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RESUMO

Avaliamos o efeito do treinamento fisico moderado (TFM) associado a reposicdo nutricional na pare-
de das artérias cardtida comum esquerda e aorta horizontal em 24 ratos Wistar machos adultos jovens,
submetidos a desnuticdo proteica nas fases gestacional e neonatal. Os animais foram divididos em gru-
pos Nutrido (N, n = 12, caseina 17%) e Desnutrido (D, n = 12, caseina 8%). Apds o desmame, todos os
animais receberam dieta padréo (Labina®) e aos 60 dias de vida, os dois grupos foram subdivididos em
quatro com seis animais cada: Nutrido Nao Treinado (NNT), Nutrido Treinado (NT), Reposicao Néo Treina-
do (RNT) e Reposicao Treinado (RT). O TFM foi realizado em esteira durante oito semanas, cinco dias por
semana, 60 minutos por dia. A histomorfometria de ambas as artérias foi realizada com o programa Scion
Image for Windows (Beta 4.0.2). A espessura das paredes das artérias foi obtida a partir da média de aferi-
¢do de quatro pontos diferentes (0°, 90°, 180°, 270°) e o didmetro do limen dos vasos, a partir da média
de afericao de dois valores, partindo de quatro pontos diametralmente opostos. Para a comparacéo entre
0s grupos utilizou-se o teste t de Student com os dados apresentados em média + desvio padrao. A es-
pessura média das artérias cardtida comum esquerda (um) e aorta horizontal (mm) foi menor no grupo
RNT (32,51 + 5,54; 0,11 + 0,02, respectivamente), comparado com o NNT (4091 + 3,56; 0,15 + 0,01). O
didmetro (um) da artéria carétida comum esquerda foi maior nos animais RT (724 + 44,64) do que nos
RNT (630,73 + 79,67). Conclui-se que o TFM associado a reposicao nutricional ndo foi capaz de recuperar
as alteracOes estruturais provocadas pela desnutricdo na parede das artérias cardtida comum esquerda e
aorta horizontal.

Palavras-chave: artéria carétida, aorta, histomorfometria, treinamento fisico moderado.

ABSTRACT

We evaluated the effects of moderate physical training (MPT) associated with nutritional recovery on
the left common carotid artery and horizontal carotid walls in 24 male, Wistar adult male rats submitted
to protein malnutrition on the gestational and neonatal phases. The animals were divided in Nourished
(N, n=12, casein 17%) and Malnourished (D, n=12, casein 8%). After weaning, all animals received stan-
dard diet (Labina®) and at the 60™ day of life, both groups were subdivided in 4 groups with 6 animals
each: Not-Trained Nourished (NTN), Trained Nourished (TN), Not-Trained Recovery (NTR) and Trained Re-
covery (TR). The MST was performed on treadmill during eight weeks, five days per week, 60 minutes a
day. Histophotometry of both arteries was done with the Scion Image software for Windows (Beta 4.0.2).
Arteries walls thickness was obtained by the mean value of 4 different points (0°, 90°, 180°, 270°), and the
diameter of the lumen of the vessels from 2 values, starting from 4 opposite points. For the comparison
between groups, Student’s t test was used and data were shown in mean+standard deviation. Mean
thickness of the left common carotid artery (um) and horizontal aorta (mm) was lower on the NTR group
(3251 £ 5.54;0.11 + 0.02, respectively) in comparison with the NTN group (40.91+ 3.56; 0.15 + 0.01). The
diameter of the common left carotid artery was higher in the TR animals (724 + 44.64) when compared
with the NTR (630.73 + 79.67). Therefore, the MPT associated with nutritional recovery was not capable of
recovering the structural alterations due to malnutrition on the common left carotid and horizontal aorta
arteries wall.

Keywords: carotid artery, aorta, histomorphometry, moderate physical training.
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INTRODUCAO

Deficiéncias nutricionais durante a gestacéao e lactacao, em especial
associadas a condicoes socioecondmicas desfavoraveis”, podem estar
relacionadas com maior risco de desenvolver defeitos no metabolismo,
podendo desencadear doencas como diabetes tipo 2, obesidade'?, hi-
pertensdo arterial sistémica (HAS), bem como doencas cardiovasculares
em idades mais avancadas®~.

