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CHIMIN, Patricia. Relacédo entre fatores morfofisiolégicos e indicadores de
desempenho derivados do modelo de Carga Critica na natagcdo em ratos
Wistar. 2009. 60f. Dissertacao (Mestrado em Educagao Fisica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

O teste de Poténcia Critica (PC) tem sido muito usado nos ultimos anos, e varios
estudos vém buscando compreender o real significado fisioldogico de seus indices
aerobio e anaerobio. Testes realizados até exaustdo na intensidade do indice
aerobio obtido por esse modelo de PC foram realizados, entretanto, as variaveis
fisiologicas medidas durante os esforcos ndo se mantiveram em estado estavel,
além dos sujeitos ndo suportarem longos periodos de tempo, como seria esperado.
Como ainda n&o ha um consenso sobre as variaveis fisiologicas que determinam o
tempo de exercicio na intensidade da PC, outras variaveis, como, por exemplo,
variaveis morfofisiologicas que sejam capazes de predizé-la, tornam-se importantes
para o melhor entendimento de seu significado. Dessa forma, os objetivos do
presente estudo foram: (1) verificar o tempo de tolerancia na intensidade de 100%
da Carga Critica (Ccrit) individual, e (2) verificar se os parametros morfofisiolégicos
tém alguma relagdo com o desempenho e o tempo de tolerancia na natagéo. Vinte
ratos machos da linhagem Wistar, previamente adaptados ao exercicio de natagao,
foram submetidos a testes preditivos para o calculo da Ccrit e da capacidade de
nado anaerdbio (CNA), pela equagdo nao- linear, e subsequentemente, foram
submetidos a exercicio suportando 100% da Ccrit até a exaustdo. Vinte e quatro
horas apds o exercicio, os animais foram anestesiados para a coleta de sangue e
tecidos para posterior analise de hematocrito, contagem de hemacias, relagéo
capilar/fibra, area transversal da fibra muscular do séleo e do gastrocnémio, tipagem
de fibra e atividade da citrato sintase. Os resultados mostraram que os valores de
Ccrit variaram de 3,7 a 7,1% do peso corporal, enquanto que o tempo de tolerancia
variou entre 350 e 2853 segundos. Foram encontradas fortes correlagdes entre os
préprios indicadores (Ccrit, CNA e tempo de tolerancia), sendo que todos atingiram
significancia estatistica (P < 0,05). A Ccrit e o tempo de tolerancia se
correlacionaram com a porcentagem de fibras oxidativas (r = 0,473; P=0,035er = -
0,473; P = 0,035, respectivamente) e com a porcentagem de fibras glicoliticas (r = -
0,590; P = 0,006 e r = 0,590; P = 0,006, respectivamente). A CNA apresentou
correlacdo moderada com a porcentagem de fibras glicoliticas, porém n&o
significante (r = 0,41; P = 0,1654). Somente o tempo de tolerancia se correlacionou
com a area meédia das fibras do musculo séleo (r = 0,569; P = 0,009). As demais
variaveis apresentaram correlacées fracas com a Ccrit e o tempo de tolerancia. A
partir dos resultados, pode-se concluir que o modelo de Ccrit para natagao em ratos
deve ser usado com cautela, uma vez que parece nao estimar a intensidade do
limiar anaerobio. Além disso, as correlagbes com as variaveis morfofisioldgicas
indicam que nenhuma delas pode explicar sozinha o desempenho na intensidade da
Cecrit.

Palavras-chave: Carga critica. Desempenho. Medidas morfofisiolégicas. Natagao.
Ratos Wistar.



CHIMIN, Patricia. Relation among morphophysiologycal factors and
performance indexes derived from critical load model in swimming Wistar rats.
2009. 60p. Dissertation (Master's Degree in Physical Education) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

Critical Power test (CP) has been very used in the last few years, and a lot of studies
seek to understand the real physiological meaning of its aerobic and anaerobic
indexes. Exhaustion tests on the intensity of the aerobic index given by this CP
model were done, however, the physiological variables measured during work were
not stable, besides the subjects could not take long times of exercise, as expected.
As there is not a consensus about the physiological variables that determine the time
of exercise on the CP intensity, others variables, for example, morphophysiologycal
that could be able to predict it, become important to better understand its meaning.
So, the aims of the present study were: (1) verify the time to exhaustion on 100% of
individual critical load (CL) intensity, and (2) verify if morphophysiologycal parameters
correlate with performance and time to exhaustion in swimming. Twenty male Wistar
rats, previously adapted to swimming exercise, were submitted to predictive tests to
calculate CL and anaerobic swim capacity (ASC), by non-linear equation.
Subsequently, they were submitted to an exercise bearing 100% of CL until
exhaustion. Twenty four hours later, the animals were anaesthetize for blood and
tissue collection and later analysis of hematocrit, red blood cells count, capillary-to-
fiber relationship, soleus and gastrocnemius cross sectional area, fiber type and
citrate synthase analysis. The results showed that the CL values varied from 3.7 to
7.1% of body mass, while time to exhaustion varied from 350 to 2853 seconds.
Strong relationships were found among the own indexes (CL, ASC and time to
exhaustion), and all of them presented statistical significance (P < 0.05). CL and time
to exhaustion were correlated with proportion of oxidative fiber type (r = 0.473; P =
0.035 and r = - 0.473; P = 0.035, respectively) and with proportion of glycolytic fiber
type (r = - 0.590; P = 0.006 and r = 0.590; P = 0.006, respectively). ASC presented
moderate correlation with proportion of glycolytic fiber type, but it was not significant
(r = 0.41; P = 0.1654). Only time to exhaustion was correlated with cross sectional
area of soleus muscle (r = 0.569; P = 0.009). The others variables presented weak
correlations with CL and time to exhaustion. From these results, we can conclude
that CL model to swimming rats should be used carefully, since it does not seem to
estimate the anaerobic threshold intensity. Besides, the correlations with the
morphophysiological variables indicate that none of them can explain itself the
performance at CL intensity.

Keywords: Critical load. Performance. Morphophysiologycal measeures. Swimming.
Wistar rats.
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1 INTRODUCAO

A maleabilidade do musculo esquelético, a qual permite a
remodelagem estrutural do musculo de acordo com alteragbes na demanda
(energética, metabdlica, etc), € um fendbmeno particular do reino animal. Esta
plasticidade é refletida pelos ajustes observaveis na forca, resisténcia e velocidade
de contragdo do musculo esquelético, como resultado da modificagdo da micro-
estrutura muscular, em fungdo da alteragdo na demanda ambiental. No entanto, ha
restricdes impostas pela relacdo “custo-beneficio” em que quanto maior ou mais
complexo o 6rgao, maior sera o “custo” para manutengao organica.

Uma teoria unificadora sobre as adaptagbes estruturais e o
mecanismo molecular que conectam o estimulo unico do exercicio aos ajustes
multiplos que ocorrem apds o impacto repetido do estresse muscular ainda nao foi
identificada ".

A partir disso, especula-se que se diferentes pessoas apresentam
diferentes performances, mesmo sendo treinadas de maneira similar, essas
poderiam apresentar algumas adaptagbes morfofisioldgicas distintas. Uma boa
maneira de se testar essa hipotese é realizando exercicios na intensidade do limiar
anaerobio (Lan), em que se espera manutengao por tempo prolongado, sem que
haja actimulo de lactato sanguineo®>. A intensidade do Lan é uma boa carga para se
testar essa hipétese, pois também ja foi mostrado que no término do exercicio nessa
intensidade, havia estado estavel nas respostas de todos os sistemas corporais
estudados, a saber: cardiorespiratorio, metabdlico e equilibrio acido-base*. Além
disso, ela respeita a individualidade biologica, e permite a “normalizagcado” das cargas
de trabalho.

