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RESUMO 
 
 

Objetivo: Avaliar o efeito do treinamento físico moderado em alguns aspectos da 
morfometria do baço de ratos adultos endotoxêmicos submetidos à desnutrição perinatal. 
Métodos: Ratos machos Wistar divididos em 2 grupos experimentais de acordo com a dieta 
fornecida às mães: controle (caseína a 17%, n=24) e desnutridos (caseína a 8%, n=24). Aos 60 
dias de idade, os grupos foram subdivididos com relação ao treinamento físico moderado: 
controle (C, n=12), controle + treinamento físico (T, n=12), desnutrido (D, n=12) e desnutrido 
+ treinamento físico (DT, n=12). O protocolo de treinamento foi realizado em esteira 
ergométrica durante 8 semanas (5 dias/sem, 60 min/dia a 70% do VO2max ). Após 24h da 
última sessão de treinamento, metade dos animais de cada grupo recebeu injeção i.p. de 
lipopolissacarídeo, enquanto seus pares receberam injeção de solução salina. Foram 
registradas as mudanças dos indicadores somáticos, do percentual de leucócitos no sangue, do 
número e tamanho dos folículos linfóides e do tamanho da zona marginal esplênica. A 
contagem diferencial de leucócitos circulantes foi realizada através de esfregaço sanguíneo 
corada com o kit panótico rápido, a contagem e a morfometria dos folículos esplênicos e da 
zona marginal foram estudadas por microscopia óptica. Resultados: Na contagem diferencial 
de leucócitos do sangue não houve diferença com relação à desnutrição perinatal e ao 
treinamento físico moderado. Porém, quanto ao estímulo do lipopolissacarídeo houve 
neutrofilia e linfocitopenia. Na contagem de folículos linfóides, o grupo D apresentou menor 
número de folículos linfóides esplênicos quando comparados ao grupo C, porém isso não 
ocorre nos animais desnutridos treinados. Nos endotoxêmicos, o grupo D apresentou aumento 
da área dos folículos em menor proporção que o controle (C+LPS= 56,1% e D+LPS = 
13,7%). Por outro lado, o grupo desnutrido treinado apresentou aumento da área folicular em 
maior proporção em relação ao seu controle (T+LPS= 6,9% e DT+LPS= 8,4%). O 
treinamento induziu um percentual de aumento inferior da área folicular e da área da zona 
marginal quando comparados aos não treinados (área folicular: C+LPS= 56,1%, T+LPS= 
6,9%, D+LPS= 13,7% e DT+LPS= 8,4%; área da zona marginal:C+LPS= 29,12%, T+LPS= 
11,76%, D+LPS= 47,48% e DT+LPS= 12,71%). Conclusões: O treinamento físico moderado 
exerce efeito protetor no baço em resposta ao estímulo com LPS, por reverter a seqüela da 
programação nutricional sobre o número de folículos linfóides nos animais desnutridos e, por 
atenuar a intensidade das respostas orgânicas agudas à situação de infecção, induzindo na 
resposta imune um mecanismo conhecido como tolerância cruzada. 
 
PALAVRAS-CHAVES: Desnutrição, Sistema Imune, Baço, Treinamento físico. 
 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 
 

Objective: To evaluate the effect of moderate physical training in some aspects of the 
morphometry of the spleen in endotoxemic adult rats subjected to perinatal malnutrition. 
Methods: Male Wistar rats divided into 2 experimental groups according to the diet fed to 
mothers: control (casein 17%, n = 24) and malnourished (casein and 8%, n = 24). At 60 days 
of age, the groups were divided with respect to moderate physical training: control (C, n = 
12), control + exercise training (T, n = 12), malnourished (D, n = 12) and malnourished + 
training Training (DT, n = 12). The training protocol was performed on a treadmill for 8 
weeks (5 days / wk, 60 min / day at 70% VO2max). After 24 hours of the last session of 
exercise, half of each animals group received ip injection of lipopolysaccharide, while their 
peers were injected with saline. We recorded the changes of somatic indicators, the 
percentage of white blood cell count, the number and size of lymphoid follicles and the size of 
the splenic marginal zone. The differential count of leukocytes was performed using blood 
smears stained with Quick Panoptic kit, count and morphometry of splenic follicles and 
marginal zone were studied by light microscopy. Results: In the differential count of blood 
leukocytes was no difference with respect to perinatal malnutrition and moderate physical 
training. But as the stimulus of lipopolysaccharide was neutrophilia and lymphocytopenia. On 
the count of lymphoid follicles, the group D showed a lower number of splenic lymphoid 
follicles when compared to group C, but this does not occur in malnourished animals trained. 
In endotoxemic, group D showed an increase in area of hair to a lesser extent than the control 
(C + LPS = 56.1% and D + LPS = 13.7%). Moreover, the malnourished group trained showed 
an increase in follicle area in greater proportion in relation to its control (T + = 6.9% LPS and 
LPS + DT = 8.4%). Training induced a lower percentage of increase in the area of the 
follicular and marginal zone area when compared to untrained (follicular area: C + LPS = 
56.1%, T + LPS = 6.9%, D = 13 + LPS, 7% and DT + LPS = 8.4%; marginal zone area: C + 
LPS = 29.12%, T + LPS = 11.76%, D + LPS = 47.48% and DT + LPS = 12, 71%). 
Conclusions: The moderate physical training exerts a protective effect in spleen in response 
to stimulation with LPS, by reversing the sequelae of nutritional programming of the number 
of lymphoid follicles in malnourished animals, and reduce the intensity of the organic to the 
situation of acute infection, inducing immune response in a mechanism known as cross-
tolerance.  
 
KEY WORDS: Malnutrition, Immune System, Spleen, Physical Training. 
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1. APRESENTAÇÃO 

 

 Uma alimentação saudável é de grande importância para que o indivíduo possa 

crescer e desenvolver-se de forma adequada. A desnutrição durante as fases iniciais da vida 

como na gestação e lactação pode ocasionar na fase adulta mudanças na estrutura e na função 

de órgãos e sistemas. Isso porque a desnutrição perinatal, a exemplo de qualquer outro agente 

agressor, prejudica os eventos relacionados ao desenvolvimento, sobretudo por alterar a 

disponibilidade do sangue da placenta ao feto, explicando assim as modificações fisiológicas.  

No sistema imune, a desnutrição perinatal altera os mecanismos de defesa, como 

prejuízos da função fagocitária de macrófagos, do sistema complemento e da produção de 

citocinas como IL-2. Além disso, está associada à hipocelularidade em órgãos linfóides como 

timo e baço. O baço tem sido amplamente estudado por desempenhar papel proeminente 

durante as respostas imunes. Nele destaca-se a zona marginal, uma estrutura única não 

encontrada em outros órgãos linfóides e com papel importante tanto na resposta imune inata 

quanto na resposta imune adaptativa.   

A zona marginal do baço pode ser definida como a separação da polpa vermelha com 

a polpa branca. Recebe filamentos terminais do sistema arterial que juntamente com o sangue 

admite e reconhece antígenos que chega ao baço, sendo sensível a produtos bacterianos a 

exemplo do lipolissacarídeo (LPS). A resposta leucocitária no baço, assim como nos demais 

órgãos linfóides, é determinada pelo estado nutricional, podendo ser comprometida pela 

desnutrição perinatal mesmo após a exposição à dieta equilibrada. 

A resposta imune parece ser influenciada por fatores ambientais que induzem 

adaptações em sistemas fisiológicos, como por exemplo, a prática de exercício físico regular 

(treinamento físico). O treinamento físico, a depender de sua magnitude, mostra ser 

importante modulador da resposta imunológica. Particularmente o treinamento físico de 

intensidade moderada está associado a benefícios para a saúde, favorecendo muitas das 

funções imunes, como a dinâmica leucocitária. O efeito do treinamento físico no sistema 

imune é evidenciado quando este sistema é ativado, isso justifica nesta pesquisa o uso de 

lipopolissacarídeo. 

Alguns estudos sobre os efeitos da desnutrição no início da vida e sobre o efeito 

imunoestimulador do treinamento físico moderado no sistema imunológico foram realizados. 

No entanto, não há estudos do nosso conhecimento que abordam o papel protetor do 

treinamento físico de intensidade moderada sobre os prejuízos nos mecanismos imunes 
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decorrentes da desnutrição no início da vida. Logo, mostra-se relevante realizar estudos sobre 

a temática. Além disso, o trabalho é de interesse, pois nossos resultados poderão fornecer 

subsídios para o estabelecimento de estratégias de intervenção que envolva nutrição e 

atividade física.  

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar o efeito do treinamento físico 

moderado na morfometria dos folículos linfóides do baço de ratos adultos endotoxêmicos 

submetidos à desnutrição perinatal. Os objetivos específicos deste trabalho consistem em 

avaliar o efeito do treinamento físico moderado em ratos adultos endotoxêmicos submetidos à 

desnutrição perinatal sobre: a contagem diferencial de leucócitos do sangue, o número de 

folículos linfóides do baço, a morfometria da área dos folículos linfóides do baço e a 

morfometria da área ocupada pela zona marginal do baço. Assim, nossas hipóteses são que 

ratos adultos endotoxêmicos desnutridos no período perinatal apresentam redução do número 

de leucócitos diferenciais do sangue, do número de folículos linfóides esplênicos, da área 

desses folículos e da área ocupada pela zona marginal do baço, e que o treinamento físico 

moderado reverte os efeitos citados pela desnutrição perinatal em ratos adultos 

endotoxêmicos. 

A contagem dos leucócitos do sangue foi realizada através da técnica de esfregaço 

sanguíneo corado com o kit panótico rápido e a análise do folículo linfóide e da zona marginal 

do baço por microscopia óptica. Esse estudo foi realizado no Laboratório de Estudos em 

Nutrição e Instrumentação Biomédica (LENIB) do Departamento de Nutrição; no Laboratório 

de Imagens do Departamento de Anatomia e no Setor de Patologia do Laboratório de 

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), todos da Universidade Federal de Pernambuco tendo 

como orientadores o Prof. Dr. Nicodemos Teles de Pontes Filho e Profª. Drª. Carol Góis 

Leandro. Este trabalho originou o artigo científico intitulado: “Efeito do treinamento físico 

moderado sobre a morfometria do baço de ratos adultos endotoxêicos submetidos a 

desnutrição perinaltal”, que será submetido para publicação como artigo original na revista 

“Experimental Physiology”. Este estudo avaliou o efeito do treinamento físico moderado 

sobre o número e tamanho do folículo linfóide e da zona marginal do baço de ratos adultos 

endotoxêmicos desnutridos no período perinatal.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Uma alimentação saudável é essencial nas etapas de crescimento e desenvolvimento 

das funções e estruturas do organismo (Gniuli, Calcagno et al., 2008). As fases de gestação, 

lactação e primeira infância são caracterizadas por crescimento rápido, maturação de órgãos e 

sistemas, replicação e diferenciação celular, sendo chamadas de período crítico do 

desenvolvimento (Dobbing e Sands, 1985; I.O.M. (Institute of Medicine), 2002). Cada 

sistema fisiológico possui um período crítico que pode variar entre as espécies. Por exemplo, 

em ratos, a maturação do sistema nervoso ocorre no período de lactação (Smart, 1981; 

Carlson, Stead et al., 2007; Hodyl, Walker et al., 2007). Já o sistema imunológico apresenta o 

período crítico de desenvolvimento a partir das primeiras semanas de vida pré-natal, sendo a 

competência imunológica adquirida gradualmente após o nascimento tanto em humanos 

quanto em animais (Spencer, Martin et al., 2006).  

