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RESUMO

Introdugdo: A angiogénese muscular esquelética induzida pelo treinamento fisico aerdbio (TF) é determinante
na melhora da capacidade aerébia. Entre os fatores envolvidos, as células progenitoras endoteliais (CPE) derivadas
da medula dssea sdo descritas por promoverem o reparo vascular e a angiogénese. Embora o papel do TF sobre
0s parametros das CPE tenha sido investigado, pouco se conhece sobre os efeitos de diferentes volumes de
TF sobre a funcéo das CPE da medula 6ssea, alteracbes metabdlicas e capilarizacdo muscular. Objetivo: Testar
a hipotese de que o TF melhore a funcao das CPE da medula éssea, acompanhada por maior capilarizagéo e
capacidade oxidativa muscular dependentes do aumento de volume de TF. Métodos: Vinte e uma ratas Wistar
foram divididas em trés grupos: sedentdrio controle (SC), treinado protocolo 1 (P1), treinado protocolo 2 (P2). P1:
o treinamento de natacdo consistiu de 60 min, 1x/dia, cinco dias/semana/10 semanas, com 5% de sobrecarga
corporal. P2: o mesmo de P1 até a oitava semana, na nona semana os animais treinaram 2x/dia e na 102 semana
3x/dia. Resultados: O TF promoveu bradicardia de repouso, aumento da tolerancia ao esforco, do consumo de
oxigénio de pico e da atividade da enzima citrato sintase muscular no grupo P1, sendo estas adaptacdes mais
exacerbadas no grupo P2, indicando que a condi¢ao aerébia foi mais proeminente com este TF. O TF melhorou
a funcdo das CPE da medula ¢ssea em P1, sendo ainda maior esta resposta no grupo P2. Em paralelo, observa-
-se também um aumento no nimero de capilares dependentes do volume de TF. Conclusao: Estes resultados
sugerem que a medula 6ssea como o principal reservatério de CPE € influenciada por diferentes volumes de
TF, sendo possivelmente responsavel pelo maior rendimento fisico observado mediante uma maior mobilizacéo
enddgena de CPE, participantes ativas no processo de angiogénese muscular induzido pelo TF.

Palavras-chave: exercicio, capilares, medula 6ssea, células progenitoras endoteliais.

ABSTRACT

Introduction: Skeletal muscle angiogenesis induced by aerobic exercise training (ET) is crucial in the improve-
ment of the aerobic capacity. The endothelial progenitor cells (EPC) derived from bone marrow have been descri-
bed for promoting both the vascular repair and angiogenesis. Although the role of the ET on the parameters of
the EPC has been investigated, the effect of different volumes of ET on the EPC function in bone marrow, skeletal
muscle metabolic alterations and capilarization are unknown. Objective: We hypothesized that ET improves the
EPC function in bone marrow, accompanied by an increase of skeletal muscle oxidative capacity and angioge-
nesis dependents of the increase of volume of ET. Methods: Twenty one Wistar rats were divided into 3 groups:
sedentary control (SC), trained protocol 1 (T1) and trained protocol 2 (T2). T1: swimming training consisted of 60
min, 1x/day/10weeks, with 5% body weight load. T2 the same as T1 until 8" week, in the 9" week the rats trained
2x/day and in the 10 week 3x/day. Results: ET promoted resting bradycardia, increase of exercise tolerance, peak
oxygen uptake and citrate synthase enzyme activity in the T1 group, being these adaptative responses exacerbate
in the P2 group, indicating that the aerobic condition was improved in this group. ET improved the EPC function
of the bone marrow in T1, and the response was exacerbed in T2 group. In parallel, an increase in the number of
capillaries dependent of ET volume was also observed. Conclusion: These findings suggest that the bone marrow
as the main reservoir of EPC is influenced by different ET volume, possibly being responsible for the improvement
of aerobic performance observed by higher endogenous EPC mobilization, active participants in the process of
angiogenesis induced by ET.

Keywords: exercise, capillaries, bone marrow, endothelial progenitor cells.
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INTRODUCAO

O treinamento fisico aerdbio (TF) acarreta diversas respostas adap-
tativas nos sistemas cardiovascular e muscular esquelético. No musculo
esquelético, a melhora do rendimento fisico esté associada a alta den-
sidade mitocondrial, a capacidade oxidativa, a melhora da funcdo vas-
cular e a angiogénese. A angiogénese muscular indica uma importante
adaptacéo ao TF, contribuindo determinantemente para uma melhora
da capacidade aerdbia representada por um aumento no transporte,
condutancia e extracdo de oxigénio muscular’™. Varios fatores tém sido
apontados como determinantes do processo de formacao de novos
vasos sanguineos, sendo que a contribuicao de células circulantes tem-
-se tornado recentemente apreciada®.

