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RESUMO

Introducao: A prética de exercicio fisico auxilia na prevencéo de doencas cardiovasculares,
diabetes e obesidade, sendo tal habito estimulado desde a infancia, inclusive em atividades
competitivas. Sendo assim, entende-se a importancia da investigacdo dos efeitos de tais
exercicios fisicos em diferentes intensidades (média e alta) na fase de crescimento. Para
tanto, foi realizada uma investigacdao experimental com modelo animal jovem utilizando-se
um protocolo de treino de forca na escada, identificando seus beneficios e prejuizos.
Objetivo: Avaliar os efeitos de um protocolo de treino resistivo na escada e com carga
progressiva, em diferentes intensidades, na placa de crescimento e nas fibras do musculo
soleo em ratos jovens. Metodologia: A escalada foi realizada com peso ajustado na cauda
de 24 ratos Wistar jovens, divididos em trés grupos contendo 8 animais: controle, treino de
média intensidade e treino de alta intensidade. As caracteristicas de interesse para a placa de
crescimento foram a area de contagem de células, o nimero de células por zona e a sua
espessura. No musculo séleo, foi realizado o célculo da area e do nimero das fibras
musculares. As coloracgdes utilizadas foram a Hematoxilina-Eosina (HE) e o tricromico de
Gomori. Anélise estatistica: O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a
distribuicdo normal dos dados, antes da analise pela ANOVA de Unica via com pos-teste de
Tukey, considerando um nivel de significancia de p<0,05. Resultados: Foram identificadas
uma diminuicdo da espessura média da placa de crescimento e um aumento da area das fibras
musculares esqueléticas do musculo s6leo nos grupos treinados, em comparagdo ao grupo
controle (p<0,05). A placa de crescimento apresentou menor espessura e celularidade nos
grupos de treino fisico, evidenciando efeitos diferentes do exercicio fisico resistivo com
carga progressiva na placa de crescimento e no musculo séleo. Conclusdo: Conclui-se que
a hipertrofia do tecido muscular e a diminuicdo da espessura da placa de crescimento, apds
um protocolo de treino resistivo com carga progressiva em ratos jovens, evidencia a
necessidade de uma investigacdo mais aprofundada em relagdo as consequéncias para o
crescimento de jovens submetidos precocemente a treinos de alta intensidade.

Palavras-chave: Escalada. Placa de crescimento. Hipertrofia muscular. Exercicio fisico.

Area: Morfologia.



ABSTRACT

Introduction: The practice of physical exercise contributes to the prevention of
cardiovascular diseases, diabetes, and obesity, and this habit is encouraged since childhood,
including competitive activities. Thus, the importance of investigating the effects of such
physical exercises at different intensities (medium and high) during the growth phase is
evident. Therefore, we proposed an experimental investigation with a young animal model
using a ladder-based strength training protocol, identifying its benefits and disadvantages.
Objective: To evaluate the effects of a ladder-based resistance training protocol with
progressive load at different intensities on the growth plate and soleus muscle fibers of young
rats. Methodology: Climbing was performed with adjusted weight on the tail of 24 young
Wistar rats, which were divided into three groups containing 8 animals: control, medium-
intensity training, and high-intensity training. The characteristics of interest for the growth
plate were the cell count area, the number of cells per zone, and growth plate thickness. As
for the soleus muscle, the area and number of muscle fibers were calculated. The staining
techniques used were Hematoxylin-Eosin (HE) and Gomori’s trichrome. Statistical
analysis: The Shapiro-Wilk test was applied to assess the normal distribution of data prior
to one-way ANOVA with Tukey’s post-test, considering a significance level of p<0.05.
Results: A decrease in the mean thickness of the growth plate and an increase in the area of
the skeletal muscle fibers of the soleus muscle were identified in the trained groups compared
to the control group (p<0.05). The growth plate showed less thickness and cellularity in the
trained groups, evidencing different effects of resistive exercise with progressive load on the
growth plate and the soleus muscle. Conclusion: It can be concluded that the hypertrophy
of muscle tissue and the decreased thickness of the growth plate after this progressive load
resistance training protocol in young rats evidences the need for further investigation
regarding the consequences on the growth of young people precociously submitted to high-
intensity training.

Keywords: Climbing. Growth plate. Muscle hypertrophy. Physical exercise.

Area: Morphology.
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1 INTRODUCAO

Ha vaérias décadas, o exercicio fisico (EF) tem sido uma das formas de movimento
corporal mais estudadas em diversas areas da ciéncia (BRASIL, 2021; WHO, 2018). Tal
esforgo tem demonstrado que a préatica de tais movimentos e a consequente modificacdo do
comportamento do ser humano (ativo) podem promover a manutencéo, prevencao e melhora
no estado clinico e corporal destes individuos.

Todavia, tais evidéncias cientificas ndo omitem os cuidados que devem ser
considerados para a realizacao de tais movimentos, sendo que elementos como faixa etaria,
sexo, nivel de condicionamento fisico e estado clinico sugerem cada vez mais a necessidade
da prescricdo de EFs cada vez mais individualizados.

Além disso, dois fatores capazes de determinar importantes variacdes no EF (volume
e intensidade) sdo insistentemente colocados a prova, tanto em estudos da area da Saude
quanto da area BiolOgica, visando ndo apenas aperfeicoar o treinamento para o alcance de
melhor performance, mas principalmente observar os limites que podem significar a melhora
ou declinio do bem-estar do individuo.

Desta forma, a necessidade de estudos com o objetivo de analisar os efeitos dos EFs
com maiores intensidades e/ou volumes poderia resultar ao ser humano situagdes de risco a
sua saude, inviabilizando sua participacdo. Sendo assim, o uso de modelos animais para obter
tais compreensdes, bem como a possibilidade da analise histoldgica das regiGes anatdbmicas
de interesse, faz-se necessario. A escolha do modelo animal jovem remete a idade da infancia
e da adolescéncia, em humanos.

O uso de tais modelos, principalmente roedores, propiciou e ainda propicia notorios
avancos na compreensdo da fisiologia corporal, principalmente quanto as formas de
obtencdo de energia para a realizacéo de tais atividades, bem como o entendimento quanto
a importancia do oxigénio no sistema metabolico e a possibilidade de realizacdo de
atividades e/ou exercicios fisicos sem a participagio deste elemento (TOTH et al., 2022).

Além da compreensdo metabdlica, outros sistemas corporais (e.g., cardiovascular,
respiratorio, neuromuscular) tiveram nos modelos animais a premissa do entendimento
quanto ao comportamento de suas principais variaveis durante EFs com menor ou maior
volume e intensidade.

Apesar do volume ou duragdo do EF ser um importante fator dentro da prescricéo de
EFs, nenhum outro fator é tdo estudado quanto a intensidade. Segundo Kenney, Willmore e

Costill (2020), a intensidade do exercicio estd diretamente relacionada ao tipo de
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metabolismo e substrato a ser utilizado na atividade. Isto significa que EFs onde a demanda
de oxigénio para a producdo de energia é equivalente ou deficiente ao seu consumo
(metabolismo aerdbio e anaerdbio) podem determinar o quao duradouro pode ser ou nao
aquela atividade e quais os possiveis residuos metabolicos resultantes de tal esforco.

A preocupacdo em analisar o musculo séleo e a placa de crescimento de ratos jovens
submetidos ao treino fisico em diferentes intensidades baseia-se no fato de que os jovens
tém entrado em atividades esportivas competitivas cada vez mais precocemente, inclusive.
com a finalidade de alcancar resultados em competicdes ou torneios (MILISTETD, 2014).
A faixa etéaria pediatrica e hebiatrica consiste em um importante fator de anélise para a
prescricdo de EF, sendo mais evidente nas etapas de desenvolvimento, crescimento e
maturacdo corporal. Ao analisar o crescimento e desenvolvimento dos seres humanos em
geral, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS, do inglés World Health Organization - WHO,
2022) definiu como criancas os individuos com idade até 10 anos, e adolescentes como
individuos entre 10 e 19 anos.

Dentre as diversas alteracGes organicas resultantes do desenvolvimento, pode-se
destacar o sistema 6sseo e muscular. Quanto aos 0ssos, o crescimento total longitudinal esta
relacionado a completa ossificacdo da PC, que, em geral, ocorre ao final da adolescéncia
(BARROS, 2015). No entanto, o pico da velocidade de crescimento esta associado ao sexo,
sendo mais tardio em homens (em torno dos 14 anos de idade), e regride até os 18 anos, com
o fechamento da PC (KENNEY, WILMORE, COSTIL, 2020).

Ja em roedores, 0 tempo de vida é mais curto, sendo a transi¢do da infancia para a
adolescéncia evidenciada em poucas semanas de vida (ANDREOLLO et al., 2012). A fase
de puberdade é considerada a segunda fase da vida de um roedor, e a idade média em que 0s
ratos atingem a maturidade situa-se em torno dos 50 dias de vida (LONG e EVANS, 1920,
apud SENGUPTA, 2013). Sendo assim, o presente estudo definiu a idade dos ratos Wistar
jovens, entre 28 e 55 dias de vida, como correspondendo ao final da fase de adolescéncia.

Aprofundar os conhecimentos sobre o efeito do EF na faixa etaria pediatrica e
hebiéatrica € de grande importancia para a saude do ser humano. Segundo a OMS, a pratica
de atividades e/ou exercicios fisicos esté a associada a prevencédo de disturbios alimentares,
bem como de doengas do tipo cronico nio-degenerativas (CADENAS-SANCHEZ et al.,
2016; ROSIQUE-ESTEBAN et al., 2017). Além disso, seguindo a mesma tendéncia de

crescimento observada em adultos, segundo a OMS, de 1975 a 2016, a prevaléncia de
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sobrepeso/obesidade em criancas e adolescentes entre 5 e 19 anos aumentou de 4% para 18%
em todo o mundo (WHO, 2021).