A falta ou deficiência de nutrientes, como as proteínas, durante o período crítico do 

desenvolvimento parece ter associações com a estrutura e função de tecidos na vida adulta 

(Lucas, 1991). Estudos epidemiológicos associaram o aparecimento de doenças crônico-

degenerativas não transmissíveis na fase adulta (obesidade, diabetes, cardiopatias e 

hipertensão) com o baixo peso ao nascer (Barker e Osmond, 1986; Barker, Osmond et al., 

1989; Hales e Barker, 1992; Law, 1996; Chukwuma e Tuomilehto, 1998). No sistema 

imunológico, a desnutrição durante a vida gestacional e neonatal induz prejuízos nos 

mecanismos imunes, como redução da função linfocitária, redução da migração de leucócitos 

para os locais de infecção e a diminuição da produção de citocinas como de IL-2 (Landgraf, 

Tostes Rde et al., 2007; Cortes-Barberena, Gonzalez-Marquez et al., 2008). 

Chandra (1997) aponta a desnutrição como uma das principais causas de deficiência 

secundária na resposta do organismo aos agentes infecciosos (Chandra, 1997). De forma 

semelhante, estudos experimentais com roedores gravemente desnutridos (4% de proteínas) 

mostram redução de parâmetros da imunidade inespecífica e específica, por exemplo, menor 

ativação de macrófago, leucopenia com diminuição de granulócitos polimorfonucleares, 

linfócitos e monócitos (Fock, Vinolo et al., 2007). 

O sistema imune é responsável pelo combate a microorganismos invasores, remoção 

de células mortas e resíduos celulares e estabelecimento da memória imunológica 

(Schulenburg, Kurz et al., 2004). Os leucócitos são as células que compõem o sistema imune 

e podem ser classificados em granulócitos polimorfonucleares, monócitos / macrófagos e 
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linfócitos (Schulenburg, Kurz et al., 2004). As células do sistema imune são originadas a 

partir de um progenitor hematopoiético pluripotente, localizado na medula óssea e no timo, e 

as diferenciações posteriores decorrentes da estimulação e ativação pelo antígeno ocorrem 

também na medula óssea e em outros órgãos como linfonodo e baço (Schulenburg, Kurz et 

al., 2004). 

O baço é o maior órgão linfóide secundário do corpo (Altamura, Caradonna et al., 

2001). É altamente vascularizado, com função de promover filtração do sangue e retenção de 

antígenos para estimulação linfocitária. Possui uma rede de folículos linfóides por onde 

circulam várias células do sistema imunológico: linfócitos B, TCD4+ e TCD8+, plasmócitos e 

outras células linfóides maduras, aptas a realizar uma resposta imunitária (Torres, 2000; 

Altamura, Caradonna et al., 2001). No feto humano, o baço atua como um centro 

hematopoiético até o final da gestação, e como produtor de linfócitos e monócitos ao longo da 

vida (Hata, Kuno et al., 2007). Seu desenvolvimento começa durante a quinta semana de 

gestação, crescendo como um agregado de células retículo-mesenquimais no mesentério 

dorsal do estômago (sexta e sétima semana de gestação) (Hata, Kuno et al., 2007). Nesta 

época, adquire suas características morfológicas com a presença de lóbulos, que tendem a 

desaparecer antes do nascimento (Hata, Kuno et al., 2007). 

O baço é formado por dois compartimentos morfologicamente e funcionalmente 

diferentes: a polpa vermelha e a polpa branca, porém com funções centradas no sistema 

circulatório. É na polpa vermelha o principal sítio esplênico de filtração sanguínea e remoção 

de antígenos e de hemáceas envelhecidas, também é encarregado de armazenar ferro e 

plaquetas. Já a polpa branca desempenha papel importante de iniciar resposta imune a 

antígenos como, por exemplo, produtos bacterianos provenientes da circulação (Cesta, 2006).  

Topograficamente a polpa branca é dividida em zona marginal, folículos linfóides e 

bainha de linfócitos T periarteriolar (Groeneveld e Van Rooijen, 1984; Cesta, 2006). Entre 

essas três porções destaca-se a zona marginal, por ser considerada uma estrutura única, não 

encontrada em outros órgãos linfóides e com importante papel na resposta imune primária por 

ser principal local de ativação de células e formação destas células para o plasma (Cesta, 

2006). A zona marginal também pode ser definida como a separação da polpa vermelha com a 

polpa branca e possui linfócitos B e macrófagos como principais constituintes (Mebius e 

Kraal, 2005).  

A zona marginal recebe filamentos terminais do sistema arterial que juntamente com 

o sangue admite e reconhece antígenos que chega ao baço (Van Ewijk e Nieuwenhuis, 1985). 

Estudos apontam alta sensibilidade da zona marginal a produtos bacterianos a exemplo do 
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lipopolissacarideo (LPS) (Groeneveld, Erich et al., 1986; Kesteman, Vansanten et al., 2008). 

O LPS é um dos componentes da parede das bactérias gran-negativas e provocam uma série 

de respostas imunológicas e bioquímicas (Eder, Vizler et al., 2009). É considerado potente 

ativador do sistema imunológico induzindo reação inflamatória quando injetado nos tecidos 

(Eder, Vizler et al., 2009)  alterando a dinâmica das células imunocompetentes (De Smedt, 

Pajak et al., 1996; Castro-Faria-Neto, Penido et al., 1997).  

Está bem estabelecido que a resposta leucocitária nos órgãos linfóides é determinada 

pelo estado nutricional (Hosea, Rector et al., 2004) e que a desnutrição ocorrida nos períodos 

vulneráveis da vida como na gestação e na lactação pode gerar conseqüências para o 

organismo, como imunodeficiência (Landgraf, Tostes Rde et al., 2007; Schuler, Gurmini et 

al., 2008). Estudos com murinos mostram o efeito imunodepressor provocado pela 

desnutrição (Queiros-Santos, A. , 2000; Ferreira-E-Silva, 2002; Landgraf, Martinez et al., 

2005). Queirós-Santos (2000) verificou que a desnutrição neonatal provoca, na vida adulta, 

uma redução da liberação de radical superóxido por macrófagos e deficiência na resposta 

imunitária humoral (Queiros-Santos, A., 2000). Ferreira-e-Silva (2002) verificou uma redução 

no recrutamento de neutrófilos para os pulmões durante um processo inflamatório em ratos 

adultos submetidos à desnutrição neonatal (Ferreira E Silva, 2002). Landgraf  et al (2005) 

observaram uma redução no número de leucócitos sanguíneos circulantes em ratos jovens, 

desnutridos no período  gestacional (Landgraf, Martinez et al., 2005). Assim, estas evidências 

sugerem que a desnutrição perinatal, mesmo após um período de aumento da ingestão de 

nutrientes, pode comprometer o mecanismo imunitário do organismo.  

O déficit no sistema imunológico provocado pela desnutrição protéico-energética 

pode ser atenuado por fatores ambientais, como a prática de exercício físico (Dos Santos 

Cunha, Giampietro et al., 2004).O estresse provocado pelo exercício físico é capaz de alterar 

a homeostase orgânica promovendo a reorganização das respostas imunológicas, alterando as 

células imunes de acordo com o estímulo recebido (Shephard e Shek, 1994; Pedersen e 

Hoffman-Goetz, 2000; Rosa e Vaisberg, 2002). Tais alterações sugerem uma interrelação do 

sistema imune com outros sistemas, como o nervoso e endócrino (Besedovsky, Del Rey et al., 

1985; Hodyl, Walker et al., 2007). 

O exercício físico a depender de sua magnitude parece ser um importante modulador 

da resposta imunológica (Rosa e Vaisberg, 2002; Drela, Kozdron et al., 2004; Landgraf, 

Martinez et al., 2005; Leandro, Martins De Lima et al., 2006), aumentando ou reduzindo a 

resposta imune, a depender da habilidade migratória dos leucócitos do sangue para a área de 

tecido inflamado (Shephard e Shek, 1994; Friman e Ilback, 1998; Pedersen e Hoffman-Goetz, 
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2000; Rosa e Vaisberg, 2002). A intensidade, duração e freqüência do exercício 

desempenham papel-chave na determinação das respostas imunitárias a um esforço, podendo 

aumentar ou reduzir a função imunológica (Timmons, Tarnopolsky et al., 2006).  

A classificação do exercício físico quanto à intensidade pode ser leve, moderado e 

intenso, de acordo com parâmetros fisiológicos, como a concentração de lactato no sangue, o 

consumo máximo de oxigênio (VO2max) ou freqüência cardíaca máxima (FCmax) em resposta a 

teste de esforço (Silveira e Denadai, 2003; Leandro, Martins De Lima et al., 2006). Quando o 

exercício físico é praticado regularmente é chamado de treinamento físico (Leandro, Manhaes 

De Castro et al., 2007). Particulamente, o treinamento físico de intensidade moderada que 

corresponde ao VO2max entre 50% a 70%, lactato 2 a 4 mmol/L e 60 a 79% FCmax (Silveira e 

Denadai, 2003) está associado a benefícios para a saúde (Nieman, Nehlsen-Cannarella et al., 

1990; Chakravarty, Godbole et al., 2008; Newton e Galvao, 2008), como a melhora dos 

mecanismos de defesa do organismo, aumento da função de leucócitos (Lana, Paulino et al., 

2006) e à diminuição da suscetibilidade as doenças (Dos Santos Cunha, Giampietro et al., 

2004). Ferry et al. (1993) verificaram um aumento no percentual de linfócitos TCD4+ em 

animais treinados quando comparados aos seus pares sedentários (Ferry, Rieu et al., 1993). 

Bacurau et al. (2000) observaram aumento da função linfocitária e da atividade fagocítica de 

macrófagos em animais treinados e inoculados com o tumor de Walker-256 (Bacurau, R. F., 

Belmonte, M. A. et al., 2000). Nascimento et al. (2004) verificaram em ratos treinados após 

seis semanas de natação, um aumento na taxa de fagocitose de macrófagos (Nascimento, 

Cavalcante et al., 2004). Levada-Pires et al. (2007) encontraram aumento da fagocitose e da 

produção de metabólitos reativos de oxigênio dos neutrófilos em ratos após 11 semanas de 

treinamento físico moderado (Levada-Pires, Lambertucci et al., 2007). 

 Vários estudos indicam o efeito positivo do treinamento físico quando o sistema 

imunológico é desafiado (Neiman, Haapaniemi et al., 2000). Por exemplo, Nascimento et al. 

(2004) verificaram que a leucopenia em resposta a um estresse agudo foi atenuada em ratos 

treinados. Leandro et al. (2006) verificaram a atenuação da diminuição do percentual de 

linfócitos de órgãos linfóides em resposta à contenção aguda em ratos treinados (60 minutos 

p/dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas) (Leandro, Martins De Lima et al., 2006). Então, o 

treinamento físico de intensidade moderada parece promover adaptações fisiológicas e 

imunológicas, induzindo mecanismos adaptativos sobre as células de defesa (Bacurau, R.F., 

Belmonte, M.A. et al., 2000) que repercutem de forma positiva no organismo. Com isso, os 

efeitos do treinamento físico sobre o sistema imunológico do animal desnutrido é uma 

questão de interesse. 
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Diante de tais evidências, a desnutrição no período crítico do desenvolvimento pode 

ser um agente estressor indutor de alterações tardias na resposta imunológica promovendo um 

déficit da função imunológica e o treinamento físico parece ter um papel modulador 

importante neste sistema. Assim, questionamos acerca da possível reversão dos efeitos da 

desnutrição fetal e neonatal em alguns aspectos da resposta imunológica em ratos adultos 

endotoxêmicos submetidos ao treinamento físico de intensidade moderada. 
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3. MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizadas 20 ratas albinas primíparas da linhagem Wistar, com peso corporal 

compreendido entre 180 g e 220 g e seus filhotes machos provenientes da colônia do 

Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram 

mantidos em biotério de experimentação com temperatura de 22°C ± 2, ciclo claro-escuro de 

12/12 horas (luzes das 06 às 18 h) e alojados em gaiolas de polipropileno com dimensão de 

46x31x21 cm (CxLxA) com livre acesso a água e ração (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1: Acondicionamento dos animais em biotério sob condições padrões de temperatura, 

luminosidade e alimentação. 

