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“Naquele mesmo dia, Jesus, tendo saido de casa, sentou-se perto do
mar; e se reuniu ao seu redor uma grande multidao de povo; por isso, ele subiu num
barco, onde se sentou, todo povo estando na margem; e Ihes disse muitas coisas por
parabolas, falando-lhes desta maneira:

Aquele gue semeia, saiu a semear; e, enquanto semeava, uma
parte da semente caiu ao longo do caminho, e vindo os passaros do céu a comeram.

Outra caiu nos lugares pedregosos, onde nao havia muita terra;
e logo nasceu porque a terra onde estava nao tinha profundidade. Mas o Sol tendo se
erguido, em seguida, a queimou; e como ndo tinha raizes secou.

Outra caiu nos espinheiros, e os espinhos, vindo a crescer, a
sufocaram.

Outra, enfim, caiu na boa terra, e deu frutos, alguns grédos
rendendo cento por um, outros sessenta e outros trinta.

Que ouca aquele que tenha ouvidos para ouvir.”

(O Evangelho Segundo o Espiritismo, Cap. XVII, v. 5 e 6).
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RESUMO

Objetivo: Analisou-se a influéncia da desnutricdo neonatal DN em parametros imunes
de 36 ratos Wistar machos adultos jovens (60 dias), treinados ou ndo e submetidos ao
estresse de contencdo EC. Métodos: Nos grupos nutridos (caseina 17%) e desnutridos
(8%) foram avaliados leucocitos totais (hemocitometro) e diferenciais (esfregaco
sanguineo); hemoglobina (cianometemoglobina); hematocrito (micro-hematocrito);
hemécias (hemocitdmetro); oxido nitrico (reacdo de Griess); taxa de fagocitose
(percentual de macrdéfagos que englobaram o fungo), microbiota oral MO e peso
corporal PC. Os grupos treinos realizaram um TFM em esteira (60min./dia, 5
dias/semana, durante 8 semanas). No EC, o animal foi contido em cano PVC (24 cm de
comprimento x 8 cm de didmetro) durante 40 minutos pds - TFM (24horas). Utilizou-se
o teste t Student pareado, ndo pareado e ANOVA (p<0,05), com média e desvio padrdo.
Resultados: No artigo: “O efeito do treinamento fisico moderado e da desnutricéo
precoce sobre a microbiota oral normal de ratos adultos™, o TFM e a DN reduziram a
MO ¢ alteraram o padrdo bacteriano nos desnutridos. No Artigo: ‘“Adaptacéo
leucocitaria, hematimétrica e morfologica ao treinamento fisico moderado de ratos
desnutridos precocemente, o TFM parece ter causado adaptacdo fisiologica a partir da
1* semana no PC e nas células sanguineas no desnutrido treino DT. No Artigo: “A
influéncia da desnutricdo neonatal na producéo de Oxido nitrico, taxa de fagocitose,
resposta leucocitaria e hematimétrica de ratos treinados e submetidos ao estresse de
contencdo”, o TFM e a recuperacdo nutricional atenuaram as repercussdes causadas

pela DN e o EC no DT.

Termos de indexac¢ao: Exercicio fisico, desnutri¢do neonatal, sistema imune

microbiota oral, estresse de contengao



ABSTRACT

Objective: The neonatal malnutrition (NM) influence was analyzed in immune
parameters of 36 Wistar young adults (60 days) male rats, trained or not and submitted
to the contention stress (CS). Methods: In the nurtured groups (casein 17%) and
malnourished (8%) they were appraised total leukocytes (hemocytometer) and
differentiate  (blood smears); hemoglobin (cianomethemoglobin); hematocrit
(microhematocrit); red blood cell (hemocytometer); nitric oxide (Griess reaction);
phagocytes rate (percentile of macrophages that phagocytes the mushroom), oral
microbiota and body weight BW. The trainings groups accomplished a moderate
physical training (MPT) in wake (60min./dia, 5 days/week, for 8 weeks). In CS, the
animal was contained in PVC pipe (24 cm-length x 8 cm-diameter) for 40 minutes after
- MPT (24horas). The paired, non-paired t-test and ANOVA were used (p <0.05), with
average and standard deviation. Results: On article: “The moderate physical training
and precocious malnutrition effect on the normal oral microbiota of adult rats”, the
MPT and NM reduced the OM and alter the bacterial pattern of the undernourished
ones. On article: Adaptation leukocyte, hematimetric and morphologic to the moderated
physical training of early undernourished rats", MPT seems to have caused physiologic
adaptation from to 1* week in the BW and in the blood cells in the malnourished train
MT. On article: The neonatal malnutrition influence in the nitric oxide production,
phagocytes rate, leukocytes response and hematimetric of trained rats and submitted to
the contention stress, MPT and the nutritional recovery attenuated the repercussions

caused by NM and CS in MT.

Indexation terms: physical exercise, malnutrition neonatal, immune system

oral microbiota , contention stress



14
1. INTRODUCAO

Nos ultimos 25 anos, a desnutricio em criangas apresentou um declinio
cumulativo de 72%, enquanto em adultos sua prevaléncia baixou em 49% no meio rural
e 52,7% no meio urbano (IBGE, 2000). Esse pressuposto indica mudangas no perfil
epidemioldgico de populagdes com baixas condi¢gdes de vida, supondo niveis aceitaveis
de desenvolvimento nos grupos socialmente mais expostos. Mesmo considerando esses
avangos, o estudo da desnutricdo ainda se faz necessario, a fim de tentar minimizar os

insultos provenientes de seus efeitos (BATISTA FILHO, RISSIN, 2003)

As interferéncias da caréncia alimentar sobre parametros fisioldgicos em
humanos e animais sdo bem conhecidas (BIORVEL, 1985). A desnutri¢do pode induzir
o estresse fisico, bioquimico ou psicolégico, desencadeando respostas especificas a
diferentes tipos de estimulos (SELYE, 1956). Logo, um suprimento adequado de
nutrientes ¢ imprescindivel para a manuten¢do do crescimento e homeostasia dos
sistemas organicos, entre eles, o imune (CHANDRA, 1997). Este parece sensivel as
alteracdes nutricionais, as quais podem intervir na dindmica e fun¢do de suas células

(BESEDOVSKY, DEL REY, 1996).

O estudo da desnutricao protéica em modelos animais tem procurado verificar
sua associacdo a recuperacao nutricional e ao exercicio fisico (PAPOTI et al., 2003),
quer na fase intra-uterina, neonatal ou de desenvolvimento (SILVA et al., 1999). Porém
o restabelecimento das variaveis metabodlicas ¢ lento, entretanto, o exercicio pode
beneficiar a recuperagao nutricional (SANTHIAGO et al., 2006). O treinamento fisico
moderado TFM induz alteragdes imunologicas, estando associado com a reducdo da

susceptibilidade a infec¢des de vias aéreas superiores (LAPIN et al., 2007).
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As alteracdes desencadeadas pelo TFM promovem ajustes homeostaticos
(MORASKA et al, 2000), sejam como uma resposta a um estresse fisico (DA CRUZ,
2006) ou a pré-disposi¢ao de adaptacdo ao treino, sejam em fases de recuperagdo
nutricional ou nao. Essa adaptacdo pode gerar uma maior demanda energética ao
sistema cardiorrespiratorio, melhorando sua capacidade aerobia, utilizacao de substratos
energéticos para o processo de contragdo e relaxamento dos musculos, captagdo
pulmonar, transporte sanguineo e captacao celular de oxigénio (OLIVEIRA, RAMIRES,

LANCHA JUNIOR, 2004).

Poucos estudos utilizando protocolo de TFM caracterizaram o impacto da
desnutricdo neonatal, recuperacdo nutricional e o estresse de contencdo sobre
pardmetros imunes, em cada fase experimental do treinamento. Esse procedimento
identificou detalhadamente a influéncia de cada fator estudado, em fun¢do das respostas
obtidas por suas varidveis. Desta forma, analisou-se a influéncia da desnutri¢ao precoce
e do treinamento fisico moderado sobre as alteracdes em parametros imunes e

hematimétricos de ratos adultos submetidos ao estresse de contencao.
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2. HIPOTESES

A desnutricdo precoce, mesmo apoOs a recuperacao nutricional, reduz o peso
corporal, o numero das células sanguineas e a funcdo das células fagocitarias, além de
aumentar o numero de bactérias da microbiota oral normal, de ratos adultos submetidos

ao estresse de contengao.

O treinamento fisico moderado em ratos adultos desnutridos precocemente,
associado a recuperagdo nutricional, atenua a reducdo do peso corporal, mantém ou
aumenta o numero das células sanguineas, melhora a fun¢do de células fagocitarias,
além de reduzir o numero de bactérias da microbiota oral normal, apos estresse de

conten¢ao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Analisar influéncia da desnutricdo precoce em parametros imunes de ratos

treinados e submetidos ao estresse de contencao

3.2 Objetivos especificos

a) Acompanhar a evolucao ponderal dos animais;

b) Caracterizar quantitativamente e qualitativamente os leucdcitos e os indices
hematimétricos do sangue periférico;

c) Mensurar a taxa de fagocitose e producdo de 6xido nitrico por macrofagos
alveolares;

d) Avaliar a microbiota oral normal e

e) Comparar as respostas de algumas varidveis analisadas antes e apds a

contengao.
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4. REFERENCIAL TEORICO

A desnutricdo ¢ uma sindrome carencial cujas manifestacdes dependem da
intensidade e duragdo da deficiéncia alimentar, de patologias associadas e da fase de
desenvolvimento bioldgico do individuo (BATISTA FILHO, RISSIN, 2003). Essa
deficiéncia acarreta prejuizo ao desenvolvimento dos 6rgdos e sistemas, em especial
daqueles que controlam a homeostase como o nervoso, enddcrino e imunoldgico
(MORASKA, 2000). A desnutrigdo protéica implica em diversas alteragdes fisiologicas
e metabolicas (SANTHIAGO et al., 2006), as quais tém sido relacionadas a depressao
do sistema imune.

Como parte da primeira linha de defesa da imunidade inespecifica, a superficie
corporal da pele e as mucosas podem ser a porta de entrada (PASTER et al., 2001) de
microorganismos que poderdo causar infec¢do, seja por uma imunossupressdo do
hospedeiro ou por sua instalagio em outros sitios corpéreos (PELCZAR JUNIOR,
CHAN, KRIEG, 1996). A cavidade oral in Utero ¢é estéril, mas poucas horas apos o
nascimento, desenvolve-se uma microbiota oral simples (WILKINS, 2004). Essa pode
variar com a idade, habitos alimentares, estado nutricional, fluxo salivar e condicoes
imunolodgicas.

Alguns microrganismos da microbiota oral normal podem se transformar em
patdgenos oportunistas, onde seu acumulo na cavidade oral pode desencadear um estado
infeccioso, estimulando o sistema imune a uma resposta inflamatéria. Em individuos
sadios, algumas espécies de bactérias da microbiota oral podem causar céries em até
80% da populagdao (VICENTE, 2004). Essas podem ser induzidas por alteragdes na
umidade, temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes da cavidade oral (WILKINS,

2004).
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Na fase adulta, a microbiota oral torna-se altamente complexa, composta por
cerca de 500 grupos bacterianos (GUTIERREZ-PEREZ et al., 2004), os quais se
localizam principalmente no dorso da lingua, sulco gengival e na placa dental
(GUTIERREZ-PEREZ et al.,, 2004). Estima-se que a saliva contenha cerca de 10°
bactérias/mL e as placas dentais, 10'' bactérias/mL°. A estrutura anatdmica da cavidade
oral de humanos apresenta diferengas em alguns aspectos quanto ao de roedores.
Contudo, em relagdo a microbiota oral normal, tem uma composi¢do semelhante
(WILKINS, 2004).

As bactérias com maior predominancia na microbiota normal oral de ratos sdo
os Lactobacillus murinus, os Streptococcus spp, 0s Enterococcus faecalis e 0s
Staphylococcus spp (KOLLER et al., 2000). Na mucosa, foi encontrado em altas
propor¢des o L. murinus, ja nos dentes o E. faecalis, o qual se deve ao habito de
coprofagia dos ratos (TRUDEL et al., 1986). A forma e a freqliéncia de alimentos
consumidos tém um efeito direto sobre o ambiente microbiano oral. Tais aspectos sdo
importantes no desenvolvimento dental, na integridade dos tecidos gengivais e orais,
prevencao e tratamento das doengas da cavidade oral (TRUDEL et al., 1986).

Uma dieta inapropriada, carente em um ou mais nutrientes essenciais pode
causar um desequilibrio na microbiota oral normal. Neste sentido, a desnutricdo ¢
apontada como uma das principais causas de deficiéncia secundaria da resposta imune
do organismo aos agentes patogénicos (TOUGER-DECKER, 2005). Mesmo apds a
recuperagdo nutricional, os mecanismos imunitdrios podem estar comprometidos
(CHANDRA, 1997). Os efeitos da desnutricao sdo caracterizados por induzir alteragdes
no desenvolvimento e funcdo das células que participam da resposta imunolédgica

(MALAGUENO et al., 1998), entre elas o macrofago.
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Os macroéfagos, assim como todas as células do sistema imunoldgico, originam-
se de células indiferenciadas presentes na medula 6ssea. Além de exercerem atividade
fagocitica intensa, secretam enzimas, proteinas plasmaticas, prostaglandinas, citocinas
e Espécies Reativas de Oxigénio - EROs (superoxido, radical hidroxila, acido
hipoclorito) e Nitrogénio (Oxido Nitrico) (PEREIRA, 1996). As repercussdes
nutricionais em macréfagos sdo bem conhecidas, principalmente quanto a produgdo
desses radicais livres — RLs (LEITE, SARNI, 2003).

Um estudo observou que, em animais desnutridos durante a lactagdo e
estressados psicologicamente quando adultos, ocorria uma diminui¢do na producgdo de
superoxido por macrofagos (QUEIROS-SANTOS, 2000). Logo, as conseqiiéncias das
agressdes nutricionais, parecem estar associadas a sua magnitude e a fatores ambientais
a que sao submetidos os individuos atingidos (QUEIROS-SANTOS, 2000). Além disso,
as EROs tém sua produc¢do alterada pela caréncia do consumo da vitamina E, a qual

inibe a ativagdo da NADPH oxidase (LEITE, SARNI, 2003).

A NADPH oxidase (LEITE, SARNI, 2003) ¢ um complexo enzimatico
associado as membranas plasmaticas dos macrofagos, sendo formado pela via das
pentoses, presente no citoplasma dessas células (KIM et al., 2003). Sua geragdo ¢
importante para a funcdo celular, ja que em situagdes de deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (principal enzima reguladora da via das pentoses) em fagocitos, a
susceptibilidade as infec¢des ¢ alta (HALLIWEL, GUTTERIDGE, 1989). Outra
alteracdo, na caréncia de vitamina E, foi a queda das defesas antioxidantes enzimaticas
superoxido desmutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX), modificando a estrutura e

a func¢do de macrofagos (PEREIRA, 1996).

As EROs liberadas por macréfagos sdo substancias oxidantes que atuam contra

agentes patogénicos. Entretanto, podem modificar o DNA destas células, o que leva a
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um aumento adicional do suprimento de nucleotideos para reparo dessa regido
(CASTELL, NEWSHOLME, 1998). Portanto, se estes sitios metabdlicos que sdo
precursores de DNA e RNA ndo conseguirem ser supridos na mesma velocidade com
que sao requisitados podem influenciar a funcao imune tanto de macrofagos quanto de
linfocitos (NEWSHOLME, 1991).

A modulagdo de EROs por macréfagos tem sido descrita recentemente como um
importante papel bioldgico no desbalanco redox temporario, ja que esse mecanismo
celular regula o metabolismo, a resposta imunologica, a regulagdo vasomotora, adesao,
proliferacdo e morte celular (KIM, 2003). Entretanto, a desnutrigdo pode romper essa
modulagdo, alterando a fun¢do de macrofagos e outras células imunes, como os
leucdcitos, induzindo ao estresse oxidativo (HALLIWEL, GUTTERIDGE, 1989).
Essas alteracdes parecem inibir a liberagdo de substincias anti-oxidantes causando
danos celulares, teciduais e aos liquidos corpdreos.

As substancias anti-oxidantes sdo constituidas por acidos graxos poliinsaturados
de cadeia longa, substincias hidrossoliveis e enzimas derivadas principalmente da
dieta, como nos casos da vitamina E, C, beta caroteno ¢ dos elementos-tragos zinco,
cobre e selénio (LEITE, SARNI, 2003). Na caréncia desses elementos, os oxidantes
inibem a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (Fator de Necrose Tumoral,
interleucina — 1 / 2/ 6 e §; fatores de crescimento hematopoiéticos, moléculas de adesdo
celular ¢ Oxido Nitrico Sintase - NOS) pela ativagdo do fator nuclear Kappa B (NF
kappa B), que exerce uma fung@o central de transcri¢do, regulando numerosos genes

pré-inflamatorios (LEITE, SARNI, 2003).

O estresse oxidativo induzido pela caréncia de nutrientes parece modular as
respostas imunes. No entanto, o estudo da desnutri¢ao protéica em modelos animais tem

procurado verificar sua associagdo a recuperagdo nutricional e ao exercicio fisico, na
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tentativa de atenuar essas repercussoes, quer na fase intra-uterina, neonatal ou de
desenvolvimento (PAPOTI et al., 2003). Porém o restabelecimento das varidveis
metabolicas ¢ lento, entretanto, o exercicio fisico pode beneficiar a recuperacao
nutricional (SILVA et al., 1999; SANTHIAGO et al., 2006), pois, seus efeitos sobre os

diversos sistemas fisiologicos sao bem conhecidos.

Quando o exercicio fisico ¢ regular ¢ moderado acarreta melhoria no sistema
cardiovascular e respiratorio (HENNESSY; WATSON, 1994), end6crino (GAILLARD,
1994) e imunolégico (LEANDRO et al. 2002). Foi observado que o treino fisico
moderado de natagdo reverteu um quadro de diminuicdo da atividade fagocitica de
macrofagos alveolares em ratos submetidos a um estresse psicoldogico (NASCIMENTO
et al., 2004). As interacdes entre exercicio fisico e sistema imune sdo complexas, uma
vez que as alteragcdes ocorridas no organismo durante o exercicio extenuante sio
semelhantes as encontradas em outras formas de estresse fisico e psicologico
(LANDMANN et. al. 1984; NEHLSEN 1998; HOFFMAN-GOETZ, PEDERSEN
1994).

Na realizacdo do exercicio fisico moderado, ha liberagdo de catecolaminas,
endorfinas e cortisol, os quais parecem mediar muitos efeitos imunossupressores
induzidos pelo estresse (BRENNER et al, 1998). Os glicocorticoides em pequenas
quantidades melhoram a fun¢do imune, mas, em altas doses, podem ser deletérios,
aumentando a taxa de deple¢do protéica, reduzindo as reservas de aminoacidos
necessarios para a sintese de células B (linfocitos B) e imunoglobulinas
(NEWSHOLME, 1991), além de estimular a apoptose de timocitos e causarem
linfocitopenia, monocitopenia e neutrofilia (BRENNER et al, 1998). A liberacdo de
catecolaminas e glicocorticoides induzida pelo estresse psicoldgico de contencdo, tal

como sessdes exaustivas de exercicio fisico intenso (estresse agudo), podem causar uma
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imunossupressao no hospedeiro (COSTA ROSA, VAISBERG, 2002). Nao se verificou
a reducao dos valores dos leucocitos totais em animais nutridos treinados (natagdo) e
submetidos a analise pré e pds estresse psicoldgico de contengdo (NASCIMENTO et
al., 2004). Outro estudo que induziu a contengdo, sem realizar treinamento fisico
moderado, ndo identificou alteracdo, em praticamente, todos os leucdcitos diferenciais
(QUEIROS-SANTOS, 2000; PICANCO-DINIZ et al., 2004).

