UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

Alessandra Cavalcanti Torres Monteiro

REPERCUSSOES DO EXERCICIO FISICO DURANTE A GESTACAO E DA
DESNUTRICAO PROTEICA DURANTE A GESTACAO E LACTACAO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO E CRESCIMENTO DO FEMUR DA PROLE

Recife
2009



Alessandra Cavalcanti Torres Monteiro

REPERCUSSOES DO EXERCICIO FISICO DURANTE A GESTACAO E DA
DESNUTRICAO PROTEICA DURANTE A GESTACAO E LACTACAO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO E CRESCIMENTO DO FEMUR DA PROLE

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduagdo em Patologia, pela
Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), como requisito para obtencao
do titulo de mestre em Patologia.

Orientadora:
Prof®. Dr. Silvia Regina Arruda de Moraes

Recife
2009



Monteiro, Alessandra Cavalcanti Torres
Repercussdées do exercicio fisico durante a
gestacao e da desnutricao protéica durante a
gestacao e lactacao sobre o desenvolvimento e
crescimento do fémur da prole / Alessandra
Cavalcanti Torres Monteiro. — Recife : O Autor,
2009.
80 folhas; il., fig., tab.

Tese (mestrado) - Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Patologia, 2009.

Inclui bibliografia e anexos

1. Ratos. 2. Treinamento fisico. 3. Desnutricao.
protéica 4. Gestacao. 5. Fémur I. Titulo.

796 CDU (2.ed.) UFPE
613.7045 CDD (20.ed.) CCS-03/2010



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR

Prof. Amaro Henrigue Pessoa Lins

VICE- REITOR

Prof. Gilson Edmar Gongalves ¢ Silva

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

Prof. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIA DA SAUDE

Prof. José Thadeu Pinheiro

CHEFE DO DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
Prof. Adriana Maria da Silva Telles

COORDENADOR DO MESTRADO EM PATOLOGIA

Prof. Nicodemos Teles de Pontes Filho
VICE-COORDENADOR DO MESTRADO EM PATOLOGIA

Prof. Hilton Justino da Silva

RECIFE
2009




ﬁéa Universidade Federal de Pernambuco ol
Centro de Ciéncias da Saiide g
Programa de Pds-Graduacido em Patologia g

o]
Av. Prof. Moraes Rego s/n - Gidade Universitéria - CEP; 50670-901 - Recifie - PE W eyt
(B Prédio da Pds-graduagdio do Cenlro de Cidndas da Salide (CCS) - témao : s
Fone/Fax: (81) 2126.8529
hitp:/iwww. pamapiiufpe.br hitp:/fwww.pospat.ufpe e

Autora; ALESSANDRA CAVALCANTI TORRES MONTEIRO

Area de Concentragiio: MORFOLOGIA APLICADA

Nome da Dissertagfio: “REPERCUSSOES DO EXERCICIO FISICO DURANTE A
GESTACAQ ASSOCIADA A DESNUTRICAO PROTEICA GESTACIONAL E POS-
NATAL SOBRE O DESENVOLVIMENTO E CRESCIMENTO DO FEMUR DA
PROLE™.

Orientadora: PROFA. DRA. SILVIA REGINA ARRUDA DE MORAES

Dissertagfio defendida para obtengfio do titulo de Mestre em Patologia.

Data: 25 de agosto de 2009.

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Caroline Wanderley Souto F. Anselmo 4o § iboibins

Profa. Dra. Elizabeth Neves de Melo B

Profa. Dra. Karla Ménica Ferraz Teixeira Lambertz oubo Joueulon i?,




Dedicatoria

Dedico este trabalho unicamente a Deus,
o Senhor da minha vida, aquele que da
sentido aos meus dias, pelo qual eu nao
teria chegado até aqui, e por ter dado o
seu Filho para morrer em favor da minha
salvacao.



Agradecimentos Especiais

o A Deus por nunca desistir de mim, muitas vezes nos momentos de maior
desespero, inseguranca, medo e duvida, Ele sempre foi minha fortaleza, meu
abrigo, e meu melhor amigo. A Ele toda a honra e gléria;

o Aos meus amados pais Alexandre e Eliane por sempre acreditarem em mim e
me apoiarem, me ensinando a disciplina, a dedicacdo e a ser responsavel em tudo o
que fizer;

o Ao meu pai por ter sido tdo dedicado em me ajudar a construir um futuro
seguro e por ter me ensinado a confiar em Deus e ter uma vida correta. Obrigada
por todo seu amor;

o A minha mée por ser minha inspira¢do, um referencial de mulher, esposa, mae
e acima de tudo serva do Senhor Jesus;

o Ao meu amado esposo Roberto que sempre foi meu incentivador, nunca me
deixou desistir, até nos momentos em que tudo parecia nao d4 certo, estava I com
carinho e palavras para que eu continuasse seguindo. Obrigada pela sua enorme
paciéncia e pelo seu amor que sempre tem comigo. Vocé é um anjo que Deus
colocou na minha vida;

o Aos meus avos que mesmo longe, sempre estiveram presentes com suas
oragoes.

o Ao meu avd Cleodésio, verdadeiro exemplo de vida, luta e crescimento e que
sempre me mostrou o quanto é importante a familia crescer unida. Obrigada por
cada ajuda e por cada ligacdo;

o A toda minha familia, tios, tias, primos, primas que nunca deixaram de me
incentivar e mostrar o quanto estdo felizes com as minhas conquistas;

o A todos os meus amigos que torceram por mim, de longe ou de perto sempre
orando a Deus para tudo correr bem, desde o vestibular até agora;

o A minha orientadora Silvia Moraes, que desde o inicio da graduacio me
colocou do seu lado e me ensinou o Bé a B4 da pesquisa e do ensino, sendo um
verdadeiro exemplo de profissionalismo, compromisso, seriedade, dedicacdo e
responsabilidade. Nunca vou esquecer seus ensinamentos. Um grande exemplo;

o Aos amigos que fiz durante minha longa caminhada na UFPE me ajudaram a
descobrir e entender o mundo dos ratos, em especial Thiago, Licia, Antdnio,
Kamila, Anderson, Ana Cristina, Karina, Vitor e Rodrigo, muito obrigada pela
paciéncia e ateng¢do sempre que precisei;

o Ao pessoal do departamento de anatomia da UFPE pelos momentos alegres
que passei com VOces;



o Aos meus alunos queridos que sempre me apoiaram e torceram por mim!



“Se a nossa esperanga em Cristo sO vale para esta vida,
nds somos as pessoas mais infelizes deste mundo.”
1 Corintios 15:19.



Resumo

Este estudo avaliou as repercussdes do exercicio fisico durante a gestacdo e da
desnutricdo protéica durante a gestacdo e lactacdo sobre o desenvolvimento do
fémur da prole. Foram utilizados 40 ratos machos albinos da linhagem Wistar, que
estavam separados em 4 grupos: filhote de mae Sedentdria Nutrida (fmSN, n=10);
filhote de mie Sedentaria Desnutrida (fmSD, n=10); filhote de mie Treinada
Nutrida (fmTN, n=10); e filhote de mae Treinada Desnutrida (fmTD, n=10). Os
animais dos grupos fmSN e fmSD foram filhotes de ratas sedentdrias durante toda a
gestacdo, porém as ratas mdes do grupo fmSN receberam dieta normoprotéica
caseina a 17% de poteina durante a gestagdo e lactagdo, enquanto as maes dos
filhotes do grupo fmSD receberam dieta hipoprotéica caseina a 8% durante a
gestacdo e lactagdo. Os animais dos grupos fmTN e fmTD foram filhotes de ratas
submetidas a treinamento fisico em esteira durante toda a gestacdo, porém as ratas
maes do grupo fmTN receberam dieta normoprotéica caseina a 17% de poteina
durante a gestacdo e lactagdo, enquanto as maes dos filhotes do grupo fmTD
receberam dieta hipoprotéica caseina a 8% durante a gestacdo e lacta¢do.O
protocolo de exercicios constou de treino em esteira durante 8 semanas, dos quais 5
foram antes da concepcao. Apds o diagnéstico de prenhez, as ratas maes dos grupos
fmTN e fmTD tiveram o treinamento modificado, a velocidade e duragcdo dos
estdgios foram progressivamente diminuidas, caracterizando um treinamento de
intensidade leve. Apds a lactacdo, no 22° dia de vida dos filhotes, as ratas maes
foram separadas dos filhotes e todos os grupos receberam a mesma dieta padrdo no
biotério, LABINA. Todos os dias foram aferidos os pesos dos filhotes. Aos 90 dias
os filhotes foram pesados e sacrificados por decaptacdo. Posteriormente, o peso, o
comprimento € o conteddo mineral dsseo do fémur foram avaliados. A andlise
estatistica foi realizada utilizando a média dos valores + desvio-padrao e o teste T
Student para os dados paramétricos, sendo p<0,05. Ao final do experimento
observamos que os animais do grupo fmSN apresentaram peso corpéreo, peso e
comprimento do fémur superior aos animais do grupo fmSD, entretanto o conteudo
mineral ésseo permaneceu igual. Os animais do grupo fmSN apresentaram peso
corpéreo, peso, comprimento e conteido mineral 6sseo do fémur equivalente aos
animais do grupo fmTN. Da mesma forma, os animais do grupo fmSD
apresentaram peso corporeo, peso, comprimento e conteddo mineral 6sseo do fémur
equivalente aos animais do grupo fmTD. E por fim, os animais do grupo fmTN
apresentaram peso corporeo, peso € comprimento do fémur superior aos animais do
grupo fmTD, entretanto o conteddo mineral 6sseo permaneceu igual. Sendo assim,
observamos que apenas a desnutricio protéica produz alteracdes no
desenvolvimento 6sseo da prole, quando a mesma € induzida na gestacdo e
lactagdo. O exercicio fisico por sua vez, seguindo o protocolo do nosso estudo, ndo
promoveu qualquer prejuizo a estrutura éssea da prole quando a mesma € induzida
no periodo de gestagdo. Muitos estudos ainda precisam ser realizados sobre o efeito
do exercicio fisico durante a gestacdo sobre o desenvolvimento da prole.