Teste invasivos e nao invasivos como os utilizados para
determinagcao do maximo estado estavel de lactato (MEEL) e poténcia critica (PC),
respectivamente, buscam encontrar essa intensidade. Poucos pesquisadores
investigaram, em humanos, os tempos de tolerancia determinados a partir do testes
de poténcia critica e encontraram resultados conflitantes em relagdo ao tempo de

56,7

duragdo, que variou entre 20 e 40 minutos Em em mamiferos, ndo foram

encontrados estudos sobre o tempo de tolerancia na intensidade de poténcia critica.
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Também ja se buscou verificar se seriam fatores fisiolégicos (por
exemplo, concentragcao de lactato sanguineo ([la]), piruvato, estado de reoxidagao,
concentragbes de amonia, concentragdes de bicarbonato, etc) que influenciariam a
duracdo dos exercicios nessa intensidade®, porém, ainda ndo se identificou qual a

causa fisiolégica do término do exercicio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AVANCOS EXPERIMENTAIS PARA DETERMINAGCAO DO LIMIAR ANAEROBIO

Com a necessidade de se compreender o metabolismo durante o
exercicio, diferentes testes e protocolos sao utilizados. Com a possibilidade do uso
de animais para realizar medidas invasivas, esses testes tém sido adaptados a eles.

Dentre os testes utilizados pode-se citar o teste do MEEL?, o teste
do lactato minimo (LACmin)® e o teste de PC™.

O conceito de MEEL foi proposto primeiramente por Margaria et al."’
e Saiki et al.12, usando de cinco a oito cargas de exercicios constantes e
independentes para determina-lo. Esse teste consiste em realizar esforgos durante
determinado periodo de tempo (geralmente 30 minutos)3, em que a concentracio de
lactato sanguineo nao exceda um valor pré-determinado durante um intervalo de
tempo. Em 2001, Gobatto et al." determinaram o MEEL na natacdo em ratos
sedentarios e treinados. O teste envolveu esforgos continuos e com apresentagao
aleatdria das cargas equivalentes a 5, 6, 7, 8, 9 e 10% do peso corporal (pc),
durante 20 minutos. Os animais realizaram uma carga por dia, em dias alternados.
Notou-se que os ratos sedentarios apresentavam MEEL a 5,5 mmol.I" de lactato
sanguineo, com sobrecarga de 5 e 6% do pc. Com as outras cargas houve um
aumento progressivo da concentracao de lactato. Ja os ratos treinados alcangavam
o MEEL com uma sobrecarga de 8% do pc.

Tegtbur et al. ® desenvolveram um teste chamado de teste do
LACmin para determinar o MEEL em humanos. O teste de LACmin consiste na
realizacdo de uma inducdo a acidose, por meio de exercicio de curta duragao e
intensidade supramaxima, elevando a concentragdo sanguinea de lactato. Apds oito
minutos da indugdo a acidose, o protocolo de teste prevé o inicio de um protocolo
incremental. Nas cargas inferiores a do MEEL, o lactato produzido durante a indugao
anaerobia tende a ser oxidado, reduzindo a concentragdo no sangue. Quando a
intensidade referente ao MEEL é atingida, a producdo de lactato é igual sua

remocgao. Assim, cargas imediatamente mais intensas passam a produzir lactato em
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relacdo a carga anterior, invertendo a fase da cinética. Portanto, o ponto minimo que
o lactato sanguineo assume na curva em “U” da lactacidemia em fungcdo da
intensidade de exercicio, corresponde a intensidade do LACmin.

Em 2002, Voltarelli et al. '* adaptaram o teste de LACmin para ratos
durante a natacio. Este protocolo foi novamente adaptado e ajustado por Araujo et

al. °

. Apos testar 4 diferentes protocolos de indugdo a acidose, os autores
verificaram que o melhor protocolo de teste consiste em os animais realizarem dois
esforgos, com sobrecarga de 13% do pc, separados por repouso passivo de 30
segundos, sendo o primeiro esforco de 30 segundos e o segundo esforgo até a
exaustdo, para elevagado da [la]. Apos 9 minutos de recuperagdo, os animais
iniciaram o protocolo progressivo. O Lan foi obtido a 5,76 + 0,47 mmol.I"" de lactato
sanguineo, e nao foi diferente do valor do MEEL (que ocorreu entre 4,5 e 5,5% do
pc).

Estudos utilizando-se de meios nao invasivos para se avaliar o
desempenho também foram feitos. Dentre eles pode-se citar o teste de poténcia

critica.

2.2 POTENCIA CRITICA

Em experimento utilizando pequenos grupos musculares em
diferentes cargas constantes que levavam a exaustdo, Monod e Scherrer'®
identificaram uma relacdo hiperbdlica entre a poténcia realizada e o tempo até a
exaustao. A partir dai, a assintota dessa relacéo foi denominada PC, e representa a
carga que teoricamente um grupo muscular pode manter sem que ocorra a fadiga.

PC €& um conceito tedrico que representa a maior poténcia
proveniente de fontes energéticas aerdbias, e que pode ser mantida por tempo
indeterminado. Desta forma, sugere-se que quando a carga é inferior ou igual a PC,
ndo ocorre exaustdo'® Um segundo parametro que pode ser estimado a partir da
relagdo entre intensidade de exercicio e tempo é a capacidade de trabalho
anaerébio (CTA). A CTA corresponde ao trabalho total realizado acima da PC
proveniente das reservas energéticas intramusculares, incluindo glicogénio e o

10,17

oxigénio vindo da mioglobina™"’, representando desta forma uma medida da
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capacidade anaerdbia do individuo'®®.

Em uma tentativa de estender o conceito de PC para exercicios que

envolviam grandes grupos musculares, Moritani et al."”

aplicaram o modelo de
poténcia critica em cicloergbmetro. Foram realizados testes em que o0s sujeitos
inspiravam concentragdes normais de oxigénio e algumas concentragdes menores,
que permaneciam dentro de uma Bolsa de Douglas durante o exercicio. Foi
encontrado que quando os individuos realizavam o exercicio inspirando gases com
menores concentragdes de oxigénio, houve uma concomitante redugcdo na
inclinagdo da relacdo poténcia e tempo, enquanto o intercepto nao foi alterado. A
partir dai, foi evidenciado a natureza aerdbia do parédmetro PC. Além do
cicloergdmetro, o conceito de PC foi aplicado em exercicio na esteira?’, no caiaque®’
e na natagdo %2. Como nessas modalidades a variavel que indica a intensidade é a
velocidade, o parametro aerébio estimado € chamado velocidade critica (VC).

Trés equagbes matematicas equivalentes tém sido utilizadas para
estimar a PC e CTA. As trés equacgdes sdo: Tlim=CTA/(P-PC) — n&o linear,;
P=PC+(CTA.1/Tlim) — linear poténcia-1/tempo e P=CTA+(PC.Tlim) — linear trabalho-

tempo®. Gaesser et al.?*

compararam as estimativas de PC a partir das trés
equacgdes, e verificaram que cada equacgado fornece uma estimativa diferente dos
parametros. Dessa forma, os dados devem ser tratados respeitando-se a alocacao
das variaveis como dependentes e independentes.

A utilizacdo do modelo de poténcia critica é atrativa porque estima
os parametros PC e CTA utilizando apenas um ergdmetro e um cronémetro. Apesar
dessa facil aplicabilidade, surge uma consideragdo acerca da duragédo dos testes e
sobre as cargas a serem utilizadas. Como a PC é significantemente influenciada
pela duracao dos testes preditivos, entdo, sugere-se que ela deve ser calculada a
partir de uma ampla duragcdo de testes para que a inércia aerdbia seja
minimizada'®?°. A inércia aerdbia refere-se ao atraso do metabolismo aerébio em se
ajustar ao seu valor de estado estavel, sendo caracterizada pelo aumento
exponencial do consumo de oxigénio (VO3) no inicio do exercicio.