Alguns estudos demonstraram que o estresse cronico, como o Treinamento
Fisico Moderado TFM, parece interferir a imunorregulagdo dos glicocorticdides
(COSTA ROSA, VAISBERG, 2002; GREEN, CROAKER, ROWBOTTOM, 2003).
Essas condi¢gdes foram observadas no aumento significante do nimero de leucocitos
totais circulantes de ratos treinados que realizaram exercicio fisico agudo moderado (5
min.) em relacdo ao leve (5 min.) (PEDERSEN, HOFFMAN-GOETZ, 2000). Foi
observado um aumento na contagem de linfocitos em um grupo de ratos pés - TFM
agudo de natacdo até a exaustdo (DIAS et al., 2007) e em outro submetido a 8§ semanas
de TFM em esteira rolante (BRICKS, 1994).

Sessdes de exercicios regulares em intensidades submaximas nao alteraram a
contagem de linfocitos (ARAUJO et al., 2004). Todavia, identificou-se leucocitose e
linfocitose em ratos submetidos a 5 e 15 min. de treino agudo e moderado
(SANTHIAGO et al., 2006). Em outro estudo, identificou-se uma redugdo no nimero
de linfocitos e aumento nos neutréfilos de ratos do grupo controle, além do aumento do
nimero dessas células no grupo treinado ap6s a contencdo, comparados ao controle,
entretanto, nas demais células, ndo houve diferenca entre os grupos experimentas
(NASCIMENTO et al., 2004).

O TFM, enquanto estresse fisico e cronico, melhora a captagdo, a absorc¢ao e o

fluxo de oxigénio organico, melhorando a capacidade funcional do individuo
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(OLIVEIRA, RAMIRES, LANCHA JUNIOR, 2004). Neste sentido, o exercicio pode
induzir também alteragdes na série vermelha do sangue. Os animais sdo capazes de
estocar grande quantidade de eritrocitos no baco e, numa condi¢do de estresse, expeli-
los na circulacao. Esse mecanismo ¢ resultado da contracao da musculatura lisa do bago,
que diminui seu volume (STEWART, McKENZIE, 2002). Logo, o TFM pode provocar
adaptacdes no fornecimento de oxigénio, com o possivel aumento das concentragdes de
2,3 difosfoglicerato nos eritrocitos (STEWART, McKENZIE, 2002; SILVA et al.,

1999).

O composto eritrocitario une-se a subunidade da molécula de hemoglobina,
reduzindo sua afinidade com o oxigénio, disponibilizando-o para os tecidos (SILVA et
al., 1999). Esse fato foi confirmado no aumento do hematdcrito e da hemoglobina de
ratos submetidos ao estresse agudo (KUWUAHIRA, KAMIYA, IWAMOTO, 1999;
(STEWART, McKENZIE, 2002). Entretanto, esse processo parece ndo ter induzido
respostas nos indices hematimétricos de ratos submetidos a um TFM de 6 semanas de
natacdo e ao estresse de contencdo (24 horas apds a ultima sessdo de treino). Talvez

essas diferencas de resultados estejam relacionadas a indugdo do tipo de estresse.

As relagdes entre Desnutricdo Neonatal, Sistema Imune, Estresse Psicoldgico e o
Treinamento Fisico Moderado estdo longe de ser totalmente diagnosticadas. As
especificidades inerentes a cada fator e suas interagdes tornam-se alvo de novas
pesquisas, caracterizando a complexidade dessas areas tdo distintas, mas, relacionadas.
Nosso trabalho buscou minimizar a amplitude dessas relagdes, corroborando com as
interveniéncias que nos foram propostas, possibilitando o estabelecimento de novas

perspectivas de trabalho na 4rea de saude.
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5. METODOS
5.1 Amostras, peso corporal, estado nutricional e treinamento fisico moderado.

Utilizaram-se 36 ratos machos albinos da linhagem Wistar, provenientes da
colonia de criacdo do Departamento de Nutricio da Universidade Federal de
Pernambuco. O biotério central ¢ mantido a uma temperatura de 21 + 2°C, com ciclo
invertido de 12 horas (claro — 21h00 as 09h00; escuro — 09h01 as 20h59). Nesse
biotério, os animais sdo criados em gaiolas de polipropileno, com ragdo e agua ad
libitum. Os animais adultos que originaram as amostras foram encaminhados ao biotério
experimental com ciclo invertido (claro: 20h00 as 08h00 e escuro: 08hO1 as 19h59),
onde, antes de iniciar a copula, passaram por um periodo de 15 (quinze) dias de
adaptacdo ao novo ambiente.

O acasalamento foi feito numa propor¢do de um macho para duas fémeas. A
prenhe foi observada pelo aumento do ventre das fémeas, as quais foram colocadas em
gaiolas individuais até o parto. Considerou-se o primeiro dia pos-parto como o inicio do
aleitamento, onde os grupos foram compostos por seis filhotes machos por mae. Estas
foram divididas em um grupo desnutrido, com dieta hipoprotéica (caseina 8%) e um
nutrido, com normoprotéica (caseina 17%) (tabela 1). Os filhotes receberam a dieta de

forma indireta, a partir do leite materno.

Tabela 1 - Composicao das dietas caseina 8% e 17% administradas
durante o periodo experimental

Ingredientes Caseina 8% (g) Caseina 17% (g)
Caseina 79,3 179,3

Mix vitaminico 10,0 10,0

Mix mineral 35,0 35,0
Celulose 50,0 50,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5

DL- Metionina 3.0 3.0
Oleo de soja 70,0 mL 70,0 mL
Amido de milho 750,2 650,2

* Composicao das dietas segundo a AIN-93G
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A partir do vigésimo segundo dia de vida (desmame), as maes foram submetidas
a ortanasia e os filhotes divididos em trés por gaiola, de acordo com a dieta consumida
no periodo neonatal e passaram a consumir labina. Esta ¢ adotada como dieta padrao no

biotério central, pois contém 23% de proteinas mistas (tabela 2).

Tabela 2 - Composicio centesimal da dieta padrio “Labina”*” administrada
durante o periodo experimental

Enriquecimento Enriquecimento Niveis de garantia
(kg de ragdo) (kg de ragdo) (%)

Vitamina A 28000UI  Piridoxina 12mg  Umidade (max.) 13
Vitamina Ds 44000UI  Biotina 0,2mg  Proteina (min.) 23
Vitamina E 90Ul Colina 2800mg Extrato etéreo (min.) 2,5
Vitamina K 7mg  Manganés 110mg  Matéria fibrosa (max.) 9
Vitamina B, 44mg Todo 2mg Matéria mineral 8
Vitamina B, 28mg  Ferro 180mg  Calcio (méx.) 1,8
Pantetonato de célcio 100mg  Zinco 110mg

Niacina 242mg  Cobre 30mg

Tiamina 12mg  Antioxidante 150mg

Acido folico l4mg  Cobalto 2mg

Selénio 0,2mg

s Agribrands do Brasil; P_ Laboratério de experimentacio e analise de alimentos — Dep. Nutricio/ UFPE

A dieta padrao foi administrada até o final do experimento pelos grupos (120°
dia). O peso corporal total PCT dos animais foi mensurado diariamente no periodo de
aleitamento (21 dias) e em dias alternados a partir do 22° dia. Para isso foi utilizado uma

balanga eletronica com precisao de 0,1g e capacidade para 4 Kg (Marte, modelo S-

2000) (figura 1).

Figura 1 - Analise da evoluc¢ido ponderal dos animais

Aos sessenta dias de vida, os animais foram divididos de acordo com o0 TFM e

da manipula¢do da dieta (REEVES, NIELSON, FAHEY, 1993). Quanto ao treino, em
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treinados ou ndo; quanto a dieta, em nutridos e desnutridos. Em seguida, subdivididos
em nutridos treino (n=6), controle treino (n=6) e normativo (n=6) e seus pares
desnutridos. Os grupos treinos foram submetidos a um protocolo de TFM (figura 2), em
esteira rolante (60min./dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas — T; a Tg) (LEANDRO,
2005) (figura 3). O grupo controle permaneceu em suas gaiolas, as quais foram
deslocadas da estante para junto da esteira apenas no momento do treino. Ja o
normativo, isento do TFM, controlou os procedimentos realizados com o controle,

mantendo o principio do experimento.

Tempo Zero — T, 1* semana — T, 2*semana — T,
O momento antes do inicio do Velocidade Inclinagdo Tempo Velocidade Inclinagio Tempo
TFM. Primeira amostra sanguinea (km/h) (min) (km/h) (min)
e da microbiota (referencia basal). 0,3 0 5 0,4 0 5
Posteriormente, as coletas foram 0,4 0 5 0,5 0 10
realizgdas ao final de cada semana 0,5 0 5 0,6 0 30
de treino (24 horas). 03 0 5 04 0 5
3*semana - T3 4* semana - T, 5" semana - Ts
Velocidade Inclinagdo Tempo Velocidade Inclinagdo Tempo Velocidade Inclinagdo Tempo
(km/h) (min) (km/h) (min) (km/h) (min)
0,5 0 5 0,5 0 5 0,5 5 5
0,6 0 10 0,8 0 10 0,8 5 10
0,8 0 10 0,9 0 10 0,9 5 10
0,9 0 30 1,1 0 30 1,1 5 30
0.5 0 5 0.5 0 5 0.5 0 5
6" semana - T 7* semana - T, 8" semana - Ty
Velocidade Inclinagdo Tempo Velocidade Inclinagdo Tempo Velocidade Inclinagdo Tempo
(km/h) (min) (km/h) (min) (km/h) (min)
0,5 10 5 0,5 10 5 0,5 10 5
0,8 10 10 0,8 10 10 0,8 10 10
0,9 10 10 0,9 10 10 0,9 10 10
1,1 10 30 1,1 10 30 1,1 10 30
0.5 0 5 0.5 0 5 0.5 0 5

Figura 3 — Treinamento fisico em esteira rolante
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A seguir a ultima sessdo do TFM (24 horas), todos os animais de cada grupo

foram induzidos ao estresse (figura 4). Para obtengdo do estresse agudo de contencao,

os animais foram mantidos em cilindros de plastico PVC (24 cm de comprimento x 8

cm de diametro), onde permaneceram imobilizados durante 40 minutos (figura 5)

(DE CASTRO et al., 2000).

Normativo
(n=6)

Grupos
(n=36)

Normativo
(n=6)

Nao-treinado Treinado
(n=6) (n=6)

Nao-treinado Treinado
(n=6)

(n=6)

~

Figura 4 — Descricao dos grupos experimentais

C

Cauda do animal

Figura 5 - Estresse agudo de contencio

Tubo de PVC

_ Respirador

Corpo do animal imobilizado

dentro do tubo de PVC
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5.3 Analise da Microbiota Oral dos animais

5.3.1 Coleta de material para cultura

Antes de iniciar o primeiro treino Ty, foi realizada a coleta de bactérias na
cavidade oral dos ratos. Cada animal era segurado na posi¢do vertical, de modo que suas
patas fossem imobilizadas. Em seguida, realizou-se a coleta da microbiota oral dos ratos
através de Swabs estéreis, embebidos em 40uL de solucdo salina de NaCl 0,9%. Este

procedimento foi repetido 24 horas ap6s a ultima sessdo de treino Tg (figura 6).

Figura 6 — Coleta de bactérias na cavidade oral dos animais

5.3.2 Bacterioscopia, semeio, isolamento e identificacdo bacteriana.

Ap0s cada coleta, os Swabs eram colocados em tubos estéreis contendo 960uL
de BHI (Brain Heart Infusion), meio liquido de enriquecimento que permite o
crescimento bacteriano (figura 7). Através de uma al¢a de
platina calibrada de 1pL, retirou-se uma aliquota da amostra
3 previamente homogeneizada e foram confeccionadas ldminas

para a coloracdo de Gram.

Figura 7 — Swab colocado
em BHI
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Em seguida outra aliquota foi retirada da amostra e semeada em placas de Petri
contendo os meios de cultura Agar-sangue e¢ Agar-levine, para o isolamento e

identificacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas respectivamente (figura 8).

As placas eram incubadas em estufas bacteriologicas a 37°C
por 24h (figura 9) e as unidades formadoras de colonia (UFC)
que cresceram, foram contadas e identificadas por meio de

testes especificos (figura 10).

Figura 8 — Semeio feito em
agar sangue

Figura 9 — Estufa bacteriologica para Figura 10 — Contador de colonias
crescimento bacteriologico

5.3.3 Identificacao de Staphylococcus aureus

Através da coloragdo de Gram quando visualizados cocos Gram-positivos em
forma de cachos, procurava-se diferenciar o S. aureus dos outros Staphylococcus,
utilizando-se o teste de aglutinagdo em latex (Staphclin) da Laborclin. Deixava-se os
reagentes adquirirem a temperatura ambiente e entdo numa lamina limpa e
desengordurada, colocava-se uma gota de salina e emulsionava-se duas a quatro

coldnias suspeitas com auxilio de um palito de madeira. Adicionava-se uma gota do
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Staphclin latex na suspensao e com o auxilio de um palito de madeira homogeneizava-
se o conteudo da lamina. Agitava-se a lamina em movimentos rotatorios fazendo a
leitura do resultado. Suspensao limpida com grumos grandes, teste positivo para S.

aureus, auséncia de grumos teste negativo.

O Staphclin teste ao dar negativo, era realizado o teste de sensibilidade a
novobiocina. Fazia-se uma suspensdo de 0,5 de MacFarland em meio BHI e, com o
auxilio de um Swab, fazia-se o semeio em Agar sangue e colocava-se o disco de
novobiocina. A placa era deixada na estufa por 18-24h e em seguida lia-se o resultado.
Bactéria com a novobiocina sensivel ¢ chamada de Staphylococcus coagulase negativa,

e resistente a novobiocina e chamado de Staphylococcus saprophyticus.

5.3.4 Identificacio de Streptococcus

Através da visualizagdo de cocos Gram-positivos em forma de cadeia na coloragdo
de Gram, realizava-se a identificagdo dos Streptococcus. Como toda colonia de
Streptococcus isolados foram alfa-hemolitico, os testes realizados foram o de
sensibilidade a optoquina, a prova da bile esculina e a do NaCl a 6,5%. Para o teste da
optoquina, fazia-se uma suspensdo bacteriana de 0,5 de MacFarland em meio BHI e
com o auxilio de um Swab fazia-se o semeio no Agar sangue e colocava-se o disco da
optoquina. Em paralelo fazia-se semeio em estrias na superficie do tubo contendo Agar
bile esculina inclinado e fazia uma suspensdo no NaCl a 6,5%. Colocava-se na estufa e

deixava de 24-48h.

O teste da optoquina sendo positivo caracterizava a presenca do Streptococcus
pneumoniae. Caso negativo, com semeio no tubo com bile esculina positivo (verificado
pela formag¢do de uma cor enegrecida na superficie do tubo) e turvagdo do tubo

contendo NaCl a 6,5%, essa bactéria era identificada como Enterococcus sp. Se apenas
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o NaCl fosse negativo, essa bactéria era identificada como Streptococcus do grupo D,
mas, se desse a optoquina resistente com a bile esculina e o NaCl a 6,5% negativos, a

bactéria em questdo era o Streptococcus do grupo viridans.

5.3.5 Identificacao de Bacillus sp e Corynebacterium sp

Era feita tinica e exclusivamente pela coloragdo de Gram. Bacilos Gram positivos
com esporos eram identificados com sendo Bacillus sp, enquanto que Bacilos Gram
positivos em forma de letras chinesas eram identificados como Corynebacterium sp

(figura 11).

Figura 11 — Identificacdo das bactérias pelo
método de bacterioscopia

5.3.6 Identificacao de bacilos Gram negativos

Para a identificagdo dos bacilos Gram negativos foi usado o kit para
enterobactérias da Laborclin. Este Kit era composto por cinco tubos contendo meios de
culturas especificos. Um tubo contendo o meio de Rugai sem sacarose, solido e
inclinado com tampa de rosca, um segundo tubo contendo o meio LMI — Lisina,
Motilidade e Indol semi-s6lido com tampa de rosca, um terceiro tubo contendo o meio

MIO - Motilidade, Indol e Ornitina semi-solido com tampa de rosca, um quarto tubo
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contendo o meio de Rhamnose, liquido e com tampa de rosca e por tltimo o meio de

citrato sélido e inclinado com tampa de rosca, além da vaselina estéril.

5.4 Analises dos parametros leucocitarios e hematimétricos

Foram coletadas antes do inicio do treino Ty e 24 horas apods a ultima sessao
de cada semana de treino (T; a Tsg), uma pequena aliquota de sangue (0,1 mL) da
cauda dos animais, devidamente anestesiados. Dessa, 0,5 mL para realizacdo dos
indices hematimétricos (hemoglobina, hematdcrito, hemécias) e 0,5 mL para o
leucograma (contagem total e diferencial de leucocitos). O sangue extraido foi
depositado em tubo de 5 ml previamente acrescido de uma gota (20 ul) do
anticoagulante Acido Etileno Diamino Tetra Acético a 3% - EDTA.

Para determina¢do da hemoglobina utilizou-se 10 pL de sangue diluido em SmL
de solucdo hipotonica “técnica de cianometemoglobina” (HAINLINE, 1958). Para tal,
obteve-se a extrusdo da hemoglobina através da lise dos eritrécitos e formagdo do
produto colorido cianometemoglobina, a partir da reagdo da hemoglobina com cianetos.
A concentragdo foi inferida por espectrofotometria (Beckman DU-62) com filtro de 540
nm, expressa em mg/dl através da féormula: Hb = DO da amostra x FC, onde: Hb =
concentragdo de hemoglobina, DO = densidade optica e FC = fator de conversdo.

Os valores de hematocrito foram determinados em percentagem pela técnica de
micro-hematocrito em leitor de microcapilar por centrifugacdo (International
Microcapillary Reader. IEC). Para a contagem de hemacias por Imm’ de sangue foi
utilizada solug¢do tampao fosfato de sodio (PBS) a 0,1M com pH=7.4 na propor¢do de
1:200 em hemocitometro. Para o calculo foi utilizada a féormula: Hm x 5 x 200 x 10,
onde: Hm = numero total de hemacias contadas (em 1/5 de mm?); 5 = fator de
conversao para lmmz; 200 = fator de conversao da diluicdo utilizada; 10 = fator de

conversdo para Imm’ (profundidade da lamina). O resultado foi obtido em numero de
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células/ml de sangue (LIMA, 2001). Para a contagem total de leucocitos as amostras de
sangue foram diluidas (1:200) em solu¢do de TURK (4cido acético a 3%) (STIBBE,
WEISE, SEIDEL, 1985).