Palavras-chave: Ratos, Treinamento fisico, Desnutricio protéica, Gestagdo,
Fémur.



Abstract

This study evaluated the repercussions of the presence of physical exercises during
gestation, and of protein malnutrition during gestation and lactation towards the
offspring’s femur development. 40 Wilstar lineage male albino rats were utilized,
and segregated in four groups: offspring of nourished sedentary mothers (fmSN, n
= 10); offspring of malnourished sedentary mothers (fmSD, n = 10); offspring of
nourished trained mothers (fmTN, n = 10); and offspring of malnourished trained
mothers (fmTD, n = 10). The animals in the fmSN and the fmSD groups were
babies of female rats that remained sedentary throughout the whole gestation, yet
the mothers of the fmSN group were given a normoproteic diet that contained 17%
of casein while in gestation and lactation, whereas mothers of the fmSD group
received a hypoproteic diet that contained 8% of casein during the same period. The
animals in the groups fmTN and fmTD were babies of female rats submitted to
physical training in treadmill through the whole gestation, however, the mothers of
the fmTN group were given a normoproteic diet that contained 17% of casein while
in gestation and lactation, whereas mothers of the fmTD group received a
hypoproteic diet that contained 8% of casein during the same period. The exercise
protocol consisted of treadmill training for 8 weeks, 5 of which before birth. After
the diagnosis of pregnancy, the mothers of the fmTN and fmTD groups had their
training altered, the speed and duration of the stages were progressively decreased,
characterizing low intensity training. After lactation, on the 22" day after giving
birth to their offspring, the female rats were separated from their babies, and all
groups received the standard diet in the animal room, LABINA. The weight of the
babies was gauged every day. At 90 days of age, the babies were sacrificed through
decapitation, and their body mass, weight, length and bone mineral content of the
femur were evaluated, so that it was possible to assess bone development. The
statistic analysis was performed utilizing the average between values and standard
deviation and the T Student test, for the parametrical data, being p < 0,05. At the
end of the experiment, we observed that fmSN animals presented an increased body
mass, weight and femur length, when compared to fmSD group data, although the
amount of bone mineral content remained the same. The fmSN and fmTN animals
presented equivalent body mass, weight, femur length and bone mineral content.
Likewise, the fmSD and fmTD animals presented equivalent body mass, weight,
femur length and bone mineral content. Finally, the fmTN animals presented an
increased body mass, weight and femur length, when compared to fmTD group
data, although the amount of bone mineral content remained the same. Thus, we
observe that only protein malnutrition produces alterations in the offspring’s bone
development, when induced throughout gestation and lactation. Physical exercises,
on the other hand, in obedience to the protocol of our study, did not promote any
hazard to the bone structure of the offspring when induced during gestation. Many
studies still need to be performed about the effects of physical exercise during
gestation on the offspring development.

Keywords: Rats, Physical Training, Protein Malnutrition, Gestation, Femur.
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1. APRESENTACAO

Durante o desenvolvimento Osseo, fatores nutricionais, carga genética,
mecanismos hormonais e influéncias ambientais, tém efeitos cruciais na saude do
0sso (SAGGESE et al., 2001; ALIPPI et al, 2002). O exercicio fisico e a
alimentacdo se apresentam como fatores influenciadores no crescimento do
esqueleto (CASSIDY, 1999; BONJOUR et al, 2001; LEONARD & ZEMEL,
2002).

Na fase gestacional, periodo em que o tecido dsseo jid comeca a se
desenvolver (LIMA et. al., 2001), a pratica de atividade fisica apropriada promove
beneficios maternos, como a prevencdo e/ou controle da diabetes gestacional
(HILLS & BYRNE, 2004). Entretanto pouco ainda se sabe sobre os efeitos desta
pratica adequada para a fase gestacional sobre o tecido dsseo do filho. O que se tem
conhecimento € que o exercicio fisico de forma ndo adequada durante este periodo
pode prejudicar o desenvolvimento fetal, retardando o fornecimento de oxigénio e
de nutrientes (HILLS & BYRNE, 2004).

Dentre os nutrientes osteotréficos, a proteina € um importante meio para o
desenvolvimento do osso (BONJOUR et al., 2001) e é na fase gestacional que
inicia sua formacao e na espécie humana, € nas primeiras duas décadas de vida que
o ganho de massa Ossea se torna mais significativo (SILVA et al., 2004). Sendo
assim, a restricdo protéica na alimentacdo prejudica o desenvolvimento do tecido
6sseo nesses individuos (DICKERSON & JOHN, 1969). Na desnutricao a zona de
proliferacdo Ossea, o numero de células osteoblésticas e suas atividades encontram-
se reduzidas, além do aumento do nimero de osteoclastos, células responsaveis
pela reabsor¢do dssea (GENESER, 2003), afetando assim, a maturidade e
funcionalidade 6ssea (HIMES, 1978).

Dessa forma, a prética de atividade fisica durante o periodo gestacional
associado a desnutricdo protéica durante as fases gestacional e de lactagdo, periodos
criticos para o desenvolvimento ésseo, seriam prejudiciais para a formagao dssea da
prole, uma vez que a pratica de atividade fisica se utiliza de gasto de energia extra
além do aporte energético suficiente para o desenvolvimento do feto durante o

periodo gestacional.
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Para validar essa hipétese, o treinamento fisico em esteira de intensidade
leve foi induzido em ratas durante a gestacdo, e a desnutricio protéica foi
promovida pela oferta de uma dieta hipoprotéica (caseina a 8%) durante o periodo
de gestacdo e lactacdo. Para verificar o desenvolvimento somético e 6sseo foram
considerados os seguintes parametros: o peso absoluto dos filhotes, o peso e
comprimento do fémur e o conteido mineral 6sseo do fémur dos filhotes aos 90
dias de vida.

Esta dissertacdo foi elaborada conforme a “Proposta para apresentacdo de
dissertacdo/tese dos programas de P6s-Graduagdo do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da UFPE”, baseado em Souza MSL. Guia para redacdo e apresentacdo de

teses. Editora Coopmed, 2* Ed, 2002 e se encontra estruturada da seguinte forma:

1. Objetivos do trabalho;

2. Revisdo da literatura: consta de um artigo de revisao da literatura (intitulado:
Influéncias do Exercicio Fisico e da Desnutricao sobre o esqueleto) que descreve
quando ¢ iniciada a formacdo éssea, avalia o papel do exercicio fisico sobre o
esqueleto e os efeitos causados pela desnutri¢dao sobre o tecido dsseo.

3. Metodologia: onde foram detalhadas, de forma escrita e ilustrativa, todas as
etapas para a execucao do presente trabalho;

4. Resultados: o capitulo de resultados estd estruturado sob a forma de um artigo
original que se refere ao estudo experimental desenvolvido durante o mestrado, em
que foram analisados ratos, cujas maes foram submetidas ao treinamento em esteira
durante a gestacdo e a desnutricdo protéica durante a gestacdo e lactacdo e
avaliaram-se as influencias sobre o peso corpdéreo e a morfometria do fémur da
prole. Nele encontram-se os resultados obtidos, a discussdo e a conclusdo do
presente estudo.

