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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar uma nova metodologia para
analise de imagens digitalizadas de cortes transversais de fibras
musculares esqueléticas de ratos submetidos ao exercicio fisico
em esteira rolante. Foram utilizados segmentos do musculo séleo
de ratos obtidos de cortes histoldgicos e corados com hematoxili-
na e eosina (HE). Foram avaliadas 100 fibras musculares para cada
animal e medidos o perimetro, a area e os diametros maximo,
médio e minimo por meio do processo de segmentacdo de ima-
gens digitalizadas das secdes das fibras usando o programa com-
putacional Image-Pro-Plus. As dimensdes geométricas como a
area, perimetro e os diametros minimos, médios das se¢fes trans-
versais das fibras musculares revelaram-se adequados para a ana-
lise do efeito do treinamento dos ratos. A analise revelou a exis-
téncia de interacdo entre os grupos de ratos e a duracdo do
exercicio fisico. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi maior
entre diametro médio e a area das fibras (0,97) seguida pela corre-
lacéo entre os didmetros méaximo e médio com o perimetro (0,93).
Concluiu-se que a mensuracdo do grau de hipertrofia das fibras
musculares pode ser feita através da determinacdo do diametro
médio ou da area da segdo transversal da fibra, constituindo uma
metodologia adequada e eficiente especialmente para as fibras
musculares com acentuado polimorfismo.

ABSTRACT

Geographical dimensions of fibers from the soleum muscle in
rats exercised on treadmill: the importance of the analysis by
means of digitalized images

The purpose of this paper was to assess a new methodology to
analyze digitalized cross sectional images from the skeletal mus-
cular fibers in rats submitted to physical exercise on treadmill. It
was used portions of the soleum muscle of rats attained from
histological cuts and tinted with hematoxylin and eosin (HE). 100
muscular fibers were assessed from each animal, and their perim-
eter, the area, and the maximal, medium and minimal diameters
were measured by means of the segmentation process from dig-
italized images of the fibers’ sections using the software Image-
Pro Plus. The geometrical dimensions such as the area, the pe-
rimeter and the medium and minimal diameters of the cross section
of muscular fibers revealed to be adequate to analyze the effect
of the training in rats. The analysis revealed the existence of an
interaction between the group of rats and the duration of the phys-
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ical exercise. The Pearson’s correlation coefficient was higher be-
tween the medium diameter and the area of the fibers (0.97), fol-
lowed by the correlation between the maximal and medium diam-
eter with the perimeter (0.93). It can be concluded that the
measurement of the grade of the hypertrophy of the muscular
fibers can be performed by determining the medium diameter or
the cross sectional area of the fiber, and thus constituting an ade-
quate and effective methodology especially for muscular fibers
with accentuated polymorphism.

RESUMEN

Dimensiones geométricas de las fibras de los musculos séleo
de ratones ejercitados en cinta rodante: la importancia del ana-
lisis por medio de imagenes digitalizadas

El objetivo de este trabajo era evaluar una nueva metodologia
para el andlisis digitalizado de las imdgenes de cortes transversa-
les de fibras musculares esqueléticas de ratones sometidos al ejer-
cicio fisico en la cinta rodante. Los segmentos del musculo séleo
de ratones obtenidos por cortes histoldgicos y fueron coloreados
con Hematoxilina y Eosina (EL). Se estimaron 100 fibras muscula-
res para cada animal, y se midién el perimetro moderado, el area,
y el maximo de los diametros, medio y minimo a través del proce-
so de segmentacion de digitalizacions de las imagenes de las sec-
ciones de las fibras usando un programa computarizado Image
Pro-Plus. Las dimensiones geométricas como el perimetro area y
los diametros minimos, medio de las secciones atravesado de las
fibras musculares que ellos se revelaron apropiado para el analisis
del efecto del entrenamiento de los ratones. El analisis revelo la
existencia de la interaccion entre los grupos de ratones y la dura-
cion del ejercicio fisico. El coeficiente de correlacion de Pearson
era mas grande entre el diametro elemento y el area de las fibras
(0,97) siguiendo para la correlacion entre el maximo de los diame-
tros y medio con el perimetro (0,93). fue Acabado que pueden
hacerse las medidas del grado de hipertrofia de las fibras muscu-
lares a través de la determinacion del diametro elemento o del
area de la seccion atravesado de la fibra, constituyendo una meto-
dologia apropiada y eficaz sobre todo para las fibras musculares
con haber acentuado el polimorfismo.