A descoberta das células progenitoras endoteliais (CPE) derivadas
da medula 6ssea na circulacao periférica estendeu a visao do processo
angiogénico, uma vez que um acimulo de evidéncias mostrou que
as CPE migram para a circulagdo participando tanto do processo de
reparo como na formacéo de novos vasos sanguineos®®. Asahara et al.%”
foram os primeiros a isolar e caracterizar uma populacdo de células-
-tronco CD34+ circulantes, as quais podiam se diferenciar em células
com fendtipo de célula endotelial, indicando que o sangue periférico
é um reservatorio de CPE derivadas da medula 6ssea e que exibiam
propriedades reparatérias. Além disso, estudos mostraram que as CPE
ndo somente se incorporam dentro de vasos sanguineos funcionais
dando origem a novos vasos, mas também podem liberar uma gama
de fatores de crescimento, providenciando sinais paracrinos as célu-
las endoteliais adjacentes, que facilitam a angiogénese, indicando um
adicional significado pelo qual as CPE contribuem para o processo de
neovascularizacdo e reendotelizacdo®. Mais recentemente, outros estu-
dos mostraram que elas aumentam de ndmero em resposta a isquemia
tecidual'’ e participam do desenvolvimento de vasos colaterais apds
expansao ex vivo e quando transplantadas'?.

Sabe-se que o numero e a fun¢do das CPE sdo reguladas, ndo
somente por varios fatores de crescimento e citocinas em resposta ao
dano vascular e a fatores de risco cardiovascular, mas também a modi-
ficagdes no estilo de vida, como a pratica de exercicio fisico aerdbio”.

Estudos recentes evidenciam o TF aerébio como responsavel por
promover maior liberacdo e melhorar as propriedades funcionais das
CPE derivadas da medula 6ssea tanto em humanos quanto em animais,
o qual contribui para a melhora da funcao endotelial, angiogénese e,
conseqguentemente, a manutencao da homeostase cardiovascular'>'°.

Embora o efeito do TF sobre os parametros das CPE tenha sido
mostrado, estudos com mudancas no volume de TF sobre as CPE e
a capilarizacéo ainda néo foram estudados. Portanto, a proposta para
este estudo é verificar: 1) se 0 aumento do volume de TF induz me-
lhora acentuada na funcéo das CPE da medula dssea de ratas; e 2) se
0 aumento do volume de TF aumenta ainda mais a capilarizagdo do
musculo séleo. Os autores hipotetizam que o TF melhore a funcéo das
CPE da medula 6ssea, acompanhada por uma maior capilarizacdo e
capacidade oxidativa muscular dependentes do aumento de volume
de TF, 0 que é pertinente a musculatura esquelética mais ativa sendo
necessaria para o alcance de um maior rendimento fisico.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Para realizacdo do presente estudo foram utilizadas 21 ratas Wis-
tar. Os animais foram provenientes do Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB-USP). Os ani-
mais estavam pesando entre 180 e 200 g no inicio do protocolo. Os
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animais utilizados neste estudo foram mantidos em gaiolas plasticas
em grupos de trés ou quatro animais por caixa e separados por grupo
experimental. A temperatura ambiente do biotério foi mantida entre
220-240C com luz controlada em ciclo invertido de claro-escuro de 12
em 12 horas. Agua e comida foram administradas ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Princi-
pios Eticos de Experimentacao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal, sendo este projeto de pesquisa aprovado
pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Escola de Educacdo Fisica e Fs-
porte da Universidade de Séo Paulo.

Identificagao dos animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos com sete
animais em cada grupo, conforme o protocolo experimental:
- ratas Wistar sedentarias controle (SC);
- ratas Wistar treinadas com protocolo 1 (P1); e
- ratas Wistar treinadas com protocolo 2 (P2).

Protocolos de treinamento fisico aerobio

Protocolo 1 (P1) — Os animais foram treinados com natacdo durante
10 semanas, sessdes de 60 min, uma vez ao dia, cinco vezes/semana,
com aumento gradual da sobrecarga de trabalho (peso na cauda em
porcentagem do peso corporal). Foi realizada uma adaptagao crescente
até atingir 5% do peso corporal®.