5. Referéncias
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2. OBJETIVOS
a. Geral
. Avaliar os efeitos do treino fisico imposto as ratas maes durante a gestacao
associado a uma dieta hipoprotéica imposta durante os periodos gestacional
e de lactacdo sobre o desenvolvimento e crescimento do tecido de osso

longo na prole.

b. Especificos

. Avaliar o peso corpéreo do animal;
° Determinar o peso do fémur;
o Aferir o comprimento do fémur;

° Determinar o conteido mineral 6sseo do fémur.



3.

REVISAO DA LITERATURA
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ARTIGO DE REVISAO DA LITERATURA

INFLUENCIAS DO EXERCICIO FiSICO E DA DESNUTRICAO SOBRE O
ESQUELETO

Alessandra C.T. Monteiro"‘*; Silvia R.A. de Moraes®.
* Departamento de P6s-Graduagio em Patologia, UFPE, Recife, PE, Brasil
b Departamento de Anatomia, UFPE, Recife, PE, Brasil
*Correspondéncia para o autor: Av. Gov. Carlos de Lima Cavalcanti, 1886/402,
Casa Caiada, Olinda, PE, Brasil.
Endereco eletronico: aleletorres @hotmail.com (ACT Monteiro)

Resumo

O tecido 6sseo € adquirido ao longo do periodo de desenvolvimento e crescimento
do individuo. Essa aquisi¢cdo € modulada por potencial genético. Entretanto,
influéncias externas como o exercicio fisico e fatores nutricionais podem interferir,
de forma que a deficiéncia em um ou mais desses fatores podem ter um efeito
crucial na saide do osso. A pratica de atividade fisica aumenta a modelagdo e
diminui a absorcdo 6ssea, prevenindo a perda de massa Ossea, além disso, o
exercicio fisico de intensidade leve a moderada durante a gestacdo promove vérios
beneficios para a saide da mulher. A desnutri¢do, por sua vez, pode causar danos a
formacdo do tecido 6sseo, retardando o aparecimento de centros de ossificacdo,
afetando assim a maturidade 6ssea. As influéncias externas sdo aparentemente
dependentes do periodo em que elas ocorram, sendo o periodo intra-uterino e a
primeira semana de vida critica para o desenvolvimento.

Abstract

Introducao

O tecido 6sseo e, conseqiientemente, o crescimento de um individuo podem
ser programados pela genética e/ou por influéncias ambientais durante a vida. Além
das bases hereditdrias, fatores ambientais como a atividade fisica e a alimentacdo
podem interferir no desenvolvimento Osseo tanto em seres humanos, como em
animais (ILICH et al., 1998; GALE et al., 2001).

Esta revisdo da literatura tem por objetivo expor os efeitos do exercicio
fisico, bem como da desnutri¢ao sobre o desenvolvimento e crescimento do tecido

0sseo.

1. Desenvolvimento e Crescimento Osseo
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S@o nos primeiros cinco meses de gestacdo que o crescimento fetal atinge
sua maior velocidade (O’RAHILLY & GARDNER, 1975; BURKUS & OGDEN,
1984). O tecido 6sseo ja comeca a se desenvolver na fase intra-uterina, pois a
mineralizacdo do esqueleto torna-se evidente pela segunda metade da gestacdo, o
acréscimo mineral é maior no terceiro trimestre (PRENTICE, 2001) e o inicio do
processo de ossificacdo endocondral da didfise femoral ocorre entre a 8 e 9°
semana gestacional (VELLOSO, 1999).

As fases neonatal, infancia e adolescéncia também sdo importantes para o
crescimento do esqueleto, pois correspondem aos periodos criticos para aquisi¢ao
de massa 6ssea (PETTERSSON et al., 2000; LIMA et al., 2001; CRAWFORD et
al., 2002; SILVA et al., 2004). O periodo pds-natal imediato, por exemplo,
corresponde ao periodo critico de crescimento do fémur (CASSIDY, 1999;
LEONARD & ZEMEL, 2002) que se estende até o 6° més de vida no homem e até
0 21° dia de vida do rato (QUINN, 2005).

Durante a infancia, os reguladores centrais do crescimento sao o fator IGF-1
(Insulin-like growth factor-I), massa molecular de peptideo que é essencial para o
crescimento normal em humanos e animais, € 0os hormoénios do crescimento da
tiredide, que tem acdo no receptor nuclear, pois prolifera e matura a placa epifisdria
(GOMES et al., 2006). Estes hormonios induzem o crescimento longitudinal por
proliferacao das células da placa de crescimento epifisaria. No fim da puberdade, a
cartilagem epifisaria fusiona, mas a massa dssea continua aumentando por alguns
anos apods o fim do crescimento linear, alcancando o pico durante a fase adulto
jovem (PRENTICE, 2001).

O tecido 6sseo € metabolicamente ativo e submete-se a remodelacdo
continua ao logo da vida; esta remodelacio € necessdria para conservar a
integridade estrutural do esqueleto e manter suas fungdes metabdlicas de deposi¢ao
de calcio e fésforo (RAISZ, 1999).

A fungdo 6ssea primdria estd relacionada a sustentacdo do peso mecanico
que € realizada pelo osso cortical em todo o esqueleto (PARFITT, 2002); apenas o

osso cortical estd presente na diéfise de ossos longos (SALLE et al., 2002).

2. Influéncias do Exercicio Fisico sobre o Esqueleto
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Apesar da sua resisténcia as pressoes e da sua dureza, o tecido 6sseo é muito
plastico, o que lhe confere a capacidade de remodelar a sua estrutura interna quando
ocorrem modifica¢des nas forcas a que estd submetido normalmente (GUERRINO
et al., 1996). Dessa forma, o crescimento d0sseo também estd ligado a resposta
mecanica e ao metabolismo através dos mecanismos de absor¢do e remocio de
célcio (PALUMBAO, 2001). Essa absorcdo e remoc¢ao estdo relacionadas as fungdes
das células dsseas, osteoblastos e osteoclastos respectivamente (WESTBROEK,
2001). Os ostedcitos por sua vez, recrutam unidades bédsicas de modelagdo em
resposta aos estimulos mecéanicos, modulando a diferenciacdo de osteoblastos em
osteéeitos e aumentando a produgdo de fatores locais (TENORIO et al., 2005).

O exercicio fisico vem sendo utilizado no tratamento e prevencdo de
osteoporose e doencas relacionadas ao esqueleto (GARNEO et al., 1994) , isso
porque aumenta a modelacdo e diminui a remodelacdo 6ssea IWAMOTO et al.,
1999), prevenindo a perda de massa 6ssea (CARVALHO et al., 2004).

Estudos descreveram que o exercicio fisico de maior sobrecarga decorrente
do peso corporal aumenta a densidade mineral d6ssea (GRISSO er al., 1990;
MACDOUGALL et al., 1992; CHILIBECK et al., 2005), indicador comum que
reflete o desenvolvimento do osso (GRIMSTON et al.,, 1993; LEHTONEN-
VEROMA et al., 2000; PETTERSSON et al., 2000), pois causa estimulos
osteogénicos que aceleram o metabolismo do esqueleto e a formacdo Ossea
(SHIBATA et al., 2003). Esse acréscimo da densidade mineral éssea diante do
aumento do estimulo mecanico esta relacionado ao efeito piezoelétrico 6sseo. Essas
acOes mecanicas geram diferencas no potencial elétrico do osso, estimulando a
atividade celular, o que leva ao depdsito de minerais nos pontos de estresse
(MENKES et al., 1993).

Um estudo com ratos demonstrou que tanto a modelacdo quanto a
remodelacdo Ossea estdo ativas nos 0ssos jovens, enquanto que no osso adulto a
remodelacdo é predominante (TENORIO et al., 2005) . Sendo assim, a infiincia e a
adolescéncia sdo as melhores fases de prevencdo da osteoporose e das demais
doencgas osteogénicas, j4 que 0s 0ssos jovens estdo crescendo rapidamente e estao
mais sensiveis as influéncias do meio ambiente, como a atividade fisica e a

alimentacdo (CASSIDY, 1999; LEONARD & ZEMEL, 2002).
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Além dos efeitos benéficos que a pratica do exercicio fisico pode
proporcionar sobre o tecido dsseo, existem evidéncias de que a atividade fisica
induz ao aumento da forca muscular (EMSLANDER et al., 1998), o que poderia ser

considerado um suporte no tratamento de pacientes submetidos a recuperacio

nutricional.

