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RESUMO

Avaliou-se o efeito da natacdo sobre o crescimento somatico e¢ Osseo de ratas
submetidas a dois modelos experimentais a fim de reproduzir déficit hormonal.
Utilizou-se 28 ratas Wistar, neonatas, fémeas separadas em dois grupos: Glutamato
Monossodico (GluM,n=14) que recebeu uma solucdo de glutamato monossodico
(4.0mg/g), em dias alternados, nos primeiros 14 dias de vida; e Grupo Salina (SAL,
n=14) que recebeu solugdo salina. O peso corpdéreo e as mensuragdes murinométricas
(eixos latero-lateral, antero-posterior do cranio - LLC/APC - e comprimento da cauda -
CC) foram avaliados do 1° ao 30° dia de vida. Aos 60 dias de vida, o grupo GluM foi
ovariectomizado (GluMO) e o grupo SAL apenas passou pelo estresse cirargico. Em
seguida, metade dos animais de cada grupo iniciou o treinamento de natagdo (12
semanas, 5 dias/semanas). Resultando nos seguintes grupos experimentais: Salina
sedentdrio (SALsed,n=7), Salina natacdo (SALnat,n=7), Glutamato ovariectomia
sedentario (GluMOsed,n=7) e Glutamato ovariectomia natacdo (GluMOnat,n=7). Ao
final do experimento o fémur direito foi pesado e avaliado seu comprimento. Seis
preparacdes histologicas do fémur de cada grupo esperimental foram confeccionadas a
fim de avaliar: didmetro da cabega do fémur, area da cartilagem articular da cabega do
fémur, espessura da cortical da diafise deste osso e a propor¢do volumétrica (PV) da
epifise femoral. Nos 30 dias iniciais, o grupo GluM reduziu o peso corpdreo € 0s eixos
LLC, APC e CC comparado ao grupo SAL. Ao final do experimento, o peso corporeo
foi similar entre os grupos SALsed e SALnat e; GLuMOsed e GluMOnat. Porém houve
reducdo no peso do GluMOsed comparado ao SALsed. A natagdo aumentou o peso do
fémur no grupo SALnat em relagdo ao SALsed e também no grupo SALsed comparado
ao GluMOsed, porém ndo o alterou entre os GluMOsed ¢ GluMOnat. No comprimento,
o grupo SALnat foi similar ao SALsed e o mesmo ocorreu entre GluMOnat e
GluMOsed. Porém, o grupo SALsed apresentou comprimento maior que GluMOsed. A
area da cartilagem articular do fémur mostrou-se reduzida no GluMOnat comparado ao
GluMOsed. A natagdo aumentou a espessura das corticais no grupo SAL, porém nao
influenciou no GluMO. Na regido lateral da epifise houve redugdo da PV no Grupo
GluMOnat comparado ao GluMOsed. Na regido medial, a natacdo aumentou a PV no
grupo SAL, porém ndo influenciou GluMO. Constatou-se que a natacdo pode ser
utilizada como estimulo 6sseo em animais saudaveis, porém, no tecido 6sseo debilitado
pode ndo exercer nenhum efeito estimulante.

Palavras Chaves: Crescimento Corpdreo, Tecido Osseo, Glutamato Monossodico,
Ovariectomia e Natagao.



ABSTRACT

The effect of swimming on the somatic growth and on bones of rats subjected to two
experimental models to reproduce hormone deficiency was analyzed and observed.
Twenty-eight Wistar, neonate, females rats separated into two groups were used in this
analysis: Monosodium Glutamate (GluM, n = 14) received a solution of monosodium
glutamate (4.0mg / g) on alternate days during their first 14 days of life, and Group
Saline (SAL, n = 14) received a solution saline. The body weight and measurements of
somatic development (latero-lateral axis of the skull, anterior-posterior axis of the skull
- LLC / APC - and length of the tail - CC) were evaluated from the 1st to the 30th day
of life. After 60 days of life, the GluM group was ovariectomized and Sal just went
through surgical stress. Then, half of the animals in each group started the swimming
training (12 weeks, 5 days/week). Resulting in the following experimental groups:
Sedentary saline (Sedsal, n = 7), Swimming saline (Swisal, n = 7), Sedentary glutamate
ovariectomy (SedGluMO, n = 7) and Swimming glutamate ovariectomy (SwiGluMO, n
= 7). At the end of the experiment the right femur was weighed and measured in its
length. Six histological preparations of the femur in each group were made to assess: the
diameter of the head, area of the articular cartilage of the femoral head, thickness of
cortical bone of diaphysis of volume and proportion of femoral epiphysis. During the
first 30 days, the GluM group reduced its body weight and the LLC, APC and CC
compared to SAL. The end of the experiment the body weight was similar between the
and S Swisal and Sedsal groups; SedGLuMO and SwiGluMO. However, there was a
reduction in weight of SedGlutMO compared to Sedsal. The swimming increased the
weight of the femur in the SAL group and in the Sedsal group compared to SedGluMO,
but didn't alter it between SedGluMO and SwiGluMO,. In length, the group Swisal was
similar to Sedsal and the same occurred between SwiGluMO and SedGluMO. However,
the group Sedsal presented greater length than SedGluMO. The area of the articular
cartilage of the femur proved to be reduced in SwiGluMO compared to SedGluMO. The
swimming increased the cortical thickness of the SAL group, but did not influence the
GluMO. In the region of the lateral epiphysis, the PV was reduced in the SwiGluMO
group compared to SedGluMO. On the medial region, it was observed that swimming
increased the PV in the SAL, although it did not influence GluM. It was evidenced that
swimming that can be used as stimuli in healthy bone although on weakened bone it
may not happen.

Keywords: Body growth, bone, monosodium glutamate, ovariectomy and swimming.
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Neste estudo, inicialmente, investigou-se as repercussdes da administragao do
glutamato monossddico no periodo neonatal de ratas sobre o desenvolvimento somatico
destes animais. Em seguida avaliou-se a interferéncia desta substincia associada a
ovariectomia na idade adulta e as implicagdes do exercicio de natagdo sobre o tecido
Osseo destes animais.

O glutamato monossodico, substincia utilizada no estudo, ¢ um aminodacido, que
em quantidades excessivas, apresenta uma a¢do neurotdxica no sistema nervoso central
(OLNEY, 1969). Ele ultrapassa a barreira hemato-cefalica em neonatos e se acumula
em regides especificas do cérebro como a area hipotalaimica (NEMEROFF; LIPTON;
KIZER, 1978). Inicialmente as lesdes se manifestam no nucleo arqueado, a regiao
primaria na producdo do Hormonio Liberador do Horménio do Crescimento (GHRH)
(MEITES, 1988). Diversos estudos utilizaram essa substidncia para verificar sua
repercussdo no desenvolvimento do organismo de animais (BADGER et al, 1982;
MILLARD et al, 1982; MAITER et al, 1991).

A ovariectomia tem sido um modelo bastante utilizado para mimetizar os efeitos
da osteoporose pds-menopausa. No momento considerado de inicio do amadurecimento
sexual (aproximadamente 60 dias de idade) os animais foram submetidos a este
procedimento cirargico para a retirada bilateral dos ovarios. E um modelo experimental
utilizado desde 1969 para induzir a perda de massa Ossea em animais (SAVILLE,
1969). Apos este procedimento, um protocolo de exercicio de natagao foi iniciado a fim
de verificar se esta atividade provoca estimulos ao tecido 6sseo destes animais.

No inicio desta disserta¢dao realizou-se uma Revisao de Literatura onde foram
expostos de forma sucinta, os conhecimentos existentes sobre os assuntos abordados. A
seguir, a inquietagdo que originou esta pesquisa foi relatada na hipdtese. Os objetivos
geral e especificos foram listados de forma seqiiencial. Na metodologia, os
procedimentos realizados foram descritos de maneira explicativa e ilustrativa mostrando
todo o processo para a obtencao dos resultados.

No capitulo de Resultados foram anexados os dois artigos frutos deste
trabalho. O primeiro intitulado: “A natagdo minimiza o retardo no crescimento
somatico e 6sseo de ratos?” que foi submetido a publicagdo na Revista Brasileira de
Medicina do Esporte (RBME). Observou-se neste trabalho que o glutamato
monossddico atrasou precocemente o desenvolvimento somdtico dos animais. E que
quando adicionado a ovariectomia reduziu o peso corpéreo, o peso do fémur e o seu

comprimento, além de a natagdo ndo ter influenciado nestes parametros. No segundo
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artigo: “O efeito da natacdo na estrutura Ossea de animais que receberam
glutamato monossddico e foram ovariectomizadas.” Buscou-se neste estudo
mimetizar situagdes que ocorrem com o tecido 6sseo durante o envelhecimento, através
da utilizagdo de animais jovens submetidos a administragdo glutamato monossédico e a
ovarectomia. Concluiu-se com este estudo que os efeitos do glutamato monossodico e
da ovariectomia na morfologia 6ssea do fémur, prejudicou tanto pardmetros articulares,
como reduziu o conteudo dsseo trabecular e cortical. Também foi reforcada a idéia que
a natagdo pode ser utilizada como estimulo a remodelagdo 6ssea de animais saudaveis,
porém, em situagdes de debilidade 6ssea pode ndo ser tdo eficaz. Este artigo sera
submetido a publicacdo na Revista: Experimental Animal, e no momento esta sendo

traduzido para a lingua inglesa.



Hipotese
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O treinamento de natacao realizado por animais submetidos a administracdo do
Glutamato Monossddico durante o periodo neonatal e a ovariectomia na fase adulta
jovem pode minimizar os efeitos deletérios do desequilibrio observado no crescimento
somatico durante os trinta primeiros dias de vida e do tecido 6sseo promovidos por estas

intervengoes.