Os leucotcitos totais foram contados em hemocitdmetro com auxilio do
microscopio optico, sendo o resultado obtido pela expressdo: Leucdcitos x mm® de
sangue = (Lc. x 20 x 10)/4, onde: Lc = numero total de leucocitos contados em 4 mm?;
4 = fator de conversdo para lmm’; 20 = fator de conversdo da diluicdo utilizada; 10 =

fator de conversio para Imm’ (profundidade da lamina) (figura 12).
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Figura 12 - Hemocitometro

Na contagem diferencial de leucocitos utilizou-se a técnica do esfregago
sanguineo e para a coloracdo do esfregago foi utilizado o kit Panético Rapido LB —
Laborclin Ltda. Os diferentes elementos foram contabilizados através da utilizagdo de
um contador eletronico KACIL com teclas correspondentes a cada tipo de célula (figura

13).
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Figura 13 — Esfregaco sanguineo
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5.5 Obtenc¢ao dos macrofagos do lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi obtido de acordo com a técnica usada por De Castro et al (1995) e
Bureau et al, (1997). Sob anestesia, o animal foi submetido a cirurgia para exposicao da
traquéia. O LBA foi realizado, por injecao de soro fisiologico (SF) a temperatura
ambiente, através de canula plastica inserida na traquéia. Pela traquéia, varias aliquotas
de 2 mL de SF foram injetadas e imediatamente coletadas. Ao final, foi obtido um

volume de 30 mL de LBA para cada animal (figura 14).

Figura 14 - Traqueostomia

5.6 Obtencao da cultura de macréfagos alveolares

O LBA foi centrifugado (10 min, a 470 x g) e as células recuperadas do
precipitado. O precipitado de células obtido apods centrifugacio do LBA foi
ressuspendido em meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) suplementado com soro
fetal bovino inativado a 3% (CULTILAB), penicilina-100U/mL, estreptomicina-100
ng/mL e anfotericina B-0.25 pg/mL (SIGMA) em uma densidade de 1x10° células/mL.

As células, 1x10° células/mL/pogo foram colocadas em placa, com 6 pogos de
35 mm de diametro cada, para cultura de tecido (Placas tipo Falcon). Para adesdo, as
células foram mantidas na placa por 1h a 37°C em atmosfera tmida contendo 5% CO,.
As células ndo aderentes foram descartadas. Posteriormente, essas células foram
incubadas por mais 1 h em meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) com antibioticos

e sem soro fetal bovino.
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5.7 Taxa de fagocitose de macrofagos alveolares

Para avaliar a taxa de fagocitose foram utilizados fungos Saccharomyces sp. Os
fungos foram lavados 3 vezes com Solu¢do Salina Tamponada (SST), contados 10’
células e em seguida, os fungos foram misturados na suspensdo de macrofagos (1x
10°1 mL de meio de cultura RPMI 1640 completo) recuperados do LBA. As células
(macréfagos e fungos) foram distribuidas em laminas para microscopia Optica e
incubadas a 37°C, em atmosfera umida por um periodo de 1 hora.

Ao ser aguardado o periodo de 1 hora, as ldminas foram lavadas com SST e
secadas a temperatura ambiente. Para a coloragdo, foi utilizado o kit Pandtico Répido.
Depois de coradas e secas a temperatura ambiente, as laminas foram levadas para leitura
ao microscopio Optico, lidos com objetiva de 100 sob imersdo. A taxa de fagocitose foi
obtida como percentual de macrofagos que englobaram fungo em uma contagem total
de 200 células.

5.8 Producio de Oxido Nitrico por macroéfagos alveolares

Uma vez a adesdo celular ocorrida na placa de cultivo, cada pogo foi aspirado e
lavado com 1mL de solugao salina a 0,9%. Neste momento as células foram estimuladas
com LPS na dose de 10 ug/mL. As placas de cultura retornaram a estufa para
posteriores leituras em espectrofotometro, com 24 horas.

5.9 Construc¢io da curva padrao

Para efetuar a dosagem de Oxido Nitrico através da quantificagdo dos niveis de
nitrito e nitrato das amostras foi necessario realizar uma curva padrao. Para a construg¢ao
dessa curva foram utilizados reagentes a base da solugdo de Nitrato de sodio (NaNQO;)
ImM (Solucdo padrao), meio de cultura RPMI 1640 e reagente de Griess (Solucao de

revelagdo) em volumes pré-estabelecidos. As quantidades crescentes da solucao padrao



37

foram adicionadas ao RPMI 1640 para se obter oito (08) solugdes de diferentes

concentragoes (tabela 3).

Tabela 3 — Construciio de curva padrio para dosagem de Oxido Nitrico

Solucio padrio de nitrito Meio de cultura RPMI
de sodio a 1ImM (pL) 1640 (pL)

0 1000

2 998

5 995

10 990

25 975

50 950

75 925
100 900

5.10 Processo de revelacao da curva padrao e das amostras

A confec¢do da curva padrdo ocorreu nos momentos das coletas das amostras
(figura 15), e as leituras tanto das amostras quanto da curva padrdo foram efetuadas
apods o periodo de incubagdo de 24 horas. Para o procedimento das leituras, em
espectrofotometro, foi utilizado um comprimento de onda de 550 nm. Em seguida,
foram retirados 500uL de cada solugdo da curva padrio e a mesma quantidade das
amostras dos sobrenadantes das culturas de células e misturados a 500uL da solugao de

revelagdo, para entdo, apds 10 minutos ser realizada a leitura.

Lwratupseet
ok

Wb h;wfu f

Figura 15 — Curva Padriao
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No grupo controle as células ndo receberam tratamento com o LPS. Neste grupo
houve apenas 2mL de RPMI 1640 e 500uL da solugdo de revelagao. A determinacao
espectrofotométrica dos niveis de nitrito e nitrato da curva padrdo, assim como daqueles
liberados nas amostras experimentais foram registradas em absorbancia. A partir da
determinagdo dos valores da curva padrao foi possivel converter os valores de todas as
amostras e assim determinar a quantidade de nitrito e nitrato liberados pelas células dos
animais dos diferentes grupos.

As interveniéncias da DN e do TFM sobre as variaveis do estudo fundamentaram-
se pela avaliacdo semanal do protocolo de TFM. Este caracterizado em antes do inicio
do protocolo de treino ou referéncia basal (Ty); na 1* semana de treino ou quebra da
homeostase (T;); da 2* a 3* ou periodo de transicdo entre a quebra da homeostase e a
estabilizacdo do TFM (T a T3) e da 4* a §* semana ou inicio do periodo de adaptacdo
ao treino (T4 a Tg). Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética em experimentagdo
animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco sob o
oficio n® 76/07 do processo n® 008226/2007-55 e seguiu as normas sugeridas pelo
Comité Brasileiro de Experimentacao animal (COBEA).

5.11 Analise estatistica

Para a andlise da distribui¢do normal e homogeneidade de variancias dos dados,
utilizou-se os testes ShapiroWillks e Bartlet, respectivamente. Foram utilizados os testes
paramétricos t de Student pareado, ndo pareado ¢ ANOVA, para analises intra e entre
grupos, dados expressos em média e desvio padrdao e p<0,05. Antes da realiza¢do das
possiveis comparagdes entre 0s grupos experimentais, realizou-se a checagem entre os
grupos normativos e controles nutridos (GNN, GNC) e desnutridos (GDN, GDC) a fim

de manter o controle do experimento. Nao houve diferenca significativa entre as
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variaveis dos grupos citados, logo, para todas as comparagdes, utilizaram-se os grupos

nutridos controle GNC e treino GNT e seus pares desnutridos.
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Resumo

Objetivo: Analisou-se o impacto da desnutri¢do neonatal DN e do treinamento fisico
moderado TFM na microbiota oral MO de 36 ratos Wistar machos adultos, com idade
de 60 dias. Métodos: Quanto a dieta, os animais foram divididos em nutridos N
(caseina 17%) e desnutridos D (caseina 8%). Quanto ao TFM, em treino T, controle
treino CT e normativo Nm, formando os subgrupos NT= 6, NCT= 6, NNm= 6 ¢ seus
correspondentes desnutridos. Os NT e DT foram submetidos a um TFM em esteira
rolante (60min./dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas). No 1° dia antes do inicio do
treinamento TO e 24h apds o ultimo T1, realizou-se a coleta da MO. Utilizou-se swab
estéril embebido em 40puL de salina, colocando-o em um tubo contendo 960uL de BHI
(Brain Heart infusion). Semeou-se 1uL da solugdo em placas contendo meio Agar
Sangue e Levine, sendo incubadas posteriormente em estufa bacterioldgica a 37°C por
24h, para identificagdo e contagem do crescimento bacteriano. Utilizou-se o teste t
student pareado e ndo pareado (p<0,05), com dados em média e desvio padrdo.
Resultados: Houve diferenca no NT em T1 (3,5 x 10° + 1,5 x 10°) em relagdo a TO (15
x 10° + 8,4 x 10%) (p<0,05) e no DT (6,4 x 10° + 4,6 x 10°) em relagdo ao NT (15 x 10°
+ 8,4 x 10%) (p<0,05) em TO0. Conclusiao: O TFM e a DN reduziram a MO dos animais
nutridos e desnutridos, entretanto, o padrdo bacteriano foi alterado apenas nos

desnutridos.

Termos de indexac¢ao: Exercicio, Desnutri¢ao, Microbiota oral.
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Abstract

Objective: The impact of the neonatal malnutrition-NM and the moderate physical
training-MPT was analyzed in the oral microbiota-OM of 36 wistar adult male rats,
with age of sixty days. Methods: The diet was divided in nurtured N (casein 17%) and
undernourished U (casein 8%). About MPT, the division was in training-T, training
control-TC and normative-Nm. The groups was subdivided in TN = 6, TCN = 6, NmN
= 6 and corresponding ones undernourished. TN and TU were submitted to MPT in
rolling wake (60min. /day, 5 days/week, for 8 weeks). The OM was realized at 1% day
before the training beginning-T0 and 24:00 after the last-T1. Sterile swab was used
soaked in 40uL of saline in a tube contending 960uL of Brain Heart infusion. 1puL of
the solution was sowed in plates contending Blood Agar and Levine, incubated later in
bacteriological stove at 37°C for 24:00 for identification and bacterial growth count.
The paired and non paired t test was used (p <0.05) and expresses data was mean +
SDM. Results: There was significant difference on TN between T1 (3,5 x 10 + 1,5 x
10%) in relation to TO (15 x 10° + 8,4 x 10°) (p <0.05). The same with TU (6,4 x 10° +
4,6 x 10° in relation to TN (15 x 10° + 8,4 x 10° (p <0.05) in TO. Conclusion: MPT
and NM reduced animal's OM nurtured and undernourished. However, the bacterial

pattern was just altered in the undernourished.

Indexation terms: Exercise, Malnutrition, Microbiota oral.
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INTRODUCAO

Populagdes microbianas sdo imprescindiveis para a prevencao do hospedeiro
contra o crescimento excessivo de patogenos' constituindo a microbiota normal. Esta
refere-se a populacdo de microrganismos que residem no interior ou na superficie
corporal da pele e das mucosas normais e sadias’. Os microorganismos se
estabelecem no corpo podendo viver sem causar doencas’. Os animais incluindo os
seres humanos, geralmente sio livres de microrganismos intra-uterino’. Contudo, no
momento do parto, popula¢des microbianas comegam a se estabelecer'.

A cavidade oral in Utero ¢ estéril, mas poucas horas apds o nascimento,
desenvolve-se uma microbiota oral simples®. Essa pode variar com a idade, héabitos
alimentares, estado nutricional, fluxo salivar e condigdes imunologicas. Na fase
adulta, a microbiota oral torna-se altamente complexa, composta por cerca de 500
grupos bacterianos’, os quais localizam-se principalmente no dorso da lingua, sulco
gengival ¢ na placa dental’. Estima-se que a saliva contenha cerca de 10°
bactérias/mL e as placas dentais, 10" bactérias/mL°.

Alguns microrganismos da microbiota normal podem se transformar em
patogenos oportunistas. Esses podem causar infec¢do seja por uma imunossupressao
do hospedeiro ou por sua instalagio em outros sitios corporeos’. Entretanto, em
individuos sadios, algumas espécies de bactérias da microbiota oral podem causar
caries em até 80% da populacio®. Esses eventos podem ser desencadeados por
alteracdes na umidade, temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes da cavidade
oral®.

A estrutura anatdmica da cavidade oral de humanos apresenta diferencas em
alguns aspectos quanto ao de roedores. Contudo, em relagdo a microbiota oral

normal, tem uma composi¢do semelhante™®. As bactérias com maior predominancia
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na microbiota normal oral de ratos foram os Lactobacillus murinus, os Streptococcus
spp, 0s Enterococcus faecalis e os Staphylococcus spp’. Na mucosa, foi encontrado
em altas proporg¢des o L. murinus, ja nos dentes o E. faecalis, o qual se deve ao habito
de coprofagia dos ratos’. O acumulo de algumas bactérias nessa regido, podem
desencadear um estado infeccioso, estimulando o sistema imune a uma resposta
inflamatoria.

A forma e a freqiiéncia de alimentos consumidos tém um efeito direto sobre o
ambiente microbiano oral. Tais aspectos sdo importantes no desenvolvimento dental,
na integridade dos tecidos gengivais e orais, prevengao e tratamento das doencas da
cavidade oral'’. Uma dieta inapropriada, carente em nutrientes importantes como a
desnutri¢ao, pode causar um desequilibrio na microbiota normal oral. A desnutri¢do ¢
um estado mérbido secundario a deficiéncia de um ou mais nutrientes essenciais' ",

A desnutricdo ¢ apontada como uma das principais causas de deficiéncia
secundaria na resposta do organismo aos agentes infecciosos'. Essa quando ocorrida
no periodo neonatal, pode causar conseqii€éncias severas no sistema imunoldgico.
Mesmo ap0Os recuperagdo nutricional, os mecanismos imunitarios podem estar
comprometidos'?. Os nutrientes parecem influenciar diretamente nos componentes do
sistema imune. Porém, outros fatores podem interagir com esse sistema, dentre estes,
destaca-se o papel do exercicio fisico".

O exercicio fisico regular a depender de sua magnitude, parece alterar a
resposta imunologica'®. Esta influéncia pode ser benéfica ou deletéria, dependendo da
intensidade, da freqiiéncia e da duragdo do esforco'’. O estudo das relagdes entre o
exercicio fisico, desnutricdo e microbiota oral de ratos ¢ escasso € 0s poucos
resultados ainda sdo conflitantes. A avaliagdo desses aspectos no campo experimental

e clinico ¢ relevante, logo, o presente estudo analisou o impacto da desnutri¢ao
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neonatal e posteriormente do treinamento fisico moderado sobre a microbiota oral
normal de ratos adultos.
METODOS

Foram utilizados 36 ratos machos albinos da linhagem Wistar, provenientes da
colonia de criacdo do Departamento de Nutricio da Universidade Federal de
Pernambuco. O biotério ¢ mantido uma temperatura de 21 = 2°C, com ciclo invertido de
12 horas (claro — 21h00 as 09h00; escuro — 09h00 as 21h00). Os animais sdo criados em
gaiolas de polipropileno, com ragdo ¢ agua ad libitum.

Os animais adultos que originaram as amostras foram encaminhados ao biotério
experimental com ciclo invertido (claro: 20h00 as 08h00 e escuro: 08h00 as 20h00),
onde, antes de iniciar a copula, passaram por um periodo de 15 (quinze) dias de
adaptacdo ao novo ambiente. O acasalamento foi feito numa propor¢do de um macho
para duas fémeas. A prenhes foi observada pelo aumento do ventre das fémeas, as quais
foram colocadas em gaiolas individuais até o parto. Considerou-se o primeiro dia pos-
parto como o inicio do aleitamento, onde os grupos foram compostos por seis filhotes
machos por mae.

Durante a amamentagdo, as maes foram submetidas a uma dieta hipoprotéica
(caseina 8%) ou normoprotéica (caseina 17%), compondo os grupos desnutridos (n=18)
e nutridos (n=18). Os filhotes receberam a dieta de forma indireta, a partir do leite
materno. No vigésimo segundo dia (desmame), as maes foram submetidas a ortanasia e
todos os filhotes passaram a consumir labina, adotada como dieta padrao no biotério,
contendo 23% de proteinas mistas até o final do experimento (120° dia).

Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética em experimentacdo animal

(CEEA) do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco, e
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seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentagdo animal
(COBEA). Oficio n° 76/07 de 14 de Agosto de 2007, processo n° 008226/2007-55.
Treinamento fisico moderado e dieta
Aos sessenta dias de vida, os animais foram divididos de acordo com o
treinamento fisico moderado e da manipulacao da dieta'®. Quanto ao treino, em
treinados e ndo treinados; quanto a dieta, em nutridos e desnutridos. Em seguida,
subdivididos em nutridos treino (n=6), controle treino (n=6) e normativo (n=6) e seus
correspondentes desnutridos. Os grupos nutrido e desnutrido treino, foram submetidos a
um protocolo de treinamento fisico moderado em esteira rolante (60min./dia, 5
dias/semana, durante 8 semanas)'’.
Microbiota Oral
Coleta de material para cultura

Antes de iniciar o primeiro treino (TO0), foi realizada a coleta de material da
cavidade oral dos ratos. Cada animal era segurado na posi¢ao vertical, de modo que suas
patas fossem imobilizadas. Em seguida, realizou-se a coleta da microbiota dos ratos
através de swabs estéreis, embebidos em 40uL de solucdo salina de NaCl 0,9%. Este
procedimento foi repetido apos a realizagdo do ultimo treino (T1).

Bacterioscopia, semeio, isolamento, e identificacdo bacteriana.

Apbs cada coleta, os swabs eram colocados em tubos estéreis contendo 960uL
de meio BHI (Brain Heart Infusion), meio liquido de enriquecimento que permite o
crescimento bacteriano. Através de uma alga de platina calibrada de 1pL, retirou-se uma
aliquota da amostra previamente homogeneizada e foram confeccionadas ldminas para a
coloracdo de Gram. Em seguida, outra aliquota foi retirada da amostra ¢ semeada em
placas de Petri contendo os meios de cultura Agar-sangue e Agar-Levine, para o

isolamento e identificacdo de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas. As placas
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eram incubadas em estufas bacterioldgicas a 37°C por 24h para crescimento de bactérias
aerobias. As unidades formadoras de colonias (UFC) que cresceram, foram contadas e
as bactérias identificadas através de testes especificos.

Identificacido de Staphylococcus aureus

Os cocos Gram-positivos quando visualizados em forma de cachos pela coloracao
do Gram, realizava-se o procedimento de diferenciar o S. aureus dos outros tipos de
Staphylococcus. Foi usado um teste de aglutinagdo em latex (Staphclin) da Laborclin.
Deixavam-se os reagentes adquirirem a temperatura ambiente ¢ entdo numa lamina
limpa e desengordurada, colocava-se uma gota de salina e emulsionava duas a quatro
colonias suspeitas com auxilio de um palito de madeira. Homogeneizava o Staphclin
latex e adicionava uma gota na suspensdo homogeneizando-se o conteudo da lamina,
agitando-se a lamina em movimentos rotatérios e fazendo-se a leitura do resultado.
Suspensdo limpida com grumos grandes, teste positivo para S. aureus, auséncia de
grumos teste negativo.

O Staphclin teste ao dar negativo, era realizado o teste de sensibilidade a
novobiocina. Fazia-se uma suspensio de 0,5 na escala de MacFarland em meio BHI e
com o auxilio de um swab, fazia-se o semeio em Agar sangue e colocava-se o disco de
novobiocina. A placa era deixada na estufa por 18-24h e em seguida o resultado era
lido. As bactérias sensiveis a novobiocina sdo chamadas de Staphylococcus coagulase
negativa, ja as resistentes, sao chamadas de Staphylococcus saprophyticus.

