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RESUMO

Os musculos esqueléticos em geral sdo constituidos por vérios tipos de fibras que
expressam diferentes isoformas de miosina (MHC). As miosinas dos tipos I, Ila, Iid/x e IIb
estdo presentes nas fibras puras dos tipos I, IIA, IID/X e IIB, respectivamente. Entre as
fibras puras existem as fibras hibridas, que podem expressar duas ou mais isoformas de
miosina. Nesse trabalho foi verificado, através da técnica histoquimica de mATPase e da
técnica de separacdo eletroforética de proteinas, os tipos de fibras que compde o musculo
semitendinoso de ratos Wistar e as respectivas isoformas de miosina. Também foi avaliado
como o treinamento intervalado pode influenciar na plasticidade dessas fibras. Os
resultados mostraram que o musculo semitendinoso possui duas por¢des distintas, uma
vermelha e outra branca. Apresenta todos os tipos de fibras puras, com predominancia das
fibras do tipo IIB, caracterizando-o como um musculo de contracdo rdpida. Observou-se
também a presenca de fibras hibridas dos tipos IC, IIC, IIAD e IIDB. O treinamento
promoveu alteracdes nas fibras musculares, em especial nas fibras do grupo II. Em
conclusdo, o fenétipo do musculo semitendinoso é de contracdo rdpida e o treinamento
intervalado foi capaz de promover aumento do nimero de fibras hibridas IC, IIAD e I1IDB,

bem como, aumento da seccdo transversal das fibras IIDB e IIB.
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ABSTRACT

In general, the skeletal muscles are formed to several muscle fiber types that are able to
express different kinds of myosin heavy chain (MHC) isoforms. The MHCI, Ila, IId and I1b
will establish the pure muscle fibers of the type I, IIA, IID and IIB, respectively and,
among them there are the hybrid fibers that can express two or more MHC types. In this
work was verified through mATPase histochemical and eletophoretic separation techniques
which myosin isoforms and hybrids make the semitendinous muscle of the Wistar rats and
also how intermittent training influence in the plasticity of these fibers. It was seen that this
muscle has two distinct portions, one red portion and one white portion and that was
meeting all pure fibers, where the IIB type was seen in large number, characterized the
semitendinous how muscle of fast twitch. There was also observed the presence of the IC,
IIC, IAD, IIDB hybrid fibers. The training promoted changes in the muscle fibers, in
special in the hybrid fibers of the group II and promoted increase in the cross-sectional area
of some glycolytic fibers (IIDB and IIB). In conclusion, the phenotype of the
semitendinous muscle is formed in great part by fast-twitch fibers and the training was able

to promote changes in the MHC isoforms present in these muscle fibers.
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INTRODUCAO GERAL

Tecido muscular:

O tecido muscular apresenta trés variedades de miusculos: liso, estriado cardiaco e
estriado esquelético. O primeiro caracteriza-se por possuir células mononucleadas,
contracdo involuntdria e estd presente nas visceras, tal como na parede do trato digestorio,
desde a por¢do média do esdfago até o esfincter interno do anus. Nesses locais ele fornece
forca motriz e propulsora para que o alimento percorra todo o trajeto, passando pelas
porgdes absortiva e excretora do sistema digestério. E encontrado também nas vias
respiratdrias, nas paredes dos vasos sanguineos e em outras visceras. O misculo estriado
cardiaco, presente no coracdo e inicio dos grandes vasos, apresenta estriacdes transversais
ao longo de suas fibras devido ao arranjo de suas proteinas contriteis e é dotado de
contracdo involuntdria. J4 a musculatura estriada esquelética € responsdvel pelos
movimentos do corpo, os quais sdo realizados através de um sistema de alavancas que
permite o deslocamento de um segmento em relacdo a outro. Suas células possuem a
capacidade de contrair-se voluntariamente, apresentam-se multinucleadas, alongadas e sao
chamadas de fibras musculares. Estas, por sua vez, sdao formadas por miofibrilas,
compostas de unidades funcionais, os sarcomeros (GUYTON; HALL, 1996; McARDLE,
1998). As miofibrilas sdo formadas por dois conjuntos protéicos, chamados de
miofilamentos que vao se diferir em dimensdes e composi¢des quimicas (ROME, 1997),
onde, um conjunto é formado pelo complexo troponina, tropomiosina e actina, chamado de

filamento fino, e outro pela miosina, filamento grosso (Fig.1).
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Figura 1: Compartimentalizagdo da musculatura estriada esquelética, desde a sua estrutura
macroscépica até a localizagdo dos miofilamentos dentro dos sarcomeros. Adaptada da pdgina

www.fig.cox.miami.edu.

A miosina, por sua vez, pode ser clivada em dois fragmentos, a miosina de cadeia leve
(myosin light chain, MLC) que constitui o eixo da molécula e a miosina de cadeia pesada
(myosin heavy chain, MHC), compreendendo o segmento mais curto, globular e dotado de
atividade ATPasica (VEMURI et al., 1999; WAHRMANN et al., 2001). A MHC € a
estrutura protéica que entrard em contato com o sitio ativo da actina através da degradagdo
de moléculas de ATP, permitindo o deslizamento da actina sobre a miosina e conseqiiente
encurtamento das fibras musculares, culminado na contragdo (TALMADGE; ROY, 1993;
BIGARD et al., 1996). As miosinas de cadeia pesada sdo formadas por isoformas de
proteinas que vao hidrolisar o ATP em velocidades diferentes, permitindo que as fibras
possam ser classificadas em dois grupos, um de contracdo lenta e outro de contracdo rpida

(Fig. 2).
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Figura 2: Miofilamento de miosina mostrando a regido da MHC e a sua relacéo na expressdo dos tipos de

fibras musculares. Miofilamento de miosina adaptado da pagina www.bmb.psu.edu.

