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RESUMO

Introducdo: O musculo estriado esquelético forma o maior tepi@sente nos vertebrados e
esta envolvido na locomocdo, postura e movimengsginatorios. E formado por fibras
musculares alongadas, cilindricas e multinuclead@s sarcoplasma apresenta goticulas de
gordura, conhecidas como lipideo intramiocelul®dCL), e utilizadas como combustivel
durante o exercicio. Outra fonte de energia utiizpelo musculo é o carboidrato, estocado
no corpo como glicogénio que, por sua vez, € arnaaie no figado e dentro das fibras
musculares. Essas fibras também estdo envoltaswyematriz extracelular (MEC) formada,
entre outros componentes, pelo colageno, princigaen dos tipos |, I, IV e V. No musculo
esquelético, o processo de envelhecimento est&iadsocom a perda de massa, forca e
funcdo muscular, aumento de IMCL, diminuicdo nadesi de glicogénio com, consequente,
resisténcia a insulina, além de fibrose e deposigadbEC. Por outro lado, o treinamento de
forca (TF) é considerado uma intervencdo aproprigaia@ alterar, diminuir ou reverter
parcialmente algumas alteracdes fisioldégicas querem no musculo esquelético durante o
processo de envelhecimento. Desta forma, o preseitalho objetivou avaliar o tamanho
das fibras musculares, a quantidade de IMCL, o zemamento do glicogénio e as
propriedades da MEC dos musculos gastrocnémio (GAMeo (SO) de ratos jovens e senis
apos protocolo de treinamento de for¢detodologia: 28 animais foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais: JovensSghis (S); Jovens que realizaram
treinamento de forca (JT); Senis que realizararmaneento de forca (ST). Os animais
realizaram protocolo de treinamento de for¢ca quesistia em escalarem uma escada vertical
com pesos, presos em suas caudas, de 65%, 85%e 98%% da capacidade maxima de
carregamento do animal, durante 12 semanas e aayiiéincia de 3x por semana. Foram
realizadas contagem e morfometria da area de séeg@versa (CSA) das fibras musculares,
deteccdo de colageno e identificacdo de adipécitss masculos GAM e SO, além das
determinacdes de glicogénio muscular e hepéatiguide de andlise estatistiddesultados:
Os animais senis apresentaram menor valor de C&#frmuantidade de IMCL e maior
quantidade de tecido conjuntivo em ambos os muscplarém néo apresentou alteracées na
guantidade de glicogénio armazenada nos muscudigado. Apds o TF, houve aumento na
CSA dos animais jovens e senis em ambos os musdiosuicdo na quantidade de IMCL
no muasculo SO dos animais senis, reducdo do comtdédecido conjuntivo nos animais
jovens e senis em ambos os muasculos e, por fimeaiomo armazenamento de glicogénio

no musculo e figado dos animais jovens e s&usclusdo:O protocolo de treinamento de



forca realizado em ratos senis foi capaz de auman@SA, diminuir a quantidade de IMCL,
aumentar a quantidade de glicogénio armazenadomgnudr a quantidade de tecido
conjuntivo presente nos musculos esqueléticos GADeEsses resultados mostram que ha
alteracbes no tamanho das fibras musculares, mdidade de IMCL, no armazenamento de
glicogénio e nas propriedades da MEC nos muscugtadados apos a intervencao,
comprovando que o treinamento de forgca minimizaetstos deletérios inerentes ao

envelhecimento.

Palavras-chave:Envelhecimento. Exercicio. CSA. Colageno. IMCL.dBfénio.



ABSTRACT

Introduction: The skeletal muscle is the largest tissue preseveiitebrates and is involved in
locomotion, posture and breathing movements. toimposed of elongated, cylindrical and
multinucleated muscle fibers with fat droplets e tsarcoplasma, known as intramyocellular
lipid (IMCL) used as energy during exercise. Anotheurce of energy used by the muscle is
the carbohydrate stored in the body as glycogenchwis stored in the liver and muscle
fibers. Muscle fibers are also surrounded by amaegtlular matrix (ECM) formed, among
other components, by collagen, mainly types I,IWMland V. The aging process is associated
with loss of muscle mass, muscle strength and imctincrease of IMCL, reduction in
glycogen synthesis with consequent insulin rescgamand also fibrosis and deposition of
ECM. On the other hand, strength training (TF) amsidered appropriate intervention to
modify, minimize or reverse some physiological aesin skeletal muscle, as a result of
aging. Thus, this study aimed to assess the cea$®s area of skeletal muscle fibers, amount
of IMCL, glycogen content and MEC properties of fastrocnemius (GAM) and soleus (SO)
of young and senile rats after TF protoddiethods: 28 rats were randomly divided into 4
groups: Youth (J); OId(S); Youth who underwent syt training (JT); Old who underwent
strength training (ST). The animals performed gjtiertraining protocol consisting in climb a
vertical ladder with weight strapped in their tad$ 65%, 85%, 95% and 100% of the
maximum load of the animal 3x a week for 12 wedkSA of muscle fibers, detection of
collagen and identification of adipocytes in thel@And SO muscles, beyond determinations
of glycogen in the liver and skeletal muscle weegfgrmed.Results: Senile animals had
lower CSA values, greater amount of IMCL, as wslloh connective tissue in both muscles,
but did not change the glycogen content in livedt aruscle. After TF, the CSA increased in
young and old animals in both muscles, the redubdL in SO muscle of old animals,
connective tissue decreased in young and old asinmalboth muscle and, finally, the
glycogen content increased in liver and muscleafrg and old animal€onclusion: The
strength training protocol in old rats was ablentrease the CSA, decrease IMCL, increase
of stored glycogen and decrease the connectivgetigesent in GAM and SO muscles. These
results showed that there are changes in musoée §lze, in the quantity of IMCL, in
glycogen storage and in properties of the ECM efGAM and SO muscle after intervention,
indicating that strength training minimizes soméetiious effects inherent aging.

Keywords: Aging. Exercise. CSA. Collagen. IMCL. Glycogen.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais do musculo estriado esqueie

O musculo estriado esquelético forma o maior tepidsente nos vertebrados
e esté envolvido na locomocgao, postura e movimaegyratérios (Silva, 2007). O musculo
esquelético é descrito conastriadq devido a alternancia das bandas claras e esauas,
estriacoes, criada pelo padrédo de sobreposicadildogentos protéicos citoplasmaticos que
causam a contracdo muscular, e cowmuntario jA que sua contragdo € controlada
conscientementéSaladin, 2003; Fox, 20075ua composi¢cado envolve tecido muscular, tecido
conjuntivo, tecido nervoso e vasos sanguineos {&@@03).

O tecido muscular é formado por células alongadeitindricas e
multinucleadas, chamadas de fibras musculares ofibnais, que apresentam diametro entre
10 e 10@m e até 30 cm de compriment®a(adin, 2003)Cada fibra muscular esta envolvida
por um delicado tubo, denominado sarcolema, formpdo 3 componentes: fibrilas
reticulares, que seguem um curso em espiral ao dadtibra, membrana basal e membrana
plasmatica(Silva, 2007) Essa estrutura apresenta invaginacfes, conhemdas tabulos T
cuja funcdo € levar a corrente elétrica da superfiara o interior da célula quando essa €&
estimulada, e uma propriedade elastica capaz detaups distorgdes que ocorrem durante a
contracdo, o relaxamento e o estiramento do mud@diadin, 2003) Ao longo de todo
comprimento da fibra muscular encontramos uma matitoplasmatica, chamada
sarcoplasma e constituida por longos feixes deejpras, conhecidas por miofibrilas, além de
organelas, como as mitocdondrias e o reticulo sksoytico, granulos de glicogénio e
goticulas de gordurdSaladin, 2003) Essas miofibrilas, com aproximadamente 1um de
diametro, sdo compostas por miofilamentos finogascyroteinas envolvidas sé@o actina,
tropomiosina e troponina, e filamentos grossosnémtos pela proteina miosit@raff, 2003).

O arranjo ordenado desses miofilamentos € o redpehgelas estriacdes transversais,
decorrentes da organizacdo dessas proteinas eradasiadontrateis idénticas, conhecidas
como sarcomeros, que constituem a unidade confmatilamental da fibora musculéilva,
2007).

1.1.1 Tipos de fibras
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A disposicao altamente organizada das fibras masesilcontribui para uma
variedade de capacidades funcionais. Esses tipibrde musculares podem ser delineados
de acordo com as diferencas em suas propriedadesffiais e estruturais (Pette, 2000).
Dessa forma, as fibras musculares podem ser dataskif pela sua coloracédo, fisiologia,
bioquimica e limiar de fadiga.

