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Estudo morfoquantitativo da parede da aorta de ratos wistar
idosos treinados com exercicio aerobio

Morphoquantitative study of the aorta’s wall in aerobically trained
elderly wistar rats

M.A. Coura, M.E. Pacheco, H.G. Simdes, J.F. Moraes, C.S. Campbell

ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE

RESUMO
O presente estudo teve como objetivo avaliar sob os aspectos morfoquantitativos as mudangas da aorta
de Wistar idosos (16 meses) treinados em nata¢do na intensidade do limiar anaerébio. Dez machos
foram divididos em dois grupos, sendo um controle (n = 5) e um treinado (n = 5), realizaram nata¢io
cinco vezes/semana, 30 minutos/dia, durante oito semanas. Para a avalia¢cdo aerdbia foi determinado o
limiar anaerdébio na primeira, quarta e oitava semanas de treinamento. Apds o periodo experimental,
foi realizada a eutandsia e retirada do cora¢do e da aorta, que foram preparados por procedimentos
histolégicos para coloragdes com Hematoxilina-Eosina, Weigert e Verhoeff. Foram realizadas avaliagdes
utilizando-se métodos morfométricos e estereoldgicos. Houve um aumento (p < .05) na espessura,
area de sec¢do transversa, fibras elasticas e na distincia entre os feixes do ntucleo de musculo liso sem
influenciar no didmetro.
Palavras-chave: aterosclerose, inflamacao, aorta, exercicio fisico, hipertrofia da parede do vaso

ABSTRACT
The aim of the present study was to evaluate under morphoquantitative aspects possible alterations in
the ascending section of the Aorta’s endothelium of elderly Wistar rats (16 months of age) trained at
an anaerobic threshold intensity. Ten male animals were divided in two experimental groups (control
and exercise, each with 5 animals). The exercise group performed swimming five times per week, 30
minutes per day during eight weeks. Anaerobic threshold was evaluated at the first, fourth and eighth
week of training. After the intervention the animals were sacrificed and the heart and Aorta were
collected. The Aorta was properly fixed and prepared according to the histology procedures for coloring
with Hematoxilin-Eosin, Weigert and Verhoeff. Quantitative and qualitative evaluations were performed
using morphometric and stereological methods. There was an increase in the thickness, cross sectional
area, elastic fibers and distance between the beams and the nucleus of the smooth muscle without
alteration of its diameter (p< .05).
Keywords: atherosclerosis, inflammation, aorta, exercise, artery wall hypertrophy
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O envelhecimento é um processo fisioldgico
relacionado com alteracdes no sistema cardio-
vascular, sendo considerado um dos fatores de
risco para o desenvolvimento de varias doengas
como a aterosclerose (Girerd & Mourad, 2007;
Yildiz, 2007). Segundo Yildiz (2007), as alte-
ragbes cardiovasculares advindas do envelhe-
cimento s3o as maiores causadoras de morta-
lidade no mundo. Dentre os mecanismos
envolvidos na aterosclerose estio as alteragoes
endoteliais promovidas pelas dislipidemias,
hipercoagulacdo, oferta insuficiente de dxido
nitrico (ON), estresse oxidativo, inflamacdo e
disfuncao endotelial. Estas altera¢Oes na artéria
podem ser caracterizadas pelo aumento da
espessura (0) das tunicas, devido a destrui¢do
gradual das fibras eldsticas e pelo aumento do
depdsito de substincias como o célcio na matriz
extracelular (MEC) (Girerd & Mourad, 2007).

O sedentarismo esta relacionado ao desen-
volvimento de doencas (Kannel, 1967) e a
pratica de exercicios tem a capacidade de
prevenir ou retardar o desenvolvimento de
placas de ateroma nas artérias (Kramsch,
Aspen, Abramowitz, Kremendahl, & Hood Jr.,
1981). O limiar anaerébio (Lan) é um para-
metro de aptiddo aerdbia, sendo definido como
a intensidade do exercicio a partir da qual
ocorre aumento exponencial na concentragio de
lactato sanguineo [lac] (Svedahl & Maclntosh,
2003). Diversos métodos tém sido utilizados
para identificar o Lan, como o limiar ventila-
tério (Wasserman, Whipp, Koyal, & Beaver,
1973), o limiar glicémico (Sim&es, Campbell,
Kushnick, Nakamura, Katsanos, & Baldissera,
2003) e o limiar de lactato (LL) (Svedahl &
Maclntosh, 2003).