No entanto, é necessario entender tal pratica no contexto da faixa etaria devido a
possibilidade de interferéncia de tal atividade no crescimento e no desenvolvimento de
lesGes, como fraturas e osteocondrite (ALVES e LIMA, 2008). Cabe ainda ressaltar que a
realizacdo de EF, principalmente de alta intensidade, deve ser orientada por um profissional
habilitado devido a possiveis interferéncias no crescimento e desenvolvimento (ALVES e
LIMA, 2008).

Barros (2015) discorreu sobre a necessidade de adequar o EF na adolescéncia,
alertando para o excesso de treinos e, inclusive, para a morte subita no esporte. Para 0 mesmo
autor, o ideal, neste caso, seria a manutencdo da pratica de atividade fisica, evitando o
sedentarismo e a obesidade. Neste sentido, buscando uma normatiza¢do em torno do tema,
a OMS e o Ministério da Saude publicaram guias baseados em evidéncias com o objetivo de
nortear politicas publicas incentivadoras de uma vida mais saudavel por meio da atividade
fisica regular (WHO, 2018; BRASIL, 2021). Além disso, recentemente, o Ministério da
Salde da Republica Federativa do Brasil publicou a primeira diretriz nacional para a pratica
de atividades fisicas (BRASIL, 2021).

Em estudos experimentais com roedores, tais efeitos foram demonstrados por Huang
et al. (2008), que investigaram os efeitos da corrida de forma continua e intermitente em
esteira de resisténcia. Ao comparar os resultados, os autores concluiram que houve
beneficios nas propriedades do biomaterial do tecido 6sseo com a pratica do exercicio fisico,
porém, sem ter apresentado um aumento expressivo na densidade mineral éssea. Em
paralelo, os autores evidenciaram um maior ganho de peso no grupo controle em relagéo aos
dois grupos de treino em esteira. No entanto, ndo foi considerada a intensidade do exercicio
e sua relativizagdo quanto ao condicionamento do modelo experimental.

O presente trabalho abordou o exercicio fisico de alta e média intensidade, de forma
experimental, em uma populagdo jovem representada por um modelo animal. O tema central
compreende a analise histoldgica da Placa de Crescimento (PC) da tibia e do musculo séleo
(So) de ratos jovens exercitados sob um protocolo de exercicio fisico de alta e média
intensidade. A caracterizacdo do tempo de vida da amostra é importante, a fim de cumprir o
objetivo principal desta pesquisa que foi de investigar o efeito do treinamento fisico de alta
intensidade na PC da tibia de ratos jovens em comparacdo ao de média intensidade e um
grupo controle.
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Estudar os efeitos dos exercicios fisicos de alta e média intensidade sobre o sistema
musculoesquelético em seres humanos traz consigo uma limitacdo ética, restringindo-se a
possibilidade de analise por meio de exames de imagem, como a tomografia
computadorizada. Nesse contexto, justifica-se 0 uso de um modelo animal para estudo

experimental, o que possibilita a analise histologica das regides anatdmicas de interesse.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Atividade fisica e exercicio fisico: defini¢cdes, beneficios a satude e aspectos do
crescimento

Para a melhor compreensdo dos temas a serem abordados, torna-se necessario o
devido entendimento dos conceitos que fazem parte do presente estudo. As defini¢bes dos
termos atividade fisica (AF) e exercicio fisico (EF) sdo diferentes. A movimentacao corporal
que envolve o sistema musculoesquelético e apresenta gasto energético € denominada de
AF. No entanto, a mesma, quando planejada, estruturada e repetitiva, com o objetivo de
aprimorar a aptiddo fisica, € denominada de EF (CASPERSEN, POWELL,
CHRISTENSON, 1985). Este tema € de grande importancia clinico-epidemioldgica, ja que
a inatividade fisica tem associacdo com maior risco de doencas cronicas ndo-transmissiveis,
como doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e cancer de mama e de célon, além de uma
menor expectativa de vida (LEE et al., 2012).

Os EFs podem ser categorizados como submaximos, maximos e supra-maximos em
relacdo ao condicionamento fisico do individuo (KENNEY, WILMORE, COSTILL, 2020).
Na sua grande maioria, 0os EFs sdo realizados abaixo da capacidade maxima de aptidao fisica,
sendo classificados como EFs subméximos de leve, moderada e alta intensidade (POWERS
e HOWLEY, 2014). No geral, sob o ponto de vista metabdlico, tal classificacdo esta atrelada
a maior (EF subméaximo de leve intensidade), moderada (EF submaximo de moderada
intensidade) ou menor (EF subméaximo de alta intensidade) predominéancia do oxigénio como
mediador na producdo de energia (KENNEY, WILMORE, COSTILL, 2020).

De acordo como o Ministério da Satide, no “Guia de Atividade Fisica para a
Populagéo Brasileira” (BRASIL, 2021), o EF pode ser classificado quanto a intensidade, da

seguinte forma:

“Leve: exige minimo esforgo fisico e causa pequeno aumento da respiragéo e dos
batimentos do seu coragdo. Numa escala de 0 a 10, a percepcao de esforgo é de 1
a 4. Vocé vai conseguir respirar tranquilamente e conversar normalmente
engquanto se movimenta ou até mesmo cantar uma musica.

Moderada: exige mais esforco fisico, faz vocé respirar mais rapido que o normal
e aumenta moderadamente os batimentos do seu cora¢do. Numa escala de 0 a 10,
a percepcao de esforgo é de 5 e 6. Vocé vai conseguir conversar com dificuldade
enguanto se movimenta e ndo vai conseguir cantar.

Vigorosa: exige um grande esforco fisico, faz vocé respirar muito mais rapido que
o normal e aumenta muito os batimentos do seu coragdo. Numa escala de 0 a 10,
a percepcao de esforgo é de 7 e 8. Vocé ndo vai conseguir nem conversar enquanto
se movimenta” (BRASIL, 2021).
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Segundo Nikoli¢, Jovanovi¢ e Stankovi¢ (2020), 0s exercicios fisicos também podem
ser classificados em diferentes intensidades de acordo com o equivalente metabolico, que
pode ser expresso em minutos por semana (MET-min/sem). Neste trabalho, os autores
aplicaram um questionario validado (Physical Activity Questionnaire - IPAQ) em 401
adolescentes saudaveis da Sérvia, encontrando uma maior prevaléncia de atividade fisica
abaixo do adequado em meninos do que em meninas. Por outro lado, 0s maiores niveis de
EF de alta intensidade foram predominantes em meninos, com uma media de 949,7 MET-
min/sem versus 347,9 MET-min/sem em meninas (NIKOLIC, JOVANOVIC,
STANKOVIC, 2020).

Apesar de requerer um esforco muito significativo, a pratica de EF de alta
intensidade, inclusive a corrida, esta associada a uma menor mortalidade por doencas
cardiovasculares a longo prazo (ISHIDA et al., 2013; GUTHOLD et al., 2018; PEDISIC et
al., 2020). No entanto, tal pratica pode causar danos a individuos com Hipertensdo Arterial
prévia devido ao aumento acentuado da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao arterial (PA)
(ISHIDA et al., 2013). Além disso, apesar dos beneficios, a pratica de EF de alta intensidade
pode estar associada a maior incidéncia de lesGes musculoesqueléticas, inclusive na regido
da placa de crescimento, o que justifica os cuidados com criancas e adolescentes praticantes
de esportes durante a fase de pico do crescimento (ALVES e LIMA, 2008).

Em um estudo de reviséo, Alves e Alves (2019) realizaram uma busca sistematizada
utilizando os termos “exercicio fisico” ou “atividade fisica” e “crescimento pondero-
estatural” ou “dos tecidos dsseos” ou “dos tecidos musculares”. Os autores ressaltaram a
importancia da pratica fisica desde a gravidez, salientando que a chance deste habito perdurar
na fase adulta é maior quando a pratica fisica regular comeca no inicio da vida. Nesta mesma
revisdo bibliografica, ndo houve uma conclusdo de que os exercicios fisicos de alta
intensidade e com maior impacto, como a ginastica olimpica, pudessem retardar o
crescimento quando comparados ao basquete, por exemplo. Acredita-se que ocorreu um vies
de selecdo nas amostras dos estudos selecionados para a revisdo por parte de quem procura
uma ou outra modalidade esportiva, pois caracteristicas fisicas diferentes se adequam a
diferentes tipos de esporte. Os autores concluiram que havia poucos estudos clinicos
randomizados, sem indicios de que o exercicio fisico tenha sido prejudicial ao crescimento
linear das criangas, mas os beneficios aos tecidos dsseos e musculares foram mantidos ao
longo da vida (ALVES e ALVES, 2019).
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Roesler (1987) destacou a evolucdo do conhecimento sobre o tecido 6sseo desde o
século XIX e ainda investigou a estrutura interna dos 0ssos em resposta a adaptagdo
funcional. Inicialmente, havia um entendimento de que 0 0sso era um material que possuia
caracteristicas mecanicas. Atualmente, vem sendo discutida com mais clareza pela
comunidade cientifica as adaptacbes do organismo, particularmente do tecido
musculoesquelético, em relacdo a prética de EF, bem como sua duracdo e intensidade, além
dos impactos sobre o desenvolvimento motor nos individuos (ALVES e LIMA, 2008).

