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RESUMO

Neste estudo foram analisados os efeitos do treinamento fisico aerébico moderado
na estrutura e no balanco oxidativo do tecido cardiaco em ratos adultos submetidos
a desnutricdo proteica perinatal. Ratos machos da linhagem Wistar (n = 60) foram
divididos em dois grupos: controle (C, n = 30 caseina 17%) e desnutrido (D, n = 30
caseina 8%), de acordo com a dieta oferecida & mée durante a gestacao e lactacgéo.
Apos o periodo de desmame, todos os animais receberam dieta de biotério
(Labina®). Aos 60 dias de vida, os dois grupos foram subdivididos de acordo com a
realizacdo do treinamento fisico: Controle (C: caseina 17%, n=15); Desnutrido (D:
caseina 8%, n= 16; Treinado (T: caseina 17%, n= 15) e Desnutrido Treinado (DT:
caseina 8%, n= 14). O treinamento fisico moderado foi realizado em esteira
motorizada (8 semanas, 5 dias/semana, 60 min/dia e VO2 max de 70% ). Apds o
treinamento os animais foram sacrificados e o coracao foi analisado para estudos
dos parametros morfométricos e bioquimicos. Em relagdo ao peso absoluto (g) do
coracdo dos animais nos diferentes grupos, foi observada diferenca apenas do
grupo DT, n= 7 (DT= 1,307+ 0,082) em relagdo aos grupos C, n=7 (C= 1,137
0,089) e D, n=8 (D= 1,065+0,128), p<0,05. Nao foi observada diferenca significativa
entre os grupos estudados, no que diz respeito ao peso relativo do coragédo. Os
animais do grupo D (132,1+12,51) apresentaram menor area (Uum?) da célula
cardiaca em relacdo ao C (203,3+28,67). J& os animais treinados (T=243,8+55,87 e
DT=231,1+65,31) apresentaram maior area celular em comparacdo ao grupo D,
p<0,05. Os animais submetidos a desnutricdo perinatal apresentaram menores
valores (mm) da parede do ventriculo esquerdo (VE) (D=1,770+0,178) quando
comparados aos controles (C=2,255+0,175), p<0,05. Ja nos grupos que realizaram o
treinamento fisico houve aumento significativo da espessura (mm) do VE
(T=2,382+0,165 e DT=2,410+0,106) quando comparados ao grupo D, p<0,05. Houve
reducdo na area (mm?) de seccédo transversal do VE no grupo D (42,36+7,64) em
relacdo ao C (53,10+3,51) e aumento da area do VE dos grupos T (50,84+4,37) e DT
(54,48+5,53) em relacdo ao D, p<0,05. O treinamento fisico aumentou
significativamente a area da cavidade do VE (T= 11,071,345 e DT= 10,83%1,893)
em relacdo aos demais grupos (C=8,177+1,396 e D=8,124+1,467), p<0,05. O
treinamento fisico moderado aumentou os niveis de lipoperoxidacédo (LPO) (nmol/mg
de proteina) nos grupos T (6,63 + 2,18) e D (6,43 + 2,02) comparados ao C, (3,85 +
1,26) e diminuiu o nivel de LPO no grupo DT (3,76 = 1,02) comparado ao D e ao T,
p< 0,05. Os niveis (U/mg prot) de superoxido dismutase (SOD) mantiveram-se
inalterados entre todos os grupos. A desnutricdo proteica promoveu uma reducao
nos niveis (U/mg prot) de atividade da catalase (CAT) (D=0,53 % 0,19) nos animais
guando comparados aos controles (C=0,89 + 0,23). O treinamento aumentou a
atividade da CAT nos grupos T (1,32 = 0,29) e DT (1,30 = 0,12) em relacédo aos
grupos C (0,89 £ 0,23) e D (0,53 + 0,19), p <0,05. Os resultados apresentados
sugerem que o treinamento fisico moderado pode ser utilizado como uma forma de
tratamento ndo farmacoldgico para combater os efeitos adversos decorrentes da
desnutricdo proteica perinatal.

Palavras-chave: Desnutricdo proteica. Coragdo. Remodelagao ventricular. Estresse
oxidativo. Exercicio.



ABSTRACT

In this study the effects of moderate aerobic exercise training on oxidative balance
and structure of cardiac tissue in adult rats subjected to perinatal protein malnutrition
were analyzed. Wistar male rats (n = 60) mice were divided into two groups: control
(C, n = 30 casein 17%) and malnourished (D, n = 30 Casein 8%), according to the
diet provided to the mother during pregnancy and lactation. After weaning, all
animals received diet of the vivarium (Labina ®). At 60" day of life, the two groups
were subdivided according to the achievement of physical training: Control (C: casein
17%, n = 15); Malnourished (D: 8% casein, n = 16; Trained (T: casein 17%, n = 15)
and Malnourished Trained (DT: casein 8%, n = 14). Moderate physical training was
performed on treadmill (8 weeks, 5 days / week, 60 min / day and 70% of VO2 max).
After training, the animals were sacrificed and the heart was analyzed for
morphometric, and biochemical studies. Regarding the absolute weight (g) of the
heart in different groups of animals, varied only the DT group, n =7 (DT = 1,307 +
0,082) compared to C,n =7 (C = 1,137 £ 0,089) and D, n = 8 (D = 1,065 £ 0,128)
groups, p <0,05. No significant difference was observed between groups, with regard
to the relative weight of the heart. Animals in D group (132,1 £ 12,51) showed lower
area (um?) of the cardiac cell in relation to C (203,3 + 28,67). Trained animals (T =
243,8 + 55,87 and 231,1 + 65,31 = DT) showed greater cell area compared to group
D, p <0,05. The animals subjected to perinatal malnutrition had lower values of the
wall left ventricle (LV) (D = 1,770 = 0,178) when compared to controls (C = 2,255 +
0,175), p <0,05. In the groups that performed exercise training there was a significant
increase in LV thickness (T = 2,382 + 0,165 and DT = 2,410 + 0,106) when compared
to D group, p <0,05. Reduction has occurred in the area (mm?) of the LV cross
section in the D group (42,36 + 7,64) compared to C (53,10 £ 3,51) and increased LV
areain T (50.84 + 4.37) and DT (54.48 £ 5.53) groups when compared to D, p <0,05.
Exercise training significantly increased the area of the LV cavity (T = 11,07 + 1,345
and DT = 1,893+ 10,83) compared to the other groups (C = 8,177 £ 1,396 + 8,124
and D = 1,467), p <0,05. Moderate physical training increased the levels (hmol / mg
protein) of lipid peroxidation (LPO) in T (6,63 = 2,18) and D (6,43 £ 2,02) groups
compared to C (3,85 = 1,26) and decreased the LPO level in DT (3,76 + 1,02)
compared to D and T groups, p <0,05. The superoxide dismutase (SOD) levels
(U/mg prot) remained unaltered in all groups. Protein malnutrition promoted a
decrease in the levels (U/mg prot) of CAT activity (D = 0,53 + 0,19) when compared
to control animals (C be used as a form of non-pharmacological treatment to
combat the adverse effects from perinatal protein malnutrition.

Key-words: Protein malnutrition. Heart. Ventricular remodeling. Oxidative stress.
Exercise.



3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

4.1.
4.2.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.

SUMARIO

APIESENTAGAD. ....ceeeieiieeeeeeee ettt e e e e e e e e e e 07
INETOAUGED. ... e e e e e e e 08
ReferenCial TEOMCO. ....ccuuuiiiei e 10
A PaAtOgENESE CArdiACA. ... .uuiieieeieeeeeeeee e er e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaenes 10
Desnutricéo e Plasticidade durante o desenvolvimento......................... 10
Consequéncias da desnutricdo no tecido cardiaco............ccccccevvvvvvvnnnnns 12
Estresse Oxidativo no Coracao e Sistema Antioxidante........................ 12
Efeitos do treinamento fiSiCO NO COraGaO..........uuvvveeiiiiiiiieie e 14
ODJEEIVOS. ..ttt 17
ODJELIVO GETAL ... 17
ODbjetivos €SPECITICOS. ......cooveeeeeeeere e 17
Material € METOUOS. .....uiiiiiiiiieie e 18
LT W [N =Yo1 0 Lo RS 18
Modelo experimental..............oooviiiiiiiiiccce e 18
\YiT=] (o e (0130 (ST oTo] =3 - VP EPERERRUPR 22
ANALISE ESTALISTICA. ...vvvvveieiiiiiiie i e e e e e e e e e e 26
TS U] = To [ 1 U PUPPRRRST 27
I3 Yo 011 Lo 31
ConsideracBes fINAIS..........uuuiieiii e 38

R I BN CIAS. .. e e 39



1. APRESENTACAO

Uma das atuais prioridades das politicas publicas mundiais para saude refere-
se ao combate as doencas crénico-degenerativas. Como enfoque, ha o incentivo a
alimentacdo adequada e mudancas no estilo de vida, como a prética regular de
atividade fisica. Evidéncias epidemiolégicas tém demonstrado que a deficiéncia
nutricional em periodos precoces de crescimento pode elevar o risco de desenvolver
obesidade e doencas associadas (hipertensdo, diabetes tipo II, dislipidemias,
hiperinsulinemia e outras doencas cardiovasculares) na idade adulta.