A coloracdo do musculo foi utilizada em um dos pinws relatos
documentados sobre a classificacdo das fibras awssu(Pette, 1990). Por esse método
descobriu-se que a maioria dos musculos de mamifecomposta por dois tipos de fibras: as
fiboras vermelhas - usualmente finas, escuras e gwitas mitocéndrias e goticulas de
gordura; e as fibras brancas - mais espessasclags e com apenas algumas mitocéndrias e
goticulas de gordura (Close, 1972).

Quanto a fisiologia, as fibras musculares podemckessificadas de acordo
com as isoformas da proteina miosina, cujas dif@®rfuncionais residem na porcdo da
cadeia pesada da molécula (MHC) (Pette, 2000). ACMportanto, a por¢cdo da cabeca da
molécula de miosina que determina a velocidadesdedio das pontes cruzadas da miosina
com os filamentos de actina e, consequentementeelaridade de contracdo muscular
(Minamoto, 2005). De acordo com as principais isofis de MHC encontradas no musculo
esquelético de mamiferos, existem trés tipos aadipuras: uma fibra lenta, conhecida como
tipo | com MHCB, e duas fibras rapidas, conhecidas como tipo s &MHClla e tipo 11B
com MHCIIb (Pette, 2000).

Baseada nas propriedades bioquimicas, as fibrasnfalassificadas como
fibras lentas e oxidativas, fibras rapidas glieodis oxidativas e fibras rapidas glicoliticas. A
velocidade de contracdo dessas fibras difere deaodmecanismo utilizado para a ressintese
do ATP apos sua utilizagdo como fonte de energra pa funcbes celulares, incluindo
atividade contratil. Os principais mecanismos ewidols s&o: atividade creatina quinase
(CK), glicdlise e fosforilacdo oxidativa. A creaimuinase é responsavel por regenerar
rapidamente o ATP utilizando moléculas de fosfdanea consideradas um reservatorio de
fosfato de alta energia, evitando o acumulo de ABBse sistema PCr-CK localiza-se
proximo a sitios de consumo de ATP, como miofibrila reticulo sarcoplasmatico, e
representa um processo de alta energia, porém tapecidade na regeneracdo do ATP. Ja a
glicolise é responsavel pelo metabolismo da glies® glicogénio levando a producéo de
piruvato e lactato, e representa a segunda fontATde com baixa energia, mas melhor

capacidade quando comparada ao sistema PCr-CKinRoa fosforilacdo oxidativa utiliza
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como substrato o acetil-CoA, fornecido pelo piroydtcidos graxos e corpos cetbnicos, e é
caracterizada como um processo de baixa energi@mpoom uma grande capacidade na
regeneracao do ATP (Schiaffino, 2011).

O limiar de fadiga, por sua vez, varia de acordm cometabolismo da fibra.
Dessa forma, as fibras lentas sdo bem adaptadapidacdo aerdbica e ndo produzem acido
latico evitando que essas fadiguem facilmente.sJbeas rapidas séo ricas em enzimas do
fosfagénio e dos sistemas acido latico-glicogénampzindo, assim, acido latico e fadigando
mais facilmente (Saladin, 2003).

Em resumo, as fibras sdo classificadas em trés.tipe fibras tipo | séo
vermelhas, apresentam metabolismo predominantenwatativo e, portanto, contracéo
lenta; as fibras tipo IIA sd&o conhecidas como 8biatermediarias, em sua maioria,
vermelhas, porém com metabolismo tanto oxidativaaglicolitico e de rapida contracéo; e
as fibras tipo 1IB sdo brancas, com metabolisma@rénantemente glicolitico e, portanto,
contracao rapida.

1.1.2 Lipideo intramiocelular

A gordura e o carboidrato sdo os principais sutsstratilizados na sintese de
ATP no musculo esquelético. A maioria da reservergdtica é estocada como gordura,
principalmente na forma de triacilglicerol (TG) dspado no tecido adiposo visceral e
subcutaneo. Pequenas quantidades de TG tambénmpess@otes em particulas lipoprotéicas
circulantes, no tecido adiposo ao redor do muscatdhecido como lipideo extramiocelular
(EMCL), e em goticulas de gordura (LD) dentro didmas musculares conhecidas como
lipideo intramiocelular (IMCLYHowald, 2002; Loon, 2003). O IMCL encontra-se,tpnto,
armazenado no sarcoplasma das fibras musculanesimente em contato direto com as
mitocondrias. Esse contato leva a hipotese de qlMdGL serve como combustivel para
oxidacado mitocondrial em situacdes onde o rapigidesoento de gordura é necesséario, como
durante um exercicio (Schrauwen-Hinderling, 2006).

Dessa forma, a quantidade de IMCL encontrada noogkasma das fibras,
entre diferentes tipos de fibras, é variavel. Bssuthostraram que a quantidade de IMCL
dentro das fibras esta positivamente relacionada aocapacidade oxidativa dessa fibra,
portanto, as fibras tipo | apresentam maior cordedsl IMCL do que as fibras tipo Il (Watt,
2002). Correspondentemente, musculos com alta ntacéo de fibras tipo I, por exemplo,

0s musculos lentos como o Sdleo, apresentam mandewdo de IMCL do que os musculos
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ricos em fibras tipo Il, por exemplo, os musculéapidos como Gastrocnémio (Vermathen,
2012).

1.1.3 Glicogénio

O carboidrato, uma das principais fontes de enartii@adas pelo musculo
esquelético durante a contracdo muscular, é estoeadorpo como glicogénio, um polimero
ramificado formado por subunidades de glicose wnjlar ligagdes glicosidicas. A sintese
desse glicogénio é realizada pela autoglicosilagaoglicogenina (nucleo protéico das
particulas de glicogénio) seguido da acdo das eszgticogénio sintase (GS) e glicogénio
ramificacdo (GBE) responsavel pelo alongamentolidoggnio (Murphy, 2012).

O glicogénio é armazenado no figado e dentro dbmasfi musculares,
principalmente nas regides subsarcolemal, interbmitEr e intramiofibrilar (Cunha, 2005;
Prats, 2011). No figado, o estoque de glicogérde~£ 1 MJ (240 kcal) geralmente utilizado
para manter a concentragdo de glicose no sanguge(C2000). Essa preservacdo das
condicbes homeostaticas da glicose ocorre atrag8svias metabdlicas glicogendlise e
gluconeogénese. A glicogendlise € o processo dexdiagfo do glicogénio, onde a enzima
glicogénio fosforilase hidrolisa as ligacdes glidisas do glicogénio e produz glicose-1-
fosfato (G1P). A G1P é convertida em glicose-6dtis{G6P) que, por sua vez, é convertida
em glicose pela enzima glicose-6-fosfatase (G6P&ssh via também pode ser utilizada na
nutricdo do muasculo esquelético, porém como nexssda ndo ha enzima G6Pase, a G6P é
convertida em frutose-6-fosfato (F6P) que serdzath na glicolise. Ja a gluconeogénese é
um processo em que algumas moléculas, como pirueatato, glicerol, alanina e glutamina,
sdo convertidas em glicose. No figado, o nome dadgpuconeogénese é ciclo de Cori
responsavel pelo consumo de lactato, produzides pelalas musculares e eritrocitos durante
a glicdlise, para producao de glicose (Dashty, 2013

No musculo esquelético, por sua vez, o estoquelideggnio de 6-10 MJ
(15002500 kcal) é responséavel por fornecer glicas®ao fonte de ATP em situacdes de
gasto energético, como durante uma contracao nars@hbyle, 2000; Murphy, 2012). Por
esse motivo, 0 glicogénio muscular € um modulad@ve na duracdo e desempenho do
exercicio e no aparecimento da fadiga (Shearer4)20@lém disso, a quantidade de
glicogénio presente no musculo varia de acordo adipo de fibra muscular, ou seja, fibras

de contracao rapida ou tipo Il apresentam maioraaemamento de glicogénio e maior
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atividade da enzima glicogénio fosforilase do gsefiaras de contracdo lenta ou tipo |
(Cusso, 2003).

1.2 Caracteristicas da matriz extracelular muscular

O musculo esquelético € composto ndo somente pafotenuscular, mas
também por tecido conjuntivo fibroso (Saladin, 2008 fibras musculares estédo, portanto,
envoltas por uma matriz extracelular (MEC) rica@rboidratos e proteinas que se inicia na
membrana basal (membrana externa do sarcolema)agéva superficie do musculo, dando
continuidade ao tendao (Imamura, 1999; Silva, 20B%%a membrana basal é formada por
duas camadas, a lamina reticular e a lamina basahpresenta varios componentes
importantes como laminina, fibronectina, entactihaparam sulfato e colagenos (Silva,
2007).