 

As ratas ainda virgens foram acasaladas (2 ratas para 1 macho). A gravidez foi 

confirmada pela presença de espermatozóide visualizado através de lâmina histológica 

montada contendo esfregaço vaginal. A seguir, as ratas foram divididas em dois grupos de 

acordo com a dieta fornecida: controle (C, n=10, caseína a 17%) e desnutridas (D, n=10, 

caseína a 8%). Na lactação, as ratas permaneceram recebendo dieta experimental e a ninhada 

foi ajustada para 6 filhotes. No desmame (25 dias de idade) somente os filhotes machos (Cf, 

n=24 e Df, n=24) permaneceram no experimento e receberam dieta equilibrada ( 74,5% de 

carboidratos, 23% de proteínas e 2,5% de lipídeos), enquanto que as fêmeas (mães e filhotes) 

foram sacrificadas por inalação de CO2. Aos 60 dias de idade, os grupos foram subdivididos 

de acordo com o protocolo de treinamento físico moderado: controle (Cf, n=12), controle + 
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treinamento (Tf, n=12), desnutrido (Df, n=12) e desnutrido + treinamento (DTf, n=12). Após o 

protocolo de treinamento físico, os grupos foram subdivididos de acordo com a administração 

de lipopolissacerídeo (LPS, Sigma-Aldrich, SP, Brasil, 1mL/1Kg) ou solução salina: controle 

(Cf, n=6), controle + LPS (LPSf, n=6), controle + treinamento (Tf, n=6), controle + 

treinamento + LPS (T+LPSf, n=6), desnutrido (Df, n=6), desnutrido + LPS (D+LPSf, n=6)  e 

desnutrido + treinamento (DTf, n=6), desnutrido + treinamento + LPS (DT+LPSf, n=6). Após 

24 horas da administração de LPS, os animais foram sacrificados por exsanguinação (Figura 

2).   

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFPE, 

sobprotocolo número: 23076.000904/2009-01 (Anexo A) e seguiu as normas sugeridas pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) de acordo com a lei 9.605/98. 

 

 

Figura 2: Desenho experimental representando a formação dos diferentes grupos (controle e 
desnutrido) quanto à manipulação da dieta, período de treinamento físico, administração de LPS e do 
sacrifício. 
 

 

3.2 Manipulação da dieta durante a gestação e lactação 

 

Durante a gestação e lactação, as ratas do grupo C receberam dieta a base de caseína 

a 17% enquanto o grupo D recebeu dieta hipoprotéica com 8% de proteína (tabela 1) (Reeves, 

Nielsen et al., 1993). Após o desmame, os filhotes receberam dieta padrão de biotério Labina 

(tabela 2).  

 

    GestaçãoGestaçãoGestaçãoGestação        LactaçãoLactaçãoLactaçãoLactação    60 dias60 dias60 dias60 dias    

 
Grupo Desnutrido 

25 dias25 dias25 dias25 dias    

Dieta padrão de biotério (LABINA) 

111117171717    diasdiasdiasdias    111118181818    diasdiasdiasdias    

Treinamento Físico 

111116161616    diasdiasdiasdias    

 
Grupo Controle 

LPS 

Eutanásia 
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Tabela 1: Composição de dieta experimental isocalórica com diferentes teores de proteína.      

       Ingredientes 
Quantidade* 

          8 %            17% 

Caseína 94,12 g 200,00 g 

Mix Vitamínico** 10,00 g 10,00 g 

Mix Mineral*** 35,00 g 35,00 g 

Celulose 50,00 g 50,00 g 

Bitartarato de Colina 2,50 g 2,50 g 

DL-Metionina 3,00 g 3,00 g 

Óleo de Soja 70,0 ml 70,0 ml 

Amido de Milho 503,40g 503,40 g 

Amido Dextrinizado 132,00 g 132,00 g 

Sacarose 100,00 g 100,00 g 

THBT (antioxidante 

de gordura) 

 

0,014 g 0,014 g 

*Quantidade para 1 kg de dieta. 
Fonte: REEVES, 1993. 
***Conteúdo da mistura de Vitaminas (mg/kg de dieta): retinol, 12; colecalciferol, 0.125; 
tiamina, 40; riboflavina, 30; ácido pantotênico, 140; piridoxina, 20; inositol, 300; 
cianocobalamina, 0.1; menadiona, 80; ácido nicotínico, 200; colina, 2720; ácido fólico, 10; p-
ácido aminobenzóico, 100; biotina, 0.6. 
** Conteúdo da mistura mineral (mg/kg de dieta): CaHPO4, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO, 
420; MgSO4, 2000; Fe2O2, 120; FeSO4·7H2O, 200; elementos traços, 400 (MnSO4·H2O, 98; 
CuSO4·5H2O, 20; ZnSO4·7H2O, 80; CoSO4·7H2O, 0.16; KI, 0.32; amido suficiente par 40 g [per kg 
of diet]). 
 

 

Tabela 2: Composição da dieta LABINA (Purina Brasil) utilizada após o desmame 

Ingredientes* Quantidade (g) Calorias (Kcal) 

Proteína 23,0   92,0 

Carboidratos 74,5 288,0 

Gordura   2,5  22,5 

Total         100,0               402,5 

*Composição básica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha 
de carne, farelo de arroz cru, carbonato de cálcio, fosfato de 
bicálcico, sal, pré-mix. 
Fonte: Purina Brasil. 
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3.3 Protocolo de Treinamento Físico  

 

A partir de 60 dias de idade, os animais treinados foram submetidos a um programa de 

treinamento físico moderado em esteira motorizada (EP-131®, Insight Equipamentos Ltda, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil). Utilizou-se o protocolo experimental de treinamento físico 

moderado durante 8 semanas, 5 dias/semana, 60 minutos/dia a 70% do VO2max  de acordo 

com o protocolo de Leandro et al. (2007) (Leandro, Levada et al., 2007) [Quadro1]. O grupo 

não treinado permaneceu nas gaiolas.  

De acordo com o protocolo utilizado, a intensidade começa baixa e aumenta 

progressivamente a cada semana até atingir 70% de VO2max, sendo mantida até o fim do 

programa de treinamento. Para isso manipulamos a velocidade, a inclinação da esteira e o 

tempo de exercício. A primeira semana de treinamento é dedicada somente à adaptação dos 

animais. A esteira funciona em baixa velocidade, 20 minutos/dia. A partir da segunda semana, 

o exercício assume duração de 60 minutos, sendo dividido em quatro fases: aquecimento 

(5min), intermediário (20min) que pode ser subdividida em duas etapas de 10 minutos com 

velocidades diferentes, treino (30min) e desaceleração (5min). Somente na fase de treino é 

atingido 70% de VO2max. 

 

 

Quadro1: Descrição do protocolo de treinamento físico de acordo com a velocidade, 

inclinação e duração de cada sessão das oito semanas de treinamento. 

 

Semanas Velocidade (km/h) Inclinação (º) Duração (min) 

1ª Semana 
(Adaptação) 

0,3 0 5 
0,4 0 5 
0,5 0 5 
0,3 0 5 

2ª Semana 0,4 0 5 
0,5 0 20 
0,6 0 30 
0,4 0 5 

3ª Semana 0,5 0 5 
0,6 0 10 
0,8 0 10 
0,9 0 30 
0,5 0 5 
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4ª Semana 0,5 0 5 
0,8 0 10 
0,9 0 10 
1,1 0 30 
0,5 0 5 

5ª Semana 0,5 5 5 
0,8 5 10 
0,9 5 10 
1,1 5 30 
0,5 0 5 

6ª Semana 0,5 10 5 
0,8 10 10 
0,9 10 10 
1,1 10 30 
0,5 0 5 

7ª Semana 0,5 10 5 
 0,8 10 10 
 0,9 10 10 
 1,1 10 30 
 0,5 0 5 

8ª Semana 0,5 10 5 
 0,8 10 10 
 0,9 10 10 
 1,1 10 30 
 0,5 0 5 

Fonte: LEANDRO et al., 2007. 
 

 

3.4 Indicadores somáticos 

 

Os animais entre 21 a 63 dias de vida foram semanalmente medidos o peso corporal 

através de balança eletrônica digital (Marte, modelo S-1000, capacidade de 1kg e 

sensibilidade de 0,1g) (Figura 3) e o comprimento do eixo longitudinal do animal (ânus ao 

focinho) (Silva, Marinho et al., 2005) (Figura 4) . A partir dos dados de peso (g) e 

comprimento (cm) calculou-se e o Índice de Massa Corporal (IMC) (Giugliano, Brevetti et 

al., 2009) (Figura 5). Durante o período de treinamento físico continuou o registro do peso 

corporal dos animais semanalmente.  
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3.5 Administração de Lipopolissacarídeo (LPS) 

 

Finalizado o período de treinamento, os animais foram novamente divididos de 

acordo com administração ou não de Lipopolissacarídeo (LPS, Sigma-Aldrich, SP, Brasil). O 

 

 

Figura 3: Ilustração da pesagem do animal 

 

 

  Figura 4: Ilustração do comprimento do eixo longitudinal do animal 

 

 

  Figura 5: Cálculo do Índice de Massa Corporal do animal 
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LPS foi administrado por meio de injeção intra-peritoneal na dosagem de 1mL/1Kg. Os 

animais que não tratados com LPS receberam solução salina (0,9% de NaCl) na mesma 

dosagem.  

Em seguida os animais foram anestesiados (uretana 12,5 mg, cloralose 0,5 mg, 

1mL/100g de peso corporal do animal) e submetidos à eutanásia para a retirada dos tecidos 

(figura 2). 

 

 

3.6 Retirada dos Tecidos 

 

3.6.1 Contagem diferencial de leucócitos do sangue 

 

Cerca de 5 mL de sangue foi coletado através de punção cardíaca. Para isso foram 

utilizados seringas e tubos heparinizados (etilenodiaminotetracético – EDTA). Destes, uma 

alíquota foi utilizada para contagem diferencial de leucócitos e o restante foi centrifugado (10 

min, 231 g, 4ºC) para obtenção do plasma e congelados em tubos eppendorf (a -80º C) para 

posterior análise bioquímica. 

Para contagem diferencial de leucócitos foi utilizada a técnica do esfregaço 

sanguíneo. Para fixação e coloração do esfregaço foi utilizado o kit Panótico Rápido LB 

(Laborclin Ltda.São Paulo, Brasil). Depois de seca, a lâmina foi examinada ao microscópio 

óptico (Olympus optical BX41TF, Japão Co Ltda) com objetiva de 100x sob imersão. Os 

diferentes tipos de leucócitos foram quantificados em um contador eletrônico de células 

sangüíneas (Kacil, mod. CC502). Foram contados os granulócitos, linfócitos e monócitos 

sanguíneos, adotando as seguintes caracteristicas morfológicas: 

• Granulócitos ou segmentados: incluiu  neutrófilos e eosinófilos. Apresentam-se 

esfericamente com núcleo formado por dois a cinco lóbulos interligados (Figura 6 e 

7).  

• Linfócitos: tamanho pequeno (menores que os monócitos), citoplasma escasso ou não 

visível, núcleo arredondado contendo cromatina espessa (Figura 8). 