A utilizagio do exercicio em intensidade do
LL tornou-se vantajosa por determinar a capaci-
dade aerdbia sem que seja necessario atingir o
consumo maximo de oxigénio, diminuindo-se
assim os riscos cardiovasculares (Wasserman,
2002). A resposta do [lac] ao exercicio tem sido
considerada valida para diagnéstico da aptidao
aerdbia, prescri¢ao e treinamento em humanos

(Svedahl & Maclntosh, 2003) e ratos (Cunha,
Cunha, Segundo, Pacheco, Moreira, & Simdes,
2008).

Gobatto et al. (2001) e Voltarelli, Gobatto, &
Mello (2002) foram os primeiros a publicarem
estudos com aplica¢ao de protocolos para deter-
minacdo do méximo estado estavel de lactato
(MEEL) e LL em ratos na natacio. Sabendo
que os principios gerais que regulam o fluxo
de lactato sao validos para ambas as espécies e
que é possivel identificar o LL em ratos (Cunha
et al., 2009), assim como também é possivel
identificar a MEEL, que acontece por volta de
5.5 mmol.L-1 de lactato nos ratos (Cunha et
al., 2009; Gobatto et al., 2001) e nos humanos
ocorre por volta de 4 mmol.L-1. Pode-se sugerir
que a cinética de lactato seja semelhante entre
humanos e ratos, e a utilizacao destes métodos
para avaliagdo e prescricio de treinamento
torna-se muito importante na pesquisa.

Desta forma, o objetivo do presente estudo
foi avaliar os efeitos do treinamento de natacao
na intensidade do limiar anaerdbio sobre os
componentes da parede da aorta em ratos
Wistar idosos.

METODO

Amostra

Foram utilizados 10 ratos Wistar, machos,
idosos (478 dias de vida) e sedentdrios, com
peso corporal (PC) médio de 614 = 752 gr,
mantidos no Laboratério de Educacio Fisica
e Saude na Universidade Catélica de Brasilia.
Os animais foram alimentados com racio
(Purina®) e agua. A temperatura ambiente foi
controlada a 25°C, com fotoperiodo de claro/
escuro de 12 horas. O estudo estd de acordo
com os principios éticos do Colégio Brasileiro
de Experimenta¢io animal (COBEA) e foi apro-
vado pela Comissdo de Etica em Experimen-
tacdo animal (CEEA) em 26.08.2008, n. 026,
folha 59 do livro 02.

Os ratos foram divididos em 2 grupos (p >
.05), sendo um grupo controle (GC) n = 5 que
nio participaram do treinamento, com massa



corporal (MC) média de 614.0 = 83 gr, e um
grupo treinado (GT) n = 5, submetidos ao trei-
namento, com MC média de 617 = 78 gr.

Instrumentos e Procedimentos

A adaptagdo ao meio liquido consistiu em
manter Os ratos em contato com a igua em
tanques a temperatura de 30 = 2°C, durante 2
semanas, 5 vezes por semana, por 30 minutos
(Gobatto et al., 2001). Foram realizados testes
incrementais na natagio para avaliacdo da capa-
cidade aerdébia dos animais. Os testes consis-
tiram de uma sobrecarga inicial referente ao
PC do animal com incrementos de 1% da MC
a cada 3 min até a exaustio. Pausas de 1 min
foram realizadas entre os estagios para troca de
cargas e coleta sanguinea (Cunha et al., 2009).

Foi realizado um corte na por¢io distal da
cauda dos animais e amostras sanguineas de
25 ul foram coletadas e colocadas em micro-
tubos contendo 50 ul de solu¢io de fluoreto de
sodio a 1%. As dosagens de lactato foram feitas
pelo método eletroenzimatico (Yellow Springs
Instruments — USA 2700 — STAT).

A determinagio do LL foi realizada a partir
do ajuste polinomial da resposta da razio
[LAC]/carga durante o teste incremental
(Limiar de Lactato polinomial - LLp) (Cunha et
al., 2009).