A desnutricdo caracteriza um dos principais fatores ndo genéticos implicados
na etiologia de doencas metabdlicas. O mecanismo subjacente parece estar
associado aos efeitos deletérios da desnutricdo no periodo critico do
desenvolvimento. Sendo a desnutricdo precoce uma realidade ainda evidente no
Brasil, e especificamente no Nordeste, é possivel que a incidéncia elevada de
doencas cardiovasculares possa estar associada as caréncias nutricionais.

Sabendo que varios disturbios cardiovasculares podem estar relacionados
com alteracdes estruturais e no balangco oxidativo do tecido cardiaco, o
entendimento dos mecanismos celulares e moleculares subjacentes a tais
enfermidades propicia subsidios para que estratégias de intervencdo sejam melhor
implementadas. O exercicio fisico regular esta relacionado a diversas adaptacdes
fisiol6gicas benéficas, dentre estas estdo as que ocorrem no sistema cardiovascular.
Individuos ativos possuem menor risco de desenvolver obesidade e cardiopatias.
Além disso, as doencas crénico-degenerativas geram 6nus aos servicos de saude e
a estrutura econémica em ambito nacional e mundial.

Dessa maneira, a pratica do exercicio fisico de forma regular, pode ser
utilizada como medida terapéutica em doentes portadores de patologias cardiacas
cronicas ou como medida preventiva evitando o desenvolvimento desses disturbios.
Assim, torna-se importante analisar a utilidade clinica do exercicio fisico e as
potenciais adaptacfes cardiacas a ele associadas em organismos que foram
submetidos a restrigbes nutricionais. Nesse sentido, este trabalho pretende analisar
os efeitos do treinamento fisico moderado sobre a morfologia e o balan¢o oxidativo

do tecido cardiaco relacionados a desnutricdo proteica perinatal.



2. INTRODUCAO

O coracao € o primeiro 6rgao a concluir sua formacdo em vertebrados e tem
um papel fundamental na distribuicdo de nutrientes e oxigénio para o embrido,
atendendo as necessidades metabdlicas do corpo em resposta as interferéncias do
meio externo para manter a homeostase (BUCKINGHAM; MEILHAC; ZAFFRAN,
2005).

Durante o periodo critico do desenvolvimento, fase de susceptibilidade em
que ocorrem grande multiplicacdo e diferenciacao celular e maturacao de 6rgdos e
sistemas (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002), o coracao pode sofrer influéncias
de fatores externos, como a restricdo nutricional, e vir a apresentar modificacdes em
sua estrutura e/ou funcao.

Em condi¢bes nutricionais normais, a absorcdo e utilizacdo de nutrientes
estdo em equilibrio, o que garante o adequado crescimento, maturacao e divisao
celular no organismo (ALVES; DAMASO; DAL PAI, 2008). No caso da desnutri¢ao,
definida como o fornecimento insuficiente de energia e nutrientes, como por
exemplo, a proteina de boa qualidade, h4 uma incapacidade para satisfazer os
requisitos do corpo e assegurar seu crescimento, manutencdo, e funcodes
especificas (DE ONIS; MONTEIRO; CLUGSTON; 1993). Vérios estudos associam a
desnutricdo proteica a uma série de efeitos deletérios durante o periodo critico do
desenvolvimento de 6rgaos e sistemas, como por exemplo, modificacBes estruturais,
interferindo na proliferacdo celular do coracdo (CORSTIUS et al., 2005), no aumento
da taxa de apoptose de cardiomiécitos (CHEEMA et al., 2005; TOSCANO et al.,
2008) bem como reduzindo o diametro interno e a espessura da parede do
ventriculo esquerdo (SARAIVA et al.,, 1992). Também podem ocorrer alteracdes
bioguimicas e funcionais no sistema cardiovascular como aumento da concentragéo
de hidroxiprolina (marcador de colageno do miocardio) e disfuncdo diastdlica do
miocardio por aumento da rigidez passiva (FIORETTO et al., 2002). Além disso, a
desnutricdo intrauterina também esta associada ao aumento do nivel de estresse
oxidativo sanguineo (GUPTA et al., 2004).

O estresse oxidativo € a condicdo em que ha estimulo exagerado na

producdo de moléculas denominadas espécies reativas de oxigénio (ERO’s),



associado a uma falha ou deficiéncia das defesas antioxidantes (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). Outras moléculas reativas também conhecidas sao as
chamadas Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN’s), que incluem o Oxido nitrico,
diéxido de azoto, trioxido de diazoto e peroxinitrito, as quais sdo similarmente
prejudiciais para o estado redox (reducdo-oxidagdo) das células quando produzidas
em excesso (WANG e MICHAELIS, 2010).

Essas moléculas podem gerar danos a proteinas, lipideos e ao DNA,
provocando diversas alteracbes na funcdo e consequentemente na morfologia
celular e, portanto, tecidual (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Nesse sentido, o
aumento do estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese de diversas
doencas cardiovasculares (PINHO et al., 2010), ja que o tecido cardiaco parece ser
mais suscetivel ao estresse oxidativo, devido a sua caracteristica
predominantemente aerdbia, apresentando elevadas taxas de consumo de oxigénio
e producdo de ERO’s (ASCENSAO et al., 2003).

Por outro lado, a pratica regular de exercicios fisicos, tanto aerdbicos quanto
anaerobicos, leva a uma série de adaptacdes morfofisiolégicas no coracdo como
hipertrofia ventricular e aumento da dimenséo interna do ventriculo esquerdo
(OSBORNE et al.,1992; PELLICCIA; CULASSO; DI PAOLO, 1999) e aumento do
volume diastolico final e do volume de ejecéo sistélica (SCHARHAG et al., 2002).
Além disso, estudos também tém investigado o impacto do exercicio fisico regular
aerdbico na atenuacdo de biomarcadores de estresse oxidativo e/ou no aumento
das defesas antioxidantes (FISHER-WELLMAN; BELL; BLOOMER; 2009).

Associado a outras estratégias, o exercicio fisico tem sido utilizado como
medida preventiva e terapéutica em algumas areas clinicas em geral, e na medicina
cardiovascular em particular (ASCENSAO et al., 2003). Contudo, 0s mecanismos
associados as alteracbes morfolégicas e ao incremento da eficacia dos sistemas
antioxidantes ap0s periodos de restricAo proteica ndo se encontram, ainda,
totalmente compreendidos. Uma vez que o tecido muscular cardiaco, quando sujeito
a alguns estimulos de natureza crbnica, parece sensivel a um conjunto de
adaptacdes, o papel do treinamento fisico moderado aerdbio na estrutura cardiaca é

um topico de interesse a ser abordado.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. A patogénese cardiaca

Em vertebrados, o coracdo é o primeiro 6rgdo a se formar durante a
embriogénese, desempenhando importante funcdo na distribuicdo de nutrientes e
oxigénio para o embrido (BUCKINGHAM; MEILHAC; ZAFFRAN, 2005).

Estudos indicam que a patogénese cardiaca pode iniciar-se ainda na vida
uterina, mostrando que h& associacdes entre as condicdes pré-natais e o
aparecimento de doencas crénicas ndo transmissiveis como hipertensao, diabetes,
obesidade e outras relacionadas ao sistema cardiovascular (BARKER, 2007,
LUCAS, 1991). Cada sistema fisiologico possui um periodo critico de
desenvolvimento que varia de acordo com cada espécie (DOBBING e SANDS,
1985; MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002). No coracédo, esse periodo se da
entre a terceira e quinta semanas de gestacdo em humanos (SADLER, 2000) e na
segunda semana gestacional de camundongos e ratos (GARCIA-MARTINEZ E
SCHOENWOLF, 1993; CARMO; PETERS; GUERRA, 2004). Nesse periodo, a
exposicao a situagdes de estresse, tais como variacbes de temperatura ambiental,
mudanca de altitude, presenca de infeccbes, processo de envelhecimento, pratica
de atividade fisica e estado nutricional, exige do organismo uma série de
adaptacdes, sobretudo do sistema cardiovascular, para manter seu equilibrio interno
(PENALOZA e ARIAS-STELLA, 2007; PORRELLO; WIDDOP e DELBRIDGE, 2008).