As fibras de contragdo lenta expressam MHCI, enquanto as MHClla, 1Id/x e IIb estdo
presentes nas fibras de contracdo rapida (SCHIAFFINO; REGGIANI, 1994; PETTE;
STARON, 1997; STARON et al., 1999). Em roedores encontram-se as isoformas de
miosina I, Ila, IId/x e IIb, j4 em humanos sdo encontradas as miosinas I, Ila e IIb.
Atualmente, as isoformas IIb de humanos tendem a ser classificadas como IId/x, pelo fato,
dessas apresentarem velocidade de contragdo semelhante a dos roedores (BOTTINELLI;
REGGIANI, 2000; PARCEL et al., 2003; WILLIAMSON et al., 2001). E também, alguns
pesquisadores tém identificado a presenca do gene MHCIIb no genoma humano, no entanto
a evidéncia da expressdo dessa proteina na priatica ndo tem sido significativa
(GOLDSPINK, 2003; WEISS et al., 1999; WEISS et al., 1999). As fibras que expressam
essas isoformas sao ditas puras do tipo I, IIA, IID/X e IIB.

Entre as fibras puras, encontram-se aquelas que sdo formadas por duas ou mais

isoformas de miosina em proporc¢des diferentes (IC = MHCI > MHClIa, IIC = MHClla =

MHCI, IAC= MHClIa > MHCI, IIAD = MHClIla > MHCIId, IIDB = MHCIId > MHCIIb),
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sendo classificadas como fibras hibridas (DI MASO et al., 2000; PETTE; STARON, 2000).
Assim, pode-se delinear no minimo 10 tipos diferentes de fibras musculares em ratos: I, IC,
IIC, TTAC, ITA, ITAD, IIDA, IID, IIDB e IIB (PETTE; STARON, 2000), ¢ em humanos é
possivel obter 7 tipos: I, IC, IIC, IIAC, ITA, ITAB, IIB (FRY, 2004; PETTE; STARON,
2000).

Essa diversidade de fibras torna os miusculos estriados esqueléticos capazes de
responder a diversos estimulos, levando a alteragdes moleculares que tém inicio no interior
da célula, através da expressdo de genes especificos que regulam a producdo dos diferentes
tipos de miosina (GOLDISPINK, 2003). Esses genes permitirdo, por sua vez, a transcri¢ao
de novas moléculas de RNAm e conseqiiente traducdo de proteinas especificas
(WILLOUGHBY; PELSUE, 2000), indo culminar na expressdao do fenétipo adaptado. Os
estimulos podem tanto ter um cardter endégeno quanto exdgeno. Entre os estimulos
enddgenos pode-se citar alteragdes na atividade neuromuscular, alteracdes nos niveis
hormonais e idade. Nos exdgenos encontram-se aqueles fatores que agem sobre o
organismo através de influéncias externas: estimulacio elétrica, carga mecanica, auséncia
de carga, microgravidade e exercicio fisico (ROY et al., 1997; JAKUBIEC-PUKA et al.,
1999; MANNION, 1999).

Um dos fatores externos de grande importincia na alteracdo do comportamento das
fibras musculares é o exercicio fisico (GOLDSPINK, 1998; WILLIAMSON et al., 2000;
PETTE, STARON, 2001; WILLIAMSON et al., 2001; PARCELL et al., 2003), que
permitird transicdo das fibras tanto no sentido de lento para rapido (I=>IIA=>IID=>IIB)

quanto de rapido para lento (IIB=>IID=>IIA=>I), sendo que essa mudanca ndo se da
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sempre para os extremos, mas para aquelas fibras que melhor respondem metabolicamente
ao estimulo aplicado.

Essas transicoes se ddo através da modulacdo da intensidade e duragdo do treinamento
(BOMPA; CORNACCHIA, 1998; ANDERSEN et al., 2000). A aplicacio de um
treinamento fisico de baixa intensidade e longa duracdo pode induzir uma conversao de
fibras rapidas em fibras lentas, por outro lado, um treinamento de alta intensidade e curta
duragdo pode causar um resultado oposto, isto é, conversdo de fibras lentas para rapidas
(CAIOZZO et al., 2000; CAMPOS et al., 2002).

Treinamento fisico

O treinamento fisico é a soma de todos os estimulos realizados em um determinado
espaco de tempo, levando o organismo a modificagcdes funcionais e morfoldgicas
(BARBANTI, 1979). A sistematizacdo de exercicios é estabelecida de acordo com a
especificidade da modalidade a ser trabalhada e € dividida em fases ou ciclos, tendo como
objetivo a quebra da homeostase intracelular inicial, em que, as células, os tecidos, os
orgdos e conseqiientemente o individuo passam por um processo adaptativo, em que, ird
restabelecer uma nova homeostase com niveis energéticos maiores do que os niveis
anteriores. Essas alteracdes metabdlicas continuam inclusive nas fases de
regeneragao/repouso, resultando em uma supercompensacdo de substratos energéticos e
enzimdticos que serdo utilizados em exercicios que necessitem maior mobilizagdao
energética ou, entdo, minimizando os processos de quebras homeostaticas do treinamento ja
estabelecido (FRY et al., 1992).

H4 uma fase que antecede o treinamento propriamente dito, realizada em uma

intensidade baixa, tendo como objetivo uma preparacdo das estruturas articulares e tendoes,
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na tentativa de diminuir possiveis lesdes nesses locais, j4 que a adaptacdo do ventre
muscular é superior a dessas estruturas.

Os ciclos podem ser montados de acordo com o principio da carga continua
(treinamento continuo), predominante em atividades de longa duracdo (metabolismo
aer6bio), com maior volume e intensidades menores. Ou da carga periddica, tendo como
principio norteador menor duragdo e maior intensidade (metabolismo anaerébio)
(WEINECK, 2000), caracteristicas que podem ser trabalhadas no treinamento intervalado.

Dessa forma, devido a alta intensidade aplicada durante o exercicio, o treinamento
intervalado € realizado de maneira descontinua, onde o trabalho € interrompido por
intervalos regulares para depois ser novamente aplicado (VOLKOV, 2002). Ele pode ser
classificado de acordo com a intensidade do estimulo em extensivo e intensivo, € também
de acordo com o volume em curto, médio e longo. Segundo Weineck (1999; 2000), o
método intervalado extensivo caracteriza-se por uma grande abrangéncia e intensidade
relativamente pequena; ja o intensivo possui uma pequena abrangéncia e grande
intensidade. O treinamento intervalado de curta duracdo compreende um tempo de
realizacdo de trabalho de 15 a 60 segundos, o de duracdo média preconiza um tempo de 1 a
8 minutos e o de longa duracdo um tempo de 8 a 15 minutos.