O protocolo de treinamento foi realizado
somente com o GT durante 8 semanas, sendo
numa frequéncia de 5 vezes por semana com
duracio de 30 minutos cada sess3o. A carga do
treinamento correspondeu a mesma intensi-
dade do Lan, ou seja, uma sobrecarga de 5% do
PC para cada animal (Gobatto et al., 2001). A
eutandsia ocorreu apds o treinamento.

Apds o sacrificio dos animais coletou-se 5
mm da aorta. As amostras foram embebidas
na solucio fixadora de Karnovsky modificada,
contendo solu¢do de glutaldeido 3% (Merck®,
Alemanha) e formaldeido 1% (Sigma®, USA)
em tampao cacodilato de sédio (EMS®, BRA
{0.125M; pH 7.4}) por 72 hs a 4°C. Em seguida,
o material foi submetido a desidratagdo com
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passagens sucessivas em solu¢des de concen-
tracdes crescentes de etandis e diafanizado pelo
xilol. A inclusdo foi feita em parafina histolégica
(56 — 58)°C. Foram realizados cortes de 6 um
de espessura em um micrétomo (Leica DMR®),
onde os cortes foram coletados em ldminas para
microscopia (Knittel®, Alemanha), desparafini-
zados em estufa a 58°C e banhados em séries
de xilois; hidratados em soluc¢des de concentra-
¢Oes decrescentes de etandis e lavados em dgua
destilada.

Foram feitas 3 coloragbes (Figuras 1A-D):
Hematoxilina — Eosina (HE) (Romeis, 1968),
para anilise morfométrica dos componentes da
tunica média da aorta: ntcleo de musculo liso,
distincia entre os feixes de nicleo de musculo
liso vascular; Hematoxilina férrica de Verhoeff
(Prophet et al., 1992; Verhoeft, 1908) para colo-
racdo de fibras elasticas maduras, resorcina
de Weigert para coloragdo de fibras eldsticas
maduras, resorcina de Weigert pds-oxidacio
com solu¢do aquosa a 1% de oxona (Montes,
1996) para coloragio de fibras elasticas
maduras, eulaninicas e oxitalimicas. As sec¢Oes
foram desidratadas em solu¢es de concentra-
¢cOes crescentes de etandis, diafanizadas em
série de xilois, e as laminas montadas com
laminula e meio de montagem para micros-
copia (Entellan®, Merck®, Alemanha).

As imagens da aorta foram capturadas e
medidas utilizando-se um microscépio trino-
cular (Carl Zeiss Microimagin®, modelo Axio-
shop 40, Alemanha) acoplado a uma video-
-cAmera (Axio Cam HRC - ZEISS®, Alemanha),
conectada a um computador e a um monitor
de 17 polegadas. Foram obtidas imagens com
um plano focal pequeno. Por meio de um
sistema de imagem computadorizado (Soft-
ware Axion Vision® KS400 Rel. 4.6, Alemanha)
foram capturadas imagens das sec¢Oes histolo-
gicas em toda a sua extensdo (Briiel, Oxlund,
& Nyengaard, 2005). Os cortes corados com
Weigert foram analisados com objetiva de
100x sob imersdo, dos quais foram selecio-
nados 10 cortes de cada vaso, de 3 animais de
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cada grupo. Nos cortes, as areas externa (Ae) e
interna (Ai) foram determinados pelo contorno
das membranas eldsticas externa e interna.
Os didmetros externos (De) foram obtidos
pela medida das superficies da adventicia e
o didmetro interno (Di) desde a superficie do
endotélio. As medidas da area da sec¢ao trans-
versa (AST) foram obtidas pela diferenca entre
Ae — Ai (AST= Ae - Ai); a 6 da ttinica média
foi obtida dividindo-se por 2 a diferenca entre o
De - Di (0 = De - Di/2) e a razdo média/luz foi
obtida pela razdo entre a 0 e o Di (R m/lz = 6/
Di). De acordo com Mulvany (2002), o conhe-
cimento do Di e 0 da tunica média sdo para-
metros importantes para indicar a quantidade
de material na artéria, fornecendo informacées
sobre os processos bioldgicos que determinam
a estrutura vascular com relagio ao crescimento
e/ou regressio.