3. Influéncias do Exercicio Fisico na Gestacao

Existe um consenso na literatura que a atividade fisica de intensidade leve a
moderada durante a gestacdo promove varios beneficios para a saide da mulher
(LIMA & OLIVEIRA, 2005). Entretanto ainda existem controvérsias a respeito dos
efeitos positivos ou negativos desta pratica durante a gestacdo sobre o crescimento
e desenvolvimento fetal (KOHRT et al., 1998; NICHOLS et al., 2001).

O exercicio fisico causa uma resposta de redistribuicdo térmica e
circulatéria, mudando a concentragdo de sangue para a extremidade do utero e da
placenta. Este processo ajuda a reduzir e prevenir dores lombares, diminuir
retencdo de liquido, reduzir o estresse cardiovascular, aumentar a capacidade de
oxigenacgdo, diminuir a pressdo sanguinea, reduzir os riscos de diabetes gestacional,
prevenir trombose e veias varicosas € ajudar no controle do peso corporal da
gestante (ACOG, 2002; HILLS & BYRNE, 2004). A atividade fisica leve e
moderada durante a gestacdo mostrou-se também redutor de risco de pré-eclampsia
(MARCOUX et al., 1989; SORENSEN et al., 2003; SAFTLAS et al., 2004) ,
hipertensio (MARCOUX et al., 1989; SAFTLAS et al., 2004) e diabetes melitus
gestacional (DEMPSEY et al., 2004a; DEMPSEY et al., 2004b) . Entretanto,
estudos que tratam da atividade fisica de intensidade alta mostram um fator de risco
para o aborto (FLORACK et al., 1993; EL METWALLI et al., 2001).

Por outro lado, de acordo com Artal et al. (1999), a publicacio de estudos e
pesquisas sobre a atividade fisica na gestagdo ainda sdo precdrias. Segundo Morris
& Johnson (2005), embora limitada, a literatura sugere que praticando exercicio
moderado durante a gestacdo sem riscos adicionais ndo promove resultados
negativos nem para a mae nem para o feto.

As pesquisas que abordam os efeitos da pratica de atividade fisica durante a

gestacdo para o feto e o recém-nascido falham em mostrar um consenso, mas o



19

treino de intensidade leve e moderado ndo demonstram fatores de risco. Vérios
pesquisadores (KLEBANOFF et al., 1990; STERNFELD et al., 1995; HORNS et
al., 1996; SCHRAMM et al., 1996; LEIFERMAN & EVERSON, 2003) mostram
que o peso corporal do recém-nascido, filho de maes que praticaram atividade fisica
na gestacdo, nao sofre reducao. Carmichael et al. (2002) demonstraram que recém-
nascidos de maes que praticaram atividade fisica apresentaram 30 a 50% menores
riscos de defeito no tubo neural comparado com maes sedentdrias.

Em uma pesquisa feita com gestantes que se exercitaram durante toda a
gravidez foi verificado que seus filhos nasceram com peso maior que dos filhos das
maes sedentdrias (HATCH et al., 1993). Da mesma forma, Clapp et al. (2000)
destacaram que o exercicio fisico adequado durante toda a gestagdo, ou parte dela,
pode contribuir para o aumento da percentagem de gordura, do peso, e da
circunferéncia craniana. Outros estudos demonstraram que a intensidade e o
excesso de atividade durante a gravidez pode estar associado a prematuridade
(LATKA et al., 1999; EL-METWALLI et al., 2001). Por sua vez, as pesquisas
envolvendo os efeitos da atividade fisica praticada durante a gestagdo sobre a

estrutura 6ssea dos filhotes, principalmente nos ossos longos, ainda sdo escassas.

4. Repercussoes da Desnutricao sobre o Esqueleto

A mais freqiliente causa de baixa estatura ao nascer € nanismo em criangas e
adolescentes € a desnutricdo protéica (BOERSMA & WIT, 1997). Um déficit
nutricional durante as importantes fases de desenvolvimento 6sseo prejudica
permanentemente a estrutura do esqueleto (BONJOUR et al., 2001). Quanto mais
cedo a restricdo protéica € imposta, mais séria e permanente sdo os efeitos
(WIDDOWSON & MCCANCE, 1975).

Sabe-se que a desnutricdo resulta em uma menor deposicdo de célcio
(NAKAMOTO & MILLER, 1979) e que a severidade das desordens Osseas nao
varia apenas com o valor protéico da dieta, mas também com a duracdo da
deficiéncia protéica e com a idade em que as dietas experimentais sdo fornecidas
(PLATT & STEWART, 1962). Durante a fase gestacional, por exemplo, uma
deficiéncia alta de nutrientes pode comprometer a saide do osso, além de ser um

dos maiores responsdveis pelo alto indice de mortalidade infantil ainda registrado
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no nosso pais. Da mesma forma, no inicio da vida da crianca a desnutri¢do imposta
pode mudar permanentemente a estrutura do corpo, a fisiologia e o metabolismo, e
levar a doengas cronicas na idade mais avangada (NUNES et al., 2002).

Um déficit protéico durante a fase neonatal de ratos prejudicou a maturacao
do esqueleto (DICKERSON & JONH, 1969; HIMES, 1978), afetando ndo s6 o
crescimento dos animais, mas também retardando o aparecimento dos centros de
ossificacio (NAKAMOTO & MILLER, 1979). Além disso, esse tipo de agressdao
poderd alterar a homeostasia do esqueleto (GUDEHITHLU & RAMAKRISHNAN,
1990), aumentando os riscos de osteoporose e de fraturas na vida adulta
(VASHISHTH et al., 2001; YOSHIMURA et al., 2005).

Como foi citado, o periodo critico de desenvolvimento do fémur
corresponde ao periodo pds-natal imediato, portanto uma agressdo nutricional
administrada durante esta fase acarreta sérios transtornos ao seu crescimento
(NAKAMOTO & MILLER, 1979; CASSIDY, 1999; LEONARD & ZEMEL,
2002).

Estudos experimentais evidenciaram que a taxa de desenvolvimento de
porcos que foram submetidos a desnutricdo € baixa e o incremento do crescimento
6sseo em um dado periodo pode ser de apenas um terco daquele observado no
grupo controle (STEWART & PLATT, 1958). Os efeitos deletérios da desnutri¢do
protéica podem se tornar ainda mais agravantes e até mesmo irreversiveis quando a
recuperagdo nutricional é tardia (GURMINTI, 2005).

Um estudo com mandibulas de ratos demonstrou que a densidade mineral
Ossea pode ser utilizada como indicador da qualidade mecanica do osso cortical
(ALLIPT et al., 2002) e em humanos, poderia servir também como fator preditivo
de fraturas (MOURAO & VASCONCELOS, 2001). Estudos experimentais
demonstram que a desnutricio causa uma alteracdo na densidade do fémur de
animais desnutridos quando comparado ao grupo nutrido da mesma idade, e esta
diferenca se manteve apds a reposicdo nutricional (REDDY et al., 1972;
BONJOUR, et al., 2001; AMMANN et al., 2002). Uma investigagdo com mulheres
japonesas que foram submetidas a privagdo protéica durante a infancia demonstrou
haver uma diminuicdo da densidade mineral 6ssea dependente da idade, sendo que
quanto mais idosa a mulher menor a densidade mineral Ossea encontrada

(YOSHIMURA et al., 2005y
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Segundo Himes (1978), ndo somente o nimero de células dsseas, mas
também a extensdo da zona de proliferacdo apresentaram-se reduzidos com a
desnutri¢do protéica o que prejudica o crescimento 6sseo endocondral. Da mesma
forma, Power et al. (2002) demonstraram que quando a mineralizacdo da matriz
estd prejudicada, ou quando ocorre osteoporose, a densidade de ostedcitos sofre
influéncias de alteragdes na diferenciacio final de células da linhagem
osteobldstica, justificando o subdesenvolvimento do esqueleto. Essa redugdo
osteocitdria e no desenvolvimento ésseo, demonstra a participacdo ativa dos
ostedeitos na manutengio da matriz 6ssea (KNOTHE-TATE & JOSEE, 2004) e no
papel sensoriomecanico importante na formacdo do esqueleto (BONEWALD,
2002; MULLENDER, 2005), pressupondo que existe uma relacdo direta entre os
ostedcitos e o volume de matriz éssea (LIMA et al., 2001).

Bonjour et al. (2001) demonstraram que quantidades insuficientes de
proteina no organismo prejudicam tanto a produgcdo quanto a agdo de IGF-I
(Insulin-like growth factor-I). O IGF-I é um fator essencial para o crescimento
longitudinal do osso, ja que estimula a proliferacio e a diferenciagao dos
condrécitos na linha epifisdria responsdvel pela formacdo 6ssea. Ele pode ser
considerado um fator chave na manutencdo do metabolismo célcio-fostato
necessdrio para o desenvolvimento do esqueleto e mineralizacdo dssea durante o

crescimento.