Dessa forma, no treinamento intervalado o momento do exercicio e o periodo de
repouso ou pausa representam etapas importantes para a obtencdo do efeito almejado.
Segundo Volkov (2002) a efic4cia do treinamento intervalado, sobretudo, depende também
dos periodos de repouso. Ou seja, tanto no momento da execugdo do exercicio quanto nos
intervalos, o organismo estd respondendo ao estimulo aplicado. O que vale ressaltar que

durante a prética do exercicio, o individuo pode estar realizando um trabalho anaerdbio,
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porém durante a fase de repouso hd uma grande entrada de oxigé€nio no sistema organico,
induzindo respostas enzimdticas através da via aerébia, fazendo com que as fibras
musculares tornem-se mais eficientes diante do agente estressor (treinamento fisico).

O protocolo de treinamento utilizado nesta pesquisa foi desenvolvido pelo Laboratério
de Bioquimica do Exercicio da Unicamp (Labex) inicialmente, para anélise do potencial de
estresse oxidativo induzido pelo exercicio intervalado e posterior anélise das proteinas de
estresse no musculo e no sangue, sendo classificado como intensivo e de curta duragao,
com um tempo de trabalho médio de 2,5 minutos (SMOLKA et al., 2000). Dentro dos
principios de treinamento preconizados por Weineck (1999; 2000), este protocolo seria
classificado como de duragdo média. Assim sendo, esse estudo se propOs a analisar os tipos
de fibras do muisculo semitendinoso de ratos Wistar machos e demonstrar o comportamento

das fibras apds a aplicacdo de um treinamento intervalado.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 16 ratos machos da linhagem Wistar com 21 dias de idade no inicio do
estudo, obtidos do Centro de Bioterismo da UNICAMP. Foram formados dois grupos com
oito animais, um grupo controle (GC) e um grupo treinado (GT). Durante o periodo de
treinamento os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (18° a
22°C), foto periodo de 12 horas e providos de racdo e dgua ad libitum.
Protocolo de treinamento

O GC nao foi submetido a nenhum tipo de exercicio. O GT passou por uma adaptacao

especifica durante uma semana. Nesse periodo, o tempo de corrida foi fixado em 10
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minutos por dia e a velocidade inicial foi de 10 m/min com o aumento de 5 m/min a cada
dois dias. O tempo de corrida foi dividido em trés “sprints” de 2 minutos com pausa de 2
minutos (Anexos, Tab. 17). Apds esta fase, o GT entrou no treinamento propriamente dito,
isto é, 6 dias/semana durante 8 semanas. A velocidade inicial foi de 20 m/min com 4
repeticoes de 5 min. e intervalo de 2 min. Na segunda semana a velocidade foi de 30 m/min
com 4 repeticdes de 2,5 min. e intervalo de 1 min. Na terceira semana a velocidade foi de
32,5 m/min com 6 repeticdes de 2,5 min. e intervalo de 1 min. Da quarta até a oitava
semana a velocidade foi de 35 m/min. com 6 repeticdes de 2,5 min. e intervalo de 1 min
(Anexos, Tab. 2’).
Preparacao das amostras

Imediatamente apds o periodo de treinamento, os animais foram sacrificados com
superdosagem de Ketamina e Cloridrato de Xylasina (1:1) e em seguida, tiveram o musculo
semitendinoso retirado, congelado em isopentano e resfriado em nitrogénio liquido a
temperatura de -176°C. Em seguida as amostras foram armazenadas em freezer -80°C.
Ap0s esse periodo, os musculos foram levados para um criostato a -24°C onde se obteve
cortes transversais de 12um de espessura do seu ponto médio.
Analise histoquimica e morfométrica das fibras

Os cortes foram submetidos a reacdo de mATPase (myofibrillar adenosine
triphosphatase) (PETTE; STARON, 1993) apos pré-incubagdes em pH de 4.3, 4.5
(BROOKE; KAISER, 1970) e 10.5 (GUTH; SAMAHA, 1970). Os pHs foram ajustados em
funcdo da especificidade existente entre musculos de animais da mesma espécie. Foram

feitas fotomontagens dos cortes no pH 4.5 que, em conjunto com a observacao dos cortes
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nos pHs 4.3 e 10.5 (Anexos, Fig. 1’), pode-se caracterizar e determinar o nimero de cada
tipo de fibra existente no musculo. A drea de seccdo transversal de pelo menos cingiienta
fibras de cada tipo (I-IIA-IID/X-IIB) por animal foi obtida através do programa Image
ProExpress.
Analise bioquimica e densitométrica das isoformas de miosina

ApOs a coleta para histoquimica obteve-se 8 cortes para andlise bioquimica que foram
imediatamente colocados em 0,5ml do seguinte meio: 10% (w/v) glycerol, 5% (v/v) 2
mercaptoethanol e 2,3% (w/v) sodium dodecylsulfate (SDS) em 62,5 mM Tris/HCL buffer
(pH 6,8). O meio foi agitado durante um minuto e aquecido por 10 minutos a 60°C.
Pequenas porc¢des do extrato (7 ul) foram submetidas a eletroforese em gel (gradiente de 7-
10%) de poliacrilamina (SDS) com 17-18 horas de corrida a 120V. Foi incluida também
uma amostra do misculo séleo como controle, por apresentar em ratos, cerca de 95% de
MHCI e 5% de MHCII (STARON et al., 1999). Os géis foram corados com Coomassie
Blue (BAR; PETTE, 1988) ou prata (BLUM et al., 1987). As cadeias de miosina foram
identificadas de acordo com sua aparente massa molecular, comparadas com marcadores de
proteinas. As isoformas de miosina foram analisadas em um densitobmetro Sharp —
Macintosh Scanning Utilities pelo programa Labscan, capturando a imagem do gel e
transferindo-o para o programa ImageMaster. Obteve-se, entdo, a porcentagem relativa das
isoformas de miosinas I, IIa, IId/x e IIb.
Analise estatistica

Os resultados foram analisados e expressos através de suas médias e desvio padrdo.