Identificacao de Streptococcus

Através da visualizagdo de cocos Gram-positivos em forma de cadeia na coloragao
de Gram realizava-se a identificagdo dos Streptococcus. Como todas
as colonias de Streptococcus isolados apresentaram oa-hemolise, os testes realizados

foram os de sensibilidade a optoquina, prova da bile esculina e NaCl a 6,5%. Para o



49

teste da optoquina, fazia-se uma suspensao bacteriana de 0,5 de MacFarland em meio
BHI e com o auxilio de um Swab, fazia-se o semeio no Agar sangue e colocava-se o
disco da optoquina. Em paralelo fazia-se semeio em estrias na superficie de um tubo
contendo meio inclinado de Agar bile esculina e fazia-se uma suspensio em meio
liquido contendo NaCl a 6,5%. Em seguida, os meios e o tubo de NaCl foram colocados
em estufa pelo periodo de 24-48h.

A bactéria sensivel a optoquina era o Streptococcus pneumoniae. Quando a
bactéria era resistente a optoquina, possuia o semeio no tubo com bile esculina positivo
(verificado pela formacdo de uma cor enegrecida na superficie do tubo) e havendo
turvagdo do tubo contendo NaCl a 6,5%, era identificada como Enterococcus sp, caso o
resultado fosse o mesmo, apenas o NaCl dando negativo, essa bactéria era identificada
como sendo Streptococcus do grupo D. Ja para o Streptococcus do grupo viridans,
havia resisténcia a optoquina e resultados para bile esculina ¢ NaCl a 6,5% negativos.

Identificacido de Bacillus sp e Corynebacterium sp
Era feita Unica e exclusivamente pela coloracdo de Gram. Bacilos Gram
positivos com esporos eram identificados como sendo Bacillus sp, enquanto que Bacilos
Gram positivos, em forma de letras chinesas, como Corynebacterium sp.
Identificaciao de bacilos Gram negativos
Para a identificagdio dos bacilos Gram negativos, usou-se o kit para
enterobactérias da Laborclin. Este Kit era composto por cinco tubos de vidro com
tampas de rosca, contendo meios de culturas especificos. O primeiro tubo com meio de
Rugai sem sacarose, solido e inclinado; O segundo, com meio LMI — Lisina, Motilidade
e Indol semi-so6lido; O terceiro, com meio MIO — Motilidade, Indol e Ornitina semi-
solido; O quarto, com meio de Rhamnose liquido seguido da adig¢do de vaselina estéril e

0 quinto, continha meio de citrato, solido e inclinado. A identificagdo da bactéria era
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feita observando as mudancgas de cor nos meios, pelos indicadores de pH presentes nos
mesmos. Essa leitura era realizada através de uma numeragdo especifica, por meio de
uma tabela normativa.
Analise estatistica
Para analise descritiva utilizou-se a distribui¢do de probabilidade. Nas
comparagdes intra e entre grupos, utilizou-se o teste t Student pareado e ndo pareado,
com um nivel de significancia estatistica de p<0,05. Os dados foram representados em

média e desvio padrao.

RESULTADOS
Quantificacdo de bactérias aerdbias da microbiota normal oral
As bactérias isoladas foram identificadas e classificadas de acordo com sua
prevaléncia na microbiota oral, tanto de ratos nutridos quanto os desnutridos. O
Streptococcus do grupo viridans teve maior ocorréncia (21,1%) e o Streptococcus

pneumoniae e a Escherichia coli, menor (1,4%) cada (tabela 1).

Tabela 1

Prevaléncia de bactérias por Gram
A prevaléncia, em valores absolutos de bactérias Gram' na microbiota oral de
ratos que consumiram caseina 17% e 8% (150;130), foi maior do que a prevaléncia das
bactérias Gram (2;2).
Prevaléncia de bactérias no grupo nutrido
No grupo nutrido, a bactéria com maior numero de ocorréncia foi o Streptococcus

grupo viridans, incidindo nos trés grupos estudados: treino (14), controle treino (10) e
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normativo (10). Ja as de menor prevaléncia foram a Escherichia coli, a
Corynebacterium sp e o Enterococcus sp, nos grupos treino (1), controle treino (5) e

normativo (2) (figura 2).

Figura 2

Prevaléncia de bactérias no grupo desnutrido
No grupo desnutrido, as bactérias com maior numero de ocorréncia foram o
Streptococcus grupo viridans nos grupos treino (11) ¢ no controle treino (10) e o
Staphylococcus saprophyticus no grupo normativo (11). Ja as de menor prevaléncia
foram o Streptococcus pneumoniae no grupo treino (2), o Staphylococcus
saprophyticus no controle treino (1) e o Staphylococcus aureus no normativo (4)

(figura 3).

Figura 3

Comparacio nos grupos treino nutrido e desnutrido, em relacio a quantidade

de bactérias encontradas na microbiota normal oral.
Ao compararmos o grupo nutrido treinado nos tempos “TO e T1”, observou-se
uma reducdo significativa (p<0,05) na quantidade de bactérias da microbiota oral de
ratos no tempo T1 (3,5 x 10°+ 1,5 x 10°) em relacdo a TO (15 x 10° + 8,4 x 10°) (teste t

student pareado / dados em média + desvio padrao) (figura 4).

Figura 4
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Ao compararmos o grupo desnutrido treinado no tempo T1 (4,5 x 10° + 2.6 x 10°)
em relagdo a TO (6,4 x 10° + 4,6 x 10°), observou-se uma reduco na quantidade de
bactérias da microbiota oral, entretanto, ndo o suficiente para obtencdo de diferenca
significativa entre os tempos no grupo (teste t student / dados em média + desvio
padrao).

Comparacio dos grupos treino nutrido e desnutrido, em relacio a quantidade

de bactérias encontradas na microbiota normal oral.
Ao compararmos os grupos treino nutrido (15 x 10° + 8,4 x 10°) com desnutrido
treino (6,4 x 10° + 4,6 x 10°) em TO, observou-se diferenca significativa (p<0,05) na
quantidade de bactérias da microbiota normal oral de ratos (teste t student / dados em

média + desvio padrdo) (figura 5).

Figura 5

Ao compararmos os grupos treino nutrido (3,5 x 10° + 1,5 x 10°) com o desnutrido
treino (4,5 x 10° + 1,6 x 10%) em T1, ndo foi observado diferenca estatistica em relacio a
quantidade de bactérias da microbiota normal oral de ratos (teste t student / dados em

média + desvio padrao).

DISCUSSAO
A microbiota oral normal ¢ de suma importancia para o organismo. Dificulta a
entrada de microrganismos invasores, produzindo secregdes antagonicas para outras
- Ani 18
bactérias patogénicas .
No presente trabalho identificou-se nove tipos bacterianos tanto nos animais
nutridos quanto nos desnutridos. A bactéria em maior quantidade e mais freqiiente foi o

Streptococcus do grupo viridans, enquanto as de menor quantidade e menor freqiiéncia
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foram o Streptococcus pneumoniae ¢ a Escherichia coli. Estudo realizado com a
microbiota oral normal de ratos, identificou as bactérias Streptococcus, Staphylococcus,
Enterococcus,  Lactobacillus,  Corynebacterium,  Actinomyces,  Alcaligenes,
Propionibacterium, Bacillus, Clostridium, Neisseria, Veillonella, Enterobacteriaceae,
Bacteroides, Fusobacterium, Spirochetes, e Protozoa'.

Nossos resultados foram semelhantes aos encontrados na microbiota oral normal
de ratos adultos, desnutridos ou ndo no periodo neonatal e submetidos a um programa
de treinamento fisico moderado de natagdo. Identificou-se o Bacillus sp e o
Streptococcus do grupo viridans, como as bactérias mais freqiientes e o Enterococcus
como a de menor freqiiéncia®. Em outro estudo, as bactérias predominantes e mais
freqiientes foram Lactobacillus murinus, Streptococcus spp, Enterococcus faecalis, e
Staphylococcus’.

Este trabalho identificou em relagdo a coloracdo de Gram, aproximadamente
98% de bactérias Gram' e 2% Gram'. O resultado concorda com outro achado, no
qual o Gram" correspondia a 91,8% ¢ o Gram™ a 8,2% >'. Variaveis intervenientes
como o exercicio fisico e a desnutricdo ndo foram consideradas nesse trabalho.
Pesquisa realizada com ratos, desnutridos no periodo neonatal e submetidos a um
programa de treinamento fisico moderado de natagdo, identificou 70% de bactérias
Gram' e 30% de Gram *°. O tipo de treinamento pode ter influenciado no resultado.
Em outro estudo experimental com ratos, 80% das bactérias aerdbias e anaerdbias
isoladas, eram Gram"®.

No presente estudo, observou-se no grupo nutrido, o Streptococcus do grupo
viridans como a bactéria de maior prevaléncia no grupo treino (GT), controle treino
(CT) e normativo (N), enquanto que a Escherichia coli, Corynebacterium sp e o

Entrerococcus as de menor prevaléncia. No grupo desnutrido, o Streptococcus do grupo
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viridans foi mais prevalente nos GT ¢ CT e o Staphylococcus saprophyticus no N,
enquanto as de menor prevaléncia foram o Streptococcus pneumoniae no GT, o
Staphylococcus saprophyticus no CT ¢ o Staphylococcus aureus no N.

Em descri¢ao realizada da microbiota normal oral de ratos nutridos submetidos a
extracdo dentaria, identificou-se Bacillus sp como a bactéria mais freqiiente e as
Escherichia coli e Serratia liquefaciens como as menos freqiientes®’. Na alveolite, as
mais freqiientes foram Staphylococcus aureus e Streptococcus do grupo viridans ¢ as
menos freqiientes Pseudomonas aeruginosa e Serratia sp. Estes achados sugerem que
as bactérias identificadas ndo diferem muito das encontradas no presente trabalho,
mesmo sob a influéncia de diferentes variaveis como extragao, alveolite, desnutri¢do e o
exercicio fisico moderado.

O treinamento fisico moderado parece estar associado a uma melhora de muitas
fungdes do sistema imune inato e adaptativo®>. No presente trabalho, verificou-se uma
reducdo significativa da quantidade de bactérias da microbiota normal oral de ratos do
grupo nutrido (caseina-17%) no tempo T1 em relagdo a TO. Em experimento realizado
com ratos nutridos (caseina-17%), submetidos a um treinamento fisico moderado de
natagio, ndo foi observado diferenca estatistica no T1 em relacdo a TO?. As diferencas
encontradas sugerem que o tipo de treinamento parece ter influenciado na quantidade de
bactérias encontradas.

Neste estudo, ndo foi verificado no grupo desnutrido (caseina 8%) diferenga
significativa na quantidade de bactérias em T1 em relagdo a TO, apesar da reducdo do
numero de bactérias pos-treinamento. Em trabalho realizado utilizando um protocolo de
treinamento fisico moderado com natagdo e o mesmo tipo de dieta, observaram-se

2 . .
resultados semelhantes aos apresentados®’. O treinamento fisico moderado tanto em
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esteira rolante quanto em natagdo, parece nao ter influenciado na quantidade de
bactérias da microbiota normal oral de ratos desnutridos.

A desnutri¢ao causa danos a imunidade inespecifica, representada pelas barreiras
epiteliais e mucosas, 0 que aumenta a susceptibilidade as infec¢des'>*. No presente
trabalho, ao comparar o grupo treino nutrido com desnutrido, observou-se diferenca
significativa em TO, entretanto em T1, ndo foi observado diferenca. Essas encontradas
em TO parecem estar associadas a influéncia da desnutricio imposta no periodo
neonatal. Entretanto, os achados em T1 fundamentam-se pela influéncia do treino na
reducdo da quantidade de bactérias da microbiota no nutrido, fazendo com que os

valores entre os grupos se equiparassem.

CONCLUSAO
O treinamento fisico moderado e a desnutricdo neonatal reduziram o
crescimento bacteriano da cavidade oral dos animais dos grupos nutrido e desnutrido,

entretanto, o padrdo bacteriano foi alterado apenas no desnutrido.
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Tabela n° 1 - Total de bactérias encontradas na microbiota normal oral de
ratos nutridos e desnutridos.

Nome das bactérias Valores
Absolutos  Relativos (%)

Streptococcus grupo viridians 60 21,1
Staphylococcus aureus 50 17,6
Bacillus sp 46 16,2
Corynebacterium sp. 37 13

Staphylococcus coagulase negativo 36 12,7
Staphylococcus saprophyticus 30 10,6
Streptococcus pneumonia 04 1,4
Enterococcus sp. 17 06

Escherichia coli 04 1,4
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Resumo

Objetivo: Analisou-se o impacto do treinamento fisico moderado TFM sobre os
leucdcitos totais LT, diferenciais LD e série vermelha SV de 36 ratos Wistar machos
adultos (sessenta dias) desnutridos precocemente DP ou ndo. Métodos: Quanto a
dieta, foram divididos em nutridos N (caseina 17%) e desnutridos D (caseina 8%).
Quanto ao TFM, em treino T, controle treino CT e normativo Nm. Os NT e DT foram
submetidos a um TFM em esteira rolante (60min./dia, 5 dias/semana, durante 8
semanas). No 1° dia antes do treino Ty e 24h apds o ultimo dia de cada semana de
treino (T, a Tg), retirou-se uma aliquota de 0,1 mL da cauda dos animais para analise
sanguinea. Os LT foram contados em hemocitdmetro com auxilio do microscopio
eletrébnico. Nos LD utilizamos o esfregago sanguineo e contabilizamos em contador
eletrénico KACIL. Para hemoglobina Hg, a solugao hipotdnica foi lida pela técnica de
cianometemoglobina. Os hematécritos Ht foram determinados percentualmente por
micro-hematécrito e para contagem de heméacias Hm por 1mm? utilizou-se o
hemocitdmetro. Utilizou-se o teste t student (p<0,05), com dados em média e desvio
padrdo. Resultados: Houve diferenga significante nos LT entre os NT (9,1+0,1) e DT
(8,0+0,1) desde T, e em neutrdéfilos (22,1+0,6), (24,6+1,8) a partir de T, (p<0,05). Nao
houve diferenga estatistica em Hg, Ht e Hm desde T;. Discussédo: O TFM alterou LT,
LD e a SV do DT. Conclusado: O TFM parece ter induzido, a partir de T,, adaptagao

fisioldgica nas variaveis citadas em ratos adultos DP.

Termos de indexacao: exercicio, desnutricdo, leucocitos
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Abstract

Objective: the impact of the moderate physical training MPT on leukocytes total LT
and leukocytes differentiate count LD and red series RS of 36 Wistar adult male rats
with age of sixty days early malnourished EM. Methods: the diet was divided in
nourished N (casein 17%) and malnourished M (casein 8%). About the MPT, the
division was in training T, training control TC and normative Nm. The N and M were
submitted to a MPT in rolling wake (60min. /day, 5 days/week, for 8 weeks). In the 1%
day, before the training start T, and 24:00 after the last training day of the week (T,
until Tg), a 0.1 mL aliquot of the animals’ tail to the blood analysis. The LT was counted
in hemocytometer with aid of the electronic microscope. The blood films was used to
LD and counted with KACIL electronic accountant, with keys corresponding to each
cell type. The hypotonic solution was read by the cianomethemoglobin technique for
hemoglobin Hg. The hematocrits Ht were percentualy determined for personal
hematocrit-computer and for red blood cell count Rb for 1mm3, the hemocytometer
was used. The t-test was used (p <0.05) with expresses data in mean and standard
deviation. Results: there was significant difference in LT between the N (9,1+£0,1) and
M (8,0+0,1), from T, IN neutrophils (22,1£0,6), (24,6+1,8) from T, (p<0,05). There was
not statistical significance in Hg, Ht and Rb from T;. Discussion: the MPT altered LT,
LD and RS of the M. Conclusion: the MPT seems to have induced physiologic

adaptation from T, in the mentioned variables in adult rats EM.

Indexation terms: Exercise, malnourished, leukocytes.
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INTRODUCAO

A desnutricdo protéica implica em diversas alteragdes fisiolégicas e
metabolicas’, as quais tém sido relacionadas a depressao do sistema imune. Assim,
um suprimento adequado de nutrientes é imprescindivel para a manutengao do
crescimento em todos os sistemas organicos. O estudo da desnutricdo protéica em
modelos animais tem procurado verificar sua associagao a recuperacao nutricional e
ao exercicio fisico?, quer na fase intra-uterina, neonatal ou de desenvolvimento?.
Porém o restabelecimento das variaveis metabdlicas é lento, entretanto, o exercicio
fisico pode beneficiar a recuperagéo nutricional’.

O treinamento fisico moderado (TFM) pode desencadear diversas adaptagdes
bioquimicas, metabdlicas, hormonais e imunes®. A realizagdo do TFM pode induzir
alteracdes fisiolégicas como a liberagdo de mediadores inflamatérios, citocinas e
ativacdo de leucécitos®. Favorece ainda a aerobiose, melhorando a cinética do
oxigénio promovendo melhor absor¢cao pulmonar, transporte sanguineo e reabsorgao
celular®. O treinamento fisico aerébio também promove o aumento da taxa metabdlica
basal ou do dispéndio energético, podendo induzir perdas ponderais®.

Poucos estudos utilizando protocolos de treinamento fisico analisaram,
semanalmente, as respostas induzidas pela associacao entre o exercicio fisico e
recuperacao nutricional em individuos submetidos a desnutricdo neonatal. Esse
procedimento caracterizou a influéncia desses fatores sobre as variaveis estudadas
em cada fase experimental, elucidando detalhadamente suas associagbes. Desta
forma, analisou-se a influéncia do TFM sobre a adaptacao leucocitaria, hematimétrica
e morfolégica de ratos desnutridos precocemente e submetidos, posteriormente, a

recuperacgao nutricional.
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MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se 36 ratos machos albinos da linhagem Wistar, provenientes da
colénia de criagdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. O biotério central € mantido a uma temperatura de 21 £ 2°C, com ciclo
invertido de 12 horas (claro — 21h00 as 09h00; escuro — 09h01 as 20h59). Nesse
biotério, os animais sdo criados em gaiolas de polipropileno, com racdo e agua ad
libitum. Os animais adultos que originaram as amostras foram encaminhados ao
biotério experimental com ciclo invertido (claro: 20h00 as 08h00 e escuro: 08h01 as
19h59), onde, antes de iniciar a copula, passaram por um periodo de 15 (quinze) dias
de adaptacado ao novo ambiente.

O acasalamento foi feito numa propor¢cdo de um macho para duas fémeas. A
prenhes foi observada pelo aumento do ventre das fémeas, as quais foram colocadas
em gaiolas individuais até o parto. Considerou-se o primeiro dia pds-parto como o
inicio do aleitamento, onde os grupos foram compostos por seis filhotes machos por
mae. Estas foram divididas em um grupo desnutrido, com dieta hipoprotéica (caseina
8%) e um nutrido, com normoprotéica (caseina 17%). Os filhotes receberam a dieta de
forma indireta, a partir do leite materno.

A partir do vigésimo segundo dia de vida (desmame), as maes foram
submetidas a ortanasia e os filhotes divididos em trés por gaiola, de acordo com a
dieta consumida no periodo neonatal, passam a consumir labina. Esta é adotada como
dieta padrao no biotério central, pois contém 23% de proteinas mistas. Essa dieta foi
administrada até o final do experimento pelos grupos (120° dia). O peso corporal total
PCT dos animais foi aferido do primeiro dia de vida até o final do periodo do
experimento, divididos em periodo de aleitamento (21 dias) diariamente; desmame
(22° a 59° dia) e treinamento (60° a 120° dia), em dias alternados. Para isso foi
utilizado uma balancga eletronica com precisédo de 0,1g e capacidade para 4 Kg (Marte,
modelo S-2000).

