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Resumo

Neste trabalho procuramos averiguar as alteracdes que ocorrem nas fibras musculares
esqueléticas, com o exercicio aerobio, através da verificacdo do tipo de fibras | e Il. E
também verificar a expressdo da enzima oOxido nitrico sintetase (NOS), nas suas
diferentes isoformas, as constitutivas (nNOS e eNOS) e a indutiva (iNOS). Procuramos
establecer uma relacdo entre estas duas ocorréncias para tentar perceber melhor os
mecanismos de funcionamento do musculo esquelético com o exercicio aerébio e assim
tentar arranjar novos tratamentos para casos em que haja necessidade de imobilizacéo.
Para verificar o tipo de fibras e a expresséo das enzimas NOS, utilizamos dois grupos de
ratos Wistar num protocolo de treino de oito semanas. O primeiro grupo, 0 grupo
controlo, fez apenas uma caminhada de cinco minutos por semana durante oito semanas,
para se ambientar ao tapete rolante e assim podermos excluir possiveis alteracdes
moleculares induzidas pelo stress do tapete rolante a nivel psico-motor. O segundo
grupo, o grupo exercitado, foi sujeito a um protocolo de treino de cinco dias por semana
durante oito semanas, em que o tempo de corrida e a velocidade foram aumentando
progressivamente até atingir, na quarta semana, cerca de uma hora por dia a uma
velocidade maxima de 54cm/s e inclinacédo do tapete de 15°.

VerificAmos que o protocolo de treino foi efectivo uma vez que observamos alteracfes
morfologicas das fibras musculares, verificamos um aumento na percentagem relativa
das fibras do tipo | no musculo soleus.

Relativamente a expressdo das isoformas da enzima NOS também houve um aumento
da sua expressdo no musculo soleus dos ratos exercitados. No musculo gastrocnemius
em que nao houve alteracdo do tipo de fibras musculares, também o aumento da
expressédo das isoformas da enzima NOS n&o foi significativo.

Podemos assim concluir que o aumento das fibras musculares esqueléticas do tipo | se
verifica em paralelo com o aumento da NOS, e que a NOS é um sinalizador importante

no mecanismo da adaptacédo das fibras musculares com o exercicio aerobio.
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1-Introducéo

O musculo esquelético € um dos tecidos que maiamwlocupa no corpo humano,
tendo como fung&o o movimento e a postura.

Durante longos periodos de hospitalizacdo ou ncerdadsmo, a imobilizacédo
prolongada dos membros inferiores leva ndo sé dapeu diminuicdo da funcéo
muscular, mas também a alteracdo da morfologia warsc manifestada pela
diminuicdo do tamanho da massa muscular e da redigéumero e didmetro das
fibras musculares (Boonyarom e Inui, 20B8fs et al., 1986).

Actualmente todos aqueles que praticam exerci@mearticular os profissionais do
desporto, beneficiam do conhecimento cientifico geetém verificado no tecido
muscular para melhorarem a sua capacidade fisica.

Nos ultimos anos tém-se feito inUmeros avancos owhecimento da fisiologia
muscular. Durante muito tempo a comunidade cieatifue estudava a fisiologia do
musculo, ndo reconhecia a este tecido a capacuadeegeneracdo, e afirmava que
cada musculo tinha um tipo de fibras que seria sempnesmo ao longo da vida.

Hoje sabe-se que as fibras ndo s6 sdo regener&osix) também, vao sofrendo
alteracOes a nivel molecular. As fibras sdo capdeesterar a sua estrutura molecular
para se adaptarem a novas funcdes. No sentidondte@ar melhor estas alteracdes e
em que condi¢Bes é que elas ocorrem realizamosssido.

Para compreendermos melhor os objectivos e metgpidsldeste trabalho, faremos uma
breve revisdo bibliografica que visa rever a fisgh do musculo esquelético e o seu

comportamento com o exercicio fisico.

1.1. Estado da Arte

1.1.1 O Tecido Muscular

Existem trés tipos de tecido muscular: o esquelgtic cardiaco e o liso. O tecido
muscular €& constituido por células alongadas chamafdibras musculares,
especializadas na contraccdo muscular. Em todes égios de musculo, a energia
proveniente da hidrolise do trifosfato de adeno¢&BP) € transformada em energia
mecanica (Jungueira e Carneiro, 2004; Kierszenba064).



1.1.2 Tecido Muscular Estriado Esquelético

O musculo estriado esquelético € formado por feibeesélulas cilindricas muito longas
(até 25 cm, alguns autores chegam a referir 30 emjultinucleadas, medindo de
diametro 10 a 10@m. Estas células sdo chamadadildes musculares,apresentam
estriacdes transversais quando vistas em corté@udingal ao microscopio (Berret al.,
2004; Jungueira e Carneiro, 2004).

Os musculos esqueléticos estao organizados em gydgpdeixes que se encontram
envolvidos por uma membrana de tecido conjuntivanr@mdaepimisio que separas
musculos uns dos outros. Do epimisio partem firgggos de tecido conjuntivo que
dividem as fibras musculares em feixes ou fascé;ulsstes septos constituem o
perimisio (Figura 1). E esta membrana que serve de via de passagem so0s va
sanguineos e nervos (Bemial., 2004).

Cada fibra muscular, por sua vez, é envolvida peldomisioque € constituido por
uma densa malha de fibras de colagénio com cerc@Oda 120 nm de diametro.
Algumas destas fibras do endomisio sédo continuasccperimisio. Esta membrana de
tecido conjuntivo é que mantém as fibras musculangtas, permitindo que a forca de
contraccdo gerada por cada fibra actue sobre outaisteiro (Jonest al., 2004;

Jungueira e Carneiro, 2004).

miusculo esquelético

Figura 1- Imagem representativa do musculo estriado esdgeeldtistrando a sua
organizacao.



1.1.3 Fibras musculares esqueléticas

Cada fibra muscular esquelética, quando observadaieroscopio de luz em corte
longitudinal, aparece com uma série de estriacideasce escuras alternadas, chamadas
banda | e banda A respectivamente. As bandas A e | sdo assim charelédo as
suas propriedades birrefrigentes ao microscopipotrizacdo, a banda | é isotropica e
a banda A é anisotrépica, duma forma mais sim@lesesamadas de bandas claras () e
bandas escuras (A) (Junqueira e Carneiro, 2004sx@abaum, 2004).
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Figura 2- O musculo esquelético € comporto por feixes dadilmusculares chamados
fasciculos. Cada fibra muscular representa umalacéluscular que contém
miofibrilhas. As miofibrilhas por sua vez estdoanigzadas em sarcémeros. (Adaptado
Jungueira e Carneiro, edi¢cdo 10, 2004).

No interior da fibra muscular existem miofibrilhe@ntracteis que sdo constituidas por
dois tipos principais de proteinas, a actina e asima, sdo filamentos dispostos

regularmente que originam um padrédo bem definidesdeas transversais alternadas,



claras e escuras. O conjunto de actina e miosimaafaunidades que se repetem ao
longo do comprimento das miofibrilhas e sdo denanassarcoémeros(Figura 2). Os
filamentos de actina e miosina podem ser observadosmicroscépio eléctronico
(Junqueira e Carneiro, 2004).

As faixas mais extremas do sarcomero séo as naasa chamam-$&anda |, contém
apenas filamentos de actina. No extremo da bands: filamentos de actina ligam-se
para formar uma linha que cora mais intensamemendmadalinha Z. Esta linha
corresponde a varias uniées entre dois filamergoactina. A parte da miofibrilha que
fica entre duas linhas Z sucessivas é que se daamarcomero. Cada sarcomero mede
cerca de 2um de comprimento quando em repouso.

A faixa central do sarcbmero é mais escura e clam@nda A, é constituida por
filamentos de miosina parcialmente sobrepostos g&iaa. Dentro da banda A existe
uma regido mediana mais clardyanda H (Figura 3), que contém apenas filamentos de
miosina. Uma linha escura, chamadardgido M, pode ser observada com mais
evidéncia ao microscopio electrénico no centro doc@mero (Bernest al., 2004;
McComas, 1996).

A molécula demiosina é constituida por seis cadeias de polipeptidecas dadeias
pesadas e quatro cadeias leves. As duas cadestapesirolam-se em espiral, uma em
redor da outra para formar uma dupla hélice, gdendminadaauda da molécula de
miosina. Uma extremidade de cada uma dessas cadewsbrada em estrutura
polipeptidica globular, denominadabecada miosina. As quatro cadeias leves também
fazem parte da cabeca da miosina, ajudam a canaolancdo da cabeca durante a
contragcdo muscular. Os filamentos de miosina sdordmados de filamentos grossos e
formam-se por uma associacdo cauda-a-cauda de utasléte miosina (Bernet al.,
2004; Guyton e Hall, 2002).

A actina é uma proteina globular (actina G), que polimerigan filamento com dois
corddes torcidos em hélice (actina F). Os filamemte actina sdo também conhecidos
como filamentos finos. A tropomiosina e as tréséuoolas de troponina; TnC, Tnl, TnT,

formam os outros constituintes dos filamentos finos
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Figura 3- Representacdo esquematica do sarcomero. (Adaptexpeira e Carneiro,
edicao 10, 2004).

A tropomiosina é uma molécula longa e fina, constituida por duasleias
polipeptidicas enroladas uma na outra, que sedsstam longo de sete mondmeros de
actina, bloqueando os sitios de ligagdo da mioginaoponina € formada por trés
moléculas:TnC proteina de ligacdo ao calcionl unidade inibitéria, com grande
afinidade pela actina®nT que se liga a tropomiosina (Joreesl., 2004; Junqueira e
Carneiro, 2004).

As miofibrilhas de actina e miosina estdo suspensaiterior da fibra muscular por
uma matriz intracelular chamadarcoplasma Esta matriz intracelular contém grande
quantidade de sais minerais e enzimas proteicas, ¢&@mo grande numero de
mitocondrias. A fibra muscular contém um citoesqteelque mantém as diferentes
estruturas intracelulares na sua posicdo. Saosvasigproteinas enroladas em volta das
miofibrilhas e da linha Z que mantém a organizagfgymas das quais sdo: a desmina,
nebulina, titina e a distrofina (Junqueira e Camei004; Kierszenbaum, 2004;
McComas, 1996).