Protocolo 2 (P2) — Neste protocolo de treinamento os animais trei-
naram até a oitava semana com o mesmo protocolo acima (P1). Na
nona semana os animais treinaram duas vezes ao dia, sessdes de 60
min com intervalo de quatro horas entre as sessdes. Na 102 semana
treinaram trés vezes ao dia, sessdes de 60 min com intervalo de quatro
horas entre as sessoes. Os ratos foram identificados e pesados sema-
nalmente, para a correcao da sobrecarga de treinamento em funcdo
do aumento do peso corporal. Este protocolo de treinamento com
aumento do volume de exercicio tem sido utilizado com o intuito de
mimetizar um treinamento fisico de alto rendimento?".

Os protocolos utilizados foram caracterizados como treinamentos
de baixa a moderada intensidade e longa duracéo, sendo efetivos na
promocdo de adaptacdes cardiovasculares e no aumento da capaci-
dade oxidativa muscular?®?',

Pré e pds o perfodo de TF os animais foram submetidos a andlises
hemodinamicas, teste de tolerancia ao esforco e consumo de oxi-
génio de pico. Apds 24 horas da Ultima sessdo de treinamento 0s
animais foram mortos por anestesia com injecéo intraperitoneal de
pentobarbital de sédio (80 mg/kg). As amostras necessarias foram
coletadas e armazenadas adequadamente para analises histoldgicas,
biogquimicas e celulares.

Medida direta da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Apds o periodo de TF, os animais foram canulados e mantidos em
gaiolas individuais, nas quais ficaram pelo menos por 24 horas antes
de iniciar o experimento de registro da presséo arterial e frequéncia
cardiaca. A canula que estava no animal foi conectada a um tubo de
polietileno (PE 100) e este a um transdutor eletromagnético (P23 Db;
Gould-Statham) que, por sua vez, foi conectado a um amplificador
(General Purpose Amplifier-Stemtech, Inc.). O sinal analégico da pres-
sdo arterial foi convertido para digital (Stemtech, Inc), registrado em
tempo real em microcomputador com Sistema CODAS e analisado
através do programa compativel com Windows, com uma frequéncia
de amostragem de 1.000 Hz por canal. A partir deste programa foram
obtidos batimento-a-batimento os valores de pressao arterial sistolica
(PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC).
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Avaliacdo da tolerancia ao esforco fisico maximo

Para realizacao do protocolo de avaliagdo do esforco fisico méximo, os
animais dos trés grupos foram posicionados individualmente sobre a estei-
ra rolante. Imediatamente apds o posicionamento do animal foi iniciado o
teste de esforco. A velocidade inicial foi de 6 m/min (sem inclinagdo), que
constitui em um protocolo escalonado com incrementos de velocidade
de 3 m/min a cada 3 min, até que fosse atingida a velocidade maxima
suportada pelos animais. O critério para a determinacdo da exaustao do
animal e interrupcao do teste foi 0 momento em que o rato n&o foi mais
capaz de correr mediante o incremento de velocidade da esteira. Esta
avaliagdo foi feita apds o periodo de treinamento, para comparar a resposta
de desempenho dos animais entre os grupos. Foi comparado o tempo de
duracéo total do teste de esforco (min) para cada rato.

Avaliacdo do consumo de oxigénio (VO,)

O VO, pico foi mensurado por determinacdo da fragao expirada
de oxigénio (FeO,) durante o teste de exercicio progressivo até exaus-
tdo. Neste protocolo os ratos foram colocados numa caixa metabdlica
sobre a esteira rolante, que serviu como camara de mistura dos gases
expirados. Esta cdmara € conectada a um tubo na forma de “T", para
a retirada de amostras de ar (1.000 mL/min) para ser analisada a FeO,
em um analisador de gases. A outra via do tubo em “T"é utilizada para
a aspiragao do ar em fluxo continuo (2.500 mL/min), reguldvel por
bomba aspiradora. A parte da frente da caixa metabolica possui uma
abertura de 2 mm da superficie, que permite a entrada de ar ambiente
unidirecional sugado pela bomba aspiradora. O fluxo de ar na caixa
metabdlica é de 3.500 mL/min.

O animal foi colocado dentro da caixa metabdlica por um periodo
de repouso de 30 minutos para o registro do estado basal e, em se-
guida, o teste foi iniciado com velocidade de 3 m/min. Durante cada
estagio (3 min) de exercicio realizado, foram analisadas as FeO, dos
gases contidos no ar da caixa metabdlica. Ao atingir a exaustdo o ani-
mal foi mantido na caixa metabdlica por aproximadamente 3 min e
as fracdes expiradas foram registradas para verificar a recuperacéo do
animal e o funcionamento dos analisadores.