Significancia estatistica das diferencas entre as médias de ambos os grupos foram
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calculadas pelo teste t de Student e Mann Whitney para amostras independentes, através do

programa Instat. Significancia para p < 0.05 foi considerada significante.
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ARTIGO (a ser submetido)

Analise fenotipica do misculo semitendinoso de ratos wistar e os efeitos

do treinamento intervalado sobre suas fibras musculares. (*)

(*) O artigo serd submetido a revista Histochimistry and Cell Biology, portando se encontra
formatado de acordo com as normas da revista.
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RESUMO

Os misculos esqueléticos respondem a diversos estimulos alterando seu fendtipo. A
capacidade de adaptacdo das fibras musculares esté relacionada com a presenca de diversas
isoformas de miosina (MHC). Estas isoformas expressam quatro tipos de fibras puras: I,
ITA, 1ID e IIB contendo MHCI, Ila, IId e IIb, respectivamente. Entre as fibras puras existem
as fibras hibridas que podem expressar dois ou mais tipos de miosinas. Nesse trabalho foi
verificado, através da técnica histoquimica de mATPase e da separacdo eletroforética de
proteinas, os tipos de fibras que compdem o mdusculo semitendinoso de ratos Wistar
machos e suas isoformas de miosina, bem como a influéncia do treinamento intervalado
sobre a plasticidade dessas fibras. Constatou-se a presenca de todos os tipos de fibras
musculares puras e hibridas. As fibras do tipo IIB foram as predominantes (62.39%),
caracterizando o musculo como de contracdo répida. O treinamento promoveu aumento das
fibras do tipo IC, IIAD e I[IDB. Também houve aumento da seccdo transversal das fibras do
tipo IIDB e IIB. Em conclusdo, o musculo semitendinoso possui um fendtipo formado
essencialmente por fibras de contracdo rdpida e o treinamento foi capaz de demonstrar uma

tendéncia de diminui¢do das fibras do tipo I e IIB.

Palavras-chaves: Rato Wistar, Misculo Semitendinoso, Tipos de Fibras, Treinamento

Intervalado, Plasticidade Muscular.
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INTRODUCAO

A existéncia de diferentes isoformas de miosina (MHC) oferece as fibras musculares
esqueléticas a capacidade de se adaptarem a diversos estimulos. Estas adaptagdes ocorrem
através da alteracdo de genes que expressardo o novo padrdo de fibras musculares,
contribuindo, dessa forma, para um fenétipo muscular heterogéneo (Demirel et al., 1999).

Nos miusculos esqueléticos de animais adultos, podem existir quatro isoformas de
miosina. A MHCI, que vai expressar as fibras de contracdo lenta do tipo I, e a MHCllIa,
MHCIId e MHCIIb, presentes nas fibras de contracdo rdpida dos tipos IIA, 1ID e IIB,
respectivamente (Suwa et al., 2003). Entre as fibras puras encontram-se as fibras hibridas,
que podem expressar dois ou mais tipos de miosina (Tajsharghi et al., 2004). Dessa
maneira, estimulos especificos aplicados sobre os musculos podem fazer com que ocorra
transicdo dessas fibras, tanto no sentido de I para IIB (I=>IIA=>IID=>IIB) quanto de 1IB
para I (IIB=>IID=>IIA=>I), passando sempre pelas hibridas, alterando dessa forma o seu
fendtipo.

O exercicio fisico tem sido um dos fatores especificos de transformagdo das fibras
musculares (Andersen et al., 2000; Pette and Staron, 2001). Por exemplo, um treinamento
fisico de baixa intensidade e longa duracdo pode induzir uma conversao de fibras do tipo
IIB para I, isto é, de rdpidas para lentas. Por outro lado, um treinamento de alta intensidade
e curta duragdo pode causar uma transi¢do no sentido oposto, isto €, de lentas para rapidas
(Caiozzo et al., 2000; Campos et al., 2002).

Esse estudo se prop0s a analisar os tipos de fibras que compdem o fenétipo do musculo

semitendinoso de ratos Wistar machos e suas isoformas de miosina e, também, demonstrar
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o comportamento dessas fibras musculares quando submetidas ao treinamento intervalado

(Smolka et al., 2000).

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 16 ratos machos da linhagem Wistar com 21 dias de idade no inicio do
estudo. Foram formados dois grupos com oito animais, um grupo controle (GC) e um grupo
treinado (GT). Durante o experimento os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (18 a 22°C), foto periodo de 12 horas e providos de racdo e dgua ad
libitum.
Protocolo de treinamento

Os animais foram treinados em uma esteira motorizada durante 6 dias/semana por um
periodo de 8 semanas (Tab. 1). Antes das sessdes de treinamento os animais eram
submetidos a um aquecimento de 3 min a 5m/min. Os animais do GC ndo executaram
nenhum tipo de exercicio.
Preparacao das amostras

Imediatamente apds o periodo de treinamento, os animais foram sacrificados com uma
superdosagem de Ketamina e Cloridrato de Xylasina (1:1). Apds este procedimento o
musculo semitendinoso foi retirado e congelado em isopentano resfriado em nitrogénio
liquido a —176°C e armazenado em freezer a -80°C. Posteriormente, foram obtidos cortes

transversais de 12 um de espessura das amostras em um criostato a —24°C.
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Analise histoquimica e morfométrica

Os cortes foram submetidos a reacdo de mATPase (myofibrillar adenosine
triphosphatase) (Pette and Staron, 1993) apds pré-incubacdes em pH de 4.3, 4.5 (Brooke
and Kaiser, 1970) e 10.3 (Guth and Samaha, 1970). A seguir, foi feita uma foto montagem
da reacdao em pH 4.5 onde, juntamente com a observagdo das reagdes nos pHs 4.3 e 10.3,
foram identificados e contados os tipos de fibras. A drea de seccdo transversal de
aproximadamente cinqiienta fibras de cada tipo (I-IIA-IID-IIB) por animal foi mensurada
através do programa Image ProExpress.