INTRODUCAO

A sobrecarga funcional induzida pelo exercicio fisico promove o
aumento da tensdo muscular e a produc¢ao de energia tornando o
musculo esquelético suscetivel a alteragdes®?. Durante as fases
mais adiantadas do exercicio, uma adaptacéo notavel é a hipertro-
fia das fibras musculares®4, por exemplo, como aquelas que ocor-
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rem no musculo quadriceps de individuos submetidos a treina-
mento de resisténcia e for¢ca®. Uma das formas de se estudar as
alteracdes das fibras musculares, como a hipertrofia, € por meio
da mensuragdo das dimensOGes geométricas® das sec¢les trans-
versais das fibras. Técnica similar também tem sido utilizada no
estudo da deteccdo de células cancerigenas” e das caracteristi-
cas morfofuncionais das fibras do musculo esquelético de espé-
cies animais com interesse econémico com o intuito de obter in-
formacgdes sobre a qualidade da carne®10),

Nos estudos morfométricos do tecido muscular sédo frequente-
mente avaliadas as dimensdes geométricas dos cortes transver-
sais das fibras como os diametros ortogonais, o perimetro da secao
e a area®1?. Um dos métodos usados na analise quantitativa da
fibra € a mensuracdo do seu menor diametro como proposto por
Dubowitz™¥. Esta metodologia tem sido amplamente utilizada na
avaliagdo da hipertrofia induzida pelo exercicio fisico e nos proces-
sos atréficos induzidos pelo desuso ou desnervacdo®?. O estudo
da geometria dos cortes transversais de fibras musculares como
proposta por Dubowitz tem sido realizado através de reticulos de
oculares e com o uso de desenhos em camaras claras acoplados a
um microscopio 6ptico. Esta metodologia € um conjunto de proce-
dimentos lentos, com acentuado dispéndio de tempo, levando a
resultados por vezes dependentes, em parte, da subjetividade do
pesquisador. A utilizacdo de imagens digitais € uma necessidade
em pesquisas nas areas da biologia, no diagnéstico médico, no sen-
soriamento remoto, na astronomia e automagao, etc.®.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a aplicacdo do mé-
todo morfométrico, por meio do uso da analise computacional de
imagens digitalizadas para o estudo das alteragdes morfoldgicas
em cortes transversais de fibras do musculo séleo de ratos sub-
metidos ao exercicio fisico em esteira rolante. A presente meto-
dologia visa obter um processo objetivo no sentido de simplificar
e quantificar matematicamente as medidas das dimensfes geo-
métricas dos cortes transversais das fibras musculares.

METODOS

As imagens usadas neste trabalho foram obtidas utilizando-se
laminas obtidas de fibras musculares preparadas em trabalho an-
terior de um dos autores®*®. Como os procedimentos de obtengao
das imagens sdo importantes para a avaliagcdo do trabalho, é feito
um resumo do treinamento dos ratos e da preparacdo das ima-
gens das fibras musculares. Foram utilizados 30 ratos Wistar (Rat-
tus norvegicus, var. albina), com idade entre 100 e 180 dias, man-
tidos em gaiolas plasticas com dimensdes de 30 x 16 x 19cm,
com cinco ratos em cada gaiola, a temperatura média de 22°C,
ciclo claro/escuro de 12 horas, iniciando-se o ciclo claro em torno
das 7:00 horas e alimentados com ragdo padrédo e dgua ad libitum.
Os ratos foram aleatoriamente divididos em seis grupos (trés gru-
pos denominados de exercitados e trés de controle), com cinco
ratos por grupo, caracterizando, portanto, um experimento fatorial
completamente aleatorizado 2x3. Os ratos dos grupos exercita-
dos foram submetidos ao treinamento fisico em esteira rolante
em duas fases: a primeira fase de adaptacéo e a segunda de trei-
namento. Na fase de adaptacado os ratos foram submetidos a ses-
sOes diarias de exercicios em esteira rolante, com duragao de 5,
15, 30, 45 e 60 minutos, durante os cinco primeiros dias de expe-
rimento e na fase de treinamento a sessodes diarias de exercicios,
com duracgdo de 60 minutos, cinco dias por semana, entre 14:00 e
17:00 horas. Os trés grupos de ratos exercitados foram sacrifica-
dos apds 30, 45 e 60 dias de treinamento. Os ratos de controle
foram submetidos aos mesmos procedimentos que 0s ratos exer-
citados, com excecdo de que eles ndo foram submetidos aos exer-
cicios fisicos na esteira rolante.