O VO, foi calculado através da seguinte formula matematica: VO, =
fluxo de ar x (FiO,-FeO,) / peso corporal. Onde: VO, = mLkg".min”,
fluxo de ar = 1.000 mLmin (analisador) + 2.500 mLmin (bomba de
aspiracdo) = 3.500 mLmin, FiO, = fracdo de oxigénio inspirada (ar
ambiente), FeO, = fracdo de oxigénio expirada (caixa de mistura),
peso corporal = kg.

Avaliacdo da atividade da enzima citrato sintase

A medida da atividade da enzima citrato sintase foi realizada no
homogeneizado do musculo séleo dos animais, em espectrofotéme-
tro conforme descrito por Srere??. O musculo séleo foi homogeneiza-
do com tampaéo fosfato (PBS) na proporcao de 1:10 (1g de tecido:
10 ml de PBS). As amostras foram centrifugadas a 1.500 g, durante
10 mim a 4°C. O sobrenadante foi retirado e utilizado para medida
da atividade enzimética.

A cinética enzimatica foi realizada em espectrofotometro e foi
determinada pela quantificacdo da intensidade de cor formada pela
reagdo entre a coenzima A (CoA) e o acido oxalacético na presenca
do &cido 5,5ditio-bis 2 nitrobenzoico (DTNB). A leitura foi realizada a
25°C, durante um intervalo de 160 segundos, em 412 nm. A atividade
da enzima foi determinada pela diferenca entre a absorbancia inicial e
afinal, dividida pela diferenca de tempo de absorbancia. Os resultados
foram expressos umol.mL".mg proteina™. A proteina foi determinada
pelo método de Bradford utilizando como padréo albumina bovina
(BSA, T mg/mL).
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Extracdo das células mononucleadas da medula dssea

As células da medula éssea foram obtidas do fémur e tibia dos
animais. Apos tricotomia dos membros inferiores, foi realizada uma
incisdo para a visualizacdo da articulacdo coxofemoral. Apds ruptura
dos ligamentos e divulsao para a retirada do tecido muscular adjacente,
o fémur foi imerso em tubo falcon contendo PBS (phosphate-buffered
saline) e penicilina G (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL). O mes-
mo procedimento foi repetido para a retirada da tibia.

Sob condicées estéreis, a medula 6ssea foi extraida do osso atra-
vés da lavagem da cavidade com meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle's Médium (DMEM, Gibco, NY, EUA), com de seringa e agulha. Ap6s
sucessivas lavagens e homogeneizacdo do meio contendo células, foi
feito um gradiente de separacdo com Ficoll (Ficoll-Paque, GE Healthcare,
Uppsala, Suécia) para separacao da porcéo de células mononucleadas
(CMN). O material foi centrifugado por 25 minutos a 1.000 g (+ 23°C)
para a separacao das células. Depois de separadas, as células foram
lavadas com PBS e novamente submetidas a centrifugacéo por cinco
minutos a 1.000 g, e em seguida ressuspensas em pequeno volume
de PBS 1X para posterior contagem em microscopio (Nikon, NY, EUA).
Em seguida, foram encaminhadas para andlise de funcdo conforme
metodologia descrita a seguir.

Avaliacao funcional das células progenitoras endoteliais por
formacao de unidade formadora de colonia

As CPE possuem propriedades como a clonogenicidade, que é a
capacidade de duplicagao celular, demonstrando o potencial dessas
células de formar colonias. Basicamente o ensaio clonogénico envolve
trés etapas: 1) a primeira etapa consiste na separacdo e quantificacdo
das CMN, como jé descrita anteriormente; 2) a segunda etapa envolve a
cultura celular dessas células em que foram entdo colocadas 5x10° CMN
em placas de cultura de seis pocos contendo fibronectina (BD BioCoat,
CA, EUA). As células foram cultivadas em meio endotelial especifico para
andlise de fungéo destas células tronco (EndoCult-StemCell Technologies,
Vancouver, Canadd). Apds dois dias de incubagao para sele¢do da po-
pulagdo de CPE, as células ndo aderentes sao novamente plaqueadas
com meio especifico EndoCult; 3) finalmente, apos trés dias de cultura,
a terceira etapa inclui a contagem em microscopio invertido acoplado
a camera (Nikon, NY, EUA) do nimero de unidades formadoras de co-
|6nia (UFC), apds sete dias a 37°C, 5% de CO, com 95% de umidade. Os
resultados foram expressos em porcentagem da média do controle de
numero de coldnias formadas por 1x10° das células plaqueadas.