O colageno é a proteina mais abundante da MECtiwondo 20 a 25% de
toda proteina do corpo. Na MEC muscular, o colagesé presente principalmente nos tipos
I, Il e V, formadores de fibrilas, e no tipo IVao formador de fibrilas (Takala, 2000). O
colageno tipo | € o mais comum, responsavel pooxapadamente, 90% do colageno total, e
encontra-se organizado em feixes grossos, conteniadisténcia a estrutura muscular. O
colageno tipo Il forma fibrilas finas e curtast&sormalmente, associado ao colageno tipo
I; e € mais encontrado em tecidos com algum graalakticidade, como o muasculo. Ja o
colageno tipo IV € o componente estrutural maisndbote da membrana basal, fornecendo-
Ihe forca mecéanica; consiste em moléculas de catagee ndo estdo em forma de fibrilas,
mas permanecem unidas ponta a ponta para formaestmaura de rede; e esta associado a
varios componentes nao fibrosos da MEC, formanda omambrana continua que separa as
estruturas. Por fim, o colageno tipo V encontrase menor quantidade (5% do colageno
total); regula o diametro das fibras de colagenesethpenha um importante papel na
proliferagcéo celular e reparo tecidual; e parti@ggamente na interacdo dos componentes da
MEC com outros tipos de colageno associados, paimiente tipos | e Il (Calvi, 2012).
Esses colagenos desempenham uma funcéo estruawaaltigdo o alinhamento apropriado
das fibras musculares. Dessa forma, fornecem, gharente, flexibilidade muscular,
proporcionam forca mecanica ao musculo e particiglgnum sistema de toler&ncia ao
estresse que preenche o pré-requisito para absteg@mmques (Imamura, 1999).

A partir dessa composicdo, a MEC muscular €, erdéganizada em trés

niveis ao longo do musculo: o epimisio, formado goas camadas de colageno tipo I,
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continuas ao tenddo, que envolve o0 musculo porironted perimisio, composto,
principalmente, de colageno tipo I, que liga grsple fibras musculares reunidas em feixes,
chamados fasciculos, e transmite a forca de tees@@ndomisio, formado por colageno tipo
V e que circunda as fibras musculares individuatemgrermitindo o movimento durante a
contragdo muscular (Imamura, 1999; Graff, 2003eKj2004). Essa organizacéo das fibras
de coldgeno € fundamental para coeréncia e resmst@ntracdo do musculo esquelético
normal, conservando a integridade fisica do musdutante a contracdo muscular (Jarvinen
et al., 2003).

Dessa forma, as principais fungcdes da MEC envoli@mecer um suporte
mecanico para veias e nervos; garantir a resplEstca passiva do masculo; transmitir forca
das fibras musculares para o tendao e, subsequeméep 0sso via juncdes miotendineas e

via transmissao lateral entre fibras e fascicuinsivos dentro do musculo (Kjaer, 2004).

1.3 Alteracdes no musculo esquelético decorrentes doquesso de envelhecimento

O envelhecimento representa um processo complé@xeveavel caracterizado
pela diminuicdo, dependente do tempo, das fungSiesdfjicas e bioquimicas dos principais
sistemas, além de alterac6es morfoldgicas e biagasna nivel celular (Doria, 2012). Dentro
desse processo esta a sarcopenia, termo utilizadodescrever a perda de massa, forca e
funcdo muscular, que pode prejudicar a qualidaded#edo idoso predispondo-o ao aumento
dos riscos de morbidade, invalidez e mortalidaded,J2010; Mitchell, 2012).

A perda de massa muscular esta diretamente retataoa diminuicdo no
tamanho (atrofia) e no niamero (hipoplasia) de fibraisculares, principalmente das fibras de
contracao rapida ou tipo Il (Narici e Mafulli, 2Q1@ atrofia muscular é causada por varios
fatores, como reducdo no conteudo e proliferacdo célilas satélites, devido ao
comprometimento de sua mobilidade e a reducédo maelocidade de migracdo; reducdo do
estimulo mecéanico causado pela diminuicdo da atidfisica; declinio na liberacdo de
hormdnios importantes para a manutencao da masseutaucomo, por exemplo, insulina,
fator de crescimento-1 (IGF-1), testosterona eogstio; e ativacdo de vias inflamatérias
causada por outras doencas relacionadas ao enwedméo (Walston, 2012)Ja a hipoplasia
pode ser causada pela perda permanente do comito as motoneurdnios e as fibras
musculares reduzindo, portanto, 0 nimero de unglad#oras ativas. Quando esse processo
neurogénico progressivo atinge uma fase onde acicu® de reinervacao fica muito

diminuida, algumas fibras musculares sdo permamemte desnervadas podendo causar a
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apoptose dessas células e uma posterior substitdégéecido muscular por gordura ou tecido
fibroso (Lexell, 1988).

A gueda na producéo de forca e funcdo muscularsymrez, esta relacionada
com a atrofia muscular, responsavel pela perda@®mmeros em série (diminuindo a area de
seccao transversa - CSA da fibra) e em paraledoremudancas na qualidade do musculo, ja
que ocorre infiltracdo de tecido adiposo (IMCL)anjaintivo no tecido muscular, condigao
conhecida como mioesteatose, prejudicando a habdidcontratii da fibra muscular
(Goodpaster, 2001; Narici and Maffulli, 2010).

Durante o envelhecimento, hA um aumento excessivproducdo de ROS
(Espécies Reativas de Oxigénio), incluindo radidarses de oxigénio, radical anion
superoxido, radical hidroxil e oxidantes nao ragicamo peroxido de hidrogénio e oxigénio,
que pode causar danos nas proteinas, nas membeamas DNA das mitocondrias
prejudicando, assim, sua capacidade de sintetiZEP A utilizd-lo em vérias funcdes
metabdlicas (Doria, 2012). Essa reducdo na atieidaddativa mitocondrial, entre outros
danos, pode ocasionar aumento no conteudo de IMELppr sua vez, ira reduzir a ativacao
das proteinas envolvidas na sinalizacédo da insudorao a IRS-1 (Insulin Receptor Substrate
1) e a proteina quinase B/Akt, e no transporte litzosg, como a GLUT-4 (proteina
transportadora de glicose tipo 4), e ir4, aindduze a atividade da enzima glicogénio
sintase, responsavel pela sintese do glicogéniorafige 2006; Nakagawa, 2007; Muoio,
2009). Essas alteracdes podem gerar aumento ddéresa a insulina e diminuicdo da
producao de glicogénio no tecido muscular (Gup@ap2.

Outra alteracd@o presente no envelhecimento é ordgarde tecido conjuntivo
responsavel pela fibrose e deposicdo de MEC nddewiuscular (Mann, 2011). Um dos
principais componentes desse tecido conjuntivo éotageno, cujo metabolismo e
propriedades mecéanicas demonstram alteracoes &gdao processo de envelhecimento,
assim como, o arranjo e o tamanho de suas fibdes digacOes cruzadas intermoleculares
desempenham um importante papel na determina¢éprdpsedades bioquimicas da MEC
nos musculos (Gao, 2008). Dessa forma, 0 aumentect# conjuntivo esta relacionado ao
desuso muscular, presente no envelhecimento, ciugaerda da orientacdo paralela das
fibras colagenas e substituicdo do tecido musquiertecido conjuntivo, e a reducédo na
degradacdo e sintese das fibras colagenas geramdentm na quantidade de ligacdes
cruzadas dentro e entre as fibrilas. Essas altesatpdnam as fibras colagenas mais frageis,

aumentando a rigidez muscular e diminuindo a ft&gail do musculo (Imamura, 1999).
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Essas alteragdes encontradas no processo de emveht estéo relacionadas
as limitagBes funcionais, mobilidade reduzida, pecadade, quedas, fraturas e fragilidade
diminuindo a qualidade de vida do individuo (Freges, 2011).

1.4 Treinamento de forga no envelhecimento

O treinamento do musculo é tipicamente divididoZzoategorias: resisténcia e
forca. O treinamento de resisténcia refere-se aio direcionado a melhora da resisténcia
(duracéo pela qual uma pessoa pode manter ativieltdauante) e da capacidade aerdbica
(captacdo de oxigénio méaximo - M@ax) e é caracterizado por atividades com freqaénci
diaria, intensidade moderada a vigorosa e duraggopelo menos, 30 minutos ao dia
(Williams, 2002; Freiberger, 2011). Ja o treinarnedé forca (TF) refere-se ao exercicio
voltado para melhora da capacidade de geracaagkerftaxima do masculo e é caracterizado
por atividades com sobrecarga progressiva, intadsidlta e poucas repeticbes. Dessa forma,
o TF é considerado uma intervencdo apropriada @dterar, diminuir ou reverter
parcialmente algumas alteracdes fisiologicas querem no musculo esquelético durante o
processo de envelhecimento (Williams, 2002; Freéer2011).