Analise bioquimica

Foram coletados 8 cortes de cada amostra para andlise bioquimica. Estes foram
colocados em 0,5ml do seguinte meio: 10% (w/v) glycerol, 5% (v/v) 2 mercaptoethanol e
2,3% (w/v) sodium dodecylsulfate (SDS) em 62,5 mM Tris/HCL buffer (pH 6,8). Os cortes
foram agitados durante um minuto e aquecido por 10 minutos a 60°C. Por¢des do extrato (7
ul) foram submetidos a eletroforese em gel (gradiente de 7-10%) de poliacrilamina (SDS)
com 17-18 horas de corrida a 120V e corados com Coomassie Blue (Bir and Pette, 1988)
ou prata (Blum et al., 1987).

Os géis foram usados para determinar a presenga das isoformas de MHC identificadas
de acordo com suas respectivas massas moleculares, caracterizando bandas em regides
correspondentes a MHCI, MCHIla, MHCIId and MHCIIb. Foi incluida também uma
amostra do musculo s6leo como controle, por apresentar em ratos, cerca de 95% de MHCI

e 5% de MHCII (Staron et al., 1999).

33



Analise densitométrica

As bandas de miosina foram escaneadas e capturadas pelo programa Labscan. Em
seguida, as imagens foram transferidas para o programa ImageMaster e obtida a
percentagem relativa das isoformas I, Ila, IId e IIb.
Andlise estatistica

Os resultados foram analisados e expressos através de suas médias e desvio padrdo.
Significancia estatistica das diferencas entre as médias de ambos os grupos foram
calculadas pelo teste t de Student e Mann Whitney para amostras independentes, através do

programa Instat. Significancia para p < 0.05 foi considerada significante.

RESULTADOS
Tipos de fibras

O miusculo semitendinoso apresentou em todos os animais analisados duas porgdes
distintas, uma vermelha e outra branca. Foram encontrados todos os tipos de fibras puras na
regido vermelha (I, ITA, IID e IIB), bem como as hibridas IC, IIC, IIAD e IIDB. J4 na
regido branca foram observadas as fibras puras do tipo IIA, IID, IIB e as hibridas dos tipos
IIAD e IIDB (Fig. 1).
Porcentagem das fibras dos animais do grupo controle (GC)

O musculo semitendinoso foi predominantemente composto por fibras puras do tipo
IIB. Por outro lado, as fibras puras do tipo I apareceram em pequena quantidade. As fibras

hibridas (IC, IIC, ITIAD e IIDB) também foram encontradas, perfazendo menos de 2 % do
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total de fibras. Entre as hibridas, as do tipo IIAD foram encontradas em maior quantidade
(Tab. 2).
Isoformas de miosina (MHC)

Através da separacdo eletroforética demonstrou-se a presenca das 4 isoformas de
miosina, MHCI, Ila, IId e IIb, em todos os animais analisados. Verificou-se a
predominancia da isoforma IIb. As isoformas Ila e IId demonstraram pequena diferenca na
distancia de migracdo e propor¢do semelhante, enquanto a banda I foi discretamente
observada (Fig. 2 e 3).

Efeitos do treinamento

Observou-se aumento significativo nas fibras hibridas do tipo IC, IIAD e IIDB. Na
porcdo branca houve aumento significativo das hibridas IIDB. Apesar de ndo ter sido
significativo, houve uma pequena diminuicdo das fibras do tipo I enquanto que as do tipo
IIB tiveram uma queda mais acentuada, quando analisada a por¢do vermelha e o musculo
inteiro. Ja na porcdo branca, observou-se uma tendéncia do aumento das fibras I11A e IID
(Fig. 4,5 ¢ 6).

Mudancas nas seccoes transversais das fibras

A éarea de sec¢do transversal das fibras da por¢ao vermelha do musculo semitendinoso
ndo sofreu alteracdo (Tab. 4). Na porcdo branca, somente as fibras do tipo IIB tiveram
aumento significativo em sua drea (Tab. 5). Quando as duas por¢des do misculo foram
analisadas, percebeu-se que as fibras hibridas IIDB sofreram hipertrofia (Tab. 3).

Anadlise densitométrica
A comparagdo da porcentagem relativa das isoformas de miosina nos dois grupos nio

apresentou significncia. As bandas Ila e IId foram calculadas juntas devido a sua pequena
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distancia de migracdo. Apesar de nao ter tido varia¢des significativas nos valores, houve

um aumento relativo da isoforma IIb e diminui¢do da I (Tab. 6).

36



Tabela 1 Protocolo de treinamento intervalado.

Semanas V (m/min) T (min) Int (min) Rep

I 20 5 2 4
2 30 2.5 1 4
3 32,5 2.5 1 6
e 35 2.5 1 6

5°-8* 35 2,5 1 6




Figura 1 Reacdo histoquimica de mATPase de seccdes transversais do muisculo semitnedinoso de ratos
Wistar. Porcdo vermelha (a, b, ¢) e porcao branca (d, e, f). pH 4.5 (a, d), 4.3 (b, e) e 10.5 (c, f) I- tipo I, A-
tipo IIA, AD- tipo IIAD, D- tipo IID, DB- tipo IIDB e B- tipo IIB.
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Tabela 2 Porcentagem dos tipos de fibras musculares no muisculo semitendinoso de

ratos Wistar. GC, n=8.

Fibras I IC IIC I1IA HIAD 1ID IIDB I1B

% 5.99 0.16 0.06 1062 1.18 19.18 042 62.39
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SOL SEM SEM

Figura 2 Separagdo eletroforética das isoformas de miosina (MHC) do musculo semitendinoso

de um rato Wistar do GC e GT. SOL - sé6leo, SEM — semitendinoso, MHCI - isoforma I,

MHCIIb - isoforma IIb, MHCIId — isoforma IId, MHCIIa — isoforma Ila. Coloracdo com prata.
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Figura 3 Separagdo eletroforética das isoformas de miosina (MHC) do misculo semitendinoso de ratos Wistar.

MHCI - isoforma I, MHCIIb - isoforma IIb, MHCIId — isoforma IId, MHCIIa - isoforma Ila, GTI 1-8 — grupo

treinado intervalado, GC 1-4 — grupo controle, SOL — séleo.
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Figura 4 Numero de fibras do miisculo semitendinoso dos animais do GC e GT. Média e DP. p < 0.05.

*significante **muito significante ***altamente significante.
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Figura 5 Numero de fibras da por¢do vermelha do muisculo semitendinoso dos animais do GC e GT.