Analise da razao capilar por fibra

O musculo séleo foi seccionado transversalmente, fixado em for-
maldeido a 6% por 24 horas e processado por desidratacéo, diafani-
zagdo e banho de parafina a 60°C. Em seguida, foi realizada a inclusao
dos mesmos em cassetes contendo parafina fundida, que ao solidificar
deu origem a um bloco de parafina para cada amostra, dos quais fo-
ram feitos cortes de 3 um de espessura em micrétomo, submetidos a
montagem de laminas para analise histolégica, com coloragdo de PAS
(Periodic Acid Schiff), para visualizagdo dos vasos capilares.

A andlise histoldgica foi realizada com utilizacdo do sistema de ané-
lise de imagens Quantimet Leica®, (Leica, Cambridge, United Kingdom)
por intermédio de estudo cego. Para andlise do nimero de capilares, a
imagem foi ampliada 400x para realizar as medidas. Segundo critérios
estabelecidos, o diametro foi o principal parametro para identificacdo
dos capilares, sendo considerados capilares vasos com diametro igual
ou menor que 12 um. Foram analisados cinco campos de visdo das
laminas de cada amostra, nas quais foi quantificado o nimero total de
fibras musculares e de capilares por campo de visdo e a partir destes
valores foi calculada a razdo capilar por fibra de cada animal.
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Analise estatistica

Foi utilizada analise de variancia ANOVA de uma via (grupo como
varidvel independente) para os dados de PAS, PAD, PAM, FC, atividade
da enzima citrato sintase, funcdo das CPE e razdo capilar por fibra; e
teste de Tukey como post-hoc (Statistica software, StatSoft, Inc,, Tulsa,
OK, EUA). Para os dados de tolerancia ao esforco e VO, pico foi utilizada
andlise de variancia ANOVA de duas vias (grupo e tempo como varidveis
independentes) e teste de Tukey como post-hoc. Foi adotado para to-
dos 0s experimentos um p < 0,05 de significancia. Todos os resultados
foram apresentados na forma de média + erro padrdo da média (EPM).

RESULTADOS

Parametros hemodinamicos: pressao arterial e frequéncia
cardiaca

Os valores de PAS, PAD e PAM expressos em milimetros de mercurio
(mmHg) e da FC expressos em batimentos por minuto (bpm) no periodo
pos-TF foram sumarizados na tabela 1 para os grupos SC, P1 e P2.

Nao houve diferenca da PA entre os trés grupos estudados. En-
tretanto, a FC diminuiu significativamente ap6s 10 semanas do trei-
namento de natagcao no grupo P1 (301,2 + 15,3 bpm) e no grupo P2
(309 + 14 bpm), comparado ao grupo SC (344,8 + 12,1 bpm, p < 0,05).

Tabela 1. Parametros hemodinamicos
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Grupos PAS, mmHg PAD, mmHg PAM, mmHg FC, bpm
SC 127,6£39 97,6+10,3 113,573 344,8+12,1
P1 1233485 96452 110,746,7 301,2+15,3*
P2 123,0+8,4 94,389 108,3£9,0 309,0+14,0*

Valores expressos em média + EPM. Resultados de pressao arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastdlica
(PAD), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos pds periodo de TF em ratas Wistar
sedentarias controle (SC), ratas Wistar treinadas com protocolo 1 (P1) e ratas Wistar treinadas com protocolo 2
(P2).*P < 0,05 vs. SC.

Teste de esforco fisico maximo

Na analise de tolerancia ao esforco uma significante interacao dos
fatores grupo/tempo [F(2,40) = 5,74; p = 0,008] foi observada. Os grupos
SC, P1 e P2 apresentaram o mesmo desempenho fisico no periodo
pré-TF. Entretanto, no perfodo p6s-TF houve uma melhora significativa
de desempenho dos animais que treinaram (P1 e P2) em relacdo ao
periodo pré-TF (p < 0,001). Além disso, o grupo P1 apresentou um
aumento de 20,7% (p < 0,001) e o grupo P2 um aumento de 29,4%
(p < 0,001), ambos comparados ao grupo controle (figura TA).