Um exemplo mais recente foi descrito no estudo de Vickerton et al. (2014), que
estudaram a histomorfologia dos o0ssos e musculos com estimulacao elétrica repetitiva no
nervo peroneal de ratos jovens. Os autores observaram hipertrofia muscular no membro
estimulado, em comparacdo ao membro contralateral ndo estimulado. Neste sentido, o
estudo sobre os efeitos do exercicio fisico nos diversos sistemas corporais, dentre eles o
6sseo e 0 muscular, tem sido alvo de véarios estudos ao longo dos anos. Ainda no seculo XX,
Wolff et al. (1992) postularam que 0s 0ss0s se adaptam aos estimulos mecénicos, 0 que
continua sendo aceito até os dias atuais (MEAKIN, PRICE, LANYON, 2014; VICKERTON
etal., 2014; PORTIER, BENAITREAU, PALLU, 2020).

O exercicio fisico pode ser apresentado de formas diferentes e tem sido estudado
experimentalmente, tanto em protocolos de treino aerébico (HAMANN et al., 2012) quanto
em treino resistivo (RODRIGUES, BORIN, SILVA, 2017). No estudo de Hamann et al.
(2012), foram comparados dois tipos de corrida em esteira, nivelada e com declive. O
objetivo dos pesquisadores foi de investigar os efeitos deste tipo de exercicio fisico no tecido
0sseo de fémeas Sprague-Dawley em crescimento, divididas em 3 grupos (Corrida em
declive, Corrida nivelada e Controle). As analises realizadas nas metafises e diafises do
fémur esquerdo demonstraram uma maior densidade mineral no osso trabecular nas fémeas
que realizaram a corrida em declive (Média + Desvio Padrdo) quando comparadas aos
grupos sedentario (Média = DP) e de corrida nivelada (Média £ DP) (HAMANN et al.,
2012). Como modelo de treino fisico de forca, Rodrigues, Borin e Silva (2017) evidenciaram
um ganho de massa muscular em ratos submetidos a um treino resistivo com carga
progressiva durante escalada com carga acoplada a cauda.

O efeito do exercicio fisico na massa 0ssea também foi evidenciado por Nebot et al.
(2017), que analisaram os efeitos do exercicio de hipertrofia na densidade e no conteddo
mineral 6sseo. Neste caso, o protocolo de treinamento utilizado foi o da corrida com

sobrecarga posicionada na pata do modelo experimental em dias alternados (3 a 4x/sem) e
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velocidade de 35 cm/seg ou 21 m/min. Foram analisados o comprimento e a densidade
mineral do fémur, além de medidas bioquimicas de turnover dsseo (osteocalcina, precursores
de colageno tipo 1, TRACP-5b) e a dosagem de testosterona, sendo identificado um efeito
positivo do EF sobre 0 0sso esponjoso, mantendo-se a espessura da area cortical (Figura 1);
0 hipogonadismo foi associado a um baixo turnover 06sseo; houve diminuicdo do
comprimento do fémur e aumento da densidade 6ssea no grupo treinado; hipogonadismo foi
constatado no grupo treinado por meio da diminuicao dos niveis de testosterona. Postulou-
se entdo que o treinamento fisico levou a uma diminuicdo do comprimento do animal por

fechamento precoce da zona de crescimento (NEBOT et al., 2017).

Figura 1. Imagem tomogréafica de 0sso esponjoso e 0sso compacto nos grupos controle (ndo treinados) e
exercitado (exercicio hipertréfico). Fonte: Nebot et al. (2017).
2.2 Aspectos histobioldgicos da PC: caracterizacao e particularidades em roedores
A placa de crescimento (PC) localiza-se entre a epifise e a metéfise de ossos longos
e é constituida por uma matriz cartilaginosa que sofre um processo de ossificagdo do tipo
endocondral, finalizando o processo de crescimento longitudinal do individuo. O centro
primario de ossificacdo ocorre na diafise, enquanto o centro secundario, nas epifises
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Esta regido cartilaginosa se divide em trés regifes
distintas com alto grau de regulacdo espacial (MACKIE et al., 2008). As células
mesenquimais se diferenciam em condrdcitos na matriz cartilaginosa, que servira de base
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para o futuro o0sso. As células passam por um processo coordenado de diferenciacdo, que €
complexo, multifatorial e com inimeras vias de sinalizagdo (HALLETT, ONO, ONO, 2019).
Os condracitos proliferam, tornam-se pré-hipertréficos e sofrem apoptose. A cartilagem
calcificada é entdo invadida por vasos sanguineos que trazem osteoblastos e osteoclastos, e
assim se forma o 0sso.

As éreas crescentes dos 0ssos constituem a fise e a epifise. A PC ou fise situa-se entre
a epifise e a metéfise dos ossos longos. As lesGes agudas ou crbnicas na regido do
crescimento, como as que ocorrem durante a pratica de AF ou EF, podem interferir no
crescimento normal das criancas (CAINE, DiFIORI, MAFFULLI, 2006; YANAGUIZAWA
et al., 2008). De acordo com Salhotra et al. (2020), existem cinco regifes na area da zona de
crescimento: de repouso, de proliferacdo, hipertrofica, matriz calcificada e de ossificacdo
(Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquemético da zona de crescimento com as cinco areas discriminadas. 1- “Area de
Reserva” - cartilagem hialina; 2- “Area Proliferativa” - condrécitos; 3- “Area hipertréfica” - reducio da matriz
extracelular e aumento do volume dos condrdcitos, que comecam a entrar em apoptose. 4- “Area de
calcificagdo” - mineralizagio da matriz e término do apoptose dos condrdcitos; 5- “Area de Ossificagdo” -
capilares sanguineos e células osteoprogenitoras provenientes do peridsteo penetram nas areas anteriormente
ocupadas pelos condrécitos, que sofreram apoptose. Fonte: Salhotra et al. (2020).

De acordo com Junqueira e Carneiro (2008) e Montanari (2013), existem zonas com

caracteristicas teciduais importantes na PC:
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e Zonade repouso: é a area de cartilagem hialina localizada no topo da PC subjacente
ao centro de ossificacdo secundario, cuja composicao ndo celular € de fibrilas de colageno
tipo 2 e macromoléculas proteoglicanas. O colageno tipo 2 tem indice de refracdo similar a
uma substancia amorfa, ndo sendo detectado com métodos colorimétricos habituais. Nas
preparag0es em Hematoxilina e Eosina (HE), a coloragdo ocorre principalmente devido aos
glicosaminoglicanos sulfatados das proteoglicanas. A Zona de Repouso localiza-se mais
distante do centro de ossificacdo primario e ajuda a manter a integridade da placa de
crescimento, particularmente pela expressdo da proteina relacionada ao horménio da
paratireoide (PTHrP). A partir da divisdo celular, a zona de proliferacdo é formada. Os
condrocitos desta regido funcionam como células-tronco musculoesqueléticas, orientando
espacialmente a diferenciagdo dos condrdcitos colunares da zona de proliferagdo (MACKIE
et al. 2008; HALLETT, ONO, ONO, 2019).

e Zona seriada ou de proliferacdo: os condrocitos se dividem rapidamente,
organizando-se em colunas, contribuindo para o alongamento 6sseo (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008). Uma zona intermediaria, denominada de Zona Pré-hipertrofica, situa-
se entre a zona proliferativa e a zona hipertrofica.

e Zona hipertrofica: os condrdcitos desta regido sdo volumosos e possuem depdsitos
citoplasmaticos de glicogénio e lipideos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Um dos
membros da familia de proteinas Hedgehog (lhh) € expresso por condrdcitos pré-
hipertréficos, fazendo um feedback negativo com PTHrP, iniciando o processo de hipertrofia
(HALLETT, ONO, ONO, 2019).

e Zona de cartilagem calcificada: os condrocitos terminam seu processo de morte
celular por apoptose e a matriz entra em processo de mineralizacdo (SALHOTRA et al.,
2020).

e Zona de ossificagdo: as células osteoprogenitoras trazidas pelo sistema vascular
provenientes do peridsteo invadem e ocupam as lacunas deixadas pelos condrocitos que
sofreram apoptose, dando origem aos osteoblastos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008;
SALHOTRA et al., 2020).

As células osteoprogenitoras se diferenciam em osteoblastos, que participam do
processo de mineralizacdo da matriz extracelular e da formacdo dos ostedcitos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; CAWLEY et al., 2020). Da mesma forma que 0s

musculos, os processos de osteogénese e de reabsor¢do 6ssea tém mecanismos sinalizadores
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distintos que se autorregulam. A densidade mineral 6ssea depende do equilibrio entre a
expressdo génica do Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear kappa B (RANKL) e
da Osteoprotegerina (OPG'), um receptor de citocina da superfamilia do receptor do fator de
necrose tumoral codificada pelo gene TNFRSF11b (CAWLEY et al., 2020; GUERRERO et
al., 2020). Os osteoclastos desempenham um papel fundamental na reabsorcéo déssea, cujo
processo de diferenciacéo é induzido pelo RANKL, que é produzido por varias células, entre
elas os osteoblastos (SUDA et al., 1999). A OPG, por sua vez, é produzida por osteoblastos
maduros e inibe a capacidade do RANKL em estimular a diferenciacdo celular dos
osteoclastos.