A quantificagdo pela técnica da estereologia

C.

da tinica média foi realizada com a objetiva
de 100X sob imersio no mesmo sistema de
aquisicdo de imagem citado no item anterior,
onde foram capturadas imagens das sec¢Oes
histolégicas (Briiel et al., 2005). Foi estudado
o numero (n.), a densidade numérica (QA)
1995) e
a distincia entre os (Figura 1C) nucleos do

de nucleos (Mandarim-de-Lacerda,

musculo liso vascular (do centro de um nucleo
a outro), bem como densidade de volume (VV)
do componente elastico (lamelas e fibrilas)
da tdnica média da aorta. Segundo Owens e
Schwartz (1982), os calculos de QA de nftcleo
e VV de lamelas refletem alteragbes propor-
cionais da SMC. A andlise estereolégica em
relacdo as varidveis n. nucleos e densidade
numérica de nucleos (QA[nu]), foram feitas
médias com 3 animais de cada grupo. Na
variavel distidncia entre os feixes do nucleo do
musculo liso (Figura 1C), foram analisados

D.

Figura 1. Fotomicrografias da parede da parte ascendente da aorta. A — Fibras eldsticas maduras evidenciadas
pela técnica de Verhoff; B — Lamelas de fibras eldsticas em um vaso de um animal treinado com nata¢io
(Weigert); C — Nucleos das células musculares lisas (HE); D — Lamelas em um vaso de rato sedentario
(Weigert com oxona)



5 animais por grupo e 100 feixes por animal.
Na variavel densidade de volume de lamela
VV [lam], a andlise estereoldgica foi feita em
6 campos, aleatérios por animal, 4 animais
por grupo. A contagem de pontos das ldminas
coradas com HE, utilizando as imagens captu-
radas ao microscépio com aumento de 100x, foi
sobreposta sobre as mesmas em um sistema —
teste formado por pontos - teste em forma de
cruz, equidistante o suficiente para que fossem
contados 0s pontos sobre a estrutura de inte-
resse, obtendo-se o maior grau de acuracia na
1995;
Van Vré et al.,, 2007), onde os perfis de inte-

quantificagio (Mandarim-de-Lacerda,
resse foram os nucleos de SMC. A contagem
de pontos da coloragdo Verhoeff, onde também
foram utilizadas as imagens capturadas do
microscépio com aumento de 50x, também foi
sobreposto sobre elas um sistema-teste formado
por pontos-teste em forma de cruz, sendo a
area de contagem delimitada por uma “frame”
sem viés, formada por linhas de inclusio e
exclusio, com a distincia entre os pontos de
1.7 cm, sendo um total de 100 pontos (Briiel
et al., 2005), onde o perfil de interesse foram
a lamelas elasticas. A contagem de pontos foi
realizada através do sistema-teste, contendo
300 pontos, onde a distincia entre os pontos
foi de 1.7 cm, sendo este sistema-teste colocado
sobreposto a imagem na tela do monitor. Os
pardmetros estereoldgicos analisados foram os
seguintes: Calculo da VV da SMC e do compo-
nente elastico (lamelas e fibrilas), obtida pela
férmula: VV = PP/PT(%).Onde: PP é o nimero
de pontos que tocam a estrutura em estudo; PT
¢é o n. total de pontos do sistema teste multipli-
cado pelo n. de campos. Para obten¢ido da Vv,
portanto foi realizada a somatéria dos valores
de todos os campos contados por animal, sendo
o resultado desta somatoéria dividido pelo PT. O
Calculo da QA da SMC obtida pela férmula: QA
= N/At, sendo o N o n. de pontos que tocam o0s
nuacleos das SMCs dentro da area teste (At) e
nas linhas tracejadas. At corresponde a area de
1.7 cm entre os pontos, onde a frame possuia
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um total = 600 pontos. Para obtenc¢ao da QA,
foi realizada a somatdria dos valores de todos
os campos contados por animal. Esse valor foi
posteriormente dividido por At.

Analise Estatistica

Estatistica descritiva com valores de média
e desvio padrio (= DP) foi aplicada. Procedi-
mentos para aplicacdo de fun¢io polinomial de
segunda ordem foram utilizados para determi-
nacio das intensidades relativas ao LLp. Teste-t
de Student nio pareado foi utilizado para
comparagdes entre grupos. O nivel de signi-
ficAncia foi p < .05 (SPSS v.10.0 e Microsoft
Excel).

