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RESUMO

As lesdes musculares tém sido observadas como as mais frequentes nos esportes. Considerando a pro-
ducdo de espécies reativas de oxigénio como um fator de risco para instalacao de lesdes e caracteristicas
antioxidantes e anti-inflamatdrias do 6mega-3, o objetivo deste trabalho foi verificar as alteracdes histologicas
e morfométricas do musculo séleo de ratos que realizaram natacéo, associado a uma dieta suplementada com
Omega-3. Para sua realizacdo foram utilizados 31 ratos Wistar divididos em quatro grupos, sendo os grupos A
e C suplementados com azeite de oliva e B e D com 3g/dia de 6mega-3 por quatro semanas. Os grupos C e D
foram submetidos a natacdo cinco dias/semana por 28 dias, com acréscimo de 5% do peso corporal a partir da
segunda semana, enquanto que os grupos A e B ndo realizaram treinamento. Apos este periodo os animais foram
sacrificados, o musculo soleo retirado e corado com Hematoxilina-eosina para avaliacéo morfoldgica. Andlise de
variancia bifatorial, com nivel de significancia de 5%, foi utilizada para andlise dos valores do menor diametro
das fibras musculares. Os grupos A e B (sedentarios) apresentaram padrdes histolégicos de normalidade. O
grupo C apresentou aumento do tecido endomisial e do nimero de nucleos, presenca de fibras fagocitadas
e de contornos poligonais ndo mantidos, enquanto que o grupo D apresentou poucas fibras fagocitadas e de
contornos poligonais preservados. Com relagao a medida do menor diametro das fibras musculares, as andlises
mostraram diferencas para o fator treinamento, mas ndo para o fator suplementacéo e a interagdo entre eles.
As alteracoes histoldgicas induzidas pelo exercicio foram atenuadas no grupo suplementado com 6mega-3,
sugerindo um efeito protetor da suplementacdo, contudo, o aumento do didametro das fibras para os grupos
expostos ao exercicio esta relacionado ao efeito do treinamento e ndo a suplementacéo.

Palavras- chave: exercicio fisico, estresse oxidativo, musculo esquelético, antioxidantes e anti-inflamatérios.

ABSTRACT

Muscle injuries have been observed as the most frequent in sports. Considering the production of Reactive
Oxygen Species as a risk factor for installation of injuries and antioxidant and anti-inflammatory characteristics
of Omega-3, the objective of this study was to evaluate the histological and morphometric changes of the
soleus muscle of rats that practiced swimming, associated with a diet supplemented with Omega-3. 31 Wistar
rats divided into 4 groups were used, namely groups A and C supplemented with olive oil and B and D with
3g/day of Omega-3, for 4 weeks. Groups C and D were submitted to swimming for 5 days / week during 28
days, with addition of 5% of body weight from the second week on; while groups A and B did not perform
training. After this period the animals were sacrificed, the soleus muscle removed and stained with hematoxylin
and eosin for morphological evaluation. Bifactorial analysis of variance with significance level of 5% was used
for analysis of values of smallest diameter of the muscle fibers. Groups A and B (sedentary) presented normal
histological patterns. Group C showed increase of endomisial tissue and number of nuclei, presence of pha-
gocytized fibers and not maintained polygonal contours, whereas group D showed few phagocytized fibers
and polygonal contours preserved. Regarding the measurement of the smallest diameter of the muscle fibers,
the analyses showed differences for the training factor, but not for the supplementation factor or interaction
between them. The histological changes induced by exercise were attenuated in the group supplemented
with Omega-3, suggesting hence a protective effect of supplementation; however, the diameter increase of
the fibers for the groups exposed to exercise is related to the training effect and not to supplementation.

Keywords: physical exercise, oxidative stress, skeletal muscle, antioxidant and anti-inflammatory.
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INTRODUCAO

As lesdes musculares tém sido observadas como as mais frequentes
nos esportes, independente do nivel de performance, sendo comuns
no ambito clinico, as contusdes e estiramentos, as quais representam
90% do total de casos!?.