Consideracoes Finais

O tecido 6sseo se apresenta como um tecido capaz de remodelar a sua
estrutura interna quando submetido as influéncias externas como o exercicio fisico,
que atua na formacdo Ossea, na prevengdo e tratamento das diversas doencgas
osteogénicas, € como a desnutricdo que pode prejudicar a maturacdo e a
homeostasia do esqueleto. Fazem-se necessarios maiores estudos sobre a influéncia
do treinamento fisico e da desnutricdo sobre o desenvolvimento 6sseo quando

ocorrem durante as diferentes fases da vida.
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Nutrizes

Foram utilizadas 28 ratas albinas da linhagem Wistar na fase adulta,
provenientes da coldonia do Biotério de Nutricdo Naide Teoddsio — Departamento
de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco, onde foram mantidas.

Os procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da UFPE e seguiu as
normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

Inicialmente as ratas foram agrupadas, aletoriamente, em dois grupos:
Grupo de Mae Sedentdria (mS) e Grupo de Mae Treinada (mT). O protocolo
experimental de treinamento teve uma duracdo de 8 semanas. O grupo mT realizou
corrida de baixa intensidade (0,3 km.h!, durante 10 minutos) na esteira (esteira
motorizada INSIGHT®,1380 x 600 x 400 mm - C x L x A), durante 3 dias
consecutivos, para adaptacdo ao equipamento. A seguir, foi submetido a um
programa de treinamento fisico moderado, cuja intensidade utilizada foi de
aproximadamente 50% da velocidade maxima atingida em teste de desempenho
maximo e 70% do VO, (Tabela 1) (FIDALGO, 2006). O grupo mS permaneceu

em suas respectivas gaiolas até o final da gestacao.

Treinamento Fisico das nutrizes durante a gestacio

Ap6s cinco semanas de treinamento fisico, as ratas dos dois grupos, foram
acasaladas (3 ratas para cada 1 rato). Confirmada a concepcao, através do exame de
esfregaco vaginal para a presenca de espermatozdéides (MARCONDES et al.,
2002), o protocolo de treinamento foi modificado para as ratas do grupo mT. A
velocidade e duracdo dos estdgios foram progressivamente diminuidas,
caracterizando um treinamento de intensidade leve, com aproximadamente 25% da
velocidade méxima atingida em teste de desempenho méaximo e 30% do VOjmax

(Tabela 2) (FIDALGO, 2006).
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Tabela 1. Caracterizagdo do protocolo experimental de treino de acordo com a
velocidade e a duragdo de cada sessdo para cada uma das cinco semanas de treino

anterior a gestacao.

Semanas Velocidade % de esforco relativo ao Treinamento Duragdo (min) Duracéo
(km.h'Y) Didrio Mdximo Total do
(Velocidade mdxima atingida = 1.8 km.h™) Treino (min)
Inicial 0.3 16.7 5 20
(adaptagdo) 0.4 222 5
0.5 27.8 5
03 16.7 5
2" semana 0.4 222 5 50
0.5 27.8 10
0.6 333 30
04 444 5
3" semana 0.4 222 5 60
0.5 27.8 10
0.6 333 10
0.8 44.4 30
0.4 222 5
4 semana 0.5 27.8 5 60
0.6 333 10
0.8 444 10
0.9 50.0 30
0.5 27.8 5
5 semana 0.5 27.8 5 60
0.6 333 10
0.8 44.4 10
0.9 50.0 30

0.5 27.8 5




Tabela 2. Caracterizagdo do protocolo experimental de treino de acordo com a

velocidade e a durag@o de cada sessdo para cada uma das semanas de treino durante

a gestacdo.
% de esforco relativo ao Treinamento Duragéo Total
Semana de Velocidade Duragdo
; Didrio Mdximo . do Treino
gestagdo (km.h™) ; (min)
(Velocidade mdxima atingida = 1.8 km.h™) (min)
0.4 22.2 5
0.5 27.8 10
1¢ semana 50
0.6 333 10
0.8 444 20
0.4 222 5
0.4 22.2 5
2% semana 0.5 27.8 10 30
0.6 333 10
0.4 22.2 5
0.3 16.7 5
3% semana 0.4 22.2 5 20
0.5 27.8 5
0.3 16.7 5

Manipulacio da dieta das nutrizes durante a gestacio e lactacao

Imediatamente ap6s o diagndstico de prenhez, metade das ratas de cada
grupo (mS e mT) foi submetida a dieta hipoprotéica (caseina a 8% de proteina) e as
demais ratas receberam dieta normoprotéica (caseina a 17% de proteina) durante a
gestacdo e a lactacdo dos filhotes. As duas dietas sdo isocaldricas com alteracdo

apenas no conteido de proteina (Tabela 3).



Tabela 3. Composi¢do centesimal da dieta a base de caseina

CASEINA a 8% CASEINA a17%
Ingredientes Quantidade por Kg Ingredientes Quantidade por
de racao Kg de racao
Caseina 79,30g Caseina 179,30g
Mix de vitamina 10,00g Mix de vitamina 10,00g
Mix de sais minerais 35,00g Mix de sais minerais 35,00g
Celulose 50,00¢g Celulose 50,00g
Oleo de soja 70ml Oleo de soja 70ml
Bitartarato de colina 250 ¢g Bitartarato de colina 250 g
DL-metionina 3,00g DL-metionina 3,00g
Amido 750,20¢g Amido 650,20¢g

Grupos experimentais

Ap6s o nascimento, 56 filhotes machos foram criados em gaiolas coletivas
(até 6 animais/gaiola) e foram amamentados por suas respectivas nutrizes. As maes
que foram alimentadas com a dieta caseina 8% (grupos fmSD e fmTD) ofereceram
leite com baixo teor de proteinas para seus filhotes, enquanto que as nutrizes
alimentadas com a dieta caseina 17% (grupos fmSN e fmTN) ofereceram leite com
teor normal de protéinas aos seus filhotes durante a lactagao.

Ap6s a lactacdo, no 22° dia de vida dos filhotes, as ratas maes foram
separadas dos filhotes e todos os grupos receberam a mesma dieta padrio no
biotério (LABINA, Purina do Brasil) e tiveram livre acesso a dgua filtrada. Durante
este periodo houve perda de 16 animais devido a desnutricdo. Os filhotes foram
mantidos em biotério de experimentacao, com temperatura de 23°C * 1, ciclo claro-
escuro invertido de 12/12 horas e livre acesso a d4gua e alimentacao.

Assim, foram formados quatro grupos experimentais com 40 filhotes
machos: filhotes de mae Sedentaria Nutrida (fmSN, n=10); filhotes de mae
Sedentaria Desnutrida (fmSD, n=10); filhotes de mie Treinada Nutrida (fmTN,
n=10) e filhotes de mae Treinada Desnutrida (fmTD, n=10) (Fig. 1).
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Figura 1 — Organograma representando os grupos experimentais
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yp. .= ==

O peso corporal dos animais foi aferido diariamente desde o nascimento até

0 90° dia de vida (Balanca Marte, modelo S-4000, com sensibilidade de 0,1g).

Métodos de coleta do fémur

Aos 90 dias de vida, os filhotes dos grupos fmSN, fmSD, fmTN e fmTD
foram sacrificados por decapitacdo. Foi realizada uma incisdo da regidao abdominal
inferior direita até o joelho do mesmo lado para desarticulacdo e coleta do fémur
desses animais (Fig. 2). Apds a dissecacdo, os fémures foram limpos (Fig. 3) e
fixados em formol tamponado (10ml de formol a 37% e 27ml de tampdo fosfato
0,1IM e pH=7,0) em volume 50 vezes superior ao da amostra e armazenados em

recipientes.

Figura 2 — Incisdo da regido abdominal inferior direita até o joelho do mesmo lado para
desarticulacdo e coleta do fémur.
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Figura 3 — Fémur direito desarticulado e limpo de um rato aos 90 dias de vida.

Analise Morfométrica

O peso dos fémures foi aferido em uma balanca de pesagem hidrostética
digital (sensibilidade para densidade 0,001g; capacidade maxima de 500g e
capacidade minima de 0,02g) (Marte R), (Fig. 4,A). O comprimento total do osso

foi determinado com um paquimetro (Western, 0,02mm), (Fig. 4,B).

Figura 4 — A: Balanca de pesagem hidrostética digital para afericdo do peso femoral; B:

Paquimetro para determinar o comprimento do fémur.