Porém, para que o treinamento de for¢a seja resdneficaz em idosos é
necessario um programa de treinamento especificayeM e colaboradores (2011)
demonstraram que o treinamento de for¢ca com 3sséei8-12 repeticdes e intensidade de 70-
85% de uma repeticdo maxima, frequéncia de 2-3svpae semana por, pelo menos, 8-12
semanas, otimizaria os efeitos benéficos do tresmémn fisico durante o processo de
envelhecimento. Esse estudo confirmou a recomeadigé peloAmerican College of
Sports Medicineem sua declaragao oficial de 2009, que defendegraama de treinamento,
formado por 3 séries de 8-12 repeticdes com 60-@%% RM, 1-3 minutos de descanso entre
as séries e de 2-3 vezes por semana, para mellacigaca e hipertrofia em idosos (Ratamess,
2009).

Uma das alteragbes causadas pelo TF é o aumei@&Aala fibra muscular
ou hipertrofia. Essa hipertrofia muscular ocorreidie a trés principais situacoes: alteracdo na
funcdo neural, aumento da sintese de proteinasulatss e acdo das células satélites. As
adaptacdes neurais incluem aumento no numero dades motoras recrutadas e na taxa de
ativacao e sincronizacao de unidades motoras ohahig; expansdo nas dimensdes da juncao
neuromuscular indicando melhor contetdo de neurstngssores pré-sinapticos e receptores

pos-sinapticos; e aumento do acionamento neural gslema nervoso central (Deschenes,
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2002; Macaluso, 2004). Ja o aumento da sinteserateimas musculares ocorre devido
aumento da liberacdo de IGF-1 (insulin-like grovdbtor-1), capaz de interagir e ativar as
células satélites que irdo fundir-se as miofibeagxistentes adicionando-as novos nucleos.
Dessa forma, ha um aumento na sintese e no cregoihe proteinas contrateis que ira gerar
hipertrofia de todo o musculo (5-8%) e das prépfiasas musculares (25-35%), além da
formagao de novas miofibras ou hiperplasi®%) (Deschenes, 2002).

Essa hipertrofia gerada pelo TF ocorre nos tréscipais tipos de fibras
musculares (I, lla e 1lb), porém as fibras tipodf@mesentam maior crescimento, seguido pelas
fibras tipo Ilb e as fibras tipo I, que exibem anmehipertrofia. Além disso, o treinamento
produz mudancas no perfil dos tipos de fibras eamposicao da cadeia pesada da miosina
(MHC) gerando transi¢cdes dentro dos subtipos dia filpo I, ou seja, um aumento na
porcentagem das fibras tipo lla com concomitanteirdiicdo na porcentagem das fibras tipo
lIb, porém sem causar qualquer mudanca entre s filpos | e Il. Essas transi¢cfes entre as
fibras ocorrem de acordo com a necessidade deiarmkrgnusculo. Portanto, o desequilibrio
entre a energia necessaria e a energia fornecida pmvocar um ajuste adequado na
expressdo do tipo de fibra, j& que as fibras tipoapresentam maior gasto energético,
enquanto as fibras tipo lla sdo intermediarias tgpad geram um gasto menor (Bird, 2005).

O TF também é capaz de diminuir 0 estresse oxma&tigumentar a atividade
de enzimas antioxidantes que, juntamente com o oA quantidade de fibras tipo lla,
permite a melhora na capacidade oxidativa das omtdréas, contribuindo para uma melhor
funcdo mitocondrial (Staron, 1984; Melov, 2007; &aishnan, 2010). Essa melhora na
capacidade oxidativa gerada pelo TF pode diminsidepdsitos de lipideos dentro (IMCL) e
fora do tecido muscular (Deschenes, 2002). A dimdwde IMCL, por sua vez, proporciona
uma melhora na qualidade no tecido muscular, aandatsua capacidade de geracao de
forca, e um aumento na atividade basal da enzinwgghio sintase e do nivel de
transportadores da glicose (Ferrara, 20B6%as alterac6es sdo responsaveis pela melhora na
sensibilidade a insulina e na homeostase da glippesente no sangue, prevenindo o
desenvolvimento de sindrome metabdlica, e pelo atomea capacidade do figado e do
musculo esquelético em produzir e armazenar glidog@-errara, 2006). O TF, portanto,
melhora a composicdo corporal de individuos idasasminui a chance de co-morbidades
associadas a obesidade, como hipertenséo, diatiygbe$l e doenca arterial coronariana
(Deschenes, 2002).

18



A MEC do musculo esquelético é conhecida por red@om@o aumento da
carga causado pelo treinamento de forca, exere@giodo ou hipertrofia compensatoria
experimental por meio do aumento da sintese e/amalo de colageno (Takala, 2000).
Dessa forma, a carga mecéanica aumenta a taxa dsicip e degradacédo do colageno, ou
seja, a taxa de “turnover”, e permite uma orierdagais paralela das fibras coldgenas ao
longo do eixo do estresse aplicado gerando, pgordiraducao nos niveis de ligacdes cruzadas
que promove a diminuicdo na rigidez muscular e fi@aeas propriedades mecéanicas do
musculo (Kragstrup 2011).

Nesse contexto, a hipétese desse trabalho consigieotocolo de treinamento
de forca poder minimizar as alteracbes no tamamisofidras musculares, na quantidade de
IMCL, no armazenamento do glicogénio e nas propded da MEC muscular durante o

processo de envelhecimento em ratos.
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2 JUSTIFICATIVA

O crescimento da populacao brasileira acima dan68 foi de 100% entre os
anos de 1950 e 2000 e as estimativas apontam pacaescimento ainda mais significativo
nas proximas décadas onde, no ano de 2040, 27%midapao brasileira sera idosa e, em
2050, 6% tera mais de 80 anos (IBGE, 2010).

O processo de envelhecimento é complexo e multightoaracterizado por
alteracdes nas células e tecidos gerando detdimi@pgressiva da integridade estrutural e
das funcdes fisiolégicas (Semba, 2010). No sistemssculoesquelético, ha perda das
capacidades relacionadas a coordenacdo, flexitbdiddorca muscular, velocidade e
resisténcia causadas pela reducédo da atividadeatihratrofia progressiva, perda de fibras
musculares individuais e altera¢des na integriéstieitural e funcional da matriz extracelular
(Dudhia, 2007; Hollmann, 2007; Mann, 2011). Aléresti, 0 tecido muscular apresenta perda
de funcdo e menor capacidade de se regenerar geracyuando comparado a fase jovem,
tornando-se mais sensiveis aos danos. Esses fatdsbuem para a fragilidade fisica e
reducdo da atividade na velhice, podendo geracitietie equilibrio e alteracées na marcha,
predispondo os idosos a quedas, limitacdes funisianiesdes e reduzindo sua qualidade de
vida (Burnfield, 2000; Dudhia, 2007).

Essas informacfes tornam a area de cuidado ao idies@nte, uma vez que o
envelhecimento fisiolégico esta associado a doemgasico-degenerativas, tornando os
idosos vulneraveis a deterioracao fisico-funciar@h, consequente, perda de autonomia e
independéncia. Desse modo, a busca por opcdesad@nénto e prevencdo é de suma
importancia, porém essa proposta ainda esbarrafinaldhde da compreensao da biologia
basica dos musculos durante o envelhecimento (Bi7 )2

Dessa forma, novos estudos sao relevantes parstigaseformas de prevenir
ou minimizar as perdas decorrentes da idade, pafmente as que comprometem a
capacidade funcional do sistema musculoesqueléiiesse contexto, o treinamento fisico
tem sido descrito como uma intervencao importaata pinimizar a perda da massa, forca e
funcdo muscular em pessoas idosas (Aagaard, 20dkynfa eYamaguchi, 2010). O
treinamento de forgca promove hipertrofia das célutausculares, diminuicdo das ligagbes
cruzadas do colageno e reorganizacdo do mesmmcéies essas que levam ao aumento da

forca e diminuicdo da rigidez muscular (Imamura,9%49 Kragstrup, 2011). O
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condicionamento causado pelo treinamento tambéra ppdrfeicoar a utilizacdo da glicose
como fonte de energia durante o exercicio e a gamdo glicogénio, para armazenamento
de glicose durante o repouso, aléem de melhoraraidade da contracdo muscular atuando
por meio da diminuicdo na deposicéo de tecido cdivjo e de IMCL no musculo.