Meédia e DP. p < 0.05. *significante **muito significante ***altamente significante.
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Figura 6 Numero de fibras da por¢do branca do musculo semitendinoso dos animais do GC e GT.

Meédia e DP. p <0.05. **muito significante.
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Tabela 3 Area de secgdo transversal das fibras do misculo semitendinoso dos animais do GT e GC. Média

e DP. p <0.05.

Fibras

I IC 11(8 ITA IIAD 11D IIDB 1B

GT 13374222 1397160 893+349 15194412 13914346 18991471 2176+486%* 32491655

GC 14434248 14381490 1269+285 1650+394 16661309 18531251 1737+341% 27691254

* valores estatisticamente significativos
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Tabela 4 Area de seccdo transversal das fibras da porcdo vermelha do musculo semitendinoso dos

animais do GT e GC. Média e DP. p < 0.05.

Fibras

I IC Inc ITA ITAD 11D IIDB 11IB

GT 13224234 13794173 8934349 15114424 13934364 19274497 20594479 2832+616

GC 14431252 14384490 1269+285 16601408 1685+432 1929+380 16471474 26261441
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Tabela 5 Area de seccio transversal das fibras da porgdo branca do musculo

semitendinoso dos animais do GT e GC. Média e DP. p < 0.05.

Fibras

ITA ITAD IID 11IDB 1B

GT 15854414 1464309 1830+450 2283+873 3729+742%

GC 15824369 1611+288 17361290 19234246 28761+222%

* valores estatisticamente significativos
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Tabela 6 Porcentagem relativa das isoformas de miosina (MHC) no musculo

semitendinoso de ratos Wistar.

MHC (%)
I ITa + IId IIb
GT 3.32+0.57 31.2048.41 64.9749.11

GC 3.87£1.40 33.20+2.81 61.3£6.30




DISCUSSAO

As isoformas de miosina sdo caracterizadas como uma familia multigénica (Shrager et
al., 2000). Algumas aparecem em musculos especificos tais como: os mastigatorios
(MHCm), extraoculares (MHCeom), laringeos (MHCton) e os miusculos diafragma e
masseter (MHCa) (Pette and Staron, 2000). Outras isoformas expressam-se
predominantemente durante o desenvolvimento da musculatura esquelética, sdo as
embrionicas (MHCemb) e as neonatais (MHCneo) (Baldwin and Haddad, 2001). As
miosinas amplamente distribuidas nos musculos esqueléticos sdo as dos tipos MHCI,
MHCIIa, MHCIId e MHCIIb (Termin et al., 1989; Pette and Staron, 2001; Caiozzo et al.,
2003). Essas isoformas de miosina caracterizam dois grupos principais de fibras
musculares, um de contracdo lenta e outro de contragdo rapida, que vao se diferir de acordo
com seu metabolismo para produgdo de energia (Vandenborne et al., 1995; Staron, 1997).

O grupo de contragdo lenta, formado pelas fibras puras do tipo I que expressam MHCI,
utiliza a via oxidativa (Demirel et al., 1999; Allen et al., 2001), permitindo um longo
periodo de contracdo e maior resisténcia a fadiga, o que faz com que sejam mais eficientes
€ mais econd0micas em movimentos de longa dura¢@o (Goldspink, 1998; Mannion, 1999).

O outro grupo € formado pelas fibras puras IIA, 1ID e 1IB nas quais as isoformas de
miosina sdo Ila, IId e IIb, respectivamente (Staron et al., 1999). As fibras do tipo IIA sdo as
mais lentas, também chamadas de glicoxidativas por terem dois caminhos para obten¢do de
energia. As IID e IIB utilizam a via glicolitica, sendo as do tipo IIB mais rapidas e as IID,

intermedidria entre as do tipo IIA e IIB (Lin et al., 2002). Todas essas fibras sdo recrutadas
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em maior quantidade nas atividades de for¢a e velocidade (Jurie et al., 1995; Bottinelli and
Reggiani, 2000; Talmadge, 2000).

Entre as fibras puras, encontram-se as hibridas, podendo expressar dois ou mais tipos de
miosina, por exemplo: IC = MHCI > MHClIa, IIC = MHCIla = MHCI, IIAC MHClla >
MHCI, IIAD = MHCIIa > MHCIId, IIDA = MHCIId > MHClIlIa, IIDB = MHCIId >
MHCIIb. Dessa forma, pode-se delinear no minimo 10 tipos diferentes de fibras musculares
em ratos: I, IC, IIC, ITAC, IIA, IIAD, IIDA, IID, IIDB e IIB e, em humanos € possivel obter
no minimo 7 tipos: I, IC, IIC, ITAC, ITIA, IIAD, IID (Pette and Staron, 2000).

Nesse trabalho delineou-se os tipos de fibras presentes no musculo semitendinoso de
ratos Wistar. De acordo com a andlise histoquimica, houve a ocorréncia de todas as fibras
puras. As fibras de contracdo rapida (IIA, IID e I1IB) foram as mais expressivas, perfazendo
um total de 92.2% do fendtipo muscular, das quais as fibras puras IIB contribuiram para um
percentual em torno de 60%. Assim sendo, o musculo semitendinoso pode ser classificado
como um musculo essencialmente de contracdo rdpida. Notou-se também a presenga de
fibras musculares hibridas dos tipos IC, IIC, IIAD e IIDB na por¢cdo vermelha e IIAD e
[IDB na porcao branca.

Alguns trabalhos realizados com o musculo semitendinoso em outras espécies de
animais chegaram a resultados que ratificam essas informagdes. Delp e Duan (1996)
encontraram 59% de fibras 1IB, 24% de IID, 11% de 1IA e 6% de I em ratos Sprague-
Dawley. Jurie et al. (1995) em gatos machos Limousin descobriram 70% de fibras entre os
tipos IIB e IID, 21% de 11A e 9% de 1. Em trabalhos realizados com touros, Jurie e colab.
(1998) encontraram mais de 50% de fibras do tipo IIB, 22% de I1A, 8% de hibridas IIAB e

10% de fibras do tipo 1.
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A separacdo eletroforética das isoformas de miosina nas amostras do miusculo
semitendinoso demonstrou em todos os animais a presenga de quatro bandas. A banda IIb
foi encontrada em maior quantidade, seguida da IId, Ila e I, respectivamente. Dessa forma,
esses dados confirmam a existéncia e a proporcionalidade das fibras do tipo IIB, IID, ITA e
I observadas na anélise histoquimica.