Em um trabalho que estudou o efeito do ultrassom terapéutico sobre o crescimento
longitudinal da tibia e do fémur de ratos com idade entre 4 e 13 semanas de vida, Barreto et
al. (2011) observaram que a PC dos ratos permaneceu até a fase adulta, diferente do que
ocorre em humanos. Apesar de tal permanéncia, ocorre uma desaceleragéo do crescimento
longitudinal acarretando menor espessura na fase idosa da vida do roedor (BARRETO et al.,
2011). Esta caracteristica da PC em roedores também foi relatada por Roach et al. (2003),
que realizaram uma analise temporal do crescimento de dois grupos de ratos comparando as
zonas de crescimento da tibia e do fémur. Durante a fase de crescimento (juventude), a altura
da zona hipertrofica foi a que mais refletiu a taxa de crescimento 6sseo. Na fase de
desaceleracdo, o que mais chamou a atencdo dos autores foi a perda de condrocitos em
associacdo a menor altura da regido da PC. O grupo conseguiu descrever quatro principais
caracteristicas dessa area no grupo de ratos idosos em comparacdo ao grupo de ratos jovens.
Foram observadas extensas areas de acelularidade, formacao de uma faixa 6ssea paralela a
borda metafisaria, extensa area de remodelacdo e formacéo dGssea e formacédo Ossea direta
(ROACH et al., 2003).

O crescimento longitudinal depende de varios fatores que podem interferir na PC,
como o Horménio do Crescimento, 0 Horménio Tireoidiano, o IGF1 e os glicocorticoides
(SIEBLER et al., 2001). Sabe-se que o IGFL1 se liga a receptores de condrocitos que estao
na zona proliferativa (SIEBLER et al., 2001; ROACH et al., 2003). Para esse trabalho, a
contribuicdo do estudo de Roach et al. (2003) foi a andlise histoldgica de cada area da PC
ao longo do tempo, observando-se as caracteristicas habituais esperadas em relacéo a idade
do animal. A regido anatbmica de interesse, a placa de crescimento, esta representada na

Figura 3.
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Figura 3. Desenho esquematico da regido anatdmica de interesse (placa de crescimento) e corte sagital da tibia
e do fémur direito de um rato Wistar jovem dispostos em lamina corada com Hematoxilina e Eosina. (A)-
Fémur direito do rato Wistar; (B)- Tibia direita do rato Wistar. As setas mostram a regido anatdmica da placa
de crescimento entre a Epifise (E) e a Diafise (D). Fonte: Autora.

A PC se modifica com o processo de envelhecimento, como ja foi descrito
anteriormente, mas o papel do exercicio fisico no seu processo de fechamento e na altura
final precisa ser mais bem compreendido. Em trabalhos de revisao que abordaram exercicios
fisicos e a estatura final de atletas, os resultados foram inconclusivos em afirmar que a
estatura final foi afetada diretamente pelos treinos de alta intensidade (ALVES e LIMA,
2008; ALVES e ALVES, 2019). Neste estudo, esperou-se descrever os aspectos histologicos
em associacdo com o exercicio fisico em diferentes intensidades, tanto na celularidade
quanto na espessura da PC de ratos jovens exercitados. Estes resultados poderdo contribuir
para o entendimento do que ocorre na PC, em vigéncia de exercicio fisico de alta e média

intensidade.

2.3  Fibras musculares: caracterizacao e particularidades em roedores

Por se tratar de uma pesquisa na area de atividade fisica, as fibras musculares de
interesse sdo as estriadas esqueléticas. O musculo estriado esquelético é formado por feixes
de células cilindricas alongadas e multinucleadas, com filamentos denominados miofibrilas.
Os miofilamentos de actina e miosina dispdem-se longitudinalmente, de forma simétrica e
paralela. Esses filamentos ficam presos a membrana plasmatica por intermédio de proteinas
que tém afinidade pelos microfilamentos. As fibras nervosas aferentes e eferentes se

conectam a fibras musculares intrafusais por meio de sinapses. As contragdes musculares
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esqueléticas sdo fortes, répidas, voluntérias e descontinuas (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008).

Todo o processo de contracdo e hipertrofia muscular tem uma base molecular. O alvo
mecanistico da proteina quinase rapamicina (mTOR) responde a sinais intra e extracelulares.
Esta molécula é uma proteina serina/treonina quinase que compde dois complexos distintos,
denominados de complexo mTOR 1 (mTORC1) e complexo mTOR 2 (mTORC2)
(CONDON e SABATINI, 2019). O estimulo mecanico, tanto por treino de forca quanto por
estimulacdo elétrica, desencadeia um processo de sinalizacdo celular via mTORC1
(complexo 1 da rapamicina), que € um regulador do crescimento celular, fazendo a regulacao
da traducéo pelo mMRNA (YAMADA, PERTILLE, BUENO JUNIOR, 2017). Sabe-se que 0s
niveis de leucina se elevam na célula ap6s o treinamento fisico. Essa disponibilidade
intracelular de aminoacidos parece exercer um estimulo ativador de mTORC1 apds um
treinamento de forga, que é independente de IGF1 (JEWELL, RUSSELL, GUAN, 2013;
YAMADA, PERTILLE, BUENO JUNIOR, 2017).

Em ultima analise, a mecanotransducdo pode ocorrer apos um treinamento de forga,
estimulando a sintese proteica. Logo, o crescimento celular pode justificar a hipertrofia. De
acordo com Fernandez-Lazaro et al. (2019), todo o processo de hipertrofia muscular €
resultado de uma confluéncia de processos. O acumulo de lactato durante a pratica de
exercicio fisico, a alteracdo do pH intracelular, do fosfato e de célcio e a hipdxia funcionam
como fatores estimuladores, sendo denominados pelos autores de mecanismos hipertroficos
(Figura 4). O aumento da concentracdo de testosterona também é um fator favorecedor da
hipertrofia muscular, sendo importante para experimentos com modelos animais machos.
Isolado na década de 1930 (SBP, 2021), esse hormonio tem receptores de membrana em

varias células do corpo, inclusive nas fibras musculares esqueléticas.
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Fatores associados a hipertrofia muscular

GH _ NG he
IGF-1 : g Wi - Hipertrofia
Testosterona v

Figura 4. Desenho esquematico indicando os fatores metabdlicos envolvidos na hipertrofia muscular. IGF1-
Fator de crescimento similar a Insulina tipo 1; GH- Horménio do Crescimento. Fonte: Autora.

Existem diferentes tipos de fibras musculares esqueléticas, que sédo diferenciadas pela
cor, pelo metabolismo, pelo limiar de fadiga e pela fisiologia (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008; MINAMOTO, 2005; MONTANARI, 2013):

e Fibra muscular do tipo 1- A contracdo €é lenta, dependente do metabolismo oxidativo
e resistente a fadiga. Células ricas em mioglobina e mitocondrias. A presenca da mioglobina
justifica a coloragdo mais avermelhada do que a fibra do tipo 2.

e Fibramuscular do tipo 2 - A contracdo é rapida, metabolismo dependente da glicélise
anaerdbia e menos resistente a fadiga. H4 menos mioglobina e mitocéndrias em comparagédo
as fibras do tipo 1. Pode ser subdividida em 2A, 2B e 2C; a fibra de contracdo mais rapida €
a 2B.

Os musculos esqueléticos tém fibras do tipo 1 e 2, mas ha predominio de cada tipo
nos diferentes tipos musculares. Neste estudo, o masculo estudado é o masculo séleo, cujo
predominio é de fibras do tipo 1, cuja contracdo é mais lenta e tem metabolismo
predominantemente oxidativo (MINAMOTO, 2005). Para que ocorra a contragdo muscular,
ha uma demanda energética que depende principalmente de Adenosina Trifosfato (ATP) e
fosfocreatina (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Em um protocolo de treinamento
aquatico aerobico e de forca com ratos jovens, observou-se um aumento das fibras
musculares do musculo séleo em comparacdo ao grupo nao treinado (SPAGNOL et al.,
2012). Também foi evidenciado no estudo de Ozaki et al. (2018) que o musculo séleo e 0
extensor longo dos dedos apresentaram hipertrofia das fibras musculares em comparagéo
com o0 grupo controle ndo treinado. Neste estudo, os animais foram exercitados por 4

semanas com treinamento aerébico de resisténcia.
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Ao investigar os efeitos de diferentes niveis de estimulos mecénicos na mineralizagao
dos ossos longos e no desempenho muscular, Liu, Gao e Gong (2019) realizaram um estudo
experimental com ratos machos adultos. O treino fisico em questdo consistiu em corrida em
esteira com trés grupos em velocidades diferentes: 12, 16 e 20 m/min. Os autores relataram
que a microestrutura e a densidade mineral do osso trabecular e cortical foram
significativamente aumentadas no grupo de animais que exercitou com menor velocidade
(12 m/min). Outro resultado relevante foi o maior peso do musculo s6leo nos grupos
treinados na esteira em comparagdo ao grupo controle ndo treinado. No entanto, foi mais
significativo na menor velocidade, de 12 m/min.

Como ja descrito, o EF estimula a contragdo muscular, permitindo a hipertrofia do
musculo exercitado. No entanto, a contracdo muscular pode acontecer sem o exercicio fisico,
como demonstrou Vickerton et al. (2014). Os pesquisadores realizaram um experimento em
ratos jovens com estimulacdo elétrica na pata traseira, unilateralmente. O objetivo foi
determinar se a estimulagdo neuromuscular elétrica teria efeito na morfologia e na
biomecanica do osso do membro estimulado. O implante do eletrodo ocorreu por via
peritoneal. A pata contralateral ndo estimulada do animal funcionou como grupo controle.
As descargas elétricas desencadearam contracdo muscular com frequéncia e intensidade
controladas. No final do experimento, 0s ratos foram eutanasiados para analise histolégica
das fibras musculares, comparando o musculo da pata estimulada com o musculo da pata
ndo estimulada (controle). As fibras musculares do membro estimulado eram hipertrofiadas
guando comparadas ao grupo controle.

