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Efecto del Entrenamiento Fisico en Alteraciones Inducidas por el
Envejecimiento en el Musculo Papilar de la Rata
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Resumo
Fundamento: Los efectos del envejecimiento en el misculo papilar han sido demostrados de modo amplio, pero no hay
datos disponibles sobre los efectos del ejercicio en las alteraciones relacionadas a la edad.

Objetivo: Analizar los efectos del envejecimiento en las propiedades morfolégicas y cuantitativas del misculo papilar e
investigar si un programa continuo de ejercicios moderados puede ejercer un efecto protector contra las consecuencias
del envejecimiento.

Métodos: Se utilizé6 microscopia electrénica para estudiar la densidad de los miocitos, capilares y tejido conectivo, asi
como el area transversal de los miocitos del misculo papilar en el ventriculo izquierdo de ratas Wistar de 6 y 13 meses,
no entrenadas y sometidas a ejercicios.

Resultados: Como se esperaba, la densidad de volumen de los miocitos disminuye significantemente (p<0,05) con
el avance de la edad. La densidad de longitud de los capilares también disminuye con la edad, pero no de forma
significante. La fraccién de volumen intersticial del tejido del misculo capilar aumenta significantemente con el avance
de la edad (P<0,05). El niimero de perfiles de miocitos mostr6 una reduccién del 20%, seguida de su hipertrofia en
el envejecimiento (P<0,05). Sometidos a una sesién diaria de 60 minutos, 5 dias/semana a 1,8 km.h-1 de corrida
moderada en estera ergométrica durante 28 semanas, los animales mostraron una reversion de todos los efectos del
envejecimiento observados en el misculo papilar.

Conclusion: El presente estudio apoya el concepto de que entrenamiento fisico de largo plazo impide los cambios
letales en el misculo capilar relacionados a la edad. (Arq Bras Cardiol 2009;92(5):373-377)
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sobre los cambios provocados por la edad en el misculo
papilar. De esa forma, en el presente estudio, investigamos
los efectos del envejecimiento en la morfologia y densidad
referentes a los miocitos, los capilares y el tejido conjuntivo,
asi como el area transversal de los miocitos del musculo papilar
del ventriculo izquierdo (VI). Analizamos también la hipétesis
de que un programa de ejercicios moderados de largo plazo
podria ejercer una funcién protectora contra los efectos letales
del envejecimiento.

Introduccion

Los musculos papilares forman parte integral de los
ventriculos y ejercen un rol importante en su geometria y
funcion sistélica'™. Estudios anteriores sobre variaciones en
sus caracteristicas de acuerdo con la edad'** demostraron
que la densidad de los miocitos, del tejido conectivo y los
capilares, asi como el area transversal de dichos miocitos
y las caracteristicas fisicas y bioquimicas del musculo
papilar dependen de la edad®". Los efectos mas evidentes
relacionados a éste factor en el misculo papilar son: la pérdida

4 i Vo 10 i .
de células musculares y un aumento del tejido conectivo®'°. Material y métodos

Por otro lado, ya se demostr6 que el ejercicio aerébico altera  pimales y procedimientos

algunos de los cambios relacionados a la edad en la pared del
miocardio ventricular izquierdo de ratas'"’. Sin embargo, no
se dispone de datos acerca del efecto del ejercicio habitual

Se mantuvieron 15 ratas machos Wistar de 6 meses de
edad, con peso de aproximadamente 420 g cada, en grupos
de 5, dentro de una sala con luz y temperatura controladas,
con racién ad libitum. Se dividieron los animales de modo
aleatorio en tres grupos: joven control (JC), ejercicio (E) y no
entrenado (N). El grupo E corri6 en una cinta ergométrica,
cinco dias por semana. La intensidad del programa aumenté
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progresivamente hasta la 42 semana, cuando las ratas
empezaron a correr por 1 hora diaria a 1,8 km.h™'. Ese nivel
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se mantuvo durante el restante del periodo experimental. El
periodo de entrenamiento total fue de 28 semanas.

Se puede considerar como moderado el tipo de ejercicio
utilizado en ese experimento. Se pusieron las ratas del
grupo N sobre la cinta ergométrica parada por 10 minutos,
diariamente, para que el manejo de los animales resultara
equivalente. El Comité de Etica de nuestra Universidad aprob
el manejo de los animales, de acuerdo con el Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory
Animal Resources, National Academy of Sciences, Washington,
D. C., 1996) asi como los Principios Eticos en Experimentos
Animales del Colegio Brasilefio de Experimentos Animales
(COBEA).