• Monócitos: núcleo ovóide, em forma de rim ou ferradura, de tonalidade mais clara que 

os linfócitos e citoplasma basófilo e contém grânulos  azurófilos que garante o tom 

acinzentado do citoplasma (Figura 9).  
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Figuras disponíveis em: http://www.scribd.com/doc/15723727/Imagens-Histologia-Basica-2, acessado 
em 22/11/09, às 18:09h. 

 

 

3.6.2 Baço 

   

3.6.2.1 Extração do baço 

 

O baço foi extraído cuidadosamente utilizando tesoura e pinça cirúrgicas (Figura 

10A). Após a extração, o baço foi colado em retalho de papel filtro e imerso em Formalina a 

10% tamponada em solução tampão de fosfato de sódio (PBS a 0,01M e pH 7,2) por 10 min 

(Figura 10B).  

 

Figura 6: Três neutrófilos e vários eritrócitos. 
Cada neutrófilo com um núcleo com diversos 
lóbulos. Coloração pelo Giensa. 

 

 

Figura 7: Fotomicrografia de um eosinófilo. 
Núcleo bilobulado, granulos citoplasmaticos. 
Coloração pelo Giensa. 

 

 

Figura 8: Dois linfócitos. Núcleo arredondado 
e citoplasma sem granulos especifícos. 
Coloração pelo Giensa. 

 

Figura 9: Fotomicrografia de um Monócito. 
Núcleo em forma de rim. Coloração pelo 
Giensa. 
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Em seguida, o baço foi lavado utilizando solução salina (0,9% de NaCl) e feito corte 

único transversalmente próximo ao hilo (Figura 11A). Posteriormente, as duas metades do 

baço foram colocadas em recipiente fechado contendo Formalina a 10% tamponada em PBS 

por até 48 horas antes da rotina histológica. Uma das metades do baço foi seccionada ao meio 

(Figura 11B) e um dos fragmentos de tamanho igual entre os grupos foi utilizado para 

processo histológico (desidratação em bateria crescente de alcoóis: 70º, 80º, 90º e 100º, 

diafanização em xilol, imersão e inclusão em parafina) (Veiga, Melo-Júnior et al., 2007). O 

bloco de parafina foi seccionado em micrótomo horizontal (4µm) [Yamato Koki, Japan] e 

montado uma preparação histológica, corada com Hematoxilina-Eosina. Com as preparações 

histológicas do baço foi realizado contagem de folículo linfóide esplênico e análise 

morfométrica desses folículos e da zona marginal do baço. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 
Figura 10: Procedimento de extração do baço. A – Localização e remoção do baço. B – Imersão 
do baço em Formalina a 10% tamponada em solução tampão de fosfato de sódio. 

 A   B 

           

 

  
 
 
Figura z: Representação dos cortes no baço. A - Corte transversal próximo ao hilo dividindo o baço 
em duas metades. B – Corte longitudinal dividindo a metade do baço ao meio. 

 A  B 
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Para análise morfométrica foram obtidas imagens digitalizadas das preparações 

histológicas do baço utilizando-se uma microcâmera Motic® acoplada ao microscópio óptico 

(Olympus optical BX41TF, Japão Co Ltda) com aumento de 400x. As imagens foram 

analisadas pelo programa de morfometria ImageJ 1.37v® unidade pixels (Figura 12). 

Primeiro foi identificada a zona marginal que corresponde a um anel formado por uma trama 

de células entre a polpa vermelha e a polpa branca, cercando o folículo de células B (região 

mais escura de células que internamente pode ou não ser visualizado um centro germinativo) 

(Figura 13). Após a identificação foi mensurado através do programa ImageJ 1.37v® o limite 

externo e interno da zona marginal, a diferença dessas duas medidas resultou na área ocupada 

pela zona marginal (Figura 14 e 15). Considerou-se a área interna da zona marginal como o 

tamanho do folículo linfóide esplênico (Figura 15). 

 

 

 

Figura 12: Ilustração do programa de morfometria utilizado, ImageJ 1.37v®. 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Ilustração topográfica do baço em polpa vermelha, zona marginal e polpa branca 
representada pelo folículo linfóide (área folicular de células B e Centro germinativo).  

Centro Germinativo 

Área folicular de células B 
Zona Marginal 

Polpa Vermelha 
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Figura 14: Ilustração do limite externo da zona marginal mensurada pelo programa ImageJ 1.37v®. 
 
 
 
 

 

 

Figura 15: Ilustração do limite interno da zona marginal mensurado pelo programa ImageJ 1.37v®. 
 

 Para a contagem de folículos esplênicos foi determinada em cada lâmina histológica 

uma extensão de 1,5 cm para análise, partindo da superfície de corte próximo ao hilo para a 

periferia do baço. A contagem foi realizada através de microscópio óptico (Olympus optical 

BX41TF, Japão Co Ltda) com aumento de 100x e contador manual. 

 

 

3.7 Análise estatística 

 

Os valores foram expressos em média e erro padrão da média (EPM). Para avaliação 

do Peso, Comprimento e o IMC foram utilizados o teste ANOVA two-way, seguido do teste 
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de Bonferroni. Para a comparação entre os grupos com relação à análise de parâmetros 

morfológicos, número de folículos e porcentagem de leucócitos no sangue foram utilizados o 

teste ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey de comparações múltiplas. O nível de 

significância foi mantido em 5%. Toda a análise estatística foi realizada utilizando o 

programa GraphPad Prism 4.0 para Windows. 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito do treinamento físico moderado sobre a 

morfometria do baço de ratos adultos endotoxêmicos submetidos à desnutrição perinatal. 

Ratos machos Wistar foram divididos em 2 grupos experimentais de acordo com a dieta 

fornecida às mães: controle (caseína a 17%, n=24) e desnutridos (caseína a 8%, n=24). Após o 

desmame, os animais passaram a receber dieta equilibrada. Aos 60 dias de idade, os grupos 

foram subdivididos com relação ao treinamento físico moderado: controle (C, n=12), 

treinamento físico (T, n=12), desnutrido (D, n=12) e desnutrido + treinamento físico (DT, 

n=12). O protocolo de treinamento foi realizado em esteira ergométrica durante 8 semanas (5 

dias/sem, 60 min/dia a 70% do VO2max ).  Após 24h do final do protocolo de treinamento, 

metade dos animais de cada grupo recebeu injeção intra-peritoneal de Lipopolissacarídeo 

(LPS), enquanto seus pares receberam injeção de solução salina. Foram registradas as 

mudanças dos indicadores somáticos, do percentual de leucócitos no sangue, do número e 

tamanho dos folículos linfóides e do tamanho da zona marginal esplênica. A contagem 

diferencial de leucócitos circulantes foi realizada através de esfregaço sanguíneo corada com 

o kit panótico rápido, a contagem e a morfometria dos folículos esplênicos e da zona marginal 

foram estudadas por microscopia óptica. Na contagem diferencial de células do sangue não 

houve diferença com relação à desnutrição perinatal e ao treinamento físico moderado. Os 

animais desnutrido apresentaram menor número de folículos linfóides em relação ao grupo C. 

O treinamento físico induziu aumento do número de folículos no grupo desnutrido. O grupo 

D+LPS apresentou menor percentual de aumento da área folicular comparado ao grupo 

C+LPS. Os animais treinados apresentam aumento da área folicular e da zona marginal em 

menor proporção quando comparado aos seus controles não treinados. O treinamento 

favoreceu a capacidade de defesa do organismo por aumentar o número de folículos e por 

atenuar a intensidade da resposta orgânica aguda à situação de infecção, induzindo na resposta 

imune um mecanismo conhecido como tolerância cruzada. 

 

Palavras Chaves: desnutrição protéica, folículo linfóide, LPS  

 

 

Introdução 

 A falta ou deficiência de nutrientes está associada a uma maior predisposição a 

doenças infecciosas e a morte precoce em populações de baixa-renda (Moore, Cole et al., 

1999; Van De Poel, Hosseinpoor et al., 2008). De fato, a desnutrição tem sido considerada 
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como fator causal no aumento da susceptibilidade a infecções em sujeitos normais ou 

pacientes hospitalizados (Huang, 2001). Recentemente, alguns estudos têm demonstrado que 

a ineficiência da resposta imunológica em adultos pode também estar associada à desnutrição 

ocorrida nas fases de gestação e lactação, chamadas de períodos críticos do desenvolvimento 

(West, 2002). Este fenômeno biológico é chamado de programação onde estímulos 

ambientais ocorridos durante as fases de desenvolvimento do organismo alteram estruturas e 

funções de tecidos com repercussões na vida adulta  (Lucas, 1991). 

Em humanos, a desnutrição neonatal está associada a uma menor produção de 

linfócitos T no timo, déficit da resposta celular e humoral e menor resposta de anticorpo às 

vacinas específicas (Mcdade, Beck et al., 2001; Prentice e Moore, 2005; Moore, Collinson et 

al., 2006). Em ratos gravemente desnutridos (4% de proteínas) e infectados com LPS, ocorreu 

uma diminuição na população de leucócitos do sangue e uma menor ativação de macrófagos 

peritoneais como também redução da quantidade de macrófagos na medula óssea e no baço 

(Fock, Vinolo et al., 2007). É provável que a deficiência de um nutriente específico (como, 

poteína) da dieta no período crítico do desenvolvimento influencie a capacidade de defesa do 

organismo, possivelmente por alterar o desenvolvimento dos componentes do sistema imune, 

principalmente os órgãos linfóides secundários, como o baço. 

O baço é o maior órgão linfóide secundário do corpo e o único interposto na 

circulação sangüínea. Possui uma rede de folículos linfóides por onde circulam os linfócitos 

B, TCD4+ e TCD8+, e células apresentadoras de antígeno (Torres, 2000; Altamura, 

Caradonna et al., 2001). Em torno dos folículos linfóides encontra-se a zona marginal, 

considerada uma estrutura única não encontrada em outros órgãos linfóides e com importante 

papel na resposta imune primária por ser o principal local de apresentação de antígenos aos 

linfócitos, com posterior formação de plasmócitos e linfócitos T efetores (Cesta, 2006).  

A resposta imunológica é estereotipada e envolve a participação dos sistemas 

nervoso e endócrino por meio da ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) e do 

sistema nervoso autônomo, resultando na liberação de hormônios com papel modulador sobre 

os órgãos linfóides e sobre as células imunes (Besedovsky, Del Rey et al., 1985; Leandro, 

Martins De Lima et al., 2006). O exercício físico (EF) é um modelo de estresse, ativa o eixo 

HPA e o sistema nervoso simpático, exercendo assim efeitos moduladores sobre as células 

imunocompetentes (Leandro, De Lima et al., 2007). Diferentes tipos e cargas de EF podem 

provocar alterações distintas nos parâmetros imunes (Keast, Cameron et al., 1988). Estudos 

mostram que o EF moderado (<60% do VO2máx) melhora os mecanismos de defesa, 
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principalmente quando praticado regulamente ao longo de um período, treinamento físico 

(Leandro, Martins De Lima et al., 2006).  

Diante do exposto, o presente estudo irá testar duas hipóteses: (1) a desnutrição 

perinatal diminui o número e tamanho de estruturas linfóides do baço de animais adultos e 

endotoxêmicos; e (2) o treinamento físico moderado reverte os efeitos da desnutrição 

perinatal sobre as estruturas avaliadas. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar os 

efeitos do treinamento físico moderado na morfometria do baço de ratos adultos 

endotoxêmicos e que foram submetidos à desnutrição perinatal.  

 

 

Métodos 

Animais e dieta 

Ratos machos Wistar provenientes da colônia do Departamento de Nutrição da 

Universidade Federal de Pernambuco e mantidos em biotério de experimentação com 

temperatura de 22°C ± 2, ciclo claro-escuro de 12/12 horas com livre acesso a água e ração. 