Varios estudos compararam os resultados nos testes de PC com o
MEEL, que é considerado um método “padréao ouro” para determinagao da transicao
de exercicio aerébio-anaerdbio'>?2"%  Além disso, a PC é altamente relacionada
com o consumo maximo de oxigénio (VOzmeax) 22%%° e com o limiar ventilatorio .

Na tentativa de verificar a relagdo entre a VC e a velocidade do
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maximo estado estavel de lactato (MEELv), Smith e Jones® submeteram oito
sujeitos do sexo masculino a um protocolo incremental para determinagcédo do Lan e
do VOzmax, € mais oito sessdes subsequentes para a determinacdo da VC e da
MEELv. Nao foi encontrada diferenga significativa entre os parametros analisados,
sugerindo que essas variaveis ocorrem na mesma faixa de intensidade. Porém, o
intervalo de confianga (95%) demonstrou baixa concordancia entre elas. Apesar de
nao ter sido encontrada diferenga significativa, houve uma tendéncia de a VC
superestimar a MEELv.

Dekerle et al. 2

investigaram se a VC da natagao correspondia a
MEELv. Para isso oito nadadores participaram do estudo. O protocolo foi realizado
dentro de 14 dias, em que os sujeitos realizaram um teste maximo de 400m para
estimar a velocidade maxima (Vmax); trés a quatro testes submaximos (75-90%
Vmax) para determinar a MEELv, e quatro testes exaustivos (95, 100, 105 e 110%
da Vmax) para o calculo da VC. O principal resultado encontrado foi que a VC
parece ndo representar a velocidade maxima que pode ser mantida durante a
natacdo por um longo periodo de tempo, sem aumento concomitante na
concentracao de lactato.

Em 2002, Marangon et al. ** submeteram ratos Wistar sedentarios a
quatro testes de natagcdo com cargas (C) continuas de 9, 11, 13 e 15% do pc,
distribuidas aleatoriamente e em dias consecutivos, nadando em cada uma delas
até a exaustdo. Com isso, foram verificados os tempos-limite (Tlim) em cada
intensidade e aplicados a equacao C = Ccrit + CTA. 1/Tlim, em que a carga critica
(Ccrit) correspondeu ao y-intercepto e a CTA ao coeficiente angular da reta de
regressao. Para a verificagdo do MEEL em 20 minutos, os animais nadaram em
quatro intensidades continuas baseadas nos resultados anteriormente obtidos (90%
da Ccrit, 100% da Ccrit, Tlim20 e Tlim15). Os autores observaram que o MEEL
correspondeu a intensidade de carga critica.

Em 2005, Billat et al. ** verificaram se a VC poderia ser utilizada
como indicador de desempenho e se havia diferengas entre trés diferentes linhagens
de animais e entre os géneros. O protocolo utilizado foi semelhante ao usado para
humanos consistindo de quatro cargas em dias diferentes. O procedimento descrito
no estudo demonstrou que a VC pode ser aplicada a modelos animais. Os autores
nao encontraram diferengas significativas entre a VC e o MEEL na intensidade

estimada a 75% do VO,max, porém houve diferenga entre as linhagens mas néo
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entre os géneros.

A determinacdo da Ccrit em modelos animais é relevante, pois
permite que os conhecimentos sejam aplicados em humanos. Eles também
permitem procedimentos invasivos que possibilitam o entendimento de mecanismos
celulares e moleculares relacionados ao exercicio. Além disso, com a adaptagao do
modelo animal para estudo de doengas enddcrino-metabdlicas, o desenvolvimento
de testes representam uma importante conquista para a avaliacdo acurada dos
esforcos feitos por esses animais, e como consequéncia, uma avaliacdo das

respostas fisioldgicas ao exercicio.

2.3 RESPOSTAS FISIOLOGICAS DURANTE EXERCICIO NA INTENSIDADE DA PC

Poucos estudos tém analisado as respostas fisiolégicas na
intesidade da PC. O tempo até a exaustdo na PC tem sido reportado entre 10 e 60
minutos, dependendo em parte do modelo de exercicio e da amostra de
sujeitos®®3°%37 A identificacdo de um marcador de intensidade no qual o exercicio
€ sustentavel por tempo prolongado é util para prescricdo de treinamento ou para
acessar mudancgas apos intervencbes. Portanto, o tempo até que a exaustdo
voluntaria ocorra tem sido considerado um indicador relevante da habilidade do
atleta sustentar o exercicio. No entanto, os fatores fisioldgicos determinantes desse
tempo de tolerancia sdo pouco conhecidos.

Numerosos estudos tém examinado o conceito de PC em relagao ao
tempo de tolerdncia, mas poucos examinaram as respostas fisioldgicas nesta
intensidade. O primeiro estudo a verificar essas respostas foi de Housh et al. °. Os
autores investigaram o VO,, a frenquéncia cardiaca e a resposta do lactato
plasmatico no limiar de fadiga (similar a PC), e estimaram o tempo que podia ser
tolerado nessa intensidade. Os resultados encontrados n&o suportaram a validade
do limiar de fadiga como uma intensidade que poderia ser mantida por longo periodo
de tempo sem que ocorresse fadiga, pois houve aumento dos indices avaliados e o
tempo de tolerancia no exercicio permaneceu entre 10 e 17 minutos.

Em 2002, Brickley et al. * recrutaram homens treinados que

realizaram testes preditivos para o calculo da PC individual, e em uma outra ocasiao,
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esses individuos realizaram um exercicio até a exaustdo na intensidade da PC,
todos realizados em cicloergbmetro. Foram analisados a frequéncia cardiaca, o VO
e a [la] durante todo o teste. Todas as variaveis aumentaram com o passar do tempo
sem sinais de estado estavel, e o tempo de permanéncia no exercicio variou entre
20 e 40 minutos.

Com isso, os autores refutaram a afirmacdo que a PC é uma

» 10 & corroboraram o

intensidade que pode ser mantida por “longo periodo de tempo
estudo de Jenkins e Quigley*® em que o exercicio na intensidade da PC pode
somente ser mantido por aproximadamente 30 minutos, em média.

Baron et al. ® também verificaram as respostas fisiologicas do
exercicio realizado até a exaustdo na intensidade da PC em ciclistas. Eles
encontraram que o tempo de tolerdncia nessa intensidade foi em média de 22
minutos, dentro da faixa reportada previamente *°.

O exercicio até a exaustdo na PC foi associado com mudancgas na
[la], na relagdo lactato/piruvato, concentracdo de amobnia, variaveis respiratorias,
entre outras; e dessa forma suporta a idéia de que a PC nao representa uma
intensidade de exercicio estavel.

Em 2006 Okudan et al. *" investigaram as relagdes entre a PC,
poténcia aerébia maxima e Lan, além de verificarem se o tempo de exercicio até a
exaustdo na intensidade da PC poderia se usado como um indice para
determinagao de endurance.

Os autores encontraram que a PC foi menor que a carga
correspondente ao VOymax, mas foi maior que a carga correspondente ao Lan.
Também encontraram que o tempo de exercicio nessa intensidade foi em média 21
minutos e nao foi correlacionado tanto com o VO,nax, quanto com o Lan. Os autores
concluiram que a partir dessa falta de correlagcao entre esses parametros, a CP nao
pode ser usada como um indice para determinagao da performance.

A partir desses estudos, uma definicdo mais apropriada para a PC
seria “a maior intensidade nao estavel que pode ser mantida por um periodo de
tempo que exceda 20 minutos, mas geralmente ndo mais que 40 minutos”, assim
como ja foi observado por Brickley et al. %

Como ainda ndo ha um consenso sobre as variaveis fisioldgicas que
determinam o tempo de exercicio na intensidade da PC, outras variaveis, como, por

exemplo, variaveis morfofisiolégicas que sejam capazes de predizé-la, tornam-se
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importantes para o melhor entendimento de seu significado.