Cada célula muscular, com cerca de 1mm de diametrteém muitas miofibrilhas
paralelas que estdo imersas no sarcoplasma, abnihak tem de didmetro cerca de 1
um e preenchem a fibra muscular em 80% do seu espadem variar em numero,
dependendo do musculo, entre apenas 50 ou atér@i@di@rilhas por fibra muscular
(Jonest al., 2004; McComas, 1996).

Dentro do endomisio e também a rodear cada fibrautarsesta sarcolemag este é
constituido por umamembrana basal e pelo plasmalema A membrana basal é
composta por glicoproteinas (lamina basal) e urda de colagénio (lamina reticular), €
permeavel e pode envolver mais que uma fibra. Gn@éema tem uma composicao
guimica com propriedades adicionais de excitallkdgermitindo que os impulsos
eléctricos sejam transmitidos ao longo da céluleGbmas, 1996).

O sarcolema sofre invaginacdes, formando tubulostam@sados que envolvem cada
conjunto de miofibrilhas. Essa rede foi denominsideema T, pois as invaginacdes sao
perpendiculares as miofibrilhas, este sistemaporesavel pela contrac¢do uniforme de
cada fibra muscular estriada esquelética. Em wataonjunto de miofibrilhas de uma
fibra muscular esquelética situa-seeticulo sarcoplasmatico(reticulo endoplasmatico
liso), especializado no armazenamento de iGesocaua funcédo, depois de receber o
impulso vindo dos tubulos T é libertar calcio ntosol que rodeia as miofibrilhas
permitindo assim a contraccdo muscular. As invagies do sarcolema (tdbulos T)
formam uma associacdo intima com duas cisternamin@s do reticulo
sarcoplasmatico chamada de triade (Bestnal., 2004; Junqueira e Carneiro, 2004;
Kierszenbaum, 2004).

O musculo esquelético é controlado pelo sistemaosercentral. O neurdnio motor
responsavel por cada mdusculo, origina ramificacég8nicas que atravessam o
perimisio e se ligam a cada fibra muscular. Umalimtpulso com origem no neurénio
motor, estimula todas as fibras musculares a g@agligado, ao mesmo tempo, gerando
um potencial de acgdo sincronizado. O terminal axdn@presenta numerosas
mitocondrias e vesiculas sinapticas com o neursimasor excitatorio acetilcolina
(Berneet al., 2004; Guyton e Hall, 2002).



1.1.4 Mecanismo da contra¢cdo muscular

O estimulo para a contrac¢do muscular € geradompadmpulso nervoso, que chega a
fibra muscular através de um nervo. O impulso nengrepaga-se pela membrana das
fibras musculares (sarcolema) e atinge o reticatooplasmatico, fazendo com que o
calcio ali armazenado seja libertado no citosol ubas exponencialmente a sua
concentracdo. Ao entrar em contacto com as mitifdsj o calcio liga-se a troponina C
e desbloqueia a ligagédo da tropomiosina a actimepifsedo que esta se ligue a miosina,
iniciando a contracdo muscular. Apos uma fraccacsetpundo, os ides calcio séo
bombeados de volta para o reticulo sarcoplasmatoo,uma bomba de célcio da
membrana, permanecendo ai armazenados até a cligadao impulso nervoso. A
remocdo dos ides célcio das miofibrilhas € respaispelo cessar da contraccéo
muscular. Normalmente a quantidade de célcio datdr@élula € muita baixa e os
locais de ligacdo da troponina C ndo estdo ocupadassim a troponina bloqueia a
tropomiosina.

A contracdo do musculo esquelético é voluntaria errecpelo deslizamento dos
filamentos de actina sobre os de miosina. Nas palda filamentos de miosina existem
pequenas projeccdes (cabeca da miosina), capadesrde ligacdes com certos sitios
dos filamentos de actina, quando o musculo é eltouEssas projeccdes de miosina
puxam os filamentos de actina, forcando-os a destiabre os filamentos de miosina.
Isso leva ao encurtamento das miofibrilhas e arag@bd muscular. Durante a contragédo
muscular, o sarcomero diminui devido a aproximagae duas linhas Z, e a zona H
chega a desaparecer. Assim que cessa o estim@l&’ @ imediatamente bombeado
para o interior do reticulo sarcoplasmético, o tprecessar a contracdo. Para que o
calcio seja libertado é necessario que haja emargitabdlica na forma de ATP
(Guyton e Hall, 2002; Jonesal., 2004; Mathews, 2003; McComas, 1996).

Quando as cabecas da miosina se ligam ao filamEntactina, ocorre a hidrolise do
ATP em ADP. A reposicdo do ATP necessério, paramirmuacdo da contraccao
muscular, é fornecido pelereatinafosfoquinase enzima que se encontra na forma
soltvel no sarcoplasma. A creatinafosfoquinaselisata transferéncia do fosfato da

fosfocreatina para o ADP. A energia da hidréliseAdd® produz uma mudanca na



posicdo da cabeca da miosina e os filamentos §aosraccionados, deslizando pelos

filamentos grossos. A contracgao resulta da sobiggaznsompleta das bandas A e |.

1.1.5 Sistema de producéo de energia

A célula muscular esquelética é adaptada para dupiio de trabalho mecanico,
necessitando de depdsitos de compostos ricos engi&né contraccdo muscular
depende da energia fornecida pelo ATP, as ligagégsadicais fosfato a molécula séo
ligacOes fosfato de alta energia. Quando um radasthto € removido, é libertada
energia que vai fazer contrair o musculo, esta rama@nsforma o ATP em ADP. As
reservas de ATP no musculo esquelético sdo pequerapazes de suportar apenas
algumas contraccdes, se ndo houver reposicao de ATRimeira fonte de energia
usada para reconstituir o ATP € a substafosBocreating que contém ligacdes fosfato
de alta energia (Guyton e Hall, 2002).

Os sistemas metabdlicos que sdo requesitados inalade fisica sdo: gistema de
fosfocreatina-creating o sistema do glicogénio-acido lactice osistema aerdbio O
ATP presente nos musculos € suficiente para apggassegundos de actividade
muscular. A fosfocreatina é outro composto quintom ligacdes de alta energia que
vai reconstituir o ADP em ATP, esta reconstituipiocessa-se numa pequena fracgéo
de segundo e fornece ao musculo energia para apaisaslguns segundos (0 ATP e a
fosfocreatina existentes na célula proporcionanmrgiepara cerca de oito a dez
segundos).

O glicogénio armazenado no musculo pode ser desdobem glicose que vai ser
utilizada para obtencdo de energia. O processo edeutamento de glicogénio,
denominado glicllise, ocorre sem utilizacdo de émig, constituindo assim o
metabolismo anaerdbio. Cada molécula de glicogérdesdobrada em duas moléculas
de acido piravico e glicose, esta liberta energigagormar ATP. O &cido piravico por
sua vez, entra nas mitocondrias das células mussuéana presenga de oxigénio vai
formar ainda mais moléculas de ATP. No entantoaseeservas de oxigénio forem
insuficientes para que esta segunda etapa ocomaja parte do acido piravico sera
transformada em acido lactico. Este sistema prapmacenergia suficiente para que o
musculo funcione durante cerca de minuto e meiémportancia do mecanismo da

glicolise é duplo, a sua reac¢do pode ocorrer mesarauséncia de oxigénio e o ritmo



de formacdo de ATP pelo processo glicolitico ‘& 2ezes mais rapido do que a
formacao do ATP quando os nutrientes celulareseraagpm o oxigénio (Guyton e Hall,
2002).

O sistema aerodbio representa a oxidacdo dos nesieris mitocondrias para fornecer
energia. A glicose, os acidos gordos e 0s aminoscts nutrientes, apos algum
processamento intermediario, combinam-se com oéaidg de forma a libertarem
energia para reconstituir o ATP. Este sistema fmrenergia pelo tempo que durarem
os nutrientes (Guyton e Hall, 2002). Em provadiaé que duram mais que o0 minuto e
meio, em que o sistema de fosfocreatina-creatima @o glicogénio-acido lactico
conseguem suprir a energia suficiente, os hidra@scarbono sdo os principais
nutrientes a fornecer a energia necessaria. Quanempo dessas provas se prolonga,
as gorduras sdo uma boa reserva.

Quando o musculo exerce actividade intensa, poder iasuficiéncia de oxigénio, e a
célula recorre ao metabolismo anaerdbio da gli¢geolise), com producédo de acido
lactico. O excesso de &cido lactico pode causatifimeicdo tecidular e provocar

caimbras com intensa dor muscular (Guyton e Hal22Junqueira e Carneiro, 2004).

1.1.6 Propriedades das fibras

Cada musculo esquelético é constituido por umaunaistle fibras denominadas
genericamente deontracgdo rapidaou decontraccao lenta Os musculos que reagem
rapidamente, sdo constituidos, essencialmentefipais de contraccdo rapida, com
uma pequena percentagem de fibras de contracc@m lentontrario acontece nos
musculos que reagem mais lentamente, porém comracgab prolongada, séo
constituidos maioritariamente por fibras de comtfiadentaBerneet al., 2004; Guyton

e Hall, 2002).

Ha também uma correlacdo entre a velocidade deaog@b e a actividade da ATPase
da miosina, que tém a ver com a expressao dasmiésrisoformas da miosina nos dois
tipos de fibras musculares. Métodos histoquimicaeposer usados para diferenciar os
tipos de fibras, estes métodos baseiam-se nadadizida ATPase da miosina. Uma das
mais comuns técnicas de coloracdo para diferendgatipos de fibras, baseia-se na
diferenca de estabilidade das varias miosinas quaraiadas em meios &cidos ou
alcalinos. As fibras rapidas séo filo Il e as fibras lentas sédo tipo | (Berneet al.,
2004).



As fibras musculares podem ainda, ser classificadas base nas suas propriedades
funcionais e metabdlicas em: rapidas e glicoliti¢®s); rapidas e glicoliticas
oxidativas (RGO) e lentas e oxidativas (LO). As BGs RGO sédo do tipo rapido,
caracterizadas por possuirem grande actividade eficuto sarcoplasmatico e da
adenosinotrifosfatase miofibrilhar (ATPase) e cgpmndem a estimulos isométricos
curtos e velocidades maximas altas. As fibras L&pem baixa actividade do reticulo
sarcoplasmético e da ATPase miofibrilhar. Cada tipdibra contém uma isoenzima
especifica para a proteina da miosina contractihsefibras sdo frequentemente
identificadas com base na sua histoquimica, detewtai pela ATPase da miosina que
esta activa, podendo ser do tipo |, lla ou lIbt§-i1994).