Um aspecto importante das fibras musculares € sua plasticidade em resposta a
estimulos, fazendo com que a expressio de suas isoformas de miosina se altere,
promovendo transi¢do entre os tipos de fibras. Alteragdes na atividade neuromuscular, nos
niveis hormonais, estimulacdo elétrica, carga mecanica e exercicio fisico sdo alguns dos
estimulos que interferem na distribuicao das fibras.

O exercicio fisico € um fator importante sobre a conversiao do fenétipo muscular. Ele é
capaz de levar a uma transicao bidirecional das fibras:
[SICEICLIIASTIADSIIDAIIDSIIDB-IIBD&IIB (Harridge et al., 1998).
Assim, um treinamento com exercicios de baixa intensidade e longa duracdo pode induzir
uma conversdao de fibras no sentido de IIB para I; em oposi¢do, um treino de alta
intensidade e curta duracdo pode surtir efeito contrario, de I para IIB (Demirel et al.,1999;
Caiozzo et al., 2000; Campos et al., 2002).

O treinamento intervalado causou alteracdes das fibras musculares do
semitendinoso. Na regido branca, houve transi¢do das fibras no sentido de IIB para IID,
pois, observou-se uma diminui¢do das fibras do tipo IIB, um aumento significativo das
hibridas IIDB e um pequeno aumento das fibras IID.Quando se observa novamente o
grafico da regido branca, nota-se também um aumento, apesar de ndo significativo, das

fibras IIA, podendo levantar a hipdtese de que as fibras nessa porcdo estejam sendo
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induzidas a transi¢do, pelo treinamento intervalado, em dire¢do aquelas fibras que utilizam
a via glicoxidativa (ITA) como meio para obtencdo de energia. Na regido vermelha, houve
diminui¢cdo das fibras puras do tipo IIB, IID, IIA, I e, aumento significativo das fibras
hibridas 1IDB, IIAD e IIC. A diminuicao das fibras I e IIB, mesmo que ndo significativa,
pode evidenciar uma transformacao bidirecional ao mesmo tempo das fibras musculares
pelo treinamento intervalado (Fitts et al., 1989; Harridge et al, 1998). Estudos tém sugerido
que treinamento intervalado em sprint pode induzir uma transicdo bidirecional em direcao
as fibras do tipo IIA por uma conversao das isoformas presentes nas fibras I e IIB
(Luginbuhl et al., 1984; Esbjornsson et al, 1993), proporcionando um melhor
aproveitamento da energia, pois a quantidade de ATP produzido por uma fibra do tipo IIA
¢ maior do que o da fibra do tipo IIB, resultando assim numa melhora da performance. Isto
leva a acreditar que o treinamento aplicado pode ter induzido mudancas nos niveis de MHC
dentro das fibras do musculo semitendinoso através de perturbacdes nos genes que
expressam essas proteinas (Harrison et al., 2002), promovendo transicdo das fibras
musculares em dire¢do aquelas que ndo utilizam exclusivamente a via aerébia ou anaerdbia
para obtencao de energia.

Mudangas na seccdo transversal das fibras musculares sdao percebidas durante um
determinado treinamento fisico, o que caracteriza um aumento na sintese das proteinas
contrateis, entre elas as miosinas (Booth et al., 1998). Nesse trabalho, ndo houve mudancas
significativas no tamanho das fibras musculares da regido vermelha. J4 na regido branca
houve um expressivo aumento da drea das fibras IIB e no musculo inteiro pode ser visto
uma hipertrofia nas fibras I[IBD, ambas representantes do grupo de contragdo rapida. De

acordo como estudos anteriores, as fibras mais recrutadas em exercicios de curta duragdao
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sdo as de contracdo rdpida, o que poderia induzir uma alta producdo das proteinas de
algumas dessas fibras, causando hipertrofia das mesmas (Bottinelli and Reggiani, 2000;
Talmadge, 2000; Lin et. al., 2002). Notou-se que, apesar de ndo significante, teve um
aumento do volume da banda IIB, levantando a hipétese de que houve aumento na sintese
dessa miosina.

Em conclusdo, demonstrou-se que o misculo semitendinoso é composto essencialmente
por fibras de contracdo rdpida. Que o treinamento intervalado foi capaz de promover
transi¢do das fibras musculares, com aumento significativo das fibras hibridas IIC-IIAD-

IIDB, e uma hipertrofia nas fibras de contracdo rapida IIBD e IIB.
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Figura 1’ Tlustragdo grafica dos tipos de fibras musculares esqueléticas de ratos para a técnica
histoquimica de mATPase ap6s pré-incubagdes nos pHs 4.3, 4.5 e 10.5 (Staron et al. 1999).
Os desenhos representam sec¢des transversais das fibras musculares com seus respectivos

niveis de coloragdo. Compare com a microfotografia da Figura 1, pg.38.
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Table 1’ Protocolo do periodo de adaptacao.

Dias V (m/min) T (min) Int (min) Rep
Segunda 10 10 2 3
Terca 10 10 2 3
Quarta 15 10 2 3
Quinta 15 10 2 3

Sexta 20 10 2 3

Sabado 20 10 2 3




Tabela 2’ Protocolo de treinamento intervalado.

Semanas V (m/min) T (min) Int (min) Rep
1° 20 5 2 4
2* 30 25 1 4
3 32,5 2,5 1 6
4* 35 2,5 1 6
5-8° 35 2,5 1 6
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Tabela 3’ Ndmero de fibras do musculo semitendinoso de cada animal do GC e GT. Dados foram tratados e

expressos na forma de gréfico, pg. 42.