2.4 INDICADORES DE CAPACIDADE AEROBIA

As estruturas dos humanos e animais sdo desenhadas de forma a
serem econdmicas, ou seja, devem ser ajustadas a sua demanda funcional. Isso
sugere uma relagdo “custo-beneficio” em que quanto maior o 6rgado, maior sera o
‘custo” em termos de construg¢éo e manutencao organica.

Basicamente, nenhuma estrutura extra € formada e/ou mantida a
menos que seja requerida para satisfazer as necessidades funcionais do
organismo39. Essa relagao foi vista, primeiramente, em estudo sobre a relacido entre
estrutura e fungcdo do sistema respiratério dos mamiferos, e tem sido estabelecido
como uma hipétese de desenho econdmico desde entdo “°. Esse desenho 6timo
significa um ajuste fino entre estrutura e funcdo. Como resultado, uma caracteristica
estrutural torna-se um fator que passa a determinar, juntamente com outras, o
desempenho funcional. Para se testar essa hipotese, a relagdo com o VOzmax tem
sido usada em todos os modelos de variagdo (comparagédo intra-e interespécies de
diferentes tamanhos e desempenhos).

Tem sido demonstrado que as caracteristicas morfométricas estao
relacionadas com a poténcia aerdbia *'.

O musculo esquelético representa cerca de 50% de toda a massa
corporal na maioria dos mamiferos, dependendo do seu tamanho. Durante o
repouso, a musculatura é responsavel por somente uma fragdo do gasto energético,
ja durante o exercicio, cerca de 90% do oxigénio e do fluxo sanguineo sao
redistribuidos para os membros ativos *****. A entrega de oxigénio para os
musculos deve ocorrer de maneira especifica ao tipo de fibra, volume de
mitocondria, densidade capilar e concentragcdo de enzimas oxidativas.

Poole e Mathieu-Costello #°

observaram que ratos treinados em
corrida apresentaram maior relagdo de capilares por fibra muscular nos musculos
so6leo e plantar que os ratos sedentarios. Verificaram também que a relagdo de
capilares por fibra e o volume mitocondrial foram significantemente correlacionados

para ambos os musculos, suportando a hipétese que o leito capilar dos musculos é
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desenhado primeiramente para atender ao requerimento de oxigénio da fibra. O
treinamento também aumentou a atividade da enzima citrato sintase (CS).

Hoppeler*®® analisou 0 VO.msx durante a corrida e estimou o volume
mitocondrial da musculatura esquelética de oito espécies de mamiferos (alcangando
em tamanho desde o rato até o cavalo), e mostrou que a mitocéndria consumia 4,56
+ 0,61 ml O, min™".mlI"" de volume mitocondrial, e a fracao da fibra muscular ocupada
pela mitocéndria foi usada para descrever sua capacidade oxidativa. Com isso o
autor pbéde concluir que a capacidade oxidativa do musculo € linearmente
dependente do volume absoluto de mitocéndrias que contém.

A capacidade de entrega de oxigénio para as células pode ser
modificada tanto pelo aumento da densidade capilar quanto pela alteracdo da
composicdo sanguinea (concentragdo de hemoglobina). Conley et al. *’ e Kayar et
al. *® compararam espécies “atléticas” com “nao-atléticas” cujo VOomsx diferia em até
2,5 vezes. Foi encontrado que o volume dos capilares era maior em espécies
atléticas, assim como também foi verificado que elas possuiam hematocrito 1,8
vezes maior que as espeécies nao atléticas.

41

Em estudo de revisdo, Weibel et al. concluiram que as

mitocondrias e os capilares sanguineos juntos determinavam a capacidade aerdbia

do musculo entre varias espécies de mamiferos. Ja Rivero et al. *°

verificaram que o
fator que determina o sucesso na corrida em cavalos € a composicdo e o tamanho
das fibras musculares.

Howlett et al. *° tentaram explicar as diferencas instrinsecas na
capacidade de endurance na corrida em ratos selecionados para baixa e alta
capacidade de corrida ao longo de sete geragdes. Dentre varias diferengas, os
autores identificaram que a concentragdo de algumas enzimas, como a CS e [3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase, eram 40% maiores nos animais selecionados para
alta capacidade de endurance, enquanto que fosfofrutoquinase foi significantemente
maior nos animais com baixa capacidade para corrida. J& a concentragdo de
hexoquinase (HK) foi a mesma para ambos os grupos. Segundo os autores, essa
maior concentracdo de enzimas oxidativas nos animais com alta capacidade de
corrida, proporcionou uma maior capacidade para utilizar oxigénio.

Em contraste, Fueger et al. *’

verificaram se a capacidade de realizar
exercicio era dependente da atividade da HK Il. A partir de manupulagao genética,

os autores desenvolveram camundongos que expressavam 50% menos de HK I,
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outros que expressavam 3 vezes a mais que o normal, e testaram também animais
sem qualquer manipulagédo. Ao realizar o teste de endurance (corrida em esteira a
aproximadamente 75% do VOumsx), 0s autores verificaram que os animais que
possuiam maior expressado da HK Il apresentaram maior habilidade para sustentar o
exercicio de intensidade moderada do que os animais com menor atividade. Essa
maior atividade enzimatica, ou seja, a maior fosforilagdo da glicose a tornou mais
acessivel ao musculo, e foi um determinante critico para o desempenho.
Examinando os potenciais processos para o melhoramento das vias
metabdlicas, principalmente apds estimulos repetidos, foi observado que ocorriam
regulacdes especificas nos processos oxidativos do musculo esquelético. Schmitt et
al. °2 verificaram que no musculo tibial anterior de biatletas havia uma melhora nos
niveis de transcrigdo génica para fatores envolvidos com a mobilizagdo de gorduras
(lipase horménio sensivel, lipoproteina lipase), comparado com sujeitos sedentarios.
A combinagdo desses ajustes nos passos sequénciais da cascata de oxigénio nos
grupos musculares recrutados, é visto refletir um nivel de coordenacgao local, o qual
contribui para melhorias sistémicas no caminho do oxigénio com o treinamento de

endurance .
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3 JUSTIFICATIVA

A maioria dos estudos que verificam os indicadores de capacidade
aerobia tem seu foco no VO,max € na produgao de lactato, que sao indices validos,
porém necessitam de equipamentos especificos e de alto custo para sua
determinacdo. Dessa forma, o desenvolvimento de testes nao invasivos e de facil
aplicagao auxiliam na avaliagao e prescricao de exercicios.

O teste de PC tem sido muito usado nos ultimos anos, e varios
estudos vém buscando compreender o real significado fisiologico de seus indices
aerobio e anaerodbio. Testes realizados até exaustdo na intensidade do indice
aerobio obtido pelo modelo de PC foram realizados. Entretanto, as variaveis
fisioldgicas medidas durante os esforgos (VO,, [la], relagdo lactato/piruvato,
concentragdo de amonia, variaveis respiratérias, entre outras) ndo se mantiveram
em estado estavel, além dos sujeitos ndo suportarem longos periodos de tempo (em
média 30 minutos) como seria esperado.