Para coleta do material os ratos foram sacrificados com a inje-
¢do de pentobarbital s6dico, 20mg/100g de peso corporal® e ime-
diatamente iniciado o procedimento cirlrgico para a retirada do
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musculo séleo do membro pélvico direito. Amostras do ventre do
musculo séleo medindo aproximadamente 2cm de comprimento
e 0,5cm de didmetro, com as fibras longitudinais dispostas no maior
eixo do comprimento, foram congeladas em N-Hexana, resfriada
a —70°Ci", A seguir, os cortes histolégicos de 8um de espessura
foram feitos em um micrétomo criostato modelo HM 505 E Mi-
crom, perpendicularmente ao maior eixo das fibras, a temperatura
de —20°C e em seguida foram corados pelo método hematoxilina
e eosina (HE)®®.

Imagens de 100 fibras (corte transversal) de cada rato foram
digitalizadas com aumento de 50x utilizando-se uma camera digi-
tal acoplada ao microscopio 6ptico Leica e suas dimensdes foram
calibradas usando-se uma régua micrométrica. Conforme justifi-
cativa apresentada na secd@o de discussdo, foram utilizadas ape-
nas 100 fibras, o que representa a metade do nimero que tem
sido freqlentemente usado na literatura.

Para a avaliacdo das dimensdes das fibras musculares utilizou-
se 0 programa “Image-Pro-Plus” versdo 4.5. Este aplicativo per-
mite a segmentacao das se¢des transversais das fibras musculares
das imagens, obtendo-se assim as suas dimensdes geométricas.
O programa fornece 53 parametros de uma imagem, tais como a
coloracdo, a intensidade, a densidade da imagem e as dimensdes
geométricas. Neste trabalho os parametros de coloragdo, de den-
sidade e de intensidade das imagens ndo sdo de interesse. As
determinagdes dos valores dos didmetros minimo, maximo e mé-
dio sdo feitos matematicamente da seguinte forma. Inicialmente
o0 aplicativo determina a posicéo do centréide da figura correspon-
dente a sec¢do transversal da fibra. Apds isto sdo determinados os
comprimentos do conjunto de retas (diametros) que passam pelo
centréide da fibra e que unem dois pontos da curva perimetral da
fibra. A partir do conjunto de retas o aplicativo determina os valo-
res dos comprimentos do diametro minimo, maximo e médio.
Outras varidveis matematicas das secdes transversais das fibras
fornecidas pelo programa sdo: o fator de forma, os angulos dos
eixos principais e a fractalidade das imagens. Neste trabalho es-
tas variaveis também foram descartadas por ndo apresentaram
variagdes significativas nos experimentos com os ratos.

Para a analise das fibras foram selecionadas as seguintes di-
mensdes geomeétricas: area, perimetro e os diametros minimos,
maximos e médios, cujos valores foram armazenados numa plani-
Iha no formato do programa “Excel”. A andlise estatistica dos re-
sultados das dimens&es geométricas foi realizada utilizando o pro-
grama Statistical Analysis System — SAS. Para o estudo da
comparacgdo para os grupos de ratos e os periodos de exercicio
aplicou-se a andlise de variancia ANOVA Two-Way, obtendo-se o
efeito de grupo de ratos, dos dias de treinamento e da interacdo
entre dias e grupos. Para as dimensdes que apresentaram varia-
¢Oes significativas, aplicou-se o teste de comparagdes mdltiplas
de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. Este procedimento foi
adequado considerando-se a utilizagdo de um experimento fatorial
e completamente aleatorizado. Os resultados seguem uma distri-
buicdo normal (teste de Shapiro-Wilks, com nivel de significancia
de 5%) e os grupos sdo independentes(®929, Nao foi testada a ho-
mogeneidade das variancias, pois se considera que a analise de
variancia é uma técnica robusta®b.