Aos sessenta dias de vida, os animais foram divididos de acordo com o TFM e
da manipulacdo da dieta. Quanto ao treino, em treinados ou nao; quanto a dieta, em
nutridos e desnutridos. Em seguida, subdivididos em nutridos treino (n=6), controle
treino (n=6) e normativo (n=6) e seus pares desnutridos. Os grupos treinos foram
submetidos a um protocolo de TFM em esteira rolante (60min./dia, 5 dias/semana,
durante 8 semanas’ — T, a Tg), enquanto o grupo controle permaneceu em suas
gaiolas, as quais foram deslocadas da estante para junto da esteira apenas no
momento do treino. J& o normativo, isento do TFM, controlou os procedimentos

realizados com o grupo controle, mantendo o principio do experimento.
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Andlises dos parametros leucocitarios e hematimétricos

Foram coletadas antes do inicio do treino T, e 24 horas apods a ultima sessao
de cada semana de treino (T; a Tg), uma pequena aliquota de sangue (1 mL) da
cauda dos animais, devidamente anestesiados. Dessa, 0,5 mL para realizacdo dos
indices hematimétricos, como a hemoglobina, hematdcrito e hemacias e 0,5 mL para
o leucograma, como contagem total e diferencial de leucécitos. O sangue extraido
foi depositado em tubo de 5 ml previamente acrescido de uma gota (20 pl) do
anticoagulante Acido Etileno Diamino Tetra Acético a 3% - EDTA.

Para determinagcdo da hemoglobina utilizou-se 10 yL de sangue diluido em
5mL de solugdo hipotbnica “técnica de cianometemoglobina”. Para tal, obteve-se a
extrusdo da hemoglobina através da lise dos eritrécitos e formacao do produto colorido
cianometemoglobina, a partir da reacdo da hemoglobina com cianetos. A
concentracao foi inferida por espectrofotometria (Beckman DU-62) com filtro de 540
nm, expressa em mg/dl através da férmula: Hb = DO da amostra x FC, onde: Hb =
concentracdo de hemoglobina, DO = densidade 6ptica e FC = factor de conversao.

Os valores de hematdcrito foram determinados em percentagem pela técnica
de micro-hematécrito em leitor de microcapilar por centrifugacao (International
Microcapillary Reader. IEC). Para a contagem de hemacias por 1mm?® de sangue foi
utilizada solugao tampao fosfato de sédio (PBS) a 0,1M com pH=7.4 na propor¢ao de
1:200 em hemocitdmetro. Para o calculo foi utilizada a férmula: Hm x 5 x 200 x 10,
onde: Hm = numero total de hemécias contadas (em 1/5 de mm?); 5 = factor de
conversdo para 1mm?; 200 = factor de conversao da diluicdo utilizada; 10 = factor de
conversdo para 1mm? (profundidade da lamina). O resultado foi obtido em nimero de
células/ml de sangue. Para a contagem total de leucécitos as amostras de sangue
foram diluidas (1:200) em solugdo de TURK (acido acético a 3%)°.

Os leucécitos foram contados em hemocitdbmetro com auxilio do microscopio
6ptico, sendo o resultado obtido pela expressdo: Leucdcitos x mm? de sangue = (Lc. x
20 x 10)/4, onde: Lc = numero total de leucécitos contados em 4 mm?; 4 = factor de
conversao para 1mm?; 20 = factor de convers3o da diluicdo utilizada; 10 = factor de
conversao para 1Tmm? (profundidade da lamina). Na contagem diferencial de leucécitos
utilizou-se a técnica do esfregaco sanguineo e para a coloracdo do esfregaco foi
utilizado o kit Pandtico Rapido LB — Laborclin Ltda. Os diferentes elementos foram
contabilizados através da utilizagdo de um contador electronico KACIL com teclas
correspondentes a cada tipo de célula.

As interveniéncias da DN e do TFM sobre as variaveis do estudo

fundamentaram-se pela avaliagdo semanal do protocolo de TFM. Este caracterizado
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em antes do inicio do protocolo de treino ou referéncia basal (Ty); na 12 semana de
treino ou quebra da homeostase (T,); da 22 a 32 ou periodo de transicdo entre a
quebra da homeostase e a estabilizacdo do TFM (T, a Tz) e da 42 a 8% semana ou
inicio do periodo de adaptagao (T, a Tg). Este estudo foi aprovado pela comissao de
ética em experimentagdo animal do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Pernambuco sob o oficio n® 76/07 do processo n° 008226/2007-55 e seguiu

as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentacao animal (COBEA).

Andlise estatistica

Para a anadlise da distribuicdo normal e homogeneidade de variancias dos
dados, utilizou-se os testes ShapiroWillks e Bartlet. Foi confirmado a utilizagdo do
teste paramétrico t de Student para anadlise intra e entre os grupos, com dados
expressos em média e desvio padrao, com p<0,05. Antes da realizacdo das possiveis
comparagdes entre os grupos experimentais, realizou-se a checagem entre os grupos
normativos e controles dos animais N e D a fim de manter o controle do experimento.
Nao foi identificada diferenga significativa entre as varidveis estudadas nos grupos
citados, logo, para todas as comparacgdes possiveis, utilizaram-se os grupos nutrido

controle GNC e treino GNT e desnutrido controle GDC e treino GDT.

RESULTADOS

Peso corporal

O peso corporal total PCT dos animais dos grupos nutrido GN e desnutrido GD
foi mensurado durante todo o seu periodo de vida, compreendendo os intervalos do 1°
ao 21° dia (periodo de amamentagao), 22° ao 59° (periodo de recuperagao nutricional
- RN) e do 60° a 120° dia de vida (RN aliada ao periodo do TFM). Os animais do GD
apresentaram um menor ganho de PCT em relagdo ao GN a partir do 7° até 120° dia
de vida (p<0,05) (figura 1).

Figura 1

O PCT dos animais dos grupos treino e controle dos GN e GD, foram
mensurados durante as 8 semanas de aplicagdo TFM. Inicialmente, realizamos as
comparagdes semanais (To a Tg) intra-grupos GNT (326,99 + 35,42) e GNC (323,07 £
36,79); GDT (268,84 + 20,80) e GDC (264,16 + 19,02) e observamos que nao houve
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diferenga estatistica entre os mesmos (p<0,05). Esses resultados sdo as médias e
desvios gerais obtidos ao final do treinamento, logo, dos quatro grupos analisados,
passamos a ter dois, o GNT e o GDT. Ao compararmos esses grupos, verificamos um
menor ganho de PCT do GDT (211,03 £ 10,71) em relagdo ao GNT (272,16 + 31,70)
(p<0,05), a partir da 12 semana de treino T, (figura 2).

Figura 2

Contagem de leucocitos totais

A tabela 1 representa a contagem de leucdcitos totais CLT do sangue periférico
de ratos adultos intra e entre os GN e GD, durante 8 semanas de TFM. Na
comparacao entre os GD em relagdo ao GN, houve uma diferencga significativa em Tg
(efeito da desnutricdo) e no GDT em relagdo ao GNT a partir de T, (efeito do treino no
GNT) (p<0,05). Foi observado um aumento significativo na CLT no grupo GDT em
relagcdo ao GDC a partir da 22 semana de treino T, (p<0,05). Entretanto, o aumento

significativo do GNT em relagdo ao GNC ocorreu a partir de T, (P<0,05).

Tabela 1

Leucocitos diferenciais

A tabela 2 representa a contagem de leucdcitos diferenciais CLD do sangue
periférico de ratos adultos intra e entre os GN e GD, durante 8 semanas de TFM. Nao
foi observada diferenca significativa nos linfécitos do DN em relagdo ao GN em T,
(efeito da recuperacao nutricional - RN) e no GDT em relacdo ao GNT a partir de T,
(efeito do treino no GDT). Entretanto, foi observado um aumento significativo no grupo
GDT em relacdo ao GDC a partir da 42 semana de treino T, (p<0,05), ja no GNT em
relacdo ao GNC a partir de Ts (p<0,05).

Nos neutréfilos, nao foi observada diferenga significativa no GD em relagédo ao
GN em T, (efeito da RN) e nos grupos treinos da T, a T, (efeito do treino no GDT) e
em T; e Tg houve um aumento significativo no GDT em relagdo ao GNT (p<0,05). Ja

nos treinos em relacdo aos controles, houve um aumento significativo a partir da T3
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(p<0,05). Quanto aos mondcitos, ndo houve diferenca significante entre o GD e GN
em T, (efeito da RN) e no GDT em relagdo ao GNT a partir de T, (efeito do treino). Ja
os treinados em relagao aos controles, houve aumento significativo no GDT a partir da
T4 € no GNT a partir de Ts (p<0,05). Os eosindfilos ndo foram responsivos a RN e ao
TFM, apesar de aumentos discretos em seus valores, ndo houve diferenca significativa

intra e entre os grupos analisados durante o TFM.

Tabela 2

indices hematimétricos

A tabela 3 representa os indices hematimétricos do sangue periférico de ratos
adultos intra e entre os GN e GD, durante 8 semanas de TFM. Nos Hematdcritos, ndo
houve diferencga significativa no GD em relagdo ao GN em T, (efeito da RN) e no GDT
em relacdo ao GNT a partir de T, (efeito do treino no GDT). Foi observado um
aumento significativo no GNT em relagdo ao GNC a partir da T, (p<0,05), entretanto o
aumento significativo do GDT em relagdo ao GDC ocorreu em Tg (P<0,05).

Na hemoglobina, houve diferenga estatistica entre o GD e o GN em T, (efeito
da desnutricdo) e no GDT em relacdo ao GNT em T, (efeito do inicio do treino nos
grupos - quebra da homeostase) (p<0,05). Entretanto, essa diferenga nao foi
significante a partir da T, (efeito do treino no GDT). Foi observado o aumento
significativo no GNT em relagdo ao GNC em T, (efeito do inicio do treino - quebra da
homeostase) e a partir da Ts (p<0,05), ja no GDT em relagdo GDC a partir de T4
(p<0,05).

Nas hemacias, houve diferenga estatistica no GD em relagcdo ao GN em T,
(p<0,05) (efeito da desnutricdo). Nos grupos treinados, houve diferenga significante
em T; (p<0,05) (efeito do inicio do treino - quebra da homeostase). Todavia, essa
diferenca nao foi observada de T, a T (efeito do treino no GDT). No GNT em relacéo
ao seu controle, o aumento significativo ocorreu a partir da Ts (p<0,05), ja no GDT em
relacdo ao GDC, a partir de T4 (p<0,05).

Tabela 3
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DISCUSSAO

Analisaram-se as adaptacdes fisioldgicas induzidas pelo TFM nas séries
branca e vermelha do sangue periférico e na morfologia (PCT) de ratos machos
adultos desnutridos precocemente. Avaliou-se na série branca os leucdcitos totais LT
e diferenciais LD (neutrofilos PMN-N, linfocitos L, eosindfilos E e mondcitos MNN-M) e
na vermelha os hematdcritos Ht, as hemoglobinas Hg e as hemacias Hm. Para
identificar a influéncia do TFM e da DN sobre as variaveis, comparamos cada semana

de treinamento (T, a Tg) com o tempo zero (Ty), intra e entre os grupos experimentais.

Antes do inicio do TFM (Ty)

Neste periodo, a DN mesmo seguida de RN, provocou a redugdo do numero
dos LT, Hg e Hm do GD quando comparado ao GN, entretanto, ndo observado
diferenca significativa nas demais variaveis. E provavel que a RN ndo tenha sido
eficaz para as variaveis alteradas. Esses resultados podem ser consequéncia do
periodo em que a desnutricdo foi aplicada. Nessa fase, ha uma maior demanda de
calorias e proteinas necessarias para a funcdo celular e para o fornecimento de
energia para o metabolismo neonatal®. As alteragdes celulares impostas pela DN,
parecem intervir na formagdo de 6rgdos linféides'®, além da expansdo e alteragdo
leucocitaria na fase adulta’”.

Na série vermelha, existe uma relagdo entre o baixo valor biolégico da proteina
dietética e do ferro e as alteragdes de parametros hematoldgicos'?. A DN pode alterar
a estrutura da Hm e da Hg, reduzido seu nimero e fungéo'2. A caréncia do ferro pode
alterar o transporte gasoso, reduzindo o consumo maximo de oxigénio VO3 max., um dos
parametros de analise do rendimento no EF°. No PCT, a DN pode ter alterado o teor
protéico do leite da prole’, a qual manteve o baixo peso a partir do 7° dia da fase
neonatal até o 120° dia da fase adulta.

Nosso trabalho corroborou, em alguns aspectos, com outro estudo que nao
observou alteracdo no numero de MNN-M e E do GD em relagdo ao GN, entretanto,
houve uma redugdo significativa nos LT nesse periodo e no PCT dos animais a partir
do 5° dia de vida'™. Os efeitos da restricdo protéica durante o periodo neonatal,
também foram demonstrados em ratos a partir do 5° dia'. Talvez, as diferencas
ocorridas nas outras variaveis, devam-se as especificidades das respostas fisiolégicas
ao tipo de treino (natagao), ja que os desenhos experimentais foram semelhantes.

Em outro ensaio, a D induziu alteragdes significativas em ratos dos 21 aos 60
dias de vida'. Esse resultado, apesar do mesmo eixo de estudo, difere do nosso, ja

que a D foi realizada fora do periodo neonatal. Isso ndo exime a eficacia do modelo
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aplicado, no entanto, pode dificultar na identificacdo de algumas respostas celulares

101" Em outro modelo, ratos desnutridos

que sao influenciadas por esse periodo
administrados com salina - DS e lipopolissacarideos - DLPS, ndo diferiram nas
variaveis da série vermelha e branca, entretanto, o PCT foi diferente do aleitamento a
fase adulta’.

Nossos resultados diferiram do estudo com endotoxina — LPS no PN, pois
nao utilizamos estimulos pré-inflamatérios exdgenos durante o periodo experimental.
Os efeitos da D no PN é caracterizado por induzir alteracées na imunocompeténcia do
individuo, podendo causar danos as estruturas e fungbes de sistemas organicos como
o nervoso, enddcrino e imune'®'. A RN pode restabelecer essas perdas, mas, o
processo é lento'. Nesse contexto, o EF pode contribuir para atenuar as repercussdes

causadas pela DN.

12 semana de treinamento (Ty)

Nesse periodo, o TFM objetivou a quebra da homeostase organica' dos
animais, os quais em algumas variaveis, responderam com valores acima dos basais,
as vezes, mesmo sem significancia. Observou-se ainda que a DN inibiu
significativamente o aumento do nimero de LT, Hg e Hm do GDT em relagao ao GNT,
mesmo com o inicio do treino. Talvez essas varidveis ndo sejam responsivas a

sessdes agudas de EF moderado de curta duracdo (5minutos)™

, a qual alterou as
respostas das outras variaveis, gerando um aumento no numero de células
sanguineas®.

O TFM na T, desencadeou respostas fisiolégicas e metabdlicas semelhantes
as de um treinamento agudo, apesar da intensidade moderada. Essas alteragdes
induzem ajustes homeostaticos?', seja como uma resposta a um estresse fisico? ou a
uma preé-disposi¢ao de adaptacao ao treino. O EF sob condigdes agudas pode alterar
a contagem, redistribuicdo e a capacidade funcional de algumas células'®. Essas
condigbes foram observadas no aumento significante do numero de LT circulantes de
um GNT que realizou EF agudo moderado (5 min.) em relagdo ao leve (5 min.)".

O EF de curta duragao pode ser comparado a uma carga sUbita de estresse,
podendo induzir também alteragdes na série vermelha do sangue. Os animais, mas
ndo o homem, s&o capazes de estocar grande quantidade de eritrécitos no bago e
expeli-los na circulagcdo quando o sistema transportador de oxigénio esta sob
estresse'?. Em nosso trabalho, o TFM na T, parece ter induzido uma maior demanda
energética ao sistema cardiorespiratorio dos grupos treinos, melhorando o VO, max. por

meio do aumento do numero de Hm e Hg. Logo, a caréncia dos nutrientes parece nao
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ter alterado o processo de acoplamento quimiosmético da produgdo de energia
aerobia nas mitocondrias*'2.

A produgio de energia nas mitocOndrias resulta em alteracbes que parecem
estar relacionadas com o aumento do metabolismo durante o EF, neste sentido, o PCT
tem sido utilizado para essa avaliacdo®®. Durante todo o periodo do treinamento (T; a
Tg), foi observada diferencga significativa no PCT entre os grupos treinos, no entanto,
nao houve diferenga intra-grupos. Esse resultado no GDT demonstra que a
recuperacao nutricional foi eficiente, pois o gasto energético e a fase de catabolismo
tornar-se-iam intensificados com a associagdo do EF & deficiéncia nutricional protéica?,
induzindo uma maior reducéo de PCT.

Um TFM de natagdo durante 6 semanas, induziu a partir da 52, um menor
ganho de PCT em ratos treinados em relacdo ao seu controle’®. Apesar de periodos
diferentes, os resultados sdo semelhantes, porém, ressalta-se que trabalhamos
durante 8 semanas em esteira rolante e aplicamos DN e RN. Talvez, tais aspectos
metodolégicos tenham contribuido para a diferenca dos achados nas semanas de
treino. Além do mais, nossa especificidade identificou diferencas internas nos grupos
N e D, em comparagdo a outro estudo semelhante que sé realizou analises entre

grupos’®.

22 e 32 semanas de treinamento (T, e T3)

Esse periodo foi caracterizado pela transicao entre a quebra da homeostase e
a estabilizagdo do treinamento fisico, o qual induziu em algumas variaveis
responsivas, indices entre Ty e T;. A DN ja ndo impediu o aumento significativo dos
valores dos LT e PMN-N do GDT em relagcédo ao seu controle, e dos LT em relagao ao
GNT. Nas outras variaveis do GDT foram observados aumentos importantes, mas nao
significativos intra e entre os grupos analisados. E possivel que as respostas
ressaltadas tenham ocorrido pela acao do TFM, o qual, aliado a RN, induziu possiveis
adaptagdes fisiolégicas nessas células, ao ponto de minimizar as diferengas
esperadas.

Os valores leucocitarios dos GDT e GNT em T, e T3 aumentaram
progressivamente em relagao a T, e Ty, sugerindo uma leucocitose fisiolégica como
respostas ao tipo de estresse®®. Logo, essa resposta parece representar uma
tendéncia adaptativa ao TFM. E possivel que esse processo tenha ocorrido em nossos
grupos ftreinos, ja que no intervalo entre Ty e Ts, foi obtida uma média de LT de
9.340/mm?®, valor abaixo do que é preconizado para uma possivel leucocitose

inflamatoria®.
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Foi observado um aumento na contagem de linfécitos em um grupo de ratos

pds - TFM agudo de natagdo até a exaustdo®

e noutro submetido a 8 semanas de
TFM em esteira rolante'®. Em outro experimento, sessées de exercicios regulares em
intensidades submaximas ndo alteraram a contagem de linfécitos®®. Todavia,
identificou-se leucocitose e linfocitose em ratos submetidos a 5 e 15 min. de treino
agudo e moderado?’. Apesar da semelhanca, fica dificil comparar nossos resultados
com os da literatura, ja que analisamos as respostas de cada semana do TFM em
relacédo a To.