O método histoquimico que permite distinguir oserdintes tipos de ATPases da
miosina, consiste em incubar um corte histolégieardisculo num pH acido e noutro
alcalino, a miosina rapida € inactivada em pH a¢mlé 4.3-4.6) enquanto a miosina
lenta é inactivada a pH alcalino (pH 9.4). Tendactivado a actividade da ATPase
pode-se visualizar a restante actividade incubandorte histolégico de musculo com
ATP e com excesso de calcio com um pH ligeirameaftalino para que o fosfato
inorganico libertado precipite sob a forma de ftusfde calcio. Segue-se uma série de
manipulagbes que permitem visualizar o fosfato @ei@ de cor castanho escuro ou
preto. A miosina ATPase revelada desta forma é&idefeomo sendo de alta ou baixa
actividade. A miosina mais rapida tende a ser elsgyH alcalino e labil no &cido,
enguanto a miosina mais lenta se comporta de modivacio (Junqueira e Carneiro,
1990; Jonest al., 2004).

As fibras do tipo Il estdo subdivididas em doispgreiconvencionais chamadqso lla

e llb, referindo-se ainda a existéncia de um quartoqitipo lic) que representa a
miosina encontrada nos embrides e em fibras emmeeggio (Jonest al., 2004). No
rato, a aproximacdo destes tipos de miosina é uroopmais complexo, uma vez que
ele apresenta um tipo adicional conhecido colixa também denominadolid
(Berchtoldet al. 2000; Jonest al., 2004). As fibras do tipo Il podem ser diferenciadas
com base na sua susceptibilidade quando incubadastd cinco minutos em pH acido.
As fibras lla séo inibidas a um pH de 4.5, as do tib tém inibicdo abaixo do pH 4.3 e
as do tipo llc abaixo do pH 3.9. Estas difereng@asehsibilidade s&o pequenas mas o0s
resultados séo reprodutiveis (Brooke and KaiserQ197

As fibras datipo | (fibras lentas), de cor vermelho-escuro sao ®rasnioglobina; tém

um sistema de vasos sanguineos mais extenso, pgpar@onar uma quantidade

10



superior de oxigénio; tém mitocéndrias em abundé@riém um diametro relativamente
pequeno; contém um maior nimero de mionucleos midade de comprimento do que
as fibras rapidas; sao resistentes a fadiga, exfaptadas a actividades de longa
duracdo, como é o caso da manutencao da postasapral/as de atletismo continuas e
prolongadas, por exemplo as corridas de maratongtd® e Hall, 2002; Kierszenbaum,
2004).

As fibras dotipo Il (fibras rapidas) contém pouca mioglobina e sadcatevermelho-
claro, normalmente designadas fibras brancas; témi&ametro maior, para maior forca
de contraccao, que as fibras lentas; tém menor midemionucleos do que as fibras
do tipo I; ttm menor quantidade de mitocondrias wemque utilizam mais o sistema
glicolitico, e por usarem mais o0 sistema glicalitipopssuem grande quantidade de
enzimas gliciliticas; ndo tém um sistema de vaanguaneos tao extenso como as fibras
do tipo I; tém um extenso reticulo sarcoplasmatera uma libertacéo rapida dos ides
calcio; séo fibras de contraccdo rdpida, como @sw aas fibras que participam no
movimento rapido e poderoso, na corrida de altacidhde (Guyton e Hall, 2002;
Kierszenbaum, 2004).

No musculagastrocnemius do rato as fibras do tipo | séo similares as do ktipumanas.
As fibras do tipo Il, no rato, subdividem-se: unb@uwpo corresponde possivelmente ao
tipo lla humano com uma inibicdo quase completandoancubado a um pH de 4.5,
um segundo grupo de fibras € totalmente inibido amimeubacdo de pH 4.3 ou mais
baixo, correspondendo ao tipo Ilb humano. No massnlkus do rato as fibras do tipo |
tem o mesmo comportamento que as do musgasdtocnemius. As fibras do tipo I
subdividem-se em dois grupos, um dos quais cornglgpao tipo lla dgastrocnemius

e 0 outro ao tipo Iic humano, este ultimo tipo itheaf € ligeiramente inibido abaixo do
pH 4.7 mas € necessario baixar o pH a 3.9 para @@upleta inibicdo (Brooke and
Kaiser, 1970).

Todos os musculos tém percentagens varidveis dasfitbe contraccdo rapida e de
contraccdo lenta. Por exemplo, o muscgéstrocnemius tém maior quantidade de
fiboras de contraccdo rapida, o que lhe confere paaidade de contrair de forma
vigorosa e rapida. Pelo contrario, o muscsdteus tém maior quantidade de fibras
musculares de contrac¢do lenta e, por isso, é usadwitariamente para a actividade
prolongada das pernas (Guyton e Hall, 2002).

Algumas pessoas tém muito mais fibras de contracépaa do que fibras de

contraccao lenta, e outras tém mais fibras de @ogdio lenta. Esta diferenca hereditaria
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pode determinar se um atleta tém maior capacidadedesportos de longa duracdo ou
para provas de alta velocidade e curta duragéot¢@eyHall, 2002). O treino aerdbio
parece induzir uma diminuicdo das fibras rapidameaumento das fibras lentas (Roels
et al., 2008; Schluter e Fitts, 1994).

1.1.7 Alteragdes musculares

Em circunstancias normais o musculo esquelético chamifero adulto € um tecido
estavel com muito pouca actividade mitética (Chaggal., 2004). No entanto o
musculo esquelético demonstra uma plasticidadevelotdaptando-se a uma grande
variedade de estimulos externos, incluindo a aloeé contractil proporcionada pelo
exercicio fisico (Zierath e Hawley, 2004), que leaahipertrofia muscular; e a
imobilizacéo, que acontece devido a lesdes causadpsiprio musculo ou em tecidos
que lhe estédo associados (0ssos, tenddes, netwps eelhice, a ma alimentacéo, entre
outros, e que neste caso conduz a atrofia (Jackmidandarian, 2004Arias €t al.,
2007 .

A hipertrofia e aatrofia sdo duas alteracbes opostas que podem ser enesntrad
musculo patoldgico. Para manter a homeostasia ocloumano gera uma resposta
biolégica, um balanco dindmico no processo de chsabo e anabolismo, tanto no
musculo hipertrofico como no musculo atrofico (Bgarom e Inui, 2006).

Uma outra alteracdo muscular Biperplasia, que consiste na formacéo de novas fibras
musculares, € um fendmeno que pode ocorrer com aldrgguéncia no musculo liso
mas € raro no musculo esquelético. Essa capacidadia da diferenciagdo das células
satélite presentes no tecido muscular. No entamémdp a destruicdo celular € grande
da-se uma substituicdo por tecido cicatricial (Bestnal., 2004, Junqueira e Carneiro,
2004).

A hipertrofia € um processo multidimensional que envolve vdaowres, tais como:
factores de crescimento, hormonas, sistema imimit&lulas satélite, entre outros. A
actividade de mRNA aumenta (g protepg@/mRNA) apds exercicio de resisténcia
isotonico agudo. As fibras do tipo rapido respondmmm mais intensidade que as do
tipo lento (Boonyarom e Inui, 2006). A respostapdtiva do musculo ao exercicio
fisico intensivo é a hipertrofia, que se caractegar um aumento do volume e nimero

das miofibrilhas. Este aumento sé se verifica dewdnsercdo de novos nucleos que

12



mantém a relacdo volume citoplasmatico/nucleo. peftiofia estd dependente da
activacdo proliferativa das células satélite e da diferenciacdo miogeénica, estas
células sdo quiescentes e s6 1 a 2% dos mionludeapie sdo substituidos
semanalmente, mas em caso de lesdo muscular oiperdrdfia, estas células sdo
recrutadas para substituir ou aumentar o numermideos existentes.

O musculo hipertréfico caracteriza-se pelo aumeiatacumulacéo proteica nas células
musculares estimuladas, havendo um aumento dasesipteteica nomeadamente de
proteinas musculares contracteis e metabodlicasaediminuicdo na degradacao dessas
mesmas proteinas (Chargé e Rudnicki, 2004; Adarals, 2004).

A hipertrofia muscular desenvolve-se apos traballdreino de esfor¢co continuado de
algumas semanas e é directamente proporcionalauomanto do potencial de producéo
de forca. As miofibrilhas aumentam a area em doatesversal, para dar resposta a uma
necessidade de maior producao de forca (Ruetsal| 2000).

A atrofia muscular esquelética, atribuida a inactividade aulas ou em caso de
imobilizacdo, caracteriza-se pela perda da masssutar. Também os astronautas,
expostos a um meio de microgravidade, em que h&édiedda carga mecanica nos
musculos, estdo sujeitos a uma diminuicdo da massscular. Verifica-se uma
diminuigc&o visivel do tamanho ou do numero das ilmitiias e a nivel molecular ha
uma diminuicdo da sintese e um aumento da deg@gmQéeica (Bernet al., 2004;
Jackman e Kandarian, 2004).

O processo que regula a extensédo da atrofia muséukmseado na diminuicdo da
sintese proteica, no aumento da destruicdo oxidatatdhsequente degradacao proteica
desregulada (Boonyarom e Inui, 2006). Nos doemebilizados, em estado critico, o
comeco da atrofia muscular € rapido e grave, contlecaao fim de 4 horas de
hospitalizagdo. Os musculos antigravidade ou dospagr extensores, que
frequentemente se contraem para suportar o pesmmpo, tal como csoleus e 0
gastrocnemius, que tém por principal fungdo manter a posturgpénao longo do dia,
mostram maior atrofia que os ndo gravitacionaislos grupos flexores (Edgerton e
Roy, 2000; Fittst al., 2000).

