). Setas - capilares; m - miccitos. Perfis dos capilares séo facilmente delineados
e os limites celulares musculares podem ser diferenciados com seguranga. Barra
-9.85 um.

didmetros celulares e, conseqtientemente, os volumes celulares
e a densidade de volume.

As caracteristicas gerais dos trés grupos de ratos e
seus VE sdao mostradas na Tabela 1. O peso corporal dos
grupos E e N no inicio do treinamento (aos 6 meses de
idade) foi 4218 g e 427 = 9 g, respectivamente (NS).
Ao término do programa de corrida, o peso corporal dos
ratos idosos do grupo E (entdo com 13 meses de idade)
era significantemente mais baixo (461=10g) que o dos
ratos idosos (também com 13 meses de idade) do grupo N
(509=11g) (P<0,05). O peso do VE aumentou 19,5% no
grupo E (P<0,05). A relagao peso do VE/peso corporal foi
significantemente maior (P<0.05) nos animais idosos do
grupo E, quando comparados ao grupo N.

As mudangas quantitativas no miocdrdio do mdsculo
papilar causadas pelo envelhecimento e os efeitos do
exercicio sao mostrados na Tabela 2. A densidade de
volume dos midcitos no miocérdio envelhecido do grupo
N foi 11% mais baixa do que a densidade medida no grupo
JC (P<0,05). Como mostrado na Tabela 2, as alteracbes em
direcao oposta aquelas vistas no compartimento midcito
ocorreram na fragdao do volume intersticial do tecido.
Esse constituinte quantitativo era mais alto no miocérdio
envelhecido do grupo N, quando comparado com o grupo
JC (P<0,05). A densidade de comprimento dos capilares
miocardicos era levemente menor nos ratos idosos do grupo
N quando comparados ao grupo JC (NS). A contagem dos

Tabela 1 - Peso corporal e do coragdo em trés grupos de ratos
estudados

Parametro/Grupos JC N E

n 5 5 5
|dade, meses 6 13 13
Peso corpo, inicial, g 4219 427 £9 4218
Peso corpo, terminal, g - 509+11 461+10°
VE, g 0,912+ 8 0,920+32 1,100+46°
Peso VE /peso corpo, x10° 2,1£0,05 1,8+0,07 2,3+0,157

Grupos: JC - jovem controle; N - ndo-treinado; E - Exercicio; Valores
sdo mostrados em médias +EPM; n - numero de ratos; VE - ventriculo
esquerdo; @ P<0,05 vs. U; ® P<0,05 vs. JC e N.

Tabela 2 — Parametros estereoldgicos (MédiaxEPM)

Parametro/Grupos JC N E
W[mi] (%) 83+4° 74%5 80+6°
Wltc] (%) 842 1415 12¢12
Cvlca] (102 mm/mm?) 1719 1618 20+2°
QA[mi] /mm? 512 41 512
Area [mi] (um?) 1804742 270483 210+60°

Grupos: JC - jovem controle; N - ndo-treinado; E - Exercicio; VV -
Densidade de Volume; Cv - densidade de comprimento; QA - densidade
numérica por érea de unidade; mi - midcitos; tc - tecido conectivo ; Ca
- capilares. 2 P<0,05vs. N, * vs. JCe N e °VS. JC.
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Fig. 2 - Cortes ultrafinos de blocos de tecido de musculo papilar embebidos em Epon, de ratos dos grupos JC (painéis A), N (painéis B) e E (painéis C). Observe que
as fibras musculares mostram sarcémeros com aproximadamente o mesmo comprimento nos trés grupos. Barra - 1 um.

perfis de miécitos por milimetro quadrado mostrou que
uma reducao de 20% no ndmero de midcitos ocorreu no
grupo N com o envelhecimento (P<0,05). Os ratos idosos
do grupo N mostraram hipertrofia dos miécitos, com
um aumento de 50% da drea [mi] nos animais idosos do
grupo N, quando comparados com aqueles do grupo JC
(P<0,05). Entretanto, essas mudancas relacionadas a idade
nao foram encontradas em ratos idosos condicionados pelo
treinamento fisico crénico (Tabela 2).

O exercicio fisico aumentou significantemente o Vv[mi]
nos ratos idosos e também foi eficiente na diminuicao
da fibrose miocardica: Vv[tc] foi mais de 25% mais baixo
nos animais submetidos ao treinamento fisico (Tabela 2).
Entretanto, ele manteve o aumento da Area[mi] produzido
pelo envelhecimento. Nao houve diferenga entre os grupos N
e E em relacdo a Area[mi]. O exercicio fisico aparentemente
também melhorou a vascularizagdo miocardica no grupo de
animais E: o C [ca] foi maior nos ratos idosos do grupo E do
que nos ratos do grupo N (P<0,05).

Discussao

O delineamento das mudangas na estrutura e funcao do
coragao e dos fatores que podem contribuir para reverter
essas mudangas que ocorrem com o envelhecimento se torna
cada vez mais importante, considerando-se que mais de 50%
da mortalidade e a maioria das hospitalizagdes de individuos
idosos resultam de doencas cardiovasculares?'. Portanto, esta
é a importancia do isolamento e identificagao dos efeitos
do envelhecimento, isoladamente, daqueles relacionados a
alteragdes patoldgicas.

Ha uma crenca geral de que, a medida que o coragao
envelhece, ele sofre certo grau de hipertrofia®'”*'. Entretanto,
baseado nos resultados correntes, o peso do VE ndao aumentou
consistentemente com a idade, um padrao também observado
por outros autores’?%%* e nos resultados presentes.

No presente estudo, observou-se que o envelhecimento foi
acompanhado de alteragdes morfoquantitativas no masculo
papilar do ventriculo esquerdo (VE), a maioria das quais foi
atenuada pelo exercicio fisico. Os resultados quantitativos
demonstram que uma perda significante de miécitos ocorreu
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com o envelhecimento no musculo papilar do VE nos ratos do
grupo N. Nesse grupo, tornou-se aparente que uma reducao
de 20% na densidade numérica dos midcitos foi observada.
Esses resultados sao similares aos achados obtidos por outros
autores, que demonstraram uma redugao no némero total
de midcitos nos ventriculos de ratos de 4 para 12 meses’
e de 4 para 15 meses’. De acordo com Anversa e cols.?,
um fené6meno comparavel também ocorre no coracao
humano'252¢, E possivel que a hipertrofia dos miécitos que
ocorreu no coragao idoso tenha sido capaz de compensar a
perda dessas células musculares.

Os resultados do presente trabalho confirmam achados
prévios mostrando que a diminui¢ao no niimero de midcitos
com a idade estd associada com um aumento do tecido
intersticial®'®. O actmulo de coldgeno como uma fungao
da idade também foi observado no coragdo humano' 2. O
mecanismo responsavel pela perda dos miécitos com areas de
fibrose intersticial e de substituicdo no miocardio é atualmente
desconhecido’. A isquemia é uma provavel possibilidade”2°.
Entretanto, no presente estudo, a contagem dos perfis
capilares nao mostrou uma densidade numérica diminuida nos
ratos idosos do grupo N. Sob isquemia, o tecido miocardico
responde através de remodelagem?, perda de miécito devido
a apoptose e necrose?*?", e fibrose reparadora®**. De acordo
com outros autores* a perda de miécitos é provavelmente
resultante principalmente da apoptose — morte celular
geneticamente programada. E possivel que essas alteragoes
relacionadas a idade no musculo papilar sejam responsaveis
pela deficiéncia de rigidez no musculo papilar e complacéncia
do VE em idade avancada®.

Alteragbes na drea transversal de midcitos'” foram usadas
anteriormente para caracterizar hipertrofia induzida pelo
envelhecimento ao nivel de organizagao celular. Entretanto,
Anversa e cols.” demonstrou que a hiperplasia celular dos
miécitos também participa da resposta hipertréfica do
miocardio durante a senescéncia’.

E esperado que a perda continua de midcitos nos
ventriculos gere uma carga maior nos midcitos remanescentes,
que pode funcionar como um estimulo mecanico crénico para
o crescimento celular”":12:243¢,

O exercicio aerébico durante a fase de envelhecimento
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melhorou a vascularizagao miocardica e normalizou a fibrose
miocardica. E esperado que a maior concentragao de perfis
capilares produza uma elevagao na superficie luminal do
endotélio acessivel para troca de oxigénio no tecido e uma
menor distdncia maxima de difusdo para o transporte de
oxigénio para os midcitos’.

Conclusao

Em conclusdo, o presente estudo fornece informagoes
morfoquantitativas, demonstrando que a pratica diaria de
exercicios fisicos moderados durante a fase de envelhecimento
impede algumas alteragoes deletérias relacionadas a idade no
misculo papilar, tais como a perda de miécitos, aumento no
tecido intersticial, e uma diminuicao da densidade numérica
dos perfis capilares.
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