RESULTADOS

Apbs a analise do percentual do PC refe-
rente ao LLp para os GC e GT verificou-se
que as comparagdes entre os resultados pré
e pos treinamento dos grupos nio apresen-
taram diferencas. Quando as comparagoes
foram realizadas entre o GC com GT, verificou-
-se que o GC apresentou maior LLp que o GT,
tanto no momento pré como no pods treina-
mento (p < .05). Analisando os resultados do
PC foi possivel notar que treinamento inibiu
o aumento do PC dos animais do GT e que o
mesmo nao ocorreu no GC, pois, os pesos veri-
ficados pds-treinamento foram maiores que no
pré-treinamento (p < .05) GC. Em relagdo a
varidvel do peso de 5 mm da aorta, nao apre-
sentaram diferengas entre os grupos poés treina-
mento (Tabelal).

As areas e didmetros da aorta possibilitaram
verificar que a Ae, a Ai, 0o De, 0o Di e a R md/lz,
nao apresentaram diferencas entre os grupos. Ja
a AST apresentou-se maior no GT do que no
GC (p < .05) (Tabela 1).

Quanto aos resultados do estudo da parede
da aorta verificou-se que o GT foi o que apre-
sentou maior 0 (GC = 102.02 * 4.47; GT =
119.06 * 6.29; p < .05). Entretanto, ao analisar
as SMC foi possivel notar que o n. de nucleos
(GC = 55.94 = 9.24; GT = 59.84 = 6.83; p
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Tabela 1

Meédia e Desvio Padrdo das varidveis da drea externa (Ae), interna (At), didmetro externo (De), interno (D1), razdo média/
luz (R md/lz), drea de sec¢do transversa (AST) e peso da aorta para os grupos controle (GC) e treinado (GT)

GC GT
Ae 4.78 = 0.74 um 5.81 = 1.06 um
Ai 3.98 = 0.74 um 4.84 = 0.99 um
De 2618.9 + 108.98 um 2755.73 = 210.32 um

Di 2414.85 = 115.82 um 2517.61 = 212.45 um
R md/Iz 0.04 = 0.00 um 0.04 = 0.00 um
AST 0.79 = 0.01 um? 0.96 = 0.09 * um?
Peso Aorta 5.8 £ 3.6 mg 7.5 £2.2mg

*p < .05 em relagao ao GC.

= .44) bem como sua QA (GC = 1364.49 +
166.81; GT = 1459.49 =+ 225.38; p = .44) ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre os
GC e GT, permitindo considerar que as modi-
ficacbes de O observadas sejam justificadas
a partir do aumento do sistema eldstico da
parede. Estima-se que este desenvolvimento é
gracas a uma maior Vv de lamelas elasticas em
sua parede (figura 2).

Figura 2. Estudo do sistema elastico da parede da
Aorta* p < .05 em relagdo ao grupo controle (GC).

Outro resultado referente as modificagoes
da parede da aorta devido ao protocolo de exer-
cicio utilizado sdo os dados apresentados na
figura 3, que contem a distdncia entre os feixes
de musculo liso na parede arterial e sua distri-
buicao para os GC e GT. A aorta do GS apre-
sentou mais de 90% dos feixes com distincia
entre 2 um e 4 um, sendo que feixes com
distancia de 2 um so os mais frequentes (56%).
O GT apresentou 7% dos feixes com distdncia
de 2 um. Ainda, observe que maior parte dos
feixes musculares lisos possui distincia de

6 um (22%) e que mais de 60% dos feixes apre-
sentaram distidncia de 4 um a 10 um. Por fim,
enquanto o GS nem apresentou feixes com
distancia maior que 8 um, no GT verificaram-se
feixes com até 22 um de distincia.
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Figura 3. Histograma da distdncia entre os feixes de