Diante da elevagcdo dos niveis de aminodcidos intracelulares, ocorre estimulo a
sintese proteica. Como consequéncia, tem-se a hipertrofia da fibra muscular, fato observado
nos trabalhos de Vickerton et al. (2014) e Ozaki et al. (2018).

Na presente pesquisa, esperou-se detectar hipertrofia nos grupos de animais

treinados, comparando-se 0s resultados com o grupo controle de animais ndo exercitados.
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

Investigar os efeitos de um protocolo de treinamento fisico resistivo com carga
progressiva na escada, em diferentes intensidades, no musculo s6leo e na placa de

crescimento de ratos jovens.

3.2  Objetivos especificos

Investigar o ganho de peso entre 0s grupos de treino fisico resistivo com carga
progressiva em comparagédo ao grupo controle néo treinado;

Investigar os efeitos de um protocolo de treinamento fisico resistivo na escada e
com carga progressiva, de média e de alta intensidade, no musculo séleo de ratos jovens;

Investigar os efeitos de um protocolo de treinamento fisico resistivo na escada e com
carga progressiva, de média e de alta intensidade, na placa de crescimento de ratos jovens.
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4 MATERIAIS E METODOS
41  Amostra

O experimento contou com vinte e quatro ratos Wistar machos (Rattus norvegicus,
var. albinus), com 21 dias de vida, provenientes do Biotério Experimental do Campus Dom
Bosco da Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei (UFSJ). A linhagem Wistar foi criada
no inicio do século XX no estado da Filadélfia (EUA) em 1909 (ANDREOLLO et al., 2012),
tornando-se muito comum entre 0s pesquisadores da area biomédica, assim como 0s ratos
Sprague-Dawley. Esses animais estdo entre os roedores mais utilizados em estudos
experimentais por apresentarem baixo custo de manejo e manutengdo e por serem
considerados animais doceis, de facil manipulacdo e com boa capacidade de aprendizado.
Além disso, o rato Wistar € um mamifero que apresenta caracteristicas fisiolégicas muito
semelhantes aos do ser humano, proporcionando resultados similares aqueles que poderiam
ser obtidos em humanos. As fémeas desses ratos tém maturidade sexual precoce e ciclos
reprodutivos irregulares (SENGUPTA, 2013). Assim, a maior utilizacdo de animais machos
é devido a menor influéncia hormonal sobre os resultados, podendo justificar a preferéncia
pelos machos na maioria dos estudos (SENGUPTA, 2013).

No biotério de experimentacdo do Laboratério de Reabilitacdo do Campus Dom
Bosco, os animais foram pesados e mantidos em gaiolas (110 cm x 90 cm), respeitando o
nimero maximo de 4 animais por unidade de alocacdo. As fontes de alimento e agua estavam
acessiveis nas gaiolas. O ambiente tinha exaustor de ar e temperatura controlada com ar-
condicionado, entre 21°C e 22°C, e umidade relativa do ar entre 60 e 70%. Os animais foram
mantidos em ciclo invertido de claro/escuro de 12h (COUTO, 2002).

No primeiro dia, todos os animais foram pesados e iniciou-se o periodo adaptativo.
Apds 1 semana, com 28 dias de vida, deu-se inicio aos protocolos de treinamento fisico.
Conforme evidenciado na Figura 1, o inicio dos treinamentos fisicos ocorreu com os ratos
ainda na infancia, chegando a adolescéncia.

O célculo amostral foi baseado no desvio padrdo, no nivel de significancia
(usualmente entre 0,05 e 0,01) e no poder de prova (usualmente entre 80% e 90%), sendo
estatisticamente definido como 8 ratos por grupo (DAMY et al., 2010).

Os animais foram divididos em 3 grupos (um sedentario e dois treinados) contendo
8 ratos cada, totalizando 24 animais:

Grupo RC- controle néo treinado.

Grupo R1- protocolo de treinamento fisico de alta intensidade.
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Grupo R2- protocolo de treinamento fisico de média intensidade.

Os animais foram pesados diariamente no inicio do dia, de segunda a sexta-feira, até
o0 dia da eutanésia. Ao final dos experimentos, o ganho de peso ponderal de cada animal foi
calculado para comparacgéo entre os trés grupos (RC, R1 e R2).

Todos os procedimentos experimentais seguiram as normas éticas brasileiras e as
recomendacdes das Normas Internacionais de Protecdo aos Animais e do Cadigo Brasileiro
de Experimentacio Animal. O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica
Envolvendo o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei e
aprovado sob Protocolo n° 3943140321.

4.2 Protocolo de treinamento fisico

A metodologia deste estudo utilizou um modelo animal com caracteristicas
fisiologicas similares aos dos seres humanos, a fim de cumprir um protocolo de treino
resistivo com aumento progressivo. Tal modelo ja foi aplicado em roedores com idade
cronoldgica mais avancada. A carga acoplada a cauda do animal aumentou
progressivamente, durante o tempo de treino (RODRIGUES, BORIN, SILVA, 2017). Os
beneficios do exercicio fisico resistivo para a saide humana sdo bem estabelecidos, com
aumento da taxa metabdlica basal e da massa muscular (AL-SARRAF e MOUIHAT, 2022),
modulando a homeostase do musculo esquelético, com aumento da sintese proteica e,
consequentemente, hipertrofia muscular e aumento de forca e de resisténcia (ZANCHI et al.,
2010).

O programa de exercicios fisicos foi aplicado em um periodo de 4 semanas em uma
escada vertical, com peso na cauda, durante 60 minutos por dia. Os animais foram pesados
antes e depois do término do protocolo, diariamente. Ao manusear 0s animais na escada
vertical e colocar 0s pesos nas caudas, € comum que ocorra estresse nos animais. O manuseio
deles foi 0 mais técnico possivel, a fim de garantir o0 menor estresse aos animais. De acordo
com Andrade, Pinto e Oliveira (2002), o melhor método para medir o estresse dos animais €

através de métodos nédo-invasivos.
Dessa forma, 0s seguintes métodos nao-invasivos foram utilizados:

e Andlise do comportamento do animal — se estd agressivo, emitindo sons, com

expressao facial de dor.
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e Anadlise fisiologica do animal — se a respiracdo do animal estd alterada e se o

batimento cardiaco esta acelerado.

O aparato de peso na cauda do animal foi colocado cuidadosamente com micropore
(Nexcare™) de forma que protegeu a pele da cauda do animal (ANDRADE, PINTO,
OLIVEIRA, 2002; RIVERA, 2002b).

A representacdo esquematica dos procedimentos experimentais esté representada na

Alta intensidade _\

Média intensidade

Figura 5.

R1 N A
- _ - -- - - --- Nao treinado
R2
B Controle RC
R e
-~ — e
W’Z 4\/
| * 24 animais, 8 por grupo
% {} “\\_/\\Q';__-:F + Treino 5x por semana,
| " A durante 4 semanas

T Protocolo

Figura 5. Representacéo esquematica dos grupos experimentais R1, R2 e RC. Treinamento fisico 5 vezes por
semana durante 4 semanas. Fonte: Autora.

Grupo RC - Grupo controle ndo treinado (n=8) - acesso livre a escada, sem utilizacdo de

carga ou de treinamento fisico (Figura 6).
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Figura 6. Animais no aparato de treinamento fisico da escada vertical com livre acesso. Grupo RC. Fonte:
Autora.

Grupo R1 - Programa de exercicios fisicos de alta intensidade (n=8) — foram realizadas 8
séries de escaladas (subidas) com 8 a 12 movimentos repetidos em cada série para chegar na
camara de alojamento. J& no primeiro dia de treinamento, os animais foram submetidos a
cargas progressivas, onde as duas primeiras escaladas foram realizadas com uma carga
equivalente a 50% do peso corporal total do animal; na terceira e quarta escalada, foi
utilizado 75% do peso corporal; na quinta e sexta, 90% do peso corporal e nas duas Ultimas
escaladas, 100% do peso total do animal. Nesse tipo de treinamento, a Frequéncia Cardiaca
Maxima (FCmax.) dos animais foi aferida para confirmar que o treinamento demandou 80-
95% da FCméx., como demonstrado nas Figuras 7 e 9.
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Figura 7. Animal com peso na cauda durante o protocolo de treinamento fisico de alta intensidade — Grupo
R1. Fonte: Autora.

Grupo R2 - Programa de exercicios fisicos de média intensidade (n=8) - escalada com 8 a
12 movimentos repetidos em cada série para chegar na camara de alojamento. Na primeira
semana, foi utilizado 50% do peso corporal total do animal; na segunda semana, carga de
75%; na terceira semana, 90% e na quarta semana, 100%. O intervalo entre as séries foi de
60 segundos para que o animal pudesse descansar na camara de alojamento. Neste
treinamento, a FCmax. dos animais foi aferida diariamente para confirmacdo de que o

exercicio demandou 60-70% da FCmax., como demonstrado nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8. Animal do protocolo de treinamento de exercicios fisicos de média intensidade — Grupo R2. Fonte:
Autora.

A mensuracdo da Frequéncia Cardiaca (FC) foi realizada por meio de um monitor
multiparametro (LHVMed), de forma ndo invasiva (Figura 9A e 9B).

A B

Figura 9. (A) Monitor multiparametro com dados da saturacdo de O, (SatO.) e Frequéncia Cardiaca (FC). (B)
Medicéo na cauda do animal na cAmara de alojamento da escada vertical. Fonte: Autora.