Os ratos foram divididos em 2 grupos experimentais de acordo com a dieta fornecida às mães 

durante a gestação e lactação: controle (caseína a 17%, n=24) e desnutridos (caseína a 8%, 

n=24) (Tabela 1). Após o desmame, os animais passaram a receber dieta equilibrada (Labina) 

(Tabela 2). Aos 60 dias de idade, os grupos foram subdivididos com relação ao treinamento 

físico moderado: controle (C n=12), controle + treinamento físico (T n=12), desnutrido (D, 

n=12) e desnutrido + treinamento físico (DT, n=12). O protocolo de treinamento foi realizado 

em esteira ergométrica durante 8 semanas (5 dias/sem, 60 min/dia a 70% do VO2max ). Após 

24h do final do protocolo de treinamento, metade dos animais de cada grupo recebeu injeção 

intra-peritoneal de Lipopolissacarídeo (LPS, Sigma-Aldrich, SP, Brasil, 1 ml/Kg). Os demais 

ratos receberam injeção de solução salina (0,9% de NaCl, 1 ml/Kg), formando os seguintes 

grupos com 6 componentes cada: Controle (C), Controle+LPS (C+LPS), Desnutrido (D), 

Desnutrido+LPS (D+LPS), Treinado (T), Desnutrido Treinado (DT), Desnutrido 

Treinado+LPS (DT+LPS). Após 24horas da administração de LPS, os animais foram 

sacrificados por exsanguinação. Foram registradas as mudanças dos indicadores somáticos, do 

percentual de leucócitos no sangue, do número e de tamanho dos folículos esplênicos e do 

tamanho da zona marginal. O experimento foi aprovado pelo comitê de ética em 

Experimentação Animal da UFPE, protocolo número: 23076.000904/2009-01. 
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Protocolo de Treinamento 

O protocolo de treinamento físico consistiu em corrida em tapete ergométrico (Esteira 

Motorizada EP-131®, Insight Equipamentos Ltda, Ribeirão Preto, SP, Brasil), durante 8 

semanas, 5 dias/semana, 60 minutos/dia a 70% do VO2max  de acordo com o protocolo de 

Leandro et al. (2007) (Leandro, Levada et al., 2007).  

 

Indicadores somáticos 

O peso corporal e o comprimento naso-anal dos animais entre 21 a 60 dias foram 

semanalmente acompanhados. O peso corporal foi avaliado em balança eletrônica digital 

(Marte, modelo S-1000, capacidade de 1kg e sensibilidade de 0,1g). A partir dos dados de 

peso (g) e comprimento (cm) calculou-se e o Índice de Massa Corporal (IMC). Durante o 

período de treinamento físico, o peso corporal dos animais foi registrado semanalmente.  

 

Extração dos tecidos 

Aos 118 dias de idade, os animais foram anestesiados via intraperitoneal (uretana 12,5 

mg, cloralose 0,5 mg, 1mL/100g de peso corporal do animal). Foi realizada punção cardíaca e 

uma alíquota de 10 µL foi utilizada para contagem diferencial de leucócitos do sangue através 

da técnica de esfregaço sanguíneo. Após a fixação e coloração do esfregaço (Kit Panótico 

Rápido LB – Laborclin Ltda.São Paulo, Brasil), os diferentes tipos de leucócitos foram 

quantificados com auxilio de microscópio óptico, objetiva de 100x sob imersão (Olympus 

optical BX41TF, Japão Co Ltda) e contador eletrônico de células sangüíneas (Kacil, mod. 

CC502).  

A seguir, o baço foi extraído cuidadosamente. Após a extração, foi feito corte único 

transversal próximo ao hilo. Posteriormente, as duas metades do baço foram recolocadas em 

Formalina a 10% tamponada em PBS por até 48 horas antes da rotina histológica.  Uma das 

metades do baço foi seccionada ao meio e um dos fragmentos de tamanho igual entre os 

grupos foi utilizado para processo histológico. 

 

Contagem de Folículos linfóides do baço 

Para avaliar o número de folículos foram utilizadas preparações histológicas coradas 

pela hematoxilina e eosina (HE).  Em cada preparação foi determinada uma extensão de 1,5 

cm para análise, partindo da superfície de corte próximo ao hilo para a periferia do baço. A 

contagem dos folículos foi feita através de microscópico óptico (Olympus optical BX41TF, 

Japão Co Ltda) com aumento de 100x e contador manual. 
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Tamanho da zona marginal e do folículo linfóide do baço 

Para as análises morfométricas foram obtidas imagens digitalizadas das preparações 

histológicas do baço utilizando-se uma microcâmera Motic® acoplada ao microscópio óptico 

(Olympus optical BX41TF, Japão Co Ltda) com aumento de 400x. As imagens foram 

analisadas pelo programa de morfometria ImageJ 1.37v® unidade pixels. Mensurou-se o 

limite externo e interno da zona marginal, sendo a diferença entre essas duas medidas 

determinante da área ocupada pela zona marginal. Definiu-se o limite interno da zona 

marginal para medida da área do folículo linfóide esplênico. 

 

Análise Estatística 

Os valores foram expressos em média e erro padrão da média (EPM). Para avaliação do 

peso, comprimento e o IMC foram utilizados o teste ANOVA two-way, seguido do teste de 

Bonferroni. Para a comparação entre os grupos com relação ao número e tamanho de 

folículos, tamanho da área da zona marginal e contagem de leucócitos do sangue foram 

utilizados o teste ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey de comparações múltiplas 

com nível de significância mantido em 5%.  

 

 

Resultados 

Características dos filhotes 

Nas avaliações de peso corporal, comprimento naso-anal e IMC realizadas nas idades de 

21 a 63 dias de vida, os animais do grupo desnutrido apresentaram valores menores nos 

parâmetros avaliados em relação ao grupo controle (Figura 1A, B e C).  

 

 

Durante o período de treinamento físico, o grupo desnutrido manteve menor peso 

corporal em relação ao grupo desnutrido treinado (Figura 2).  

 

 

Células do sangue 

Em relação à contagem diferencial de células do sangue, não houve diferença quanto à 

desnutrição precoce e ao treinamento físico quando os grupos experimentais foram 

comparados aos seus respectivos controles (Figura 3 A, B, C). Por outro lado, em resposta ao 

estímulo com LPS, todos os grupos experimentais apresentaram neutrofilia e linfopenia. Entre 
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os endotoxêmicos, o grupo desnutrido apresentou maior percentual de aumento de neutrófilos, 

contudo, o grupo desnutrido treinado apresentou um menor percentual de neutrofilia 

(C+LPS= 237,5%, D+LPS= 382,6%, T+LPS= 114,6%, DT+LPS= 84,5%) (Figura 3A). Da 

mesma forma, os grupos desnutrido e desnutrido treinado apresentaram uma menor queda no 

número de linfócitos (C+LPS= –42,0%, D+LPS= –39,6%, T+LPS= –42,9%, DT+LPS= –

28,32%) (Figura 3B). Todos os grupos apresentaram um aumento na contagem de monócitos, 

exceto o grupo desnutrido que houve uma queda (C+LPS= 107,4%, D+LPS= –20,3%, 

T+LPS= 57,9%, DT+LPS= 140,6%) (Figura 3C). 

  

Número de Folículos linfóides do Baço 

Na contagem do número de folículos linfóides esplênicos, os animais do grupo 

desnutrido apresentaram um menor número quando comparados ao seu controle. Já o grupo 

treinado apresentou aumento do número de folículos em relação ao grupo controle (Figura 4). 

 Em resposta ao estímulo com LPS, houve aumento do número de folículos em todos os 

grupos quando comparado ao seu controle. O grupo desnutrido apresentou um maior 

incremento no número de folículos (47,4%) quando comparado aos demais grupos (Figura 4). 

Também houve aumento do número de folículos no grupo desnutrido treinado com LPS em 

relação ao grupo desnutrido com LPS e quanto ao grupo desnutrido treinado e, no grupo 

desnutrido treinado em relação ao grupo desnutrido (Figura 4).  

O treinamento físico em animais adultos endotoxêmicos desnutridos atenuou o 

percentual de aumento do número de folículos quando comparado ao seu controle não 

treinado (D+LPS= 47,4% e DT+LPS= 23,2%) (Figura 4). 

 

Tamanho dos Folículos linfóides do Baço 

 Na análise morfométrica dos folículos linfóides, os grupos desnutrido e treinado 

apresentaram maior área folicular quando comparados ao grupo controle (C=8911±232, 

D=11534±454 e T= 13079±795 p<0,05) (Figura 5). Em resposta ao estímulo de LPS, o grupo 

desnutrido apresentou aumento da área dos folículos em menor proporção que o grupo 

controle (C+LPS= 56,1% e D+LPS = 13,7%) (Figura 5). Por outro lado, ainda em resposta ao 

estímulo de LPS, o grupo desnutrido treinado apresentou aumento da área folicular em maior 

proporção quando comparado ao seu controle (T+LPS= 6,9% e DT+LPS= 8,4%) (Figura 5).  

 Os animais treinados apresentaram aumento da área folicular em resposta ao LPS em 

menor proporção quando comparados aos seus controles (C+LPS= 56,1%, T+LPS= 6,9%, 

D+LPS= 13,7% e DT+LPS= 8,4%) (Figura 5). 
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Tamanho da zona marginal esplênica 

Na análise morfométrica do baço, os animais do grupo desnutrido apresentaram valores 

menores da zona marginal quando comparados aos animais grupo controle (C=12431±731 e 

D=10407±893, p>0,05). Após o estímulo de LPS, os animais do grupo desnutrido 

apresentaram um aumento da área da zona marginal (C+LPS = 29,12% e D+LPS = 47,48%) 

(Figura 6).  

Entre os animais endotoxêmicos, os treinados apresentaram percentual de aumento da 

área da zona marginal inferior aos não treinados (C+LPS= 29,12%, T+LPS= 11,76%, 

D+LPS= 47,48% e DT+LPS= 12,71%) (Figura 6).  

 

 

Discussão 

A manipulação da quantidade de proteínas da dieta durante a gestação e lactação é um 

modelo de desnutrição bem estabelecido e utilizado em estudos sobre programação fetal de 

doenças metabólicas da vida adulta (Barker, 2007; De Moura, Lisboa et al., 2007; Gluckman, 

Seng et al., 2007) . Da mesma forma, vários estudos têm demonstrado que o treinamento 

físico moderado está associado com aumento da aptidão cardiorrespiratória, da taxa 

metabólica (redução do peso corporal), da massa magra e melhora da função imune (Leandro, 

De Lima et al., 2007; Leandro, Levada et al., 2007)   No presente estudo, verificamos as 

repercussões da desnutrição perinatal e do treinamento físico de intensidade moderada em 

alguns aspectos da morfometria do baço de ratos adultos endotoxêmicos por LPS. 

 Os animais desnutridos no início da vida apresentaram déficits em indicadores 

somáticos corroborando com estudos prévios que utilizaram um modelo experimental 

semelhante (Lopes De Souza, Orozco-Solis et al., 2008; Orozco-Solis, Lopes De Souza et al., 

2009). O déficit sobre a evolução ponderal da prole está associado com o baixo estoque de 

nutrientes da mãe e, conseqüentemente a menor transferência de nutrientes para a prole 

repercutindo negativamente no crescimento de órgãos que se encontram em fase de 

crescimento rápido (Barker, 2007). Passos et al. 2000 demonstraram que a restrição protéica 

(8% de proteína) durante a lactação provoca alterações no volume e na composição do leite 

das ratas lactantes com repercussões no ganho de peso da prole (Passos, Ramos et al., 2000). 