RESULTADOS

A figura 1 mostra um corte transversal do musculo séleo de um
animal submetido a 30 dias de treinamento fisico. Pode-se obser-
var que o tecido muscular possui o padrdo fascicular normal deli-
mitado pelo perimisio e cada fibra é circundada pelo endomisio.
As fibras possuem contornos poligonais, tendo um ou mais nu-
cleos em posicdes periféricas. Ndo se mostram as imagens das
fibras de ratos de controle, pois as mesmas ndo apresentam dife-
rencas visuais significativas quando comparadas com as imagens
das fibras da figura 1.
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Figura 1 - Corte transversal do musculo séleo de rato exercitado (30 dias).
Observa-se na figura que as secbes das fibras sdo poligonais (F) e tém
ntcleos periféricos (N), perimisio com vasos sanguineos (P) e endomisio
(E). HE. 50x.

Na figura 2 tem-se um exemplo da imagem digitalizada de um
corte transversal do musculo séleo mostrando as imagens de fi-
bras em tonalidade escura sendo trabalhadas no ambiente do pro-
grama “Image-Pro-Plus”. Os nimeros mostrados na figura identi-
ficam cada uma das fibras que ja foram segmentadas, cujas
dimensdes serdo armazenadas na planilha do programa e poste-
riormente exportadas pelo programa no formato Excel.

Figura 2 - Corte transversal do musculo séleo de rato exercitado (60 dias).
Em tonalidade escura sdo mostradas as fibras delimitadas através do pro-
grama “Image-Pro-Plus”. Os numeros de 1 a 9 identifica as fibras delimi-
tadas (1 a 9). HE. 50x.

Como exemplo dos resultados, a tabela 1 mostra os resultados
obtidos para as dimens@es: diametros maximo, minimo e médio
das sec¢0Oes transversais das fibras musculares dos ratos dos gru-
pos treinados em diferentes tempos e os correspondentes resul-
tados obtidos para os grupos de controle. De acordo com os da-
dos apresentados na tabela 1, os grupos submetidos ao
treinamento fisico apresentaram sistematicamente valores de dia-
metros superiores aos observados nos grupos de controle.

A andlise de variancia foi aplicada para comparar as médias en-
tre os grupos de ratos exercitados e ratos de controle, tendo obti-
do p-valor < 0,05 em todas as comparagdes realizadas, ou seja, as
diferencas entre elas foram significativas ao nivel de 5%. A anali-
se de variancia mostrou ainda que existe a interagdo entre os gru-
pos de ratos e a duragdo do exercicio, ou seja, que o efeito destes
ao longo do tempo foram diferentes para os dois grupos estuda-
dos.
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TABELA 1
Médias e desvios-padrdes das dimensdes diametro médio (Dmed.),
diametro minimo (Dmin.) e didmetro maximo (Dmax.) das sec¢des transversais
das fibras de ratos treinados e de ratos de controle

30 dias 45 dias 60 dias
um um um

Dmed. Treinados 68 + 112 68 + 132 69 + 132
Controles 63 + 10° 66 + 12¢ 60 + 11

Dmin. Treinados 48 + 1029 50 + 102 50 + 102
Controles 46 + 9be 49 + 10 43+ 9

Dmax. Treinados 94 + 2]ad 91 + 212 92 + 222
Controles 84 + 19° 88 + 20¢ 80+ 18

2 Médias estatisticamente diferentes em relagéo ao respectivo grupo controle; ® Idem em relacéo
ao grupo controle de 45 dias; © Idem em relacdo ao grupo controle de 60 dias; ¢ Idem em relagédo
ao grupo exercitado de 45 dias; ¢ Idem em relagdo ao grupo exercitado de 60 dias.

Para os ratos exercitados ocorreram diferencgas significativas
para o diametro maximo entre 30 e 45 dias, enquanto que, para o
diametro minimo, além da diferenca observada entre 30 e 45 dias,
ocorreu também uma diferenga entre os animais com 30 e 60
dias. Para o didmetro médio néo foi observada diferenca significa-
tiva entre os dias de treinamento. Nos ratos de controle houve
diferencas significativas das médias dos diametros médio e maxi-
mo entre 30 e 45 dias e 45 e 60 dias e, para o diametro minimo,
também ocorreram diferengas entre 30 e 60 dias.