A descalcificacdo dos ossos foi feita com solugdo de 4cido nitrico a 10%
(Fig. 5) durante tempo observacional de 2 e 2 2 horas para os grupos desnutrido e
nutrido, respectivamente. Apds descalcificados, o peso dos fémures foi calculado
novamente para obter o conteido mineral 6sseo através da férmula sugerida por

Gomes et al. (2006):

P fémur — P fémur descalcificado X 100

P fémur



Figura 5 — Solugdo de 4cido nitrico a 10% para descalcificacao dos fémures.

Analise Estatistica

Os dados referentes ao peso corporal, peso femoral, comprimento do fémur
e conteido mineral do fémur dos grupos fmSN, fmSD, fmTN e fmTD dos animais
estudados foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste t Student. Os

dados estao apresentados em média * desvio padrao, sendo p< 0,05.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do treino fisico imposto as ratas maes durante a
gestacdo associado a uma dieta hipoprotéica imposta durante os periodos
gestacional e de lactacdo sobre o desenvolvimento e crescimento do fémur da prole.
Meétodos: 40 ratos machos Wistar, 90 dias de vida; Divididos em quatro grupos:
filhotes de mae Sedentaria Nutrida (fmSN, n=10); filhotes de méie Sedentaria
Desnutrida (fmSD, n=10); filhotes de mae Treinada Nutrida (fmTN, n=10) e
filhotes de mée Treinada Desnutrida (fmTD, n=10). Treinamento fisico em esteira
durante 8 semanas, 5 semanas antes da concepg¢do e 3 no periodo gestacional para
as ratas maes dos grupos smTN e fmTD. Indu¢do da desnutricdo protéica (caseina
a 8%) as ratas maes durante a gestacdo e lactacdo para os grupo fmSD e fmTD.
Diariamente verificou o peso dos filhotes até os 90 dias. Apods sacrificio analisou-
se: peso, comprimento e conteido mineral 6sseo do fémur dos filhotes. Resultados:
peso corporal, peso femoral e comprimento femoral diminuidos para os grupo
fmSD e fmTD em relacdo aos grupos fmSN e fmTN, respectivamente. Nao
apresentou diferenca no contetido mineral 6sseo do fémur em nenhum dos grupos.
Conclusao: o treinamento fisico leve em esteira durante a gestacao nao interfere no
desenvolvimento e crescimento 6sseo da prole, entretanto a desnutricdo protéica
durante este periodo e durante a lactacdo promove prejuizos a estrutura éssea da
prole permanentemente.

Palavras-chave: Ratos, Treinamento fisico, Desnutricdo protéica, Gestagdo,
Fémur.

INTRODUCAO

Na fase gestacional, a pritica de atividade fisica moderada e adequada
promove beneficios diversos sobre diferentes sistemas do organismo materno.
Atualmente recomenda-se esta pratica na prevengdao e controle da diabetes

gestacional (ACOG, 2002).



Por outro lado, o exercicio fisico de forma nido adequada praticado por
gestantes pode prejudicar o desenvolvimento fetal, uma vez que esta pratica pode
interferir na distribuicdo do fluxo sanguineo para a placenta, prejudicando o
fornecimento de oxigénio e de nutrientes (ACOG, 2002).

Naturalmente, as mulheres gravidas necessitam de um maior aporte de
carboidratos, tanto em repouso quanto durante o exercicio, do que as ndo gestantes
(COOPER et al., 1997; GALE et al., 2001). Apés a décima terceira semana de
gravidez, cerca de 300 Kcal extras por dia sd3o necessdrios para suprir as
necessidades metabdlicas da gravida (CLAPP et al., 1988; CLAPP, 1990; ILICH et
al., 1998). Essa energia extra requisitada é reforcada quando o gasto energético
didrio é aumentado através do exercicio.

Por sua vez as proteinas também s@o nutrientes necessarios a homeostase
celular e uma gestante submetida a déficit de proteinas, conhecida como
desnutri¢do pré-natal, prejudicard o curso da gravidez, ocasionando altera¢des nos
tecidos e 6rgdos do feto (PATRICIO er al., 1984; NASCIMENTO et al., 1990;
TRINDADE, 1997). O tecido 6sseo é sensivel a desnutricdo protéica por sua
composi¢ao dssea ndo mineral ser compreendida, em sua maioria, por proteina (10),
logo € notério que hd uma relacdo entre uma adequada absorcdo protéica e o
metabolismo 6sseo (COOPER et al., 1996; RIZZOLI & BONIJOUR, 1999;
YOSHIMURA et al., 2005) e que a desnutricdo pré-natal e neonatal ird causar
transtornos ao crescimento 6sseo (GUDEHITHLU & RAMAKRISHNAN, 1990).
Entretanto, ndo somente o periodo em que ela ocorre, mas também, o tempo de
duracdo da agressdo nutricional representa um importante fator para estimar os
efeitos desta sobre o crescimento do esqueleto (HUGHES, 2000).

Em func¢ao do grande aumento da pratica de atividade fisica por gestantes e
da alta prevaléncia de desnutricdo nos paises em desenvolvimento, é importante a
realizacdo de trabalhos experimentais a fim de avaliar possiveis conseqiiéncias de
ambos os fatores: exercicio fisico e desnutri¢do induzidos em ratas gestantes sobre
o processo de crescimento Osseo da prole. Tomando conhecimento dessas
informacdes, o presente estudo teve como finalidade avaliar as conseqiiéncias do
treino fisico induzido em ratas gestantes associado a dieta hipoprotéica induzida
nos periodos de gestacdo e lactacdo sobre o crescimento do tecido 6sseo longo dos

filhotes.
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METODOS

Desenho Experimental

Vinte e oito ratas adultas albinas (Wistar) antes da concepcdo foram
separadas, aleatoriamente, em dois grupos: Made Sedentara (mS) e Mae Treinada
(mT). Para adaptacdo ao treino fisico, as ratas do grupo mT realizaram uma corrida
de baixa intensidade (0,3 km.h!, durante 10 minutos) na esteira (esteira motorizada
INSIGHT®,1380 x 600 x 400 mm — C x L x A), durante 3 dias consecutivos. Logo
ap6s foram submetidas a um programa de treinamento fisico moderado de acordo
com o protocolo de Fidalgo (2006). A intensidade utilizada foi de aproximadamente
50% da velocidade maxima atingida em teste de desempenho maximo e 70% do
VOomax (FIDALGO, 2006). Durante esse periodo os animais do grupo mS
permaneceram em suas respectivas gaiolas.

Ap6s cinco semanas de treinamento fisico, as ratas dos dois grupos, foram
acasaladas (proporcdo de um macho para trés fémeas). Confirmada a concepgao,
através do exame de esfregaco vaginal (MARCONDES et al., 2002), o protocolo de
treinamento foi modificado para as ratas do grupo mT. A velocidade e duragdo dos
estdgios foram progressivamente diminuidas, caracterizando um treinamento de
intensidade leve, com aproximadamente 25% da velocidade médxima atingida em
teste de desempenho méaximo e 30% do VOonax (FIDALGO, 2006).

Além disso, apds o diagnéstico de prenhez, metade das ratas maes de cada
grupo (mS e mT) foi submetida a dieta hipoprotéica (caseina a 8% de proteina) e as
demais ratas receberam dieta normoprotéica (caseina a 17% de proteina) durante
todo o periodo de gestacdo e lactacdo dos filhotes. Um dia apds o nascimento, a
ninhada foi padronizada em seis filhotes machos por mae. Esse nimero parece
conferir maior potencial lactotréfico (Commitee on Laboratory Animal Diets).

Ap6s a lactagdo, no 22° dia de vida dos filhotes, as maes foram separadas da
prole e todos os animais receberam a mesma dieta padrao no biotério (LABINA,
Purina do Brasil). Os filhotes foram mantidos em biotério de experimenta¢ao, com
temperatura de 23°C * 1, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas e livre acesso

a dgua e alimentacgao.
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Foram constituidos quatro grupos experimentais com 40 filhotes machos:
Filhotes de Miae Sedentaria Nutrida (fmSN, n=10); Filhotes de Mae Sedentaria
Desnutrida (fmSD, n=10); Filhotes de Mée Treinada Nutrida (fmTN, n=10) e
Filhotes de Miée Treinada Desnutrida (fmTD, n=10).