Objetivos
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Geral
Analisar o efeito do treinamento de natacdo no desenvolvimento corpdreo e na
estrutura 6ssea do fémur de animais que receberam glutamato monossodico no periodo

neonatal e foram ovariectomizadas aos 60 dias de vida.

Especificos

- Avaliar a evolugdo ponderal dos animais tratados com glutamato monossodico
durante os primeiros 30 dias apds o nascimento.

- Observar o crescimento somatico dos animais através das mensuragoes dos
parametros murinométricos: eixos latero-lateral e antero-posterior do cranio
(LLC e APC) e do comprimento da cauda (CC) dos animais.

- Avaliar morfométricamente o fémur dos animais por meio da aferi¢do do peso e
do comprimento deste 0sso.

- Avaliar histométricamente a estrutura o0ssea do fémur através da andlise da
proporcao volumétrica (PV) do osso trabecular na epifise proximal, do diametro
da cabega femoral, da espessura da cortical da didfise e da drea da cartilagem

articular deste 0sso.



Revisao de Literatura
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Tecido Osseo

O osso ¢ um tecido especializado cuja funcdo basica inclui locomogao, prote¢ao
e homeostase mineral. Possui células especializadas, além de componentes organicos ¢
inorganicos em sua matriz (DOWNEY; SIEGEL, 2006). Histologicamente distingue-se
um tecido dsseo compacto e esponjoso, que apesar de possuirem a mesma composi¢ao
sdo estruturalmente diferentes, o que lhes fornecem distintas propriedades mecanicas
(BUCKWALTER et al, 1996).

O tecido 6sseo compacto, presente nas diafises de ossos longos, devido a seu
arranjo denso possui uma maior resisténcia a tor¢ao e grande flexibilidade em situagdes
de forga. J&4 o tecido Osseo esponjoso oferece uma grande resisténcia na absorcdo de
choques. Este ultimo possui uma intensa taxa metabolica e responde mais rapido a
diferentes situagdes de imposi¢do ou ndo de cargas mecanicas (BUCKWALTER et al,
1996).

O osso por ser um tecido dindmico esta constantemente se modelando durante
seu crescimento e se remodelando ap6s o término de sua formacdo (HILL; ORTH,
1998). Inicialmente na modelagdo 6ssea ocorre ganho na massa do esqueleto pela
adicao de tecido novo, enquanto que, na remodelagao ha uma juncdo de eventos como
reabsorcdo, formacdo e reorganizacdao de tecido (RAISZ, 1999; SKEDROS; MASON;
BLOEBAUM, 2001). A complexidade deste processo de remodelagdo ¢ justificada pela
necessidade da interagdo de diferentes tipos celulares, que sdo regulados tanto pelo
sistema hormonal, como por fatores locais (CANALIS, 1983; SOYKA; FAIRFIELD;
KLIBANSKI, 2000), além da importincia dos fatores mecédnicos e biomecanicos
(PARFITT, 1982).

A massa dssea aumenta crescentemente durante a infancia tendo seu pico em
meados dos 20 a 30 anos de idade e subseqlientemente, por um processo normal, ocorre
um decréscimo desse ganho que se acelera com o envelhecimento (OLNEY, 2003). Em
adultos saudéveis, ha um balanco entre reabsor¢@o e formacao 6ssea, porém quando este
equilibrio se torna negativo, de forma que a quantidade de reabsor¢do excede a de
deposicao (OLNEY, 2003), o resultado ¢ a perda éssea. Isto ¢ visto comumente em

mulheres pds-menopausa (HILL; ORTH, 1998).
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Tecido 6sseo e Deficiéncia de Estrogeno

Muitos hormonios, citocinas e fatores de crescimento estdo associados a
regulacdo da formacao oOssea (SEEMAN, 2002; VAN DER EERDEN, 2003). O
estrogeno, hormonio sistémico secretado pelos ovarios, possui fungdes importantes
durante o crescimento € envelhecimento, tais como, o controle no estirdo de crescimento
na puberdade em mulheres, a fusdo da placa de crescimento em ambos os sexos, além
da importante fun¢io na remodelagdo 6ssea. E também responsavel pelo equilibrio entre
formagdo e reabsor¢do deste tecido (DEMPSTER; LINDASAY, 1993; LINDBERG et
al, 2001; GRUMBACH, 2000; RODD; JOURDAIN; ALINI, 2004).

Em circunstancias normais, o pico de massa 6ssea nas mulheres ¢ menor que nos
homens, portanto, no periodo da menopausa e com o avanco da idade a redugdo do nivel
do estrogeno acelera o processo degenerativo 6sseo nas mulheres (XIANG-YAN et al,
2008) favorecendo a elas o risco para fraturas relacionadas a osteoporose (MELTON III
LJ, 1993; JILKA, 1998; RIGGS; MELTO, 1995).

Com o aumento dramatico da populagdo idosa e da incidéncia de fraturas, a
osteoporose tornou-se um problema de satde publica (RIGGS; MELTO, 1995;
HAWKER, 1996). Caracterizada por uma redugdo na massa dssea e deterioragdo
estrutural (WHO Study Group, 1994), pode ser classificada em primaria ou secundéria.
A Osteoporose Secundaria ¢ usualmente associada a uma doenca reconhecivel ou a uma
terapia medicamentosa. J& na Osteoporose Primdria estd incluida a osteoporose
idiopatica comum em criangas e adultos jovens, e as formas involutivas tipo I ou pos-
menopausa e tipo II ou senil (MELTON; RIGGS, 1988).

Nesta condic¢do patoldgica, as fraturas dsseas podem ocorrer na presenca ou nao
de trauma (RITTWEGER, 2006). As fraturas osteoporoticas originam sérios problemas
a saude com freqiientes hospitalizacdes, perda da independéncia e aumentam o risco de
morte (CHRISCHILLES et al, 1991; MELTON III LJ, 1993). As regides do corpo mais
comumente afetadas sdo: o punho, as vértebras lombares ¢ o quadril. Sendo as duas
ultimas as que causam mais danos a saude e incapacidade fisica (RIGGS; MELTO,

1995).
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A deficiéncia do estrégeno que ocorre nas mulheres seja pelo processo natural
da menopausa ou pela ovariectomia estd associada a rapida perda dssea, particularmente
no osso trabecular (RIGGS, 2002). O que ocorre no déficit de estrogeno ¢ que hd um
aumento na vida 1til dos osteoclastos enquanto que os osteoblastos t€ém sua produgio
reduzida (HUGHES et al, 1996; MANOLAGAS, 2000)

Experimentalmente, ratas ovariectomizadas tem sido um modelo bastante
utilizado para mimetizar os efeitos da osteoporose pods-menopausa. Neste modelo, os
efeitos da retirada destes 6rgdos podem ser detectdveis em um periodo muito curto de
tempo e também reproduz as alteragdes observadas em situagdes humanas, como o
aumento do turnover 6sseo e uma fase inicial de rapida perda ossea (KALU, 1991;
OMI; EZAWA, 1995; DIAZ-CURIEL; GALA, 1994). A faixa etaria inicial dos animais
utilizados neste modelo ¢ variavel, estendendo-se de trés semanas a dois anos de idade.
Com trés semanas de idade a remodelagdo Ossea ¢ o crescimento estdo em intensa
atividade, ja em animais muito velhos a incidéncia a doencas ¢ bem elevada, portanto ¢
apropriado que a idade escolhida para o inicio da indugdo da perda dssea pela

ovariectomia seja entre estes dois extremos etarios (KALU, 1991).

O Glutamato Monossodico

O Glutamato ¢ um aminoicido neurotransmissor que exerce um papel
importante na formagdo de sinapses e circuitos neuronais (GOLDSMITH, 2000).
Porém, o glutamato monossodico em quantidades excessivas exerce uma funcdo
neurotoxica no sistema nervoso central (OLNEY, 1969), pois ultrapassa a barreira
hemato-encefalica e se acumula em 4reas especificas do cérebro levando a destruicdo de
neurénios (OLNEY, 1976; NEMEROFF; LIPTON; KIZER, 1978). Uma altera¢ao na
citoarquitetura hipotalamica ocorre em animais adultos que receberam esta substancia
no periodo neonatal (HOLZWARTH-MCBRIDE; HURST; KNIGGE, 1976).

A regido hipotaldmica mais sensivel ao glutamato monossodico ¢ a area do
Nucleo Arqueado, a qual contém corpos celulares que estdo envolvidos na liberagdo do
Hormoénio de Crescimento (HOLZWARTH-MCBRIDE; HURST; KNIGGE, 1976;
TAKASAKI, 1978; BLOCH et al, 1983; MERCHENTHALER et al, 1984;
GOLDSMITH, 2000). Os neur6nios desta regido sdo severamente afetados, havendo
80% da perda destes (HOLZWARTH-MCBRIDE; HURST; KNIGGE, 1976). A maior
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parte da deterioragcdo pode ocorre dentro de seis horas apds a administragao (LEMKEY -
JONSTON; BUTTLER; REYNOLDS, 1976). A extensdo da lesdo esta diretamente
relacionada com a dose administrada desta substancia (OLNEY, 1971).

As lesdes observadas ap6s a administragcdo do glutamato monossodico durante o
periodo neonatal em animais adultos promovem diminui¢ao no peso de glandulas como
a pituitdria anterior, os ovarios e os testiculos ocasionando atraso no crescimento,
reducdo no peso corpdreo, reducdo na capacidade reprodutiva e reducdo do contetido de
hormonios (HOLZWARTH-MCBRIDE; HURST; KNIGGE, 1976; BAKKE et al,
1978; BADGER; MILLARD et al 1982; MILLARD et al 1982; INKSTER;
WHITEHEAD, 1986; WAKABAYSHI et al, 1986; MAITER et al 1991).

Dentre os hormoénios da pituitaria, o Hormoénio de Crescimento ¢ o mais
profundamente afetado (BAKKE et al, 1978) e por isso a administragdo do glutamato
monossoddico tem sido utilizada com um modelo de deficiéncia do Hormoénio de
Crescimento (THOMPSON et al, 1996).

Este hormonio ¢ secretado pela glandula pituitaria sob o controle do hipotdlamo
(OLNEY, 2003). Seu efeito indireto no tecido osseo ¢ através da estimulagdo da
producgdo do Fator-I de Crescimento Insulina Dependente no figado e diretamente atua
no tecido 0sseo e na placa de crescimento epifisario (SPAGNOLI; ROSENFELD, 1996)
estimulando a proliferagdo de osteoblastos como também de suas células precursores
(KASSEN et al 1993; KASSEN; MOSEKILDE; ERIKSEN, 1994). Este hormoénio esta
envolvido no desenvolvimento e manutencdo dssea, e sua deficiéncia promove baixa

estatura e atraso na maturacao 6ssea (OHLSSON et al, 1998).

Tecido Osseo e Exercicio Fisico

Com o avancar da idade ocorre uma redu¢do da massa Ossea e mais
precisamente uma redugdo da for¢a Ossea levando ao aumento do risco de fraturas
(RIGGS; MELTON, 1992; DEMPSTER; LINDASAY, 1993; TURNER, 2002).
Algumas estratégias tém sido implementadas objetivando minimizar esta redu¢do com o
avancar da idade e no periodo pds-menopausa (IWAMOTO;TAKEDA; SATO, 2005).
Entre elas, o exercicio fisico ¢ um recurso bastante utilizado para prevengao e
tratamento de doencas Osseas que surgem nesta fase (IWAMOTO; TAKEDA; SATO,
2005).
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A morfologia basica do esqueleto ¢ determinada geneticamente, mas sua massa €
arquitetura finais sdo moduladas por mecanismos adaptativos sensiveis aos fatores
mecanicos impostos (FROST, 1987). Esses fatores mecanicos sdo clinicamente
relevantes devido a sua capacidade de influenciar as atividades de modelagem e
remodelagem 6ssea (FORWOOD, 2001).

O tecido Osseo apresenta uma propriedade piezoelétrica que converte as forgas
geradas pelos exercicios em estimulo osteogénico (HAGIHARA et al, 2005;
KARATOSUM et al, 2006). A estrutura deste tecido se ajusta de acordo com o grau de
estresse submetido se adaptando ao aumento das cargas que recebem. Isto resulta em
aumento ou manutencao da densidade mineral 6sseo, o que estd na dependéncia do tipo
de exercicio realizado (SWISSA-SIVAN et al, 1990; SHIBATA et al, 2003) e também
da fase da vida em que a atividade fisica ¢ implementada (KHAN et al, 2000;
MACKELVIE et al, 2001). O tecido 6sseo maduro ¢ menos sensivel a alteragdes
quando submetidos a essas cargas mecanicas (TURNER; ROBLING, 2005).

Virios tipos de exercicios estdo associados com aumento ou manuten¢do da
massa 6ssea (HART et al, 2001). Os que envolvem impacto sdo favordveis a formagao
Ossea, porém este tipo de exercicio ¢ pouco indicado para idosos por agravar algumas
doencas Osseas ja existentes. Durante a corrida varios estresses sao impostos aos 0Ssos:
forca de tragdo em diferentes angulos e direcdes gerado pelas contragdes musculares,
acdo do peso corporeo entre o pé e o solo, e finalmente a forca da gravidade agindo no
corpo.

As condi¢des promovidas pelo ambiente aquatico durante a natagdo podem ser
vantajosas para um programa de exercicios para populacdes de risco, como em caso de
reabilitacdo de antigas lesdes ou em pessoas idosas (SWISSA-SIVAN et al, 1990). Na
natacdo, por exemplo, o meio favorece a realizagdo de um exercicio sem carga de peso,
assim nenhuma for¢ca membro-solo ¢ exercida e a agdo do peso corporeo ¢ reduzida
significativamente, como também a forca da gravidade ¢ contida pela flutuagao
(SWISSA-SIVAN et al, 1989). Assim as alteragdes sofridas pelos ossos neste tipo de
exercicio podem ser atribuidas apenas ao estresse ocasionado pelas contragdes

musculares (SWISSA-SIVAN et al, 1990).



Material e Métodos
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Local do estudo

O estudo foi realizado no laboratorio de Histomorfometria do Departamento de
Anatomia ¢ no Mestrado em Patologia da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE).

Animais

Foram utilizados 28 neonatos da linhagem Wistar, fémeas provenientes da
colonia de criacdo do Departamento de Nutrigdo da UFPE. Os animais foram mantidos
no biotério do Departamento de Anatomia em ambiente com temperatura de 22 + 1° C,
fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, em gaiolas coletivas (de, no
maximo, 4 animais/gaiola) e com livre acesso a dieta e a dgua filtrada. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal
de Pernambuco (CEEA-UFPE), oficio n® 23076.018024/2007-11 e seguiu as normas

sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimenta¢ao Animal (COBEA).

Modelo Experimental

Apds o nascimento, os animais foram divididos inicialmente em 2 grupos:
Glutamato Monossédico (GluM, n=14) e Salina (SAL, n=14). Os animais do grupo
GluM receberam uma solucdo de glutamato monossodico via subcutinea, na dose de
4.0mg/g de peso corporal em dias alternados 14 dias de vida (BRAGA; MELLO;
GOBATTO, 2004) ¢ os do grupo SAL receberam solugdo Salina na mesma dose (figura
01). Ao completarem a idade de 60 dias, todos os animais do grupo GluM foram
ovariectomizados (GluMO) para a retirada dos ovarios bilateralmente, enquanto que no
procedimento cirargico dos animais do grupo SAL ndo ocorreu a retirada dos ovarios.
Metade dos animais de cada grupo iniciou um programa de treinamento de natagdo

(GluMOnat e SALnat).
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Figura 01. Administragdo da solugdo
de glutamato monossodico

Procedimento Cirurgico

Ao completar 60 dias de vida todos os animais do grupo GluM foram
submetidos a cirurgia para a retirada dos ovarios. Sob anestesia, via subcutanea, com
cloridrato de xilazina (Rompum ® — Bayer) (0,02ml/100g peso) e quetamina (Ketalar®)
(0,02ml/100g peso), foi tricotomizada a regido dorsal dos animais, sendo feita assepsia

no local com alcool iodado a 0,5% (figura 02 A e B).

A

Figura 02. Preparagdo do animal para o procedimento cirirgico. (A) Anestesia do
animal com cloridrato de xilazina e quetamina. (B) Tricotomia e assepsia da regiao
dorsal do animal
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Com os animais ainda em decubito ventral foi realizada uma incisdo, com
auxilio de um cabo bisturi n°03 (Bic) e uma lamina n°15 (Socorex), de cerca de 2,0 cm
de comprimento na pele (linha mediana) e tecido subcutaneo (figura 03A), e entdo a
divulcao destas estruturas (figura 03B). Em seguida, uma incisdo bilateral abaixo do
gradil costal foi necessaria para visualizagao dos ovarios. Os 6rgaos foram pincados e
feito uma ligadura abaixo da tuba uterina e posteriormente o corte (figura 03C). O utero
foi recolocado na cavidade abdominal, suturado o tecido muscular e em seguida a pele
em planos separados (figura 03D), reforcados com uma camada de etilcianoacrilato
(SANTANA; TORRES; SILVA, 2004). Apos a cirurgia, os ratos receberam

Pentabiotico veterinario (Fontoura Wyeth, SP, Brasil), via intramuscular profunda

(biceps femoral).

Figura 03. Procedimento cirtrgico para a retirada dos ovarios. (A) Incisdo. (B)
Divulc¢do. (C) Retirada do Ovario. (D) Sutura.
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Treinamento dos Animais

Os animais do GluMOnat e SALnat foram submetidos ao treinamento de
natacdo que ocorreu de segunda a sexta-feira, em tanque de amianto. Este com
capacidade de 500L, e 4rea superficial para nado de 0,90m?, que possuia em sua base
uma resisténcia acoplada a um termostato que permitiu o controle da temperatura da
agua em torno de 32-34°C. A agua foi trocada diariamente.

As ratas eram monitoradas durante todo o exercicio a fim de que ndo tocarem
nas laterais do recipiente (figura 04). O programa de exercicio (HART; SHAW;
VADIJA, et al, 2001) foi realizado sempre no mesmo horario, iniciando com um periodo

de adaptagdo (Tabela 01).

ks ™
Y

Figura 04. Animais realizando a natacao.
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Quadro 01. Protocolo de Treinamento.

Semanas Duracéo

1° 1° dia: 5 minutos

2° dia: 10 minutos

3° dia: 10 minutos

4° dia: 15 minutos

5° dia: 15 minutos

Final de Semana Cirurgia
2° Recuperagao Cirurgica
3° 1° dia: 15 minutos

2° dia: 20 minutos

3° dia: 25 minutos

4° dia: 30 minutos

5° dia: 40 minutos

4° 1° dia: 45 minutos

2° dia: 50 minutos

3° dia: 55 minutos

4° dia: 60 minutos

5° dia: 60 minutos

5°-12° 60 minutos

Os animais ndo submetidos a natacdo foram mantidos separados nas gaiolas,
contendo aproximadamente 2 cm de agua, durante o mesmo periodo em que foi
praticada a natagdo pelos outros grupos. Desta forma foram submetidos ao semelhante

estresse aquatico sem, contudo, realizar o esforgo fisico.

Apdés a natacdo os animais foram secados em toalhas e em seguida
acondicionados a uma camara de aquecimento de madeira revestida com formica (area
superficial de 0,25m?), tampa de vidro corredigo e fundo de amianto pintado com tinta
lavavel (figura 05). Abaixo da placa de amianto havia quatro lampadas comuns de 100
watts, ligada a rede elétrica, com saida para termOmetro. A temperatura média para
aquecimento foi de 32-36°C. Os animais ficaram acondicionados nesta cdmara por um

periodo de 10 minutos.



33

Figura 05. Camara de aquecimento

Procedimentos

Todos os animais foram pesados diariamente do 1° ao 30° dia apds o nascimento,
a partir dai 1 vez por semana até o dia das respectivas datas de eutanasia, sempre no

mesmo horario, utilizando-se balanca eletronica (Filizola, com sensibilidade de 0,1g).

Foram realizadas mensuragdes dos eixos latero-lateral e antero-posterior do
cranio (fig. 06 A ¢ B), e do comprimento da cauda do animal (fig. 07) (SILVA et al,

2005) durante os primeiros 30 dias de vida.

Figura 06. A - Mensuragao eixo latero-lateral do cranio. B - Mensuragao eixo antero -
posterior do cranio.
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Figura 07 - Mensuragdo do comprimento
cauda.

Ao completarem o periodo de natagdo, os animais foram anestesiados, via
subcutanea, com cloridrato de xilazina (Rompum ® — Bayer) (0,03ml/100g peso) e
quetamina (Ketalar®) (0,25ml/100g peso). Em seguida, foi realizada uma incisdo com
bisturi (cabo n°04 - Bic - e lamina n°23 - Socorex) que se estendeu da regido abdominal
inferior direita (proxima a regido inguinal) até o joelho (regido infrapatelar) (figura
08A). O peritdonio foi rebatido, foram removidos os musculos e tenddes da regido
proximal da coxa, e a articulagdo coxo-femoral foi evidenciada. Na posi¢ao de decubito
lateral esquerdo a remocao dos musculos e tenddes posteriores foi realizada. O fémur
foi desarticulado proximal e distalmente com o auxilio de uma tesoura cirurgica e, em

seguia, dissecado completamente com a remoc¢ao dos tecidos moles (figura 08B).

Figura 08. A - Incisdo da regido abdominal inferior se estendendo até o
joelho. B - Fémur dissecado.
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Apos devidamente dissecado, o o0sso teve seu comprimento mensurado com a
ajuda de um paquimetro (Western, 0,02mm). O osso foi posicionado com a face anterior
voltada para cima e a mensuragdo deste se estendeu desde a cabeca femoral até a

superficie articular dos condilos do referido osso (figura 09).

Figura 09. Afericdo do Comprimento
do Fémur com paquimetro (Western,

0,02mm).

Apobs as seguintes mensuragdes, o fémur foi pesado em uma balanca digital
(marca AND, modelo HR-200, com sensibilidade 0,1 mg). Em seguida, foi fixado em
formol tamponado (10ml de formol a 37% e 27ml de tampao fosfato 0,1M e pH = 7,0)
em volume 50 vezes superior ao da amostra e armazenado em recipientes de vidro. A
seguir, o osso foi descalcificado com solug@o de acido cloridrico e acido formico a 8%
durante o tempo necessario para tal procedimento. Apds a descalcificagdao, o fémur foi
seccionado transversalmente abaixo do trocante menor para remog¢do de sua epifise
proximal. Em seguida, esta foi colocada em uma solucdo neutralizante (Hidroxido de
Sédio a 5%) por 20 minutos e armazenado em alcool 70%. Posteriormente, o material
foi encaminhado para o processamento histologico de rotina e incluido em parafina. Os
cortes com 3um de espessura foram corados pela hematoxilina-eosina e montados entre

lamina e laminula com resina sintética (Entellan — Merck).
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Anélise Histomorfométrica

A partir das preparagdes histologicas (06 animais para cada grupo experimental)
foram retiradas fotos com auxilio de uma maquina digital (Panasonic DMC-FX10)
direto da ocular do microscépio optico (Olympus - BX50) utilizando objetiva de 4X
para avaliacdo dos seguintes pardmetros: diametro da cabega femoral, area da
cartilagem articular da cabeca do fémur e a espessura da cortical deste o0sso. As
mensuragdes foram realizadas através do programa Scion Image.

Para obtengdo da propor¢do volumétrica da epifise femoral, esta regido foi
delimitada em trés regides: lateral, intermédia e medial. Para cada regido foram
avaliados trés campos microscopicos totalizando nove campos por animal. Este
parametro foi determinado utilizando uma lente de sobreposi¢do com 441 pontos
acoplada a ocular de 10X e utilizando a objetiva de 20X. Foram considerados na

contagem os pontos que incidiram sobre o tecido 6sseo trabecular.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o teste “t” de Student ou teste de Mann-

Whithney para a comparagao entre dois grupos.



Resultados
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ARTIGO 01

A NATACAO MINIMIZA O RETARDO NO CRESCIMENTO SOMATICO E
OSSEO DE RATOS?

Foi submetido para publicagdo como artigo original na Revista Brasileira de

Medicina do Esporte. Apresentado segundo as normas do periddico.
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RESUMO

A formacao 6ssea é regulada por fatores hormonais e modificada por estimulos
extrinsecos, como a pratica de exercicios. Avaliou-se o efeito da natacéo sobre
o crescimento somatico e Osseo de ratas submetidas a dois modelos
experimentais a fim de reproduzir déficit hormonal. Utilizou-se 28 ratas Wistar
neonatas fémeas separadas em: Grupo Glutamato Monossédico (GluM,n=14;
Solucédo de GM 4.0mg/g, dias alternados, primeiros 14 dias de vida) e Grupo
Salina (Sal,n=14; Solucdo Salina). Peso corpéreo e mensuragdes
murinomeétricas (eixos Latero-lateral, Antero-posterior do crénio - LLC/APC - e
Comprimento da cauda - CC) foram avaliados do 1° ao 30° dia de vida. Aos 60
dias, o Grupo GIuM foi ovariectomizado (GIuMO) e o Sal apenas passou pelo
estresse cirurgico. Entdo, metade dos animais de cada grupo iniciou o
programa de natacéo (12 semanas, 5 dias/semanas, 60 min/sess&o) resultando
nos seguintes grupos experimentais: Salina Sedentario (Salsed,n=7), Salina
Natagédo (Salnat,n=7), Glutamato Ovariectomia Sedentario (GluMOsed,n=7) e
Glutamato Ovariectomia Natacdo (GluMOnat,n=7). Ao final do experimento o
fémur direito foi pesado e seu comprimento avaliado. Nos 30 dias iniciais, GIuM
reduziu o peso corporeo e os eixos LLC, APC e CC comparado ao grupo SAL.
Aos 60 dias, o peso corpéreo do GLUM permaneceu menor comparado ao SAL
e ao final foi similar entre os grupos SALsed e SALnat e; GLuMOsed e
GluMOnat. Porém houve redugcdo no peso do GlutMOsed comparado ao
SALsed. A natacao favoreceu o peso do fémur no SAL e nao o alterou entre os
GluMOsed e GluMOnat, porém houve aumento no grupo SALsed comparado
ao GluMOsed. No comprimento, o SALnat foi similar ao SALsed e 0 mesmo
ocorreu entre GluMOnat e GIuMOsed. Porém, SALsed apresentou
comprimento maior que GluMOsed. A natacdo nao foi capaz de reverter, em
animais adultos jovens, os efeitos provocados por situagdes de desequilibrio
corpoéreo induzidas precocemente no tecido dsseo.

Palavras-Chave: tecido 0sseo, crescimento corporeo, ovariectomia e natagao
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ABSTRACT

The bone formation is regulated by hormonal factors and modified by extrinsic
stimuli, such as the practice of exercises. The effect of swimming on the
somatic growth and bone of rats subjected to two experimental models to
reproduce hormone deficiency.Twenty-eight Wistar, neonate rats separated into
two groups: Monosodium glutamate (GluM, n = 14; solution of monossodium
glutamate 4.0mg/g, alternate days, first 14 days of life) and Grupo Saline (SAL,
n = 14; solution saline. The body weight and measurements of somatic
development (latero-lateral axis of the skull, anterior-posterior axis of the skull -
LLC / PCA - and length of the tail - LT) were evaluated from the 1st to the 30th
day of life. After 60 days of the life, the GluM group was ovariectomized and SAl
just went though surgical stress. Then, half of the animals in each group started
the swimming training (12 weeks, 5 days / week, 60 min / session). Resulted in
the following experimental groups: Sedentary Saline (Sedsal, n = 7), Swimming
Saline (Swisal, n = 7), Sedentary glutamate Ovariectomy (SedGIuMO, n = 7)
and Swimming glutamate Ovariectomy (SwiGIUMO, n = 7).At the end of the
experiment the right femur was weighed and measured in its length. During the
30 days, the GluM group reduced its body weight and the LLC, PCA and CC
compared to SAL. After 60 days, the body weight of GluM group remained
lower and the end of the experiment it was similar between Swisal and Sedsal
groups; SedGLUMO and SwiGIuMO groups. However, there was a reduction in
weight of SedGIutMO compared to SedSAL. The swimming helped the weight
of the femur in the SAL and didn’t alter it between SedGluMO and SwiGIuMO,
but it increased in Sedsal compared to SedGluMO group. In length, the SwiSal
was similar to Sedsal and the same ocurred between SwiGIuMO and
SedGIluMO. However, Sedsal group presented greater length than SedGIuMO.
The swimming was not able to reverse, in young adult animals, the effects
caused by situations of imbalance in the body induced early bone.

Keywords: bone, body growth, ovariectomy and swimming
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INTRODUCAO

Durante a vida, o osso esta em continuo processo de formacao e
reabsorcao, onde, o aumento ou a perda da massa 6ssea depende do balango
entre esses processos M que sdo regulados sistematicamente por hormdénios,
dentre eles, os ovarianos e os da hipdfise 2.

Além dos fatores hormonais, a massa Ossea também pode ser
modificada por estimulos extrinsecos, tais como a pratica regular de exercicios
fisicos ), os quais geram forgas mecanicas que aplicadas aos ossos podem
modificar sua estrutura e morfologia “. Portanto, estudar a influéncia da
atividade fisica na dinamica do esqueleto tem provocado grande interesse por
sua importancia na arquitetura 6ssea.

Os estimulos mecanicos originados por estas atividades culminam em
forcas reativas que juntamente com as contracbes musculares estimulam o
tecido 6sseo promovendo osteogénese ®  Existem diferentes tipos de
exercicios, quanto ao modo e a intensidade, que podem prevenir as perdas
dsseas ©. Exercicios aerobicos que incidem carga de peso, como a corrida em
esteira, ttm mostrado vantagens para a densidade mineral 6ssea (. Por outro
lado, exercicios aerdbios que sdo realizados sem carga de peso, como a
natacao, ainda sao pouco esclarecidos e controversos ®

A administragao de Glutamato Monossddico (GluM) em ratos no periodo
neonatal causa destruicdo na maior parte dos neurbnios produtores do
Hormoénio liberador do Horménio de Crescimento (GHRH) e tem sido um
modelo bastante utilizado para estudos sobre a deficiéncia do Hormbnio de

) (9,10,11,12,13

Crescimento (GH ). Por outro lado, a ovariectomia é considerada um
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modelo apropriado para a investigacao dos efeitos da deficiéncia do estrogeno

4 o qual é de grande importancia para a manutengcao da remodelagdo 6ssea

| %) Desta forma, este estudo utilizou dois modelos associados para

norma
reproduzir o déficit hormonal com suas repercussdes no tecido ésseo e avaliar
o efeito do exercicio de natagao sobre esse tecido em ratas na idade adulta.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 28 ratas neonatas da linhagem Wistar, fémeas (colbnia
de criagao do Departamento de Nutrigdo da UFPE) foram mantidas em gaiolas
coletivas em condigdes controladas de temperatura (22+1°C), ciclo claro/escuro
de 12/12 horas e com livre acesso a dieta padrao e agua filtrada. Este estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE),
oficio n°® 23076.018024/2007-11, e seguiu as normas recomendadas pelo
Comité Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

A partir do primeiro dia de vida os animais foram separados
aleatoriamente inicialmente em dois grupos: Glutamato monossédico (GluM,
n=14) e Salina (SAL, n=14). Os animais do grupo GIuM receberam uma
solugdo de glutamato monossddico via subcutédnea na dose de 4mg/g de peso
em dias alternados nos primeiros 14 dias de vida (16) enquanto que os animais
do grupo SAL receberam solugao salina na mesma dose e frequéncia. Todos
os animais foram pesados diariamente do 1° ao 30° dia apds o nascimento
(Balanga Digital Smart), no 60° dia de vida e ao final do experimento (Balanga
Filizola). Foi avaliado o desenvolvimento somatico dos animais através de

mensuracdes diarias nos primeiros 30 dias de vida, considerando os eixos
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latero-lateral e antero-posterior do cranio (LLC e APC) e o comprimento da
cauda (CC) "7,

Ao completarem a idade de 60 dias, os animais do grupo GluM foram
submetidos a um procedimento cirdrgico para a retirada dos ovarios
bilateralmente enquanto os animais do grupo SAL foram submetidos ao
estresse cirurgico sem retirada dos ovarios.

Uma semana antes do procedimento cirurgico, metade dos animais de
cada grupo iniciou a fase de adaptagao do programa de exercicio de nado livre
(19 A atividade ocorreu em um tanque de amianto com capacidade de 500L e
area superficial para nado de 0,90m? possuindo em sua base uma resisténcia
acoplada a um termostato que permite o controle da temperatura da agua em
torno de 32-34°C, trocada diariamente. Durante a sessao de exercicio os ratos
eram monitorados para evitar que tocassem nas laterais do recipiente. Os
animais que nao realizaram o exercicio de natacdo foram mantidos separados
em gaiolas com aproximadamente 2 cm de agua durante 0 mesmo periodo em
que foi praticada a natagdo pelo grupo exercitado. Desta forma foram
submetidos indistintamente, ao mesmo tipo de estresse aquatico sem, contudo,
realizar o esforco fisico. Apés o0 nado os animais foram secados em toalhas e
em seguida acondicionados a uma camara de aquecimento (area superficial de
0,25m?).

Apods o procedimento cirdrgico os animais permaneceram durante uma
semana em repouso e em seguida metade dos animais do GluMO (Glutamato
Monossddio Ovariectomizado) e do SAL reiniciaram o protocolo de exercicio de

natacdo durante dez semanas (Tabela. 1). Ao final do experimento, todos os
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animais tiveram o fémur direito coletado, pesado e mensurado o comprimento

com auxilio de um paquimetro (Western, 0,02mm).

A analise estatistica foi realizada com o teste “t” de Student seguido ou

nao pelo teste de Mann-Whithney para a comparacgéo entre dois grupos.

RESULTADOS

Os animais tratados com Glutamato Monossdédico (GLuM) apresentaram
diminuicdo do peso corpéreo do 5° ao 30° dia (fig. 01), da dimensao do eixo
laterolateral (LLC) (fig. 02) e do eixo anteroposterior do cranio (APC) a partir do
8° ao 30° dia (fig. 03) e do comprimento de cauda (CC) a partir do 2° até o 25°
dia (fig. 04).

Aos 120° dias ndao houve diferenga no peso corporeo entre os grupos
SALsed (Salina sedentario) e SALnat (Salina Natacdo) e entre os grupos
GLuMOsed (Glutamato Monossdédio ovariectomizado sedentéario) e GluMOnat
(Glutamato Monossédio ovariectomizado natagdo). O grupo GlutMOsed
demonstrou redugdo do peso corpéreo quando comparado ao grupo SALsed
(Tabela 02).

O exercicio de natacdo promoveu um aumento no peso do fémur no
grupo SAL porém o mesmo exercicio nao foi eficiente para promover diferenga
do peso do fémur entre os animais tratados com Glutamato Monossddio e
ovariectomizados (Tabela 02). O peso do fémur apresentou-se menor nos
animais do grupo GluMOsed quando comparados ao SALsed (Tabela 02). O
grupo SALnat ndo mostrou diferenga no comprimento do fémur em relagéo ao
grupo SALsed e esse resultado foi similar na comparagdo entre os grupos

GluMOnat e GluMOsed. Enquanto que na comparagao entre os grupos SALsed
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e GluMOsed observou-se um comprimento maior dos fémures do primeiro

grupo (Tabela 02).

DISCUSSAO

O ineditismo deste estudo foi avaliar o efeito de um programa de
treinamento aerdbico numa situacdo em que foram associadas duas
intervengdes prejudiciais ao desenvolvimento corporeo e ésseo de animais. A
primeira intervengao foi a administracdo do Glutamato Monossddico (GluM) em
ratas no periodo neonatal, que segundo a literatura, provoca lesdes agudas e
irreversiveis. Essas lesdes afetam principalmente a regidao do Nucleo Arqueado
e dependendo da dose pode produzir a perda de até 80-90% dos neurbnios

19)

desta regido, os quais secretam o GHRH (1) horménio responsavel pelo

20)

estimulo da secrecdo do GH pela adenohipofise Nesta condicado, a

atuacdo do GH no organismo ¢é intensamente afetada ©.

Estudos mostraram que a administragdo do GluM promove reducido no

peso corporeo de ratas 111213

corroborando com os dados desta pesquisa,
embora neste caso a reducao foi observada a partir do quinto dia de vida.
Entretanto, outros n&o evidenciaram alteracdo no peso destes animais 10 o
que sugere que a discordancia dos resultados possa estar relacionada as
diferentes doses e frequéncias na administracdo do glutamato monossédico
adotadas nesses estudos. Enquanto que a diminuicdo do peso corpéreo foi
visto com a administragdo de GluM numa dose de 4mg/g de peso corporeo
num total de 5 a 6 inje¢des subcutaneas, em outros estudos, que obtiveram

resultados opostos, ou a dose fornecida era menor ou a freqiéncia de

administracao era inferior as utilizadas nesse estudo.
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O desenvolvimento somatico também se mostrou prejudicado nos
animais que foram tratados com GluM. Os estudos que avaliam indicadores de
crescimento como, o comprimento de cauda (9e o comprimento naso-anal de
ratos ('?, demonstraram valores menores nos grupos tratados em relagdo ao
controle, embora esses resultados tenham sido obtidos em animais na idade
adulta. No presente estudo foram analisados, durante os primeiros 30 dias de
vida, alguns parametros que também caracterizam o desenvolvimento somatico
de animais: além do comprimento de cauda, o eixo laterolateral (LLC) e o eixo
anteroposterior do cranio (APC). E constatou-se que eles também foram
afetados negativamente pela administracdo do GIuM no periodo avaliado.
Contudo, nao foi possivel comparar esses achados em virtude da auséncia de
dados na literatura sobre esses parametros na idade avaliada. Supde-se que
este aparecimento precoce das consequéncias do GIuM no crescimento
corpdreo se deva ao fato de que as lesdes hipotalamicas ocasionadas por ele
possam iniciar até 15 minutos depois de sua administragao @1,

A segunda intervengao foi a ovariectomia, que é utilizada como modelo
animal para estudos de deficiéncia do estrogeno, simulando o periodo pos-
menopausa em humanos (14) Este procedimento foi realizado quando o animal
atingiu sessenta dias de vida, idade em que a maturidade sexual do animal é
alcancada e logo em seguida foi iniciada a fase de exercicio fisico. A pratica
regular de exercicio é considerada uma influéncia positiva para o esqueleto e
tem sido indicada na prevencao e no tratamento de doencas 22 No presente
estudo, a associacdo de um protocolo de exercicio fisico de intensidade

considerada ndo exaustiva %) logo apds a ovariectomia objetivou avaliar se a
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pratica da natagao poderia contribuir para atenuar os danos causados no tecido

0sseo em virtude das intervengdes promovidas no seu metabolismo.

Ao final do experimento houve redugdo do peso corpéreo nos animais
que receberam Glutamato Monossddico e foram ovariectomizados. A
ovariectomia & também referida na literatura como um modelo experimental

para a indugdo de obesidade ¥

, porém nao ha relatos sobre valores do peso
corpdreo em animais que retiraram os ovarios e receberam o GluM no periodo
neonatal. Entretanto, no estudo de Yeh et al (1997) ©®® onde foi associado
hipofisectomia, outro modelo usado para fins de déficit hormonal, a
ovariectomia o peso corpéreo destes animais foi menor quando comparado
com o grupo controle. O peso corpéreo final dos animais do grupo Glutamato
Monossddico ovariectomizadas, apds o periodo da atividade de natagdo, nao
foi alterado. Da mesma forma, ndo foi observada interferéncia do exercicio
fisico sobre o peso corporeo dos animais dos grupos Salina. O mesmo
resultado foi descrito em outros estudos com protocolos de natacdo

o ?¢%)_Quando o exercicio de natacdo foi realizado em

semelhantes ao aplicad
periodos de vida diferentes, observou-se que 0 peso corporeo soO foi
influenciado nos grupos que comegaram o exercicio logo apés o desmame,

nao havendo alteracdes quando o inicio foi na idade adulta @)

Ao analisarmos o peso do fémur foi observada uma reducdo desse
parametro nos animais tratados precocemente com GIluM e submetidos a
ovariectomia. Do mesmo modo, no estudo de Yeh et al (1997) ), foi verificado
que o peso da vértebra L, de ratas submetidas a ovariectomia e a
hipofisectomia foi menor comparado com o grupo controle. A ovariectomia

isoladamente induz a perda 6ssea pela maior taxa de reabsorcdo comparada
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com a de formacgao @8 e, a partir dos resultados apresentados nesse estudo,
demonstrou que, ao ser associada a administracdo do GIuM a taxa de

formagao e aumento da reabsorg¢ao 6ssea foi afetada numa dimensao maior.

Os ossos reagem aos estresses fisicos que lhes sao impostos através
das alteragbes em sua estrutura e no aumento de sua massa, e estas
alteragdes ocorrem se o estresse atingir uma forga efetiva minima, acima da
qual os ossos irdo se adaptar @ O exercicio de natacdo promoveu um
aumento no peso do fémur no grupo Salina, porém o mesmo exercicio nao foi
eficiente para promover diferenca do peso do fémur entre os animais tratados
com GluM e ovariectomizadas, demonstrando que o estresse ocasionado pelo
modelo de atividade fisica adotado nesse estudo nao foi capaz de promover
recuperagcao ou minimizar os efeitos das duas intervencdes associadas. Na
natacao, diferente do que ocorre na corrida, o ambiente aquatico anula a
interacdo membro-solo, a agcao do peso corpéreo sobre o osso e também a
acao da forca da gravidade ®  Desta forma, acredita-se que o tipo de
modalidade nao tenha sido capaz de atingir a forga efetiva minima necessaria

para o 0sso se adaptar.

Estudos que utilizaram a natacdo em animais sadios observaram
aumento no peso do Umero e da tibia de animais adultos jovens ©?®). Quando
associado a ovariectomia, o exercicio também promoveu melhorias estruturais
como formacdo de osso cortical, aumento da densidade e melhor suporte em
teste mecanicos no fémur "®. Contudo, para a elucidacio dos possiveis
mecanismos que estejam contribuindo para o remodelamento &ésseo, neste
caso onde associamos duas intervengdes que impdem ajustes no metabolismo

do osso néo foi encontrado informagdes na literatura.
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Semelhante ao peso do fémur, o comprimento final deste osso também
foi afetado negativamente nos animais que receberam o Glutamato
Monossodico e foram ovariectomizadas. Ou seja, houve uma redugédo na taxa
de crescimento longitudinal éssea nestes animais. Outras investigacoes deste
parametro mostraram sua reducdo em animais tratados com Glutamato

10.1213) ' Uma possivel explicacdo seria que a deficiéncia cronica

Monossdédico ¢
de GHRH ocasionada por este modelo resultou numa inibicdo da secrecao de
GH (9. A auséncia de diferenca do comprimento 6sseo entre os grupos SAL
exercitado com o nao exercitado e GluMOnat com GluMOsed demonstra que
mesmo sob efeito de uma atividade estimulante como exercicio regular e
apesar da placa de crescimento epifisaria, em ratos, permanecer presente
durante toda a vida ©?, a capacidade de crescimento esta limitada por ja ter

atingido a maturidade 6ssea ©¥

podendo ser comprovado pelo aumento do
comprimento do fémur em animais mais jovens submetidos a exercicio de

nataczo ©.

Os resultados apresentados nesse estudo demonstraram que o
protocolo de treinamento aerdbico utilizado ndo foi capaz de reverter, em
animais adultos jovens, os efeitos provocados por situagdes de desequilibrio
corpodreo induzidas precocemente no tecido dsseo.
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Figura 01. Efeito da administracdo de glutamato monossédico no periodo
neonatal sobre a evolugdo ponderal de ratas fémeas Wistar. Dados

apresentados em média £ DP (n = 14 no SAL e n = 14 no GIluM). Teste
estatistico: teste t de Student e Mann Whitney, p<0,05.



6,00 - —a— SAL
4,00 - —o— GluM
2,00 -
000 4/4—7+7#¢v """+
1 3 5 7 9 11 131517 19 21 23 25 27 29
Idade (dias)

Figura 02. Efeito da administracdo de glutamato monossédico no
periodo neonatal sobre o desenvolvimento do eixo latero-lateral do
cranio de ratas fémeas Wistar. Dados apresentados em média + DP (n
=14 no SAL e n = 14 no GluM) Teste estatistico: teste t de Student e
Mann Whitney, p<0,05.
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Figura 03 - Efeito da administragdo de glutamato monossédico no periodo
neonatal sobre o desenvolvimento do eixo antero-posterior do cranio de
ratas fémeas Wistar. Dados apresentados em média £ DP (n = 14 no SAL
e n = 14 no GluM). Teste estatistico: teste t de Student e Mann Whitney,

p<0,05.
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Figura 04. Efeito da administracdo de glutamato monossoédico no
periodo neonatal sobre o desenvolvimento da cauda de ratas fémeas
Wistar. Dados apresentados em média £ DP (n =14 no SALe n =14 no
GluM). Teste estatistico: teste t de Student e Mann Whitney, p<0,05.
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Quadro 1. Protocolo do treinamento de natacéo.

Semanas

Duracéao

10

1° dia: 5 minutos

2° dia

: 10 minutos

3° dia

: 10 minutos

4° dia

: 15 minutos

5° dia

: 15 minutos

Final de Semana

Cirurgia

20

Recuperacao

Cirurgica

30

1° dia

: 15 minutos

2° dia:

20 minutos

3° dia:

25 minutos

4° dia:

30 minutos

5° dia:

40 minutos

4°

1° dia:

45 minutos

2° dia:

50 minutos

3° dia:

55 minutos

4° dia:

60 minutos

5° dia:

60 minutos

5°-12°

60 minutos
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Tabela 1. Valores médios do peso corpéreo, do peso do fémur e do comprimento do fémur
nos grupos experimentais ao final do experimento.

Comprimento

Grupos Peso Corporeo (g9) Peso Fémur (mg)
Fémur (mm)
SALsed 241,7 £ 12,1 0,608 + 0,01 33,51+ 0,52
SALnat 237,7 £ 13,2 0,656 + 0,037 33,12+ 0,60
GluMOsed 204,8 + 18,7 0,399 + 0,02° 28,60 + 0,52*
GluMOnat 190,3 + 18,9 0,385 + 0,009 28,27 + 0,56

Valores expressos em média + DP de 07 animais por grupo.
Teste t de Student ( ‘SALsed vs. GluMOsed, 'SALsed vs. SALnat, SSALsed vs. GluMOsed,

¥SALsed vs. GluMOsed, p<0,001).
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ARTIGO 02

O EFEITO DA NATACAO NA ESTRUTURA OSSEA DE ANIMAIS QUE
RECEBERAM GLUTAMATO MONOSSODICO E FORAM
OVARIECTOMIZADOS.