A tabela 2 contém os resultados da anélise estatistica para as
dimens@es: area e perimetro das secdes transversais das fibras
musculares dos ratos treinados, com diferentes tempos de treina-
mento e os correspondentes resultados para as fibras dos ratos
de controle. Pode-se observar um aumento estatisticamente sig-
nificativo da area e do perimetro nos ratos submetidos a treina-
mento fisico quando comparados com os seus respectivos de con-
trole em todos os tempos considerados. A andlise de variancia
mostrou que existe a interagdo entre os grupos de ratos e a dura-
cdo do exercicio, isto é, o perfil de respostas entre os grupos de
ratos, considerando-se os dias de treinamento, variou ao longo do
tempo entre os grupos de ratos. Os ratos treinados nédo apresen-
taram alteracdes significativas da area e perimetro ao longo do
periodo de treinamento, enquanto que, para os ratos de controle,
as médias do perimetro apresentaram diferencas significativas,
ao nivel de 5%, entre 30 e 45 dias e entre 45 e 60 dias, sendo que
a area nao mostrou diferengas significativas.

TABELA 2
Médias e desvios-padrdes das dimensdes da area e perimetro das se¢des
transversais das fibras de ratos treinados e de ratos de controle

30 dias 45 dias 60 dias
Hm? Hm Hm
Area Treinados 3.568 + 1.1572 3.640 £ 1.2422 3.661 +1.3122
Controles 3.108 +£ 1.044 3.372+1.119 2.797 £1.027
Perimetro  Treinados 247 + 432 243 £ 48 247 £ 472
Controles 226 + 43° 236 + 43¢ 216 £ 41

2 Médias estatisticamente diferentes em relacdo ao respectivo grupo controle; * Idem em relacdo
ao grupo controle de 45 dias; ¢ Idem em relagé@o ao grupo controle de 60 dias.

Na tabela 3 mostram-se os coeficientes de correlagdo de Pear-
son entre as dimensdes geométricas das se¢des das fibras. Pelo
teste de correlagdo de Pearson todos os coeficientes calculados
sdo significativos (p-valor < 0,01); contudo, observa-se um valor
para o coeficiente de Pearson bastante elevado entre diametro
médio com a area e diametro médio com o perimetro. Além disso,
observa-se que o coeficiente de correlagdo entre as dimensfes
dos diametros maximo e minimo foi o menor deles. Este fato pode

105



estar diretamente relacionado ao plano de corte utilizado neste
experimento. Estes resultados mostram, de forma geral, uma as-
sociacdo positiva entre as medidas consideradas. Deve-se tomar
certo cuidado nesta interpretacdo, pois uma associacdo positiva
ndo significa necessariamente que todas as medidas sé@o coinci-
dentes, mas indica somente que elas estado relacionadas.

TABELA 3
Coeficiente de correlacédo de Pearson
entre as dimensdes geométricas das fibras

Dmax. Dmin. Dmédio Area Perimetro
Dmax. 1,00 0,33 0,87 0,81 0,93
Dmin. 1,00 0,68 0,76 0,54
Dmed. 1,00 0,97 0,93
Area 1,00 0,89
Perimetro 1,00

Nota: Para verificar se a correlacdo é nula no teste de hipétese obtivemos p-valor < 0,01.

DISCUSSAO

A analise deste trabalho mostra que as cinco dimensdes da for-
ma geomeétrica dos cortes transversais das fibras do musculo séleo
(diametros maximos, minimos e médios, area e perimetro) aumen-
taram em ratos submetidos a treinamento fisico, em comparagao
com seus respectivos ratos de controle, indicando que ocorreu a
hipertrofia muscular. Modificagbes no tamanho e no nimero de
fibras musculares em ratos submetidos aos exercicios fisicos fo-
ram também relatadas por Paul e Rosenthal?? e Giddings et al.?3,

A mensuracdo do tamanho das fibras, especialmente dos subti-
pos, tem-se mostrado essencial para fins de diagnoéstico™? nas
analises de bidpsias musculares associadas a diferentes patolo-
gias e em condi¢des experimentais, tais como, a hipertrofia pro-
vocada pelo estresse repetitivo e trabalho sustentado, a atrofia
por desuso, por desnervacdo e a divisdo longitudinal (splitting) de
fibras. O processo de hipertrofia da fibra muscular pode ocorrer
no intervalo de meses, mas o musculo estriado esquelético pode
atingir hipertrofia dentro de curtos intervalos de tempo, como foi
0 caso observado neste trabalho®??4. As alteracdes observadas
nas dimensdes geométricas nas secdes das fibras dos ratos de
controle, ao longo do tempo, podem ser em parte atribuidas ao
envelhecimento dos ratos.