O TFM parece ter influenciado o aumento do numero das variaveis da série
vermelha em relacdo a DN no periodo de T, a Ts. Esse possivel aporte de oxigénio
pode aprimorar o VO, na., melhorando a capacidade aerdbia dos treinados. Esses
resultados, a principio, excluiram o GDT de provaveis alteragcbes em nutrientes como o
ferro, responsavel pelo transporte de oxigénio e co-fator de patologias como a
anemia®’. Embora houvesse a possibilidade de uma reducdo nas Hm com o treino, o
que poderia causar uma pseudoanemia dilucional®’.

Os Ht, Hg e Hm de ratos Wistar submetidos a um TFM de natagdo durante 6
semanas, ndo foram alterados estatisticamente®. Talvez, o tipo de exercicio fisico, seu
ambiente e a racdo administrada no PN, tenham corroborado para as diferencgas
ocorridas em relagdo ao nosso trabalho. Em outro estudo, utilizando o estresse
psicologico de contencao, foi observado o aumento no Ht e na Hg ?. Esses resultados
corroboram com o nosso trabalho, mesmo utilizando outro tipo de estresse e condig¢ao,
ja que nossos animais foram submetidos a um estresse fisico e crénico, o que
diferencia a indugao dessas respostas.

Os animais sao capazes de reter eritrocitos no bago e expeli-los na circulagao
quando o sistema transportador de oxigénio esta sob estresse?®. Esse mecanismo via
sistema nervoso simpatico (SNS) resulta numa contragao da musculatura lisa do baco,
diminuindo seu volume?. Logo, um estresse fisico crénico, como foi 0 nosso trabalho,
pode ter provocado adaptacdes no fornecimento de oxigénio, com o possivel aumento
das concentragdes de 2,3 difosfoglicerato nos eritrécitos®®. Este composto une-se a
subunidade da molécula de Hg, reduzindo sua afinidade com o oxigénio,

disponibilizando-o para os tecidos.

Da 42 a 82 semanas de treinamento (T4 a Tg)

Esse periodo foi descrito como o inicio do periodo de adaptacao fisiolégica ao
treino. A maioria das variaveis analisadas tendeu a aumentos moderados em seus
valores. A RN auxiliou a consolidar as repercussbes causadas pelo TFM no GDT em

praticamente todas as variaveis do estudo, com excecédo dos E. Este, apesar das
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alteracOes apresentadas durante todo o periodo de treino, ndo foi responsivo ao TFM.
O fato dos E nao terem diferido intra e entre grupos, minimizou a ocorréncia de
estresse oxidativo ou overtraining®. Essas respostas observadas nas variaveis do
estudo foram semelhantes no grupo GNT.

Em nosso trabalho, a DN n&o alterou de uma forma geral, as respostas
leucocitarias, hematimétricas e morfolégicas dos animais do grupo desnutrido frente
ao EF na fase adulta. Esses resultados corroboram com outro ensaio que nao
observou alteragbes celulares significativas induzidas pela DN em fémeas adultas,
mesmo utilizando a desnutrigdo no periodo de gestacéao e lactagdo, desmame aos 30
dias e natacdo como TFM*. Pode-se observar que varidveis significativas como o
sexo e a dieta hipoprotéica na gestacdo nao influenciaram os resultados.

A influéncia da DN também foi estudada no crescimento muscular e linear de
ratos jovens e de criancas em fase de RN?. Observou-se que os grupos submetidos a
EF leves, melhoraram seus indices de crescimento antropométrico?®. O organismo em
recuperagao parece preservar 0os mecanismos homeostaticos que garantem as
adaptagdes fisiolégicas ao EF, o qual estimula o crescimento linear®. Nossos

resultados em consonancia com trabalhos realizados®®*

, tendem a sugerir uma
possivel interacdo entre a RN e o EF frente a DN.

Os efeitos da RN e do TFM atenuaram as possiveis repercussbes causadas
pela DN no GDT e controle, estabelecendo em algumas situagdes, valores
significativos em relagcdo aos nutridos. O TFM, analisado semanalmente intra e entre
grupos, parece ter induzido adaptagdes leucocitarias e hematimétricas do sangue
periférico de ratos Wistar machos adultos, desnutridos precocemente, além de atenuar
a redugdo de seu PCT. Essa perspectiva de trabalho conduz a um diagndstico

especifico da real influéncia do EF entre as variaveis estudadas na area de saude.
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Tabelal - Analise da contagem de leucécitos totais do sangue periférico de

ratos adultos intra e entre os grupos nutrido e desnutrido, durante as
8 semanas de TFM.

Var Gp Semanas de treino
To T, T, Ts Ta Ts Ts T, Tg
§ NC 7902 7,8+0,2 7,1+0,2 7,6+0,4 7,3+0,4 7,6 0,3 8,0+0,4 7,9 40,2 7,3+0,4
:g -% NT 8,0+0,2 9,10,1 7,5+0,3 7,4 +0,3 9,0+04% 9,7+0,1% 10,402 10,7+0,2*® 10,9+0,1%
S o DC 6,6+0,4° 6,3+0,4 6,4 +0,5 6,7 0,5 6,7 +0,4 6,8 +0,2 6,8 +0,1 6,9 +0,1 6,8 +0,1
2 DT 6,7¢0,1" 8,0+0,1°° 7,740,6°° 7,5+0,4°° 7,9+0,5°° 7,840,4°° 8,1+0,3"° 8,0+0,2"° 7,7+0,3°°
Em que: Var - Variavel; Gp - Grupos; Tg a Tg - Antes do inicio do treino a oitava semana de

treino; NC - Nutrido controle; NT - Nutrido treino; DC - Desnutrido controle; DT —
desnutrido treino. Dados em média e desvio padrdo. Teste t Student (p<0,05). a —
Diferenca intra-grupo nutrido. b — Diferenga intra-grupo desnutrido.c- diferenga
entre os grupos treinos (efeito do treino) e d - diferenga entre os grupos desnutridos
em relagao aos nutridos (efeito da desnutrigido).
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Tabela 2 - Andlise da contagem de leucdcitos diferenciais do sangue periférico

de ratos adultos intra e entre os grupos nutrido e desnutrido
durante 8 semanas de TFM.

Var Gp Semanas de treino
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
§ NC 720%26 71327 70,3+1,5 69,1+1,9 68,8 +1,4 69,1+1,9 681+09 67,819 67,021
8 NT 715%33 710%22 71,1%24 70,1427 71,0 £2,1 72,5+2,6* 74,1+1,8% 76,0+08°% 7851,3°
‘S DC 70,129 708#23 71026 688129 68,0 +1,4 67,8+1,7 680+1,5 68014 67,8117
— DT 703%27 70,1426 69517 71127 725+29° 730+25° 735+45° 745+59° 75,0+4,3°
[72]
g NC 20,1+14 200%1,1 19510 18,016 19,0 2,0 18,9+2,1 19,0+21 20,1+1,9 19,116
e NT 191213 19313 188#1,6 186+1,1* 198%1,5%° 20,0#1,2* 20,7+1,5% 22110,6% 225+1,7%
a2 DC 198+1,7 20,0+11 18811 19,5+1,8 18,8 2,5 18,1+2,1 18,6120 18,8+1,9 19,116
Z DT 195+12 20,0+1,1 21,0208 21,5+25° 221+23° 230+2,8° 238+22° 24+18°°  255+7°¢
[72]
2 NC 53#21 5,5 +2,1 6,0 0,8 58+1,3 55+1,8 6,6 1,3 6,5+1,0 5,8 +1,7 58 +1,4
§ NT 5518 5,8 1,6 6,0 0,8 7,0 1,1 6,8 +0,4 7,3+1,2* 80+06% 90106% 95+08°
S DC 48113 4,6 +0,8 5,0 £1,4 48407  3,8%1,1 3,8+0,9 4,1+0,7 3,8 0,7 4,1 +1,1
= DT 5,1+0,9 5,5 10,8 5,5+1,6 6,0 2,1 6,8 +0,9° 6,6+1,2° 71+14° 75+18° 8,0+22"°
8 NC 2,3 40,8 3,1+1,3 3,5+1,2 2,5+1,0 3,0 0,6 3,8 0,7 2,8 £0,7 2,8 £0,7 2,8 +0,9
S NT 3,121, 4,0 +0,8 3,5+1,3 3,5+1,0 3,8 1,1 3,8 10,7 4,0 £0,8 4,1 40,7 4,1 40,9
£ DC 35#10 3,8+0,9 4,1+0,7 3,8+0,9 3,5+1,0 3,0 £0,8 3,8 £0,7 3,1+1,3 2,8 +0,7
S DT 35#10 4,00,8 3,8 +1,1 3,6 0,8 4,0 40,8 3,5+1,0 4,3+0,8 3,8 +0,9 4,0 40,8
Em que: Var - Variavéis; GP - Grupos; Tg a Tg - Antes do inicio do treino a oitava semana de

treino; NC - Nutrido controle; NT - Nutrido treino; DC - Desnutrido controle; DT —
desnutrido treino. Dados em média e desvio padrdo. Teste t Student (p<0,05). a —
Diferencga intra-grupo nutrido. b - Diferenga intra-grupo desnutrido. ¢ - diferenga entre
0s grupos treinos (efeito do treino).
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Tabela 3 - Analise dos indices hematimétricos do sangue periférico de
ratos adultos intra e entre os grupos nutrido e desnutrido.

Var. Gp Semanas de treino
T0 Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

DC 11,5+0,5° 11,80,9 10,8+0,6  11,1+0,8 115+0,6 11,004 11,6404 12,102  11,840,2
DT 11,2#04° 125+0,4° 11,9 1,1 12,2+0,9 12,8+0,6° 13,0+0,1° 12,9+0,9° 13,2+0,7° 13,6+0,5"
NC 12,0+0,3 11,9104 12,5+0,5 11,9+0,7 120+1,0 12104 11,9405 12405 12,605
NT 122+04 136+0,6% 124105 12606 13,0+1,0 13,4+0,9° 136+0,5° 14,0+0,6° 14,1062

Hemoglobina
(9/100ml)

DC 7,2+0,4° 7,4 +0,7 7,0 0,2 75404 7,305 6,905  7,110,2 7,340,3 7,5 0,6
DT 7,5%0,1° 7,8+0,3° 7,3+0,4 76104 85+02° 78+0,3° 81+0,1° 82+04° 85+0,1°
NC  7,9%0,2 8,4 +0,1 8,1 +0,2 8,2 +0,1 8,0 0,3 75+0,2  7,6%0,2 7,8 0,2 8,1 0,2
NT 8,2 0,2 8,6 0,2 8,2 0,2 8,3 +0,1 8,2 +0,4 8,1+0,2% 83+0,2% 8,610,2° 8,8 40,42

Hemacia
x10%/mm?

DC 47,049 46,5+4,4 49,1 £3,1 48,6 2,1 48,3+2,7 46,3 6,1 49,3 £3,7 51,3%1,6 50,1 £2,3
DT 47,3 £6,1 43,6 £9,8 48,1 £3,9 48,0 +4,9 50,3+2,5 50,6+1,3 50,0%2,3 49,625 53,3%1,8 "
NC 48,6 £5,1 49,156 38,8+7,2 47,5+3,3 45048 455+39 48615 52,0 £2,0 52,3 £1,9
NT 51,8 +1,6 49,1+14 526+1,7% 515+25% 530+3,3% 51,8+24% 520+1,7% 425+27% 553+1,7°

Hematdcrito
(%)

Em que: Var - Variavéis; Gp - Grupos; Ty a Tg - Antes do inicio do treino a oitava semana de
treino; NC - Nutrido controle; NT - Nutrido treino; DC - Desnutrido controle; DT - desnutrido
treino. Dados em média e desvio padréo. Teste t Student (p<0,05). a - Diferenga intra-grupo
nutrido. b - Diferenga intra-grupo desnutrido. ¢ - diferenca entre os grupos treinos (efeito do
treino) e d - diferenca entre os grupos desnutridos em relagdo aos nutridos (efeito da
desnutrigao).



87

ARTIGO III

“A desnutricio precoce na producio de oxido nitrico, taxa de
fagocitose, resposta leucocitaria e hematimétrica de ratos treinados

e submetidos ao estresse de contencio”.

Resumo

Objetivo: Analisou-se a influéncia da desnutri¢io neonatal DN na produgdo de Oxido
Nitrico NO, Taxa de Fagocitose TF, Leucoécitos totais LT, Diferenciais LD e
Hematimetria de 36 ratos Wistar machos adultos (60 dias), treinados ou nao,
submetidos ao estresse de contengdo EC. Materiais e Métodos: O grupo nutrido treino
NT e controle (caseina 17%) e seus pares desnutridos (8%), foram avaliados antes (Ty)
e apos (Ts) o treinamento fisico moderado TFM em esteira (60min./dia, 5 dias/semana,
durante 8 semanas) e ap6s o EC (40min. ap6s Tg), retirando-se uma aliquota de 0,1 mL
de sangue da cauda dos animais para analise. Avaliou-se: LT (hemocitometro); LD
(esfregago sanguineo); hemoglobina (cianometemoglobina); hematocrito (micro-
hematocrito); hemacias (hemocitometro); NO (reagdo de Griess) e TF (percentual de
macrofagos que englobaram o fungo). No EC, mantiveram-se os animais em cilindros
de plastico PVC (24 cm de comprimento x 8 cm de diametro), onde permaneceram
imobilizados durante 40 minutos. Utilizou-se o teste t pareado e ndo pareado (p<0,05),
dados em média e desvio padrdo. Resultados: Houve diferenca significante pos EC nos
NT ¢ DT em: LT (9,5+0,5), (6,1,0+0,1); neutrofilos PMN-N (20+2,1), (17£1,5);
monocitos PMN-M (7,6+£0,9), (5,7+1,6) e no NO com LPS (30,9+3,7), (25,4+1,7)
(p<0,05). Nao houve diferenca estatistica pé6s EC nos grupos treino em: Linfocitos;
Eosinofilos; Hemoglobina; Hematdcrito, Hemacia e na TF. Resultados: O TFM ¢ a
recuperagdo nutricional RN, alteraram LT, PMN-N, PMN-M e¢ NO com LPS.
Conclusao: O TFM ¢ a RN, parecem atenuar as repercussdes induzidas pela DN e o

EC no DT.

Termos de indexac¢ao: Exercicio fisico, desnutricdo neonatal, leucocitos,

Oxido Nitrico, Hematimetria, Fagocitose
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“The early malnutrition didn't alter the nitric oxide production,
phagocytosis rate, leukocyte and hematimetric response in trained rats and

submitted to the contention stress”.

Abstract

Objective: the neonatal malnutrition on influence was analyzed on nitric oxide no
production in the, phagocytosis rate PR, leukocytes total LT, differentiates DL and
hematological analysis of 36 wistar adult male rats (60 days), trained or not, submitted
to the contention stress CS. Methods: The trains nurtured group TN and control (casein
17%) and your undernourished pairs (8%), were before appraised (T0) and after (T8)
the moderate physical training MFT in wake (60min./day, 5 days/week, for 8 weeks)
and after CS (40min. after T8), leaving a 0,1 mL blood aliquot of the animals tail for
analysis. It was evaluated: LT (hemocytometer); DL (blood smears); hemoglobin
(cianomethemoglobin); hematocrit (personal hematocrit-computer); red blood cells
(hemocytometer); nitric oxide (Griess reaction) and TF (macrophages percentile that
included the mushroom). In CS, the animals were maintained in PVC plastic cylinders
(length 24 cm x diameter 8 cm), and stayed immobilized for 40 minutes. Paired and
Non-paired t-test was used (p <0.05), expresses data in mean and standard deviate.
Results: There was significant difference after CS in TN and training malnourished TM
in: LT (9,5+0,5), (6,1,0+0,1); neutrophils PMN-N (20+2,1), (17£1,5); monocytes
PMN-M (7,6+0,9), (5,7+1,6) and in the NO with lipopolysaccharide LPS (30,9+3,7),
(25,4£1,7) (p <0.05). There was not statistical difference after CS in the groups training
in: Lymphocytes; Eosinophils; Hemoglobin; Hematocrit; Red blood cells and in PR.
Discussion: MFT and the nutritional recovery NR altered LT, PMN-N, PMN-M and
NO with LPS. Conclusion: MFT and NR seem to attenuate the repercussions induced
by NM and CS in TM.

Indexation terms: Physical exercise, neonatal malnutrition, leukocytes,

Nitric Oxide, hematological analysis, Phagocytosis
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INTRODUCAO

Os efeitos da desnutricdo sdo caracterizados por induzir alteracdes na
imunocompeténcia do individuo, assim, um suprimento adequado de nutrientes ¢
imprescindivel para a manutengdo do crescimento e homeostasia dos sistemas
organicos. O estresse fisico, quimico ou psicolégico, parece alterar essa homeostasia',
desencadeando respostas fisiologicas e comportamentais'?. O sistema imune parece
sensivel a essas alteracdes’, as quais podem intervir na dinimica e fun¢do de suas
células, como ocorre na realizagao do exercicio fisico.

O treinamento fisico moderado TFM induz alteragdes imunoldgicas como a
liberagdo de mediadores inflamatorios, citocinas, ativagdo leucocitaria e da fagocitose
por macrofagos®. Essas alteragdes promovem ajustes homeostaticos’, sejam como uma
resposta a um estresse fisico’ ou a pré-disposi¢io de adaptagio ao treino. Essa
adaptagdo pode gerar uma maior demanda energética ao sistema cardiorespiratorio,
melhorando a captagdo e absor¢do de oxigénio, transporte sanguineo e reabsorc¢ao
celular7, além do consumo maximo de 0xigénio Vo2 msx.

Poucos trabalhos utilizando fases de um protocolo de TFM compararam essas
respostas com as induzidas por um estresse de contencdo EC em ratos adultos
submetidos a desnutricdo neonatal DN e posterior recuperacdo nutricional RN. Neste
sentido, caracterizamos a interveniéncia desses fatores sobre as variaveis estudadas em
cada fase experimental, elucidando detalhadamente suas associa¢des. Desta forma,
analisou-se a influéncia da DN na a producdo de Oxido Nitrico, taxa de fagocitose,

resposta leucocitaria e hematimétrica em ratos treinados ou nao e submetidos ao EC.

MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se 36 ratos machos albinos da linhagem Wistar, provenientes da
colonia de criacdo do Departamento de Nutricio da Universidade Federal de
Pernambuco. O biotério central ¢ mantido a uma temperatura de 21 + 2°C, com ciclo
invertido de 12 horas (claro — 21h00 as 09h00; escuro — 09h01 as 20h59). Nesse
biotério, os animais sdo criados em gaiolas de polipropileno, com ragdo e agua ad
libitum. Os animais adultos que originaram as amostras foram encaminhados ao biotério
experimental com ciclo invertido (claro: 20h00 as 08h00 e escuro: 08hO1 as 19h59),
onde, antes de iniciar a coOpula, passaram por um periodo de 15 (quinze) dias de

adaptacdo ao novo ambiente.
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O acasalamento foi feito numa propor¢do de um macho para duas fémeas. A
prenhes foi observada pelo aumento do ventre das fémeas, as quais foram colocadas em
gaiolas individuais até o parto. Considerou-se o primeiro dia pds-parto como o inicio do
aleitamento, onde os grupos foram compostos por seis filhotes machos por mae. Estas
foram divididas em um grupo desnutrido (desnutricdo neonatal — DN), com dieta
hipoprotéica (caseina 8%) e um nutrido, com normoprotéica (caseina 17%). Os filhotes
receberam a dieta de forma indireta, a partir do leite materno.