Fibras

Ratos

| I IC IC IIC IIC TIA 1IIA IIAD IIAD IID 1IID IIDB IIDB 1IIB 1IIB
1 68 100 2 21 4 23 119 98 18 30 201 241 13 59 710 603
2 140 59 8 10 - 49 175 83 16 31 309 313 9 24 848 715
3 142 97 2 18 - - 124 143 10 32 321 217 7 38 1202 807
4 84 49 - 8 1 - 241 141 6 68 411 262 5 48 879 433
5 112 98 - 11 - - 240 129 30 87 270 249 - 52 1104 1030
6 70 79 7 7 - 3 103 182 5 53 243 326 - 58 1033 1101
7 60 98 1 2 2 6 121 187 23 84 307 384 8 42 1019 1236
8 127 100 - 9 - 2 177 84 36 11 286 298 9 38 841 587
Total 803 680 20 86 7 83 1300 1047 144 396 2348 2290 51 359 7636 6512

GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT
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Tabela 4° Numero de fibras da porcido vermelha do musculo semitendinoso de cada animal do GC e GT. Dados

foram tratatos e expressos na forma de gréfico, pg. 43.

Fibras

Ratos

I I IC IC IIC IIC IIA 1IIA IIAD IIAD IID IID IIDB IIDB IIB IIB
1 67 100 2 17 4 22 117 86 17 22 152 124 5 45 240 318
2 139 59 8 10 - 49 168 69 12 18 226 244 5 19 263 289
3 142 97 2 16 - - 122 142 8 32 253 158 4 29 588 321
4 75 49 - 7 - - 230 105 6 32 337 95 5 11 318 131
5 111 98 - 11 - - 239 111 24 73 181 173 - 33 458 471
6 120 77 7 7 - 3 80 122 - 46 116 198 - 30 374 477
7 60 85 1 2 2 6 158 185 13 84 203 324 2 36 452 562
8 67 99 -9 - 2 155 84 32 6 212 229 6 29 351 260
Total 781 664 20 79 6 82 1269 904 112 313 1680 1545 27 232 3044 2829

GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT
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Tabela 5’ Numero de fibras da por¢do branca do musculo semitendinoso de cada animal do GC e GT. Dados

foram tratados e expressos na forma de grafico, pg. 44.

Fibras

Ratos

| I IC IC IIC IIC A 1IIA IIAD IIAD IID IID IIDB IIDB IIB 1IIB
1 1 - - 4 - 1 2 12 1 8 49 117 8 14 470 285
2 - - - - - - 7 14 4 13 83 69 4 5 585 426
3 - - - 2 - - 2 1 2 - 68 59 12 12 614 486
4 - - - 1 - - 11 36 - 36 74 167 - 37 561 302
5 - - - - - - 1 18 6 14 89 76 - 19 646 559
6 - - - - - - 23 60 5 6 127 128 - 28 659 624
7 - - - - - - 63 2 10 - 114 60 6 6 567 674
8 - - - - - - 22 0 4 5 74 69 3 9 590 327
Total 1 - - 7 - 1 131 143 32 82 678 745 33 130 4692 3683

GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT
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Tabela 6’ Area de seccdo transversal das fibras do misculo semitendinoso de cada animal do GT e GC. Média de

cada animal. Dados foram tratados e expressos na tabela pg. 45.

Fibras
Ratos

I I IC 1IC 1IIC IIC MIA IIA IIAD IIAD IID IID IIDB IIDB IIB IIB

1 1551 1491 1872 1378 998 1143 1699 1666 1897 1489 2204 2204 2099 2370 3186 4125
2 1329 1758 1328 1504 - 1267 1575 1853 1730 1554 1877 2237 2190 2611 2912 3706
3 1052 1334 633 1320 - - 955 1802 1325 1660 1315 1765 1703 2266 2581 2880
4 1291 1303 - 1330 1568 - 1191 1799 1135 1784 1790 2333 1494 2721 2718 3435
5 1346 1124 - 1391 - - 1800 1229 1581 1027 1882 1466 - 1818 2555 2303
6 1419 1065 1687 1260 - 701 1931 1178 1782 978 1995 1560 - 1728 2973 2699
7 1804 1201 1670 1742 1240 399 2008 758 2093 956 1921 1172 1608 1358 2408 2869
8 1748 1419 - 1255 - 954 2044 1863 1783 1681 1843 2459 1327 2536 2820 3972
GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT
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Tabela7’ Area de seccdo transversal das fibras da por¢do vermelha do miisculo semitendinoso de cada animal do

GT e GC. Média de cada animal. Dados foram tratados e expressos na tabela pg. 46.

Fibras
Ratos

I I IC IC 1IIC 1IIC IIA IIA IIAD IIAD IID IID IIDB IIDB IIB 1IIB

1 1551 1491 1872 1237 998 1143 1700 1621 1938 1382 2531 2087 1953 1889 3417 3042
2 1329 1758 1328 1504 - 1267 1583 1954 1793 1577 2129 2427 2261 2811 2965 3419
3 1052 1334 633 1380 - - 955 1799 1167 1660 1245 1829 1501 2182 2473 2420
4 1291 1242 - 1262 1568 - 1185 1739 1135 1837 1846 2180 1494 2073 2623 2634
5 1346 1112 - 1391 - - 1800 1206 1572 1061 1618 1483 - 1801 2060 2303
6 1410 1017 1687 1260 - 701 1888 1145 - 936 1928 1620 - 1691 2355 2715
7 1824 1201 1670 1742 1240 399 2063 758 2346 956 2051 1160 - 1383 2240 2149
8 1743 1419 - 1255 - 954 2108 1863 1843 1738 2082 2635 1027 2640 2867 3972
GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT
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Tabela 8 Area de sec¢io transversal das fibras da por¢do branca do misculo semitendinoso de
cada animal do GT e GC. Média de cada animal. Dados foram tratados e expressos na tabela pg.

47.

Fibras
Ratos

IIA IIA IIAD IIAD 1IID IID IIDB IIDB 1IIB 11IB
1 1631 1998 1195 1785 1507 2319 2225 4038 2956 5209
2 1415 1541 1349 1524 1569 1954 2102 1849 2859 3994
3 954 2084 1956 - 1425 1651 1904 2469 2689 3340
4 1250 1881 - 1745 1717 2409 - 2925 2813 3836
5 1768 1354 1609 867 2281 1443 - 1858 3050 3212
6 2068 1242 1782 13083 2035 1487 - 1767 3289 2683
7 1896 992 1777 1467 1773 1193 1608 1203 2577 3588
8 1674 - - 1556 1577 2184 1776 2157 2772 3971

GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT




