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RESUMO

O estudo pretendeu observar possiveis alteracbes morfolégicas e
morfométricas no coragdo induzidas pelo exercicio fisico crénico, na vigéncia
de desnutricdo protéica, durante o periodo de lactagdo. Foram utilizados 32
ratos Wistar, machos, amamentados por nutrizes com dois tratamentos
nutricionais distintos: nutridas, caseina 17%; e desnutridas, caseina 8%, e
subdivididos de acordo com a dieta materna e submissdo a natagao.
Resultaram assim, quatro grupos experimentais com oito animais cada: Nutrido
controle (NC); Nutrido submetidos & natagédo (NE); Desnutrido controle (DC) e
Desnutrido submetido & natagdo (DE). Os animais dos grupos NE e DE
realizaram um programa de exercicio constituido de sessdes diarias de
natacao livre do 8° ao 23° dia de vida. Nos 3 dias iniciais, com 0s animais na
idade de 8, 9 e 10 dias de vida, foi realizada a adaptacdo na proporcéo de 2, 5
e 10 minutos, respectivamente, de natagdo, com periodo de descanso no 11° e
12° dia de vida. A partir do 13° ao 17° dia nadaram progressivamente 15, 20,
25, 30 e 40 minutos/dia. Descansaram por 2 dias e a partir do 20° ao 23° dia
nadaram diariamente 40 minutos/dia. Na analise estatistica, considerando
p<0,05, podemos observar maior evolucdo ponderal, maior distancia &trio
ventricular, maior &rea secg¢éo transversa e espessura da parede do ventriculo
esquerdo dos grupos nutridos quando comparados aos grupos desnutridos,
ndo havendo diferenca relacionada a natagdo quando comparados 0s grupos
nutridos (NC, NE) e desnutridos (DC, DE) entre si. O peso absoluto do coragéo
também foi maior nos grupos NC e NE em relagdo aos grupos DC e DE, porém
houve diferenca significativa entre os grupos NC e NE. O peso relativo do
coracdo do grupo DC foi significativamente maior que o do grupo NC. N&o
foram encontradas diferencas nas médias das medidas da area da cavidade do
ventriculo esquerdo. Observou-se, ainda, que a &rea do soma celular dos
cardiomidcitos e do seu nucleo foi maior nos grupos nutridos em relagdo aos
desnutridos, e no grupo NE em relagéo ao NC. Nossos resultados sugerem que
na vigéncia da desnutricdo protéica ocorre déficit do substrato necessario para
gue haja resposta ao aumento do metabolismo celular induzido pelo exercicio
fisico.

Palavras- Chaves: ratos, desnutricdo protéica, natagdo, coragéo, cardiomiocitos



ABSTRACT

In order of observing the morphometryc alterations in the heart related with
chronic exercise, 32 males Wistar rats, undernourished, were used, during the
lactation period. The animals were divided by chance in nestlings, breastfeeded
by nutrizes submitted to two different nutritional treatments: well-nourisheds,
casein 17%; and undernourished, casein 8%, subdivided in two sub-groups in
accordance with swimming. They had resulted thus, four experimental groups:
nourished control (NC); nourished submitted to exercise(NE); undernourished
control (DC) and undernourished submitted to exercise (DE). The animals of
groups NE and DE had been submitted to a program of daily sessions of free
swimming carried through of 8th to 23rd day of life. For that experience, those
rats receive, during 3 days, ratio of 2, 5 and 10 minutes respectively. Therefore,
the adaptation was made with animals in the age of 8, 9 and 10 days of life. In
11™ and 12" days of life the animals had rested. From the 13" to the 17" day,
they swam 15, 20, 25, 30 and 40, gradually, minutes/day. After two days of rest,
on the 20" to the 23" day, they swum 40 minutes daily. In statistical analysis,
considering p <0.05, we can see greater weight changes, atrioventricular
greater distance, larger cross section area and thickness of the wall of the left
ventricle of the nourished groups when compared to malnourished, no
difference related to swimming when compared the nourished (NC, NE) and
malnourished (DC, DE) between them. The absolute heart weight was also
higher for the NC and NE on DC and DE groups and there was a significant
difference between groups NC and NE. The relative weight of the heart of the
DC group was significantly higher than the NC group. There were no
differences in mean measures of the area of the left ventricular cavity. We also
observe that the sum of cell area of cardiomyocytes and its nucleus was higher
in nourished groups than malnourished, and in NE than NC. Our results suggest
that protein malnutrition during the deficit of the substrate is suitable to meet the
increase in cellular metabolism that occurs during exercise.

Key words: rats, protein malnutrition, swimming, heart, cardiomyocytes
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1. INTRODUCAO

O coracdo € uma bomba de dupla succ¢éo e pressao, cujas por¢des
atriais e ventriculares trabalham juntas com a fungdo de fornecer o fluxo
sanguineo adequado a todos os o6rgdos do corpo. Assim, sdo atendidas as
diferentes exigéncias metabdlicas em resposta as interferéncias do meio
externo, garantindo a homeostase (ROCHA e SILVA, 1991; MOORE e
DALLEY, 2007).

As diversas situagdes que requerem adaptacdes do organismo para
manter seu equilibrio interno provocam alteragdes no funcionamento do
sistema cardiovascular através da regulacdo neuro-humoral. E o caso, por
exemplo, de variagbes na temperatura ambiental, mudangca de altitude,
infeccdes, estresse, envelhecimento, atividade fisica e alimentacdo (WILMORE
e COSTILL, 1999; PENALOZA E ARIAS- STELLA, 2007).

Em se tratando da alimentagdo, vale ressaltar que uma dieta
adequada é essencial para a nutricAo, processo fundamental para a
manutencdo da vida. Pois € a partir da ingestdo e digestdo dos alimentos,
absorcdo e metabolismo dos nutrientes que sdo fornecidos os substratos e a
energia para o desenvolvimento e bom funcionamento do organismo,
permitindo que os seres vivos atinjam o estado de salde necessario para seu
pleno de crescimento, interacdo com o meio, reproducdo e longevidade
(BATISTA FILHO, 1996; RAMALHO e SAUNDERS, 2000; GUEDES, ROCHA
DE MELO e TEDOSIO, 2004).

Na vigéncia de deficiéncia nutricional, seja em quantidade ou
qualidade de nutrientes, provocada por fatores fisicos, biolégicos e/ou sociais,

ocorrem alteragcfes fisiopatoldgicas e estruturais que se traduzem em danos



funcionais (GURMINI et al., 2005). Esse é um fato preocupante, visto que a
desnutricdo € um problema de saude publica, que afeta principalmente a
populagdo de paises subdesenvolvidos, onde a fome cronica determina o
aporte alimentar insuficiente (UNICEF, 2006). No Brasil a desnutricdo, medida
pelo retardo do crescimento infantil, alcanga cerca de 10% das criancas do pais
e ocorre com uma prevaléncia da caréncia de ingestdo de proteinas nas
regides norte e nordeste (TEODOSIO et al., 1990; MONTEIRO, 2003).

Monte (2000) relata em sua revisdo que a desnutricdo afeta todos os
sistemas e oOrgdos das criancas gravemente desnutridas. Varios trabalhos
realizados com humanos e animais demonstram os prejuizos da caréncia de
nutrientes para o organismo. A privagao nutricional traz danos ao ganho de
peso, crescimento fisico e desenvolvimento intelectual, interfere na
estruturagdo e funcionamento cerebral, causa depressdo do sistema
imunoldégico, agride o figado e provoca perda de massa muscular (STOCH e
SMYTHE, 1963; COUTINHO, 1976; PESSOA, 1997; LESOURD e MAZARI,
1997; FALBO e ALVES, 2002; PONTES-FILHO, 2003).

No inicio dos estudos sobre os efeitos cardiacos da desnutricdo,
acreditou-se que o coragdo seria poupado frente ao prejuizo em outros 6rgéos.
Atualmente, ap6s mais de um século de pesquisas realizadas in vivo e in vitro,
utilizando diferentes modelos experimentais, € comprovado que a desnutricdo
também afeta o coragéo e pode provocar danos a sua estrutura e fungdo, como
diminuicdo do tamanho do coragdo, atrofia do miocardio com mudancas na
contratilidade e elasticidade, levando a alteracdes no debito cardiaco e pressédo

arterial (WEBB, KIESS e CHAN-YAN, 1996; OKOSHI et al., 2004).



Alden et al. (1994) relatou em seu trabalho com cées alimentados
com dieta deficiente em calorias e proteinas que a desnutricdo provocou perda
de massa cardiaca proporcional a perda de massa corporal, diminuicdo da
frequéncia cardiaca, queda do débito cardiaco e diminuicdo da contratilidade
do miocardio, concluindo que a desnutricdo causa atrofia cardiaca significante,
no entanto ndo observou alteracdes nas propriedades intrinsecas do miocardio.

No estudo de Fioretto et al. (2002) foram observados os efeitos da
desnutricdo provocada pelo modelo de grandes ninhadas de ratos lactentes
sobre caracteristicas morfométricas, bioquimicas e funcionamento cardiaco.
Foi relatado que existem controvérsias em relacdo a contratilidade miocardica.
Seus resultados demonstram que a desnutricdo provocou alteragdo estrutural
(remodelamento ventricular excéntrico) e disfuncdo diastdlica, sem mudancas
na funcao sistolica.

J& no trabalho de Okoshi et al. (2004), que observou os efeitos da
desnutricdo, também in vivo, através do ecocardiograma transtorécico, foi
relatada a ocorréncia de disfungéo sistdlica, sem alteragBes na contratilidade
do miocardio, provavelmente devido a redugéo da elasticidade do miocardio.

Ainda podem ser observadas discrepancias de resultados que
podem ser atribuidas aos diferentes protocolos utilizados e métodos de
avaliacdo empregados. Mas had um consenso que a desnutricdo realmente
provoca ajustes na estrutura e fungéo cardiaca, provavelmente como resposta
adaptativa ao aumento da demanda metabdlica, uma vez que na privagdo
nutricional existe deficiéncia de substrato para manter as fungfes criticas do
organismo que requerem proteina (NUTTER et al., 1979; WEBB et al., 1996;

McKNIGHT et al., 1999).



Acredita-se que exista relagéo entre o estado de desnutricdo precoce
e 0 subsequente surgimento de doencgas cardiovasculares, através da
interacdo entre habitos alimentares e genética. Essa hipOtese tem sido
intitulada como “programacao” e pode ser descrita como uma situagao na qual
um estimulo ou insulto durante o periodo de desenvolvimento estabelece uma
resposta fisiolégica permanente em varios 6rgdos. O periodo compreendido
entre a vida fetal e de lactacdo ou pré-desmame em ratos € considerado como
critico ou de maior sensibilidade a agressfes e € nele que a “programacao”
nutricional acontece. (LUCAS, 1991, 1998 e 2005).

Assim, a inadequada nutricAo materna provoca desnutricdo durante o
periodo critico de desenvolvimento de sua prole, podendo levar a adaptacdes
visando & sobrevivéncia através de uma programacdo de um fendtipo com
alteragbes metabdlicas para reducdo do crescimento e economia de energia.
Um individuo com fendtipo alterado pela desnutricdo torna-se mais susceptivel
a doencas cardiovasculares e a seus fatores de risco como obesidade,
hipertenséo e diabetes, interferindo na sua qualidade de vida e longevidade.
Até hoje os mecanismos bioldgicos da programacdo ainda ndo foram
completamente explicados. Estudos investigam como ocorrem as possiveis
adaptacges epigenéticas do fendmeno (LANGLEY-EVANS, 2001; SINGHAL et
al., 2004, ARMITAGE et al., 2004; NEU, 2007).

Ao contrario da desnutricdo, que provoca danos ao sistema
cardiovascular, a préatica regular de atividade fisica pode trazer grandes
beneficios a saude, incluindo melhora das condi¢cbes cardiorrespiratorias. Por
isso tem sido recomendada para prevengdo e tratamento de doencgas

cardiovasculares e seus fatores de risco cardiovasculares, como sedentarismo,



diabetes, hipertensdo, dislipidemia e obesidade, visando a melhoria do
condicionamento fisico e da qualidade de vida (CIOLAC E GUIMARAES, 2004;
MONTEIRO E SOBRAL FILHO, 2004; MORAES, 2005; LANA, PAULINO e
GONGCALVES, 2006).

Sabe-se que o exercicio fisico altera o estado de inatividade do
organismo, aumentando a sua demanda metabdlica ao gerar um estado de
relativa hipdxia que implica adaptag6es metabodlicas com o objetivo de manter a
homeostasia celular, levando a modificacbes morfofuncionais do sistema
cardiovascular para um melhor controle e distribuicdo do fluxo sanguineo,
garantindo adequado aporte de oxigénio para o musculo em atividade
(AFONSO et al., 2003)

O exercicio fisico, de acordo com a modalidade, intensidade,
duracéo e freqiiéncia, atua como fator de estresse fisioldgico para o organismo
devido a sobrecarga energética imposta, levando a diversas adaptagfes
hemodindmicas e autondmicas que diferenciam individuos treinados de
sedentarios e tem efeito, principalmente sobre a frequéncia cardiaca,
contratilidade do miocardio e presséo arterial (FORJAZ, RONDON e NEGRAO,
1998; MONTEIRO E SOBRAL FILHO, 2004; MORAES 2005). Varios trabalhos
relatam que o exercicio fisico provoca uma acgdo hipotensora em individuos
normotensos e hipertensos, nestes com maior magnitude (KINGWELL E
JENNINGS, 1993, FORJAZ et al. 1998; ARAUJO, 2001; WHELTON et al.,
2002; MONTEIRO e SOBRAL FILHO, 2004; FORJAZ et al., 2005).

A entrega de oxigénio aos tecidos depende da frequéncia cardiaca e
do volume de ejecao sistdlico, correspondentes ao débito cardiaco. Sabe-se

que o condicionamento fisico provoca alterac6es na frequéncia cardiaca,



levando a bradicardia de repouso e a uma menor taquicardia durante a
realizacdo de exercicio, mas oferece um aumento da volemia através de um
maior volume de ejecéo sistdlico. A captacdo do oxigénio nos tecidos também
estq aumentada, gragas ao aumento na densidade vascular e maior extracdo
periférica de oxigénio, conferindo assim um aumento na capacidade aerobica e
no consumo maximo de oxigénio, 0 VOzmax (BRUM, 2004; MORAES 2005).

Os estudos de Medeiros et al. (2000), Franchini (2001) e Lana,
Paulino e Goncalves (2006) demonstram que além de altera¢gfes funcionais no
sistema cardiovascular, o exercicio fisico pode promover alteracdes
anatdmicas como, aumento do peso cardiaco, hipertrofia cardiaca,
principalmente do ventriculo esquerdo e hipertrofia dos cardiomiécitos.

Diferentes protocolos tém sido empregados em diversos trabalhos
experimentais para simular os efeitos do exercicio fisico em ratos, seja atraves
de atividade voluntaria ou forcada, com uso de esteira ou natacao livre ou com
sobrecarga ( MIOTTO et al., 1998; MEDEIROS et al. , 2000; NASCIMENTO et
al., 2004; LANA, PAULINO e GONCALVES, 2006; VOLTARELLI e ROSTOM
DE MELO, 2008).

Apesar de existirem diversos estudos preocupados em demonstrar
as adaptacbes provocadas pelo exercicio fisico, poucos trabalhos tem se
dedicado a investigar os efeitos benéficos ou estressantes da interagéo entre a
desnutricdo e pratica de exercicio fisico e expdem resultados conflitantes.
Alguns encontram efeitos positivos, como o de Galdino da Silva e Rostom de
Melo (2000), que relatou minimizacdo dos efeitos deletérios sobre a gestacao e
desenvolvimento fetal de ratos quando a desnutricdo por dieta hipoprotéica foi

associada ao exercicio fisico. Outros trabalhos observaram resultado negativo



ou nenhum resultado (PRAZERES et al., 2004, GUENDLER et al.,, 2008;
VOLTARELLI E ROSTOM DE MELO, 2008).

Essa divergéncia de resultados parece ter sido consequéncia de
diferentes modelos de desnutricdo empregados, idade dos animais e tipo,
frequéncia e intensidade do exercicio fisico aplicado e nos estimulou a avaliar a
atuacao do exercicio fisico precoce, empregando um protocolo de natacéo,
sobre o desenvolvimento do coragdo de ratos submetidos a desnutricdo

protéica durante o periodo de lactacao.



2. OBJETIVOS

GERAIS

Investigar as consequéncias do exercicio fisico crénico, a partir de um
protocolo de natagéo, associadas a desnutricdo protéica, durante o periodo de

lactacéo, sobre a estrutura cardiaca de ratos.
ESPECIFICOS
Avaliar, no modelo experimental empregado, 0s seguintes parametros:
e Evolucao ponderal
e Peso cardiaco absoluto e relativo
¢ Medida da distancia atrio-ventricular (DAV)

e Area de seccdo transversa do ventriculo esquerdo (VE) e de sua

cavidade
e Espessura da parede do ventriculo esquerdo

e Areade seccéo transversa do soma celular e do ndcleo dos

cardiomidcitos



3. METODOLOGIA

3.1ANIMAIS

Foram utilizados 32 ratos machos da linhagem Wistar, da colonia do
Departamento de Nutrigdo do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco. Os filhotes foram aleatoriamente distribuidos, 24h
apdés o parto, em quatro ninhadas de oito filhotes por nutriz, em gaiolas
separadas (33x40x17cm). A padroniza¢éo do tamanho da ninhada foi realizada
para eliminar a desnutricdo induzida por grandes ninhadas durante a lactacéo
(ROCHA DE MELO, 2001; MONTEIRO, 2002; RODRIGUES DE ARAUJO,
2003).

Os animais foram mantidos nas condi¢des padrdes do biotério,
em gaiolas plasticas (33x40x17cm) com grades metalicas e com livre acesso a
agua filtrada, em ambiente climatizado com sistema de exaustdo, com ciclo
claro-escuro de 12 horas (luminosidade entre 07h0O0Omin e 19h00min horas),

com temperatura mantida em 23°C = 1°C durante todo o experimento.

3.2 MANIPULACAO NUTRICIONAL

As quatro nutrizes foram alimentadas com a dieta de manutengéao do
biotério (LABINA®, “Purina do Brasil’, considerada dieta controle, contendo
23% de proteina de origem animal e vegetal), durante o periodo de gestacéo.

A partir do periodo de aleitamento e até o dia do desmame (24° dia)
duas nutrizes passaram a ser alimentadas com dieta com 17% de caseina
(AIN-93G: gestacao, lactagdo e crescimento) (REEVES, NIELSEN e FAHEY,

1993) e duas com dieta isocaldrica e restrita em proteinas, com 8% de caseina.



Os componentes das dietas estdo representados na Tabela 1.
Cada ninhada foi amamentada durante os 24 dias pela sua respectiva mée.
Apo6s o desmame no 24° dia, os filhotes foram colocados em gaiolas metélicas
(34x40x19cm), passando a receber a mesma dieta oferecida anteriormente as

maes até o momento de realizagdo da perfuséo.

Tabela 1: Composi¢éo, por kg de ragéo, das dietas utilizadas nos diferentes grupos
durante o periodo de aleitamento até o dia do desmame (24° dia).

COMPONENTES NUTRIDO DESNUTRIDO
Proteina (Caseina) 179,39 79,39
Celulose 50g 509
Mistura vitaminica 10g 10g
Mistura salinica 359 35¢
DL metionina 39 39
B. de colina 2,59 2,59
Oleo de soja 70ml 70ml
Amido de milho 650,29 750,29

3.3 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO CRONICO:

A natacdo livre foi utilizada como programa de exercicio fisico
cronico, sendo constituido de sessdes diarias realizadas do 8° ao 23° dia de
vida no mesmo horario. Os animais que foram submetidos ao exercicio
nadaram em recipientes plasticos (33x40x17cm), sendo que o nivel da agua foi
ajustado de acordo com o crescimento dos animais ndao permitindo que
tocassem as patas no fundo do recipiente. A temperatura da 4gua foi mantida a
31°C £1°C. Nos trés primeiros dias da execug¢do do protocolo, correspondente
a idade de 8, 9 e 10 dias de vida, os animais passaram por um periodo de
adaptacdo ao novo ambiente e estimulo, na proporcéo de 2, 5 e 10 minutos,
respectivamente, de natagdo. Depois descansaram no 11° e 12° dia de vida.

Voltando a nadar do 13° ao 17° dia progressivamente 15, 20, 25, 30 e 40



minutos/dia. Descansaram novamente por dois dias, no 18° e 19° dia.
Concluiram o protocolo nadando do 20° ao 23° dia durante 40 minutos/dia. O
protocolo empregado foi baseado nos trabalhos de Rodrigues de Araujo, 2003;
Nascimento et al., 2004 e Nascimento et al, 2007, foram feitas algumas
adaptacOes de acordo com a idade dos ratos., permitindo periodos de repouso
e evitando sobrecarga fisica.

Os animais ndo submetidos a natacdo foram mantidos separados
das maes e colocados em recipientes plasticos iguais aos usados para
natagdo, porém com agua apenas suficiente para molharem as patas, durante
0 mesmo periodo em que era praticada a natacdo pelos outros grupos, com o
objetivo de submeter, indistintamente, ao mesmo estresse e condi¢des

alimentares todos os filhotes.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS
De acordo com a combinagdo de tratamentos nutricionais distintos
com o protocolo de exercicio, foram criados 0s quatro grupos experimentais:
1)NUTRIDO CONTROLE (NC) (n=8) — filhotes amamentados por
mées mantidas com a racao CASEINA 17% , ndo submetidos ao exercicio;
2)NUTRIDO COM EXERCICIO (NE) (n=8) - filhotes amamentados
por mies mantidas com a racdo CASEINA 17% e submetidos ao exercicio;
3)DESNUTRIDO CONTROLE (DC) (n=8) - filhotes amamentados por
mées mantidas com a racgao CASEINA 8%, ndo submetidos ao exercicio;
4)DESNUTRIDO COM  EXERCICIO  (DE)  (n=8)filhotes
amamentados por mides mantidas com a racdo CASEINA 8% e submetidos ao

exercicio.



3.5 AVALIACAO PONDERAL
Todos os animais foram pesados diariamente a partir do 1° dia apés
0 nascimento até o 24°dia, sempre no mesmo horario, utilizando-se balanca

eletronica (Marte, modelo S-000).

3.6 PERFUSAO

Aos 24 dias de vida os animais foram anestesiados, por via
intraperitonial, com solu¢cédo aquosa contendo uma mistura de Uretana a 10%
(1g/Kg) e Cloralose a 0,4% (40mg/Kg). Para execucédo da perfuséo procedeu-
se abertura ampla do térax para exposi¢do do coracdo. Apds a injecdo de 1mL
de heparina (Liguemine) no ventriculo esquerdo, para evitar a coagulagéo
sanguinea, introduziu-se na mesma regido uma céanula de polietileno,
procedendo-se a abertura do atrio direito. Desta forma, tanto o sangue gquanto
as solugdes de perfusdo foram eliminadas pela abertura, procedendo-se a
perfusédo com auxilio de um compressor. Para remogdo do sangue e
manutenc¢do da integridade tecidual, foi injetada através da canula uma solugéo
de tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2-7,4 (PBS), contendo 0,9% por
volume de NaCl. A seguir, o corpo foi perfundido com formaldeido a 10%
diluido em PBS a 0,9%, sendo a fixacdo do tecido controlada pelo volume

inoculado e pela rigidez da cabega e dos membros (FIGURA 1).
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Figura 01- Procedimento de perfusédo

3.7 AVALIACAO DO PESO DO CORACAO E CALCULO DO PESO RELATIVO
Ap6s o fim da perfusdo, foi realizada a retirada do coragédo e
dissecacdo cuidadosa dos vasos para pesagem empregando-se balanca
analitica (ZEISS, modelo Sartorius) para obtencdo do peso absoluto do 6rgéo
(FIGURA 2).
O peso relativo do coracdo em relacdo ao peso corporal foi
determinado pela divisdo do peso do coracdo em gramas (g) pelo peso

corporal do animal em gramas (g) no 24° dia.

Figura 02- Pesagem do coracéo



3.8 MEDIDA DA DISTANCIA ATRIO- VENTRICULAR

Para a medida a distancia que vai do sulco atrioventricular até o apice do
coragdo (distancia atrio-ventricular) foi utilizada uma linha de algodédo na face
posterior do coracdo. Posteriormente a distancia marcada na linha foi medida
com um paquimetro com precisdo 0,02 mm. Em seguida, foi realizado um
corte transversal no ponto médio desta distancia ao nivel ventricular, dividindo-

se os ventriculos em dois fragmentos, superior e inferior (FIGURA 3).

Figura 03- Medida da distancia atrio-ventricular

3.9 ROTINA HISTOLOGICA

Os fragmentos inferiores foram fixados em formalina a 10% tamponada
e incubados por um periodo minimo de 48 horas. Em seguida, foram
emblocados em parafina com a face correspondente ao ponto médio da
distancia entre o sulco atrio ventricular e o apice do coragdo voltada para a
area do corte. A partir disto, foram obtidos cortes histol6gicos com 4um de
espessura através do microtomo horizontal Yamato KoKi (JAPAN). Os cortes
obtidos foram expostos a rotina histolégica e marcacdo pela Coloracdo
Hematoxilina-Eosina (HE) e montados entre |amina e laminula com resina
sintética (Entellan-Merck) para observacdo das caracteristicas histolégicas

gerais e para andlise morfométrica do coracao.



3.10 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO CORACAO

A andlise morfométrica foi realizada a partir da mensuragéo da area de
seccédo transversa do ventriculo esquerdo e de sua cavidade e da espessura
de sua parede e da mensuracao da area de seccdo tranversa do soma das
células miocérdicas e do nucleo celular.

Imagens dos cortes histolégicos transversais do coragdo foram
capturadas sob papel milimetrado através de um scanner acoplado a um
microcomputador. Para a avaliagdo foi utilizado o programa de analise de
imagens Imagelab2000um, com calibragdo dada pela distancia conhecida do
papel milimetrado. Apds a digitalizagéo da imagem, foi realizada a mensuragéo
da éarea do ventriculo esquerdo (FIGURA 4), excluindo o espaco
correspondente a sua luz. A medida da espessura da parede ventricular foi
calculada considerando a média de cinco mensuracbes da espessura

(ARAUJO, 2008) (FIGURA 5).
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Figura 05- Mensuracdo da espessura da
parede do ventriculo esquerdo

Para a analise da area da célula miocérdica e de seu nucleo foram
obtidos 10 campos microscopicos ao acaso sob o microscépio 6ptico Olympos
BX50 (objetiva 100x) e fotografados com uso de uma camera (Moticam 1000)
acoplada a um microcomputador com o programa para captagdo de imagens
Motic Image Plus 2.0. Em cada lamina foram obtidas imagens de 50 células
miocardicas com seus respectivos nucleos. Em seguida, através do programa,
Imagelab2000um, foi realizada a mensuragdo da &rea do midcito e do nucleo

celular (TOSCANO et al., 2008) (FIGURA 6) .
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Figura 06 - Mensuracgéo da area de seccao
transversa do cardiomiécito

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Nas comparagbes em que houve diferencas significativas foi
aplicado o teste de Tukey para comparacao multipla com p < 0,05, utilizando o

software PRISMA ®3.0. Os resultados foram apresentados como média + ou -.

3.12 ASPECTOS ETICOS
Este trabalho faz parte do projeto “Desnutricdo e natacdo precoces:
efeitos sobre o cortex cerebral de ratos” que foi submetido e aprovado pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE.



4. RESULTADOS

4.1 EVOLUCAO PONDERAL

Na curva da evolucdo ponderal foi observado que o grupos Nutridos
(NC e NE) apresentaram um ganho de peso superior aos grupos Desnutridos
(DC e DE) a partir do 7° dia pos-natal (p<0,05). Nao houve diferenca

relacionada & submisséo ao protocolo de natacdo. (FIGURA 7))
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Figura 07. Efeito da manipulacdo nutricional e natacdo sobre a evolucdo

ponderal dos grupos. * Foi observada diferenca significativa entre os grupos
Nutridos e Desnutrido a partir do 7° dia pos natal (p<0,05).

4.2 PESO ABSOLUTO DO CORACAO

Ao avaliarmos o peso absoluto do coragéo, aferido no 24° dia,
pudemos observar que os animais dos grupos nutridos (NC e NE)
apresentaram peso cardiaco maior quando comparados aos animais dos
grupos submetidos & desnutricdo ( DC e DE) . Entre os animais nutridos,
observou-se que os que nadaram (NE) tiveram peso cardiaco maior do que os
que ndo foram submetidos ao exercicio crénico (NC). Ndo houve diferenca

estatistica relacionada ao exercicio entre os animais desnutridos. (FIGURA 8)
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Figura 08 - Efeitos da desnutricéo p;otéica e do exercicio fisico crénico sobre o
peso absoluto do coracao de ratos com 24 dias. ANOVA (Tukey). Simbolos
iguais diferem entre si com p<0,05.

4.3 PESO RELATIVO DO CORACAO

O peso relativo, calculado pela divisdo do peso absoluto do coragéo
sobre o peso corporal no 24° dia, foi maior no grupo DC quando comparado ao
grupo NC (p<0,05). N&o houve diferenca dessa variavel quando comparados
0s animais dos grupos desnutridos entre si. Ndo houve diferenca também
guando comparamos os animais dos grupos nutridos entre si. (FIGURA 09)
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Figura 09 -Efeitos da desnutricdo protéica e do exercicio fisico crdnico sobre o
peso relativo do coracdo de ratos com 24 dias. ANOVA (Tukey). Simbolos *
diferem entre si com p<0,05.



4.4 DISTANCIA ATRIO-VENTRICULAR

A medida da distancia atrio-ventricular (DAV), parametro para
avaliacdo do crescimento longitudinal do coragdo, foi menor nos animais
submetidos a desnutricdo quando comparados aqueles que receberam dieta
normoprotéica (p<0,05). Ndo houve diferenca estatistica relacionada ao

exercicio fisico, tanto entre os animais dos grupos nutridos, como desnutridos.
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Figura 10 -Efeitos da desnutricdo protéica e do exercicio fisico crénico sobre a
medida da distancia atrio-ventricular do coracdo de ratos aos 24 dias. ANOVA
(Tukey). Simbolos iguais diferem entre si com p<0,05.

4.5 AREA DE SECGCAO TRANSVERSA DO VE

Os animais dos grupos nutridos (NC e NE) apresentaram éarea de
seccéo transversa do VE significativamente maior que os animais dos grupos
que foram alimentados com dieta hipoprotéica (DC e DE). N&o houve diferenca

relacionada a prética da natacdo (FIGURA 11).
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Figura 11 -Efeitos da desnutricdo protéica e do exercicio fisico crdnico sobre a area de
seccao transversa do VE do coracdo de ratos aos 24 dias. ANOVA (Tukey). Simbolos

iguais diferem entre si com p<0,05.

4.6 AREA DA CAVIDADE DO VE

Pudemos observar que n&o houve diferenca significativa entre os

valores de area de cavidade do VE dos grupos estudados (FIGURA 12).
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Figura 12 -Efeitos da desnutricdo protéica e do exercicio fisico crénico sobre a area da
cavidade do VE do coracao de ratos aos 24 dias. Nao houve diferenca estatistica entre

0S grupos.



4.7 ESPESSURA DA PAREDE DO VE

Nossos resultados mostram que houve diferenca significativa dos
valores de espessura da parede do ventriculo obtidos quando comparamos 0s
grupo NC com DC e NE com DE (p < 0,05).

Ndo houve diferenca relacionada ao exercicio quando comparamos

os grupos nutridos (NC e NE) e desnutridos (DC e DE) ( FIGURA 13).
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Figura 13 -Efeitos da desnutricdo protéica e do exercicio fisico cronico sobre a
espessura da parede do VE do coracdo de ratos aos 24 dias. ANOVA (Tukey).

Simbolos iguais diferem entre si com p<0,05.

4.8 AREA DE SECCAO TRANSVERSA DO SOMA CELULAR

A andlise da medida da area de secc¢éo transversa do soma celular
dos cardiomidcitos revelou que os grupos nutridos (NC e NE) apresentaram
maior area quando comparados aos grupos desnutridos (DC e DE) (p<0,05).
Foi visto também que a natacdo provocou um aumento significativo dessa
variavel do grupo NE quando comparado ao grupo NC (p< 0, 05). No entanto,
N&o houve diferenca relacionada ao exercicio quando comparamos 0S grupos

DC e DE (FIGURA 14).
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Figura 14 -Efeitos da desnutricio protéica e do exercicio fisico crbnico sobre
area de seccdo transversa do soma celular dos cardiomidcitos de ratos aos 24
dias. ANOVA (Tukey). Simbolos iguais diferem entre si com p<0,05.

4.9 AREA DE SECCAO TRANSVERSA DO NUCLEO CELULAR

Ao avaliarmos os resultados referentes & area do nucleo das células
observamos que os animais desnutridos (DC e DE) apresentaram menor area
nuclear quando relacionados aos animais nutridos (NC e NE) (p<0,05). Nao
houve diferenca relacionada ao protocolo de exercicio quando comparamos 0s
grupos desnutridos entre si, no entanto existiu aumento significativo da area do
ndcleo celular dos cardiomidcitos dos animais do grupo NE em comparacéao

aos animais do grupo NC (p<0,05) (FIGURA 15).
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Figura 15 -Efeitos da desnutricdo protéica e do exercicio fisico crénico sobre area de
seccao transversa do nucleo dos cardiomidcitos de ratos aos 24 dias. ANOVA (Tukey).
Simbolos iguais diferem entre si com p<0,05.



5. DISCUSSAO

Existe na literatura cientifica escassez de trabalhos correlacionando
dietas com deficiéncias nutricionais com a pratica de exercicio fisico, apesar da
grande variedade de estudos acerca dos efeitos isolados da desnutricdo sobre
o desenvolvimento cardiaco e do exercicio fisico sobre o sistema
cardiovascular.

No nosso trabalho pudemos observar que o modelo de desnutricéo
protéica aplicado, com caseina 8%, provocou reducdo dos parametros
empregados para avaliar o desenvolvimento cardiaco, demonstrando atrofia do
coracdo dos animais desnutridos em relacdo aos nutridos. No entanto, n&o
foram encontradas alteracdes que pudessem ser atribuidas ao protocolo de
exercicio fisico cronico associado ao recebimento de dieta hipoprotéica durante
a lactagéo.

Na curva de evolugdo ponderal dos animais observamos que 0s
animais desnutridos (DC e DE) apresentaram menor ganho de peso em
relacdo aos nutridos (NC e NE). Ndo havendo diferenca relacionada a
submisséo ao exercicio fisico.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a evolugédo da curva
ponderal de ratos submetidos & desnutricio € menor do que a de nutridos
(ZUCOLOTO et al.,1975; TEODOSIO et al.,1990; KIM et al.,1994; PESSOA,
1997; OLIVEIRA et a.l,2004; BARROS et al, 2006).

Alguns autores relatam redugéo no peso induzido pela desnutricdo a
partir do 4° dia pds-natal como os de Johnson et al. ( 1991) que estudou a
desnutricdo provocada pelo aumento do tamanho da ninhada e de Sobotka,

Cook e Brodie (1994), comparando desnutricdo por dieta com caseina 12% a



dieta com caseina 24%. A reducédo de peso neste trabalho foi a partir do 7° dia,
0 que pode ser atribuido a diferentes padrbes das dietas de indugdo de
desnutricéo utilizados.

Nossos resultados mostram que ndo houve influéncia da natagéo na
evolucdo ponderal dos animais, coincidindo com o trabalho de Rodrigues de
Aradjo (2003). No entanto, Kim et al. (2003) observou que o exercicio fisico
determinou um peso corporal menor, assim como Prazeres et al. (2004), que
estudou os efeitos do exercicio fisico associado a desnutricdo provocada por
uma dieta com deficiéncia em calorias e proteinas, a DBR, e posterior
recuperacao nutricional. Nascimento et al. (2004) obteve resultado semelhante,
porém seu trabalho empregou ratos adultos, com 60 dias de idade. Os
diferentes modelos de desnutricdo e de exercicio aplicados podem talvez
justificar essa discordancia.

No nosso estudo encontramos menor peso absoluto do coragao de
animais desnutridos em relagdo aos nutridos, em concordancia com trabalhos
que relatam que a desnutricdo prejudica o crescimento do 6rgdo frente a
caréncia de substratos adequados para manter a sintese protéica levando a
uma atrofia tecidual generalizada (McKNIGTH et al., 1999; PRAZERES et al.,
2004; ARAUJO, 2008; TOSCANO et al., 2008). Fioretto et al. (2002) avaliou a
morfometria, fung@o e caracteristicas bioquimicas do coragdo de ratos
desnutridos e observou que na desnutrigdo cronica ocorre atrofia e retardo do
crescimento cardiaco, relacionando seus resultados a diminui¢cdo da sintese de
componentes miofibrilares e ao aumento do catabolismos das proteinas.

Os mecanismos de como uma dieta materna pode afetar o

desenvolvimento cardiaco de sua prole ainda geram controvérsias. Acredita-se



que dois fatores possam estar envolvidos: altera¢cdes enddcrinas em resposta a
escassa disponibilidade de nutrientes e a programacgédo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (LANGLEY-EVANS, 2001; CORSTIUS et al., 2005)

Ainda em relagdo ao peso absoluto do coragdo, encontramos maior
peso do 6rgdo nos animais do grupo nutrido com exercicio (NE) em relagéo ao
nutrido sedentario (NC), assim como o trabalho de Lana, Paulino e Gongalves
(2006). Entre os animais desnutridos ndo houve diferenca relacionada a
natacdo. No trabalho de Prazeres et al. (2004) realizado com ratos jovens
desnutridos com DBR e nutricionalmente recuperados, o exercicio fisico
praticado sob a forma de natagdo durante uma hora, seis vezes por semana
reduziu o peso absoluto do coragéo. A discordancia entre os resultados pode
ser atribuida a diferengas na idade dos animais, no grau de desnutricdo
alcancado nas diferentes dietas utilizadas e na duragdo e frequéncia do
exercicio fisico.

Considerando os resultados do peso relativo do coragdo (peso
absoluto corrigido pelo peso corporal), podemos relatar que essa variavel foi
maior no grupo desnutrido sedentério (DC) em relagdo ao nutrido sedentério
(NC). Os trabalhos de Desai et al. (1996) e Aratjo (2008), ao contrario do
nosso, encontraram menor relacdo peso cardiaco/peso corporal nos grupos
desnutrido em relagéo aos nutridos. No entanto, nossos resultados estdo em
acordo com os de Saraiva (1990), McKnight (1999), Toscano et al. (2008) e
Sant’Helena (2009) e caracterizam maior reducdo do peso corporal em
comparagao ao peso do coragdo, sugerindo que a adaptagdo do coragdo as

necessidades do corpo ocorre com certa restricao.



N&o foram encontradas diferencas significativas no peso relativo
do coragdo advindas do treinamento fisico com natacdo, tanto entre os animais
dos grupo nutridos (NC e NE) como desnutridos (DC e DE). No trabalho de
Prazeres (2004) também ndo houve diferenca no peso relativo dos animais
desnutridos sedentarios ou submetidos a natacdo. Ja o estudo de Lana,
Paulino e Gongalves (2006), observando a influéncia do exercicio fisico sobre a
massa corporal e o peso relativo de alguns 6rgdos, mostrou aumento do peso
relativo do coragdo de ratos normonutridos treinados em relagdo aos
sedentérios, devido a um aumento do peso absoluto do coracdo e diminuigdo
do peso corporal dos animais submetidos a treinamento de alta intensidade.
Tais resultados foram atribuidos a redugdo do consumo alimentar, perda de
peso e efeitos anorexigenos provocados pela liberagdo de horménios na
dependéncia do estimulo estressor do exercicio fisico.

Na andlise da distancia atrio-ventricular, medida entre o sulco atrio-
ventricular e o 4pice do coracdo, foi visto que os animais desnutridos
apresentaram menor valor em relacdo aos nutridos, ndo havendo diferenca
quanto ao exercicio fisico crénico. Tal pardmetro nos traz uma informagéo
adicional a respeito do tamanho do coragéo, ilustrando o0 seu crescimento
longitudinal. Podemos assim, relatar que o coragdo dos animais desnutridos
teve menor crescimento em relagdo ao dos nutridos. Esse dado esta de acordo
com os resultados de Toscano et al. (2008) que encontrou redugéo da DAV nos
animais do grupo desnutrido durante lactagdo em relagdo ao grupo nutrido
controle e pode ser justificado pela atrofia cardiaca imposta pela desnutrig&o.
Saraiva em 1990, em um estudo sobre o coragdo com criangas desnutridas,

visualizou a diminuicdo do indice cardiotoracico provocada pela caréncia



nutricional, mostrando assim, através de outra medida, a reducdo do tamanho
do coragao.

Dentre o0os parametros observados no nosso estudo
histomorfométrico, foram avaliadas a area de seccéo transversa do VE, a area
da cavidade do VE e a espessura de sua parede. Tais medidas ilustram a area
ocupada pela musculatura da camara cardiaca. Nossos resultados
demonstram que essas variaveis foram menores nos grupos desnutridos (DC e
DE) em relagdo aos nutridos (NC e NE). Ndo houve diferenca estatistica
relacionada a natagdo quando comparamos os animais nutridos (grupos NC e
NE) e desnutridos (grupos DC e DE) entre si.

Esses resultados estdo de acordo com os de Alden et al. (1987),
Bergman (1988), Aratjo (2008), Toscano et al.(2008) e confirmam os danos
provocados pela desnutricdo ao desenvolvimento cardiaco levando a atrofia
tecidual, perda importante do tecido muscular pela reducdo do numero de
cardiomidcitos e diminuicdo da sintese de novas proteinas (SARAIVA, 1990;
CORSTIUS et al., 2005).

Em relacdo a néo influéncia do exercicio fisico, seria esperado um
aumento do volume e espessura do VE nos animais nutridos submetidos a
natacdo, pois se sabe que o treinamento fisico pode provocar alteracdes na
morfologia das cadmaras cardiacas através do aumento da espessura de suas
paredes e da sua massa muscular, levando a hipertrofia cardiaca excéntrica
em resposta ao aumento da demanda funcional (MEDEIROS et al. e PLUIM et
al. 2000, AFONSO et al., 2003). Provavelmente a duragédo e intensidade do

exercicio empregado nédo foram suficientes para promover tais alteragcbes uma



vez que elas ocorrem normalmente de forma cronica e progressiva € nossos
animais nadaram apenas por um curto periodo no inicio de suas vidas.

Com relagdo a medida a area da cavidade do VE n&o houve
diferengas entre os grupos na andlise estatistica. Ndo existe um consenso a
cerca das medidas dessa variavel. Nossos resultados sdo semelhantes aos de
Araudjo (2008), que também n&o observou alteragbes na cavidade do VE de
animais desnutridos, recuperados nutricionalmente e submetidos ao exercicio.
Alguns trabalhos relatam aumento na geometria da cavidade do VE pelo
remodelamento do miocardio (Bergman, 1988; Fioretto et al., 2002). J& no
estudo de Sutton et al. (1985) foi relatado diminuigdo da cavidade do VE em
resposta a desnutricao.

Em nosso estudo, avaliamos também a area de secc¢do transversa
do soma celular dos cardiomiécitos e a &area de secgdo transversa do
mionucleo. Nossos resultados indicam proporcionalidade entre os dois
pardmetros uma vez que quando ocorreu aumento na &area do nucleo do
também foi visto aumento do soma celular dos cardiomiécitos. Observamos
que houve aumento das variaveis nos grupos nutridos (NC e NE) em relacéo
ao desnutridos (DC e DE) e ocorreu também aumento estatisticamente
relevante no grupo NE em relacdo ao NC tanto na area do soma celular quanto
do nucleo.

Experimentalmente, tem sido demonstrado que a desnutricdo € um
fator inibidor do metabolismo celular cardiaco, frente & caréncia de substratos,
0 que pode ser observado com maior intensidade quando a privagao nutricional
ocorre durante os periodos criticos de proliferacdo e maturacéo celular na vida

fetal e pés-natal precoce (DESAI et al., 1996; BUBB. et al., 2007; TAPPIA et al.



2005). Esses danos podem ser expressos na redugdo do numero de
cardiomidcitos, diminuicao da area de seccao transversa das células cardiacas,
presenca de apoptose, necrose, celulas inflamatérias, processo cicatricial,
diminuicdo dos nucleos das células e picnose (PISSAIA, ROSSI e OLIVEIRA,
1980; FIORETTO et al., 2002; ARAUJO, 2008, TOSCANO et al., 2008;
SANT HELENA, 2009).

No presente estudo verificamos também aumento da area se seccao
tranversa do nucleo e do soma celular encontrado no grupo de animais nutridos
submetidos ao exercicio cronico (NE) quando comparados aos nutridos
sedentérios (NC) , o que também foi relatado na pesquisa de Lana, Paulino e
Gongalves (2006). Podemos supor que ocorreu aumento do metabolismo
nuclear para sintese de novas proteinas gragas ao estimulo do exercicio fisico.
Franchini (2001) descreve que fatores extrinsecos representados pela
sobrecarga hemodindmica imposta pelo exercicio, agdo neuroenddcrina e
paracrino-autdcrina e componente genético podem contribuir para a hipertrofia
cadiaca e acrescenta que o exercicio fisico estimula a producgéo de fatores de
crescimento, como angiotensina Il, endotelina e hormoénio do crescimento (GH).

Entre os grupos DC e DE n&o observamos diferenca significativa com
relacdo & area se secc¢do tranversa do nucleo e do soma celular. Imaginamos
que a caréncia de substratos, resultante de uma dieta deficiente em proteinas,
ndo permitiu que as células cardiacas respondessem adequadamente aos
estimulos advindos do exercicio fisico para incremento da atividade nuclear,

assim como visto no grupo NE quando relacionado ao NC.



6. CONCLUSOES

A partir do protocolo experimental proposto e dos resultados obtidos,
conclui-se que o exercicio fisico crénico em ratos desnutridos durante a
lactacdo néo influenciou os pardmetros histomorfométricos avaliados e,
portanto, ndo gerou maleficios desenvolvimento cardiaco.

Isoladamente, a desnutrigdo foi o fator prejudicial ao ganho de peso
corporal e ao trofismo do miocardio dos animais submetidos a dieta
hipoprotéica, sendo responsével pela reducdo da massa miocéardica e
diminuic&o da &rea dos cardiomidcitos e do seu nucleo em relagdo aos animais
nutridos.

J& nos animais com adequado aporte nutricional, o protocolo de natacao
empregado levou ao aumento do peso absoluto do coracdo e aumento da area
de seccdo transversa do soma celular e do nacleo das células miocardicas.
Nossos resultados sugerem que na vigéncia da desnutricdo protéica ocorre
déficit de substrato necessario para a adequada resposta ao aumento do

metabolismo celular induzido pelo exercicio fisico.
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8. ANEXO _
APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 26 8351

fax: (55 B1) 2126 8350 %fgxgk

www . ccb.ufpe.br

Oficio n° 058/06 Recife, 18 de setembro de 2006

Da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Nicodemos Teles de Pontes-Filho

Departamento de Patologia - UFPE

Processo n°® 014846/2006-42

Os membros da Comissédo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Desnutricdo e natag@o precoces: efeitos sobre o cértex cerebral de
ratos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentac&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,

7] 4 ’
%Luwj Canntino
Proj ilene Carneiro do Nascimento
Presidente CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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