Dessa forma, uma alternativa para entender o real significado
fisiologico dos indices aerobio e anaerdbio obtidos pelo modelo de PC, seria
estabelecer relagdes entre eles e variaveis morfofisiolégicas (como por exemplo, tipo
e tamanho de fibras, componentes sanguineos, atividade enzimatica, entre outros).
Em tese, indicadores da fungao aerdbia devem se relacionar a PC e ao tempo limite
nesta intensidade. Devido a dificuldade da estimativa das variaveis morfofisioldgicas
em seres humanos, seria mais adequada a aplicacdo do protocolo de pesquisa em
modelo animal, uma vez que ja foi demonstrado que o modelo PC pode ser aplicado

em ratos Wistar.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi verificar as possiveis relagcdes
entre fatores morfofisiolégicos e indicadores da Ccrit durante natagdo em ratos
Wistar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Verificar o tempo de tolerancia na intensidade de 100% da Ccrit
individual;
e Verificar se os indices morfofisiologicos tém alguma relagdo com o

desempenho e o tempo de tolerancia na natacao.
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5 METODOS

5.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar, com 60 dias
de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa,
que foram mantidos em gaiolas coletivas (cinco ratos por gaiola), a 25°C em uma
sala com iluminagéo das 6:00 as 18:00 h. Os animais foram alimentados com dieta
comercial para roedores e também receberam agua ad libitum durante todo o
experimento. Os procedimentos adotados nesta investigagado foram aprovados pelo
comité de ética da instituicdo (Protocolo: 023/2007 — adendo ao parecer 042/2007 —
Anexo A).

5.2 ADAPTACAO AO MEIO LIQUIDO

Todos os animais foram submetidos a adaptacdo ao meio liquido,
que foi realizado em tanque medindo 60 cm de profundidade, por um periodo de
duas semanas, sendo cinco dias.semana™’. A primeira semana de adaptacado foi
realizada sem colocagao de carga, sendo que a profundidade da agua e o tempo
foram aumentados progressivamente. Ja na segunda semana, os animais nadaram
com incrementos de 2% do pc e com o tempo sendo ainda progressivamente
aumentado, porém n&o ultrapassando os 10 minutos. A temperatura da agua foi
mantida a 31 + 1°C, tanto durante a adaptacdo quanto nos testes de determinacao
da carga critica (Ccrit) e durante o exercicio na intensidade equivalente a 100% da
Ccrit. A proposta da adaptagao teve por objetivo reduzir os efeitos do estresse do
animal ao contato com o meio liquido, sem promover alteragdes fisiologicas

relacionadas a treinamento.
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5.3 DETERMINAGAO DA CARGA CRITICA (CCRIT) E DA CAPACIDADE DE NADO ANAEROBIO
(CNA)

Inicialmente os animais foram submetidos a um protocolo composto
por quatro testes de natacdo em intensidades distintas, suportando cargas mantidas
continuamente, que foram distribuidas entre 7 a 13% do pc atadas ao dorso
(adaptado de Marangon et al. **). Os testes foram realizados em quatro dias
consecutivos, sendo uma carga por dia. Para cada carga houve o registro, em
segundos, do tempo individual de exaustdo (Tlim), caracterizado como a néao
manutencdo da atividade na agua (mais de 5 segundos abaixo da superficie) e
mudanga no padrao de nado dos animais. As cargas foram selecionadas para que o
tempo de duragao entre a carga mais leve e a mais intensa permanecesse entre 1 e
20 minutos. Como na avaliagdo em humanos, a Ccrit € a CNA foram determinadas a
partir da relagédo entre intensidade do exercicio (C- Carga) e Tlim por meio da fungao
hiperbdlica: Tlim = CNA / (C — Ccrit), em que a Ccrit € a assintota da hipérbole e a

CNA grau de curvatura da hipérbole  (figura 1).

Carga Critica
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Figura 1 — Representacao grafica do calculo da Ccrit.
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5.4 INTENSIDADE DO EXERCICIO

ApoOs realizar o teste de Ccrit, os animais foram colocados para
nadar na intensidade equivalente a 100% da Ccrit individual até a exaustado. Vinte e

quatro horas apoés esse exercicio, os animais foram eutanasiados.

5.5 COLETA DO MATERIAL

Para coleta do material, os animais foram sacrificados por meio de
anestesia com pentobarbital sédico (Hypinol® 3%, 4 mg/100g pc, intravenosa), e em
seguida se realizou laparotomia mediana para a coleta de sangue (3 ml) da veia

cava inferior e remocgao de tecidos.

5.6 CONTAGEM DE HEMACIAS NO SANGUE

O sangue foi coletado da veia cava inferior do animal e colocado em
tubos de vidro contendo EDTA 10% para evitar a coagulagdo. A contagem das
hemacias foi realizada em camaras de Neubauer, a partir de amostras de sangue
diluidas na proporgéao de 1:20 em liquido de Hayem. Para diluicdo, foram utilizadas
pipetas conta glébulos de Thomas. As células foram contadas em microscopio optico

usando-se objetiva de 40x.

5.7 HEMATOCRITO

O hematécrito foi analisado a partir do sangue coletado e estocado,
pela técnica do microhematdcrito. O sangue foi colocado em tubos capilares nao

heparinizados com uma das extremidades seladas. Apos cinco minutos na
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centrifuga, os capilares foram retirados e a leitura foi feita através da escala propria.

5.8 ANALISES HISTOENZIMOLOGICA E MORFOLOGICA

O musculo séleo direito foi congelado em nitrogénio liquido e
estocado em freezer a — 80°C para posterior homogeneizagédo e preparagao
histoenzimoldgica, e os musculos soéleo e gastrocnémio esquerdos foram estocados

em formol até a preparacao histologica.

5.9 PREPARO DOS CORTES HISTOLOGICOS

Amostras dos musculos so6leo e gastrocnémio esquerdos de cada
animal foram coletadas, abertas, lavadas em solucdo salina, fixadas em bouin,
desidratadas em série de concentragdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol
e incluidas em parafina, para realizacdo de cortes de 7 um posteriormente corados
com Hematoxilina e Eosina (H.E.).

A partir dos cortes corados com H.E., foram evidenciados aspectos
morfolégicos gerais dos tecidos estudados. A partir dos cortes com H.E., foi feita
também a contagem do numero de capilares em relagdo aos de fibras, somente no
musculo séleo, obtendo-se assim um coeficiente referido como relagcéo capilar por
fibra (C/F) (figura 2).
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Figura 2 — Demonstragédo dos capilares encontrados entre as fibras do musculo séleo. a —
capilar com hemacia em seu interior, b — capilar sem hemacia em seu interior.

5.10 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para se averiguar o trofismo das fibras musculares, foram utilizados
os cortes corados pela técnica H.E. descrita acima. Foram capturadas imagens das
laminas confeccionadas, e analisadas através do software Image-Pro® Plus, version
4.5.0.29 for Windows. Para cada lamina, foram fotografadas 4 imagens diferentes,
para a realizacdo da mensuracao das areas musculares, identificadas pelo software.

Para cada lamina, referente a um Unico musculo, buscou-se
identificar 100 fibras musculares (25 fibras por imagem), as quais foram
selecionadas manualmente, com o auxilio do mouse para mensuragcdo das
respectivas dreas *>. Os dados numéricos foram transferidos para o software
Microsoft® Excel — 2002.
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5.11 SOBRE AS IMAGENS OBTIDAS

Para a captura das imagens das fibras musculares foram utilizadas
lentes para um aumento de 330 vezes (microscépio Optico). Além disso, buscou-se
evitar que a mesma area fosse fotografada duas vezes.

Realizou-se a calibragdo do programa para compilagdo dos dados
(medidas em micrometros) e prontamente iniciou-se a mensuragdo das fibras
visualizadas integralmente. Todas as laminas confeccionadas proporcionaram uma
eficiente definicdo das células musculares e nao houve dificuldade para
diferenciagao destas, como pode ser observado na figura 2. Além disso, o programa
oferece uma tabela onde todos os dados foram armazenados e posteriormente
transferidos para o programa Excel, constando a area de cada fibra muscular

identificada, como exemplificado na figura 3.

(= T T
TR

Figura 3 — Demonstragcao da analise das imagens para o calculo da area da fibra do
musculo séleo e do musculo gastrocnémio, H.E. 330x.
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5.12 PREPARO HISTOENZIMOLOGICO DAS FIBRAS MUSCULARES

Para o estudo das fibras musculares, o séleo direito do animal foi
retirado e entdo coberto com talco para a preservacao do tecido, de acordo com
técnica de Moline e Glenner™ e congelado em nitrogénio liquido. Os musculos foram
mantidos a — 80°C até preparagao histoenzimoldgica.