Além disso, a desnutrição perinatal parece induzir modificações na expressão de mRNA do 

hormônio do crescimento contribuindo para a diferença nos padrões somáticos da prole na 

vida adulta (De Moura, Lisboa et al., 2007). 
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 A partir dos 60 dias de vida, os animais foram submetidos a treinamento físico 

moderado em esteira ergométrica por 8 semanas. Durante esse período, os animais 

desnutridos treinados apresentaram menor peso corporal em relação aos animais desnutridos 

não treinados. O menor peso corporal do grupo desnutrido treinado ao longo do treinamento 

pode ser atribuído ao processo de perda de massa gorda não compensada pelo ganho de massa 

magra. Um estudo com animais verificou que em resposta ao treinamento físico, há um 

aumento da massa magra e diminuição do estoque de tecido adiposo em animais treinados 

(Silveira, Fiamoncini et al., 2008). Apesar de não avaliarmos o percentual de massa magra e 

gorda, esse efeito pode explicar a diferença ponderal entre os animais.  

 Em animais desnutridos, não houve alteração na contagem diferencial de leucócitos do 

sangue. Landgraf et al (2007)  observaram uma redução na contagem total e diferencial de 

leucócitos do sangue em animais jovens (56 e 63 dias de idade) submetidos à desnutrição  na 

gestação (consumo de 50% da dieta dos animais controles) (Landgraf, Tostes Rde et al., 

2007). No presente estudo, avaliamos animais aos 118 dias de vida, época de total maturação 

dos sistemas fisiológicos.  

O treinamento físico moderado, por si só, também não alterou o número relativo das 

células imunes em circulação. Corroborando com estudos que utilizaram protocolo de 

treinamento físico moderado de 8 semanas (Kim, Shin et al., 2003; Leandro, Martins De Lima 

et al., 2006). A dinâmica de leucócitos na circulação está relacionada a liberação de 

hormônios do eixo HPA (Besedovsky, Del Rey et al., 1985). Uma vez que o exercício físico é 

um modelo de estresse, há uma maior concentração de glicocorticóides circulantes alterando o 

número de leucócitos (Besedovsky, Del Rey et al., 1985). Contudo, o treinamento físico 

provoca adaptação desse eixo, reduzindo a sensibilidade da adrenal ao ACTH o que justifica 

os níveis inalterados de glicorticóides, e por conseqüência, a não alteração de leucócitos 

circulantes (Leandro, Martins De Lima et al., 2006). 

A desnutrição perinatal alterou os parâmetros morfométricos do baço de ratos adultos, 

induzindo diminuição do número de folículos linfóides, aumento do tamanho desses folículos 

e uma tendência a diminuir o tamanho da zona marginal. O comprometimento das estruturas 

avaliadas parece ter decorrido do impacto nutricional durante o desenvolvimento do sistema 

imune, tanto pela carência de nutrientes como por desequilíbrio hormonal (como 

glicorticóides), afetando eventos como gênese dos órgãos linfóides e expansão das populações 

de leucócitos (Klasing, 1998; Langley-Evans e Carrington, 2006; Savino, Dardenne et al., 

2007), induzindo déficit na microanatomia esplênica.  
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Em ratos, um estudo verificou redução do número de leucócitos esplênicos tanto em 

valor absoluto como relativo induzida por desnutrição moderada e severa durante a lactação 

(Cortes-Barberena, Gonzalez-Marquez et al., 2008). Em humanos, Rubhana Raqib et al. 

(2007)  reportaram uma baixa reserva de estruturas imunes em crianças com idade 

aproximada de 5 anos nascidas com baixo peso (Rubhana Raqib, 2007). O mecanismo 

subjacente da redução do número de leucócitos pode estar relacionado com: a redução da 

capacidade proliferativa nos órgãos linfóides primários ou ainda pela apoptose aumentada de 

linfócitos (Betancourt, Ortiz et al., 1992; Ortiz, Cortes et al., 2001) afetando posteriormente 

os demais órgãos linfóides. 

Em nosso trabalho o treinamento físico moderado aumentou o número de folículos 

linfóides esplênicos. O que pode significar aumento do número de leucócitos para imunidade 

inata e adaptativa (Medzhitov e Janeway, 1998). Esse resultado mostra-se favorável para os 

animais treinados desnutridos por compensar o déficit do número de folículos. O aumento de 

folículos pode estar relacionado com aumento da atividade proliferativa de células imunes 

estimulada pelo treinamento físico. Em um estudo com ratos treinados (natação, 5dias por 

semana durante 10 semanas) houve um aumento da atividade proliferativa de linfócitos no 

baço (Kwak, 2006). 

Os animais submetidos à desnutrição perinatal apresentaram também folículos com 

tamanhos maiores que os animais do grupo controle, evidenciando o efeito programador da 

desnutrição em alterar a morfologia do baço com possíveis repercussões na função. Schreuder 

et al., (2006) verificaram que a restrição alimentar no início da vida alterou o número e a 

forma dos glomérulos no rim. Os animais submetidos à desnutrição apresentaram redução do 

número, porém com alargamento dos glomérulos, evidenciando um mecanismo 

compensatório sobre a reserva deficitária de néfrons (Schreuder, Nyengaard et al., 2006).   

Para observar alterações na dinâmica de leucócitos do sangue, é preciso estimular o 

sistema imunológico. No presente estudo, induzimos endotoxemia nos animais com 

lipolissacarídeo (LPS), um dos componentes da parede das bactérias gran-negativas (Annane, 

Bellissant et al., 2005). O LPS é considerado um ativador potente do sistema imunológico 

alterando a dinâmica de leucócitos e induzindo reação inflamatória sistêmica (Eder, Vizler et 

al., 2009). Seu poder imunogênico pode ser atribuído a capacidade de ativar 

monócitos/macrófagos a produzirem citocinas inflamatórias incluindo fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) e interleucinas (IL-1 e IL-6) que ativam o eixo HPA para manter a 

homeostase diante do quadro de infecção (Rivier, Chizzonite et al., 1989). No baço, estudos 

anteriores mostraram que a estimulação com LPS provoca ativação intensa de células como 
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macrófagos, células dendríticas e linfócitos (Groeneveld, Erich et al., 1986; Zandvoort e 

Timens, 2002; Aoshi, Zinselmeyer et al., 2008).  

 Em animais endotoxêmicos, a contagem relativa de leucócitos do sangue aponta para 

quadro típico de infecção aguda, com neutrofilia e linfopenia. O aumento súbito de neutrófilos 

pode ser explicado mais especificamente pela elevação dos níveis de agentes quimiotáxicos 

na circulação, liberados pelos mastócitos e basófilos e pela ativação do sistema complemento, 

que atraem neutrófilos na fase aguda do processo inflamatório (Mabbott, 2004). Estudos 

também reportam após o estímulo do LPS uma queda quantitativa de neutrófilos na medula 

óssea, indicando mobilização intensa destes para o sangue, o que contribui para a neutrofilia 

no plasma (Bozza, Castro-Faria-Neto et al., 1994).  

Já a linfopenia também está relacionada aos níveis aumentados de citocinas, como 

também de óxido nítrico e glicocorticóides acelerando a apoptose, desta forma diminuindo o 

número de linfócitos circulantes (Hotchkiss, Coopersmith et al., 2005).  

A reatividade dos leucócitos ao estímulo do LPS é verificada na circulação e no órgão 

linfóide. No baço, o LPS estimulou o aumento do número de folículos. O aumento 

quantitativo de folículos linfóides em resposta ao LPS é compreendido ao considerar seu 

poder imunogênico. Nos animais desnutridos o aumento do número de folículos foi elevado e 

pode estar relacionado com dois fatores: déficit quantitativo de folículos, e, comprometimento 

da função leucocitária, mostrada em pesquisas recentes, porém com células de outros tecidos 

(Ferreira, Galvao et al., 2009). A desnutrição perinatal diminui a capacidade de produção de 

óxido nítrico por macrófagos alveolares de ratos adultos (Ferreira, Galvao et al., 2009). 

Landgraf et al. (2005) encontraram menor poder migratório de leucócitos do sangue em 

animais jovens desnutridos durante a gestação (Landgraf, Martinez et al., 2005).  

O aumento da área folicular foi superior nos animais desnutridos comparado aos 

desnutridos treinados. Isso pode ser atribuído ao efeito estimulador do treinamento em 

melhorar mecanismos imunológicos, e em diminuir fatores inflamatórios, por exemplo, pela 

redução da expressão de receptores β-adrenérgicos (Kizaki, Takemasa et al., 2008). 

Dispensando assim uma maior quantidade de folículos para restabelecer a homeostase. 

Ademais, a reatividade inflamatória elevada pode representar um ponto negativo para o 

organismo por estar relacionada com doenças inflamatórias crônicas (Gleeson, Mcfarlin et al., 

2006). 

 O folículo linfóide foi sensível a desnutrição perinatal, ao LPS e ao treinamento físico, 

reagindo com aumento da área folicular. Nos animais endotoxêmicos, o grupo desnutrido 

apresentou menor percentual de aumento do tamanho folicular quando comparado ao seu 
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controle. Esse resultado pode ter ocorrido devido ao aumento prévio da área folicular 

programada pela desnutrição. Déficit das células imunes em decorrência da desnutrição pode 

ser uma hipótese alternativa. O treinamento de intensidade moderada mostrou estimular as 

células dos animais desnutridos por promover um aumento no percentual da área folicular em 

relação ao grupo treinado com LPS. 

Em conseqüência da desnutrição, houve uma tendência de menor tamanho da zona 

marginal. Por outro lado, este compartimento mostrou aumentar após estimulação com LPS. 

Além da maior atividade leucocitária pelo poder imunogênico do LPS, esse resultado parece 

envolver mecanismos que induzem a permanência das células na zona marginal. Por exemplo, 

a baixa expressão de receptores (S1P1 e S1P3) que regulam a redistribuição das células B da 

zona marginal para zona folicular e, o aumento da interação de moléculas de adesão da zona 

marginal a moléculas de adesão intercelular (I-CAM1) e vascular (V-CAM1) contribuindo 

para retenção das células B (Michalek, Moore et al., 1980; Groeneveld, Erich et al., 1985; 

Mebius e Kraal, 2005; Kesteman, Vansanten et al., 2008). Sugerimos que capacidade de 

proliferação e de migração das células nos tecidos linfóides em resposta ao LPS justifica o 

aumento do número de folículos linfóides e da área dos compartimentos no baço.  

A morfometria do folículo linfóide e da zona marginal mostra acréscimo maior da área 

dessas estruturas em animais endotoxêmicos que foram desnutridos. Isso faz suspeitar que 

esses animais possuam células de defesa com capacidade baixa em combater a endotoxemia 

precisando de um maior reforço, caracterizado aqui pelo acréscimo da área folicular e da zona 

marginal. O menor número e o menor tamanho de aglomerados leucocitários evidenciam 

modificações estruturais no baço podendo repercutir negativamente na função imune. Nossos 

dados, em parte, ajudam a entender a relação da desnutrição com a maior fragilidade do 

sistema imune e conseqüentemente ao aumento da susceptibilidade a doenças. 

O fato do treinamento físico ter induzido um aumento leve no tamanho folicular e na 

zona marginal em resposta ao LPS indica que o treinamento favoreceu a defesa do organismo 

talvez por tornar essas células mais eficientes no combate a endotoxemia precisando de menos 

células e de seus produtos para restabelecer a homeostase; e por responder de forma menos 

intensa ao aumento plasmático de hormônios liberados pelo estresse agudo durante o processo 

infeccioso. 