O tipo predominante de fibras que cada musculoypogsstambém um factor que
interfere na adaptacdo muscular em caso de atadiausculos que possuem na sua
composicao fibras do tipo lento (resistentes &gdtom uma alta capacidade oxidativa,
como € 0 caso depleus, sdo mais afectados do que aqueles que possues dibrtipo

rapido (ndo resistentes a fadiga), como € o casgagioocnemius. Uma analise das
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fibras musculares revela uma diminuicdo do seu eli@me uma alteracdo do tipo de
fibras, os musculos que contém um maior numeroilasf do tipo lento (tipo 1)
parecem mudar rapidamente para fibras do tipo e(ido 11) quando sujeitas a longos
periodos de imobilizacdo (Boonyarom e Inui, 200ai@é e Rudnicki, 2004; Ray al.,
1992).

As alteragbes do musculo atréfico, a nivel celdao: dissolugdo do sarcomero e
degradacdo endotelial, reducdo do numero de mithia®) acumulagdo de tecido
conjuntivo, eliminacdo dos mionucleos apoptoéticosnea diminuicdo da densidade
capilar. A aparéncia geral mostra uma reducdo dersiel na seccdo de corte
transversal da fibra muscular (Boonyarom e Inui,&0M0Nos musculos atroficos a
guantidade de proteinas miofibrilhares contractiis;-actina mRNA e da miosina das
cadeias pesadas (MHC) mRNA, estdo muito reduz{dasiparando o mesmo peso de
massa muscular, ha uma diminuicdo da utilizaca@-taroxibutirato, palmitato e
glicose, e os niveis dos fosfatos de alta energrandem, tal como os niveis das
enzimas oxidativas (citrato sintetase, fosfoquirasealato desidrogenase). Em ratos,
na primeira semana, ha um declinio da sinteseipapte na segunda semana ja se
comeca a verificar a degradacdo das miofibrilhaasd@tddet al., 2003b; Thomasost

al., 1989).

1.1.8 Regeneracao

O muasculo esquelético tém a capacidade de regéwmerap entanto quando a
destruicdo celular € grande da-se uma substituilthdecido muscular por tecido
cicatricial, apresenta proliferagdo do tecido cotiyo, sobretudo com fibras de
colagénio (Bernet al., 2004; Gomest al., 2004).

A primeira fase do processo de lesdo muscular teaiza-se pela activacdo das células
mononucleares, principalmente pelas células inftariees (neutrofilos e macrofagos) e
pelas células miogénicas. Os neutrdfilos sdo osgirds a invadir o tecido lesado, mais
tarde, cerca de 48 horas depois aparecem os mgasofestes infiltram-se no tecido e
fagocitam os restos celulares e activantéslas satélite(Chargé e Rudnicki, 2004;
Mehl et al., 2005).

Algumas células satélite diferenciam-se em miabtasu dao origem a novas células

satélite. A adicdo de sarcoOmeros em série ou desnfilamentos contracteis como
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resposta ao exercicio € um mecanismo ainda pouchbecimo. A regeneracdo do
musculo esquelético € um processo que envolve degdme das fibras com
subsequente influxo de leucdcitos no local da les@adepois a regeneracdo comeca
apos as células inflamatodrias terem limpo o tecidorotico (Philippowet al., 2007).
Esta estabelecido que uma série de redes de ig@wsccontrolam a proliferacéo,
renovacdo e diferenciagdo terminal das céluladiteatéd familia dos factores de
transcricdo conhecida como factores reguladores émiogs (MRFs), sdo essenciais
neste processo, alguns desses factores sédo: o MymDlyf5 que estdo associados com
a proliferacdo e renovacao das células satéliteyaaiq a miogenina e o0 MRF4 sédo
responsaveis pela diferenciacdo terminal dos pgvoes miogénicos. Também os genes
da familia Rx, incluindo o Rx3 e o Rx7, estdo implicados na regulacdo das células
satélite, principalmente cal®7 (Launayet al., 2001; Pariset al., 2006).

As células satélite sdo uma populacdo de células miogénicas monomeslea
indiferenciadas que se encontram no muasculo edoeeldstas células podem ser
identificadas em microscopia electronica, localizserdentro da lamina basal rodeadas
pelas miofibrilhas, justapostas entre a membraasnmitica e a fibra muscular. Tém o
nacleo aumentado em relacdo ao citoplasma, conté&icop organelos, o nucleo € mais
pequeno que o da fibra muscular, apesar da qudetide heterocromatina estar
aumentada. A sua identificacdo ao microscopio deélmais ambigua, mas podem ser
usados marcadores imunohistoquimicos, como a laenma distrofina, para identificar
a lamina basal e o sarcolema respectivamente, ofapilda a visualizacdo destas
células (Chargé e Rudnicki, 2004). ApGs uma lesaoutro estimulo, as células satélite
tornam-se activas, proliferam por divisdo mitétedundem-se umas as outras para
formar novas fibras musculares esqueléticas.

Nesta fase de regeneracao das miofibrilhas os oglelgtdo centralmente localizados e
0 seu calibre é maior e mais granular e possuemmimaates nucléolos, sdo
frequentemente basofilas o que reflecte uma gramdese proteica. A ramificagdo das
fiboras do musculo em regeneracdo também é uma tedsiica e deve-se
provavelmente a fusdo incompleta das fibras detdrmesma lamina basal. As células
satélite também entram em mitose quando o musceildhetido a exercicio intenso,
nesse caso elas fundem-se com as fibras muscjdaegsstentes, contribuindo para a
hipertrofia muscular. Um numero maior de célulaglga estd associado a fibras

musculares do tipo lento do que a fibras do tigmd@ a quantidade deste tipo de
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células vai diminuindo com a idade (Ali, 1979; Gj&e Rudnicki, 2004; Junqueira e
Carneiro, 2004).

O exercicio extenuante induz evidéncias histol&ydm lesdo segmentar e subsequente
regeneracdo numa pequena percentagem de fibram aumento na activacdo e
proliferacéo das células satélite (Snatlal., 2001).

A proteina contractil miosina, desempenha um papglortante nas propriedades
funcionais das fibras musculares esqueléticas. dsima existe sob diversas isoformas,
como resultado da sua expressao polimérfica, tan® componentes da parte leve
como nos componentes da parte pesada da molécerair@et al., 1999). A miosina
da cadeia pesada (MHC) é uma proteina miofibrillmaito importante, que dita
fortemente a taxa de for¢a desenvolvida e a veldeidadxima de encurtamento das
pontes cruzadas de miosina e actina. As fibras marss classificadas segundo o tipo
de MHC sado as seguintes: tipo I, tipolla, tipo dld# tipo Ilb, que se encontram
enumeradas pela ordem crescente de velocidade ddanento das pontes cruzadas.
Na prética de exercicio fisico intenso hd uma foansacao do tipo de fibras rapidas em
fibras lentas. No estudo de Martigsal. (2009) com ratos Wistar, o musculbialis
anterior foi exposto a radiacdo para inactivacdo da popolage células satélite
enquanto era estimulado por periodos regularesurnanestimulagéo cronica de baixa
frequéncia. Na auséncia duma populacdo de célatébts viaveis essa transformacéao
fica atenuada (Marting al., 2009).

1.1.9 Efeito do exercicio sobre 0 misculo esquetéti

O treino desportivo tem obtido importantes evolscies Ultimos anos, principalmente
devido ao avanco da pesquisa cientifica. Verificznalteracdes tanto fisiolégicas como
bioquimicas que levam a um melhor desempenho ddasarespecificas que séo
dependentes do tipo de actividade fisica realizada.

O treino fisico pode variar de acordo com os objest podendo ser de forca ou
aerdbico. Estes treinos sao importantes para ateragéio da saude e desempenham um
papel fundamental na manutencdo da massa musoglanétodos para se treinar tanto
de forma aerdbica quanto anaerdbica (forca) sa@vedifes. O exercicio aerébico pode

ser realizado tanto em piscinas, pistas, bicicletaetes rolantes, etc. J4 o exercicio de
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forca, geralmente é realizado com algum equipamguéopropicie alguma resisténcia
( Silvaet al., 2007).

Durante a transicdo repouso-exercicio ou qualquea @ctividade da vida diaria que
gere um aumento da intensidade do metabolismo,gan@mo sofre uma série de
ajustes para que o0s sistemas energéticos consiganergia necessaria. Como as
reservas musculares de oxigénio, ATP e fosfocraafiio limitadas, o sistema oxidativo
(absorcéo, transporte e utilizacdo de oxigénio)seado progressivamente activado na
tentativa de se atingir a estabilidade, e retoanammeostase celular (Denadai e Caputo,
2003).

A especificidade do treino € talvez o principio snsignificativo usado na preparacéo
dum atleta. Um dos requerimentos, que procede uméementagdo ou um plano de
treino, é, verificar a capacidade aerdbica de gatlaiduo (Spencer and Gastin, 2000).
O exercicio extenuante pode causar lesbes musguiae®d evidencia-se através do
musculo dorido. As contrac¢Bes musculares exca@sticom estiramento do musculo)
parecem causar maiores danos musculares que aswcodes isométricas ou as
contrac¢des concéntricas (com encurtamento do nm)scdl estiramento muscular
implica niveis de forca superiores do que 0s nécesspara contrac¢cdes isométricas ou
por encurtamento muscular, e os grandes esforgosuggridos como sendo uma causa
para as lesdes musculares (Lynch e Faulkner, M88ully e Faulkner, 1986).
Investigadores utilizam o tapete rolagiease exclusivamente para avaliar a fisiologia
da corrida em laboratorio. Do ponto de vista pdaticdo ocorrem diferencas
mensuraveis nos requerimentos aerobicos no taplete ou na pista de corrida ou na
VO,max medida em ambas as formas de exercicio emg@@sdambientais similares
(McArdle et al., 2005; Fewelkt al., 1997).

1.1.10 O éxido nitrico (NO) e o seu papel no musouesquelético

Desde a sua descoberta em 1987, a moléputko nitrico (NO) tém mostrado estar
envolvida numa série de processos biologicos epiologicos. O NO é o maior
mediador nas lesGes dos tecidos durante uma isquéoni reperfusdo, tém accdes
bifasicas de citoproteccao e citotoxicidade.

O NO é altamente reactivo devido a presenca delectr@ desemparelhado, tem uma

semi-vida muito curta e pode difundir-se através oembranas. E considerado um
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neurotransmissor, devido a sua caracteristicatdeddlisibilidade, ndo necessitando de
receptores de membrana, leva a que a resposta@pija e precisa.