Experimentalmente foi demonstrado que a restricdo proteica neo-
natal estd relacionada com o aumento da presséo arterial sistolica e
que o estado de desnutricdo promove o remodelamento adverso da
tunica média da aorta tordcica, resultando em marcada hiperplasia das
células musculares lisas e, consequentemente, aumento da espessura
da parede dessa artéria®. Além disso, estudos com seres humanos
vém ressaltando a ideia de que o aumento das espessuras das artérias
aorta®® e carétida®'? é apontado como um marcador precoce de
aterosclerose e isso pode ser uma possivel explicagédo para o mecanis-
mo fisiopatoldgico das doencas cardiovasculares. Entretanto, ainda nao
existe um consenso sobre essa teoria, pois alguns estudos com seres
humanos demonstraram resultados contraditorios!> ',

Por outro lado, sabe-se que o treinamento fisico regular pode me-
Ihorar significativamente a funcéo cardiovascular™!”, contribuindo
como um importante fator para reduzir os indices de morbimortalidade
cardiovascular'®. Essa melhora no cronotropismo cardiaco de repouso
promovida pelo treinamento fisico regular t¢ém grande importancia
clinica, visto que o treinamento pode interferir diretamente na presséao
arterial e, assim, provocar alteracdes na parede das artérias!'®, uma vez
que ele esta relacionado com a melhora na complacéncia’® e estrutura
arteriais®. Essas adpatacoes induzidas pelo treinamento fisico aerébio
ocorrem na tentativa de o organismo corresponder as necessidades
metabdlicas da musculatura esquelética e sdo demonstradas pelo
aumento do diametro dos vasos e mudanca no calibre das paredes
arteriais®. No entanto, poucos estudos tém reportado as adaptacoes
dimensionais do sistema vascular em animais e, ainda mais, quando
submetidos a restricao proteica precocemente.

Assim, estudos que demonstrem a influéncia do exercicio fisico so-
bre a estrutura vascular em animais desnutridos certamente fornecerao
estratégias de prevencao e tratamento em menor custo das mais varia-
das doencas que poderdo estar atreladas aos disturbios nutricionais.

Dessa forma, pretende-se verificar o efeito do treinamento fisico
moderado associado a reposicao nutricional sobre a estrutura das ar-
térias carétida comum esquerda e aorta horizontal em animais sub-
metidos a desnutricdo proteica gestacional e neonatal, tendo como
varidveis estudadas o diametro e a espessura da parede das artérias
carétida comum esquerda e aorta horizontal.

METODOS

Utilizamos 24 ratos machos, albinos, Wistar, provenientes do bio-
tério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Per-
nambuco, obtidos por acasalamento de fémeas primiparas adultas (n
= 17) com um macho adulto da mesma linhagem. A prenhez foi de-
terminada através da observacao da presenca de espermatozoides na
secrecdo vaginal?? e, apds a sua confirmacao, as ratas foram alojadas
individualmente e distribuidas aleatoriamente em dois grupos nutri-
cionais: grupo Nutrido (GN, n = 9), que recebeu dieta normoproteica
e isocaldrica (casefna 17%); e grupo Desnutrido (GD, n = 8), que rece-
beu dieta hipoproteica e isocalorica (caseina 8%) ad libitum. Durante
alactacédo, as maes permaneceram recebendo dieta a base de caseina
de acordo com seu grupo experimental. No 21° dia os filhotes foram
desmamados e alimentados com dieta padrao do biotério (Labina®:
52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos).
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Aos 60 dias de idade, os animais de cada grupo experimental foram
subdivididos em Nutrido Nao Treinado (NNT, n = 6), Nutrido Treinado
(NT, n = 6), Reposicdo Nao Treinado (RNT, n = 6) e Reposicdo Treinado
(RT,n =6). O programa de treinamento fisico moderado foi realizado em
esteira ergométrica (Insight’, Porto Alegre, Brasil) durante oito semanas,
cinco dias/semana, 60 minutos/dia, com intensidade de 70% do consu-
mo maximo de oxigénio (VO, ., )?". A primeira semana do treinamento
foi dedicada a adaptagdo dos animais ao exercicio. A partir da segunda
semana, o protocolo foi dividido em quatro estagios progressivos: pe-
riodo de aquecimento (5 min); zona intermediaria (20 min); zona de
treinamento (30 min); e periodo de resfriamento (5 min). A velocidade
da corrida foi determinada pelo consumo de oxigénio, variando progres-
sivamente até que fosse alcancado o consumo de 70% do VO, 4,