O protocolo de treinamento fisico para ganho de for¢a muscular foi modificado de
acordo com o estudo de Peixinho-Pena et al. (2012). Os niveis de intensidade de cada
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protocolo de treinamento foram baseados nos altos niveis de intensidade descritos na
literatura, que correspondem a 80% da VO; méx. e FCméax. (LANA, PAULINO,
GONCALVES, 2006; GONCALVES et al., 2018). O protocolo de treinamento fisico
utilizado neste estudo correspondeu ao consumo energético descrito por Peixinho-Pena et

al. (2012) e Cassilhas et al. (2013), como demonstrado na Figura 10.

Figura 10. Protocolo de exercicios fisicos de escalada com peso na cauda (a e b). Fonte: Autora.

Apds o término do programa de treinamento fisico, os animais foram eutanasiados.
As Diretrizes das Praticas de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA, 2018) recomendam o uso de anestésicos inalatorios,
via vapor ou algoddo embebido em agentes volateis, como o Isoflurano (RIVERA, 2002a).
Os roedores foram colocados em um recipiente fechado contendo o algoddo embebido com
o0 anestésico (Isoflurano 100%), mas ndo em contato direto, para que ele fosse apenas exposto
ao vapor e ndo ocorresse irritacdo da mucosa. A morte dos animais foi constatada por parada
cardiorrespiratoria, auséncia de reflexos e queda da temperatura corporal.

Ao fim da eutanasia, realizou-se a remog¢do dos membros inferiores. Para a anélise
do material biol6gico do tecido musculoesquelético, houve separacdo cuidadosa entre 0s
0ss0s e 0s musculos dos membros. As areas de interesse foram a zona de crescimento, a
placa do osso da tibia e as fibras musculares do musculo séleo (Figura 11).
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Figura 11. Imagens mostrando a remog&o da articulacéo entre os 0ssos do fémur e da tibia e o musculo séleo.
(a) Tibia e fibula; (b) Fémur; (c) Dissecagdo do musculo séleo; (d) Corte. Fonte: Autora.

4.3  Processamento do material biolégico e histomorfometria

Apo6s a coleta do material biolégico, 0 mesmo foi armazenado em solucdo de
formaldeido tamponado a 10% por 24 horas, assim interrompendo o metabolismo celular e
preservando as estruturas para receberem os proximos tratamentos. Os fixadores interagem
com 0s grupos de aminos e proteinas por meio de pontes de hidrogénio. Em seguida, foram
transferidos para alcool 70%.

A peca 6ssea recebeu tratamento descalcificante com acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) por 48 horas antes do processamento histolégico. Para a desidratacdo, foram
utilizadas baterias de solu¢des alcodlicas em concentragdes crescentes até o alcool absoluto.
Este processo lento e gradual € importante para manter a desidratacdo homogénea. Todas as
estruturas seguiram 0s processos de desidratacdo com alcool (70%, 95% e 100%) e
diafanizagdo em Xilol (1 e 2). O uso do Xilol é importante para retirar todo o alcool, pois
este ndo é compativel com a parafina, ja que ambos ndo formam uma mistura homogénea
(SANTOS et al., 2021). Subsequentemente, as amostras de tecido foram incluidas em
parafina, formando um bloco endurecido com o tecido em seu interior. Em seguida,
procedeu-se a microtomia para obtencdo das seccdes e alocagdo em laminas de vidro. A
retirada da parafina foi realizada através da imersdo dos cortes em Xilol para posterior
realizacdo da coloracdo. Foram realizadas secgdes de 5 um de espessura nas laminas
histoldgicas para coloracdo utilizando a Hematoxilina e Eosina (HE) para corar a zona de
crescimento e as fibras musculares. A coloracdo de tricrbmico de Gomori também foi

utilizada na placa de crescimento para evidenciar as areas ricas em colageno.
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O processo de coloracdo com HE comeca com a desparafinagdo (Xilol 1 e 2) da
seccdo da lamina histoldgica, seguida da hidratacdo (alcool 100%, 95% e 70%), coloragédo
em Hematoxilina, lavagem em agua corrente, coloragdo em Eosina, lavagem em agua
corrente, desidratacdo (alcool 100%, 95% e 70%) e fixacdo (Xilol 1 e 2) (Centro
Especializado em Histotecnologia, Belo Horizonte, MG).

O processo de coloragdo com o tricromico de Gomori evidencia a presenca de
colageno em uma cor azul-esverdeada. Esta proteina € um dos principais constituintes da
matriz d6ssea (Figura 10). Para a coloracdo, as seguintes etapas foram realizadas:
desparafinacdo e hidratacdo; lavagem das laminas com &gua destilada por 1 minuto; imersdo
na solugdo tricrdmica por 15-20 minutos; imersdo em solucdo acidificada por 2 minutos;
lavagem em agua destilada; desidratacdo e clarificacdo e montagem das laminas (WOEHL
e WOEHL, 2016). Esta coloracdo foi realizada no Centro Especializado em Histotecnologia,
Belo Horizonte, MG.

Utilizou-se um microscopio éptico com objetivas em 3 aumentos: 4X, 10X e 40X.
Apobs localizar as areas de interesse, em cada aumento, foram realizadas as fotomicrografias.
Para a analise histomorfométrica das laminas, as imagens foram fotografadas utilizando uma
camera fotografica digital MOTIC (modelo MOTICAM 580, 5.0 MP), que foi adaptada a
um microscopio Optico (Primo Star). Este sistema foi conectado a um sistema
computacional, possibilitando assim o armazenamento das fotos em uma pasta de trabalho.
Posteriormente, as 1aminas foram analisadas com o software ImageJ-Pro Plus, verséo 4.5
para Windows (SCHNEIDER, RASBAND, ELICIERI, 2012), que permitiu a contagem das
fibras musculares no corte transversal do musculo séleo (um?2), de ostedcitos e condrocitos

e a determinagédo da espessura das zonas de crescimento em todos 0s grupos de animais.

4.3.1 Metodologia de analise da placa de crescimento.
Na regido da placa de crescimento (PC), foram realizados o0s seguintes
procedimentos, no aumento de 10X: contagem de células e afericdo da espessura total e das

zonas da PC.

4.3.1.1 Contagem de células
A contagem das células foi realizada nas zonas de repouso, de proliferacdo e

hipertrdfica/calcificacdo em uma série de 100 carreiras de células seriadas, de forma similar
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ao método de contagem publicado por Mustafy et al. (2019), como demonstrado na Figura
12.

a) Zona de repouso b) Zona de proliferagdo c) Zona hipertréfica

Figura 12. Desenho esquematico mostrando as caracteristicas morfolégicas dos condrocitos em cada regido
da PC (a, b, c). Placa epifisaria no aumento de 10X. Coloragdo HE utilizada para contagem de células e
tricrdbmico de Gomori para espessura (d). Barra de escala- 50pum. Fonte: Autora.
4.3.1.2 Espessura da placa de crescimento

A avaliacao de espessura foi realizada em trés laminas, no aumento de 10X, nos trés
grupos do estudo: uma no centro e duas nas extremidades. Este método foi utilizado tanto
para a espessura total quanto para as zonas proliferativa e hipertrofica/calcificagdo. A Figura

13 exemplifica a forma de avalia¢do, com a ferramenta “measure” do software ImageJ, em

coloracéo pelo tricrémico de Gomori.
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Figura 13. PC no aumento de 10X (barra de escala 50 um) pela colorago do tricromico de Gomori. Coloragdo
utilizada para medir a espessura total e das zonas da PC. Fonte: Autora.

4.3.2 Metodologia para histomorfometria do tecido muscular do musculo séleo

A coloracdo de HE foi utilizada para corar as fibras musculares do musculo séleo
direito em corte transversal, como no estudo de Malanotte et al. (2017). Apds a selecdo da
area de estudo no aumento de 40X, a lamina foi fotografada no aumento de 100X. Em
seguida, cinco campos foram selecionados para fotografia no aumento de 40X. A contagem
das células ocorreu no aumento de 10X em corte transversal (Figura 13), e a avaliacdo da
area das fibras musculares foi no aumento de 40X (Figura 14). As células e as areas foram
somadas para calculo da média por animal em cada grupo. Utilizou-se o software ImageJ e
a ferramenta “grid”, onde as células foram contadas nas areas de intersecgdo das linhas
(Figura 14 e 15).

(b)

Figura 14. Corte transversal do musculo s6leo em aumento de 10X, barra 50 um. (a) Corte transversal em
coloracdo de HE. (b) Grade para contagem das fibras musculares. Fonte: Autora.
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Figura 15. Seccéo transversal do tecido muscular esquelético do musculo séleo no aumento de 40X em
coloracdo de HE. Fonte: Autora.

4.4  Analise estatistica

Para comparar os resultados histomorfométricos entre os trés grupos, foi empregada
a analise de variancia (ANOVA). Os resultados foram expressos em média + erro padréo da
média, e o nivel de significancia foi de 5%. Os dados foram analisados com auxilio do
programa GraphPad Prism, versao 9.0.

A normalidade e a homogeneidade de variancia dos dados foram avaliadas por meio
do teste de Shapiro-Wilk, que é adequado para amostras pequenas, com n entre 4 e 30
(MIOT, 2017). Em seguida, certificando-se de que 0s pressupostos para 0s testes
paramétricos nao foram corrompidos, aplicou-se a analise de variancia de uma via (One-way
ANOVA) e 0 pos-teste de Tukey (OLIVEIRA FILHO, 2015) para compara¢des multiplas
entre os grupos RC, R1 e R2.
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3) RESULTADOS

5.1  Analise do peso corporal

Os animais foram pesados diariamente até a eutanasia. Esta pesagem foi importante
para os célculos das cargas para os treinamentos. Assim, foi possivel calcular a média de
ganho ponderal dos animais de cada grupo: RC, R1 e R2. Os dados demonstraram uma
média de ganho de peso igual a 217 g no grupo RC, 212,3 g no grupo R1 e 211,3 g no grupo

R2. A analise estatistica ndo demonstrou diferenca significante entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Estatistica descritiva do ganho ponderal de cada grupo.