Para o estudo da morfometria dos cortes transversais das fi-
bras musculares dos ratos, a metodologia utilizada neste trabalho
mostra duas vantagens em relacédo ao processo de andlise visual
das imagens das fibras: a primeira é a agilidade do processo, visto
que foi obtido um resultado estatistico confiavel utilizando um
ndmero total de fibras inferior proposto por Dubowitz(® e a se-
gunda, a eliminacdo da subjetividade do pesquisador. As dimen-
sOes geomeétricas sdo determinadas através da analise matemati-
ca dos contornos das fibras, diferente do trabalho de Dubowitz,
no qual se utiliza uma mensuragdo mais subjetiva®®2526),

Das dimensdes geométricas analisadas, observa-se um coefi-
ciente de correlagdo de Pearson muito préximo de um entre dia-
metro médio e a area e um pouco menor para os diametros maxi-
mo e médio com o perimetro, mostrando que diametro médio e
area sdo as dimensfes mais indicadas para mensuracdo das fi-
bras musculares. A utilizagdo do didmetro médio das fibras como
parametro de andlise visa superar principalmente a variabilidade
das medidas em fibras musculares com acentuado polimorfismo,
em que a mensuracdo do menor didmetro conduz a resultados
pouco consistentes e de dificil reproducéo®d.

Conforme o critério de Dubowitz(132520) freqlientemente sdo uti-
lizadas cerca de 200 fibras musculares, das quais € mensurado o
menor didmetro em uma regido central ou préxima ao centro da
fibra, em posigéo ortogonal em relac@o ao maior eixo da fibra. Neste
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trabalho as analises realizadas procuraram também determinar o
namero minimo de fibras que devem ser analisadas para a confia-
bilidade dos resultados. Fixando-se um nivel de confianga de 95%
e um erro relativo maximo de 6%, chegou-se a conclusao de que
a amostragem de 100 fibras por animal é suficiente para este tipo
de estudo. Por essa razdo, as nossas analises foram feitas com
esse numero de fibras.

O valor matematico das dimensfes geométricas das secdes
das fibras desta pesquisa pode ter um significado distinto do me-
nor diametro proposto por Dubowitz®¥. Entretanto, as cinco varia-
veis determinadas mostram que elas poderiam ser usadas na ava-
liacdo do grau de hipertrofia das fibras musculares ap6s os
exercicios fisicos. Houve o maior fator de correlagdo entre os va-
lores do diametro médio e do perimetro, podendo eles ser esco-
Ihidos com seguranca para a morfometria das fibras. E intuitivo
que se o corte das fibras for realizado transversalmente ao maior
eixo das fibras, qualquer uma das varidveis determinadas neste
trabalho poderia ser usada para estudo morfométrico. Este fato é
esperado matematicamente, pois todas essas dimensdes geomé-
tricas sdo proporcionais entre si. Fica como sugestdo para um tra-
balho futuro testar esta metodologia em cortes histoldgicos reali-
zados propositalmente de forma a ndo serem perpendiculares ao
comprimento das fibras musculares.

CONCLUSAO

A aplicacéo da presente metodologia matematica permitiu ava-
liar com seguranca e maior eficiéncia e rapidez a ocorréncia de
hipertrofia das fibras dos ratos exercitados em esteira rolantes.
Embora a mensuracdo do menor didmetro das fibras descrita por
Dubowitz®® represente um critério seguro neste campo da inves-
tigacdo, nossos resultados mostram que outras dimensdes geo-
métricas das fibras tal como o diametro médio podem ser utiliza-
das. Para tanto, faz-se necessario que a orientagdo do plano de
corte do tecido durante a microtomia seja feita perpendicularmen-
te ao eixo ao longo do comprimento da fibra.
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