O peso corporal dos animais foi aferido diariamente desde o nascimento até
os 90 dias de idade (Marte, modelo S-4000, com sensibilidade de 0,1g). No 90° dia
de vida, os animais foram sacrificados por decapitacdo e realizada uma incisdo da
regido abdominal inferior direita até o joelho do mesmo lado para desarticulagdo e
coleta do fémur. Apds a dissecacdo, os fémures foram fixados em formol
tamponado (10ml de formol a 37% e 27ml de tampao fosfato 0,IM e pH=7,0) em
volume 50 vezes superior ao da amostra e armazenados em recipientes. Os
procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados pela Comissao de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE e seguiu as normas sugeridas

pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Analise Morfométrica

O peso dos fémures foi aferido em uma balanca de pesagem hidrostética
digital (sensibilidade para densidade 0,001g; capacidade méixima de 500g e
capacidade minima de 0,02g) (Marte ¥). O comprimento total do osso foi
determinado com um paquimetro (Western, 0,02mm). E por fim, o conteido
mineral 6sseo, apds descalcificagdao feita com solucdo de dcido nitrico a 10%
durante 2 V2 horas para os grupos fmSN, fmTN e durante 2 horas para os grupos

fmSD e fmTD, foi calculado através da formula sugerida por Gomes et al. (2006).

Tratamento Estatistico

Os dados referentes ao peso corporal, peso femoral, comprimento do fémur
e conteido mineral do fémur dos grupos fmSN, fmSD, fmTN e fmTD dos animais
estudados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o teste t Student. Os

dados estdo apresentados em média * desvio padrao em tabela, sendo p<0,05.
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RESULTADOS

Peso Corporal

Aos 21 dias de vida, fase de desmame do animal, os filhotes do grupo fmSN
(38,33g16,4) apresentaram diferenca no peso corpéreo em relacdo ao grupo fmSD
(21,77g£3,89). Da mesma forma, os filhotes do grupo fmTN (40,5g+2,88)
apresentaram diferenca no peso corpoéreo, aos 21 dias de vida, em relacdo aos
filhotes do grupo fmTD (22,25g+2,75). Entretanto nao foi observada qualquer
diferenca no peso corpdreo entre os animais dos grupos fmSN e fmTN, assim como
também ndo apresentou diferenca no peso corpdreo aos 21 dias entre os animais
dos grupos fmSD em rela¢do aos animais do grupo fmTD. Sendo assim apenas a
desnutri¢do causou alteragdo no peso do animal, uma vez que somente 0s animais
desnutridos apresentaram diferenca no peso corpéreo aos 21 dias com relagdo aos
grupos normonutridos (Gréfico 1).

O peso corpéreo dos animais aos 45 dias de vida do grupo fmSN
(174,57g18,67) apresentaram diferenca no peso corpéreo em relagdo ao grupo
fmSD (143g+6,48). O mesmo ocorreu com os filhotes do grupo fmTN
(173g£17,34) que apresentaram diferenca no peso corporeo, aos 45 dias de vida,
em relacdo aos filhotes do grupo fmTD (133,6g+16,74). Por outro lado, ndo foi
observada qualquer diferenca no peso corpdreo entre os animais dos grupos fmSN e
fmTN, assim como também ndo apresentou diferenca no peso corpéreo aos 21 dias
entre os animais dos grupos fmSD em relacdo aos animais do grupo fmTD. Aos 45
dias de vida persistiu a diferenca no peso corpéreo no grupo de animais
desnutridos, ocorrido aos 21 dias de vida, onde apenas a desnutricdo foi fator de
alteracdo do peso absoluto do animal (Grafico 1).

Observou-se, no presente estudo, que a desnutricdio promovida durante a
gestacdo e lactac@o das ratas maes interferiu no peso corporal dos filhotes uma vez
que o peso dos animais do grupo fmSN (340,33g+16,24), observados aos 90 dias de
vida, foram superiores em relacdo aos valores encontrados para o grupo fmSD
(249,88g121,86). Entretanto o treinamento fisico das gestantes nutridas ndo

produziu alteragdes no peso corporal da prole, pois ndo foi observada diferenca no
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peso corporal dos filhotes do grupo fmSN em relacio ao grupo fmTN
(363,3g130,14). Em ambos os grupos de filhotes de maes desnutridas, o exercicio
fisico induzido nas ratas desnutridas também nao interferiu no peso corporal da
prole, uma vez que o peso corporal dos filhotes do grupo fmSD se manteve
equivalente quando comparado ao peso corporal da prole do grupo fmTD
(305g%+16,80), todos aos 90 dias de vida. Os animais do grupo fmTN por sua vez,
apresentaram peso corporal maior quando comparados ao peso corporal da prole do

grupo fmTD, observados aos 90 dias (Grafico 1).

Peso Femoral

O peso femoral da prole do grupo fmSN (0,892g+0,0661) revelou-se maior,
aos 90 dias de vida, que o peso do fémur da prole do grupo fmSD (0,81g+0,058)
submetida a desnutricdo durante a fase gestacional e de lactagdo. Contudo, o peso
do fémur dos animais do grupo fmSN ndo apresentou diferenca ao peso do fémur
dos animais do grupo fmTN (0,9g+0,0528) cujas maes nutridas foram submetidas a
atividade fisica durante a gestacdo. Assim também ocorreu com o peso femoral dos
animais do grupo fmSD quando comparado ao peso femoral dos animais do grupo
fmTD (0,813g+0,0334), também aos 90 dias. Nesta mesma idade o peso femoral
dos filhotes do grupo fmTN apresentou-se superior ao peso femoral dos filhotes do
grupo fmTD, onde as ratas maes de ambos os grupos praticaram atividade fisica

durante a gestacao (tabela 1).

Comprimento Femoral

Aos 90 dias de vida, o comprimento femoral, que indica o crescimento
longitudinal do osso, dos filhotes de maes sedentdrias nutridas (grupo fmSN -
35,787mm=0,99) se apresentou superior ao comprimento do fémur dos filhotes de
maes sedentdrias desnutridas na gestacdo e lactacio dos mesmos (grupo fmSD -
34,46mm=*0,37). O mesmo grupo fmSN por sua vez, apresentou o comprimento do
fémur de seus filhotes equivalente ao comprimento do fémur dos filhotes do grupo

fmTN (35,599mm=*0,46), assim como o comprimento do fémur da prole do grupo



fmSD também foi equivalente ao comprimento do fémur da prole do grupo fmTD
(34,302mm=0,718) no mesmo periodo de 90 dias. Os animais do grupo fmTN
demonstraram valores do comprimento femoral superior quando comparados aos

valores dos animais do grupo fmTD, aos 90 dias de vida (tabela 1).

Contetido Mineral Osseo

Nem o treino fisico durante a fase gestacional das ratas mades nem a dieta
hipoprotéica induzida nas ratas maes durante as fases gestacional e de lactagcdo
interferiram no contetido mineral do fémur dos filhotes, pois nao houve diferenca
no conteddo mineral do fémur dos filhotes entre nenhum dos grupos fmSN
(30,386mg/cm?+5,776) , fmSD (25,012mg/cm?+6,297), fmTN (30,18mg/cm?t6,16)
e fmTD (23,671mg/cm?+7,775), aos 90 dias de vida (tabela 1).

DISCUSSAO

O crescimento do individuo estd condicionado ndo s6 aos antecedentes
genéticos, mas também aos estimulos do meio, como por exemplo, a pritica de
atividade fisica e o fornecimento de nutrientes (ACOG, 2002). Uma alimentagao
pobre em proteinas durante periodos criticos de desenvolvimento afeta severamente
todos os tecidos (NAKAMOTO & MILLER, 1979), provocando efeitos deletérios
sobre o crescimento dos diversos 6rgdos e, principalmente do tecido 6sseo em
individuos submetidos a essa agressio (MILLER & GERMAN, 1999;
REICHLING & GERMAN, 2000).

No estudo em questdo, a desnutri¢do protéica imposta as ratas maes durante
os periodos gestacional e de lactacdo ocasionou um déficit no peso corporal da
prole. Semelhantemente a esses achados, Golstein & Bond (1979) observaram que
ratos que se submeteram a privacdo protéica durante a fase de lactacdo
apresentaram peso inferior ao dos animais controle e que persistiu mesmo com a
reposi¢ao nutricional. Esta fase € vista como um periodo de stress fisiolégico do
recém-nascido, no qual este passa por uma série de adaptagdes, levando a um alto

gasto energético (BOXWELL et al., 1995). Sendo assim, a taxa de aumento de peso
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do neonato € elevada e a ingestdo inadequada em qualidade ou em quantidade de
alimento poderd influenciar na redugdo do seu peso corporal (RESNICK et al.,
1979).