Sera submetido para publicagdo como artigo original na Revista: Experimental
Animals. No momento estda sendo traduzido para lingua inglesa e esta

apresentado segundo as normas do periddico.
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RESUMO

Avaliar o efeito da natagao na estrutura 6ssea de animais que receberam glutamato
monossodico e foram ovariectomizados. Utilizou-se 24 ratas Wistar neonatas separadas
em grupos: glutamato monossédico (GluM,n=12; Solucdo de GM 4.0mg/g) e salina
(SAL,n=12; solugdo salina). Aos 60 dias, os animais GluM foram ovariectomizados.
Metade dos animais de cada grupo iniciou um treinamento de natacao (12 semanas, 5
dias/semanas, 60 min/sessdo) resultando nos grupos: salina sedentario (SALsed,n=6),
salina natacdo (SALnat,n=6), glutamato ovariectomia sedentario (GluMOsed,n=6) e
glutamato ovariectomia natacdo (GluMOnat,n=6). Com imagens histologicas do fémur
avaliou-se: diametro da cabega do fémur, area da cartilagem articular, espessura da
cortical e propor¢do volumétrica (PV) da epifise deste osso. Didmetro da cabeca foi
menor no GluMO comparado ao SAL e a natagdo ndo alterou este parametro nos grupos
SALnat e GluMOnat comparado aos controles sedentarios. Area da cartilagem articular
mostrou-se reduzida no GluMOnat comparado ao GluMOsed e nenhuma alteragdo foi
observado nos grupos SALnat e GluMOsed comparados ao Salsed. Corticais da diafise
do GluMO mostraram-se reduzidas comparadas ao SAL. A natacdo aumentou a
espessura das corticais no grupo SAL, porém nao influenciou no GluMO. Na regido
lateral da epifise houve reducdo da PV no grupo GluMOnat comparado ao GluMOsed.
A regido intermédia ndo foi alterada. Na regido medial, a natacdo aumentou a PV no
grupo SAL, porém nao influenciou GluM. Logo a natacdo pode ser utilizada como
estimulante 6sseo em animais saudaveis, porém, em animais debilitados pode ndo
exercer nenhum efeito estimulante.

Palavras-Chave: Glutamato monossddico, nata¢do, ovariectomia e tecido 0sseo.
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INTRODUCAO

O declineo do funcionamento normal do organismo tem inicio na maturidade e
progride rapidamente com o avangar da idade [32]. O envelhecimento altera a dinamica
da remodelacdo oOssea resultando em um acumulo de microfraturas levando ao
desenvolvimento da fragilidade do esqueleto, particularmente no osso trabecular [34].

Doenga sistémica do esqueleto, a osteoporose ¢ considerada a forma mais
comum de perda 6ssea relacionada com a idade [16] e é caracterizada pela redugdo da
massa Ossea e deterioragdo da sua estrutura com um conseqiiente aumento da fragilidade
[24] relacionada a populagdo feminina devido a deficiéncia de estrégeno numa idade
avancada da vida [2, 24]. A perda acelerada de tecido d6sseo ¢ uma conseqiiéncia
constatada depois da menopausa, pds-ovariectomia ou em decorréncia de qualquer tipo
de faléncia ovariana [6]. Desde o estudo pioneiro de Saville (1969) [29], que introduziu
o modelo da ovariectomia em ratos, este procedimento tem sido bastante utilizado para
mimetizar a deficiéncia de estrégeno em humanos [2, 16, 15].

Durante o envelhecimento ocorre uma significativa perda de neuronios
hipotaldmicos, especialmente nas regides produtoras do Hormonio-Liberador do
Hormonio de Crescimento (GHRH) (19, 32], havendo um declineo dos niveis do
Hormonio de Crescimento (GH). O tratamento com Glutamato Monossodico (GluM)
em ratos no periodo neonatal mostrou ser um modelo que pode reproduzir essa situagao
experimentalmente, tendo em vista que a sua administragdo causa perda da maior parte
dos corpos celulares na regido do Nucleo Arqueado Hipotaldmico, o local primario para
a producdo do GHRH. Por isso tem sido um modelo usado para ocasionar alteracdes do
envelhecimento em animais jovens.

O esqueleto tem sua morfologia basica determinada geneticamente, mas sua

arquitetura e massa final s3o moduladas por meio da adaptacdo aos fatores mecanicos
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[9] que promovidos pela atividade fisica resultam num efeito positivo no sistema
musculo-esquelético [14, 22]. A atividade fisica ¢, assim, de grande importancia para a
manuten¢do de um esqueleto saudavel [35]. Em individuos idosos e osteopordticos a
nata¢do, por ser um exercicio de baixo impacto [13], tem sido bastante recomendado.

No presente estudo buscou-se mimetizar situagdes que ocorrem com o tecido
6sseo durante o envelhecimento, através da utilizacdo de animais jovens submetidos a
administracdo GluM e a ovarectomia e posteriormente avaliar se o exercicio de natagao
teria algum efeito sobre a estrutura dssea destes modelos.

MATERIAL E METODOS

Ratas neonatas da linhagem Wistar (n=24) provenientes da coldnia de cria¢ao do
Departamento de Nutricdo da UFPE, foram mantidos em condi¢des controladas de
temperatura de 22 + 1° C e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, em
gaiolas coletivas e com livre acesso a dieta padrao e agua filtrada. Este estudo foi
aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio Animal do Centro Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) e seguiu as normas
recomendadas pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

A partir do primeiro dia de vida os animais foram separados aleatoriamente em
dois grupos: Glutamato Monossodico (GluM, n=12) e Salina (SAL, n=12). O grupo
GluM recebeu uma solucdo de Glutamato Monossodico via subcutinea na dose de
4mg/g em dias alternados nos primeiros 14 dias de vida [3], enquanto que os animais do
grupo Salina receberam solucao salina na mesma dose e freqiliéncia.

Ao completarem a idade de 60 dias, o grupo GluM foi submetido a um
procedimento cirurgico para a retirada dos ovarios bilateralmente enquanto o grupo

SAL foi submetido ao estresse cirtirgico sem retirada dos ovarios.
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Uma semana antes do procedimento cirtirgico metade dos animais de cada grupo
realizou um programa de exercicio de nado livre, que teve inicio com uma semana de
adaptacao [13], em tanque de amianto com capacidade de S00L e area superficial para
nado de 0,90m? possuindo em sua base uma resisténcia acoplada a um termostato que
permite o controle da temperatura da d4gua em torno de 32-36°C, trocada diariamente.
Durante a sessdo de exercicio os ratos eram monitorados para evitar que tocassem nas
laterais do recipiente.

Os animais que nao realizaram o exercicio de natagdo foram mantidos separados
em gaiolas com aproximadamente 2 cm de coluna de agua durante o mesmo periodo em
que foi praticada a natacdo pelos outros grupos. Desta forma foram submetidos
indistintamente, a0 mesmo tipo de estresse aquatico sem, contudo, realizar o esfor¢o
fisico. Apds o nado os animais eram enxutos em toalhas e em seguida acondicionados a

uma camara de aquecimento (area superficial de 0,25m?).

Apds o procedimento cirargico os animais permaneceram durante uma semana
em repouso ¢ em seguida metade dos animais do GluMO (Glutamato monossodio
Ovariectomizado) e o do SAL iniciaram o protocolo de exercicio de natagcdo durante dez
semanas [13]. Ao final, os animais tiveram o fémur direito coletado ¢ fixado em formol
tamponado (10ml de formol a 37% e 27 ml de tampao fosfato 0,1 M - pH = 7,0) em
volume 50 vezes superior ao da amostra. A descalcificagdo dos ossos foi realizada com
uma solucdo de acido cloridrico a 8% e 4cido formico a 8%. Os fémures foram
seccionados transversalmente ao nivel do ter¢o proximal da diafise, abaixo do trocanter
menor. Cortes frontais de 4um foram corados com hematoxilina e eosina (HE).

Com uma maquina digital (Panasonic DMC-FX10) acoplada a um microscépio
optico (Olympus - BX50), com aumento final de 40X foram digitalizadas imagens de

06 preparacdes histologicas para cada grupo experimental para avaliagdo dos seguintes
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parametros: didmetro da cabeca femoral, area da cartilagem articular da cabeca do
fémur e a espessura da cortical deste osso. Apos a digitalizacdo das imagens as
mensuragdes foram feitas com o programa Scion Image.

Para obtengdao da Propor¢ao Volumétrica da epifise femoral esta regido foi
delimitada em trés regides: lateral, intermédia e medial. Para cada regido foram
avaliados trés campos microscopicos totalizando nove campos por animal. Este
parametro foi determinado com auxilio de uma lente de sobreposi¢do com 441 pontos
acoplada a ocular de 10X e utilizando a objetiva de 20X. Foram considerados na
contagem os pontos que incidiram sobre o tecido 6sseo trabecular.

A analise estatistica foi realizada com o teste “t” de Student seguido ou nao pelo

teste de Mann-Whithney para a comparacao entre dois grupos.
RESULTADOS

Os animais tratados com GluM e Ovariectomizadas apresentaram um menor
diametro da cabega do fémur quando comparados com o grupo Salina (p = 0,012). O
exercicio de natacdo ndo promoveu alteracdo nos valores do diametro da Cabega do
Fémur nos grupos SALnat ¢ GluMOnat quando comparado com seus respectivos

controles sedentarios (Tabela 1).

A érea da cartilagem articular do fémur mostrou-se reduzida no Grupo
GluMOnat em relagdo ao grupo GluMOsed (p = 0,003). Nenhuma alteracdo deste
parametro foi observado nos grupos SALnat e GluMOsed quando comparados ao Salina

sedentario (Tabela 1).

Para a cortical da diafise do fémur foram analisadas as faces medial e lateral. As
duas corticais dos animais tratados com GluM e ovariectomizados mostraram-se

reduzidas em relagdo ao grupo SAL (p<0,05). A natacdo aumentou a espessura da
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cortical medial e lateral no grupo Salina (p<0,05), porém ndo influenciou nos animais

que receberam glutamato monossédico e foram ovariectomizados (Tabela 2).