Ao término do treinamento, os animais foram anestesiados por via
intramuscular com uma solucdo de cloridrato de xilazina (Rompum®
- Bayer) e cloridrato de ketamina (Ketalar®)??. Realizou-se a abertura
das cavidades toracica e abdominal e perfusdo do coracdo através da
canulacao do ventriculo esquerdo para a introducdo de 250ml de solu-
¢ao salinaa 0,9 % com Tml de heparina por litro de salina. O atrio direito
foi aberto para a drenagem das solugdes de perfusdo. Apds a lavagem
do sistema, realizou-se a fixacdo dos tecidos com glutaraldeido a 4%
diluido em tampéo fosfato a 0,5 molar com pH = 7,2. Fragmentos das
artérias carétida comum esquerda (5mm proximal a aorta horizontal)
e da aorta horizontal (porcao entre o tronco arterial braquiocefélico
e a artéria cardtida comum esquerda) foram dissecados para retirada
de tecidos aderentes, fixados em alcool a 70% e cortes transversais de
3um foram corados pelo método de Verhoeff-Van Gienson.

Com o auxilio de um microscépio dptico (aumento de 4X) aco-
plado a uma microcamera (Sansung Color Digital SHC 410 NAD HL) e
conectado a um computador contendo placa de captura de imagens
(Power VCRII), foram capturadas imagens histolégicas para a realiza-
¢ao da mensuracdo da espessura e do diametro da artéria carotida
comum esquerda. Os cortes histolégicos da artéria aorta horizontal
foram digitalizados com um scanner (Artec, modelo e+ 48U) sob pa-
pel milimetrado. A histomorfometria de ambas as artérias foi realizada
com o programa Scion Image for Windows (Beta 4.0.2). A espessura das
paredes das artérias foi obtida a partir da média de afericdo de quatro
pontos diametralmente opostos (0°, 90°,180°, 270°) e o diametro do
[imen dos vasos, a partir da média de afericdo de dois valores, partindo
desses quatro pontos diametralmente opostos, segundo protocolo de
Aguila & Mandarim-De Lacerda modificado®?.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos a uma
temperatura de 23°+ 1C, em ciclo claro/escuro invertido de 12h, com
livre acesso a dgua e a racdo. O estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco e seguiu as normas sugeridas
pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (Cobea).

Para a andlise histomorfométrica das artérias foi utilizado o pro-
grama SPSS 11.5 for Windows. Para a comparagdo entre 0s grupos uti-
lizou-se o teste t de Student para amostras independentes com nivel
de significancia de p < 0,05 e os dados foram apresentados em média
+ desvio padrao.

RESULTADOS

Os animais desnutridos durante a gestacao e lactacao que ndo re-
alizaram treino fisico apresentaram reducédo da espessura média da ar-
téria carétida comum esquerda (32,51 + 5,54pm) quando comparados
com o grupo nutrido sem treino fisico (40,91 + 3,56um) (p = 0,04). Nos
animais recuperados treinados (33,81 + 5,95um) também foi observada
diminuicdo da espessura dessa artéria em relacdo aos nutridos treina-
dos (50,03 + 9,85um) (p = 0,0004). Quando os grupos normonutridos
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foram comparados, observamos que houve aumento dessa espessura
nos animais treinados (50,03 + 9,85um) em relacao aos nao-treinados
(40,91 + 3,56um) (p = 0,02). Nos grupos desnutridos o treinamento
fisico moderado nao foi eficaz para reverter o efeito deletério da des-
nutricdo (figura 1).

Figura 1. Valores médios da espessura (um) da artéria carétida comum esquerda dos
animais dos grupos NNT: 40,91 + 3,56; NT: 50,03 + 9,85; RNT: 32,51 + 5,54; RT: 33,81 +
5,95um. Valores expressos em média + DP (teste t de Student). ® indica diferenca em
relacdo ao NNT e mindica diferenca em relacdo ao grupo NT (p<0,05).