Preparacion de las muestras de tejido

Al final del experimento, se anestesiaron los animales de
los grupos Ny E con 13 meses de edad (considerados con
edad mediana*'®) con pentobarbital sédico (3 mg/100 g de
peso corporal, via intraperitoneal) y, enseguida, sacrificados.
Se sacrificé el grupo adicional de 5 animales (grupo joven
control, JC) a los 6 meses de edad. Se pararon los corazones
en la didstole. Se realizo la perfusion del miocardio a través de
la aorta a una presién constante de 80 mmHg, por medio de
0,1 M de tamp6n cacodilato (3 minutos), seguido de solucion
de glutaraldehido 2,5 % diluida en tampén cacodilato.

Se heparinizaron a los animales antes de la fijacién para
optimizar la perfusion-fijacion. Se retir el corazén; enseguida
se abri6 el VI y disecé el muisculo papilar. Se corté cada
musculo papilar en tajadas de aproximadamente 3 mm
de ancho y 5 mm de longitud. Se postfijaron esas tajadas
de tejido en tetréxido de osmio, en tampodn cacodilato de
sodio, por 1 hora. Se deshidraté el tejido en graduaciones
de alcohol, embebido en resina Epon y seccionado, de
modo que las células musculares de mitad de los bloques
se cortaron transversalmente, mientras que la otra mitad se
seccion6 longitudinalmente. Se colorearon cortes finos con
acetato de uranila’ y citrato de plomo?, para estudio con
microscopfa electrénica de transmisién. Se utilizaron las
secciones longitudinales para evaluar el estado de fijacién
del miocardio con base en la medicion de la longitud del
sarcomero en los 3 grupos.

Estereologia

Para efectuar el andlisis cuantitativo, se utilizaron dos
bloques elegidos al azar de cada musculo papilar, cuyos
midcitos se cortaron en transversal. Se pusieron las secciones
ultrafinas sobre una parrilla de cobre; se seccionaron
10 campos por bloque, también elegidos al azar, para
micrograffas, producidas con un microscopio electrénico
de transmisién Jeol. Se utilizaron micrografias electrénicas
de baja potencia (x600) para el andlisis cuantitativo de la
composicién de tejido del misculo papilar del VI. Se analizé
cada micrografia electronica con auxilio de un software
procesador de imagenes digitales para el drea biomédica
(Axio Vision, Zeiss). Se analizé un total de 300 micrografias
electrénicas. Se utilizé un sistema test con 72 puntos de
muestra en la pantalla del monitor y se lo calibré.

Se analizé el miocardio teniendo en cuenta los miocitos
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(mi) y el intersticio cardiaco (tejido conectivo [tc]). Se estimé
la densidad de volumen para los miocitos (Vv[mi]) y el tejido
conectivo (Vvitc]): (V [estructura]: = P [estructural/P,) (P
es el nimero de puntos que inciden sobre la estructura; P,
es el nimero total de puntos-test). Se estimé la densidad
de longitud de los capilares miocardicos, C [cal: = 2Q,
mm/mm?, asi como el valor de Q, —la densidad numérica
por drea de unidad- para miocitos (Q, [mil). Se valoré la
densidad numérica de los perfiles celulares o capilares en
una determinada érea a través de la siguiente férmula: Q, _
> perfiles/ determinada area.

p

También se determiné el édrea transversal media de los
miocitos (Area[mi]) en cada animal y para cada grupo. Los
resultados se presentan en promedio + EPM computados a
partir del promedio de medidas obtenidas de cada animal.

Analisis estadistico

Al evaluar la significancia estadistica a través de ANOVA
y la prueba de Bonferroni; se consideraron significantes los
valores de P menores que 0,05.

Resultados
Efectos del ejercicio

La Figura 1 muestra la apariencia ultramicroscopica de
secciones transversales del musculo papilar del VI en el
presente grupo de ratas. Si se comparan las ratas del grupo
Ny JC, el andlisis con microscopia electrénica de secciones
ultrafinas revel6 la presencia de dreas focales escasas de
fibrosis —tanto la intersticial como la de sustitucion— a través
del miocardio del musculo papilar del primer grupo, de ratas
alos 13 meses de edad (Fig. 1C, D), con relacion al segundo,
compuesto por ratas JC (Fig. 1A, B). En las ratas del grupo
E, el programa de corrida continua en cinta ergométrica,
utilizado en ese estudio, redujo la fibrosis intersticial en el
musculo papilar entrenado envejecido (Fig. 1 E, F). La longitud
del sarcomero de todas las secciones de tejido era similar
(aproximadamente 2.1 um) (Fig. 2), lo que permiti6, por
tanto, su comparacién. Diferentes longitudes de sarcémero
no permitiria la comparacién, ya que afectarfa los didmetros
celulares y, consecuentemente, los volimenes celulares y la
densidad de volumen.