Durante a preparagdo, o musculo foi mantido em criostato (LEICA
CM — 1850 — Alemanha) a temperatura de — 21°C. Os blocos de tecidos musculares
foram fixados em suportes metalicos do criostato através de pequenas quantidades
de adesivo (OCT — Tissue Tek Compound), e posteriormente foram realizados cortes
transversais com 7 ym de espessura.

ApoOs o preparo das laminas, elas foram coradas pelo método da
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo — Tetrazolium Reductase (NADH-TR), conforme
técnica de Pearse® modificada por Dubowitz e Brooke®®, em que foi analisado o

metabolismo oxidativo e glicolitico (figura 4).

Figura 4 — Imagem demonstrativa de lamina corada para a técnica de NADH-TR.

® -fibra oxidativa, M - fibra glicolitica.

Como a classificacdo das fibras com intensidade de coloragao

intermediaria de NADH-TR ¢é arbitraria®”°®, as fibras foram classificadas somente
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como oxidativas e glicoliticas.

Os procedimentos necessarios para a coloracdo das laminas por
este método e pelo método do H.E. estdo descritos no anexo (B e C).

5.13 ESTUDO ESTEREOLOGICO

A quantificacdo da densidade do volume (Vv) de fibras oxidativas e
glicoliticas do musculo séleo foi realizada atraves de objetiva de 10x e sistema de
video-microscopio, composto por microscopio acolpado a um sistema de imagem e
monitor. Para cada animal, foram estudados 5 cortes histolégicos (corados com
NADH- TR) em um campo microscopico aleatoério. Foram capturadas 15 imagens de
cada musculo, sempre com o cuidado de nao fotografar duas vezes a mesma area.

A contagem de pontos foi realizada através do sistema-teste de cicldides®*®° (figura
5).
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Figura 5 — Sistema-teste de cicléides.
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Vv foi calculada a partir da férmula:

Vv=_Pp%
Pt

onde: Pp é o numero de pontos que tocam a estrutura em estudo (fibras
musculares);

Pt é o numero total de pontos do sistema-teste (igual a 16)
multiplicado pelo numero de campos (15 campos).

As proporcoes dos tipos de fibra estdo apresentadas em porcao

numeérica (o numero especifico do tipo de fibra/namero total de fibras contadas).

5.14 ANALISE DA CITRATO SINTASE

Para determinar a atividade maxima da CS, o musculo séleo foi
homogenado por 20 s em gelo, usando um homogenizador de tecidos (Ultra-Turrax
T8, lka-Werke, Staufen, Alemanha) na solu¢ao de extragao especifica.

O tampéo de extragcédo continha 0,5 mM de Tris-HCL e 1,0 mM de
EDTA, pH 7,4, e o tampao da substancia analisada continha Tris/aminometano (100
mM), DTNB (0,2 mM), acetil-CoA (0,1 mM), e Triton X-100 (0,1% Vv), pH 8,1. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 10 ul do extrato do tecido e 50 ul do acido
oxaloacético (concentracdo final de 10 mM). A absorbancia a 412 nm (25°C) foi
espectrofotometricamente medida durante 5 min como ja descrito anteriormente®’. A

atividade da enzima foi expressa com base de mg de proteina.

5.15 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-
Wilk. Para verificar as relagdes entre as variaveis histolégicas e morfoldégicas com os

parametros do modelo de Ccrit e 0 tempo até a exaustao, foi aplicado o coeficiente
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de correlagao de Pearson quando os dados foram paramétricos, e o coeficiente de
correlagcdo de Spearman quando os dados foram nao-paramétricos. A significancia
foi fixada em P < 0,05. O software utilizado foi o SPSS 13.0 for Windows.
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6 RESULTADOS

Para todos os animais, os testes preditivos para a determinacdo da
Ccrit resultaram em exaustao entre 2 e 20 minutos. O modelo hiperbdlico usado para
a determinagao da Ccrit obteve excelente ajuste dos dados (R? = 0,98 + 0,02).

Os animais apresentaram valores de Ccrit que variaram entre 3,7 e
7,1 % pc. Ja os tempos de tolerdncia variaram entre 350 e 2853 s. Os valores
minimo, maximo e médio, assim como o coeficiente de variagdo entre os animais

estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Dados descritivos dos valores de Ccrit e de tempo de tolerancia (n = 20).

Valor minimo Valor maximo  Média (DP) CV (%)
Cerit (%epc) 3.7 7.1 4.3 (14) 31
Tempao (s) 350 2853 1328 (670) 50

DF — desvic-padrae, CV — coeficiente de variagao

A Ccrit e o tempo até a exaustdo dos animais apresentaram

correlagao negativa (r = - 0,724; P = 0,000) (figura 6).
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Figura 6 — Correlagdo de Spearman entre a Ccrit e o tempo de tolerancia (P = 0,000).

Também foi encontrada correlagao entre o tempo de tolerancia e a
CNA, que representa as reservas anaerébias do organismo (r = 0,699; P = 0,001)
(figura 7). Houve correlacdo negativa entre Ccrit e a CNA (r = - 0,847; P = 0,000),
indicando que quanto menor a capacidade aerdbia do animal, maior sua reserva

anaerdbia (figura 8).
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Figura 7 — Correlagdo de Spearman entre o tempo de tolerancia e a CNA (P = 0,001).
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Figura 8 — Correlagdo de Spearman entre a Ccrit e a CNA (P = 0,000).

As figuras 9 e 10 apresentam as correlagbes significantes entre a
porcentagem de fibras oxidativas e glicoliticas com a Ccrit, sendo a ultima negativa (r
=0,473; P=0,035er=-0,473 ; P = 0,035, respectivamente). A atividade da CS
nao apresentou correlagdo com a Ccrit e também com o tempo até a exaustéo (r =
0,279; P =0,234 er =-0,255; P = 0,278, respectivamente).
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Figura 9 — Correlagdo de Spearman entre a Ccrit e a porcentagem de fibras oxidativas (P =
0,035).
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Figura 10 — Correlagao de Spearman entre a Ccrit e a porcentagem de fibras glicoliticas (P =
0,035).

As porcentagens de fibras também apresentaram correlagdes
significativas com o tempo de tolerancia. Mas em relagdo ao tempo, as fibras
oxidativas apresentaram correlagdo negativa, enquanto as fibras glicoliticas
apresentaram correlagao positiva (r = - 0,590; P = 0,006 e r = 0,590; P = 0,006,
respectivamente) (figuras 11 e 12).

3000+

27004 ° r=-059
0 R? =0,3484
= 24004 o
82'1[)0-

- e

T&n‘pﬂmtderﬁ
EREEE

Flbras oxicktivas (%)

Figura 11 — Correlagdo de Pearson entre o tempo de tolerancia e a porcentagem de fibras
oxidativas (P = 0,006)
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Figura 12 — Correlagdo de Pearson entre o tempo de tolerdncia e a porcentagem de fibras
glicoliticas (P = 0,006).

A CNA e a porcentagem de fibras glicoliticas correlacionaram-se

positivamente, porém a mesma nao foi significante (figura 13).
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Figura 13 — Correlacao de Pearson entre a CNA e o tempo de tolerancia (P = 0,075).

Em relacdo a hipertrofia muscular, a area das fibras do musculo

sb6leo apresentaram correlagdo significativa com o tempo de tolerancia, ja em
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relacdo a Ccrit ndo houve correlagédo. A area das fibras do musculo gastrocnémio
apresentaram correlagdo nao significante com o tempo de tolerancia e porém nao

apresentou correlagdo com a Ccrit (tabela 2).