N&o houve diferenca na avaliagdo do didmetro médio da artéria
carétida comum esquerda no grupo de animais recuperados (630,73
+ 79,67mm) quando comparados com o0s animais nutridos (693,53
+ 59,96mm). O treinamento fisico moderado também néo exerceu
influéncia sobre os animais dos grupos nutridos (710,86 + 74,88mm;
693,53 + 59,96mm). Porém, ao comparar 0s grupos recuperados, obser-
vamos que o treinamento provocou aumento no diametro médio da
artéria caroétida comum nos animais treinados (724,91 + 44,64mm) em
relacdo aos ndo-treinados (630,73 + 79,67mm) (p = 0,02) (figura 2).

—‘
1
— <

Figura 2. Valores médios do diametro (um) da artéria carétida comum esquerda dos
animais dos grupos NNT: 693,535 + 59,96; NT: 710,86 + 74,88; RNT: 630,73 + 79,67; RT:
724 + 44.64. Valores expressos em média + DP (teste t de Student).  indica diferenca
em relacdo ao RNT (p<0,05).

Os animais recuperados apresentaram menor espessura da artéria
aorta horizontal (0,11 £ 0,02mm) em relacdo aos normonutridos (0,15
+0,01mm) (p = 0,001). Entretanto, o treinamento fisico moderado nao
exerceu influéncia sobre essa estrutura nos grupos nutridos e recupe-
rados (figura 3).
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Figura 3. Valores médios da espessura da artéria aorta horizontal (mm) dos animais dos
grupos NNT 0,151 +£0,01;NT 0,14 +£0,01;RNT 0,11 £ 0,02; RT: 1,93 £ 0,1. Valores expressos
em média + DP (teste t de Student) ¢ indica diferenca em relagdo ao NNT (p<0,05).

Nao foram observadas diferencas do didmetro médio da artéria
aorta horizontal entre os grupos avaliados (figura 4).

Figura 4. Valores médios do didmetro (mm) da artéria aorta horizontal dos animais
dos grupos NNT: 1,80 £ 0,21; NT: 1,79 + 0,33; RNT: 1,73 £ 0,27; RT: 1,93 £ 0,1. Valores
expressos em média + DP (teste t de Student) (p>0,05).

DISCUSSAO

Modelos de estudo em animais vém formulando a hipdtese de que
a fase uterina constitui o periodo critico de desenvolvimento do sistema
cardiovascular>* e que pode se estender até o periodo de lacta-
¢a0®?) Assim, a oferta de uma dieta restrita em proteinas durante esses
periodos pode favorecer o aparecimento de doencas cardiovasculares
tardiamente, cujos mecanismos ainda ndo estdo totalmente elucida-
dos®??. Um dos mecanismos nos quais essas doencas cardiovasculares
poderiam se desenvolver esta relacionado as alteragdes na estrutura
dos vasos, marcadamente na espessura das paredes dos vasos©®1011,

No modelo experimental utilizado no presente estudo foi observa-
do que, apds 16 semanas de vida, os animais amamentados por ratas
submetidas a dieta hipoproteica na fase da gestacéo e lactacao apre-
sentaram reducdo da espessura das artérias carétida comum esquerda
e aorta horizontal, corroborando achados experimentais de Skilton et
al (2006)"¥ e Painter et al (2007)"¥ em seres humanos.
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As paredes das grandes artérias estao constitufdas principalmente
por células musculares lisas que produzem os constituintes da matriz
extracelular. A desnutricao proteica implica diversas alteracdes meta-
bolicas, dentre elas, diminuicao significativa de proteinas totais??,
promovendo reducdo do componente muscular liso da parede vascular
e alterando os constituintes da matriz, principalmente o componente
elasticol??. Isso poderia justificar a diminuicdo na espessura das artérias
observada no presente estudo.

Apods o periodo de desnutricdo, o aumento na disponibilidade de
nutrientes predispde 0 organismo a apresentar alteragdes metabdlicas
associadas ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares®?. Essas
alteracoes podem estar atreladas a modificacdes nas propriedades elas-
ticas da parede arterial, modificando sua complacéncia e, dessa forma,
predispondo ao desenvolvimento de doencas ateroscleréticas!?.