En la Tabla 1 estan detalladas las caracteristicas generales
de los tres grupos de ratas y sus respectivas VI. El peso corporal
de los grupos E y N al inicio del entrenamiento (a los 6 meses
de edad) fue 4218 gy 427 = 9 g, respectivamente (NS).
Al final de programa de corrida, el peso corporal de las ratas
adultas mayores del grupo E (con 13 meses de edad en esta
época) era significantemente mas bajo (461=10g) que el de
ratas semejantes (también con 13 meses de edad) del grupo
N (509+11g) (P<0,05). El peso del VI aumenté el 19,5% en
el grupo E (P<0,05). La relacién peso del VI/ peso corporal
resulté significantemente mayor (P<0.05) en los animales
adultos mayores del grupo E, si comparados al grupo N.

Ya la Tabla 2 detalla los cambios cuantitativos en
el miocardio del musculo papilar, provocados por el
envejecimiento, y los efectos del ejercicio. La densidad de
volumen de los miocitos en el miocardio envejecido fue
el 11% mas baja que la densidad medida en el grupo JC
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(P<0,05). Como también muestra la Tabla 2, las alteraciones
en direccién opuesta a aquellas vistas en el compartimiento
miocito ocurrieron en la fraccion de volumen intersticial del
tejido. Ese constituyente cuantitativo resultaba mas alto en el
miocardio envejecido del grupo N, cuando comparado con
el grupoJC (P<0,05). La densidad de longitud de los capilares
miocdrdicos era levemente menor en las ratas adultas mayores
del grupo N, en comparacion con el JC (NS). El conteo de
los perfiles de miocitos por milimetro cuadrado mostré una
reduccion del 20% en el nimero de miocitos de las ratas del
grupo N, con su envejecimiento (P<0,05). Las ratas adultas
mayores del grupo N presentaban hipertrofia de los miocitos.
Si se comparan éstos a los del grupo JC (P<0,05), se percibe
que hubo un aumento del 50% del drea [mi]. Sin embargo,
no se verificaron esos cambios relacionados a la edad en ratas
adultas mayores condicionadas por el entrenamiento fisico
crénico (Tabla 2).

9 85 micron

Figura 1- Cortes ultrafinos de bloques de tejido de musculo papilar, embebidos en
Epon, de ratas de los grupos JC (painelesAy B), N (paineles C y D) y E (paineles E
y F). Observe la fibrosis intersticial y de sustitucion (flechas) en el grupo N (paineles
Cy D), algo que no se observo en otros grupos (grupo JC, paineles Ay By grupo
E, paineles E y F). Flechas: capilares; m: miocitos. Se delinean fécilmente los
perfiles de los capilares y los limites celulares musculares se pueden diferenciar
con seguridad. Barra: 9.85 um.

Tabla 1~ Peso corporal y del corazon en tres grupos de ratas
estudiados

Parametro /Grupos JC N E

n 5 5 5

Edad, meses 6 13 13

Peso corporal, inicial, g 421+9 427 +9 421+8
Peso corporal, terminal, g - 509+11 461+10°
Vi, g 0,912+ 8 0,920+32 1,100+46°
Peso VI /peso corporal, x10° 2,1£0,05 1,8+0,07 2,3+0,15%

Grupos: JC - joven control; N — no entrenado; E - Ejercicio; Los valores
estan expresados en promedios£EPM; n - nimero de ratas; VI - ventriculo
izquierdo; @ P<0,05 vs. U; ® P<0,05 vs. JC y N.

Tabla 2 — Parametros estereoldgicos (Promedio *EPM)

Parametro /Grupos JC N E

WW[mi] (%) 83+4° 7415 80+6°
Wtc] (%) 8442 1445 12412
Lvica] (102 mm/mm?) 179 1618 20+2°
QA[mi] /mm? 5412 41 5+12
Area [mi] (um?) 180742 270483 210460°

Grupos: JC - joven control; N - no entrenado; E - Ejercicio; V'V - Densidad
de Volumen; Lv - densidad de longitud; QA - densidad numérica por area
de unidad; mi - miocitos; tc - tejido conectivo ; Ca - capilares. @ P<0,05 vs.
N,bvs. JCeNycVS.JC.

El ejercicio fisico aumentd significantemente o Vv[mi] en
las ratas adultas mayores, y resulté también en la disminucion
de la fibrosis miocdrdica: Vvltc] fue mas del 25% menor en
los animales sometidos al entrenamiento fisico (Tabla 2). Sin
embargo, se mantuvo el incremento del Area[mil producido
por el envejecimiento. No hubo diferencia entre los grupos
Ny E en lo que respecta al Arealmil. El ejercicio fisico
aparentemente también mejoro la vascularizacién miocardica
en el grupo de animales E; el L [ca] fue mayor en ratas adultas
mayores del grupo E que en ratas del grupo N (P<0,05).