Medida do consumo de oxigénio de pico

Na andlise de VO, pico uma significante interagao dos fatores grupo/
tempo [F(2,40) = 3,59; p = 0,037] foi observada. A figura 1B mostra que
no periodo pré-TF os grupos SC, P1 e P2 tiveram o mesmo nivel médio
de VO, pico. No periodo p6s-TF observa-se a manuten¢ao do VO, pico
nos grupos P1 e P2 em relacdo ao periodo pré-TF. Entretanto, observa-
-se uma reducao significativa do VO, pico do grupo SC comparado ao
periodo pré-TF (p < 0,05). Além disso, 0s grupos treinados apresentaram
um VO, pico estatisticamente maior em comparacao ao VO, pico do
grupo SC no periodo pds-TF (SC: 67,6 + 2,2; P1: 7563 + 2 e P2: 80,05 +
24 mLkg"minT, p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente vs. SC).

Medida da atividade da enzima citrato sintase

Afigura 2 mostra que houve um aumento da atividade da enzima
citrato sintase no musculo séleo de ratas treinadas com P1 (275,7+ 24,6
umolmL'.mg™; p < 0,05) e P2 (3854 + 18,1 umolmL'.mg™; p < 0,01)
em relagdo ao grupo SC (188 + 23,8 umol.mL'.mg™).
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Figura 1. Marcadores de desempenho fisico aerébio. Tolerdncia ao esforco fisico maxi-
mo avaliado pelo tempo (min) de duragéo do teste (A) e consumo de oxigénio (VO,)
de pico (B) pré e pds-TF. Os resultados estdo expressos como média + EPM. # p < 0,05
comparado ao pré-TF; * p < 0,05 comparado ao SC pds-TF; ** p < 0,01 comparado
a0 SC pos-TF; *** p < 0,001 comparado ao pré-TF e SC pds-TF. TF: treinamento fisico.
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Figura 2. Efeito de diferentes volumes de TF aerdbio sobre a atividade da enzima citrato
sintase no musculo séleo representada em valores de umol.mL".mg™". Resultados estao
expressos como média + EPM. * p < 0,05 comparado ao SC; ** p < 0,01 comparado
a0 SG 1 p < 0,05 comparado ao P1. TF: treinamento fisico.

Avaliacao de funcao das células progenitoras endoteliais

O numero de coldnias de CPE derivadas da medula 6ssea foi alterado
pelos diferentes volumes de TF. Como demonstrado pela figura 3, o TF foi
capaz de melhorar a fungéo das CPE representada pelo aumento de 237%
no ndmero de unidades formadoras de colonia no grupo P1 (p < 0,001)
comparado ao grupo SC. Interessantemente, 0 aumento do volume de TF
aumentou ainda mais o numero de coldnias, para 358%, no grupo P2
(p < 0,001) comparado ao grupo SC. O grupo P2 foi diferente de P1 com
aumento de 121% no niimero de unidades formadoras de colénia para CPE
(p < 0,01). As unidades formadoras de colénia sdo mostradas na figura 3B.
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Figura 3. Efeito de diferentes volumes de TF aerébio sobre a funcdo das CPE avaliada
pela capacidade de formagao de unidade formadora de colénia (A). Fotos represen-
tativas do segundo dia do plagueamento das CPE em que ainda ndo hé formagao de
colénia (B) e ao sétimo dia j& contendo a coldnia de células (Q).

Determinacdo da razdo capilar por fibra muscular esquelética

Andlises morfoldgicas apds processamento histoldgico revelaram
importantes mudangas na microcirculagdo muscular esquelética induzi-
da pelo TF. A figura 4 mostra os resultados de capilarizacdo obtidos pela
coloragdo com PAS. O TF foi efetivo em aumentar 128% o nimero de
capilares pela anélise da razao capilar por fibra no grupo P1 (p < 0,0001)
comparado ao grupo SC. O aumento do volume de TF promoveu uma
angiogénese ainda maior, com um aumento de 171% no grupo P2
(p < 0,0001) comparado ao grupo SC (SC: 0,7 + 0,05; P1: 1,6 + 0,06; P2:
1,9 + 0,13 razao capilar por fibra muscular). O grupo P2 foi diferente de
P1 com aumento de 41% no nimero de capilares (p < 0,0004) por fibra.
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Figura 4. Efeito de diferentes volumes de TF aerdbio sobre a anélise de razdo capilar
por fibra muscular pelo método histoldgico por meio da marcagao com PAS (Periodic
Acid Schiff). Os resultados estao expressos como média + EPM. *** p < 0,001 comparado
a0 SG 1 p < 0,05 comparado ao P1. TF: treinamento fisico.
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DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado o efeito de diferentes volumes
de TF aerdbio sobre a funcdo das CPE da medula dssea e alteracoes
metabdlicas e estruturais da musculatura esquelética. Os principais re-
sultados do estudo mostram que o TF aerébio: 1) induziu bradicardia
de repouso sem alteracdes na PA; 2) aumentou a tolerancia a realiza-
¢do do esforco; 3) manteve o VO, de pico; 4) aumentou a atividade
da enzima citrato sintase; e 5) melhorou a funcao das CPE da medula
6ssea acompanhada de um aumento da capilarizagdo no musculo
esquelético de maneira dependente do aumento do volume de TF.