O exercicio fisico regular vem sendo responsavel pela promogéo de
uma série de respostas fisiolégicas resultantes de adaptagdes autondmi-
cas e hemodinamicas que podem influenciar o sistema vascular!'®3). Esses
efeitos adaptativos promovidos pelo treinamento fisico, seja por melhora
no balanco vago-simpético!’ ou pela hipertrofia fisioldgica do ventriculo
esquerdot?, podem estar relacionados com outras modificacoes fisioldgi-
cas, como melhora na contratilidade miocdrdica, na extragdo de oxigénio,
resultando em diminuicdo da FC e, consequentemente, em reducéo da
PAU9 podendo refletir diretamente sobre a estrutura vascular®33),

No nosso estudo, ao utilizar um programa de treinamento fisico mode-
rado durante oito semanas, foi observado aumento na espessura da artéria
carétida comum esquerda nos animais nutridos treinados em relacao aos
nutridos sedentarios. Isso provavelmente pode ter ocorrido devido a maior
proliferacao de células musculares lisas induzidas pelo treinamento'.

No presente estudo testamos a hipotese de que treino fisico mo-
derado associado a reposicédo nutricional poderia reverter os danos
causados na parede arterial de animais precocemente submetidos a
desnutricao proteica. Observamos, entretanto, ndo haver diferenca na
espessura da parede das artérias carétida comum esquerda e aorta
horizontal nos animais desnutridos nas fases gestacional e de lactacéo
treinados a partir dos 60 dias de vida. Isso pode ter ocorrido em fun¢do
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de a restricdo proteica ter sido implementada nos perfodos de gran-
de transformacao celular e ter afetado permanentemente a estrutura
dessas artérias®. Entretanto, o grupo desnutrido treinado apresentou
maior diametro luminal da artéria carétida comum em relagdo ao gru-
po desnutrido sedentario. A tinica média das artérias musculares esta
constitufda predominantemente de células musculares lisas, com dis-
persas membranas elasticas e poucas fibras colagenas?”. Devido a esse
arranjo, a parede arterial estaria mais suscetivel as alteracées no seu
[imen em funcao das mudancas no ténus das células musculares lisas
da tunica média, de acordo com a variacéo do fluxo de demanda de
determinado 6rgdo como, por exemplo, o musculo esquelético duran-
te o exercicio®, Além disso, a parede arterial nos animais desnutridos,
como se apresenta mais delgada do que nos animais normonutridos®”,
estaria assim, mais vulnerdvel a distensao e consequentemente, um
aumento da demanda promovida pelo esforco fisico poderia ocasionar
aumento do diametro do vaso. O que poderia explicar o aumento no
didmetro luminal da artéria carétida comum nos animais desnutridos
submetidos ao treino fisico moderado observado no presente estudo.

Nao foi encontrada diferenca no didametro luminal da artéria aorta
horizontal, entre os grupos treinados e sedentarios nos animais nutridos
e desnutridos. Huonker et al® analisaram a estrutura da artéria aorta
horizontal em atletas de diferentes modalidades e verificaram que os
ciclistas apresentaram pressao arterial mais baixa, porém, também nao
observaram diferencas no didmetro da artéria aorta horizontal. Contu-
do, a auséncia de modificacdo no didametro da artéria aorta horizontal
nos animais submetidos ao treinamento fisico moderado pode estar
relacionado com a estrutura dessa artéria, que, por ser altamente elasti-
ca, é capaz de ndo ceder ao fluxo sanguineo aumentado cronicamente
pelo coragdo com o exercicio fisico aerdbio moderado®”.

Dessa forma, os resultados encontrados indicam que o treinamento
fisico aerdbio moderado associado a reposicao nutricional nao foi ca-
paz de recuperar as alteracdes estruturais provocadas pela desnutricao
na parede das artérias carotida comum esquerda e aorta horizontal.
Sugere-se, entdo, a formulacdo de outros modelos que utilizem dietas
balanceadas associadas ao treino ffsico moderado.
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