Desse modo, acredita-se que o resultado desseogstagiciara importante
contribuicdo para melhor se compreender a acaaatogolo de treinamento de forga sobre
os efeitos deletérios do envelhecimento, favorezendrocesso de reabilitacéo fisica. Varios
aspectos aqui estudados trardo grande auxilio pacg&ncia basica, bem como para a

aplicacdo nas areas de reabilitacdo e promocaaidie €£m geriatria/gerontologia.
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3 PROPOSICAO

Avaliar o tamanho das fibras musculares, a quaididde IMCL, o
armazenamento do glicogénio e as propriedades da s musculos gastrocnémio e soéleo
de ratos jovens e senis apds protocolo de trein@naenforca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilzad8 ratos,Wistar
novergicus albinusle 3 meses (jovens, n = 14) e 20 meses (senisl4),provenientes do
Biotério Central da UNESP (Campus de Botucatu)rddss foram mantidos no Biotério do
Laboratério de Fisiologia do Exercicio da Univessld Federal de Séao Carlos em
temperatura ambiente, entre 22 e 24°C, com luza@ania em ciclo de 12h (claro/escuro). A
agua e a comida foram administradasslibitum Os animais foram pesados 3x por semana
durante todo o periodo de treinamento. O experionéit conduzido segundo as normas
internacionais de ética na experimentacdo animatigNal Research Council, 1996). Esse
projeto, com a descricdo minuciosa de todos osedroentos, foi aprovado pela Comissao
de Etica na Experimentacdo Animal da UniversidaetdeFal de Sdo Carlos com protocolo n°
056/2010.

4.2 Grupos Experimentais
Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4oaguexperimentais (7
animais/grupo), na seguinte ordem: Jovens (J);sS&)i Jovens que realizaram treinamento

de forca (JT); Senis que realizaram treinamentoda (ST).

4.3 Treinamento de forca

O treinamento de forga durou 12 semanas e foizaehdi com frequiéncia de 3x
por semana. Inicialmente, os ratos foram adaptadgsotocolo de treinamento de forca que
incluia escalada em escada vertical (1,1 x 0,18egrau de 2cm, inclinacdo de 80°) com 0s
pesos presos em suas caudas. O tamanho da escadanfgque os animais realizassem 8-12
movimentos por escalada. O aparato de carga feopra porcdo proximal da cauda com uma
fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a caudaatos foram colocados na parte inferior da
escada e familiarizados com a mesma. Quando neicessa estimulo de pinca foi aplicado
na cauda do animal para iniciar o movimento. Namtdp escada os ratos alcangavam uma
gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansavam duranteinZitos. Este procedimento foi
repetido até que os animais conseguissem, volamntarite, escalar trés vezes consecutivas

toda a escada. Trés dias ap0s esta familiarizacfomeira sesséo de treinamento consistiu
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de 4-9 escaladas na escada com cargas progressieamais pesadas. A escalada inicial
consistiu em carregar uma carga de 75% do peswmrabrgo animal. Em seguida, foi
adicionado peso de 30g até a carga com a qualoonést conseguiu mais escalar toda a
escada. A falha em escalar foi determinada quandaimal ndo conseguiu progredir na
subida da escada apés trés estimulos sucessivasida. A maior carga carregada por toda a
escada foi considerada como a capacidade méaxiroelimie carregamento do rato para
aguela sesséo de treinamento. As sessfes de tesittaconsistiram em escaladas com 65%,
85%, 95% e 100% da capacidade maxima de carregameranimal, determinada na sesséo
anterior. Nas escaladas subseqientes foram adiciena0g até uma nova capacidade
méxima de carregamento ser determinada, sendo ilmmée 5 escaladas extras. O protocolo
de treinamento de forca apresenta metodologiaasimids usados em humanos e foi adaptado

de Hornerberg e Farrar (2004) de acordo com assigleeles do presente estudo.

4.4 Eutanasia dos animais, retirada e armazenamento desusculos

ApoOs 48h do término do periodo experimental, tasgrocedimentos foram
realizados com os animais anestesiados, utilizaedijecao intraperitonial de solugcéo de
xilazina (12mg/Kg/peso corporal) e quetamina (93€ggdeso corporal). Em seguida, os
animais foram posicionados em uma mesa cirlrgicdemabito dorsal, com as patas presas e
mantidas em extensdao, para a retirada dos musgast®cnémio medial e séleo e figado. Ao
final da remocao dos tecidos, os animais foram stidos a uma overdose de anestésico para
eutanasia dos mesmos.

Os musculos da pata posterior direita de cada &rfonam separados em
porcdes proximais e distais, sendo, nesse esttilvadas somente as porgdes proximais de
cada musculo. Esses musculos foram fragmentadosgelados rapidamente em isopentano,
previamente resfriado em Becker suspenso sobrgaitio liquido (-150°C). Os fragmentos
congelados foram transferidos para a camara ddtoio criostato (-25°C) e aderidos com
cola branca sobre o suporte metélico, orientandmosenientemente. Os cortes transversais
seriados com 1Qm foram aderidos a superficie da lamina para see@tdp, submetidos as
analises de histologia, histoquimica e bioquimica.

Os musculos gastrocnémio e séleo da pata posestiprerda e o figado foram
utilizados para analise de glicogénio, enquantpaaisdes distais da pata posterior direita de

ambos os musculos foram utilizados para outrassasahao relacionadas com esse estudo.
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4.5 Analise Histoldgica

As laminas com os cortes histolégicos foram coramas azul de toluidina
(TB) para avaliacdo morfométrica. Os cortes foramdo, fotografados no microscopio Leica
DM4000 B com camera Leica EC3 e objetiva de 20goAtagem e a morfometria da area de
seccao transversa (CSA) das fibras musculares foealizadas pelo programa de analise
Image J, versao 1.43_ (http://rsbweb.nih.goyv/ijCada fibra muscular foi circulada

manualmente resultando no valor de sua area, epispig na contagem automatica das
mesmas. Em seguida, foi realizada a média das dee2B0 fibras, escolhidas aleatoriamente,

em cada musculo e grupo analisado.

4.6 Analise Histoquimica

Outras laminas com os cortes histolégicos foranadas com Tricobmio de
Masson para deteccdo de coldgeno e com Oil Redigeamtficacdo de adipdcitos dentro e
entre as fibras musculares.

A coloracdo Tricomio de Masson foi realizada iditiente com o mergulho
das laminas em alcool absoluto, alcool 90%, alz6éb e agua deionizada, separadamente e
por 3 minutos cada. Em seguida, as laminas forarades com hematoxilina de Harris
durante 30 segundos e lavadas em agua correntapaimadamente, 3 minutos. Apos
permanecerem cerca de 1 minuto mergulhadas ema&gtiaa 1%, as laminas foram coradas
com a Solucdo A, composta por fucsina acida, aeicitico glacial e agua destilada e
responsavel por colorir as fibras musculares, posegyjundos. Novamente, foram lavadas em
agua destilada e agua acética 1% por, aproximadameminuto cada e mergulhadas em
acido fosfomolibidico 1% por 1 minuto e meio. Engwda, foram coradas com azul de
metila por 5 segundos, para colorir o colagencadag em agua acética 1% por 1 minuto e,
novamente, mergulhadas em acido fosfomolibidicqpd®dl minuto e meio. Para finalizar, as
laminas foram mergulhadas duas vezes e rapidaraentdcool 95%, seguido por mergulhos
separados de 2 minutos cada em alcool absolutopl&ditol e xilol e montadas com as
laminulas.

Para coloracdo Oil red, foi necessario diluir Ogegcorante Oil red O (ClI
26125) em 100ml de isopropanol e diluir 30 ml desslacdo em 20 ml de agua destilada,
aguardar 10 minutos e filtrar com papel filtro. Despda solucdo pronta, as laminas foram
lavadas em isopropanol 60% e mergulhadas na solaigéior durante 15 minutos. Em

seguida, foram novamente lavadas em isopropanol &0%@ntadas com as laminulas. Os
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protocolos de ambas as coloragdes foram realizéelasordo com a metodologia descrita por
Bi e colaboradores (2007).

Depois de corados, os cortes histoldgicos foramgfafados, em objetiva de
20x, e analisados pelo programa de analise Imagersfo 1.43, a partir da segmentacéo por
conglomerado de cor (Miot e Brianezi, 2010) pemaiti a quantificacdo do percentual total

de colageno e adipdcitos por imagem de cada grupaseulo.