A partir do vigésimo segundo dia de vida (desmame), as maes foram submetidas
a ortandsia e os filhotes divididos em trés por gaiola, de acordo com a dieta consumida
no periodo neonatal e passaram a consumir labina até o final do experimento (120° dia)
para a recuperagdo nutricional - RN. Esta ¢ adotada como dieta padrdo no biotério
central, pois contém 23% de proteinas mistas. Aos sessenta dias de vida, os animais
foram divididos de acordo com o TFM e manipulacio da dieta®; quanto ao treino, em
treinados ou ndo; quanto a dieta, em nutridos e desnutridos.

Os grupos foram subdivididos em nutridos treino NT (n=6), controle treino CT
(n=6) e normativo N (n=6) e seus pares desnutridos. Os grupos treinos foram
submetidos a um protocolo de TFM em esteira rolante (60min./dia, 5 dias/semana,
durante 8 semanas’ — Ty a Tg), enquanto o grupo controle permaneceu em suas gaiolas,
as quais foram deslocadas da estante para junto da esteira apenas no momento do treino.
J& o normativo, isento do TFM, controlou os procedimentos realizados com o grupo

controle, mantendo o principio do experimento.

Analises dos parametros leucocitarios e hematimétricos

Foram coletadas antes do inicio do protocolo de treino Ty € 24 horas apos a
ultima sessao Tg, uma pequena aliquota de sangue (0,1 mL) da cauda dos animais,
devidamente anestesiados. Dessa, 0,5 mL para realiza¢do dos indices hematimétricos
(hemoglobina, hematdcrito e hemacias) e 0,5 mL para o leucograma (contagem total e
diferencial de leucdcitos). O sangue extraido foi depositado em tubo de 5 ml
previamente acrescido de uma gota (20 pl) do anticoagulante Acido Etileno Diamino
Tetra Acético a 3% - EDTA.

Para determina¢do da hemoglobina utilizou-se 10 pL de sangue diluido em SmL
de solugdo hipotonica “técnica de cianometemoglobina™'’. Para tal, obteve-se a extrusio
da hemoglobina através da lise dos eritrocitos e formacdo do produto colorido

cianometemoglobina, a partir da reagdo da hemoglobina com cianetos. A concentragdo
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foi inferida por espectrofotometria (Beckman DU-62) com filtro de 540 nm, expressa
em mg/dl através da formula: Hb = DO da amostra x FC, onde: Hb = concentracdo de
hemoglobina, DO = densidade optica e FC = factor de conversao.

Os valores de hematdcrito foram determinados em percentagem pela técnica de
micro-hematocrito em leitor de microcapilar por centrifugacdo (International
Microcapillary Reader. IEC). Para a contagem de hemacias por Imm’ de sangue foi
utilizada solug¢do tampao fosfato de sodio (PBS) a 0,1M com pH=7.4 na propor¢do de
1:200 em hemocitdometro. Para o calculo foi utilizada a formula: Hm x 5 x 200 x 10,
onde: Hm = numero total de hemacias contadas (em 1/5 de mm?); 5 = factor de
conversao para lmmz; 200 = factor de conversao da diluicao utilizada; 10 = factor de
conversdo para Imm’ (profundidade da lamina). O resultado foi obtido em numero de
células/ml de sangue. Para a contagem total de leucdcitos as amostras de sangue foram
diluidas (1:200) em soluc¢io de TURK (4cido acético a 3%)"".

Os leucocitos foram contados em hemocitdmetro com auxilio do microscopio
optico, sendo o resultado obtido pela expressio: Leucécitos x mm® de sangue = (Lc. x
20 x 10)/4, onde: Lc = niimero total de leucécitos contados em 4 mm?; 4 = fator de
conversiao para Imm?>; 20 = factor de conversdo da diluicao utilizada; 10 = fator de
conversdo para Imm’ (profundidade da 1amina). Na contagem diferencial de leucocitos
utilizou-se a técnica do esfregago sanguineo e para a coloracdo do esfregaco foi
utilizado o kit Panotico Répido LB — Laborclin Ltda. Os diferentes elementos foram
contabilizados através da utilizagdo de um contador eletronico KACIL com teclas

correspondentes a cada tipo de célula.

Taxa de fagocitose por macréfagos alveolares

Foram utilizados fungos (Saccharomyces sp.) para avaliar a taxa de fagocitose
de acordo com a técnica de Malagefio et al.'>. Os fungos foram lavados 2 vezes com
solugdo PBS, contados 107 células e em seguida misturados na suspensdo de
macrofagos (1x10%ml em meio de cultura completo, RPMI 1640) recuperados do
lavado broncoalveolar. As c€lulas (macrofagos e fungos) foram distribuidas em laminas
de microscopia Optica e incubados a 37°C, em atmosfera imida durante 1 hora. As
laminas foram lavadas com agua destilada e utilizado o kit panético rapido para a
coloragdo. As laminas foram lidas ao microscopio Optico com objetiva de 100x sob
imersdo. A taxa de fagocitose foi obtida como percentual de macrofagos que

englobaram o fungo em uma contagem total de 200 células.
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Inducio do estresse de contencao - EC

A seguir a ultima sessdo do TFM (24 horas), todos os animais de cada grupo
foram submetidos ao EC. Para obten¢do do estresse agudo, os animais foram mantidos
em cilindros de plastico PVC (24 cm de comprimento x 8 cm de diametro), onde

permaneceram imobilizados durante 40 minutos'’.

Producao de Oxido Nitrico (NO) por macrofagos alveolares

A liberacao de NO foi mensurada pelo método colorimétrico quantitativo (reagao
de Griess - RG)". Em triplicata, aliquotas de 500 pL dos sobrenadantes de cultura
foram incubadas a temperatura ambiente por 10 min. com 500 pL de RG imediatamente
preparados (sulfanilamida a 1% e naftiletileno a 0,1% em &cido ortofosférico a 5%). A
absorbancia no Spectrophotometer BEL Photonics 1105 foi de 550 nm. Determinou-se
a concentragao de nitrito por meio de uma curva padrao construida com nitrato de sodio
nas concentragdes de 0-100 uM. Todas as amostras foram avaliadas em relagdo a um
branco correspondente a RPMI-1640 incubado por 24 horas nas mesmas placas das
amostras, mas, na auséncia de células. Os resultados foram expressos em uM de nitrato
por 5x10° células.

As interveniéncias da DN, RN e do TFM em relagdo as respostas ao estresse de
conten¢do EC sobre as varidveis do estudo, foram caracterizadas pela comparagdo com
o tempo zero Ty - avaliagdo antes do inicio do protocolo de treino ou referéncia basal e
com a oitava semana de treino - Ts. Para as andlises de cada grupo, utilizamos o
intervalo (Ty-Ts) para a DN e RN e (Ts-Ty) para o TFM. Este estudo foi aprovado pela
comissdo de ética em experimentacdo animal do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco sob o oficio n° 76/07 do processo n°
008226/2007-55 e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de

Experimentacdo animal (COBEA).

Analise estatistica

Para a andlise da distribui¢do normal e homogeneidade de variancias dos dados,
utilizou-se os testes ShapiroWillks e Bartlet. Foi confirmado o teste t de Student
pareado e ndo pareado para analise intra e entre os grupos, com dados em média e
desvio padrdo, com p<0,05. Para o controle do experimento, testamos os grupos N e
CT, onde ndo foi identificada diferenca significativa entre as variaveis dos mesmos.

Logo, para todas as comparagdes possiveis, utilizaram-se os grupos NT, NC, DT ¢ DC.
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RESULTADOS
Contagem de leucocitos totais

A tabela 1 representa a resposta da contagem de leucdcitos totais do sangue
periférico de ratos adultos intra e entre os grupos NT, NC, DT e DC nos tempos zero Ty
e oito Tg do TFM e apos serem submetidos ao EC. Houve diferenga significativa na
comparagdo do grupo NC em Ty (7,97£0,29) e Ts (7,38+0,41) em relagdo ao EC
(6,15£0,29) e no NT em Ty (8,09 £0,26) e Ts (10,98+0,19) em relacio ao EC
(9,53+0,57) (p<0,05). No DC em T, (6,64 £0,48) e Ts (6,89+0,19) em relacdo ao EC
(5,37+£0,38) e no DT em T, (6,78+0,17) e Tg (7,70+£0,34) em relagdo ao EC (6,18+0,37)
(p<0,05). Além do NC (6,15+£0,29) em relagao ao DC (5,37+0,38) e entre os NT
(9,53+0,57) e DT (6,18+0,37) apds EC (p<0,05).

Tabela 1

Leucocitos diferenciais

A tabela 2 representa a resposta da contagem dos leucdcitos diferenciais intra e
entre os grupos NT, NC, DT, DC em Ty e Ts do TFM e apds o EC. Nos linfocitos,
houve diferenca significativa na comparagdo do grupo NC em T, (7242,68) e Tg
(67£2,1) em relagdo ao EC (57,7+3,2) (p<0,05). Resposta semelhante foi observada no
NT em T, (71,5+3,3) e Ts (78,5+1,3) em relagdo ao EC (62,6+3,3) (p<0,05); no DC em
Ty (70,242,9) e Ts (67,8+1,7) em relacdo ao EC (50,1£2,1) e no DT em Ty (70,3+2,7) e
Ts (75+4,34) em relacdo ao EC (63+3,6) (p<0,05). Ja entre os NT (62,6+3,3) ¢ DT
(63+3,6) apds o EC, ndo foi observada diferenca significante.

Nos Neutroéfilos, verificou-se a diferenca significativa no NC em Ty (20,1+1,47)
e Ts (19,1£1,6) em relagdo ao EC (9,5+1) e no DC em T, (19,8+1,7) e Ts (67,8+1,7)
em relagdo ao EC (10,1%1,4) (p<0,05). Nao houve diferenca significativa no NT em T,
(19,1£1,3) em relagdo ao EC (20+2,1), entretanto, o EC foi diferente do NT em Ty
(22,5+1,7) (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre o DT em T, (19,5+1,2) ¢ o
EC (17%1,5), o qual foi diferente do DT em Tg (25,5+2,4) (p<0,05). Essa diferenca foi
mantida entre os NT (20+2,1) e DT (17+£1,5) apds o EC (p<0,05) (tabela 2).

Nos Mondécitos, houve diferenga significativa na comparacdo do NC em T

(5,33£2,1) e Ts (5,83+1,4) em relacao ao EC (2,67+0,8); no NT em Ty (5,5£1,8) ¢ Tg
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(9,5+0,8) em relagao ao EC (7,6+0,9); no DC em Ty (5,17£0,9) e Tg (8+2,2) em relagdo
ao EC (3,240,6) e no DT (8+2,2) em relagdo ao EC (5,7£1,6) em Ts (p<0,05).
Entretanto, ndo houve significancia entre o DT (5,17+0,9) em relagdo ao EC (5,7£1,6)
em Ty. J& entre os NT (7,6+0,9) e DT (5,7+1,6) apos o EC, foi observada diferenca
significante (p<0,05). Ja nos Eosinofilos, ndo foram observadas diferengas estatisticas

intra e entre os grupos experimentais em Ty e Ts em relagdo ao EC (tabela 2).

Tabela 2

Indices hematimétricos

A tabela 3 representa a resposta dos indices hematimétricos do sangue periférico
de ratos adultos intra e entre os grupos NT, NC, DT, DC em Ty e Ts do TFM e apos o
EC. Ao realizarmos as comparagdes intra e entre os grupos experimentais em relagdo ao

EC, ndo observamos diferengas estatisticas entre os mesmos.

Tabela 3

Producao de Oxido Nitrico (NO) por macrofagos alveolares

A tabela 4 representa a producdo de 6xido nitrico por macrofagos alveolares de
ratos adultos intra e entre os grupos NT, NC, DT e DC apos serem submetidos ao EC.
Houve diferenca significativa entre o grupo DT com LPS (25,44+1,78) e o DT sem LPS
(15,03+3,73); DC com LPS (16,92+3,83) ¢ o DC sem LPS (10,87+5,03); DT com LPS
(25,44+1,78) e o DC com LPS (16,92+3,83) (p<0,05). Entretanto, ndo foi observada
diferenca entre o DT sem LPS (15,03%3,73) ¢ o DC sem LPS (10,87+5,03).

Foi observada diferenca significativa entre o grupo NT com LPS (30,91+3,70) e
o NT sem LPS (14,48+4,10); NC com LPS (16,38+4,15) e o NC sem LPS (9,93+4,97);
NT com LPS (30,91£3,70) ¢ o NC com LPS (16,38+4,15); além do NT sem LPS
(14,48+4,10) e o NC sem LPS (9,93+4,97) (p<0,05). J4 nos grupos treinos com LPS,
houve diferenga estatistica entre o NT (30,91£3,70) e o DT (25,44+1,78), contudo, nao
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houve diferenca entre seus controles NC (16,38+4,15) e o DC (16,92+3,83) e entre os
grupos treinos sem LPS, o NT (14,48+4,10) e 0o DT (15,03+3,73).

Tabela 4

Taxa de Fagocitose por macréfagos alveolares

A figura 1 representa a taxa de fagocitose realizada por macréfagos alveolares
intra e entre os grupos NT, NC, DT e DC, apos o EC. Antes de realizarmos as
comparagdes multiplas entre os grupos, verificamos que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos DC (53,33+6,89) e o NC (49+14,18). Logo, passamos a ter
apenas um grupo controle para as comparagdes multiplas. Houve diferenga significativa
entre os grupos DT (94,33+£24,51) e o DC (55,33+6,89) e entre o NT (112+16,49) e o
NC (49£14,18) (p<0,05). Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa entre o
DT (94,33424,51) e o NT (112+16,49).

Figura 1

DISCUSSAO

Avaliaram-se as repercussoes fisioldgicas induzidas pelo EC nas séries branca e
vermelha do sangue periférico de ratos machos adultos treinados e desnutridos
precocemente ou ndo. Analisou-se na série branca os leucocitos totais LT e diferenciais
LD (neutrofilos PMN-N, linfocitos L, cosindfilos E ¢ monocitos MNN-M) e na
vermelha os hematocritos Ht, as hemoglobinas Hg e as hemacias Hm. Para identificar a
influéncia da DN, RN e do TFM sobre as respostas ao EC nas variaveis, comparamos
seus resultados nos intervalos (Ty e Ts) para o efeito da DN e RN e em (Ts e Ty) para o
TFM, intra e entre os grupos experimentais.

O sistema imune parece ser sensivel tanto aos agentes infecciosos como as
alteracdes na homeostasia orgénica’. Tanto a RN quanto o TFM parecem intervir de
forma especifica ou interativa nas repercussoes causadas pela DN no equilibrio organico

do animal, fato que foi confirmado em nosso trabalho. Nesse sentido, buscaram-se as
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possiveis adaptagoes fisiologicas induzidas por esses fatores, em resposta ao EC em
células imunes e de captacdo e transporte de Oxigénio O;.

Em nosso trabalho, o EC reduziu o nliimero de LT no grupo DC em relacdo a Ty
e Ts. Esse resultado indica que a RN no DC ndo foi eficiente ao ponto de minimizar a
influéncia do EC, ja que seus valores ficaram abaixo do NC pos-contengdo. Essa
resposta sugere a eficiéncia do modelo de desnutrigdo aplicada. O periodo neonatal ¢
caracterizado por uma maior demanda de calorias e proteinas, necessarias a fungdo
celular ¢ ao fornecimento de energia para o metabolismo'”. As alteragdes impostas
nesse periodo interferem na formagio de 6rgdos linféides'® e na expansio e alteracio
leucocitaria na fase adulta'’.

O TFM atenuou o efeito do EC sobre os LT dos NT, ja que os valores obtidos
na contencdo ficaram entre Tg e Ty. Entretanto, houve reducdo significante no niimero
dessas células no DT, pois, mesmo com a realizagdo do TFM esses valores ficaram
abaixo de Tg ¢ Ty. E importante ressaltar que os valores dos LT no DT apés o EC
estavam proximos ao Ty. Talvez, a eficiéncia do TFM estivesse ligada a um periodo
mais longo de treino. A intensidade, o tipo e a duracdo do exercicio fisico parecem
modular a dindmica e a fungdo de algumas células imunes'®.

E provavel que o uso de animais desnutridos precocemente ¢ o TFM em esteira
rolante, tenham induzido as diferengas entre os resultados. Em outro estudo, o EC
induziu a reducio dos LT de animais sedentarios e desnutridos no periodo neonatal®.
Nossos resultados corroboram com esse experimento, mesmo considerando que um dos
nossos grupos desnutridos realizou TFM, indicando nesse caso, que o treino nao
atenuou a influéncia desse tipo de estresse nessas células.

O EC induziu efeitos distintos nos LD de ratos desnutridos precocemente.
Verificamos que tanto a RN (T e Tg) quanto o TFM (Ts e Ty) nao foram eficazes ao
ponto de atenuar a influéncia do EC sobre os linfocitos, nos grupos nutridos e
desnutridos. Talvez essas células sejam responsivas a esse tipo de estimulo, podendo
desencadear no hospedeiro uma linfopenia. Nos neutréfilos PMN-N, o EC alterou seu
nimero nos controles, reduzindo esses valores em relagdo a Ty ¢ Ts. Mesmo com esse
resultado, a RN no DC foi eficiente ao ponto de minimizar a influéncia do EC, ja que
os valores desse grupo foram semelhante ao NC pds-contencgao.

O TFM atenuou as possiveis repercussdes causadas pelo EC nos PMN-N do
DT pods-contencdo, ja que seus valores ficaram abaixo de Tg ¢ ndo diferiram em T,.

Esses resultados podem ser conseqiiéncia da interacdo entre a RN ¢ o TFM. O EC
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alterou o numero dos PMN-M nos grupos controles, reduzindo seus valores em relagao
a Ty e Ts. Neste caso, a RN no DC minimizou a influéncia do EC, j& que seus valores
foram mais elevados que os do NC pos-contencdo. Nos E e nos componentes da série
vermelha, ndo foram observadas diferencas nos valores intra e entre os grupos
experimentais pos-contencao, ressaltando as respostas celulares a RN (Ty e Tsg) e ao
TFM (Ts e Ty).

Os resultados obtidos nos PMN-N e L em nosso trabalho corroboram em parte,
com outro ensaio que identificou uma redu¢do no nimero de linfécitos e aumento nos
neutréfilos do grupo controle, além do aumento do niimero dessas células no grupo
exercitado apos a contengio, comparados ao controle'’. Nas demais células, ndo houve
diferenca entre os grupos experimentas'’. Outro estudo que induziu a contengio, sem
realizar TFM, ndo identificou alteragdo, em praticamente, todos os leucdcitos
diferenciais®. Talvez algumas células sejam mais responsivas a quebra brusca da
homeostase com inferéncia a diferentes tipos de estresse em um desenho experimental.

Em nosso trabalho, induzimos a DN, o TFM e o EC. Esses fatores podem ter
associacdo com a liberacdo de hormonios do estresse, resultando numa redistribui¢ao
celular nos tecidos®. De fato, as células do sistema imune parecem possuir receptores
para diferentes horménios do estresse, como os glicocorticoides e catecolaminas®.
Alguns estudos demonstraram que o estresse cronico, como foi o caso da DN e do
TFM, podem alterar a imunorregulagao dos glicocorticéides**. Tal como o EC,
sessdes exaustivas de exercicio intenso (estresse agudo) podem modular a liberagao de
catecolaminas e glicocorticdides, causando um estado de imunossupressdo no
hospedeiro™*.