As adaptacoes fisioldgicas resultantes do TF aerdbio proporcionam
uma maior capacidade do sistema cardiorrespiratorio em ofertar oxi-
génio e substratos energéticos para o tecido muscular, e este, por sua
vez, utilizd-los mais eficientemente durante o TF™™,

Dentre as adaptacdes autonémicas e hemodinamicas que véo in-
fluenciar o sistema cardiovascular, a bradicardia de repouso consiste em
um bom parametro funcional para verificagdo de adaptacao e eficicia
do TF aerébio, portanto, considerada um marcador fisiolégico do TF.
Esta adaptacdo € observada tanto em animais de experimenta¢ao?®?"%3
como no homem?4,

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a magnitude
da bradicardia de repouso é dependente do tipo e da intensidade
do TF aerébio utilizado. Como observado, uma maior bradicardia de
repouso em animais treinados em natacdo” do que em esteira rolan-
te?® foi encontrado. No presente estudo observamos que 0s grupos
submetidos aos dois protocolos de TF apresentaram redugéo similar
na FC de repouso independente do volume de exercicio empregado,
qguando comparado a sua FC inicial. Os mecanismos pelo qual esta
bradicardia ocorre parecem ser fortemente influenciados pelo tipo de
TF. Em ratos normotensos, esta bradicardia de repouso resultante do
TF aerdbio em esteira estéd associada a uma reducao na FC intrinseca?,
a0 passo que 0s animais submetidos ao protocolo de natagao parecem
apresentar bradicardia de repouso por um aumento do tonus vagal®.

J& a adaptacéo da PA pelo TF parece depender da presenca de
fatores de risco e doencas cardiovasculares. De fato, estudos mostraram
que a resposta de PA permanece inalterada em humanos e animais
normotensos submetidos ao TF aerdbio??123242> No presente estudo,
consistente com os outros estudos acima mencionados, ndo houve
diferenca significante na PA entre os grupos treinados e sedentario,
mostrando que o TF com natagdo ndo modifica a PA em repouso. Além
disso, este efeito ndo parece ser inerente ao tipo de TF empregado
quando comparado a modalidade em esteira com a natacdo, nem
espécie-dependente. No entanto, pode ser condicionado ao nivel ini-
cial de PA, ja que populacdes hipertensas sdo beneficiadas com o TF
aerdbio no que concerne a reducao da mesma”.

No musculo esquelético, a melhora do rendimento fisico estd
associada a melhora da capacidade oxidativa e a angiogénese'™. O
aumento da capacidade de trabalho aerébio representada pela maior
tolerancia a realizagdo de esforco fisico e VO, pico foram observadas
nos grupos P1 e P2, sendo as respostas mais exacerbadas no grupo P2.
Nesse sentido, outro indicativo importante que demonstra a otimiza-
¢do do metabolismo aerébio é o aumento da capacidade do sistema
oxidativo. Esta adaptacdo metabdlica pode ser identificada através de
diversas enzimas oxidativas, as quais também tém sido utilizadas na
literatura como marcadores de TF aerdébio. A enzima citrato sintase
é uma das mais importantes para regulacdo das vias metabdlicas de
geracdo de energia, pois catalisa a primeira reacdo do ciclo de Krebs e
conseguentemente gera energia via metabolismo aerébio?. No presente
estudo a atividade da enzima oxidativa citrato sintase no musculo sé-
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leo aumentou 47% no grupo P1 e 105% no grupo P2 em relacdo ao
grupo SC, demonstrando que o aumento do volume de TF foi eficaz
em induzir uma maior resposta adaptativa muscular as exigéncias de-
mandadas, contribuindo sobremaneira para o aumento do rendimento
fisico observado.

Em paralelo, observa-se 0 aumento do nimero de capilares no
musculo séleo de animais dos grupos P1 e P2, sendo a angiogénese
mais pronunciada no grupo P2. Estudos mostram que a hipdxia e o
shear stress s&o 0s mais importantes estimulos que iniciam a angiogé-
nese muscular esquelética induzida pelo TF'™. Na presenca de hipodxia
ocorre um marcante aumento na transcri¢do do fator induzido por
hipdxia (HIF-1a) que, por sua vez, estimula a transcricdo do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF). O desequilibrio inicial da pres-
sdo parcial de O,, pelo aumento do VO,, estimula a expressao VEGF e,
consequentemente, a proliferacao de células endoteliais para a forma-
¢do de novos vasos'™.