4.7 Analise Bioquimica

As determinacdes de glicogénio foram realizadasoocd@scrito por Bidinotto e
colaboradores (1997). Amostras do figado e dos uisgastrocnémio (regides branca e
vermelha) e séleo foram transferidas para um tebendaio, contendo 1,0ml de KOH 6,0N, e
incubadas por cinco minutos a 100°C em banho-mpaga dissolucdo dos tecidos. Em
seguida, 250ml de extrato foram transferidos pamaubo rigorosamente limpo onde foram
adicionados 3ml de etanol, para precipitagdo dmgénio, e 100ul de &0, 10% seguidos
de agitacdo, para torna-lo solivel ao meio. As ar@a®dgoram centrifugadas a 3.0@0por
trés minutos e o precipitado ressuspendido em 2jendigua destilada, seguido de agitacao.
Um volume dessa dissolugdo foi analisado quantseaoteor de acucares pelo método de
DUBOIS (1956), que utiliza fenol e,BO, para hidrolisar as ligagdes glicosidicas e deidra
0 monossacarideo resultante em um furfural especifiesse caso o hidroximetilfurfural de
cor amarelada. Em seguida, foi realizada a leiapaca em 480nm. A concentracdo de
acucares totais foi estimada contra um padraoidesgl 1mM e o valor foi expresso em pmol

de glicosil-glicose/mg de tecido.

4.8 Analise Estatistica

O valor dos pesos corporais e dos pesos relatimssmusculos Gastrocnémio
Medial (GAM) e Séleo (SO), dos grupos Jovens @eds Treinados (JT), Senis (S) e Senis
Treinados (ST) foram comparados utilizando o teteTukey da analise de variancia
ANOVA. Para as demais variaveis, foi realizado ialinente o teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov e o teste de homocedasticidddevgne). Para as variaveis que
apresentaram distribuicdo normal e homocedastieifta@m utilizados ANOVA e o teste F,
porém quando a diferenca apresentada foi signtBcatilizou-se o teste de Tukey para as
comparacdes multiplas. Quando o critério de disitdo normal e homocedasticidade néo

foram contemplados, utilizou-se o teste ndo-panacoétle Kruskal-Wallis a fim de verificar
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a diferenca entre os grupos. Para todos os caldolofxado um nivel critico de 5%
(p<0,05). Para isso, o software utilizado em tamotestes estatisticos foi o Statistiéal. Os

resultados foram apresentados na forma de médaeswio padrao (SD).
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5 RESULTADOS

5.1 Peso Corporal

O peso corporal foi avaliado utilizando o valor @mcado no inicio do
treinamento de for¢a e nas 48 horas apos a Ulessfe de treinamento, por meio das médias
do peso corporal inicial e final entre os grupasmao ilustrado na Figura 1. Como esperado, a
média do peso corporal inicial dos grupos S e S$tioo-se 59,3% e 73,4% maior do que a
média do grupo J (p<0,05), e 47,5% e 74,3% maioguma do grupo JT, respectivamente
(Figura 1A; p<0,05). Ja a média do peso corporall findo apresentou diferenca significativa
guando comparada entre os quatro grupos (Figurgp48,05). Além disso, comparando a
média do peso corporal inicial com a do peso catpiimal dentro do mesmo grupo, foi
possivel perceber que houve aumento de 57,8% &oddpdpeso final dos grupos J e JT,
respectivamente, quando comparados ao peso idasainesmos grupos (Figura 2A; p<0,05).
Porém, o peso final dos grupos S e ST apresentsgamiiminuidos (6,8% e 15%,
respectivamente) quando comparados ao peso irdosl mesmos grupos (Figura 2B;
p<0,05).
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Figura 1. Peso corporal entre grupognédias de peso corporal dos grupos Jovens (Bndokreinados (JT), Senis (S) e
Senis Treinados (ST) no inicio (A) e no final deitiamento (B). Os dados foram expressos em médesialpadréo. *
diferente de J (p<0,05f;diferente de JT (p<0,05).
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Figura 2. Peso corporal dentro do mesmo grupmédias de peso corporal inicial e final dos grujpmeens (J) e Jovens

Treinados (JT) em A e dos grupos Senis (S) e Sarisados (ST) em B. Os dados foram expressos enantédiesvio
padréo. * diferente de Ji (p<0,05); # diferente)@ie(p<0,05);a diferente de Si (p<0,05);fdiferente de STi (p<0,05).

5.2 Carga Relativa

A carga relativa foi calculada utilizando a cargaarregamento do animal
sobre o0 peso corporal de cada animal a cada t(emga/peso corporal). Em seguida,
calculou-se a média semanal da carga relativa dgsg JT e ST (Figura 3). No grupo JT,
houve aumento da carga de carregamento (21,3%aguada semana de treinamento quando
comparada a semana inicial (semana 0), mantendst&eel até a quinta semana (p<0,05).
Na sexta semana (semana 6), ocorreu um novo aurdantarga de carregamento (19,7%)
guando comparada a segunda semana (semana 2)nduasée novamente estavel até a
décima segunda semana de treinamento (semana 0A5p<Além disso, o grupo ST
apresentou ganho da carga de carregamento (33,6%guarta semana de treinamento
(semana 4) quando comparada a semana inicial (se@®)ampds esse periodo, ndo houve
mais nenhuma alteracéo significativa da carga deegamento até o final do treinamento
(semana 12; p<0,05).
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Carga

Semanas

Figura 3. Carga Relativamédias das cargas relativas dos grupos Jovensad@iosr(JT) e Senis Treinados (ST) por semana
de treinamento (semana 0 a 12). Os dados foranegsgs em média + desvio padrdo. * demonstra o gammencarga
relativa quando comparada ao inicio do treinamem® grupos JT e ST (* diferente da semana 0; p¥0#Hustra o

segundo aumento na carga relativa somente do giuf® diferente da semana 2; p<0,05).

5.3 Area de Secgéo Transversa

Foram mensuradas as areas de seccao transvergirdasmusculares de
GAM e SO. Em seguida, foi realizada a normalizaiggses valores pela média da area sobre
0 peso corporal de cada animal (CSA/peso corpda)animais senis apresentaram menor
valor de CSA em ambos os musculos (GAM: 58,1% e 5@94%; p<0,05) quando
comparados aos jovens. A partir dai, o TF aumeat@SA tanto dos animais jovens no
musculo GAM (18,7%; p<0,05) quanto dos senis emagnals musculos (GAM: 40,4% e SO:
37,6%; p<0,05). Esses dados estao ilustrados gasaki4, 5 e 6.
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Figura 4. Area de seccfo transversmédia da CSA das fibras dos grupos Jovens (J), oMainados (JT), Senis (S) e
Senis Treinados (ST) dos masculos GAM (A) e SO (B)dados foram expressos em média + desvio padidier&nte de J
(p<0,05) e # diferente de S (p<0,05).
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Figura 5. CSA das fibras do musculo GAMmagens da coloragdo com Azul de Toluidina, em autonde 20x, ilustrando
as fibras e ndcleos musculares em azul. Imagenedeéente ao grupo Jovens, S ao grupo Senis, JJrugm Jovens
Treinados e ST ao grupo Senis Treinados. * fibradiadas ex fibras hipertrofiadas.

31



Figura 6. CSA das fibras do musculo S@nagens da coloragdo com Azul de Toluidina, em auonde 20X, ilustrando as
fibras e nicleos musculares em azul. Imagem Jeéerge ao grupo Jovens, S ao grupo Senis, JT @o gavens Treinados

e ST ao grupo Senis Treinados. * fibras atrofisdagéibras hipertrofiadas.

5.4 IMCL

Os animais senis apresentaram maior quantidadeM@ lem ambos os
musculos (GAM: 95,9% e SO: 261,6%; p<0,05) quaraoparados aos jovens. Apés o TF, a
quantidade de IMCL diminuiu somente no musculo $9 animais senis (50,5%; p<0,05).

Esses dados estéo ilustrados nas Figuras 7, 8 e 9.
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Figura 7. Quantidade de IMCL média da quantidade de IMCL nos grupos Jovensl¢dgns Treinados (JT), Senis (S) e
Senis Treinados (ST) dos musculos GAM (A) e SO (®)dados foram expressos em média + desvio patdiferente de
J (p<0,05) e # diferente de S (p<0,05).

Figura 8. IMCL do musculo GAM Imagens da coloragdo com Oil Red, em aumento deil&trando adipocitos em
vermelho. Imagem J é referente ao grupo Jovens, &upo Senis, JT ao grupo Jovens Treinados e SJrugmm Senis
Treinados (p<0,05).
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Figura 9. IMCL do musculo SO Imagens da coloragdo com Oil Red, em aumento de iRGtrando adipdcitos em

vermelho. Imagem J é referente ao grupo Jovens, &uwpo Senis, JT ao grupo Jovens Treinados e Sgrugm Senis
Treinados (p<0,05).