O NO forma-se como resultado do produto metabd@&aonversdo do aminoacido L-
arginina em citrolina, pela hidroxilacdo de um aode guanidina da L-arginina. A
reaccdo é catalizada pela enzima NO sintetase (N®®)a data, trés isoformas
distintas de NOS foram identificadas: NOS neurgnBlOS), também chamada tipo 1;
NOS indutivel (iNOS), também chamada tipo 2; e Né&»dotelial (eNOS), também
chamada tipo 3 (Frandsehal., 1996; Khannat al., 2004; Schulzt al., 2004; Sardo e
Ferraro, 2007).

As trés isoformas de NOS resultam de diferenteeget®@m diferentes localizages,
regulacdo, propriedades cataliticas e diferenteitsbaade inibitoria. Estas isoformas
foram diferenciadas aquando da sua descoberta aserta sua expressao constitutiva
(nNOS e eNOS) ou indutiva (iNOS) e na sua depenaélwccalcio (h(NOS e eNOS) ou
da sua independéncia (INOS). Hoje sabe-se que @mwlasoformas podem ter a sua
expressao regulada, apesar dos estimulos que ammegerem diferentes, e que
também a iINOS pode ser constitutiva (Aldertbal., 2001; Forstermanet al., 1998).
Uma classificacdo das NOS é determinada pela dépeiadque tém do Gapara
serem activadas. O €aé um importante sinalizador citoplasmatico que iga k
proteinas intracelulares receptoras especificasa datas € a calmodulina, quando o
Cd" se liga a ela (calmodulina) forma-se o complexd'/€amodulina, que é um
elemento regulador de algumas actividades enziagtiotracelulares. Quando o
complexo se desfaz devido aos baixos niveis o, Gaactividade enzimatica é
desactivada e ha inactivacdo da NOS. A iNOS séssitaede CA citoplasmatico para
ser activado mas a sua diminuicdo no meio ndo midetividade da iINOS (Flora Filho
e Zilberstein, 2000).

No musculo esquelético o NO desempenha um papeguéacao da producgéo de forca,
na autoregulacdo da corrente sanguinea, na re@pitacidular e no metabolismo da
glicose (Tsukt al., 2007).

O estudo de Frandsehal. (1996) demonstrou a presenca de nNOS no sarcaama
citoplasma de todas as fibras musculares com éxpieesséo nas fibras musculares do
tipo I. O mesmo estudo demonstrou a presenca d&ed@ndotélio dos grandes vasos
sanguineos e nos microvasos, a sua fungédo é mldtr fluxo sanguineo no musculo
esqueléticoA demonstracdo de nNOS no musculo esquelético pkameet al. (1993)

e Kobziket al. (1994) permitiu o0 melhor conhecimento de muitaxpssos fisioldgicos
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nos quais esta proteina (NNOS) e o0 seu produtd) celsitdo implicados (Tidbadt al.,
1998).

A proteina NNOS e os niveis de mMRNA no musculo détice sdo regulados pela
actividade mecanica. Muitas evidéncias mostramogh® é um tradutor mecanogénico,
o qual envolve uma grande variedade de mecanismessposta a actividade mecanica,
que leva a regulacdo do crescimento celular, deretitiacdo, da migracdo e da
apoptose. A enzima nNOS ¢ a isoforma mais abundanteisculo esquelético e a sua
expressao aumenta significativamente durante aaighonde células multinucleadas do

musculo esquelético em cultura (Jingyst@l., 2004).

Vasodilataciio (fluxe sanguineo)

Funcio de relaxamento e contraccio

/ Agregacio das plaquetas

Expressio das citocinas

eINOS, nNOS

(<100nM NO)
Endotélio, Plaquetas
VSMC, Nervos, Miocitos
Leucocitos

Abertura dos canais de K- ATP

Adesio de moléculas
(infiltracao de leucocitos)

A\
/1

Captacao do calcio mitocondrial

(abertura de MPTP) I

Consumo de oxigénio

Aumento da resposta beta-adrenérgica

T

iNOS
(uM NO)
o Leucocitos, VSMC Funciio contractil (na
SCuong: ‘ Linfocitos presenca de radicais livres)

Fibroblastos, Miocitos

ﬁ Diminuiciio l

—p  Aumento Apoptose

Figura 4- Efeito das baixas (derivadas da eNOS ou nNOS)lias é&erivadas da
INOS) concentragdes de NSchulzet al., 2004).

A isoforma nNOS expressa-se em grandes concensrag®efibras musculares do tipo

rapido, expressa-se no citoesqueleto onde eswaligalistrofina, dentro do complexo
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distroglicano. A isoforma eNOS esta associada aaditdria. A actividade destas duas
isoformas, a nNOS e a eNOS, esta dependente da chilplo/calmodulina (Smitét al.,
2002). A isoforma iNOS é independente dé'@aexpressa-se no muisculo em pequenas
quantidades, pode aumentar drasticamente devidoit@snas proinflamatérias. A
producao excessiva de NO e iINOS pode estar eneohodlesgaste e lesdo do musculo.
Inibidores de NOS mostraram haver reducéo da irft@#m e necrose do musculo em
caso de lesdo (Somgal., 2009).

No estudo de Song al. (2009) a expressao da proteina NNOS diminui noculds
esquelético com a inactividade extrema. O exercézimenta significativamente a
expressdo da proteina nNOS do musgasirocnemius e soleus, também aumenta a
proteina eNOS nogastrocnemius mas nao nosoleus. A INOS aumenta
consideravelmente em relacdo a nNOS em ratos idesssdentarios, mas com o
exercicio a relacdo INGS®NOS diminui acentuadamente. Doze semanas de ewerci
em tapete rolante reduz a expressdo da protein& iNOmusculagastrocnemius em
ratos idosos. O exercicio parece atenuar os ef@#tddade, alterando o perfil da NOS
existente no musculo, mas isso € dependente dal¢igibra e das isoformas de NOS
(Songet al., 2009).

O NO é conhecido por ser um modelador da funcadoakxrulo esquelético. O musculo
esquelético consiste em varios tipos de fibragjuags diferem na sua contractilidade,
no seu metabolismo entre outras propriedades.bkasfique marcam mais fortemente
para a NOS sao as fibras do tipo rapido e oxidatji@oliticas, a sua expressao ocorre
em fibras que podem mudar entre o metabolismo tixaa o glicolitico (Punket al.,
2006). A expressao de NOS nas fibras muscularespdoll é mais susceptivel de
alteracOes do que nas fibras do tipo | (Haetria ., 2008).

As fibras com metabolismo predominantemente oxidatontém nNOS no citoplasma
e no sarcolema. O eNOS encontra-se em fibras commbolsmo predominantemente
glicolitico (Punktet al., 2001). O INOS ¢ indutivel nos macréfagos pelas enxitvds e
citocinas mas também pode ser constitutivo (Pehld., 2002; Riedeet al., 1998).
Niveis alterados de INOS foram encontrados em dibtam necrose, miopatias
inflamatorias e falha cardiaca cronica com actigaidgicitocinas (Rudnicét al., 2004).

O NO esta envolvido na activagdo das células saf@latsumiet al., 2005). A inibicdo
da NOS (através de L-NAME na agua de beber), atrasenocao dos restos celulares e
diminui a formacdo de novos miotubos. As céluldslisa também expressam a nNOS

e tém a topografia ideal para detectar um picodcapgie NO (Anderson, 2000). Uma
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maior densidade de células satélite esta pertpjudeS8es neuromotoras e adjacentes aos
capilares, dando ideia que factores que chegaméatdestas estruturas, facilmente as
estimulam para que desempenhem o seu papel (Gih&génicki, 2004).

O aumento do numero de sarcomeros em seérie nadbnfials do musculo esquelético
€ importante para a funcdo e desenvolvimento nomealmuisculo. A adicdo de
sarcomeros influenciam a forca de extenséo do nuisca velocidade de contracgao.
Estimulos mecéanicos estdo envolvidos na regulagicadicdo de sarcomeros. A
isoforma NnNOS preenche os requesitos para sernmefpel pela adicdo de sarcomeros.
A sua actividade é regulada pela actividade meaahi& um aumento da sua producao
apos alongamentos estaticos em musculos excis@dbi que deriva da NOS é um
modelador positivo para a adicdo de sarcOmerossepkementacdo de substrato do

NOS evidenciam aumento do nimero de sarcomeroséd€Katiball, 1999).
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2.0Dbjectivos

Ao longo da vida o musculo esquelético vai sofrealieracoes consoante o estilo de
vida de cada individuo. A diversidade de fibras enlezes existentes nos diferentes
musculos tém que ver com a fungéo exercida pos esdsculos.

Véarios estudos tém demonstrado que as fibras marssulesqueléticas quando
submetidas a exercicio ou a imobilizagcdo, mostralteragdes morfoldgicas,
moleculares e funcionais.

Tem sido demonstrado nos ultimos tempos que o iekeraerdbio pode modificar o
tipo de fibras musculares predominantes no musasiado esquelético. Estas
modificacdes tém sido referidas, principalmente, @ama “transformacao” das fibras
tipo Il em fibras tipo I. Porém, a literatura € ®agu inexistente no que respeita aos
mecanismos associados a essa referida “transfoofhdgéa vez que as fibras tipo |
sdo mais resistentes a fadiga e mais adaptadasividaales da vida diaria € do maior
interesse 0 esclarecimento dos mecanismos associadosubjacentes a tais
modificacbes do tipo de fibras. Acresce o factocdehecidos os mecanismos da
“transformacado” das fibras musculares esquelégeggoder intervir a nivel patoldgico
ou, por exemplo, na recuperacao da atrofia apdbilimacdo. A imobilizagdo muscular
de um membro, nomeadamente apds traumatismo ortopé@dl devido a leséo
muscular, causa uma rapida perda da massa muscuaal pode levar meses de
fisioterapia para ser recuperada. Actualmente néeteen tratamentos seguros e
efectivos, disponiveis para tratar a atrofia muscul

Assim, é objectivo desde trabalho estudar as afieea musculares esqueléticas
induzidas pelo exercicio aerdbico, nomeadamentpiase refere a “transformacao” de
fibras tipo Il em fibras tipo I.