O treino fisico em esteira realizado pelas nutrizes durante a gestagdo, por
sua vez, ndo ocasionou alteracdes no peso dos filhotes. Diferentemente dos nossos
achados, um estudo realizado com mulheres gestantes que se exercitaram durante
todo o periodo de gravidez demonstrou que seus filhos nasceram com peso maior
que os filhos das maes sedentdrias (HATCH et al., 1993). Da mesma forma, Clapp
et al. (2000) destacaram que o exercicio fisico adequado durante toda a gestacdo
humana, ou parte dela, pode contribuir para o aumento da percentagem de gordura,
do peso, e da circunferéncia craniana dos filhos. Entretanto o tipo de protocolo de
treinamento fisico utilizado no estudo de Clapp et al. (2000) difere do utilizado no
presente estudo: a capacidade aerébica méxima correspondia entre 55% e 60%, o
treino fisico tinha durag@o de 20 minutos, com freqiiéncia de trés a cinco vezes por
semana e o exercicio fisico utilizava escada ou banco.

O peso femoral da prole foi avaliado na idade de 90 dias de vida e mostrou
um comportamento semelhante aquele apresentado pelo peso corporal, com
diminui¢do do peso nos animais cujas maes foram desnutridas no periodo critico do
desenvolvimento. Semelhantemente foi demonstrado por Boyer e al. (2005) cujo
peso femoral também sofreu diminui¢io com o déficit nutricional. E conhecida que
a desnutricdo ocorrida durante essas importantes fases do desenvolvimento
provoca, em ratos, falha na recuperacio 6ssea completa ao menos até os 100 dias de
vida (HOUDIJK & ENGELBREGT, 2000) e até os seis meses de vida em humanos
(ENGELBREGT et al., 2004).

A realizacdo do treino fisico durante a gestacdo, por sua vez, nao promoveu
alteragdes no peso do fémur dos filhotes. Ndo existem relatos na literatura que
demonstrem a influéncia do treinamento fisico durante o periodo gestacional sobre
o tecido 6sseo da prole o que impossibilita de fazer qualquer comparagao com os
achados do presente estudo.

Virios estudos relataram a diminuicdo do comprimento do fémur apds a
desnutricdo induzida tanto no periodo imediato (pds-natal) (NAKAMOTO &
MILLER, 1979b; ALIPPI et al., 2002; FORTMAN et al., 2005) quanto no tardio
(ap6s o periodo pos-natal) (ALIPPI et al., 2002). No presente estudo, o
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comprimento do fémur de filhotes de ratas desnutridas apresentou aos 90 dias de
vida, diminuido. A reducdo do comprimento de ossos longos, como o fémur, em
decorréncia de uma deficiéncia protéica tem sido freqiientemente atribuida a uma
diminui¢ao da formacdo 6ssea (PLATT & STEWART, 1962; NAKAMOTO &
MILLER, 1979b) e a queda da taxa de crescimento do osso aposicional (LEE,
1976). O treino fisico durante a fase gestacional, semelhantemente aos dados do
peso corporal e do peso femoral, nio promoveu alteracdes no comprimento do
fémur dos filhotes. Esperava-se que o estresse do treino fosse prejudicial,
acentuando os prejuizos da agressdo nutricional no osso, uma vez que a prética de
atividade fisica ocorreu no periodo formacao do tecido 6sseo e também se utiliza de
gasto de energia extra além do aporte energético necessario durante o periodo
gestacional para o desenvolvimento do feto.

Em nosso estudo foi observado que o tempo de descalcificagdo dos fémures
desnutridos apresentou-se reduzido em 30 minutos com relacdo aos fémures
nutridos. A supressdo do crescimento longitudinal de ossos longos de animais
causada pela desnutricdo protéica durante o periodo de amamentagdo foram
descritas por diversos estudos, e ocorre provavelmente mais como resultado de uma
diminui¢do quantitativa de osso formado, do que devido a uma alteragdo no
conteddo mineral (LEE, 1976; NAKAMOTO & MILLER, 1977; HIMES, 1978;
GLICK & ROWE, 1981). Nossos achados corroboram com esta hipétese uma vez
que ndo foi encontrada diferenca no conteido mineral 6sseo entre 0s grupos,
mesmo recebendo influéncias do treino em esteira durante a gestacdo e/ou a
desnutri¢do protéica materna durante a gestacao e lactagdo.

O modelo de desnutricio protéica experimental do nosso estudo foi
induzido no momento de deplecio das reservas maternas, comum durante a
gestacdo e no periodo de lactacdo e poderia ter sido agravado pelo acréscimo de
gasto nutricional durante o treinamento fisico. Dessa forma, a dieta hipoprotéica
pode ter causado influéncias no leite materno, sendo esta hipdtese apoiada por
Sturman et al. (1986) que observaram redugdo de proteinas no leite em ratas
lactantes desnutridas, o que poderia também justificar as lesdes causadas pelo
déficit.

Diante desses achados, refor¢a-se a evidéncia que a desnutricdo protéica

imposta durante os periodos criticos de desenvolvimento, leva a um déficit no
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crescimento do animal e que a gravidade dessa lesdo estd relacionada a fase da vida
em que foi induzida, a gestacdo e lactacdo que s@o fases cruciais para a formacgao
Ossea, e o tipo de injuiria (PLATT & STEWART, 1962; FRANK, 1986; CHEN et
al, 1995; ALLIPI et al., 2002). Por outro lado o exercicio fisico leve em esteira,
durante o periodo gestacional, ndo interferiu no desenvolvimento do osso longo da

prole.

CONCLUSAO

Concluimos através dos resultados do estudo em questdo que a prética de
atividade fisica de intensidade leve durante a gestacdo, seguindo o modelo de
treinamento fisico experimental utilizado no presente estudo, ndo promove
alteracdes na estrutura 6ssea da prole, mesmo que haja uma desnutricdo materna
durante 0 mesmo periodo. Entretanto a desnutricdo protéica durante a gestacdo e

lactagdo promovem prejuizos a estrutura éssea do filhote, permanentemente.
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Titulos e legendas do Grafico 1

Grafico 1 — Evolucdo ponderal, com andlise comparativa do peso corpéreo (g)
entre os grupos fmSN, fmSD, fmTN e fmTD aos 21 dias, aos 45 dias, e aos 90 dias
de vida, analisados estatisticamente pelo teste t-student, sendo p<0,05.

Legenda Grafico 1 -

* Relacao entre SN e SD (21 dias p< 0,0001/ 45 dias p< 0,0001/ 90 dias p< 0,0001)
# Relacdo entre TN e TD (21 dias p< 0,0001/ 45 dias p< 0,0001/ 90 dias p< 0,0001)
Relagdo entre SN e TN (21 dias p= 0,0573/ 45 dias p= 0,542/ 90 dias p=0,1143)
Relagdo entre SD e TD (21 dias p= 0,6855/ 45 dias p 0,2969/ 90 dias p=0,1572)



53

Tabela 1 — Valores médios e desvio-padrao do peso femoral (g), do comprimento
(mm) do fémur e do contetido mineral (mg/cm?) do fémur da prole dos grupos
fmSN, fmSD, fmTN e fmTD, avaliados aos 90 dias, analisados estatisticamente

pelo teste t-student, sendo p<0,05.

fmSN fmSD fmTN fmTD
Peso do fémur' 0,892+0,0661  0,81+0,058%* 0,91+0,0528 0,813+0,0334**
Comprimento do fémur? 35,787+0,99 34,46+0,37* 35,599+0,46  34,302+0,718**
Contetido mineral® 30,386+5,776  25,012+6,297  30,18+6,16 23,671x7,775

L% fmSN>fmSD (p=0,008); fmSN=fmTN (p=0,765); fmSD=fmTD (p=0,831); **
fmTN>fmTD (p=<0,001)

2 fmSN>fmSD (p=<0,001); fmSN=fmTN (p=0,765); fmSD=fmTD (p=0,831); **
fmTN>fmTD (p=<0,001)

> fmSN=fmSD (p=0,062); fmSN=fmTN (p=0,939); fmSD=fmTD (p=0,677);
fmTN=fmTD (p=0,053)
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ANEXO 1- Parecer final do Comité de Etica em Experimentacao Animal.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (550 81y 52126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 09 de abril de 2008
Oficio n® 19/08

Da Comiss&o de Etica em Experimentacao Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Silvia Regina Arruda de Moraes

Departamento de Anatomia - CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 014255/2007-56

Os membros da Comiss&o de Etica em Experimentacéo Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “ATIVIDADE FiSICA GESTACIONAL E DESNUTRICAO MATERNA E
NEONATAL: REPERCUSSAO NO CRESCIMENTO DO ESQUELETO DA PROLE .”

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

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente 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,

Sl

##4Profa, Maria Tel
Presidente

el
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