Discusion

El disefo de los cambios en la estructura y funcién del
corazon en virtud del envejecimiento —asi como de los factores
que pueden contribuir para revertir dichos cambios— se
vuelve cada vez mds importante, si se considera que mas del
50% de la mortalidad y gran parte de las hospitalizaciones
de adultos mayores son consecuencia de enfermedades
cardiovasculares?'. Por tanto, resulta fundamental el
aislamiento e identificacién de los efectos de envejecimiento,
con la finalidad de distinguirlos de aquellos relacionados a
alteraciones patoldgicas.

Hay una creencia general de que, a medida que envejece,
el corazén sufre un determinado grado de hipertrofia®'72'. Sin
embargo, basado en los resultados corrientes, el peso del VI
no aumenté de manera consistente con la edad, estandar que
se observa no sélo en los resultados presentes, sino también
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Figura 2 - Cortes ultrafinos de bloques de tejido de misculo papilar, embebidos en Epon, de ratas pertenecientes a los grupos JC (paineles A), N (paineles B) y E
(paineles C). Observe que las fibras musculares muestran sarcomeros con la misma longitud, aproximadamente, en los tres grupos. Barra: 1 um.

en los estudios de otros autores”?223,

Este estudio verificé que alteraciones morfocuantitativas
acompanaron el envejecimiento del misculo papilar del
ventriculo izquierdo (VI), gran parte de las cuales atenuadas
por el ejercicio fisico. Los resultados cuantitativos demuestran
la ocurrencia de una pérdida significativa de miocitos con el
avance del proceso envejecimiento en el musculo papilar
del VI en las ratas del gurpo N. En este grupo se observé una
reduccién del 20% en la densidad numérica de los miocitos.
Esos resultados son similares a los hallazgos obtenidos por
otros autores, que evidenciaron una reduccién en el nimero
total de miocitos en los ventriculos de ratas de 4 para 12
meses’ y de 4 para 15 meses’. De acuerdo con Anversa et
al.*, un fenémeno comparable también ocurre en el corazén
humano'*#>%. Es posible, entonces, que la hipertrofia de los
miocitos que ocurrié en el corazén adulto mayor haya sido
capaz de compensar la pérdida de esas células musculares.

Los resultados del presente trabajo confirman hallazgos
previos, que revelan que la disminucién del nimero de
miocitos con el avance de la edad se asocia a un aumento
del tejido intersticial®'®. También se observé la acumulacién
de colageno en el corazén humano' 2. Sigue todavia
desconocido el mecanismo responsable de la pérdida de
miocitos con dreas de fibrosis intersticial y de sustitucion en
el miocardio’. La isquemia es una posibilidad probable”2°.
Sin embargo, en el presente estudio, el conteo de los perfiles
capilares no revelé disminucién en su densidad numérica en
las ratas adultas mayores del grupo N. Bajo isquemia, el tejido
miocardico responde de distintas maneras: remodelado?,
pérdida de miocito en virtud de la apoptosis y necrosis**?',
y también fibrosis reparadora®?33. De acuerdo con otros
autores* es probable que la pérdida de miocitos sea resultado
principalmente de la apoptosis -muerte celular genéticamente
programada. Es también posible que dichas alteraciones en el
masculo papilar relacionadas a la edad sean responsables no
s6lo por la deficiencia de rigidez en el musculo papilar, como
también por la complacencia del VI en edad avanzada®.

Anteriormente, otros estudios utilizaron las alteraciones en
el area transversal de midcitos'” para caracterizar hipertrofia
inducida por el envejecimiento en términos de organizacion
celular. Sin embargo, el estudio de Anversa et al.” demostré
que la hiperplasia celular de los miocitos también participa
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de la respuesta hipertréfica del miocardio durante a
senescencia’.

Se espera que la pérdida continua de miocitos en los
ventriculos provoque una carga mayor en los miocitos
restantes, carga ésta que puede funcionar como un estimulo
mecanico crénico para el crecimiento celular’:12:24:3¢,

El ejercicio aerdbico durante la fase de envejecimiento no
s6lo mejoré con la vascularizacién miocérdica sino también
normalizé la fibrosis miocérdica. Lo que se espera es que la
mayor concentracion de perfiles capilares produzca, por un
lado, un incremento de la superficie luminal del endotelio
accesible para intercambio de oxigeno en el tejido; y, por otro,
una disminucion de la distancia méaxima de difusién para el
transporte de oxigeno hacia los midcitos’.

Conclusion

En conclusién, el presente estudio suministra informaciones
morfocuantitativas, que demuestran que la practica diaria de
ejercicios fisicos moderados durante la fase de envejecimiento
impide algunas alteraciones letales relacionadas a la edad
en el masculo papilar, tales como la pérdida de miocitos,
el aumento en el tejido intersticial, y una disminucién de la
densidad numérica de los perfiles capilares.
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