musculo liso para os grupos controle e treinado

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O estudo avaliou sob os aspectos morfo-
quantitativos as mudangas da aorta de Wistar
idosos treinados em nata¢do na intensidade
do limiar anaerdbio. O treinamento promoveu
um aumento (p < .05) na espessura, area de
sec¢ao transversa, fibras elasticas e na distincia
entre os feixes do nidcleo de musculo liso sem
influenciar no didmetro da aorta. Horta et al.
(2005), verificaram os efeitos do treinamento
em esteira, 1 h/dia, 5 dias/semana, durante
20 semanas, sobre a remodela¢io da aorta em
ratos normotensos e SHR. Os autores anali-
saram a O total da parede da aorta e da tunica
média e verificaram o n. de lamelas e consta-
taram que o exercicio foi eficaz para manter a



estrutura da aorta dos SHR em condi¢des simi-
lares a dos normotensos. Em rela¢do ao Di da
aorta, os dados demonstram que no GT, o exer-
cicio ndo promoveu um aumento em relacdo ao
GC. Este dado corrobora com os resultados de
Segal, Kurjiaka, e Caston (1993), que treinaram
ratos Sprague-Dawley, durante 16 semanas em
corrida, 7 vezes por semana, 3 hs/dia, a uma
intensidade de 65 - 80% do VO, max., onde
também n3o observou diferenca entre os GT
e GC. Esses dados vao contra os resultados de
outros autores, onde ocorreu uma diminui¢io
da luz das arteriolas durante o desenvolvimento
da hipertensao (Briones et al., 2006; Folkow,

1982).
Stevenson, Feleki, Rechnitzer, e Beaton
(1964), demonstraram um aumento do

didmetro de artéria de ratos exercitados, onde
foram associados ao aumento do coragio e
uma mudanca adaptativa devido a alteragbes
hemodinidmicas. No que se refere & Rmd/lz das
aortas dos animais utilizados no estudo, nao
foram observadas diferencas entre os grupos.
Segundo Mulvany (2002), quando hid um
aumento dessa razao pode ser devido a hiper-
trofia, hiperplasia e remodelagem da muscu-
latura lisa vascular. A acdo do exercicio em
reduzir essa razio é importante, porque esti
relacionada com a resisténcia do vaso. Quanto
maior a Rmd/luz, maior é a resisténcia do vaso
ao fluxo sanguineo e consequentemente maior
serd a pressdo. Ainda de acordo com o mesmo
autor, artérias de resisténcia apresentam um
processo de remodelamento eutroéfico interno,
sem alteracio na composi¢io dos materiais
constituintes. Entretanto, em decorréncia das
diferencas estruturais encontradas em artérias,
o processo de remodelamento difere (Bund,
2001). Em relagio a O da parede da aorta,
ocorreu um aumento no GT, quando compa-
rado com o GC, corroborando com os achados
de Segal et al. (1993). Sendo que, quando anali-
samos o n. e a densidade de nucleos de SMC
e a distancia entre os feixes, concordamos que
foi devido a hipertrofia da SMC ou um aumento
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da MEC em resposta ao aumento do estresse
da parede do vaso durante o exercicio. Ao
contrario dos resultados de Horta, Carvalho, e
Mandarim-de-Lacerda (2005), onde um grupo
SHR foi submetido ao exercicio 1h/dia, 5 dias/
semana, durante 20 semanas. Quando compa-
rados os grupos Wistar sedentarios e SHR-EX
com o grupo SHR-SED, apresentaram menor
0 artérial e maior QA de ntcleos. Matsuda et
al. (1989), concluiram que a natagio realizada
por ratos idosos, treinados 1lh/dia, 6 dias/
semana, durante 16 semanas resultou em uma
aorta mais forte e extensivel, o que esta relacio-
nado com a maior quantidade de elastina e com
menos altera¢des degenerativas. Uma das limi-
tacdes do estudo, foi devido a perda do nimero
da amostra no micrétomo na hora de dissecar a
aorta, futuros estudos necessitam ser realizados
para observar se o didmetro da aorta ascendente
sobre alteracdes com uma amostra aumentada.
Em relacdo a Vv de lamelas elasticas e os resul-
tados acima, concluimos que a aorta ascendente
de wistar idosos, treinados em nata¢io no LL
durante 8 semanas, apresentaram um aumento
da & sem alterar o Di. Essa adaptacdo deveu-
-se a hipertrofia de SMC ou um aumento das
lamelas eldsticas ocasionando uma artéria mais
forte e conseqiientemente reduzindo o estresse
tangencial na artéria durante o exercicio e o

repouso.
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