O treinamento físico moderado leva ativação repetida do eixo HPA, induzindo 

adaptação da própria resposta do eixo à situação de estresse agudo, reduzindo a sensibilidade 

da adrenal ao ACTH (Duclos, Gouarne et al., 2003; Leandro, Martins De Lima et al., 2006). 

Esse fenômeno é conhecido como tolerância cruzada (Leandro, De Lima et al., 2007) onde a 
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aplicação de forma continuada de um estímulo, representada pelo treinamento físico, induz  

menor amplitude das alterações orgânicas em resposta a exposição de um novo estímulo 

estressor, neste caso a infecção. 

  Nossos resultados demonstram que a desnutrição perinatal programa mudanças na 

morfologia do baço e que o treinamento moderado exerce efeito positivo neste contexto, 

induzindo acréscimo do número de folículos linfóides, revertendo assim à seqüela da 

programação nutricional sobre o número de folículos em animais desnutridos, e, por atenuar a 

amplitude da resposta a situação de infecção aguda representada pelo menor aumento da área 

folicular e da zona marginal em animais treinados endotoxêmicos. 
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Tabelas 

Tabela 1: Composição de dieta experimental isocalórica com diferentes teores de proteína.      

 

       Ingredientes 
Quantidade* 

8 % 17% 

Caseína 94,12 g 200,0 g 

Mix Vitamínico** 10,0 g 10,0 g 

Mix Mineral*** 35,0 g 35,0 g 

Celulose 50,0 g 50,0 g 

Bitartarato de 

Colina 2,5 g 2,5 g 

DL-Metionina 3,0 g 3,0 g 

Óleo de Soja 70,0 ml 70,0 ml 

Amido de Milho 503,4g 503,4 g 

Amido 

Dextrinizado 132,0 g 132,0 g 

Sacarose 100,0 g 100,0 g 

THBT (antioxidante 

de gordura) 0,014 g 0,014 g 

*Quantidade para 1 kg de dieta. 
Fonte: REEVES, 1993. 
***Conteúdo da mistura de Vitaminas (mg/kg de dieta): retinol, 12; colecalciferol, 0.125; 
tiamina, 40; riboflavina, 30; ácido pantotênico, 140; piridoxina, 20; inositol, 300; 
cianocobalamina, 0.1; menadiona, 80; ácido nicotínico, 200; colina, 2720; ácido fólico, 10; p-
ácido aminobenzóico, 100; biotina, 0.6. 
** Conteúdo da mistura mineral (mg/kg de dieta): CaHPO4, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO, 
420; MgSO4, 2000; Fe2O2, 120; FeSO4·7H2O, 200; elementos traços, 400 (MnSO4·H2O, 98; 
CuSO4·5H2O, 20; ZnSO4·7H2O, 80; CoSO4·7H2O, 0.16; KI, 0.32; amido suficiente par 40 g [per kg 
of diet]). 
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Tabela 2: Composição da dieta LABINA (Purina Brasil) utilizada após o desmame 

 

Ingredientes* Quantidade (g) Calorias (Kcal) 

Proteína 23,0 92,0 

Carboidratos 74,5 288,0 

Gordura 2,5 22,5 

Total 100,0 402,5 

*Composição básica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha 
de carne, farelo de arroz cru, carbonato de cálcio, fosfato de 
bicálcico, sal, pré-mix. 
Fonte: Purina Brasil. 
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Figura 1 - Efeito da desnutrição perinatal no peso corporal (A), no comprimento naso-anal (B) e no 
IMC (C) dos ratos entre 21 a 63 dias de vida, controle n=34 e desnutrido n=47. Os valores são 
expressos em média ± EPM. ANOVA two-way, seguido do teste de Bonferroni, * p < 0,05. 
 

 

 

 



Resultados – Artigo Original  54 

 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8
225

325

425
C CT

D DT

**
**

*
*

**

Semana

g
ra
m
as

 

Figura 2 - Efeito da desnutrição perinatal no peso corporal dos animais dos diferentes grupos 
experimentais ao longo de 8 semanas de treinamento físico moderado. Grupos: controle (C, n=16), 
desnutrido (D, n=16), treinado (T, n= 12) e desnutrido treinado (DT, n=14). Os valores são expressos 
em média ± EPM. ANOVA two-way, seguido do teste de Bonferroni, * p < 0,05. 
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Figura 3 – Efeitos da desnutrição precoce e do treinamento físico moderado sobre a contagem 
diferencial de leucócitos do sangue de ratos adultos endotoxêmicos. Grupos: Controle (C), Controle 
endotoxêmico (C+LPS), Desnutrido (D), Desnutrido endotoxêmico (D+LPS), Controle Treinado (T), 
Controle Treinado endotoxêmico (T+LPS), Desnutrido Treinado (DT), Desnutrido Treinado 
Endotoxêmico (DT+LPS), n=6 em cada grupo. Acima das barras encontra-se o percentual de aumento 
do número células após a estimulação com LPS. Os valores estão expressos em média ± EPM. 
ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey, * p < 0,05.  
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Figura 4 – Efeitos da desnutrição precoce e do treinamento físico moderado sobre o número de folículos 
linfóides do baço de ratos adultos endotoxêmicos. Grupos: Controle (C), Controle endotoxêmico (C+LPS), 
Desnutrido (D), Desnutrido endotoxêmico (D+LPS), Treinado (T), Treinado endotoxêmico (T+LPS), Desnutrido 
Treinado (DT), Desnutrido Treinado Endotoxêmico (DT+LPS), n=6 em cada grupo. Acima das barras encontra-
se o percentual de aumento do número de folículos linfóides em resposta ao LPS. Os valores estão expressos em 
média ± EPM. ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey, p < 0,05. *versus grupo C,§ versus grupo D, # 
versus grupo D+LPS e + versus grupo DT. 
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Figura 5 – Efeitos da desnutrição precoce e do treinamento físico moderado sobre a área folicular do 
baço de ratos adultos endotoxêmicos. Grupos: Controle (C), Controle endotoxêmico (C+LPS), 
Desnutrido (D), Desnutrido endotoxêmico (D+LPS), Controle Treinado (T), Controle Treinado 
endotoxêmico (T+LPS), Desnutrido Treinado (DT), Desnutrido Treinado Endotoxêmico (DT+LPS), 
n=6 em cada grupo.A morfometria foi calculada em pixel.Acima das barras encontra-se o percentual 
de aumento da área folicular em resposta ao LPS. Os valores estão expressos em média ± EPM. 
ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey, * p < 0,05 versus grupo C.  
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Figura 6 – Efeitos da desnutrição precoce e do treinamento físico moderado sobre a espessura da zona 
marginal do baço de ratos adultos endotoxêmicos. Grupos: Controle (C), Controle endotoxêmico 
(C+LPS), Desnutrido (D), Desnutrido endotoxêmico (D+LPS), Controle Treinado (T), Controle 
Treinado endotoxêmico (T+LPS), Desnutrido Treinado (DT), Desnutrido Treinado Endotoxêmico 
(DT+LPS), n=6 em cada grupo. Acima das barras encontra-se o percentual de aumento da o número 
da zona marginal em resposta ao LPS. Os valores estão expressos em média ± EPM. ANOVA one-
way, seguido do teste de Tukey, * p < 0,05 versus grupo C e § p < 0,05versus grupo D. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A desnutrição durante a gestação e lactação prejudicou o crescimento somático dos 

animais. Também comprometeu características histológicas do baço, induzindo redução do 

tamanho da zona marginal, redução do número de folículo linfóide e ao contrario do esperado 

induziu alargamento folicular. Acredita-se que o comprometimento desses aglomerados 

leucocitários possa significar em déficit da reserva de leucócitos, repercutindo negativamente 

na competência da imunidade inata e adaptativa, aumentando a suscetibilidade a doenças. 

É possível ainda que a desnutrição perinatal possa ter afetado a função leucocitária no 

baço. Esta questão é interessante, contudo não avaliada por esse trabalho, ficando para ser 

estudada em nossas pesquisas futuras.  O comprometimento da função leucocitária provocada 

pela desnutrição no início da vida foi mostrado em pesquisas recentes no pulmão e no 

sangue.  Nossos resultados apontam para o efeito “programador” da desnutrição precoce 

alterando a morfologia do baço. 

O grupo desnutrido apresentou sinais de menor eficiência de combate a endotoxemia, 

respondendo, por exemplo, com o maior percentual de aumento do número de folículos 

linfóides. Este efeito não ocorreu no grupo desnutrido treinado em resposta ao LPS, o que 

pode ser atribuído ao efeito imunoestimulador do treinamento físico moderado melhorando os 

mecanismos da imunidade e compensando o déficit no número de folículos linfóides do baço, 

provocado pela desnutrição. O treinamento físico moderado parece exercer papel protetor 

para o organismo reduzindo a amplitude da resposta imune aguda ao estímulo endotoxêmico, 

verificado pela resposta do tamanho folicular e da zona marginal. 
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ABOUT EXPERIMENTAL PHYSIOLOGY 

Scope and subject areas 
Journal statistics 
Editorial Board 
Contact the Publications Office 

Scope and subject areas 
Experimental Physiology publishes Research Papers which report the results of original 
research in most areas of physiology (see table below). These are normally limited to 6,000 
words including legends and references. Papers should embrace the journal's orientation of 
translation and integration. Specifically, we are keen to receive manuscripts that deal with 
both physiological and pathophysiological questions that investigate gene/protein function 
using molecular, cellular and whole animal approaches. In addition pertinent methodological 
papers are encouraged as are manuscripts that use computational models to further our 
understanding of physiological processes.  

When submitting a manuscript authors should specify one of the subject areas below and 
appropriate Editor(s). 

  Subject area Relevant Editor(s) 
1 Autonomic neuroscience M. Chapleau, S. Kasparov, J. Osborn, J. F. R. Paton,  
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12 Vascular physiology S. Egginton, D. Green, S. Wray 

Further details of Editor's expertise can be found at http://ep.physoc.org/misc/whichedita.pdf . 
Authors are also encouraged to supply the names of up to three referees.  
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The journal also publishes invited reviews dealing with rapidly developing areas of 
physiology or which update understanding of classical fields of physiology. Articles solicited 
by the Editorial Board include:  

1. Hot Topic Reviews which provide an accessible synthesis of current information in 
topical areas of physiology. These are normally limited to 3000 words.  

2. Review Articles which discuss, critically and concisely, current developments of 
interest to physiologists. These are normally limited to about 20 printed pages.  

3. Symposium Reports which report concisely presentations given as part of symposia at 
scientific meetings.  

4. Exchange of Views which present two opposing opinions on a topical subject 
published with commentary and responses from each participating author.  

5. Viewpoints which discuss a selected article within the issue.  
6. Lectures in which the author reports their invited lecture.  
7. Themed Issue papers which can take the form of any of the above paper types 

focusing on the specified 'Theme'.  

Journal statistics 

ISI Web of Knowledge 2007 JCR report 

Two-year Impact Factor 2.910 

Five-year Impact Factor 2.845 

Cited half-life 5.4 

Eigenfactor Article Influence score * 0.969 

* http://www.eigenfactor.org/whyeigenfactor.htm 

Editorial statistics 
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• Supplemental material 
• Use of previously published material 

Research papers 
The usual format for research papers is:  

1. Title page 
2. Abstract 
3. Introduction 
4. Methods 
5. Results 
6. Discussion 
7. References 
8. Acknowledgements 
9. Tables 
10. Figures and legends 

Papers deviating from the usual format can be considered for publication if there are obvious 
and compelling reasons for the variation. Footnotes are not acceptable  

Title page  

Title. The title of the paper should be as informative and interesting as possible, but authors 
may be asked to reduce the length if over 150 characters and spaces. The Editors will not 
accept a series of papers with the same main title, e.g. Studies in . . . Part I, Studies in . . . Part 
II. For abbreviations and symbols that are acceptable in the title see List 1.  