Para tal, serdo realizados estudos histolégicoslecolares com o intuito de fornecer
mais informacédo sobre o comportamento das fibraxuares esqueléticas existentes
em dois tipos de musculos (com diferentes congfias) quando submetidos a

exercicio aerébio.
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2.1 Objectivos Especificos

@ Para atingir o objectivo principal serdo utilizadasos Wistar machos que serdo
treinados, em tapete rolante, com um protocolo éedilrante oito semanas.

*" Todo o estudo sera realizado em dois musculos éosbmos posteriores; 0 masculo
soleus com uma constituicdo dominante de fibras tipool masculogastrocnemius

medialis com uma constituicdo dominante em fibras tipo II.

@ Os musculo apdés o treino aerobio, e por comparagio o controlo, serdo
analisados a nivel histoldgico de forma a contzdnilo nimero de fibras de cada tipo
(I e 1) e de verificar possiveis alteraces tecdes induzidas pelo exercicio.

* A literatura refere uma forte implicacédo das enamadutoras de 6xido nitrico (NO
sintetases - NOS) na modificacdo do tipo de fibrasculares com o exercicio
aerdbio. Por tal, sera também estudada a relacérpiassao das duas isoformas da
NOS (indutivel e constitutiva) com as altera¢fes fitwas musculares encontradas

como consequéncia do exercicio aerébio.

2.2 Hipoteses

Neste trabalho tentaremos dar resposta a variasebggque consideramos serem as
mais relevantes neste estudo. Assim, as hipéteseseylevantam com este estudo séo

as seguintes:

1. Sera o exercicio aerdbio suficiente para induzialteracdo do tipo de fibras
musculares esqueléticas em ratos Wistar?

2. Pode o exercicio aerobio induzir alteracdes mogiols/histoldégicas nos musculos
soleus e gastrocnemius apesar da sua diferente constituicdo? Ou o exeécobio
modifica o tipo de fibras apenas em musculos comtipm especifico de fibras
musculares?

3. A expressdo da proteina NOS acompanha as altefegikficacdes dos tipos de

fibras, ou estara apenas relacionada com alterfigdeisnais e ndo estruturais?
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3.Materiais e Métodos

3.1 Animais e condicdes de experimentacéo

O estudo decorreu na Faculdade de Medicina da tsmlaele de Coimbra (FMUC) e
na Faculdade de Ciéncias do Desporto e Educacia ez Universidade de Coimbra
(FCDEF-UC), de acordo com os padrbes éticos reaihbe internacionalmente para a
investigacdo em animais e cumprindo-se a legislagéwigor.

Utilizaram-se ratos Wistar adultos jovens (Figuradile comegaram o ensaio com 8
semanas de idade e com pesos que variavam entge €400g. O grupo | era
constituido por cinco animais, € o grupo Il poropihum total de 13 animais. Foi
providenciada comida para roedores, do tipo padraguaead libitum. A atmosfera era
normal, com temperatura de 23+1°C, e humidade é80%8 um ciclo de luz: escuro de
12 h cada.

Neste trabalho procedeu-se a uma experiéncia casngdgpos de animais: o grupo |
que serviu de grupo controlo, fazendo apenas ussiigdale cinco minutos por semana,
durante oito semanas, e o grupo Il que fez um progrde exercicio com cinco sessfes
semanais com aumento progressivo de duracao e idddesde treino durante oito

semanas.

Figura 5- Ratos Wistar utilizados durante o trabalho. Os arsnforam mantidos em
gaiolas de acordo com as orientacdes estabelesigathlegislagéo em vigor.
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3.2 Programa de treino

O grupo | foi submetido a uma sessdo semanal, ducdiat semanas, de cinco minutos
cada uma e a uma velocidade minima de 6 cm/s tapete rolante préprio para
roedores (Chowet al., 2006; Dudleyet al., 1982; Durantest al., 2002; Holloszy, 1967).
Este tempo minimo no tapete rolante ndo sera sofiipara alteracdo a nivel muscular
mas € necessario para despiste de algum mecanisnandado pelo sistema nervoso e
gue provoque alguma alteracao, sobretudo a nivigaular.

O grupo Il foi exercitado durante oito semanastemo foi efectuado cinco dias por
semana e 0s animais comegaram com um tempo iciei@lez minutos a 6cm/s. O

treino foi aumentando diariamente tanto em duragfoo em velocidade (Tabela 1).

02/2012009 03:50

Figura 6- A figura mostradois animais a serem exercitados no tapete rotenseordo
com o protocolo descrito nesta seccao.

O tapete rolante (Letica Scientific Instrumentg)onposto por duas passadeiras onde
podem correr dois animais de cada vez (Figura 6hchnacao da passadeira pode ser
ajustavel, nas primeiras sessfes o treino foi wdelct com as passadeiras com 0° de
inclinacdo e a partir da sesséo 30 ajustaram-selfp&rde inclinagéo. Na rectaguarda da

passadeira existe uma grelha metalica que se eadaygda a uma corrente eléctrica
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cuja intensidade varia entre 0 mA e 2 mA, na prieneessao os ratos sdo colocados na
passadeira e a intensidade da corrente vai semdpegsivamente aumentada até ser
detectada por eles. O intuito desta grelha é pagaog ratos se mantenham a correr na
passadeira e nao fiqguem parados. Todo este sigsi@digado a um computador com
um software especifico instalado (SeDaCom 32, awaticlevice), que recolhe as
informacgdes relativas ao treino (tempo e velocidddereino, nimero e duracdo de

choques apanhados no decorrer do treino).

Tabela I- Protocolo de exercicio do grupo Il (animais tremddrante oito semanas).

Semana Velocidade Tempo a Tempo da Inclinacéo
de treino maxima velocidade sessao (min) da
(cm.sym.min™) maxima (min.) passadeira
(graus)

12 15/25,5 10 12 0

22 20/ 34 12 14 0

32 35/59,5 15 20 0

42 50/85 5 35 0

52 50/85 10 40 0

62 54/91,8 30 50 15

72 54/91,8 50 52 15

82 54/91,8 50 52 15

No ultimo dia antes do sacrificio todos os ratos|usive os do grupo controlo, foram
submetidos a um teste de velocidade maxima de fameerificar a eficacia do
protocolo de treino.

O teste maximo é realizado com uma inclinagdo deBféctua-se um pequeno periodo
de adaptacdo durante 4 minutos a uma velocidadea.fB@guidamente inicia-se o teste
a uma velocidade de 25cm/s durante 4 minufosada 4 minutos aumenta-se a

velocidadeem 10cm/s O teste termina quando o rato atinge a exaustao.
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3.3 Sacrificio dos animais

Com o intuito de fazer um maior aproveitamento dognais em estudo, foram

executados conjuntamente varios procedimentos seO8S para outros projectos a
decorrer em simultdneo no nosso grupo de trabdfw. tal motivo, antes de

sacrificarmos os animais foram colhidas amostrassalegue venoso. De modo a
executar esta técnica os animais sdo previamenstearaos com uma solucdo de
Ketalar (cetamina) e Largactil (clorpromazina) numeopor¢cdo de 2 para 1

respectivamente. A anestesia foi efectuada porintraperitoneal. A quantidade de

anestésico administrada a cada rato foi de125 mg/Kg

Apos as colheitas de sangue, os animais foramfisadis com uma sobredosagem do

anestésico usado anteriormente e também por véperitoneal.

3.4 Colheita dos musculos

Apb6s o sacrificio dos animais iniciou-se a colhedas musculos:soleus e
gastrocnemius, que sdo compostos por diferentes tipos de filonasculares, um possui
essencialmente fibras do tipo lensmléus), outro possui mais fibras do tipo rapido
(gastrocnemius).

Os musculos esqueléticos foram excisados para sprenessados 0 mais rapido
possivel. E necesséario remover a pele que revesmisculos, faz-se uma incisdo
através da pele a meio do dorso, ao nivel do abadméncisdo ndo deve ser muito
profunda, s6 o suficiente para chegar ao tecidouotimp, prolonga-se a incisao até a
ponta das patas e afastam-se os bordos da peleue@®s pingas. Antes de tentar
identificar os musculos que nos interessam deversever cuidadosamente a gordura
e 0 tecido conjuntivo adjacentes, uma vez identiiic os bordos dos diferentes
musculos podem separar-se uns dos outros com a @guplingcas para romper a ligacao
das fibras de tecido conjuntivo que mantém os mdasatnidos (Walker e Homberger,
1997), os tenddes serdo cortados perto do tecideutams Em seguida colhem-se
pequenas amostras da parte central do musculo.

Uma amostra de cada musculo da perna direitapfajelada em isopentano arrefecido
em azoto liquido a -160°C para estudos histoendgimds (Wang e Kernell, 2001).
Estas amostras sao depois guardadas numa arcdactmigea -80°C até as andlises
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serem processadas. Os musculos da perna esquesda dongelados imediatamente
em azoto liquido, ap6s serem excisados, e consEvagna arca congeladora a -80°C
até poderem ser efectuadas as analises por Wastern

Figura 7- Modelo esquemético dos musculos da pata tradeinato. Os que vao ser
estudados neste trabalho saaastrocnemius (10) e osoleus (12). Adaptado do livro
The laboratory mouse.

3.5 Estudos histoenzimolégicos

A histoenzimologia tem como objectivo demonstraactividade enzimética presente
num tecido. Os métodos mais comuns de fixacdo, quone&xemplo o formaldeido a
10%, ndo conseguem preservar a actividade enzamasta actividade existe nos
tecidos vivos e cessa imediatamente ap0s a mddkarced método ideal de fixagdo

para realizar estudos histoenzimoldgicos é a dogifuicdo, que consiste em substituir
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a agua do tecido por um liquido, que neste caso igopentano, a muito baixa
temperatura (160°C negativos) em azoto liquido di@adel Moral, 1993). Os cortes
histol6gicos foram efectuados num cridstato a -2d%hham uma espessura derB
em corte transversal. As analises histoenzimol&gié® identificar as desidrogenases
nas fibras do tipo | (NADH diaforase, succinodesggmase e lactodesidrogenase) e da
ATPase a diferentes pH para diferenciar as fibcapsb | e também as distintas classes
de fibras do tipoll (Jiang 1992).