Tabela 2 — Valores dos coeficientes de correlagdo das comparagdes entre
Ccrit, tempo de tolerancia, area média das fibras do musculo
séleo e area média das fibras do musculo gastrocnémio (um2).

L]
r

Ccrit x area do soleo” -0,275
Cecrit x area do gastrocnémio® -0,188
tempo X area do soleo® 0.569*
tempo x area do gastrocnémio® 0,434

—

" - coeficiente de correlacSo de Spearman, ® - coeficiente de correlagdo de Pearson.

* P=0,009.

O parametro C/F no musculo sdleo n&do apresentou correlagao tanto
com a Ccrit quanto com o tempo de tolerancia, porém o numero de hemacias foi
inversamente correlacionado com a Ccrit e diretamente correlacionado com o tempo
até a exasutao (tabela 3). O hematdcrito ndo apresentou correlagdo com ambas as

variaveis.

Tabela 3 — Coeficientes de correlacdo das comparacgdes entre Ccrit e tempo de
tolerancia com relagao C/F, hematdcrito (%) e numero de hemacias.

CIF Hematocrito Hemacias
Cerit (%) 0,170 -0.290 -0.691*
Tempo (s) 0,135 0,269 0,648*

I
*P<0,05.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo correlacionou os indices morfofisiolégicos com o
desempenho (Ccrit) e o tempo de tolerancia nessa intensidade durante a natacao
em ratos Wistar. Os principais achados deste estudo foram as correlagcbes
encontradas entre os proprios parametros (Ccrit versus CNA, Ccrit versus tempo de
tolerancia, CNA versus tempo de tolerancia). Esses resultados ndo corroboram os
pressupostos do modelo de carga critica para natagdo em ratos Wistar. Além disso,
também foram encontradas algumas correlagbes os indices morfofisiologicos e os
parametros da Ccrit.

Segundo um dos pressupostos do modelo de Ccrit, ndo deve haver
correlagao entre a Ccrit e o tempo de tolerancia, pois ela representa a intensidade
do Lan®, e como no presente estudo essa intensidade foi individualizada, a carga
interna imposta deveria ser a mesma para todos os animais; logo, esperava-se que
os tempos de tolerancia fossem dispersos de tal forma a ndo se observar relagao
entre a Ccrit e o tempo tolerado. A correlagao inversa encontrada entre a Ccrit € 0
tempo de tolerancia contesta esse pressuposto, sugerindo que alguns dos animais

se exercitaram em intensidade acima do Lan.

5,6,38 62,63

Varios estudos realizados em humanos e em animais ja
observaram que a intensidade da PC superestima a intensidade do Lan. Ao analisar
a correlagao entre a Ccrit e 0 tempo até a exaustdo, observa-se novamente que
essa intensidade superestimou a intensidade correspondente ao Lan para alguns
animais. Nossos resultados estdo de acordo com os encontrados por Poole et al.>%%*
em que o tempo até exaustao atingido em poténcias acima da PC foi inversamente
relacionado com a taxa metabdlica que foi excedida.

A Ccrit representa o maior limite para a estabilidade do VO, ®;
porém a partir dos resultados do presente estudo, especula-se que nessa
intensidade ndo houve um estado estavel, levando o VO2 ao maximo para alguns
animais, dai a correlagao inversa entre a Ccrit e 0 tempo de tolerancia. Esse fato
corrobora os estudos de Billat et al. ®° que encontraram correlagéo inversa entre a
poténcia (e velocidade) do VOzmax € 0 tempo de tolerancia em atletas de diferentes

[ 66,67

modalidades, assim como Fernandes et a verificaram em nadadores.

Outro resultado que ndo atendeu aos pressupostos do conceito de
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PC foi a correlacdo inversa e significante entre a Ccrit e a CNA. A CNA ¢
matematicamente definida como uma reserva energética intramuscular disponivel
previamente ao exercicio "' logo, ela deve ser independente da Ccrit. Da mesma
forma, o tempo de tolerancia na Ccrit ndo deve sofrer influéncia da CNA, ou seja,
deve ser independente da CNA ®, o que nao foi observado pelo presente estudo.
Houve correlagao positiva e significante entre a CNA e o tempo de tolerancia na
Ccrit. Dessa forma, a partir dos nossos resultados, ficou clara a dependéncia dos
parametros analisados com a CNA.

Varios pequisadores ja se propuseram comparar a PC com os

limiares metabdlicos &'’

e as respectivas respostas fisioldgicas nessa intensidade de
exercicio >, Os estudos nao ofereceram evidéncias suficientes para aceitar ou
rejeitar a PC como uma poténcia que pode ser mantida por longo periodo de tempo
ou como um indice de endurance. Portanto, a investigagdo de outros mecanismos
que podem estar envolvidos com a manutengao desse exercicio torna-se importante.
Isso mostra a importancia e originalidade do presente estudo.

A Ccrit apresentou correlagdo positiva e significante com a
porcentagem de fibras oxidativas dos animais, enquanto que a correlagdo com a
porcentagem de fibras glicoliticas foi negativa, o que indica que a Ccrit € um
parametro aerébio, e corrobora os trabalhos de Moritani et al. ', Gaesser e Wilson®,
Poole et al. *°, Hughson et al. ?° entre outros.

Apesar da correlagédo entre a porcentagem de fibras oxidativas e a
Ccrit, a atividade da CS nao apresentou a mesma relagcédo. Esse resultado nao era

esperado, uma vez que, segundo Howlett et al *°

, uma das caracteristicas que difere
0s animais com alta e baixa capacidade para a realizagao de exercicio, € a atividade
40% maior dessa enzima. Possivelmente, a baixa propor¢céo de fibras oxidativas,
como também a idade dos nossos animais, pode ter influenciado esse resultado.
Sakuma et al. ®® mostraram que a transformacéo das fibras tipo Il para as fibras tipo |
no musculo séleo de ratos ocorre ao longo do desenvolvimento do animal e difere
entre os segmentos proximal, medial e distal. A partir dessa diferenga no
desenvolvimento, sugere-se que as mitocoéndrias musculares presentes nesses
animais nao estavam totalmente desenvolvidas.

Ja em relacdo ao tempo de tolerancia, o resultado foi inverso. A
correlagcdo entre a porcentagem de fibras oxidativas e o tempo de tolerancia foi

negativa e significante, e entre a porcentagem de fibras glicoliticas foi positiva e
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significante, indicando que a intensidade de exercicio realizado no presente estudo
nao foi totalmente aerdbia. Uma correlagao de — 0,47 entre o tempo de tolerancia e a
proporcao de fibras tipo | do musculo séleo também foi encontrada por Totsuka et
al.”” em quatro linhagens diferentes de camundongos ao se exercitarem na esteira.
A diferenca entre o presente estudo e o de Totsuka et al. ° foi a forma de exercicio,
sendo um em cargas retangulares e outro protocolo incremental, respectivamente.
Mais uma vez, ha uma indicagao que a Ccrit superestimou a intensidade do Lan para
alguns animais, ao observar os resultados de Totsuka et al. ’°, pois ao aplicar um
exercicio incremental, eles encontraram a mesma correlacdo inversa entre o0s
parametros tempo de tolerancia e propor¢ao de fibras oxidativas.

Um dos resultados que podemos destacar foi a correlagdo direta
entre a CNA e a porcentagem de fibras glicoliticas. Essa correlagdo indica que os
animais com a maior porcentagem de fibras glicoliticas apresentaram maiores
valores de CNA. Apesar dessa correlagao ter sido fraca e nao significante, ela
acresenta robustez a idéia de que a CNA é um indicador anaeroébio, o que refor¢a os
dados dos estudos de Nebelsick-Gullett et al. /', Jenkins e Quigley "%, Miura et
al.”>™ que encontraram correlacdes entre indicadores anaerdbios e a CTA, porém,
muitas delas também n&o foram significantes.