Dentre os fatores responsaveis por sua ocorréncia, destacam- se 0s
biomecanicos, caracterizados por resultantes de forca que excedem a
capacidade estrutural do tecido muscular, conforme descrito por Pastre
et al® e, os fisiologicos, relacionados a instalacdo de fadiga, determi-
nados por resultantes de reagdes bioguimicas associadas ao exercicio.
Nesse ambito, considerando aspectos da biologia molecular, especula-
se a participacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) como fator
causal de agravos do musculo esquelético.

Os mecanismos de formacéo das ERO estéo relacionados ao au-
mento da producdo de anion superdxido (02--), peroxido de hidro-
génio (H202) e radical hidroxil (HO-), dentre outros. Tal condi¢ao
promove a lipoperoxidagao, ou seja, a oxidacao da camada lipfdica da
membrana celular e gera danos as proteinas e ao DNA, provocando
diversas alteracdes na funcao celular e tecidual®. Para Souza et al®,
tais modificacdes, no ambito do exercicio, estdo associadas a atividades
predominantemente aerdbicas.

Levando em conta a ampla pratica de exercicios, sobretudo os
aerdbicos, para manutencdo da satlde de populacdes diversas, faz-se
importante a observacao, avaliacéo e, por fim, o controle da capacidade
de defesa antioxidante, pois baixos niveis de estresse oxidativo evitam
a instalacao de lesoes”.

Neste sentido, alternativas nutricionais tém sido estudadas, a fim
de reduzir os efeitos oxidantes promovidos pelo exercicio extenuante,
dentre as quais estd a suplementacdo com vitamina E, vitamina C, cre-
atina e glutamina®, Outra estratégia utilizada para estimular as defesas
antioxidantes do organismo é a suplementagdo com 6émega-3, caracte-
rizado como um écido graxo poli-insaturado de cadeia longa, que tem
mostrado eficiente acao anti-inflamatéria provocada pela diminuicao
da sintese de potentes mediadores quimicos da inflamacéo derivados
do &cido araquidénico, ou seja, prostaglandina E2 (PGE2), tromboxano
A2 (TXA2), prostaciclina (PGI2) e leucotrieno B4 (LTB4)°,

Simopoulos!'” ainda diz que, 0 dmega-3 possui propriedades an-
titrombatica, antiarritmicas, hipolipidémica e vasodilatadora. Por isso
recomenda para a maioria dos atletas, especialmente aqueles em nivel
do lazer, incluir EPA (acido eicosapentaenoico, 20:5) e DHA (4cido deco-
hexapentaenoico, 22:6) de cercade 1 a 2g/d na quantidade de EPA:DHA
de 2:1. Além disso, Skalski'? relata que o dmega-3 pode aumentar a
resposta B-adrenérgica no figado e aumentar a gliconeogénese em
resposta ao estresse, resultando em diminuicdo da lactacidemia.

A partir da producao das ERO como fator de risco para instalagéo
de lesdes durante a pratica de atividades aerdbicas, que sdo ampla-
mente recomendadas para a manutencdo da saude, como situagao
problema e, das caracteristicas antioxidantes e anti-inflamatorias do
Omega-3 descritas alhures, entende-se como pertinente empreender
investigacao sobre os efeitos preventivos desse acido graxo.

Assim, constituiu-se como objetivo deste trabalho, a verificagdo das
alteragdes histoldgicas e morfométricas das fibras do musculo séleo de
ratos que realizaram exercicio fisico por meio de natacéo, associado a
uma dieta suplementada com 6mega-3.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 31 ratos Wistar (Rat-
tus novergicus, var. albina, Rodentia, Mammalia) de 100 dias de ida-
de, com peso entre 240 e 350g no inicio do experimento. Antes de
serem utilizados, esses animais foram colocados em gaiolas plésticas
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(30 x 16 x 19cm) coletivas com, no maximo, cinco animais em cada
gaiola, por uma semana para adaptacéo, sendo posteriormente trans-
feridos para gaiolas individuais.

Os animais foram mantidos com temperatura entre 24 e 28°C
e ciclo claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-se as
7:00h. Agua e racdo para roedores (MP-77 — Primor) foram fornecidas
ad libitum. Para controle de peso corporal os animais foram pesados
semanalmente.

Todos os procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FCT/
UNESP (Proc. n® 039/2005) e sequiram os “Principios Eticos na Experi-
mentacdo Animal”adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA).

Os animais foram divididos em quatro grupos: dois sem atividade
fisica (denominados de sedentéarios) e dois submetidos a treinamento
por meio de natagdo (denominados de treinados). Os animais dos grupos
sedentdrios foram alimentados com racéo e dgua ad libitum, sem (Grupo
A -8 animais) e com suplementacao de 4cidos graxos 6mega-3 (Grupo
B -8 animais). Da mesma forma, os animais treinados foram alimentados
com ragdo e agua ad libitum, sem (Grupo C — 8 animais) e com suple-
mentacdo com &cidos graxos 6mega-3 (Grupo D - 7 animais).

Os animais dos grupos B e D foram suplementados via oral por
meio do método de gavagem®, com 3g/dia de dleo de peixe (RP
Scherer do Brasil encapsuladora Ltda— Sorocaba, Sdo Paulo - Brasil),
contendo 4cidos graxos poli-insaturados émega-3 (EPA: 187,0mg/g e
DHA: 140,0mg/g) e 5,52mg/dia de acetato de DL-a- tocoferol, por meio
do farmaco Ephinal®, para evitar a auto-oxidacao dos acidos graxos
poli-insaturadost™, sete dias por semana durante quatro semanas. Ja
os animais dos grupos A e C, receberam como placebo suplementacéo
de azeite de oliva, também pelo método de gavagem.

Os animais dos grupos treinados foram submetidos ao treinamen-
to em um tanque medindo 100cm x 50cm x 60cm, contendo dgua
a 30°C a uma profundidade de 40cm, suficiente para evitar que os
animais encostassem a cauda no fundo do mesmo™. Em cada sessao,
sete ratos foram colocados, simultaneamente, para nadar no mesmo
tanque, evitando assim que os animais apresentassem a resposta de
boiar, a qual pode ser evidenciada quando os animais sdo submetidos
isoladamente a natagao.

O programa de treinamento consistiu de sessdes didrias de nata-
¢do, cinco dias por semana, num total de 20 sessdes, com sobrecarga
produzida por sobrepeso. Na primeira semana, correspondente a fase
de adaptacéo, os animais nadaram 10, 20, 30, 40 e 50 minutos por dia,
respectivamente. A partir da sexta sesséo os animais foram submetidos
a sessdes de natagao por 60min continuos e didrios, com sobrecarga
de 5% do peso corporal por meio de um chumbo preso com eldstico
a cauda dos animais.

Ao término de cada sessdo de natagdo, os animais foram coloca-
dos em uma caixa de madeira aquecida por luz, onde permaneceram
por aproximadamente 20 - 30min até estarem secos, retornando em
seguida para suas gaiolas-moradia.

Imediatamente apos a Ultima sessao de natagao, os animais fo-
ram sacrificados por meio de overdose do anestésico Tionembutal na
dose de 150 a 200mg/kg e os procedimentos cirlrgicos para a reti-
rada de um fragmento central de 2,0 x 0,5cm do musculo séleo do
membro pélvico esquerdo foram realizados, tomando-se o cuidado
de manter as fibras musculares dispostas longitudinalmente no eixo
maior do fragmento.

Esses fragmentos foram congelados por imerséo em n-Hexana res-
friada a-70°C em nitrogénio liquido pelo método de congelamento de
tecido ndo fixado'¥ e armazenados em botijdo de nitrogénio a -182°C
para posteriores analises.
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A partir dos fragmentos congelados foram confeccionadas as lami-
nas, utilizando-se cortes histolégicos de 8um de espessura. O método
de coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE)!"® foi utilizado para avaliagao
das seguintes caracteristicas: forma, tamanho, posicdo dos nucleos,
fagocitose, aumento do endomisio e hialinizacao, conforme metodo-
logia ja descrita na literatura'®!”,

Para avaliacao da morfometria das fibras musculares foi utilizado o
método da mensuracdo do menor diametro em amostras de 100 a 150
fibras por animal, pelo sistema de andlise de imagem computadorizada,
por meio do software Image Pro-Plus!®.

O peso inicial dos animais dos diferentes grupos estudados foi
avaliado por meio de andlise de varidncia monofatorial e os valores
do menor didmetro das fibras musculares e do peso final dos animais
foram comparados por meio de analise de variancia bifatorial, com os
fatores estado de treinamento (sedentério e treinado) e suplementa-
¢do (com e sem 6mega-3). Valores de p menores do que 0,05 foram
indicativos de significancia estatistica.

RESULTADOS

N&o foram observadas alteracdes significantes entre os pesos ini-
ciais dos grupos estudados (analise de variancia monofatorial; F = 0,04;
p = 0,9892). Para os pesos finais dos animais, a analise de variancia
bifatorial mostrou que n&o ocorreram diferencas entre eles para o fator
estado de treinamento (F = 0,24; p = 0,6310), suplementacéo (F =0,02;
p =0,8795) e ainteracdo estado de treinamento versus suplementagao
(F=0,72;, p =0,4057).

Na andlise histoldgica, as laminas coradas com HE dos animais
do grupo A apresentaram um aspecto morfolégico normal com as
fibras em formato poligonal, nucleos periféricos e padrdo fascicular.
Em alguns animais foram observados pequenos nimeros de fibras
polimdrficas e atrdficas, caracteristicas consideradas normais no meta-
bolismo celular da fibra muscular (figura 1a). Em algumas laminas dos
animais do grupo B e em pequenas areas, observou-se a ocorréncia de
fibras polimorficas, angulosas e discreto aumento do tecido conjuntivo
endomisial. Nas demais dreas foram observadas nucleos em posicao
periférica e contornos poligonais (figura 1b).

J& nas laminas dos animais do grupo C observou-se acentuada
modificagcao das fibras musculares caracterizadas por estagios iniciais
e completos do processo de fagocitose em algumas fibras musculares,
fibras angulares, atréficas, nucleos centralizados e perda do sarcole-
ma, o que indica a ocorréncia de degeneragao. Aumento do tecido
endomisial, fibras em splitting e muitas fibras em processo de arredon-
damento foram, também, observadas (figura 1¢).

A andlise das laminas dos animais do grupo D mostrou fibras mus-
culares com contornos poligonais e pouquissimas modificacdes no
formato, com tendéncia a arredondamento. Os nucleos estavam em
posicdo periférica e algumas dreas apresentaram fibras hipertréficas
e hialinizadas. Nao foram observados aumentos de tecido conjuntivo
endomisial (figura 1d).

Com relacdo a medida do menor didmetro das fibras musculares
a tabela 1 mostra os valores dos grupos estudados. As andlises mos-
traram diferencas significantes para o fator estado de treinamento
(F =4,790; p = 0,037), enquanto que, nao ocorreram diferencas para
o fator suplementacao (F = 0,255, p = 0,618) e a interacdo estado de
treinamento versus suplementacdo (F = 0,143; p = 0,709).

Em todos os grupos estudados hd um maior nimero de fibras
musculares na faixa de 30 - 60um de didmetro, sendo que na faixa
que varia de 30 - 40um ha predominio dos grupos sedentarios e na
faixa de 50 - 60um dos grupos treinados (tabela 2).
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Tabela 1. Valores médios, seguidos dos desvios padrdes das médias, valor minimo,
valor méximo e intervalo de confianca (IC) do menor didmetro das fibras musculares,
em micrometros (um), dos animais dos grupos estudados.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Média 42,95 £ 2,57 4312272 4532 £153 46,47 £6,35
Valor minimo 38,47 38,62 4349 39,56
Valor maximo 45,68 47,04 4831 5591
IC (LI -LS) 40,80 -45,10 | 40,84 -4539 | 44,04-46,60 | 40,60 - 52,35

Tabela 2. Distribuicao percentual da quantidade de fibras musculares nos vérios
didmetros das fibras musculares dos animais dos grupos estudados.

Diametro (um) Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
10-20 0 0 0 012
20-30 0,59 2,86 0,12 0,95
30-40 3571 34,76 22,38 25,95
40-50 48,57 45,71 53,69 41,78
50-60 14,05 1643 20,95 20,95
60-70 1,07 0,24 2,86 8,57
70-80 0 0 0 143
80-90 0 0 0 0,24
DISCUSSAO

Neste estudo fez-se a opcao pela suplementacdo com o émega-3,
como agente na prevencdo de danos teciduais pelo fato de j& serem
conhecidos seus efeitos benéficos em doencas inflamatérias®®'" e, por
ser uma alternativa nutricional menos explorada no ambito esportivo
quando comparado a vitamina E, creatina, vitamina C, glutamina, entre
outros compostos, conforme observado nos estudos de Cruzat et al®,
Metin et al'®, Goldfarb et al'?.

O principal achado deste trabalho esté relacionado ao padrao histo-
l6gico observado nos animais treinados que receberam suplementagdo
com 6mega-3. Nestes animais, diferente do observado nos animais trei-
nados sem suplementacdo de Gmega-3, as fibras musculares apresen-
taram auséncia de aumento do tecido endomisial, ntcleos periféricos
com reduzida fagocitose e polimorfismo menos acentuado.

Nos animais do grupo treinado sem suplementacao de 6mega-3
observou-se modificacdes das fibras musculares que indicaram a ocor-
réncia de degeneracdo, além de aumento do tecido endomisial, fibras
em splitting e fibras em processo de arredondamento. Tais achados sao
semelhantes aos encontrados no estudo de Brito et al“?, cujo grupo
treinado apresentou fibras em splitting, células arredondas e células
fagocitadas, caracterizando lesdo muscular.

Uma das hipoteses para explicar a lesdo muscular induzida pelo
exercicio fisico, propde que a perda de integridade da membrana ce-
lular ocorre, principalmente, como consequéncia de um ataque dos
radicais livres®??, o que tem motivado a recomendacao de antioxidantes
naturais e sintéticos para o alivio dos sinais e sintomas da lesdo mus-
cular e, mesmo, para inibir sua evolucao®?.

Estudos mostraram que o dmega-3 pode ser benéfico para doencas
inflamatorias'%?3?% por modificar as reacdes inflamatdrias e imunes,
ao modular o tipo e quantidade de eicosanoides e citosinas e, pela
alteracdo da expressdo génica®¥. Dessa forma, o padrdo histoldgico
observado nos animais treinados que receberam suplementacéo com
Omega-3 sugere que a suplementacdo pode ter influenciado a manu-
tencdo da homeostase do sistema muscular e o equilibrio do sistema
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Figura 1. Seccéo transversal da regido média do musculo séleo de rato, HE 200X. A

)

Grupo sedentdrio sem administracao de 6mega-3. B) Grupo sedentério com adminis-

tracao de 6mega-3. C) Grupo exercitado sem administracdo de dGmega-3. D) Grupo exercitado com administracdo de 6Gmega-3. Nucleo periférico (p), ntcleo central (c), fibra
arredondada (ar), fibra polimarfica (pm), fibra angulosa (ag), fibra atrofica (a), splitting (sp), aumento do tecido endomisial (ed) e fibra em processo de fagocitose (f).

antioxidante/oxidante, controlando as respostas inflamatorias e o ata-
que dos radicais livres decorrentes do estresse fisico, prevenindo lesdes
no musculo esquelético.

Tais resultados concordam com o estudo de Magee et al®”, que
mostrou a acao protetora do EPA contra os efeitos nocivos do TNF-a
(citocinas pré-inflamatdria — fator de necrose tumoral). Concentracoes
elevadas de TNF-a estdo associadas com lesdo muscular pela inibi-
cdo da diferenciacdo miogénica e aumento de apoptose, e 0s autores
observaram que a administracdo do EPA reduziu significativamente
apoptose espontanea e necrose de miottbulos e consideraram o EPA
um potente agente terapéutico na regeneracao do musculo esque-
lético lesado.

Além disso, o dmega-3 melhora o fluxo de oxigénio e nutrientes
para os tecidos durante exercicios aerébios, devido suas propriedades
vasodilatadoras®?, o que pode, também, ter influenciado na auséncia
de lesées musculares.

Os animais sedentérios e suplementados com émega-3, assim
como os animais do grupo sedentdrio sem suplementacao, apresen-
taram, de forma geral, alteracdes morfoldgicas consideradas normais
no metabolismo celular da fibra muscular.

A anélise morfométrica demonstrou que o treinamento fisico au-
mentou o menor diametro das fibras musculares dos grupos treinados
quando comparados com os grupos sedentdrios, indicando que o trei-
namento fisico induziu hipertrofia do musculo séleo nestes animais.

Modificagcdes no tamanho das fibras musculares em animais sub-
metidos a exercicios fisicos foram relatados por outros autores?2/:29),
Camargo Filho et al"®, também observaram aumento significativo
do diametro das fibras musculares em animais que foram submeti-
dos a natacao.

A hipertrofia muscular, induzida pelo exercicio, é oriunda da de-
manda funcional aumentada a qual produz uma adaptacdo do mus-
culo frente a sobrecarga fisica imposta®? e, é produzida por meio
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de mudancas no metabolismo, proliferacéo celular e consequente
ampliacdo da estrutura muscular®®. No mecanismo de hipertrofia as
células satélites desempenham papel fundamental na regeneracdo do
musculo, pois possuem nucleo capaz de proliferar-se em resposta as
microlesdes geradas pelo exercicio fisico. Dessa forma, o nimero de
nlcleos torna-se superior ao necessario e resulta no surgimento de
novas miofibrilas e hipertrofia do musculo esquelético®”.

Animais suplementados e que nao realizaram treinamentos, nao
apresentaram sinais de aumento no menor didmetro nos diferentes
grupos analisados. Além disso, quando analisados os fatores treina-
mento e suplementacdo com émega-3 conjuntamente, observou-se
que n&o houve diferencas significantes entre os grupos.

Face aos achados e tendéncias encontradas neste estudo, alguns
aspectos devem ser considerados para o aprofundamento e enrique-
cimento do mesmo, como a utilizagdo de técnicas imunohistoquimi-
cas objetivando a andlise de manifestacdes inflamatérias reativas ao
estresse por exercicio.

Como perspectiva futura, o presente estudo levanta a possibilidade
da utilizagdo do 6mega-3 no sentido de minimizar as lesdes induzidas
pelo exercicio fisico e auxiliar na manutencao do equilibrio entre o
sistema de defesa antioxidante e, neste sentido, proporcionando um
efeito preventivo em processos inflamatérios.

CONCLUSAO

A ocorréncia de alteracdes histolégicas induzidas pelo exercicio foi
atenuada no grupo com suplementacdo, sugerindo, neste ambito, um
efeito protetor da dieta com émega-3. Do ponto de vista morfomé-
trico foi observado o aumento do didmetro das fibras para os grupos
expostos ao exercicio, e as andlises mostraram que este aumento esta
relacionado ao efeito do treinamento e ndo da suplementacao.

Todos os autores declararam ndo haver qualquer potencial conflito de
interesses referente a este artigo.
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