5.5 Tecido conjuntivo

Os animais senis apresentaram maior quantidadesai@otconjuntivo em
ambos os musculos (GAM: 38,5% e SO: 57,3%; p<@0&hdo comparado aos jovens. Apos
o TF, o conteudo de tecido conjuntivo reduziu enb@nos musculos, tanto nos animais
jovens (GAM: 29,7% e SO: 41%; p<0,05) quanto nasnars senis (GAM: 27,6% e SO:
26,2%; p<0,05). Esses dados estéo ilustrados gasakil0, 11 e 12.
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Figura 10. Quantidade de tecido conjuntivamédia da quantidade de tecido conjuntivo dos grujmesens (J), Jovens
Treinados (JT), Senis (S) e Senis Treinados (S$)ndasculos GAM (A) e SO (B). Os dados foram expesso média +
desvio padréao. * diferente de J (p<0,05) e # diferele S (p<0,05).

Figura 11. Tecido conjuntivo do musculo GAMimagens da coloragdo com Tricobmio de Masson, eneatarde 20X,
ilustrando colageno em azul e as fibras musculamesosa. Imagem J é referente ao grupo Jovensg8ipo Senis, JT ao
grupo Jovens Treinados e ST ao grupo Senis Trein&adoenor do que J (p<0,05penaior do que S (p<0,05).
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Figura 12. Tecido conjuntivo do musculo SAmagens da coloragdo com Tricbmio de Masson, emeatande 20x,
ilustrando colageno em azul e as fibras muscutaresosa. A imagem J é referente ao grupo Joveas,gBupo Senis, JT ao
grupo Jovens Treinados e ST ao grupo Senis Trein&adoenor do que J (p<0,05penaior do que S (p<0,05).

5.6 Glicogénio

A quantidade de glicogénio foi analisada nas regw@Emelha e branca do
musculo GAM, no musculo SO e no figado. Na regi@gomelha do GAM nao houve
diferenca significativa entre os quatro grupos iaadbs (p<0,05). Por outro lado, na regiédo
branca, o TF aumentou a quantidade de glicogémm@mzgnada tanto nos animais jovens
(47,3%; p<0,05), quanto nos animais senis (54,490),05). Resultados similares foram
encontrados no musculo SO e no figado, onde o fB&m aumentou a quantidade de
glicogénio armazenada nos animais jovens (SO: 1®%yado: 101,5%; p<0,05) e senis (SO:
162,8% e figado: 78,5%; p<0,05). Esses dados #sli@dos na Figura 13.
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Figura 13. Quantidade de glicogéniomédia da quantidade de glicogénio dos grupos JofBnsgovens Treinados (JT),
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Os dados foram expressos em média + desvio paddiferente de J (p<0,05) e # diferente de S (pSP,0
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6 DISCUSSAO

O envelhecimento causa diminuigcdo na CSA das fimasculares e aumento
na quantidade de IMCL e de tecido conjuntivo nosculos GAM e SO de ratos senis,
demonstrando alterac¢des significativas no tamantmngosicao celular, no armazenamento
do glicogénio e nas propriedades da MEC, o que ppelar perda das capacidades
relacionadas a coordenacdo, flexibilidade, forcacular, velocidade e resisténcia. Por outro
lado, o protocolo de treinamento de forca utilizadsse estudo minimizou a perda da CSA e
o aumento de IMCL e tecido conjuntivo no musculouetetico, aléem de aumentar o
armazenamento de glicogénio nos musculos e nodidgamn esses resultados, o treinamento
de forca mostrou-se capaz de diminuir a perda dssana melhorar a resisténcia, forca e
funcdo muscular em ratos senis.

O protocolo de treinamento de forca desse estudedtizado, como descrito
anteriormente, através de escalada em escadaaledin pesos presos as caudas dos animais
jovens e senis. A média semanal da carga relatigagdupos JT e ST calculada mostrou
aumento na carga de carregamento durante as 1haerda treinamento em ambos 0s
grupos, porém com maior diferenca na 22 e 62 semagaupo JT e na 4% semana no grupo
ST. Essa avaliagdo da capacidade dos animais mgpdndar cargas progressivamente mais
pesadas evidenciou que o0 protocolo de treinameptizado promoveu sobrecarga
progressiva tanto nos animais jovens como nos,ssmso sugerido por Hornerberg e Farrar
(2004), comprovando que a categoria de treinamantxular utilizada € realmente de forca
e nao de resisténcia.

Uma das caracteristicas do musculo analisadas@8iAadas fibras musculares
durante o processo de envelhecimento e apos autnemmto de for¢a. A diminuicdo da massa
muscular, uma das caracteristicas da sarcopemantduo envelhecimento tem sido relatada
em humanos (Grimby e Saltin, 1983; Lexell, 1983ne roedores (Rowe, 1969; Tauchi,
1971; Eddinger, 1985; Kovanen e Suominen, 1987mg2oando a média de vida de 30
meses para os ratos com a de 75 anos para hunsamassa muscular atinge o seu pico no
segundo quinto de vida=10 meses em ratos e 30 anos em humanos) mantendo-se
relativamente estavel até o quinto médio (13 a é8ewm em ratos e 31 a 45 anos em humanos)
e declinando drasticamente em seguida (ap0s ose$8smem ratos e 50 anos em humanos)
(Ibebunjo, 2013). Esses dados sdo similares aoka#ss encontrados no presente estudo, ja
que a CSA das fibras dos musculos GAM e SO moseomenor nos animais senis, com 23

meses, quando comparada aos animais jovens, cagsdsrde idade.
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Por outro lado, o TF minimizou a perda da CSA dosnais senis, nos
musculos GAM e SO, sugerindo aumento no numero ateémeros em série com
implicacbes na producdo de forca maxima do muscnbicando hipertrofia muscular e
reducdo da sarcopenia (Reeves, 2006). Em concaeagddferdijk (2009) analisou individuos
idosos apos realizarem treinamento de forca paehanas e concluiu que hé relacdo entre o
aumento da CSA e o aumento na forca do musculoekspo. Além de Verdijk, outros
trabalhos, como os de Frontera (1988), Hornberg@rear (2004), Kryger e Andersen (2007)
e Slivka (2008), também encontraram aumento da &8Andividuos e animais idosos que
passaram por programas de treinamento de forcatéurgeriodo de 8 a 12 semanas.

Outro importante sinal de sarcopenia € a diminui@@gualidade do musculo
causada pela substituicdo do tecido muscular potdeadiposo e/ou conjuntivo (Imamura,
1999; Goodpaster, 2001). Essa alteracao foi eraxbeinos resultados desse estudo, pois 0s
animais senis apresentaram uma maior quantidadeaiido conjuntivo e de IMCL nos
musculos GAM e SO quando comparados aos animasgosugerindo que ha menos tecido
contrétil e mais tecido ndo contratil nos musculos animais senis. O aumento de IMCL no
envelhecimento também foi encontrado no estudo dkagawa (2007) que analisou a
guantidade de IMCL nos musculos tibial anterior ;TBO e GAM de individuos idosos e
jovens e no estudo de Goodpaster (2001) que dernonatimento de IMCL no musculo
quadriceps de individuos sedentarios idosos. Bssagio na qualidade muscular contribui
para a perda na capacidade do musculo de desenfaiga de contracdo gerando déficit de
equilibrio e alteracdes na marcha e reduzindo kdguie de vida do individuo.

Apés o TF, a quantidade de IMCL presente nos masc@AM e SO dos
animais jovens e senis treinados apresentou-sendiida, porém somente o musculo SO do
grupo ST obteve uma diminuicéo estatistica. O nlass0 € formado basicamente por fibras
tipo | ou lentas, que apresentam um maior acumeal®MCL e o utilizam como principal
fonte de substrato sob circunstancias de aumentgasto energético devido sua maior
capacidade oxidativa (Kautzky-Willer, 2003). Aléiisgb, 0S animais senis apresentaram uma
maior quantidade de IMCL armazenado nos musculaseéendo, portanto, maior
disponibilidade de IMCL como fonte de substratajue explicaria a diminuicdo estatistica
desse IMCL somente no grupo ST apds o TF. Devickréncia de estudos sobre a utilizacédo
do IMCL durante o treinamento forca em idosos ndiopbssivel encontrar estudos que
concordassem com os resultados desse trabalhan PlatBell (1979) encontrou diminuicdo

de 60% no conteudo de IMCL nas fibras lentas e umaahalteracédo desse conteudo nas fibras
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rapidas apés corrida de esqui, enquanto KrssalOj2a@€monstrou diminuicdo de IMCL no
musculo so6leo ap0s corrida em esteira. Embora essasos tenham utilizado treinamento de
resisténcia como forma de intervencéo, o resultddmo apos atividade fisica no masculo
SO ou musculo de fibras lentas foi semelhante. Esdacdo do IMCL encontrada nos
animais senis e gerada pelo treinamento de forg&ilooi para melhora na qualidade do
tecido muscular e, consequentemente, na producémgle reduzindo a sarcopenia presente
no envelhecimento.