Nao foram encontradas correlagdes entre a Ccrit e a area da fibra
muscular, tanto do mdusculo sb6leo quanto do musculo gastrocnémio. Nossos
resultados sd@o semelhantes aos de Maughan e Nimmo'®, realizados em humanos e

Garland et al. "®

, realizados em camundongos, que também nao encontraram
correlacao entre a area transversal das fibras da coxa e a forca realizada; e entre as
fibras do musculo gastrocnémio e a velocidade maxima de sprint, respectivamente.
Essa falta de correlacdo indica que outros fatores sdo responsaveis pela
determinacao da Cecrit.

Ja entre o tempo de toleréncia e as areas das fibras musculares
houve correlagao direta,, sendo a correlagdo com a area da fibra do musculo séleo,
significante. Isso indica que a demanda funcional pode ter influéncia no didmetro da
fibra, pois para se manter a forca por periodo prolongado de tempo, ha necessidade
de mais unidades motoras, como mostrado por Barnard et al. ”’. Esse resultado era
esperado, pois para a manutengdo de uma carga ao longo do tempo, é preciso que
haja grande numero de elementos contrateis. Assim como o presente estudo, Rivero

et al. * e Totsuka et al. ° também encontraram que cavalos e camundongos que
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suportaram maiores tempos na corrida foram os que apresentaram maiores areas
tranversais das fibras dos musculos.

Varios estudos indicam que a capacidade aerdébia de um musculo
deve estar relacionada com o suprimento capilar que ele comporta *>*”. No presente
estudo, tanto a Ccrit, que € um parametro aerdbio, quanto o tempo de tolerancia,
nao se correlacionaram com a relacdo C/F do musculo séleo, o que corrobora o
estudo de Maxwell et al. "® que ndo encontraram relacbes entre a capacidade
oxidativa do fluxo sanguineo e a capilaridade de todo o musculo. Esperavam-se
algumas correlagdes entre esses indices, pois, além da fungdo de entrega de
nutrientes para o metabolismo aerobio, os capilares também tém papel de remover
os produtos do metabolismo anaerdbio. Entretanto, esse resultado deve ser visto
com cautela, pois o uso de somente um indice para se verificar o fluxo sanguineo

ndo é fidedigno, como foi mostrado por Hudlika et al. ™

, 0 que pode ser uma
explicacdo para a falta de correlacdo encontrada no presente estudo. indices como
densidade capilar, tortuosidade do leito capilar e a area capilar também devem
avaliadas em estudos futuros.

Variaveis sanguineas tém sido reportadas por estarem diretamente
relacionadas com o consumo de oxigénio, portanto, esperava-se que os valores de
hematocrio se correlacionassem com a Ccrit e com o tempo de tolerancia. Porém, no
presente estudo, os valores de hematdcrito ndo apresentaram correlacdo com esses

parametros. Conley et al. *’ 48

e Kayar et al. verificaram que espécies atléticas
apresentaram hematécrito que diferia em até 1,8 vezes, porém, nos animais do
presente estudo essa diferenga n&o foi encontrada. Logo, o valor de hematdcrito nao
parece ser um dos determinantes do desempenho entre animais da mesma espécie.

A correlagao inversa e significante encontrada entre a Ccrit, e direta
e significante encontrada entre o tempo de tolerancia e o numero de hemacias nao
era esperada, ja que quanto melhor o metabolismo aerdbio do animal, maior deveria
ser o0 aporte de oxigénio, e néo o contrario. Porém, outros fatores também interferem
naconcentragdodas variaveis hematologicas, como porexemplo, o volume plasmatico.

Schumacher et al. %2

nao encontraram qualquer correlagdo entre
variaveis hematologicas, como a contagem de células vermelhas, € 0 VOgmax
estabelecido em atletas de varias modalidades, além de encontrar baixos niveis de
hemacias em atletas treinados em endurance. Logo, somente a contagem de

hemacias ndo parece ser um bom indice para a analise de parametros aerobios.
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente estudo pode-se concluir que o
modelo de Ccrit para natacdo em ratos deve ser usado com cautela, uma vez que
parece ndo estimar a intensidade do Lan. O tempo de tolerdncia na Ccrit
apresentou-se dentro da faixa ja reportada na literatura. Os indices morfofisiol6gicos
apresentaram correlagdes fracas a moderadas, indicando que nenhum deles pode
responder sozinho pelo desempenho na intensidade da Ccrit. Porém, eles
forneceram indicativos de que a Ccrit € um parametro aerdbio e a CNA um
parametro anaerobio; além de indicar que a intensidade do exercicio (representado

pelo tempo de toleréncia) ndo parece ser uma intensidade totalmente aerdbia.
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ANEXO A — Parecer do comité de ética.
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Parecer emitido apds reunido realizada em T /8 2007 Parecer n® 042/2007

Pasguisadar: Solange Marta Franzdi de Moroes Setor: [alad ]

Titulo: Protocolo n® 023/2007

Relagio ente fatores morfofisiolégicos e indicadores de desempenho derivados
do modelo de velocidade critica em ratos wistar
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do modelo de velocidade critica em ratos wistar
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| Entrada: 27812007 Inicia: 17872007 Término: INMz2izooT

| Situagdo do Projeto:  |Aprovado com Recomendacéo : : : o B |
| Relatério Final: Aguarda finalizacio do projeto

|Consideractes a Parecer:

|ADENDO AD PARECER 042/2007

| A0 analisar a proposicio de acréscimo de metodaologia ao Projeto de pesquisa "Relacao entre
|fatores morfoldgicos e indicadores de desempenho derivados do modelo de velocidade critica
|@m ratos wistar”, protocolo 023/2007, constala-se que as proposigdes sdo aceitdveis, exceto a
lvia de administracio do anestésico que de acordo com a Resolugio 876/2008 = CFMV, deve ser
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acréscimos de metodologia, desde que respeitadas as restrigdes em relagao a via de
administragdo do anestésico.
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projeto ou em ambes, & houver recomendacio de uma revisio especifica, ou solicitagio de modificagio ou informacac
relevania, que devera ser alendida em alé 80 dias, apbs o recebimaento da comunicagho, pelo coordenador do projalo;

lil = arguivado, gquande o prolocolo permanecer pendente, ranscomidos 30 dias, apds o prazo previsto no Inciso il do
recabimento da comunicagan;

IV - néo aprovedo
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ANEXO B — Hematoxilina e Eosina

Colocar as laminas prontas na estufa até derreter a parafina
15 minuto em xilol — desparafinar

20 minutos em xilol || — desparafinar

2 minutos em alcool 100% |

2 minutos em alcool 100% Il

2 minutos em alcool 90% Alcool 80% (até ficar branco)

1 minuto em super cola

deixar secar

2 minutos em alcool 10%

2 minutos em agua destilada

40 segundos em Hematoxilina lavar 4x
10 minutos na agua

20 segundos em Eosina lavar 1x
Passar em alcool 90%

5 segundos em alcool 100% |

5 segundos em alcool 100% Il

passar em Xxilol-alcool

5 minutos em xilol I

Xilol —emblocar até montar as laminas

Montar as laminas com Permont
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Anexo C — NADH -TR (Nicotinamida Adenina Dinucleotidio — Tetrazolium

Recuctase)

1 — Incubagéao dos cortes durante 30 minutos a 37°C, no seguinte meio:

NADH-Diaforase 8,0 mg
Nitro-Blue_Tetrazolium (NBT) 10,0 mg
Tampao Tris 0,2M pH 7,4 10,0 ml

2 — Lavagem dos cortes em agua destilada
3 — Fixag&o durante 5 minutos em formol a 5% tamponado (pH 7,0)
4 — Lavagem em agua destilada

5 — Desidratacéao, diafanizagdo e montagem com Permount