Resultados / Grupos RC R1 R2
Minimo 188 g 190 g 192 g
Maximo 238 g 246 g 2309
Média 2179 2129 2119

Desvio Padréo 20,37 17,97 13,48

Fonte: Autora.

5.2  Andlise da placa de crescimento

A PC foi analisada a partir da colorac¢do do material com HE e tricrémico de Gomori.
As laminas com a coloracdo em HE foram utilizadas para as contagens das células e da area.
A coloracdo pelo Gomori, por sua vez, evidenciou de forma mais clara a area de calcificacéo
pela presenca mais abundante de colageno em comparagédo a matriz cartilaginosa. A afericao

da espessura também foi realizada nesta coloragao.

5.2.1 Contagem de células na placa de crescimento

As células foram contadas por zona da regido da PC: Repouso, Proliferativa e
Hipertréfica-Calcificacdo. Cada constituinte da amostra teve trés fotografias no aumento de
100X para alcancar o nimero de 100 fileiras de células, como descrito no estudo de Mustafy
et al. (2019). Apos a contagem das células por zona, foi possivel comparar as médias de

células entre os trés grupos. O grupo R1, que correspondeu ao protocolo de treino fisico de
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alta intensidade, teve as menores médias de contagem de células nas trés zonas da PC: 154,5
na Zona de Repouso - ZR (DP 40,32); 821,4 na Zona Proliferativa - ZP (DP 131,9) e 181,4
na Zona Hipertréfica - ZH (DP 28,99). A estatistica descritiva para média, mediana e DP

esta detalhada na Tabela 2.

Tabela 2. Contagens de células na PC.

Grupos / Media Mediana DP

Resultados

Grupo RC 1983 206,5 40,32
937,1 909,5 153,3
194,3 193 33,94

Grupo R1 154,5 157,5 22,93
821,4 819,5 131,9
181,4 177 28,99

Grupo R2 1759 166 43,33
953,3 8455 384,5
199,3 196 28,46

Fonte: Autora.

A Figura 16 demonstra a média de células por grupo e os resultados da andlise
estatistica. Apesar de ser possivel evidenciar maiores médias de células nos grupos RC e R2,

a diferenca entre as médias de células da PC ndo teve relevancia estatistica (Figura 16).
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Figura 16. Média de contagem de células nas regides da PC. (A) Média de células na zona de repouso entre
o0s grupos — RC, R1 e R2; (B) Média de células na zona proliferativa entre os grupos — RC, R1 e R2; (C) Média
de células na zona hipertrofica entre os grupos — RC, R1 e R2. ANOVA, pos-teste de Tukey, nivel de
significancia p<0,05. Fonte: Autora.
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5.2.2 Andlise da &rea da placa de crescimento

A area da PC foi calculada nas trés laminas no aumento de 100X (Figura 17). N&do
foi evidenciada diferenca estatistica entre as médias das areas dos grupos RC, R1 e R2,
apesar dos grupos RC e R2 apresentaram maiores médias. O grupo RC teve uma media igual
a 178,120 um?; o grupo R1 foi de 174,893 um?2 e o grupo R2 foi de 177,505 pum? (Figura
18).

Figura 17. Lamina da placa de crescimento de um animal do grupo R2 (treinamento de média intensidade),
mostrando a regido de andlise da &rea da PC demarcada na imagem da lamina (linha azul). Imagem capturada
utilizando o software ImageJ. Aumento: 10X. Barra: 100pum. Fonte: Autora.
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Figura 18. Médias das areas da PC entre os grupos. RC- Grupo controle. R1- Grupo de treinamento de alta
intensidade. R2- Grupo de treinamento de média intensidade. Analise estatistica ANOVA, pés-teste de Tukey.
Significancia p<0,05. Fonte: Autora.
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5.2.3 Coloracao da placa de crescimento com tricromico de Gomori
A coloracdo com o tricromico de Gomori foi realizada para anlise da espessura da

PC e a andlise qualitativa das matrizes.

5.2.3.1 Espessura da placa de crescimento

De acordo com a metodologia descrita anteriormente, a espessura foi calculada em
toda a extensdo da PC e nas zonas proliferativa e hipertréfica/calcificacdo. A média da
espessura total para cada grupo foi de 407,6 um no grupo RC; 312,4 um no grupo R1 e 355,5
um no grupo R2 (Tabela 3). Portanto, a espessura da PC foi maior nos grupos RC e R2. Foi
identificada uma diferenca significante entre os grupos, como evidenciado na Figura 19.

Total 358,2 348,9 50,09

Fonte: Autora.
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Figura 19. Fotomicrografias de laminas, mostrando a espessura total da PC entre os grupos. (A) RC- Grupo
controle; R1- Grupo de treinamento de alta intensidade; R2- Grupo de treinamento de média intensidade. (B)
Gréfico de colunas. ANOVA, pés-teste de Tukey; nivel de significAncia p<0,05. Fonte: Autora.

Ao se comparar as zonas isoladamente, foi observada uma diferenga significante
entre as médias. Na zona proliferativa, também foi observada uma diferenca significante
entre os grupos RC e R1 (p=0,0026; Figura 20). Na zona hipertréfica/calcificagédo, o grupo

RC apresentou maior média quando comparado aos grupos R1 e R2 (Figura 20).
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Figura 20. Média da espessura da PC nas zonas proliferativa e hipertréfica/calcificacdo. (A) Média entre os
grupos na zona proliferativa. (B) Média entre os grupos na zona hipertréfica/calcificacdo. ANOVA, pos-teste
de Tukey; nivel de significancia p<0,05. Fonte: Autora.



5.2.3.2 Anélise qualitativa da placa de crescimento

As fotomicrografias das PCs dos grupos RC, R1 e R2 demonstraram coloragdes
diferentes entre os animais (1 a 8), onde €& possivel identificar um tom mais
esverdeado/azulado nas regides de repouso e proliferacdo da PC dos animais, de forma mais

evidente no grupo R2 (Figura 21).




Figura 21. Fotomicrografias das PCs coradas com tricrdbmico de Gomori entre os animais de cada grupo. Na
coluna vertical a esquerda estdo nomeadas as imagens dos animais de 1 a 8, e na coluna horizontal superior, 0s
grupos dos animais (RC, R1 e R2). Barra de escala para aumento de 10X. Fonte: Autora.

5.3  Andlise do tecido muscular esquelético
O masculo séleo foi analisado nas fotomicrografias das 1dminas coradas em HE nos

dois aumentos: 10X para contagem de células e 40X para aferigdo das areas das fibras.
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5.3.1 Contagem de fibras do musculo séleo

O estudo das fibras musculares contou com a &rea e 0o nimero de células em
fotomicrografia do corte transversal. A contagem de fibras musculares foi realizada no
aumento de 100X utilizando a ferramenta “grid” do software ImageJ. Na analise descritiva,
obteve-se a média da contagem das fibras musculares esqueléticas do masculo séleo em cada
grupo e a avaliacdo da distribuigdo dos dados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(p>0,05). Em seguida, foi realizado o estudo estatistico pela ANOVA de Unica via com 0
pos-teste de Tukey.

A média de células por grupo foi de 70,88 no RC, 86,88 no R1 e 75 no R2. Na Tabela
4, encontram-se os dados descritivos de média, mediana e desvio padréo para cada grupo,

considerando-se um IC de 95%.

Tabela 4. Estatistica descritiva da contagem de células do musculo séleo.

Resultados/

Grupos RC R1 R2
Mediana 73 87 81,50

Média 70,88 86,88 75
Desvio Padréo 10,01 7,27 20,23

Fonte: Autora.

Os dados ndo demonstraram diferenca significante entre as médias dos grupos na
analise de variancia com comparacdo multipla entre os grupos. O valor de p foi maior que

0,05 entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22. (A) Fotomicrografias utilizando a ferramenta “grid” do software ImageJ para contagem de células,
representando os trés grupos (RC, R1 e R2). Barra de escala no aumento de 10X. RC- controle. R1- treino de
alta intensidade. R2- treino de média intensidade. (B) Grafico de colunas com anélise por ANOVA e pés-teste
de Tukey, 1C95%. N&o houve diferenca significante na anélise estatistica para as comparagdes entre 0s grupos
controle e de treinos fisicos de alta e de média intensidade (p>0,05). Fonte: Autora.

RC R1 R2

5.3.2 Areas das fibras musculares

As areas (um2) das fibras musculares do musculo séleo foram analisadas em cinco
fotomicrografias, no aumento de 40X, utilizando-se o software ImageJ. A avalia¢do foi
realizada em todas as células, em cada uma das cinco laminas, por animal. Foram
evidenciadas as seguintes médias das areas nos grupos: 14.240 um2 em RC (DP 5.437),
27.641 um2 em R1 (DP 8.404) e 17.817 pm2 em R2 (DP 3.742).