Interessantemente, a hipdxia e o shear stress gerados na musculatu-
ra esquelética pelo TF aerdbio foram descritos por ser um dos mais po-
tentes estimulos fisiolégicos conhecidos por desencadear o aumento
do numero e melhorar a funcdo de CPE mediada pela sintese de fatores
de crescimento, principalmente de VEGF e dxido nitrico (NO)®2131°, A
hipdxia e o shear stress alteram o endotélio microvascular causando a
mobilizacdo de CPE para estas regides. A adesdo dessas é significati-
vamente elevada no endotélio nesta condicdo e a exposicao das CPE
nesses sitios gera a proliferacdo e a organizacdo de clusters celulares,
0s quais se alinham em direcédo ao gradiente isquémico e formam
corddes como vasos. Dessa forma, tanto o aumento do VO, como do
fluxo sanguineo induzido pelo TF aerébio elevam a produgdo de VEGF
e NO, os quais vém sendo intitulados como os principais responsaveis
pela atividade migratoria, adesdo e incorporagdo de CPE na microcir-
culagdo, promovendo o reparo e a formagao de novos vasos®¥131°,

Laufs et al.” foram os primeiros a mostrarem que o TF aerébio é ca-
paz de influenciar no nimero de CPE, em que camundongos treinados
comparados aos sedentdrios apresentaram um significante aumento
de CPE na medula 6ssea e na circulagdo a partir do sétimo dia de
TF, sendo mantido por mais de um més de atividade continuada. Os
pesquisadores também mostraram que camundongos tratados com
blogueador da NO sintase (L-NAME) e knockout para este gene tive-
ram estes aumentos bloqueados, o qual sugere um aumento de CPE
dependente de NO em resposta ao exercicio aerébio.

Além disso, Adams et al.™* observaram que pacientes com isquemia
do miocardio apresentavam aumento de CPE sistémicas dentro de
24-48 h apds exercicio maximo. Os aumentos encontrados no nimero
de CPE foram relacionados com uma maior concentracao de VEGF no
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plasma. Estudos mostram que a interacdo de VEGF com seu principal
receptor angiogénico, o VEGFR2, receptor do tipo tirosina quinase,
promove ativacdo de uma cascata de sinalizacdo intracelular media-
da principalmente pela via da PI3K/Akt, que estimula a expresséo de
genes responsaveis pela mobilizacdo de CPE da medula 6ssea para o
sangue periférico®¥171827 Estudos posteriores, em individuos saudaveis,
confirmaram o papel do TF na promog¢éo da angiogénese e melhora
da funcéo vascular por melhorar a bioatividade das CPE dependentes
do aumento de VEGF e NO21519,

O perfil das CPE também pode ser influenciado pela intensidade do
TF. Assim, o exercicio fisico vigoroso, como o realizado pelos corredores
maratonistas, ndo mostrou nenhuma modificacdo na concentracdo de
CPE?, a0 passo que um recente estudo publicado por Goussetis et al.?®
demonstrou um aumento de 10 vezes das CPE apds 246 km de foot race
e que esta mobilizacdo mediada pelo exercicio estava associada com a
liberacdo de VEGF na circulacao. Similar a este estudo, Mobius-Winkler
et al*® mostraram um aumento de CPE na circulacdo de individuos
sauddveis a partir de 210 min de exercicio vigoroso, indicando um au-
mento dessas células dependente do tempo de realizagéo do exercicio.

Consistente com os dados da literatura, nossos resultados também
apontam para uma melhora dos parametros das CPE em resposta ao TF.
Além disso, mostramos pela primeira vez que esta melhora na funcéo
das CPE é dependente do aumento de volume de treinamento, uma
vez que se observou um acréscimo de 121% na melhora da funcéo das
CPE no grupo P2 comparado ao P1. Em paralelo, observa-se também
um aumento no numero de capilares dependente do volume de TF.

CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que a medula 6ssea, como o principal
reservatério de CPE, é influenciada por diferentes volumes de TF, sen-
do possivelmente responsével pelo maior rendimento fisico observa-
do mediante uma maior mobilizagdo enddégena de CPE, sendo elas
participantes ativas no processo de angiogénese muscular induzido
pelo TF aerdbio.
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