Neste estudo foi efectuado o método das ATPasderardes pH, que detecta fibras
musculares de contracéo lenta ou rapida. O prinpeisso neste método consiste numa
pré-incubagcdo com uma solucdo &cida (pH=4) e ootra uma solucdo bésica
(pH=9,35). A pré-incubacgéo na solucdo acida inilaetevidade das ATPases nas fibras
do tipo rapido (tipo Il) mas ndo nas lentas (tipgue coram de castanho ou preto, ao
contrario a pré-incubacao na solucdo basica insbATdPases nas fibras do tipo lento
mas coram de escuro as fibras do tipo rapido (Begb., 1997; Hamalamein e Pette,
1993).

3.6 Expressédo genética das isoformas da enzima silatse do 6xido
nitrico (NOS)

Apoés a obtencdo do tecido muscular esquelétice, festavado numa solucdo salina
(PBS) e colocado numa solucao de lise a 4°C [TG$-20 mM, pH 8,0; NaCl 140 mM,;
EDTA 20 mM; Glicerol 10%; NP-40 1%; PMSF 2 mM]. Aistura foi colocada num
homegeneizador até o tecido se encontrar complatanm®mogéneo como o tampéao
de lise. Durante este processo foi adicionado urtatdale inibidores de proteases (Kit
comercial, Merck). Apos a homogeneizagédo as ansoiiram colocadas a 4°C durante
30 minutos. Decorrida a incubacédo as amostras faetrifugadas a 10 000xg (4°C)
durante 30 minutos.

A concentracdo de proteina foi determinada peloodwetde Bardford (1976). As
amostras (100 — 150 ug de proteina por carril)nfionsisturadas com igual volume de
tampéao de carga (&mercaptoetanol 10%; SDS; 4%; glicerol 20%, azubenofenol
0,05%, Tris 125 mM, pH 6,8) e separadas por elrgse num gel de poliacrilamida-
SDS (laemmli, 1970).

Condicdes de electroforese: O gel de poliacrilar8Bé& foi preparado com uma

espessura de 1,5 mm a 6%. Para a preparacdo doi geilizado um pente de 10
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orificios. A electroforese foi realizada num siséeBio-Rad a uma voltagem constante
de 80 a 100 V.

O gel obtido na electroforese foi seguidamente teaid® para uma membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad) utilizando-se um tampé&o goetinha Tris 20 mM e glicina
190 mM, pH 8,4 — 8,8, num sistema de electrofocese corrente constante (400-450
mA). A membrana foi bloqueada durante toda a ramte um tampé&o padréo (Tris-HCI
20 mM, NaCl 150 mM e Twin-20 0,1%, pH 7,5-8,0) a@lgfoi adicionada albumina a
3%.

Seguidamente a membrana foi incubada durante 60tosinsob agitacdo, no tampéo
padrdo que continha o anti-corpo primario policlo@ati-coelho) na diluicdo Optima
de 1:1000 (Santa Cruz). Foram realizadas quatrogésgde 10 minutos cada, na
mesma solucdo e sob agitacdo. ApOs este procedinaglitionou-se o anti-corpo
secundario policlonal com peroxidase de raband(QD) (Bio-Rad) e incubou-se 30
minutos a temperatura ambiente. Fizeram-se outragraglavagens com o mesmo
tampao e sob agitacdo. Seguidamente a membranavédada utilizando um método

quimioluminescente nao radioactivo (ECL, Amersham)pelicula fotografica.
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4. Resultados

4.1 Peso dos animais

Tendo em conta que 0 sedentarismo aumenta a gadatce gordura corporal e que o
exercicio fisico aerdbio, reduz a percentagem calpmte gordura e aumenta a massa
muscular, o peso de todos os animais foi controladlonicio, durante e apds a

experiéncia. Os resultados obtidos para o grup@mdmais treinados e respectivo

controlo pode ser analisado no gréfico 1.
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Grafico 1- pesos dos animais em estudo. Controlo (n=5)- gdgpanimais sem treino;
exercicio (n=8)- animais sujeitos a exercicio aerdhirante oito semanas em tapete
rolante (como descrito na sec¢ao de metodologejaGimbolo representa a média dos
valores e as linhas verticais o erro padréo.

Esta analise permite-nos verificar que ndo houtezaaloes de peso entre 0s dois grupos
durante as oito semanas de treino. Tanto o grupatdse controlo (verde escuro) como
0 grupo de ratos exercitado (verde claro) aumemtgmagressivamente 0 seu peso ao

longo das oito semanas de experiéncia.
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4.2 Teste de velocidade maxima

Apos o treino de oito semanas era importante earifo estado de preparacao fisica de
ambos os grupos de ratos (treinados e controlop 4 foi realizado um teste de
velocidade maxima de acordo com o proposto pokisliat al. (1997).

O teste de velocidade maxima efectuado no ultiraaddi treino, apOs as oito semanas,
mostrou diferencas significativas entre os dois gsugle ratos. Como se pode observar
no gréafico 2, o grupo submetido a exercicio durast®ito semanas permaneceu mais
tempo no tapete rolante. O gréfico 3 mostra queeslacidade atingida pelos ratos

exercitados foi também maior do que no grupo ctmtro
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Te o iminutos |
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1 -
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Gréfico 2- Tempo de duragéo do teste de velocidade/resist@miainutos. As barras
representam médias dos tempos realizados pelosaigngontrolo (n=5) e animais
exercitados (n=8). As linhas verticais representagnro padrdo. *p<0,05 em relagc&o ao
grupo controlo.
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Gréafico 3- Velocidade maxima atingida (cm3durante o teste de
velocidade/resisténcia. As barras representam meédss linhas verticais o erro padrao
das velocidades atingidas pelo grupo controlo (r=3)elo grupo exercitado (n=8).
*p<0,05 relativamente ao grupo controlo.

4.3 Andlise macroscépica dos musculos

O aspecto macroscopico dos musculos esqueléticasdqg foi efectuada a colheita,

mostrava uma diferenca substancial entre os aniexascitados e 0os que néo tinham
sido submetidos a nenhum tipo de exercicio. A gerdue os rodeava era menor no
grupo exercitado e a sua definicdo era muito nte@ste mesmo grupo, conseguindo-se
fazer uma separacao mais rapida dos musculos go gubmetido a exercicio devido a

sua nitidez.

4.4 Analise histoenzimologica

A analise histoenzimoldgica permitiu-nos efectuatoatagem das fibras dos varios
tipos (lentas e rapidas) em cada um dos musculoseceam exercicio. Um exemplo
das imagens obtidas a pH 9,35 pode ser observafigunza 8.
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Figura 8- Exemplo das andlise enziméatica (ATPase) dos mUsgakotrocnemius medialis
(A) e soleus (B), onde se podem ver as fibras tipo | marcadhsaaco e as fibras tipo Il a
castanho escuro.

Da anélise da percentagem relativa das fibras naresuesqueléticas do tipo | e do tipo
Il no musculosoleus, verificou-se um aumento significativo das fibdis tipo | para

quase 100% no grupo exercitado em relagdo ao gropwolo, o qual tinha cerca de
65% de fibras do tipo | e 35% de fibras do tipédtafico 4). A contagem foi efectuada
em campos fixos com mais de 500 fibras, sempre mpelemo observador e com um

minimo de trés repeticdes.
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Gréfico 4- Percentagem relativa das fibras musculares esupaaldipo | e tipo Il no
musculosoleus dos ratos em estudo (controlo vs exercicio). Asaf foram contadas
em fotos digitalizadas num campo fixo. A contagesn dfectuada trés vezes num
minimo de 500 fibras.

Como foi referido anteriormente, e pode ser atestpdlm foto 8, o musculo
gastrocnemius tem uma predominancia de fibras do tipo Il. E eselominancia que é
comprovada pela contagem das fibras. De factonaksa da percentagem relativa das
fibras musculares esqueléticas do tipo | e do fipmo musculo gastrocnemius
verificou-se haver uma dominancia de fibras do lifg&rafico 5). Apos o exercicio, e
contrariamente ao que ocorreu no musa@oleus, ndo ha alteracédo do tipo de fibras
(Grafico 5). H4, porém, uma tendéncia para umaaskegensacéo entre os dois tipos de
fibras (I e ).
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Gréfico 5- Percentagem relativa das fibras musculares esmpasiétpo | e tipo Il no
musculogastrocnemius lateralis dos ratos em estudo (controlo vs exercicio). Asaf
foram contadas em fotos digitalizadas num campm. #& contagem foi efectuada trés
vezes num minimo de 500 fibras.

4.5 Andlise histoldgica

4.5.1 Musculosoleus

As alteracdes morfologicas, observadas nas lanto@glas com hematoxilina-eosina,
no musculo soleus dos ratos exercitados sdo: &hrdsrsticial, com algum tempo de
evolucdo; aparecimento de células de menor didamewesivelmente células em
formagao, com citoplasma hipercorado, evidenciautiwidade mitocondrial intensa.

A observacdo dos musculos dos ratos controlo mosiiboas de forma poligonal e

tamanho mais regular, isto €, com pouca variac&ardanho, sem fibrose intersticial e

células em mosaico, justapostas, que constituidodpanormal das fibras musculares
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em corte transversal. Um exemplo das alteracOesidas pode ser visualizado na

Figura 10.

Figura 9- Corte transversal de musculo esquelético de rattralo. Podem ver-se o padréo
normal das fibras musculares. Ampliagéo 200x; derdfiematoxilina-Eosina.

Figura 10- Corte transversal do muscudaleus de ratos treinados durante oito semanas. Pode
ver-se alguma fibrose intersticial, células com lediccentral, varias células de pequeno
tamanho que sugerem células em formacao. Ampli2@@o; corante: Hematoxilina-Eosina.
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4.5.2 Musculogastrocnemius

As alteracbes morfoldgicas, observadas no musagdstrocnemius dos ratos
exercitados sdo: atrofia; ndcleos centrais; baapfi€lulas em necrose e variabilidade
do tamanho celular. Podem ver-se ainda algumataséiipercontraidas o que nao tem
significado patoldgico (Figura 11).

Os musculos dos ratos do grupo controlo apresentaa maior uniformidade no
tamanho das fibras, ndo se observa fibrose intdroic células em necrose, as fibras

apresentam um aspecto de mosaico, mais justagbigtas 9).