Authors. The author submitting a manuscript must ensure that all authors listed are eligible 
for authorship. The Editorial Board endorses the general principles set out in Guidelines on 
Good Publication Practice produced by the Committee on Publication Ethics (COPE). The 
author submitting a manuscript must ensure that all authors listed are eligible for authorship. 
Each author should take responsibility for a particular section of the study and have 
contributed to writing the paper. Acquisition of funding or the collection of data does not 
alone justify authorship; these contributions to the study should be listed in the 
Acknowledgements.  

Addresses. Authors should provide the minimum address information consistent with clarity 
and should ensure that author affiliations are clearly indicated.  

Additional information. The following information is also required on the title page:  

• a running title not exceeding 70 characters and spaces for page headings;  
• three key words for use in the reviewing process  
• the total number of words in the paper, excluding references and figure legends  
• the name and postal and email addresses for the corresponding author  
• the Subject Area as assigned in the online submission form 

(http://submit.expphysiol.org) for the print and online Table of Contents.  

Abstract  
Each research paper must start with an Abstract not exceeding 5% of the length of the paper. 
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It should consist of a single paragraph, not numbered subsections; text for the Abstract will 
appear in bold. References may not be cited. Since the Abstract may be used by abstracting 
journals, a limit of 250 words is recommended. It must not exceed 5% of the text (excluding 
references and figure legends), with an absolute maximum of one printed page. 

Introduction  
The Introduction should make the background and the object of the research clear, indicate 
the justification for the work and be understandable to the non-specialist. Reference to the 
authors� previous work is desirable only if it has a direct bearing on the subject of the paper; 
an extensive historical review is not appropriate.  

Methods  
Methods are described once only and do not appear in the legends to figures and tables. 
Details should be sufficient to allow the work to be repeated by others. Authors should note 
that to be acceptable for publication, experiments on living vertebrates or Octopus vulgaris 
should conform with the principles of UK legislation.  

Ethical information. Start the Methods section with a paragraph headed Ethical approval. 
This paragraph must contain the following information:  

1. The name of the national or local ethics committee that approved the project and the 
relevant regulations governing all the studies described in the paper.  

2. If experiments were conducted on humans, confirmation that informed consent was 
obtained, preferably in writing, that the studies conformed to the standards set by the 
latest revision of the Declaration of Helsinki, and that the procedures were approved 
by a properly constituted ethics committee, which should be named.  

When describing experimental protocols the following information must be provided:  

1. The numbers of animals studied.  
2. In accord with the earlier section �Ethical standards�, all details concerning 

anaesthesia, including: 
a. Generic name of the agents, with dose and route of administration. 
b. Route and frequency of any supplemental doses. 
c. When neuromuscular blocking agents are used, the criteria used for giving 
supplemental doses. The Results section should give a summary of these doses.  

3. Where relevant, the method of humane killing at the end of the experiment.  
4. In studies of isolated tissues, including cell cultures, details of the methods by which 

these tissues were obtained, including the method of anaesthesia or killing.  

Ethical information must be included for each manuscript. It is not sufficient to refer to 
previous publications for details, unless the paper is one of a series published in the same 
issue. Where appropriate, lists of solutions, chemicals and equipment, and an explanation of 
data handling procedures may be given as separate headed paragraphs. The maker�s name 
should be given for all non-standard chemicals, apparatus and equipment. Materials known by 
a trade name, e.g. Perspex, have the initial letter as a capital. The Latin names as well as the 
common name of non-mammalian species should be given.  

Results  
Quantitative observations are often better presented graphically than in tables. Authors should 
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ensure that their data are treated correctly, taking statistical advice if necessary. Analysis of 
variance (ANOVA), not t tests, should be used for multiple comparisons; parametric and non-
parametric statistics should be used appropriately, and particular care should be taken over the 
expression of means and errors where data have been transformed onto a logarithmic scale. 
Standard deviations and standard errors of the means (as appropriate) should be given with 
not more than two significant figures; the form used, and the n value, should be stated. Tests 
of significance should be specified in full, e.g. Student�s paired t test. It is not usually 
necessary to present the individual results of a large number of repeated tests if the number of 
measurements is stated. Theory and inference must be clearly distinguished from what was 
observed, and should not be elaborated upon in this section.  

Discussion  
The Discussion, which follows the Results section, should be separate from it. The 
assumptions involved in making inferences from the experimental results should be stated. 
The Discussion should not merely recapitulate the results. Authors should provide a succinct 
conclusion to their work and are encouraged to conclude the Discussion by expressing an 
opinion on the relevance of the results in the context of work cited in the paper.  

In appropriate circumstances an Appendix or a Theory section may be accepted where, for 
example, it is necessary to derive mathematical results required in the paper.  

References  
The paper should conclude with a list of the papers and books cited in the text. Authors 
should avoid an excessive number of references. Normally about 50 should be adequate. The 
order of references is strictly alphabetical, regardless of chronology. The format for references 
to papers and books, and to chapters in books, is as follows:  

Allen DG, Lannergren J & Westerblad H (1995). Muscle cell function during prolonged 
activity: cellular mechanisms of fatigue. Exp Physiol80, 497�527. 

Adrian ED (1932). The Mechanism of Nervous Action. Humphrey Milford, London. 

Buchan AMJ, Bryant MG, Polak JM, Gregor M, Ghatei MA & Bloom SR (1981). 
Development of regulatory peptides in the human fetal intestine. In Gut Hormones, 2nd edn, 
ed. Bloom SR & Polak JM, pp. 119�124. Churchill Livingstone, Edinburgh. 

Attention to punctuation is required. 

Use only established abbreviated journal titles. See PubMed journals database. 

To download the current references style for use with EndNote, Reference Manager, ProCite, 
BibTeX and RefWorks go to http://jp.physoc.org/citmgr?gca=jphysiol;579/2/289 
 

DOIs for articles in press. Many journals now publish articles online ahead of print. This 
initial posting to the web qualifies as publication and the citation of such articles should 
include the DOI (digital object identifier) if the article's full publication details have not yet 
been assigned:  
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Burnley M, Roberts CL, Thatcher R, Doust JH & Jones AM (2006). Influence of blood 
donation on O2uptake on-kinetics, peak O2 uptake and time to exhaustion during severe-
intensity cycle exercise in humans. Exp Physiol; DOI: 10.1113/expphysiol.2005.032805.  

In the text, references should be made by giving the author and the year of publication in 
parentheses, e.g. (Coote, 1999), except when the author�s name is part of the sentence, e.g. 
�Coote (1999) showed that . . . �. Where several references are given together they are in 
chronological order, separated by semicolons.  

When a paper written by two authors is cited, both names are given; for three or more authors 
only the first name is given, followed by Zet al.Z. Unpublished material may be referred to 
sparingly in the text, by giving the authors� initials and names followed by �unpublished 
observations� or �personal communication�; such citations should not appear in the list of 
references. References cited as being �in press� must have been accepted for publication, 
and the name of the journal or publisher included in the reference list.  

Acknowledgements  
Acknowledgements should be the minimum consistent with courtesy. The wording of 
acknowledgements of scientific assistance or advice must have been seen and approved by the 
persons concerned. Authors must indicate the source of their funding.  

Tables  
Tables should be used sparingly. They should be referred to in the text by arabic numerals, 
e.g. Table 3. Each table should have its own self-explanatory title. The same information 
should not be presented in both tabular and graphical forms. Tables will be processed as text 
and therefore should NOT be submitted as figures. Guidelines for preparing figures.  

Figures and legends  
Each figure should be given a number and a title and be accompanied by a legend that makes 
it comprehensible without reference to the text, although undue repetition should be avoided. 
For detailed instructions for preparation of figures see Guidelines for preparing figures.  

Authors may submit coloured illustrations whenever they enhance the scientific value of the 
paper. Colour figures online only are free, but there is a charge for printing figures in colour. 
Upon submission of a manuscript, authors should download the Colour Agreement Form, 
which gives information on the cost of colour reproduction. Authors wishing to have figures 
in colour online but black and white in print must submit both colour and black and white 
versions of the figures for review. They must also ensure that the figure legends apply to both 
versions of the figures, i.e. contain no mention of colour. Upon acceptance, only the colour 
versions of figures that are to be colour online only should be included with the manuscript 
going to press. Enquiries should be addressed to the Publications Office 
(journals@physoc.org).  

Where figures from previous publications are used (even if these have been redrawn), see Use 
of previously published material. 
 
Authors are encouraged to provide a figure for possible use on the cover although there is no 
guarantee that it will be selected. It need not necessarily appear in the paper but should be 
related to it. The figure must not have appeared or been submitted elsewhere.  
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SUBMIT A MANUSCRIPT 

All manuscripts must be submitted electronically using the online submission form 
(http://submit.expphysiol.org). Full instructions are given with the form. To avoid excessively 
large files, which are time consuming for both uploading by the authors and downloading for 
the reviewing process, no file should be larger than 3–4 MB.  

A submission must be accompanied by copies of any material, published by the authors in the 
last year, that overlaps the content of the manuscript. This should include preliminary notes, 
communications, abstracts, chapters or reviews. Please also include any 'in press' or submitted 
articles. These should be submitted as 'Supplemental files' in PDF format, and reference made 
to them in the authors' cover letter.  

Enquiries should be sent to: 

Experimental Physiology  
Publications Office 
PO Box 502  
Cambridge 
CB1 0AL 
UK 
Tel: + 44 (0)1223 400180 
Fax: + 44 (0)1223 246858 
Email: journals@physoc.org 

Manuscripts should be submitted initially as PDF files; numbered figures and tables should be 
included in the PDF file in the first instance. Authors are required to agree to the terms set out 
in the publisher’s Exclusive Licence FormThis is now part of the online submission process. 
A printed signed agreement is no longer required. If your paper contains colour figures, a 
completed Colour Work Agreement Form, available on the submission system, must be 
scanned and uploaded with your submission or faxed or emailed to the Publications Office. 
To facilitate the reviewing process the submitted manuscript should be formatted with the 
body text in 12 point Times New Roman, or a similar font, and line spacing of 1.5. Text 
should be left-aligned and surrounded by 3 cm margins. The formatting of text and headings 
will be removed during the production process and replaced with journal styles. Upon 
acceptance a Word file of the manuscript will be required. High-quality figure files will be 
requested if necessary. For detailed instructions for preparation of figures see Guidelines for 
preparing figures. 

Correspondence. All correspondence should be addressed to the Publications Office.  

The Editors cannot accept responsibility for loss of files submitted to them. Contributors are 
advised to keep copies of all text and figure files during the review process.  

Date of receipt. The date of receipt of each paper will be printed and is normally the date on 
which the manuscript is first received in the Publications Office. Papers submitted without all 
the information specified in these instructions will not be given editorial consideration until it 
has been provided; this applies especially to aspects of animal welfare/ethics. The date of 
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author fails to deal with requested revisions within a reasonable time (usually one month) the 
date of original receipt will be replaced by the date on which the new version was received in 
the Publications Office.  
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THE REVIEW PROCESS 

Members of the Editorial Board are responsible for editing a paper or assigning it to an 
appropriate Expert Referee. It is the policy of Experimental Physiology that each paper is 
independently reviewed by two Expert Referees, overseen by the relevant Editor. It is the aim 
of the Editorial Board that authors should receive an Editorial Report within 4 weeks of 
receipt of the complete manuscript in the Publications Office.  

When submitting a manuscript authors should specify one of the subject areas listed below 
and appropriate Editor(s) (see Scope and subject areas). See [PDF] for further details of 
Editors' expertise.  

Authors are also encouraged to supply the names of up to three referees.  
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