Os resultados dos indices hematimétricos de nosso trabalho foram semelhantes a
outro ensaio que, mesmo induzindo a contengdo em animais nutridos e realizando
TFM, nio observou diferenca nesses indices'’. Em outro, mesmo com a aplicacdo da
DN, mas, sem o TFM, também nao foi observado diferencas nesses parémetroszo.
Nesse sentido, vale ressaltar que nossos resultados tendem a enfatizar o efeito positivo
da RN ¢ do TFM sobre essas células, ja que, todos os valores pods-contengao,
permaneceram nos intervalos entre (Ty e Tg) e (Tg e T).

Em outros estudos, foi observado um aumento no numero de hematocrito e

2526 1, ;
“*. E possivel que esses

hemoglobina em animais submetidos ao estresse fisico agudo
resultados sejam conseqiiéncia da capacidade que os animais tém de estocar grande

quantidade de hemécias no bago e expeli-las na circulagdo sob a condic¢ao de estresse’’.
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Esse fenomeno pode induzir a liberacdo de catecolaminas, provocando o recrutamento
de células dos 6rgdos linféides secundarios, como baco e linfonodos, para a circulagdo
geral®.

Os indices hematimétricos estdo diretamente relacionados a captacao e o fluxo
de O, no organismo, neste sentido, o EF atua na melhoria dessa fungﬁo”. Tem sido
descrito que durante o TFM ocorre um desbalanco redox temporario e aumento na
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio — EROs, os quais sdo caracteristicos o
superoxido, os radicais hidroxilas, o acido hipoclorito e o Oxido Nitrico®®. Esses fazem
parte da defesa do hospedeiro e seus indutores sdo microorganismos fagocitados. Esse
mecanismo ¢ essencial na defesa contra infec¢des ¢ atua como fator de transcri¢ao na
sinalizagdo intracelular, induzindo a apoptose™.

Em nosso trabalho avaliamos a liberagdo de Oxido Nitrico-NO ¢ a taxa de
fagocitose por macrofagos alveolares ap6s EC em ratos desnutridos precocemente e
submetidos na fase adulta a um TFM. Na producdo de NO, verificamos que os grupos
com LPS, obtiveram valores mais elevados que seus controles. Esses resultados no
grupo DT parecem demonstrar que a RN aliada ao TFM, estimulou o aumento da
produgdo de NO em relagdo aos ndo treinados com LPS. A interacdo entre a RN ¢ o
TFM também foi observada na taxa de fagocitose, onde de forma semelhante, o grupo
DT obteve valores expressivos tanto em relagcdo ao seu controle, quanto ao NT, a ponto
de ndo existir a diferenca entre esses grupos treinos.

Nossos resultados nao corroboram com um estudo que ndo observou a diferenga
na producao de NO por macrofagos alveolares de ratos desnutridos, submetidos ao
TFM de natacdo e estimulados com LPS®. Para melhor identificar os niveis da
produgdo de Oxido Nitrico, analisamos as respostas intra e entre 0s grupos
experimentais. Talvez as diferencas sejam justificadas pelo tipo e periodo de treino, tipo
de andlise e indugdo das respostas, pois, ao final do TFM induzimos o EC nos grupos

experimentais, ressaltando que os desenhos experimentais foram semelhantes.

Na taxa de fagocitose, o TFM de natacdo reverteu um quadro de diminui¢do da
atividade fagocitica de macrdofagos alveolares em ratos submetidos a um estresse
psicologico de contencdo'. Esses resultados fundamentam nossa anélise, apesar de
termos trabalhado também com animais desnutridos, em que sua taxa de fagocitose, por
macrofagos alveolares, foi significativa em relagdo aos nutridos. J4 em animais

desnutridos precocemente e estressados psicologicamente quando adultos, mas, sem
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realizar TFM, ocorreu uma diminui¢do na produgdo de superdxido dismutase por

. 20
macrofagos alveolares™.

As repercussdes nutricionais em macréfagos sao bem conhecidas principalmente
quanto a producio das EROs™. Estas tém sua producio elevada pela redugio do
consumo da vitamina E, que inibe a ativacdo da NADPH oxidase™. Esse complexo
enzimatico, associado as membranas plasmadtica dos macrofagos ¢ formado pela via das
pentoses, presente no citoplasma dessa célula®. Sua geragdo por essa via é importante
para a fungdo celular, ja que em situagdes que se detectou a deficiéncia de glicose-6-
fosfato desidrogenase (principal enzima reguladora da via das pentoses) em fagocitos, a

susceptibilidade as infecces era alta™.

Ao analisarmos a produgdo de NO e a taxa de fagocitose por macréfagos
alveolares, caracterizamos de uma forma ampla, as possibilidades de imunocompeténcia
do sistema imune na fun¢do dos macréfagos alveolares de ratos desnutridos
precocemente ou ndo, submetidos a um TFM ou ndo. A defesa antioxidante e a resposta
induzida por microorganismos ressaltaram a importancia de termos avaliado ndo apenas
essas condi¢des, mas, uma possivel cascata de eventos que poderia ocorrer no

organismo ao ser instalado o estresse oxidativo ou a alteragdo na fungdo de macrofagos.

A modulagdo de EROs por macréfagos tem sido descrita recentemente como um
importante papel bioldgico no desbalanco redox temporario, j4 que esse mecanismo
celular regula o metabolismo, a resposta imunologica, a regulacdo vasomotora, adesao,
proliferagio e morte celular’’. Apesar da semelhanca, fica dificil comparar nossos
resultados com os da literatura, ja que analisamos varios fatores intervenientes em um
desenho experimental. Além da especificidade da verificacdo em que testamos a
influéncia da DN e da RN nos intervalos Ty e Ts € a do TFM em Tg ¢ Ty, considerando

as obtidas pds-contengao.

Em funcao de nossos resultados podemos concluir que a desnutricdo precoce nao
alterou a producdo de oOxido nitrico, taxa de fagocitose, resposta leucocitdria e
hematimétrica em ratos treinados e submetidos a estresse de contengdo. Os efeitos
desses fatores no grupo DT estabeleceram, em varias situagdes, valores significativos
em relacao aos nutridos. Essa respostas, tendem a sugerir uma possivel interacdo entre a
RN e o TFM frente a DN, em resposta ao EC, diagnosticando a real influéncia nas e

das variaveis estudadas na area de saude.
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Tabela 1 — Resposta dos leucocitos totais intra e entre os grupos nutrido e
desnutrido as fases do treino e ao estresse por contengio.

Respostas as fases do treino e ao estresse por contencio

Var Gp

Ty EC P<0,05 T EC p<0,05
2]
!gp NC 7974029  6,15+0,29 0,00 7,38+0,41  6,15+0,29 0,00
” é NT  8,09+026  9,53+0,57 0,00 10,98+0,19  9,53+0,57 0,00°
.%,g DC  6,64+048 537+0,38 0,00° 6,89+0,19  5,37+0,38 0,00
§% DT 6782017 6182037 0,00%¢  7,70£0,34  6,18+0,37 0,00%¢
[
—

Em que: Var — Variavéis; Gp - Grupos; Tye Ts— Antes do inicio do treino e oitava semana
de treino; EC — Estresse por contengdo; NC - Nutrido controle; NT - Nutrido treino;
DC - Desnutrido controle; DT - desnutrido treino; Dados em média e desvio padrio;
Teste t Student pareado e ndo pareado (p<0,05). Diferengas apds contengdo: a —
intra- grupo NC; b - intra-grupo NT; c - intra-grupo DC; d - intra-grupo DT; e —
entre grupos treinos.
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Tabela 2 — Resposta dos leucocitos diferenciais intra e entre os grupos nutrido
e desnutrido as fases do treino e ao estresse por contengio.

Resposta as fases do treino e ao estresse por contencao

Var GP
Ty EC P<0,05 Ty EC p<0,05
72}
2 NC 72+2,68 57,7432 0,00 67+2,1 57,7432 0,00
2 Q\E NT 71,5433 62,6433 0,00° 78,5+1,3 62,6433 0.00°
--E DC 70229 50,1%2,1 0,00¢ 67,8+1,7 50,142,1 0.00°
DT 70,3+2,7 63+3,6 0,03% 75+4,34 6343,6 0,009
w2
:2 __NC 20,1+1,47 9,5%1 0,00* 19,1£1,6 9,5+1 0,00®
28 NT 19,1£1,3 2042,1 0,78 22,5417 2042,1 0.00°
SN
5 DC 198517 10,1+14 0,00° 19,141,6 10,1414 0.00¢
~ DT 19,5+1,2 1715 0,05 25,5424 171,35 0,00 %
v
2 NC 53321  2,67+08 0,01° 58314 2,67+0,8 0.00°
é g NT 5,5+1.,8 7,6+0,9 0,02"° 9,5+0,8 7,6£0,9 0,00°
2‘3 DC 5,17+0,9 3,2+0,6 0,02¢ 8+£2,2 3,2+0,6 0,00
DT 5,17+0,9 5,716 0,47 8422 5,716 0,00%
2 NC 2,340,8 2,1£0,6 0,61 2,8+0,9 2,1£0,6 0,16
= S NT 3,1+1,1 3,318 0,7 4,1£0,9 3,318 0,09
£< pC 3,541 2,340,5 0,07 2,8+0,7 2,340,5 02
8 DT 3,541 3+1,1 0,41 4+0,8 3211 0,07

Em que: Var — Variavéis; Gp - Grupos; Tye Ts— Antes do inicio do treino e oitava semana
de treino; NC - Nutrido controle; NT - Nutrido treino; DC - Desnutrido controle;
DT - desnutrido treino; Dados em média e desvio padrio; Teste t Student (p<0,05).
Diferengas apds contengdo: a — intra- grupo NC; b — intra- grupo NT; ¢ — intra-
grupo DC; d — intra-grupo DT; e — entre grupos treinos.



Tabela 3 - Respostas hematimétricas intra e entre os grupos nutrido e

desnutrido as fases do treino e ao estresse por contencao.

Respostas hematimétricas as fases do treino e ao
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Var Gp estresse por conten¢io
T EC p<0,05 Ty EC p<0,05

g o
2E NC 12403 10,122,6 0,1 12,6£0,5  10,142,6 0,06

= 9
@S NT 12,2404 12,2422 0,9 14,140,6 12,2422 0,06
E® pC 11,5£0,5 11,6+0,3 0,57 11,8402  11,6+0,3 0,22
T DT 11,2404 11,5423 0,8 13,6+0,5 11,5423 0,056
22 NC 7,9+0,2 7,6+0,6 0,45 8,1£0,2 7,640,6 0,19

Q

& NT 8,2+0,2 8,120,6 1,00 8,8+0,4 8,1£0,6 0,07

[=)
2%  DC 7,240,4 6,8+0,4 0,16 7,5+0,6 6,8+0,4 0,06
DT 7,540,1 7,7+0,8 0,54 8,5+0,1 7,740,8 0,07

2
g NC 38,8472 47,1167 0,07 523419  47,146,7 0,10
g g NT 52,6+1,7 52,1442 0,80 553+1,7  52,1+4.2 0,12
£ DC 425113 451128 0,71 50,142,3  45,1+12,8 0,37
o DT 47,3%6,1 48,348,7 0,81 533+1,8 483487 0,22
Em que: Var - Variavéis; Gp - Grupos; Tye Tg- Antes do inicio do treino e oitava

semana de treino; NC - Nutrido controle; NT - Nutrido treino; DC - Desnutrido
controle; DT - desnutrido treino; Dados em média e desvio padrio; Teste t Student
pareado e ndo pareado (p<0,05).
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Tabela 4 - Producio de Oxido Nitrico por macréfagos alveolares intra e entre
os grupos nutrido e desnutrido as fases do treino e ao estresse por
contencio.

Grupos Experimentais
Estimulo

NT (V) NC (V) DT (V) DC (V)
ComLPS(H) 30,91+£3,70™" 16,38+4,15% 2544+1,78*>9  16,92+4383%

Sem LPS (H) 14,48+4,10 € 9,93+4,97 15,03+3,73 10,87+5,03

Em que: NC — Nutrido controle; NT - Nutrido treino; DC - Desnutrido controle; DT -
desnutrido treino; LPS - Lipopolissacarideo; H - Andlise horizontal; V - Analise
vertical; Dados em média e desvio padrio; Teste t Student (p<0,05); Diferengas
apos contengéo: a - Com e sem LPS: intra-grupo (V); b - Com LPS: controle
e treino (H); ¢ - Sem LPS: controle e treino (H); d — Entre os grupos treinos
com LPS (H).
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Figura 1 — Taxa de fagocitose liberada por macrofagos alveolares em ratos
nutridos e desnutridos, apds a realizacio do programa de TFM e
estresse de contencdo. Dados em média e desvio padrao. Teste t
Student ¢ ANOVA, com poshoc de Bonferroni (p<0,05). * -
Diferenca entre grupos treinos e controles; # - Diferenca entre um
grupo treino e um controle (representacio da comparaciao miultipla)
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo envolvendo a desnutricdo neonatal, o sistema imune, o estresse ¢ o
treinamento fisico moderado, criou novas perspectivas de trabalho para serem
analisadas. Essas varidveis respondem de forma especifica a determinados tipos de
estimulos, entretanto, parecem atuar de forma bidirecional na modulagdo das que,
naquele momento, sdo condicionantes. As respostas induzidas por essas relagdes nos
permitem encaminhar novas propostas de trabalho, ja que o interesse ¢ identificar os
possiveis limites ou pressupostos que indiquem a atuacdo de cada elemento € como
essas interagdes ocorrem.

As respostas obtidas por cada varidvel durante a aplicagdo de um protocolo de
treinamento fisico moderado sugerem a busca do conhecimento acerca de sua cinética
em funcdo das fases do protocolo experimental. Essa proposta objetiva a construgao de
pardmetros que possam caracterizar pontualmente ou de forma intervalar, sua
participagdo no fendmeno avaliado. Em func¢ao dos resultados obtidos, podemos propor
novos trabalhos, a fim de estabelecer um referencial comparativo nas observacdes em
seus niveis bioquimicos e imunoldgicos, as seguintes sugestoes:

1 - Quanto a desnutricao:

a — Que as maes possam ser desnutridas antes da prenhe e essa condi¢ao
seja mantida durante esse periodo, com recuperagdo nutricional na fase neonatal;

b — Que as maes possam ser desnutridas antes da prenhe e essa condi¢ao
seja mantida durante todo o periodo de estudo;

¢ — Que as maes possam ser desnutridas na prenhe e essa condi¢do seja

mantida durante todo o periodo de estudo.
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2 - Quanto ao Exercicio fisico:

a — Que a cria dessas maes possam ser submetidas ao treinamento fisico
moderado e intenso, em fun¢do de sua fase maturacional: jovens, adultos e idosos.

3 - Quanto ao estresse

a — De forma programada durante o processo, diferentes tipo de
estimulos sejam aplicados aos grupos, tentando identificar as respostas em diferentes
fases da vida com ou sem a realizagdo do treinamento.

As propostas de novos estudos envolvendo a interagdo das varidveis trabalhadas
tém o objetivo de minimizar as possibilidades de viéses nas conclusdes alcancadas,
criando a perspectiva de utilizagdo futura, com suas devidas adaptagdes, em serem
humanos. Esses modelos poderdo auxiliar na determinacdo de eixos de estudos na area
de saude, a fim de que se possam atenuar as provaveis repercussdes causadas pela
resposta a um estado ou fase de desnutricdo ou na aplica¢ao inadequada de programas

que envolvam o treinamento fisico.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo -1

PARECER DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Oficio n® 76/07 Recife, 14 de agosto de 2007

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Célia Maria Machado Barbosa de Castro
Departamento de Nutrigdo - UFPE

Processo n° 008226/2007- 55

Os membros da Comiss&o de Etica em Experimentagéio Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intilulado “Efeito da desnutricio e do treinamento fisico moderado sobre
parametros imunolégicos em ratos submetidos a estresse agudo de contengao”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

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

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,

sl i AT
 Silene Carneiro do Nascimento
Presidenle CEEA

CCB: Integrar para desenveolver
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9.2 Anexo — 11
DOCUMENTO DE ENCAMINHAMENTO DO ARTIGO I

SOCIEDADE CAMPINEIRA DE EDUCAGAO E INSTRUGAO
) PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE CAMPINAS

; NUCLEO DE EDITORAGAO SBI/CCV
CAMPINAS
u

FORTWICHA (MUAVERSIDACE CATOLICA

REVISTA DE NUTRICAC/BRAZILIAN JOURNAL OF NUTRITION
INDEXADA EM BASES DE DADOS INTERNACIONAIS:
CHEMICAL ABSTRACT - CAB ABSTRACT - EMBASE

FSTA - POPLIMNE — POP LINE - NISC - SCOPUS - WEB SCIENCE
BASES NACIONAIS: LILACS - SciELO - FERI-

QUALIS (CAPES) A-NACIONAL

ISSN 1415-5273

DECLARAGAO

Declaro para fins curriculares e atestado de atividades, que o Prof. Marcelo
Tavares Viana, autor, enviou o artigo “O efeito do treinamento fisico moderado e da
desnutricio precoce sobre a microbiota oral normal de ratos adultos” para a
Revista de Nutrico e se encontra em processo de avaliagao.

Campinas, 6 de outubro de 2008

A Tl :
Profa. Dra. Semiramis Martins Alvares Domene
Editora Adjunta
Revista de Nutricao

D4 - Carnpinas - 5P - Bragl Fax 55 (19) 33436875

PLS 1T v lohn B Dunlop, »/n
B it coviteviat
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9.3 Anexo - 11

DOCUMENTO DE ENCAMINHAMENTO DO ARTIGO II

I l ] C PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE CAMPINAS

CENTRO DE CIENCIAS DA VIDA
CAMPINAS NUCLEO DE EDITORAGAO SBI/CCV

FONTIFCIA LNIVERSIDADE CATOLICA

REVISTA DE NUTRIGAQIBRAZILIAN JOURNAL OF NUTRITION
INDEXADA EM BASES DE DADOS INTERNACIONAIS:
CHEMICAL ABSTRACT - CAB ABSTRACT - EMBASE

FSTA — POPLINE — POP LINE - NISC - SCOPUS - WEB SCIENCE
BASES NACIONAIS: LILACS — SciELO - PERI -

QUALIS (CAPES) A-NACIONAL

ISSN 1415-5273

Campinas, 22 de janeiro de 2009 CA/NE/RN n°® 69/2009

llustrissimo Senhor

Venho pelo presente agradecer o envio do manuscrito Adaptacdo
leucocitaria, hematimétrica e morfolégica ao treinamento fisico moderado de
ratos desnutridos precocemente... para publicacdo na Revista de Nutricio. Para
toda a correspondéncia futura relativa a este trabalho, por favor, refira-se ao protocolo
namero 1899.

O Conselho Editorial procedera a tramitagao regular do processo de éprova;éo
do manuscrito, entendendo que o mesmo nao foi publicado anteriormente e que nao
sera submetido a outro periédico durante o periodo de revisao.

Tao logo quanto possivel, V.Sa sera notificado(a) a respeito do processo para
consideracio de eventuais sugestées dos revisores ou sobre a aprovacéo do trabalho.

Informamos gque a partir da submissdo do manuscrito aos revisores técnicos,

serdo aceitas somente duas novas versdes a partir do original.

Novamente grata por seu interesse na Revista de Nutrico, expresso nossas
saudacoes.

E com muita alegria que comunicamos a indexacio da Revista de Nutricdo na
base Scopus e Web of Science!

Atenciosamente

Maria Cristina Matoso
Revista de Nutrigo
Editora Gerente

llustrissimo Senhor
Prof. Marcelo Tavares Viana
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