Figura 11- Corte transversal do musculgastrocnemius de ratos treinados durante oito
semanas. Pode ver-se algumas células em necroses eélulas hipercontraidas. Ampliagéo
200x; corante: Hematoxilina-Eosina.
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4.6.1 Expressao da cNOS

A densidade relativa da expressédo da cNOS aumergeupo exercitado em relagdo ao
grupo controlo, mas esse aumento s6 é significativanisculcsoleus, no qual hd um
aumento de 65% para cerca de 80%, no mug@astoocnemius essa diferenca é minima,

aumenta de 60% para 63%, ndo tendo qualquer sigadi(grafico 6).

B colear
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Grafico 6- Densidade relativa (%) da expressao da cNOS ngswlaéculos em estudo.
*p<0,05 relativamente ao grupo controlo.
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4.6.2 Expressao da iNOS

No grupo controlo a densidade relativa da expressAdNOS no muscul@oleus é
menor do que no musculgastrocnemius. Apds o treino verificAmos um aumento da
expressao relativa da iINOS no muscstdeus e nenhuma alteracdo no musculo

gastrocnemius (grafico 7).

(D

B Solear

e
7
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Grafico 7- Densidade relativa (%) da expressao da iNOS nasrddsculos em estudo.
*p<0,05 relativamente ao grupo controlo.
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5.Discussao

O objectivo deste estudo foi o de determinar &sajbes dos tipos de fibras musculares
e das enzimas NO sintetase (NOS), com o exercériabi, no muscul@oleus e no
gastrocnemius do rato Wistar, e comparar as duas alteracdes d¢epbbras e NOS).
Para testar a eficacia do treino efectuado, nd flaa oito semanas de treino fez-se a
todos os ratos, tanto os exercitados como os dor{i@os ndo submetidos a exercicio
aerdbio), um teste de velocidade maxima. Esse tess¢rou que o treino efectuado foi
eficaz, uma vez que os animais exercitados consaguatingir uma velocidade
superior, e 40% de tempo a mais no tapete roldatgue os ratos controlo.

O protocolo de exercicio escolhido para este eststib de acordo com outros estudos
que demonstraram que é necessario uma duracao angenexercicio (mais de 30
minutos/dia) durante pelo menos oito semanas, paraerificarem alteracbes no
fenétipo das isoformas de miosina e no aumento mRrémetros da actividade
enzimatica (Demiredt al., 1999; Silvaet al., 2009).

A variacdo do peso dos animais em estudo foi homagao final das oito semanas, a
média dos pesos nos dois grupos era igual. Esteernd estao de acordo com o estudo
de Chowet al (2007) que também verificou que ndo havia variajgnificativa entre

0S pesos corporais dos animais exercitados e néi@xlos. No entanto 0 mesmo
estudo verificou que houve uma reducao significatiga percentagem de gordura
abdominal (-25,4%; p<0,02) e uma reducdo na peagent da gordura total do animal
(-19,5%; p<0,01). No nosso estudo ndo pesamosdaigocorporal, mas na observacéo
macroscopica dos ratos, quando se fez a colhegaodyfios e dos musculos, pode
observar-se que em redor das visceras e na peteitd8nba que rodeava as patas
traseiras dos ratos ndo exercitados, havia murthugm.

O exercicio aerébio € responsavel pela alteracdotimn de fibras musculares
esqueléticas do tipo rapido (tipo Il) para o tigmtb (tipo 1) (Bigardet al., 1996;
Demirel et al., 1999; Fitzsimongt al., 1990; Martinset al., 2009; Roelst al., 2008;
Sultanet al., 2000).

Neste estudo os resultados histoenzimoldgicos dwuhosoleus confirmam que hd um
aumento significativo das fibras do tipo |, paraasgi 100% no grupo exercitado em

relacdo ao grupo sem nenhum tipo de exercicioabtiqina cerca de 65% de fibras do
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tipo |1 e 35% de fibras do tipo Il. Estes resultagstio de acordo com o estudo de
Demirel et al (1999) que verificou um aumento das isoformas desima das cadeias
pesadas (MHC) do tipo | em relagéo as do tipo Il.

Na andlise da percentagem relativa das fibras naresuesqueléticas do tipo | e do tipo
I no musculo gastrocnemius verificou-se um aumento de fibras do tipo Il em
detrimento das fibras do tipo I, no grupo exeratad relagcdo ao grupo controlo, mas
este aumento nao é significativo. No estudo desirilans et al. (1990) sobre as
isoformas da miosina em diferentes musculos tanmdg®gonfirmaram estes resultados,
nao houve alteracdo das percentagens das isofal@nasosina do tipo rapido para o
tipo lento no musculaastrocnemius.O motivo de neste musculo ndo haver uma
mudanca de fibras do tipo r4pido para o tipo lgrtde talvez, ser explicado pelo facto
da percentagem de fibras rapidasgastrocnemius ser muito alta. E também por as
fibras do tipo rapido ndo terem tantas céluladitagomo as fibras do tipo lento, uma
vez que se sabe que a transicdo das fibras rapdafioras lentas esta associada ao
aumento das células satélite (Marthsal., 2006).

O o6xido nitrico (NO) esta implicado numa série decpssos fisioldgicos (Khanehal.,
2004). O musculo esquelético contém a maior foretdN® de todo o corpo, sendo a
isoforma NnNOS a mais abundante, e alteracées naisalizacdo pode implicar uma
mudanca no funcionamento normal do musculo esdeel@ingyinget al., 2004). Uma
das funcbes do NO € a activacdo das células samflie sdo responsaveis pela
regeneracao das fibras musculares (Crastai., 2004; Martinset al., 2009; Tatsumi

et al., 2005). A actividade da nNOS aumenta com o exercitevido as contracgdes
musculares, e a eNOS também aumenta devido ao surdancorrente sanguinea
provocado pelo stress do exercicio e pelo maisutamento das mitocéndrias, as quais
esta enzima (eNOS) esta associada (Mielkieetiet., 2005).

Neste estudo a densidade relativa da expressaN@8 aumenta no grupo exercitado
em relacdo ao grupo controlo, mas esse aumentcsgmiéicativo no musculsoleus,

no qual ha um aumento de 65% para cerca de 80%nidoulogastrocnemius essa
diferenca € minima, aumenta de 60% para 63%, nadoseor iSso, um aumento
significativo. No estudo de Tidbadt al. (1998) também se verificou um aumento de
cNOS em culturas de fibras muscularewitro. No estudo de Jingyingt al. (2004),
com células do musculo esquelético em culturafiged-se um aumento da expressao

da enzima nNOS durante a formacé&o de células maoléadas.
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O aumento da expressdo da INOS no mussalks sujeito a exercicio corresponde a
um aumento de fibras do tipo | desse mesmo mustinma vez que a INOS esta
envolvida nos mecanismos da necrose, e foram eadast células em necrose no
grupo exercitado, podemos sugerir que a INOS irdoecrose das fibras do tipo Il para
mais tarde aparecerem fibras do tipo I, isto nocmidssoleus (Rudnicket al., 2004). O
estudo de Cramerét al. (2004) ndo apresentou células em necrose aposi@rer
excéntrico, apesar de mostrar aumento de célulébtsamas a duragéo foi de apenas
uma sessao e os individuos estudados eram humadosamimais.

Comparando o tipo de fibras e a variacdo das NOStitativas (cNOS), verificou-se
gque a cNOS aumentou no muscstibeus sujeito a exercicio aerdbio, durante oito
semanas, tal como o numero de fibras do tipo lesodo que pode haver uma
correlacéo entre o aumento das fibras do tipo lberoento da actividade da cNOS. O
aumento da cNOS e da INOS no muscsiteus, é consistente com 0s resultados
encontrados na literatura (Haresal,. 2008).

No musculogastrocnemius ha um aumento das fibras do tipo Il que ndo éfgigtivo

e a expressao da cNOS e da INOS mantém-se pratitanmalterada, sugerindo nao
haver relacdo entre 0 aumento das fibras do tipaallctividade das NOS constitutivas

e indutiveis.
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6.Conclusao

Com este estudo podemos concluir que o exerciciOb@me provoca alteracdes
significativas no tipo de fibras musculares do misesqueléticosoleus, apds oito
semanas de treino, e que a expressao das NOS admargstas alteragdes. No caso do
musculosoleus, observou-se um aumento tanto das isoformas tainsis de NOS
(cNOS) como da isoforma indutiva (iNOS) assim camobaumento das fibras do tipo I.
A isoforma nNOS esta associada as células sa&ldstas por sua vez encontram-se em
maior nimero nas fibras do tipo |, o que indica queaNOS pode ser um dos
mecanismos que influencia o tipo de fibra existesnte cada musculo. A isoforma
eNOS também aumentou tal como as fibras do tipiss@ esta de acordo com a sua
funcéo e localizacdo, pois h4 medida que aumensgdibras do tipo | também aumenta
0 numero de microvasos para compensar a maior sidade de fornecimento de
oxigénio. O motivo do aumento da isoforma iINOS parestar relacionado com a
necessidade das células entrarem em necrose parautfas surjam, neste caso €
necessario que morram as células do tipo Il paeaaparecam porteriormente células
do tipo I. Na observacdo que fizemos das laminagolbgicas coradas com
hematoxilina-eosina podemos verificar que havialul@g em necrose e novas células a
surgir, apos oito semanas de exercicio. Num tralfalivoo gostariamos de verificar se
haveria outras células com marcagdo positiva paapoptose. Ao contrario do que
outros estudos propdem, de que hi uma transfornaasdcélulas do tipo Il em tipo I, é
nosso entendimento que quando o musculo é reqiesitaa dar outro tipo de resposta
em funcéo de novas tarefas, tem que haver mortékaas que ja ndo dao resposta ao
que lhes € pedido pelo organismo para que aparegeas fibras do tipo necessario.
Quanto as alteragbes morfoldgicas do tecido muscsd@a visiveis tanto nas fibras do
musculosoleus como nogastrocnemius, 0 que sugere que a expressao da enzima NOS
nao esta relacionada com as alteracdes estrutunagsyez que 0 aumento da expressao

da enzima NOS s6 se verifica no musaal@us exercitado.
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