De acordo com a ANOVA de Unica via com pos-teste de Tukey, o grupo de escalada
com carga em alta intensidade (R1) apresentou uma maior area de fibras musculares do
musculo séleo (Figura 23) quando comparado as médias dos grupos RC e R2 (p=0,008 e
p=0,019, respectivamente). Ndo foi evidenciado diferenca significante entre R1 e R2
(p=0,4895). A Figura 23 demonstra os dados das analises das areas das fibras musculares do

musculo séleo entre 0s grupos.
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Figura 23. Médias das areas das fibras musculares do musculo séleo entre os grupos. (A) Fotomicrografias
das fibras musculares do séleo dos grupos RC, R1 e R2. (B) Médias das areas das fibras dos grupos. ANOVA,
p<0,05, pds-teste de Tukey. Aumento: 40X. Barra: 100um. Fonte: Autora.
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6 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi de analisar os aspectos morfologicos da PC e das
fibras do musculo séleo em ratos jovens submetidos a treinamentos de alta e média
intensidade na escada vertical e compara-los a um grupo controle. Os achados apontam para
uma menor espessura da PC e maior area das fibras musculares no grupo treinado com alta
intensidade.

Os resultados da analise de ganho ponderal ndo mostraram relevancia estatistica na
comparacao multipla entre os grupos RC, R1 e R2 (p>0,05). Em resposta a um programa de
exercicio fisico, espera-se um maior ganho ponderal no grupo sedentario, como foi
evidenciado no estudo experimental de Huang et al. (2008). Os autores relataram um maior
ganho de peso no grupo controle em comparacao aos de treino fisico continuo e intermitente
(HUANG et al., 2008). No entanto, tal achado deve ser considerado com cautela, visto que
a interferéncia de outros fatores (e.g., dieta e perfil corporal) podem demonstrar diferentes
tendéncias (GASIER et al., 2020).

No presente estudo, foi utilizada uma dieta regular de livre acesso, de forma igual em
todos os grupos, sem calculo calérico balanceado para cada tipo de exercicio. Portanto, o
exercicio fisico sem dieta adequada aos diferentes tipos de treino ndo interferiu no ganho de
peso entre 0s animais sedentarios e treinados. Desta forma, os animais deste estudo, com
esta faixa etaria e que receberam dieta ad libitum, ndo apresentaram um ganho ponderal
estatisticamente diferente realizando os treinamentos na escada.

Ao analisar os dados de hipertrofia das fibras do masculo séleo, observou-se maiores
areas das fibras no grupo R1 (alta intensidade) em comparacdo aos grupos RC e R2. Sendo
assim, torna-se evidente que apenas a analise do ganho de peso ndo explica o perfil de
composicao corporal (massa magra e massa gorda) nesses animais.

Em resposta a um estimulo motor (SPAGNOL et al., 2012; OZAKI et al., 2018; LIU,
GAO, GONG, 2019) ou neuromuscular (VICKERTON et al., 2014), ocorre a hipertrofia
muscular. Como resultado do estresse mecanico sobre a célula, as vias sinalizadoras
anabdlicas desencadeiam reac¢des bioguimicas pela via AKT mTOR. Consequentemente,
ocorre a elevacdo dos niveis de aminoacidos intracelulares e, com isso, 0 aumento da sintese
proteica. Esse processo bioquimico leva a uma alteracdo celular, i.e., a hipertrofia da fibra
muscular. Ocorre, entdo, um predominio da via anabélica sobre a catabélica (FERNANDEZ-
LAZARO et al., 2019; CAHUE et al., 2020). No presente estudo, foram utilizados exercicios

de resisténcia e treinamento de forca pelo acréscimo de carga durante a escalada. O treino
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de forga também estimula a acdo dos horménios anabolizantes, como a testosterona em
machos, o horménio do crescimento (GH) e o IGF1 (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008;
FERNANDEZ-LAZARO et al., 2019). Assim, fica evidente neste estudo que o treinamento
fisico de alta intensidade na escada promoveu uma maior hipertrofia do musculo soleo pela
maior carga imposta durante o treinamento.

A PC é uma é&rea de tecido conjuntivo cartilaginoso que se localiza entre a epifise e
a diafise dos ossos longos, também denominada cartilagem epifisaria (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008). Durante o processo de crescimento, esta matriz cartilaginosa vai sendo
substituida por tecido 6sseo, em um processo denominado ossificagdo endocondral,
limitando entéo o crescimento longitudinal dos individuos (KIERSENBAUM et al., 2008;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Em roedores, a placa de crescimento ndo se ossifica
completamente, mas se torna desgastada e reduzida em tamanho (ROACH et al., 2003;
BARRETO et al., 2011). No presente estudo, 0s animais que participaram dos experimentos
situavam-se dentro da faixa etaria que corresponde a infancia e adolescéncia nos seres
humanos e, desta forma, a PC analisada ndo estava amplamente ossificada.

A andlise histologica dos trés grupos que compuseram 0 experimento comparou o
namero de células das PCs, as areas das PCs e a espessura das zonas da PC. Quanto as
analises de contagem de células e as areas da PC, ndo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos estudados. J& os dados de espessura total e das regides
proliferativas e hipertroficas da PC demonstraram diferencas significantes no grupo R1 (alta
intensidade) em comparacdo aos grupos RC e R2. Na comparacéo entre os grupos RC e R2,
a diferenca entre as médias ndo teve relevancia estatistica. Neste caso, o exercicio de média
intensidade ndo alterou de forma significante a celularidade da PC. Tais achados corroboram
com o estudo de Mustafy et al. (2019) que, ao realizar a analise histomorfométrica da regido
da PC de roedores jovens submetidos a exercicio fisico com cargas de diferentes intensidades
aplicadas em exercicios de salto e corrida, concluiram que o nimero de células da zona
proliferativa por coluna foi menor no grupo de carga elevada. Ja no estudo de David e Feijo
(2009), que investigaram a histologia da epifise de crescimento ap6s um protocolo de
exercicio aquatico com carga de intensidade extenuante, ndo foram evidenciadas diferencas
nas celulas condrais entre os animais dos grupos treinados e sedentarios.

Do ponto de vista experimental, ja foi demonstrado o beneficio do EF na qualidade
do tecido 6sseo, na densidade mineral dssea e, particularmente, no 0SS0 €sponjoso
(HAMANN et al., 2012; HUANG et al., 2008; NEBOT et al., 2017). No entanto, ainda sdo
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escassos 0s estudos sobre a interferéncia das diferentes intensidades de EF na PC dos
roedores. No presente estudo, foi observado que a espessura da PC foi maior no grupo de EF
de alta intensidade na escada quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Tal resultado
se repetiu em relacdo ao grupo de média intensidade em comparacdo ao controle (p<0,05).
No entanto, a diferenca da espessura da PC néo foi significante entre os dois grupos de treino
fisico (p>0,05). O fechamento da PC é um fator limitante para o crescimento linear, fato que
pode ser impactante para o crescimento de jovens atletas.

No presente estudo, ndo foi possivel controlar bioguimicamente os substratos
importantes para defini¢cdo da intensidade do treinamento fisico, onde a intensidade foi
delimitada através da FCmax., que também é indicado como um parametro importante de
avaliacdo. Desta forma, ndo foi evidenciada uma diferenca significante entre os animais
treinados com alta ou média intensidade.

Em um artigo de revisdo que avaliou os impactos da prética esportiva sobre o
crescimento e a puberdade de criangas e adolescentes, os autores concluiram que a atividade
fisica leve e moderada tem efeito benéfico para o crescimento, enquanto o exercicio fisico
intenso pode atenuar o crescimento (ALVES e LIMA, 2008). No entanto, o presente estudo
evidenciou que a modalidade de treinamento de alta intensidade em escada foi benéfica na
hipertrofia do musculo séleo e, a0 mesmo tempo, diminuiu a espessura da PC dos animais.
Portanto, é possivel atestar que o0s exercicios de alta intensidade tém efeitos diversos no
organismo de um animal, podendo beneficiar um sistema e prejudicar outro. O modelo
animal utilizado neste trabalho era de faixa etaria jovem. O horménio do crescimento (hGH)
tem relagdo com o crescimento 6sseo e a sua secrecdo pode ser estimulada tanto pelo sono
quanto pelo exercicio (GODFREY, MADGWICK, WHYTE, 2003). Foi postulado que o
protocolo de treino resistivo empregado aqui pode ter interferido de alguma forma na
secrecdo de hGH; portanto, merece a continuidade de investigacdo em relagdo aos efeitos
sobre o crescimento longitudinal.

Este trabalho possuiu limitacdes diante da auséncia do lactato serico e da afericdo do
consumo de O ap0s os treinos fisicos, o que caracterizaria melhor a intensidade do protocolo
de treino.

S&0 necessarios mais estudos que possibilitem investigar mais a fundo os prejuizos
que o treinamento fisico de alta intensidade na escada podera ocasionar na PC dos animais.
O controle bioguimico e o uso de marcadores celulares com imuno-histoquimica para

colageno tipo 1 permitiriam uma maior exatiddo dos resultados e uma analise mais completa.
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7 CONCLUSAO

Ap0s o periodo de treino resistivo progressivo, 0s ratos jovens exercitados tiveram
uma média de peso similar, reforcando que o exercicio fisico, isoladamente, ndo leva a perda
de peso sem que haja uma alimentacéo diferenciada.

Os grupos treinados apresentaram uma menor espessura da placa de crescimento e
maior média de area das fibras do musculo soleo, evidenciando efeitos diferentes do
exercicio fisico no tecido muscular e no disco epifisario. Tal fato merece uma investigagédo
clinica mais aprofundada acerca dos efeitos do exercicio fisico resistivo no crescimento de

criangas e adolescentes que se submetem precocemente a protocolos de treino fisico intenso.
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