3.2. Desnutricdo e Plasticidade durante o desenvolvimento

Uma alimentacdo adequada é imprescindivel para que os seres vivos atinjam
seu pleno potencial de crescimento, saude, reproducdo e longevidade (GIANINI;
VIEIRA; MOREIRA, 2005). A desnutricdo proteico-energética € aforma mais
prevalente de distUrbio nutricional nos paises em desenvolvimento, onde geralmente
ocorre durante a lactacéo, gestacao, e nos primeiros dois anos de vida, periodo de
maior vulnerabilidade nutricional materna e da prole (DESAI et al., 1980). Dessa

maneira, a ma nutricdo é um dos fatores ndo genéticos que mais interferem no
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desenvolvimento normal dos 6rgéos e/ou tecidos (MORGANE; MOKLER; GALLER,
2002). A desnutricdo continua sendo um dos problemas importantes de saude
publica, em razdo das consequéncias desastrosas para 0 crescimento,
desenvolvimento e até para a sobrevivéncia de criancas (COUTINHO; GENTIL;
TORAL, 2008). No Brasil ainda persistem as formas mais severas da desnutricao,
sendo este problema mais grave nas regides Norte e Nordeste (COUTINHO;
GENTIL; TORAL, 2008).

Os periodos de gestacéo, lactacdo e primeira infancia (DOBBING E SANDS,
1985; MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002) sdo conhecidos como periodos
criticos de desenvolvimento, fases de susceptibilidade em que ocorrem grande
multiplicacéo, diferenciacdo celular e maturacdo de Orgaos e sistemas, estando o
organismo passivel de sofrer influéncias de fatores externos, como a restricao
nutricional, e vir a apresentar modificacbes bioquimicas e estruturais que podem
repercutir na vida adulta (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Sendo assim,
um ambiente intrauterino adverso, alterao meio metabdlico e hormonal fetal,
resultando em adaptacdes no desenvolvimento para assegurar a sua sobrevivéncia
(VICKERS et al.,, 2000; GIUSSANI et al., 2012). Estas respostas adaptativas,
concebidas para a sobrevivénciafetal em um ambiente com substrato
limitado, como a falta ou a deficiéncia de nutrientes, ao persistirem na vida pés-natal,
podem levar a repercussdes a curto e longo prazo, predispondo, dessa forma, o
aparecimento e desenvolvimento de disturbios metabdlicos, cardiovasculares e
enddcrinos nesses individuos (VICKERS et al., 2000; BARKER, 2007).

Esse fenbmeno bioldgico pelo qual um estimulo ou insulto, quando aplicado
em fases criticas do desenvolvimento, podendo conduzir a alteracdes permanentes
na estrutura e fungdo dos tecidos, € conhecido como “plasticidade durante o
desenvolvimento” ou “origem desenvolvimentista da saude e da doenga”
(GLUCKMAN E HANSON, 2004).
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3.3. Consequéncias da desnutricdo no tecido cardiaco

Efeitos decorrentes da desnutricdo perinatal e da plasticidade do coragéo sao
evidenciados em estudos epidemiologicos (SARAIVA et al., 1992) e experimentais
(FIORETTO et al., 2002; CORSTIUS et al., 2005, TOSCANO et al., 2008). Um
estudo eletrocardiografico e ecocardiografico em criancas gravemente desnutridas,
mostrou diminuicdo do volume cardiaco caracterizado pela reducdo do diametro
interno e da espessura da parede ventricular esquerda (SARAIVA et al., 1992).
Ratos, cujas mées sofreram restricdo proteica durante a gestacdo, apresentaram
aumento da taxa de apoptose de cardiomidcitos, bem como, reducdo no numero
dessas células ao nascimento (CHEEMA et al., 2005; CORSTIUS et al., 2005,
TOSCANO et al., 2008). No coracao, a restricdo nutricional também pode causar
diminuicdo da fracdo de ejecéo sistdlica, do débito cardiaco, do fluxo coronariano e
da contratilidade do miocardio, além disso, da mesma forma, pode provocar o
aumento da pés-carga cardiaca, e da suscetibilidade de ocorrer arritmias e lesdo de
isquemial/reperfusdo (FOWDEN; GIUSSANI; FORHEAD, 2006). Além disso, estudos
anteriores também mostraram que na desnutricdo, ha excesso de producdo de
intermediarios reativos de oxigénio (Oz2), como o anion superéxido (O2-), o radical
hidroxila (OH), oxigénio singlet e peroxido de hidrogénio (H202) (GHONE et al.,
2013).

3.4. Estresse Oxidativo no Coracgéo e Sistema Antioxidante

Estudos vém propondo o envolvimento das mitocdndrias no periodo critico de
desenvolvimento, como alvo da origem desenvolvimentista da salude e da doenca
(FRANCO et al.,, 2003; SIMMONS, SUPONITSKY-KROYTER, SELAK, 2005).
Durante o metabolismo energético, elétrons de alta energia provenientes da
oxidacdo de carboidratos, lipidios e outros substratos séo transferidos para o O2
através de um grande numero de reacdes de oxirreducdo na cadeia transportadora
de elétrons, que estad relacionada a geracdo de ATP (CAMPOS, GOMES,
FERRREIRA, 2013). Neste contexto, a desnutricdo também induziria uma disfungéo

mitocondrial, levando a uma maior produgcdo de moléculas denominadas espécies
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reativas de oxigénio (ERO’s). A formacéo das ERO’s nem sempre é deletéria, como
por exemplo, na defesa contra a infec¢do, onde a producao de espécies reativas tem
a finalidade de destruir o micro-organismo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997,
RADAK et al., 2013). Essas moléculas atuam, portanto, em vias de sinalizacéo para
a regulacdo do crescimento, diferenciacdo, sobrevivéncia e morte celular (LI et al.,
2011). No sistema cardiovascular, por exemplo, a sinalizagdo redox desempenha
um papel-chave na regulacdo da funcédo cardiaca e no ténus vascular (CAMPOS,
GOMES, FERREIRA, 2013). Porém, se houver estimulo exagerado na producédo
dessas ERO’s, bem como das ERN'’s, e a ele estiver associada uma falha ou
deficiéncia da defesa antioxidante (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; GIUSSANI et
al., 2012) ocorre, portanto, o estresse oxidativo (FRANCO et al., 2003; CAMPOS,
GOMES, FERREIRA, 2013). O aumento do estresse oxidativo pode contribuir,
entdo, para a patogénese de doencas cardiovasculares como, por exemplo, a
insuficiéncia cardiaca cronica (PINHO et al., 2010; VON HAEHLING et al., 2010;
TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011; SCHWARZ et al.,, 2013). Um dos
principais mecanismos de lesdo é a lipoperoxidacao (LPO), ou seja, a oxidacdo da
camada lipidica da membrana celular (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). No
coracdo, essas moléculas também podem estar envolvidas no desenvolvimento e
progressdo da remodelacdo do miocardio, levando entdo a insuficiéncia cronica do
orgdo devido aos mecanismos oxidativos (BERGAMINI et al., 2009; TSUTSUI;
KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011). O tecido cardiaco, especificamente, parece ser
mais suscetivel ao estresse oxidativo, devido a sua caracteristica
predominantemente aerdbia, apresentando elevadas taxas de consumo de oxigénio
e producdo de ERO’s por conta de seu elevado volume e densidade mitocondriais e
igualmente elevado fluxo mitocondrial de oxigénio (O2) (ASCENSAO et al., 2003;
SCHWARZ et al., 2013).

Ha, porém, defesas antioxidantes nas nossas células que tem a funcéo de
inibir e/ou reduzir a acdo deletéria das espécies reativas de oxigénio (KOURY,
2003). O sistema de defesa antioxidante esta dividido em enzimatico e nao
enzimatico (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). O sistema enzimatico inclui enzimas
como a superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Essas enzimas agem por meio de mecanismos
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de prevencgéo, controlando a formag¢ao de ERO’s (FERREIRA e MATSUBARA, 1997,
SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Assim, as células aerbbias sdo protegidas da
acao do anion superoxido e do peréxido de hidrogénio, por exemplo, pela acdo da
SOD, uma metaloenzima que converte o radical superoxido em peroxido de
hidrogénio, e pela acdo da CAT, que converte o peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio molecular (LEITE e SARNI, 2003).

3.5. Efeitos do treinamento fisico no coracéao

Quando o exercicio fisico é realizado de forma sistematica e com a
intensidade do esforco controlada, passa a ser referido como treinamento fisico, que
a depender de sua intensidade pode ser classificado como leve, moderado e intenso
(LEANDRO et al., 2007). Essa classificagdo toma como base a realizagdo de alguns
testes de esforco maximo para avaliar a concentracdo de lactato no sangue, o
consumo maximo de oxigénio (VO2zmax), €/ou a frequéncia cardiaca maxima (FCmax)
(LEANDRO et al., 2007). Assim, um exercicio leve refere-se a um VO2zmax de 20 a
50%, moderado a um VO2zmax de 50 a 70% e intenso a um VO2max acima de 80%
proporcional as respectivas intensidades (LEANDRO et al., 2007).

A prética regular de exercicios fisicos, tanto aerébicos quanto de resisténcia,
leva a uma série de adaptac6es morfofisioldgicas no organismo (OSBORNE et al.,
1992) dentre elas, as referentes a funcdo cardiovascular, para suprir a nova
demanda metabolica durante a pratica do treinamento fisico (BRUM et al., 2004,
AHMADIASL et al., 2012; HUANG et al., 2013). Um aumento no tamanho cardiaco
é fundamental para a capacidade de gerar um maior volume sistélico (RAWLINS,
BHAN, e SHARMA, 2009). Este tipo de adaptacdo induzido pelo exercicio fisico,
denominado hipertrofia fisiolégica, pode ser considerado como resposta
compensatoria a esta sobrecarga de volume crénica e é caracterizada por ser uma
hipertrofia excéntrica (MIYACHI et al., 2009). Neste caso, novos sarcOmeros Sao
adicionados em série aos sarcomeros existentes, diferentemente da hipertrofia
concéntrica, que resulta de uma sobrecarga de pressdo, ocorrida em treinos de
forca, por exemplo, onde ha adicdo de novos sarcOmeros em paralelos e
geralmente, reducdo da camera cardiaca (MIHL, DASSEN e KUIPERS, 2008). Em
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relacdo a morfologia cardiaca pode ser notado hipertrofia ventricular e aumento da
dimenséo interna do ventriculo esquerdo em atletas submetidos a programas de
treinamento fisico de alta intensidade (OSBORNE et al., 1992; PELLICCIA;
CULASSO; DI PAOLO, 1999). Além disso, também é observado que 0 exercicio
fisico regular, com intensidade leve a moderada, diminui a pressédo arterial e a
frequéncia cardiaca de repouso, aumenta a contratilidade miocardica, o débito
cardiaco (KEMMLER et al., 2009), o volume de ejecao sistolico e volume diastolico
final (SCHARHAG et al., 2002; KEMMLER et al., 2009).

Outros estudos também tém investigado o papel do treinamento fisico na
atenuacdo de biomarcadores de estresse oxidativo e/ou no aumento das defesas
antioxidantes (FISHER-WELLMAN; BELL; BLOOMER, 2009; AHMADIASL et al.,
2012). De fato, o exercicio moderado regular resulta em adaptacdes na capacidade
antioxidante, as quais protegem as células contra os efeitos do estresse oxidativo,
prevenindo danos celulares subsequentes (AGUILO et al., 2003). No corag&o, o
exercicio fisico regular inibe a geracdo em excesso das ERO’s, atuando, portanto,
como fator de protecao cardiaco (OTANI, 2009).

Em humanos, um estudo realizado em bicicleta ergométrica, seguindo um
protocolo de 12 semanas de treinamento fisico moderado, mostrou uma tendéncia a
diminuir o estresse oxidativo a partir da analise da peroxidacéao lipidica através dos
niveis séricos de MDA (malondialdeido) (GOTO et al.,2003). A escassez de
trabalhos com humanos que analisem a referida relacdo prende-se com a Obvia
impossibilidade de obtencdo de amostras de tecido cardiaco para andlise dos
indicadores de estresse oxidativo e de les&o oxidativa (ASCENSAO et al., 2003). Ja
em animais submetidos a um protocolo de natacdo (VENDITTI e DI MEO, 1996) e a
treinamento aerdbico em esteira (RICHTERS et al.,, 2011; BO et al., 2008) foi
observada uma elevacao uniforme da atividade de enzimas antioxidantes no tecido
cardiaco, como consequUéncia do programa de treinamento. Estes resultados
sugerem que o exercicio moderado realizado regularmente leva a um aumento das
defesas antioxidantes do tecido cardiaco contra os danos das ERO’s (VENDITTI e
DI MEO, 1996).

O treinamento fisico moderado pode provocar diminuicdo das espécies
reativas de oxigénio (RADAK, CHUNG, GOTO, 2008) e, consequentemente,
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contribuir para a melhora da capacidade oxidativa muscular e, em Ultima instancia,
da capacidade fisica (BRUM et al., 2004). Sabendo-se que a desnutricdo perinatal
produz alteracdes morfofisiolégicas no coracdo, podendo levar ao aparecimento
tardio de doencas, e que o treinamento fisico leva o tecido cardiaco a uma série de
adaptacdes, o efeito modulador do treinamento fisico moderado aerdbio na estrutura

cardiaca em decorréncia da desnutricdo € um topico interessante a se investigar.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Analisar os efeitos do treinamento fisico moderado sobre a morfologia e o
balanco oxidativo do tecido cardiaco em ratos adultos que foram submetidos a dieta

hipoproteica durante o periodo perinatal.

4.2. Objetivos especificos

Avaliar no tecido cardiaco dos animais adultos submetidos ou ndo a dieta

hipoproteica perinatal e ao treinamento fisico moderado:

e Peso absoluto e relativo do coracao;

e Aspectos histométricos dos cardiomiocitos mensurando a area de secgéo
transversal dos mesmos;

e Aspectos morfologicos do coracdo mensurando: espessura da parede, area
de seccdao transversal e area da cavidade do ventriculo esquerdo;

¢ Niveis de peroxidacao lipidica;

e Atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e catalase.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Areade estudo

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Estudos em Nutricdo e
Instrumentacdo Biomédica (LENIB) do Departamento de Nutricdo (DN) e no
Laboratério de Bioquimica e Bioquimica do Exercicio (CAV - Centro Académico de
Vitoria de Santo Antédo -UFPE).

5.2. Modelo experimental

Animais e Dieta

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar provenientes da colénia
de criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco,
os quais foram mantidos em biotério de experimentacdo a temperatura de 22+ 2°C,
ciclo claro-escuro de 12/12 horas. O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFPE sob os respectivos n° de protocolos:
23076.018163/2009-15 e 23076.016336/2012-58. Para o correto manuseio dos
animais, o0s pesquisadores foram devidamente treinados e as normas de
biosseguranca e do biotério foram rigorosamente seguidas.

Para obtencdo de neonatos, foram acasalados animais machos e fémeas
(proporgéao 1:2), com idade entre 90 e 120 dias. A gestagao foi determinada pela
técnica de esfregaco vaginal, que consiste na coleta da secrecdo vaginal para
verificar a presenca de espermatozoides (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).
Uma vez detectado precocemente o estado de prenhez, as ratas foram acomodadas
individualmente em gaiolas de polipropileno e inicialmente foram divididas em dois
grupos de acordo com a dieta fornecida: controle (C, caseina a 17%) e desnutridas
(D, caseina a 8%) (Tabela 1). Na lactacdo, as ratas continuaram recebendo dieta
experimental conforme o grupo e apos o desmame (21 dias de idade), os filhotes
machos (C, n=30 e D, n=30) passaram a receber dieta equilibrada de biotério
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(LABINA, Purina Brasil®: 74,5% de carboidratos, 23% de proteinas e 2,5% de
lipideos) (Tabela 2).

Tabela 1: Composicdo de dieta experimental isocalorica com diferentes teores de proteina
(caseina).

Quantidade*

Ingredientes 8 % 17%
Caseina (85% de proteina) 94,12 g 200,0 g
Mix Vitaminico (AIN-93-VX) 10,09 10,0 g
Mix Mineral (AIN-93G-MX) 35,09 35,09
Celulose 50,0 g 50,09
Bitartarato de Colina 254¢g 2549
DL-Metionina 3,09 3,09
Oleo de Soja 70,0 ml 70,0 ml
Amido de Milho 503,49 397,59
Amido Dextrinizado 132,09 132,09
Sacarose 100,0 g 100,0 g
THBT (antioxidante de gordura) 0,014 g 0,014 g

*Quantidade para 1 kg de dieta formulados de acordo com a recomendacdo da AIN-93G para dietas de roedores
(Reeves; Nielsen; Fahey, 1993).

Tabela 2: Composicao da dieta LABINA (Purina Brasil) utilizada apés o desmame

Ingredientes* Quantidade (g) Calorias (Kcal)
Proteina 23,0 92,0
Carboidratos 74,5 288,0

Gordura 2,5 22,5

Total 100,0 402,5

*Composicao basica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru, carbonato
de calcio, fosfato bicalcico, sal, pré-mix. Fonte: Purina Brasil.

Protocolo de Treinamento Fisico

Aos 60 dias de idade, os ratos foram divididos em quatro grupos
experimentais, de acordo com a realizacdo do treinamento fisico: a) grupo controle
(C: sedentario, caseina 17%, n=15); b) grupo treinado (T: caseina 17%, treinamento
fisico, n=15); ¢) grupo desnutrido (D: sedentario, caseina 8%, n=16) e d) grupo
desnutrido treinado (DT: caseina 8%, treinamento fisico, n=14) (Figura 1).
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Os animais treinados foram submetidos a um programa de treinamento fisico
moderado de acordo com o protocolo de LEANDRO et al. (2007), onde o exercicio
foi realizado durante 8 semanas, 5 dias/semana e 60 min/dia a 70% do VO2max, em
esteira motorizada EP-131/Insight Equipamentos Ltda. De acordo com o protocolo
utilizado, a intensidade do treino foi aumentada progressivamente a cada semana
até atingir 70% de VO2max, sendo assim, mantida até o fim do programa de
treinamento. Para isso foram manipulados a velocidade, a inclinacdo da esteira e o
tempo de exercicio (Tabela 3). O grupo ndo treinado permaneceu nas gaiolas e no
mesmo ambiente dos animais treinados durante a realizagdo do treinamento fisico.
Os animais dos diferentes grupos experimentais foram eutanaziados
aproximadamente aos 123 dias de idade para a realizacdo dos estudos propostos
(Figura 2).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
n=60

Controle (C) Desnutrido (D)
n=30 n=30

A Ea

[ Controle (C) ] { Treinado (T) J t Desnutrido (D) ][ Desnutrido Treinado (DT) }

n=15 n=15 n=16 n=14

Figura 1: Formacédo dos grupos experimentais (n=60).
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Tabela 3: Protocolo de treinamento fisico de acordo com a velocidade, inclinacédo e duracdo
de cada sesséo das oito semanas de treinamento.

Semanas Velocidade (km/h) Inclinacéo (°) Duracao (min)
12 Semana 0,3 0 5
(Adaptacéo) 0.4 0 5

0,5 0 5
0,3 0 5
22 Semana 0,4 0 5
0,5 0 10
0,6 0 30
0,4 0 5
38 Semana 0,5 0 5
0,6 0 10
0,8 0 10
0,9 0 30
0,5 0 5
43 Semana 0,5 0 5
0,8 0 10
0,9 0 10
1,1 0 30
0,5 0 5
52 Semana 0,5 5 5
0,8 5 10
0,9 5 10
1,1 5 30
0,5 0 5
62 Semana 0,5 10 5
0,8 10 10
0,9 10 10
1,1 10 30
0,5 0 5
72 Semana 0,5 10 5
0,8 10 10
0,9 10 10
1,1 10 30
0,5 0 5
82 Semana 0,5 10 5
0,8 10 10
0,9 10 10
1,1 10 30
0,5 0 5
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Grupo Controle

Treinamento fisico moderado

Caseinaa 17% (n=15)

Gestacao Lactagao 60 120 123

dias dias dias

A A

Dieta normoproteica: Labina

Grupo Desnutrido

Sacrificio

Caseina a 8% (n=15)

Figura 2: Desenho experimental representando a formacdo dos diferentes grupos (controle e
desnutrido) quanto a manipulacdo da dieta e do treinamento fisico, e o periodo em que foram
sacrificados.

5.3. Métodos de coleta

Coleta dos tecidos para posteriores analises

Todos os animais foram sacrificados via decapitacdo através do uso de
guilhotina e submetidos a remocao do tecido cardiaco in toto para as analises

morfométricas e bioquimicas.

Avaliacao alométrica

Foi realizada através da relacdo peso do coracdo (g) /peso do corpo (Q):
determinada pela divisdo do peso do coracdo pelo peso do corpo do animal no dia
do sacrificio (TOSCANO et al., 2008).

Processamento do material para estudo histolégico

Apos a retirada do tecido cardiaco, os 6érgdos separados para o0 estudo
morfologico foram lavados com a solucdo fixadora (formaldeido a 10%) e
posteriormente pesados em balanca digital (marca AND, modelo HR-200, com
sensibilidade até 0,1mg). Em seguida, foi feito um corte transversal no ponto médio

da distancia entre o sulco atrioventricular e o apice do coragéo a nivel ventricular,
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dividindo-se o coragdo em duas partes que logo em seguida foram, entéo, fixadas
em formaldeido tamponado (fosfatos monobasico e dibasico de sddio) a 10%. Apds
a fixacdo, os fragmentos foram processados convencionalmente para microscopia
de luz (MICHALANY, 1981) sendo desidratados em bateria crescente de etanol (80°
a 100°) em banhos de 30 minutos, diafanizados em xilol, em banhos de 20 minutos e
incluidos em parafina. Apdés a inclusdo, foram realizados cortes histoldgicos
transversais do coracdo, de maneira seriada, ao nivel das cavidades ventriculares
com espessura de 4 um, obtidos em microtomo Leica, RM 2125RT. Em seguida,
foram corados em hematoxilina-eosina (HE), montados em Entellan, fotografados e

observados em microscopio de luz.

Mensuracéo da area de seccéo transversal das células miocardicas

Para mensuracdo da area da secc¢do transversal dos cardiomiécitos foram
capturadas imagens através de um sistema de captura do microscopio 6ptico Motic
B1-220ASC (objetiva 100X), acoplado a um computador com programa de captacdo
de imagens, Motic Images Plus 2.0. Para tal, foram utilizadas 30 secg¢0es
transversais de células miocardicas em cada animal (Figura 3), em campos
diferentes obtidos ao acaso, sendo mensurada a area dos midcitos através da
técnica de Toscano et al. ( 2008). Em seguida, foi utilizado o programa ImageJ 1.47t,

para histometria.

File Edit Font Results
|area  |[mean  |Perim. |
1 30818 125713 740.1489

Figura 3. llustracdo da mensuracdo da area do cardiomidcito pelo programa
Image J 1.47t ®.
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Mensuracdo da espessura, da area de seccao transversal e da area da cavidade do
ventriculo esquerdo

As imagens dos cortes histologicos transversais do coracado, selecionadas a
partir do microscépio oOptico, foram capturadas sob papel milimetrado através de um
Scanner (marca HP, modelo C4700) acoplado a um computador. Para a
mensuracdo das medidas do ventriculo esquerdo (Figuras 4 A, B,C) foi utilizado o
software ImageJ (verséao 1.47t for Windows).

File Edit Font Results File Edit Font Results
Arza__ |Mean _[Perim. * Area  |Mean  |Perim. 4

HO0AE: M2290 243 82532 193.520 12494

File Edit Font Results
|area [Mean  [Perim.
267 105341 266443

Figura 4. llustragdo do corte histoldgico transversal digitalizado para mensuracdo de: A-

Espessura da parede do VE, B- Area de seccéo transversal do VE; C- Area da cavidade do
VE pelo programa ImageJ 1.47t ®.

Preparo do homogeneizado do tecido cardiaco para utilizacdo nas técnicas
bioguimicas

Os tecidos coletados reservados para andlise bioguimica foram inicialmente
armazenados em freezer -80° C e posteriormente homogeneizados em tampao de
extracdo (Tris base 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; ortovanadato de sédio 1 mM;
aprotinina 10 ug/mL, PMSF 2 mM). Ap6s a homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas a 5.000 rpm, a 4° C, por 10 minutos e 0s sobrenadantes foram
submetidos a quantificacdo de proteina (NASCIMENTO et al., 2014).
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Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina do tecido cardiaco foi determinada pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976). O principio do método baseia-se na determinacéo
da concentracdo da absorbancia do complexo proteina-corante. Este complexo
absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia € considerada
diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solucdo analisada, onde

uma solucéo de BSA (albumina sérica bovina) a 1mg/mL foi utilizada como padréo.

Medida dos niveis de estresse oxidativo pela metodologia da Substancia Reativa ao
Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Para a dosagem de TBARS foi utilizada a técnica colorimétrica de Buege e
Aust (1978), sendo uma técnica muito utilizada para avaliar a lipoperoxidacdo (LPO),
pois o &cido tiobarbitirico reage com os produtos da LPO, entre eles o
malondialdeido e outros aldeidos. Onde coloca-se uma aliquota do homogenizado,
de acido tricloroacético a 10% e de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4). O material foi
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, a 4°C e foi acrescentado um volume de
TBA (&cido tiobarbitarico) igual ao volume do sobrenadante coletado. A mistura foi
incubada por 15 minutos a 100°C e em seguida resfriada. O TBA reage com 0s
produtos da lipoperoxidacdo formando um composto de coloracdo rosada. Foi
realizada a leitura da absorbé&ncia a 535nm, utilizando cubetas de quartzo. Os
resultados foram expressos em nmoles de TBARS por mg de proteina.

Atividade enzimatica:

a) Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase foi avaliada através do método da
oxidacdo da adrenalina, a qual compete com a SOD podendo ser medida em
espectrofotometro a 480nm. Em uma cubeta de quartzo de 1mL, adicionou-se

tampdao carbonato (0,1M; pH 10,2), amostra e adrenalina (0,03mM). A absorbancia
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foi registrada por um periodo de aproximadamente 3 minutos. Os resultados foram
expressos em unidade por mg de proteina (MISRA e FRIDOVICH, 1972).

b) Catalase

A atividade da catalase (CAT) é diretamente proporcional a taxa de
decomposicdo do perédxido de hidrogénio, sendo assim, a atividade da enzima foi
medida através da avaliacdo do consumo de peroxido pelo decréscimo na absorcéo
a 240 nm ([] méx do H202) de um meio de reacado, contendo tampéao fosfato (50mM,;
pH=7,4) e H202 (0,3uM) . Os resultados foram expressos em unidade por mg de
proteina (AEBI, 1984).

5.4. Anédlise estatistica

Os dados foram apresentados em média e desvio padrdo (x + DP). Para
comparacao dos dados foi utilizado o teste de andlise de variancia ANOVA one way
seguido do teste de comparacBes mdultiplas TUKEY. O nivel de significancia foi
mantido em 5% (p< 0,05). Toda a analise estatistica foi realizada utilizando-se o

programa GraphPad Prism 5.0 para Windows.
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6. RESULTADOS

Peso do coracao e relacao alométrica:

Em relacdo ao peso absoluto (g) do coracdo dos animais nos diferentes
grupos, foi observada diferenca apenas do grupo Desnutrido Treinado, n= 7 (DT=
1,307+ 0,082) em relagao aos grupos Controle, n=7 (C= 1,137 = 0,089) e Desnutrido,
n= 8 (D= 1,065+0,128), p<0,05 (Figura 5A). Em contrapartida, ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos estudados, no que diz respeito ao peso
relativo do coracao (relacédo alométrica) (C = 0,0031 + 0,0003; D = 0,0035 + 0,00059;
T = 0,0035 + 0,00008; DT = 0,0035 + 0,00013), p>0,05, na qual se leva em
consideracdo a razao entre o peso do coracdo e o peso do animal no dia do

sacrificio (Figura 5B).
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Figura 5. Efeitos da desnutricdo precoce e do treinamento fisico moderado sobre o peso absoluto
(A) e relativo (B) do coracdo de ratos adultos. Grupos: Controle (C, n=7), Treinado (T, n=8),
Desnutrido (D, n=8), e Desnutrido Treinado (DT, n=7). Pc= peso do corac¢do, Pa= peso do animal.
Os valores estao expressos em média + DP. ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey. *
p<0,05 vs C e # p<0,05 vs Desnutrido.

Area de seccéo transversal das células miocardicas

Os animais do grupo D apresentaram menor area (um?) da célula cardiaca
(D=132,1£12,51) em relagdo ao C (203,3+28,67). Ja o0s animais treinados
(T=243,8+55,87 e DT=231,1+65,31) apresentaram maior area celular em
comparacao ao grupo D, p<0,05 (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos da desnutricdo precoce e do treinamento fisico moderado sobre
a area de seccdo transversal da célula cardiaca de ratos adultos. Grupos:
Controle (C, n=7), Treinado (T, n=8), Desnutrido (D, n=8), e Desnutrido Treinado
(DT, n=7). Os valores estdo expressos em média + DP. ANOVA one-way,
seguido do teste de Tukey. * p<0,05 vs C e # p<0,05 vs Desnutrido.

Espessura, area de seccdao transversal e area da cavidade do ventriculo esquerdo

Em relacdo a espessura (mm) do ventriculo esquerdo (VE), os animais
submetidos a desnutricdo perinatal apresentaram menores valores da parede
(D=1,770+0,178) quando comparados aos controles (C=2,255+0,175), p<0,05
(Figura 7A). J4 nos grupos que realizaram o treinamento fisico houve aumento
significativo da espessura do VE (T7T=2,382+0,165 e DT=2,410+0,106) quando
comparados ao grupo D, p<0,05. Resultado semelhante foi observado na éarea
(mm?) de seccéo transversal do VE. Onde houve redugdo no grupo D (42,36+7,64)
em relacdo ao C (53,10+3,51) e aumento da area do VE dos grupos T (50,84+4,37)
e DT (54,4815,53) em relagcdo ao D, p<0,05 (Figura 7B). O treinamento fisico
também aumentou significativamente a area da cavidade do VE (T= 11,07+£1,345 e
DT= 10,83%t1,893) em relacdo aos demais grupos (C=8,177+1,396 e
D=8,124+1,467), p<0,05 (Figura 7C).
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Figura 7. Efeitos da desnutrigcdo precoce e do treinamento fisico moderado sobre a espessura do
VE (A), area de seccéo transversal do VE (B) e area de sec¢éo da cavidade do VE de ratos adultos
(C). Grupos: Controle (C, n=7), Treinado (T, n=8), Desnutrido (D, n=8), e Desnutrido Treinado (DT,
n=7). Os valores estdo expressos em média + DP. ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey. *
p<0,05 vs C e # p<0,05 vs Desnutrido.

Niveis de peroxidacéo lipidica:

A desnutricdo perinatal assim como o treinamento fisico moderado realizado
na fase adulta aumentou os niveis de peroxidacao lipidica (D = 6,43 + 2,02 e T=6,63
+ 2,18) comparados ao C (3,85 + 1,26) e diminuiu o nivel de LPO no grupo DT (3,76
+ 1,02) comparado aos grupos D e T, p< 0,05 (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos da desnutricdo precoce e do treinamento fisico moderado
sobre o nivel de peroxidacdo lipidica de ratos adultos. Grupos: Controle
(C,n=8), Desnutrido (D,n=8), Treinado (T,n=7), e Desnutrido Treinado (DT,n=8).
Os valores estédo expressos em média + DP. ANOVA one-way, seguido do teste
de Tukey.* p<0,05 vs Controle; # p<0,05 vs Desnutrido; & p<0,05 vs Treinado.
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Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD):

Os niveis de SOD mantiveram-se inalterados entre todos os grupos (C= 3,25
+ 0,83; T= 3,52 + 0,21; D=3,42 + 0,14; DT=3,17 + 0,22, p >0,05). O treinamento
fisico moderado ndo exerceu influéncia a ponto de demonstrar diferenca

estatisticamente significante entre os animais (Figura 9A).

Atividade da enzima catalase (CAT):

Por outro lado, a submissdo a dieta hipoproteica no periodo critico de
desenvolvimento, mesmo apds recuperacdo nutricional promoveu uma reducdo nos
niveis de atividade da CAT (D=0,53 + 0,19) dos animais quando comparados aos
controles (C=0,89 + 0,23). Porém, o treinamento aumentou a atividade da CAT nos
grupos T (1,32 + 0,29) e DT (1,30 £ 0,12) em relacdo aos grupos C (0,89 £ 0,23) e D
(0,53 £ 0,19) p <0,05 (Figura 9B).
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Figura 9. Efeitos de 8 semanas de treinamento fisico moderado sobre atividade das enzimas
antioxidantes Superéxido dismutase (A) e Catalase (B) em animais que foram submetidos a
desnutricdo proteica perinatal. Grupos: Controle (C,n=8), Desnutrido (D,n=8), Treinado (T,n=7)
e Desnutrido Treinado (DT,n=8). Valores expressos em média + DP. ANOVA one-way, seguido
do teste de Tukey. * p<0,05 vs Controle. # p<0,05 vs Desnutrido.
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi analisado o efeito do treinamento fisico moderado e
da restricdo proteica perinatal no balanco oxidativo e na morfometria de alguns
aspectos cardiacos em ratos adultos da linhagem Wistar.

Sabe-se clinicamente que entre as varias formas de desnutricdo, a
desnutricdo proteico-caldrica € a mais comum e € referida como desnutricdo cronica
(MUZI-FILHO et al., 2013). Estudos experimentais tém documentado exemplos de
plasticidade durante o desenvolvimento, demonstrando que alteracdes na nutricao
perinatal podem ter efeitos a longo prazo na descendéncia, que séo relevantes para
o possivel desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (GODFREY e BARKER,
2000).

Em nosso trabalho, quando medido o peso absoluto do coracdo dos animais
nos diferentes grupos, foi observado aumento do peso nos animais treinados (T e
DT). Porém essa diferenca foi significativa apenas entre o grupo Desnutrido
Treinado em relacdo aos grupos Controle e Desnutrido, mostrando que o
treinamento fisico resultou em um provavel aumento significativo de massa cardiaca
(hipertrofia) desses animais. Entretanto, ndo se pode dizer que houve uma
recuperacdo da perda de peso do 6rgdo causado pela caréncia nutricional em
estagio precoce da vida, visto que ndo houve reducao do peso do érgdo nos animais
desnutridos. Ja a razdo entre o peso do coracdo com o peso corporal (relagédo
alométrica), realizado no dia do sacrificio, ndo apresentou diferenca significativa
entre os grupos, corroborando com experimentos anteriores (VENDITTI e DI MEO,
1996; CORSTIUS et al., 2005; GUN-SOO HAN, 2013), no qual houve reducgao e
aumento do peso do coracédo proporcional ao peso corporal dos animais desnutridos
e treinados, respectivamente. Ocorrendo entdo, um paralelismo entre 0 peso
corporal e o peso do coracdo do animal (CORSTIUS et al., 2005).

A éarea de seccdo transversal dos cardiomiécitos foi utilizada como um
indicador de tamanho da célula. O presente estudo encontrou reducéo (de 35%) da
area dos cardiomiocitos dos animais do grupo desnutrido (D) quando comparados a
dos animais do grupo controle (C), sugerindo uma hipotrofia dessas células devido a

desnutricdo imposta. Dados semelhantes foram demonstrados por Fioretto et al.
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(2002), onde ratos que foram submetidos a desnutricdo proteico-calérica perinatal
também apresentaram diminuicdo da area de seccdo transversal de seus
cardiomiécitos. Sendo associado a uma possivel diminuicdo na sintese de
componentes miofibrilares, e/ou um aumento no catabolismo proteico miofibriliar
(FIORETTO et al., 2002). Ja os animais submetidos ao treinamento fisico (T e_DT)
apresentaram maior area (aumento de 84,5% e 75%, respectivamente) de secc¢ao
transversal de suas células cardiacas quando comparada aos animais desnutridos.
Isso significa que o treinamento de intensidade moderada foi capaz de reverter a
inibicdo de crescimento celular provocada pela desnutricdo, onde o aumento dos
cardiomiécitos foi devido a sintese de novas proteinas contrateis e a adicdo de
sarcOmeros, aumentando assim a forca contratii por célula (WAKATSUKI,
SCHLESSINGER, ELSON, 2004). Além disso, em estudo anterior, Sadoshima e
Izumo (1997) constataram que tanto a sobrecarga de pressao no coragao quanto o
alongamento dos cardiomidcitos in vitro sdo capazes de ativar 0s sinais de
crescimento, tais como o0 sistema renina-angiotensina, que levam a hipertrofia
celular. Ou seja, a angiotensina Il quando liberada em resposta ao estiramento ou
aplicada diretamente as células, induz uma resposta hipertréfica dos cardiomiécitos
(WAKATSUKI, SCHLESSINGER, ELSON, 2004). A hipertrofia, portanto, foi uma
adaptacdo benéfica dos cardiomidcitos a um aumento do estresse, neste caso,
sobrecarga de volume, na parede cardiaca causada pelo treinamento (WAKATSUKI,
SCHLESSINGER e ELSON, 2004).

Em relacdo a espessura do ventriculo esquerdo (VE), em nosso trabalho, os
animais submetidos a desnutricdo perinatal apresentaram menores valores da
parede quando comparados aos controles (diminuigdo de 21,5%). J& nos grupos que
realizaram o treinamento fisico houve aumento significativo da espessura do VE
quando comparados ao grupo desnutrido (aumento de 34% do grupo T em relagéo
ao D e de 36% do grupo DT em relagdo ao D).

O treinamento fisico € associado a aumentos estatisticamente significativos
nas dimensdes cardiacas em comparacdo com individuos sedentarios (RAWLINS,
BHAN e SHARMA, 2009). Scharhag et al., 2002, observaram hipertrofia ventricular
em atletas que praticavam exercicios aerobicos, como corrida, ciclismo e natacao;

representando a hipertrofia, portanto, uma adaptacao estrutural e funcional para o
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exercicio regular aerébico, sendo fisioldgica e um fendbmeno bem documentado. Um
aumento no tamanho cardiaco é fundamental para a capacidade de gerar um maior
volume sistolico (RAWLINS, BHAN, e SHARMA, 2009). Este tipo de adaptacéo
induzido pelo exercicio fisico, denominado hipertrofia fisiolégica, pode ser
considerado como resposta compensatoria a esta sobrecarga de volume cronica e é
caracterizada por ser uma hipertrofia excéntrica (MIYACHI et al., 2009). Por este
meio, novos sarcOmeros foram adicionados em série aos sarcOmeros existentes.
(MIHL; DASSEN; KUIPERS, 2008).

Resultado semelhante a espessura do VE foi observado na area de seccao
transversal do mesmo. Onde houve reducédo de 20,2% da area no grupo submetido
a desnutricdo e aumento de 20% no grupo T e de 28,6% da area do VE do grupo DT
em relacdo ao grupo desnutrido. Sabe-se que a nivel celular, tanto a desnutricdo
durante periodo perinatal quanto o treinamento fisico moderado alteram as células
cardiacas. A desnutricdo reduz, consequentemente, a area do coracdo, mesmo apos
a recuperacdao nutricional, assim foi observado também por Toscano et al. (2008) em
seus experimentos com ratos. O treinamento fisico moderado, por sua vez, ao
induzir a hipertrofia de células cardiacas, também contribui para o remodelamento
cardiaco aumentando, neste caso, as dimensdes do coracdo (PLUIM et al., 2000).

Foi observado um aumento de 35,3% da area da cavidade cardiaca do grupo
T em relagéo ao grupo C e 36,3% em relacdo ao grupo D, assim como um aumento
de 32,4% do grupo DT em relacédo ao grupo C e 33,3% em relagdo ao grupo D. O
tamanho da cavidade ventricular esquerda é o discriminador mais importante entre
hipertrofia ventricular esquerda (HVE) fisiologica e hipertrofia patologica. Quase
todos os individuos com HVE fisiolégica tem aumento concomitante da cavidade
ventricular esquerda (RAWLINS, BHAN e SHARMA, 2009). Exercicios dinamicos
impdem uma carga de volume no ventriculo esquerdo (MIHL, DASSEN e KUIPERS,
2008), consequentemente, 0 coracao precisa se adaptar a carga de volume e de
pressdo impostas, e para isso reage aumentando seu diametro interno e a
espessura da parede ventricular esquerda (PLUIM et al., 2000), caracterizando uma
hipertrofia excéntrica (MIHL, DASSEN e KUIPERS, 2008).

Em nossos resultados, observamos, portanto, uma hipertrofia fisioldgica

decorrente do treinamento fisico crénico e de intensidade moderada, visto que todos
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0s animais treinados apresentaram aumento da cavidade proporcional ao aumento
da area e espessura do VE.

Estudos anteriores mostraram que na desnutricdo ha excesso de producéo de
intermediarios reativos de oxigénio, como 0 anion superoxido (Oz2), o radical
hidroxila (OH"), oxigénio singlet e peréxido de hidrogénio (H202) (GHONE et al.,
2013). Além disso, a privacdo de proteina, realizada em experimentos com ratos,
também demonstrou reduzir a eficiéncia do sistema de defesa celular antioxidante
em Orgdos como O coracdo, por exemplo (TOUYZ, 2000). O resultado deste
desequilibrio entre ERO’s e sistema antioxidante € o que se chama de estresse
oxidativo.

As defesas antioxidantes, responsaveis por restabelecer o equilibrio permitem
ao organismo tolerar o estresse oxidativo leve e moderado; a presenca de
desnutricdo rompe este equilibrio e provoca estresse grave, com alteracbes do
metabolismo celular, lesdo do DNA e dos transportadores de ions das membranas,
elevacdo de calcio e ferro ionizados e danos na membrana celular, causando
modificacdes na sua fluidez, permeabilidade e integridade (peroxidacao lipidica)
(LEITE e SARNI, 2003).

A consequéncia mais estudada do estresse oxidativo € a peroxidacao lipidica,
resultando na formacgdo de vérios produtos, entre eles o malondialdeido (MDA)
(JAIN et al., 2008). Para a avaliagcdo desse evento, o método mais frequentemente
utilizado é a medida de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (LEITE
E SARNI, 2003).

No presente trabalho foi observado que tanto a desnutricio quanto o
treinamento fisico moderado, agindo de maneira isolada, foram capazes de
aumentar os niveis de peroxidacgao lipidica.

Argumenta-se pela teoria proposta por Golden e Ramdath (1987) que nas
formas clinicas de desnutricdo haveria desequilibrio entre a produ¢cdo de ERO’s e
sua eliminagdo. Esse desequilibrio na eliminacdo poderia ser explicado pela
diminuicdo das defesas antioxidantes, que ocorre durante a desnutricdo (GOLDEN e
RAMDAT, 1987), o que justificaria os maiores niveis de MDA no grupo dos animais
desnutridos. Ja& em estudos envolvendo criangas de até 6 anos, que sofreram

comprovadamente desnutricdo proteico-calérico também apresentaram niveis
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séricos de MDA significativamente maiores que as do grupo controle (JAIN et al.,
2008; GHONE et al.,, 2013). Outro trabalho com humanos, ao estudar recém-
nascidos PIG (pequenos para idade gestacional) desnutridos durantes periodo
perinatal, também encontrou niveis de MDA significativamente mais elevados em
comparacdo com os controles (GUPTA et al., 2004). Ao passo que a atividade de
enzimas antioxidantes, como a catalase, foi significativamente mais baixa nesses
mesmos recém-nascidos PIG.

Em contrapartida, o treinamento fisico na fase adulta dos mesmos animais
submetidos a desnutricdo neste trabalho foi capaz de diminuir os niveis de
peroxidacgédo lipidica, resultado semelhante ao do trabalho de Filaire et al., (2009),
onde animais submetidos a treinamento voluntario e restricdo alimentar
apresentaram menores niveis de MDA.

Em nosso trabalho, ndo foi observado alteracdo nos niveis de atividade da
SOD em todos os grupos estudados, resultado este observado também por outros
autores ao utilizar atividade fisica (FILAIRE et al., 2009; BAYOD et al., 2012) ou
restricdo alimentar (FRANCO et al., 2007).

A superéxido dismutase representa "a primeira linha" de enzimas
antioxidantes, por ser responsavel pela transformacdo do superoxido em peréxido
de hidrogénio, que entdo pode ser clivado para H20 por diversos sistemas de
peréxido de hidrogénio, como a catalase, por exemplo (RICHTERS et al., 2011). O
gue pode justificar a inalteracdo dos niveis da enzima em nosso estudo, 0 que seria
uma tentativa do sistema de defesa de poupar o coracdo dos efeitos do estresse
oxidativo, aumentando o nivel da SOD nos animais desnutridos. Neste caso, pode
ser apropriado dizer que a atividade de SOD em ratos desnutridos pode refletir a
exposicdo crbnica e adaptacdo das células ao estresse oxidativo (AKINOLA,
OGUNTIBEJU, ALABI, 2010).

Por outro lado, a atividade da CAT demonstrou reducdo no grupo D em
relacdo ao grupo C. A desnutricdo proteica leva consequentemente a deficiéncia de
alguns aminoacidos que estdo envolvidos na sintese de proteinas, incluindo as
enzimas antioxidantes (FANG, YANG, WU, 2002), o que justificaria o fato da CAT
atuar menos nos animais desnutridos. A CAT apresentou aumento nos grupos T e

DT, em relagdo aos demais. Resultado semelhante foi observado no trabalho de
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Husain e Hazelrigg (2002), onde animais adultos submetidos a treinamento
moderado por 8 semanas em esteira, também apresentaram aumento da atividade
da enzima catalase quando comparados aos seus respectivos controles. O que
indica o condicionamento oxidativo do coragao para se livrar do excesso de ERO’s
gerado durante o exercicio (HUSAIN e HAZELRIGG, 2002).

Estes resultados sugerem que o exercicio, quando realizado com
intensidade moderada e regularmente, leva a um aumento das defesas do
tecido cardiaco contra os danos das ERQO’s (VENDITTI e DI MEO, 1996). A elevacéo
dos niveis de enzimas antioxidantes aumenta a capacidade antioxidante
mitocondrial, sendo um mecanismo potencial para explicar porque o treinamento
fisico protege o coracdo contra os danos oxidativos e possiveis prejuizos funcionais
(LEE et al., 2012).

Existem estudos que indicam que o estresse oxidativo cardiaco ocorre no
miocardio durante a progressao da remodelagéo cardiaca (RICHTERS et al., 2011,
SCHWARZ et al.,, 2013), sendo um dos mecanismos a lipoperoxidacdo da
membrana celular, o que pode levar a insuficiéncia crénica do érgdo devido aos
mecanismos oxidativos (BERGAMINI et al.,, 2009; TSUTSUI; KINUGAWA,
MATSUSHIMA, 2011). Sabe-se ainda que situacdes de estresse, como uma
desnutricdo em periodos criticos ou atividade fisica quando realizada intensamente,
podem induzir um aumento dos produtos da peroxidacéo lipidica do miocardio (MDA
e hidroperoéxidos), suportando a hipotese de que aumenta o estresse oxidativo e
este, por sua vez, induz lesdes estruturais nos cardiomiocitos (VENDITTI e DI MEO,
1996), o que consequentemente resultarda em alteracbes morfolégicas do 6érgao
como um todo. No entanto, o treinamento moderado regular resulta em adaptacdes
na capacidade antioxidante, as quais protegem as células contra os efeitos
deletérios do estresse oxidativo, prevenindo danos celulares subsequentes (AGUILO
et al., 2003). A pratica regular de exercicios fisicos leva a uma série de adaptacdes
morfofisioldgicas no organismo (OSBORNE et al., 1992), dentre elas, as referentes
ao sistema cardiovascular, para suprir a nova demanda metabdlica durante a pratica
da atividade fisica (BRUM et al, 2004; AHMADIASL et al., 2012). Diante do que foi
exposto, pode-se observar o papel fundamental do treinamento fisico de intensidade

moderada no coragcdo dos ratos em nosso estudo, visto que 0S mMesmos
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apresentaram alteracdes morfologicas benéficas simultaneamente as alteracdes
bioguimicas que representaram uma maior atividade do sistema antioxidante no
tecido cardiaco. O que nos leva a propor, que conjuntamente com outras
estratégias, o exercicio pode ser utilizado como medida preventiva e terapéutica,
particularmente, na area da medicina cardiovascular (ASCENSAO et al., 2003;
RADAK; CHUNG; GOTO, 2008).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho demonstram que tanto a nutricdo
hipoproteica no periodo critico de desenvolvimento quanto o treinamento
fisico moderado na fase adulta ndo foram capazes de promover alteracédo
no peso do coracdo dos animais em relacdo ao peso corporal.

A desnutricdo provocou alteragfes histométricas e morfologicas no tecido
cardiaco, isso pdde ser notado através da menor area da célula cardiaca,
e consequentemente menor espessura da parede do ventriculo esquerdo
e da area de seccdo transversal do coragcdo. Além disso, a submisséo a
uma dieta hipoproteica também resultou em redugdo da atividade da
enzima antioxidante catalase, e aumento dos niveis de peroxidacéo
lipidica.

Por outo lado, o treinamento fisico moderado resultou em alteracdes
benéficas, como aumento da area dos cardiomidcitos, seguido de
hipertrofia ventricular fisiolégica e aumento da cavidade do ventriculo
esquerdo nos animais desnutridos. Além disso, observou-se também que
nos animais desnutridos submetidos ao protocolo de treinamento houve
reducdo dos niveis de MDA e aumento da atividade da enzima catalase.
O gue pode significar que o treinamento fisico moderado na vida adulta
pode reverter danos celulares no coracdo provenientes de um insulto
precoce, como a desnutricdo proteica no periodo critico de

desenvolvimento.
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