Como citado anteriormente, um conteldo maior de UM@esente no
envelhecimento pode gerar resisténcia a insulirg gar sua vez, ir4 causar alteracdes na
sintese e utilizagdo do glicogénio em individuass@$, entretanto ndo ha comprovacgdes de
que o armazenamento desse glicogénio também sejadigado (Muoio, 2009). Os
resultados desse estudo mostraram que ndo howrerdif na quantidade de glicogénio
armazenado nos musculos e no figado entre os anjmains e senis. Semelhante a esse
achado, o estudo de Khandelwal (1982) analisouaatalade de glicogénio armazenada no
figado de ratos jovens, adultos e idosos e naonénoeodiferenca significativa entre eles,
porém quando analisou a atividade das enzimas nmedpeis pela sintese do glicogénio
descobriu que a sua taxa tignover apresentava-se prejudicada apenas nos animas seni
Em contrapartida, Gupta (2000) concluiu que o aumele tecido adiposo, incluindo o
IMCL, estd associado a diminuicdo da capacidademdsculo esquelético em estocar
glicogénio e que o envelhecimemer sendo € capaz de causar essa alteracédo, o querizontra
os dados aqui encontrados ja que houve aumentaamidpade de IMCL nos animais senis,
porém sem alteracdes significativas no armazenannglicogénio. A escassez de estudos
sobre o armazenamento de glicogénio no musculcekdmo e no figado de individuos e/ou
animais senis dificulta a compreensao sobre osmsuas envolvidos nesse processo.

O TF gerou, além da reducéo no conteudo de IMCineaio na quantidade de
glicogénio armazenado nos musculos GAM e SO egamldi dos animais jovens e senis. Em
concordancia com esses dados, Ferrara (2006) @anahidividuos idosos sedentarios e apos
treinamento de forca e encontrou aumento na qualgidle glicogénio armazenada nos
musculos dos individuos treinados. Segundo Mana@&3]), a concentracdo de glicogénio
muscular em roedores e humanos treinados € safinfienente elevada. Esse aumento é
esperado, pois as sessdes de treinamento resudadepiecdo do glicogénio muscular
seguida pela supercompensacdo do mesmo. Esse femoddee “supercompensacao” €

geralmente atribuido a ativacdo da glicogénio seneaao aumento da proteina transportadora
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de glicose (GLUT-4) gerando maior sensibilidadesaulina, que persiste por variavel periodo
de tempo dependendo do periodo de treinamentcemirelo o desenvolvimento de sindrome
metabolica e diabetes tipo 2 (Cunha, 2005).

Outra alteracdo encontrada nos animais senis f@ omaior quantidade de
tecido conjuntivo nos musculos GAM e SO quando @mago aos animais jovens. Porém, o
muasculo SO apresentou uma quantidade ainda magse decido quando comparado ao
musculo GAM. Essa diferenca ocorre devido a tipagkenfibras, ja que o SO apresenta
grande quantidade de fibras lentas caracterizadasapranger maior concentracdo de
colageno a sua volta do que as fibras rapidas ([@,aka00). O aumento de tecido conjuntivo
também pode ser encontrado em outros trabalhosp canestudo de Gosselin (1998), que
analisou a concentracado de colageno e ligacbeadaszm ratos com 23 meses de idade, e
na revisdo de Imamura (1999), que encontrou enoyaitigos a substituicdo do tecido
muscular por tecido conjuntivo e, consequente, atoneo conteudo de coladgeno em ratos
senis. Esse aumento de colageno pode gerar rigidsezular e diminuir a forgca ténsil do
musculo, além de prejudicar a qualidade do miusgu& juntamente com a perda de massa
muscular, causa diminuicdo na producéo da forcacutarso qual pode ser um importante
fator de risco para invalidez e morte de individudssos (Kjaer, 2004; Suetta, 2008;
Mitchell, 2012).

O TF, por sua vez, diminuiu a quantidade de tecmguntivo nos musculos
GAM e SO tanto dos animais jovens como dos semiscéncordancia com esses resultados,
0 estudo de Gosselin (1998) mostrou diminuicdo umantidade de colageno em animais
jovens e senis apds treinamento e ainda relaciessa reducdo a diminuicdo de ligagcbes
cruzadas devido aumento na taxa de turnover dgeadéfibrilar causada pelo recrutamento
muscular. Em contrapartida, a revisao realizaddrpamura (1999) apresentou protocolos de
treinamento com duracdes variadas mostrando queeosmmentos realizados em até 4
semanas nao apresentaram alterac6es no contewdtageno, porém os acima de 15 meses
apresentaram aumento desse coldgeno muscular. séggiado Imamura, as variacdes nos
modelos, intensidades e duracdes dos treinamamitaiente com os diferentes métodos de
analise do colageno utilizados podem ser os reapeiss pelos resultados contraditorios.
Essas alteracbes no tecido conjuntivo, causadas fpeinamento, contribuem para a
diminuicdo da rigidez passiva do musculo, melhomualidade do tecido muscular e,
consequentemente, a producéo de forca, reduzingis, uma vez, a sarcopenia presente no

envelhecimento.
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Por fim, o dltimo resultado encontrado esta relaitn ao peso corporal dos
animais. O peso corporal dos animais senis antéen@amento mostrou-se maior do que o
peso dos animais jovens, como também foi encontnadoestudos de Mitchell (1990) e de
Pasini (2012). Ao final do treinamento, por outtdd, 0S pesos corporais ja nao apresentaram
mais diferencas entre os quatro grupos. Porém,dguas pesos iniciais e finais foram
comparados dentro do mesmo grupo, 0S animais jegresentaram aumento do seu peso
corporal enquanto os animais senis mostraram digéiowdesse peso.

Essas distincbes entre jovens e senis ocorrem a@gichcoes do tempo e do
treinamento sobre os animais. Os animais jovenfamsesedentarios ou treinados,
apresentavam-se em fase de desenvolvimento, ouasgjassa muscular, 6ssea e de outros
tecidos aumentam de tamanho e peso, 0 que intedf@mente em seu peso corporal
(Ibebunjo, 2013). Além disso, 0s jovens sedent@apmesentaram maior quantidade de tecido
adiposo e conjuntivo enquanto os jovens treinadmsodistraram aumento ainda maior da
massa muscular, porém com reducdo na quantidadecil® adiposo e conjuntivo. Esses
dados podem explicar o aumento no peso corporahainsais jovens, sejam sedentarios ou
treinados, ao final do periodo de 3 meses de trento e a alteracdo benéfica na composicao
corporal dos jovens que realizaram o treinamentormda.

Por outro lado, os animais senis sedentarios Bafles apresentavam-se em
fase de envelhecimento que engloba atrofia muscpnda de massa Ossea e de outros
tecidos e aumento de tecido adiposo e conjuntivgu® também interfere em seu peso
corporal (Ibebunjo, 2013). Porém, os senis treinagjwesentaram uma maior quantidade de
massa muscular juntamente com diminui¢éo do tealifmoso e conjuntivo. Esses resultados
demonstram que a diminuicdo no peso corporal dosa@ senis deve-se muito mais pela
perda de tecido, seja essa prejudicial, como diatmuscular durante o envelhecimento, ou
benéfica, como a perda de tecido adiposo aposramnento, do que pelo ganho de massa
muscular. De qualquer forma, é possivel visualaaalteracdo benéfica na composicédo
corporal dos animais senis que realizaram o treeméonde forca melhorando a forca e
resisténcia muscular, a velocidade, a flexibilideda coordenacdo prejudicadas durante o

processo de envelhecimento.
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7 CONCLUSAO

O protocolo de treinamento de forca realizado etosrgenis foi capaz de
aumentar a CSA, diminuir a quantidade de IMCL, auarea quantidade de glicogénio
armazenado e diminuir a quantidade de tecido ctimpupresente nos musculos esqueléticos
Gastrocnémio medial e Soleo. Esses resultados anogjue ha alteracdes no tamanho das
fiboras musculares, na quantidade de IMCL, no armapento de glicogénio e nas
propriedades da MEC nos musculos estudados aposevencdo, comprovando que o

treinamento de forca minimiza alguns efeitos del@ténerentes ao envelhecimento.
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