A Proporcao Volumétrica da epifise femoral foi avaliada em trés regides
separadamente: Lateral, Intermédia e Medial. Na regido lateral houve reducao no Grupo
GluMOnat em relagdao ao grupo GluMOsed (p = 0,037) e nenhuma alteracdo deste
parametro foi observado nos grupos SALnat e GluMOsed quando comparados ao Salina
sedentario. Na regido intermédia, nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos
avaliados. E na regido medial, a natagdo aumentou o conteudo 6sseo no grupo Salina
(p<0,001), porém em animais tratados com GluM e ovariectomizadas o exercicio nao

influenciou (Tabela 3).

DISCUSSAO

Viérios fatores aumentam o risco da perda dssea com o avancar da idade, entre
eles: diminui¢do do Hormoénio de Crescimento e deficiéncia de Estrogeno [20]. A
administracdo do GluM durante o periodo neonatal somada a realizagdo da ovariectomia
buscou mimetizar esses efeitos do envelhecimento no tecido 6sseo. Como também ¢
visto que o estresse fisico estimula a atividade osteoblastica e a calcificacdo [9],
utilizou-se a natagdo que ¢ uma atividade de pouco impacto para verificar seu efeito na
estrutura dssea.

A forma da articulagdo ¢ definida pelas diferentes taxas de proliferagdo da
cartilagem na superficie articular durante o desenvolvimento e este processo ¢ regulado
pela magnitude e orientagdo dos estresses mecanicos impostos [25]. Neste estudo, os
parametros avaliados a fim de demonstrar os efeitos da natagdo na articulacao
coxofemural de animais submetidos ao modelo experimental utilizado foram: didmetro

da cabeca femoral e area da cartilagem articular.
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Em nossos resultados, animais tratados com Glutamato Monossodico e
Ovariectomizadas apresentaram um menor didmetro da cabeca do fémur quando
comparados com o grupo Salina. Na literatura, ndo foram encontrados estudos que
utilizaram a juncao destes dois modelos experimentais, porém dados isolados podem
sustentar esse dado. A administragao do Glutamato Monossodico mostrou reduzir a taxa
de crescimento corpdreo [5, 26, 33] assim como, apds a ovariectomia ocorre um
declineo do conteudo mineral 6sseo, principalmente do tecido o6sseo trabecular [6,

10,36].

Por outro lado, os animais que realizaram o exercicio de natacdo nao
demonstraram alteragdo no didmetro da Cabeca do Fémur, tanto no grupo Salina quanto
no GluMOnat. Isto mostra que animais tanto exercitados como sedentarios sob
condi¢des experimentais semelhante ndo sofreram influéncia da natagdo. Entretanto,
aumento do didmetro da cabeca femoral foi observado em animais que realizaram um
protocolo de corrida em esteira [12]. Por ser uma atividade com auséncia de impacto
[30] a natagdo talvez ndo tenha sido capaz de produzir estimulo suficiente para

favorecer este parametro.

O~

A morfologia da cartilagem articular, outro parametro avaliado neste estudo,

O~

determinada tardiamente no periodo pds-natal, quando a ossificagdo endocondral
completada [7]. Maiores dimensdes desta cartilagem promovem aumento da resisténcia
e assim garantem melhor prote¢do contra danos ao tecido 6sseo [11]. A relagdo entre o
estimulo mecanico e o tamanho articular ainda nao esta definida, porém estudos relatam

que o primeiro fator ¢ importante para o desenvolvimento articular [25].

Nenhuma alteracdo da area articular foi observado no grupo GluMOsed
comparados ao Salina sedentario. Apesar de ndo ter sido constatado diferenca entre

esses grupos experimentais, pode-se observar que ha uma tendéncia da area da
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cartilagem articular do grupo GluMOsed ser maior que a do grupo Salina. Isto pode ter
ocorrido pelo fato de o Glutamato Monossodico associado a ovariectomia provocar
retardo no desenvolvimento Osseo, resultando em uma maior area cartilaginosa no

tecido.

Entre os animais exercitados e sedentarios do grupo Salina nao houve diferenca
no tamanho da area da cartilagem articular. Estudos com ratos jovens observaram que a
natacdo ndo alterou a altura da cartilagem articular da regido proximal do imero ¢ do
fémur [30, 23] e também, outros estudos ndo observaram diferengas entre grupos
exercitados e sedentarios mesmo sendo utilizado outros tipos de exercicios diferente da
natacdo [21, 8]. Eckstein em 2005 [8], avaliando o comportamento da deformagdo da
cartilagem articular em diferentes tipos de atividades fisicas observou que na articulagao
femorotibial em humanos sua deformagdo é minima, necessitando de atividades de alto
impacto para se obter uma deformacao efetiva. Talvez, para a articulagdo coxo-femoral

seja necessario o mesmo raciocinio.

Apesar de o exercicio influenciar positivamente o tamanho, a forma, bem como
a distribuicdo do tecido articular [25], fato curioso ocorreu na comparagdo entre os
animais sedentarios e exercitados do Grupo GIuMO: a menor area da cartilagem
articular foi vista no grupo exercitado sugerindo que as alteragdes causadas pelas duas
intervengdes podem ter causado conseqiiéncias muito agressivas a estrutura avaliada e
como a intensidade da deformagdo da cartilagem articular depende da magnitude do
estimulo mecanico [17, 28], esse programa de atividade fisica pode ter prejudicado a

cartilagem.

A espessura do osso cortical ¢ um importante parametro para avaliar a qualidade
e a for¢a do tecido 6sseo [37]. Foi avaliada a espessura das duas corticais (medial e

lateral) do fémur e foi visto que em animais tratados com Glutamato Monossodico e
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ovariectomizados elas foram menores em relagdo ao grupo SAL. Corroborando com
estes dados, animais apenas ovariectomizadas apresentaram diminui¢do na area e
espessura da cortical [37], assim como animais que receberam o GluM tiveram o

diametro da diafise femoral reduzidos [32].

A natagdo, atividade sem carga de peso, ja foi considerada inadequada para o
aumento da massa Ossea. Porém, estudos mais recentes mostraram beneficios na
morfologia dssea com a realizacdo deste tipo de exercicio [13, 38]. Neste estudo, a
natacdo favoreceu a espessura de ambas as corticais no grupo Salina, porém nao
influenciou quando os animais receberam Glutamato Monossédico e foram
ovariectomizados. Este dado mostra que as tensdes geradas pela contracdo muscular
durante a natacdo favoreceram a cortical 6ssea de animais sadios [13], porém ndo foram
eficazes para garantir beneficio a massa Ossea dos animais desfavorecidos pela

administracdo do Glutamato e ovariectomizados posteriormente.

O aumento da incidéncia de fraturas em idosos esta relacionado com a perda de
osso trabecular [18]. Apds a ovariectomia ha um imediato turnover o6sseo [6]
acarretando em diminui¢do da Densidade Mineral Ossea pela deficiéncia de estrogeno
[2]. Esta rapida perda ossea leva perfuracdes de placas dsseas e desconectividades entre
as trabéculas [1]. Além disso, a deficiéncia de Hormdnio de Crescimento também causa
alteragdo no balango entre reabsor¢do e formacgdo ossea ¢ varios estudos mostram
redugdo significativa na Densidade Mineral Ossea em individuos adultos com esta
deficiéncia [4, 27, 39]. O contetdo de tecido Osseo trabecular foi verificado neste
trabalho através da andlise da propor¢do volumétrica da epifise femoral, avaliada em
trés regides: Lateral, Intermédia e Medial. Nao se constatou alteragdo entre os grupos
GluMO e SAL sedentarios em nenhuma das regides avaliadas. Porém pode ser

observado que ha uma tendéncia, que deve ser considerada, dos animais que receberam
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a administracdo de Glutamato Monossddico e foram ovariectomizadas apresentarem

menor conteudo Osseo trabecular.

A natacdo estimulou o aumento do conteido mineral de osso trabecular na
regido medial no grupo SALInat, enquanto que nas outras regides ocorreu o aumento,
porém, sem significancia. Isto demonstra que mesmo sendo uma atividade que nao
envolva estresse mecanico com carga ao membro [30], ha a acdo da contragdo muscular
que isoladamente favoreceu o tecido Osseo destes animais sadios. Semelhantes
resultados podem ser encontrados em outros estudos [23, 31, 38]. Entretanto, o0 mesmo
efeito benéfico da natagdo ndo foi observado nos grupo que recebeu o Glutamato
Monossodico e submeteu-se a ovariectomia. Neste caso, em que o tecido dsseo se
encontra visivelmente fragil, o programa de natagdo utilizado mostrou-se agressivo o

suficiente para reduzir ainda mais o contetido 6sseo nestes grupos.

Constatou-se com este estudo a agdo agressiva do Glutamato Monossodico e da
ovariectmia na morfologia 6ssea do fémur. Podendo prejudicar tanto a mobilidade com
alteracdes nos parametros articulares, como as propriedades o6sseas pela redugdo no
conteudo dsseo trabecular e cortical. Por outro lado foi reforgada a idéia que a natagdo
pode ser utilizada como estimulo a remodelaciao dssea de animais saudaveis, porém, no

tecido 0sseo debilitado pode ndo exercer nenhum efeito estimulante a este tecido.
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Tabela 1. Valores do Diametro da Cabeca e da Area da Cartilagem
Articular do Fémur nos Grupos Experimentais.

Diametro da Cabeca do

Area da Cartilagem

Grupos
Fémur (um) Articular (um?)
SALsed 3581,41 + 154,35 639863,28 + 108046,64
SALnat 3679,40 + 215,01 653072,92 + 166897,76
GluMOsed 3312,21 + 147,91" 692324,22 + 110513,57Jr
GluMOnat 3206,38 + 103,27 490136,27 + 55806,32

Valores expressos em média = DP; n= 06 animais por grupo. Teste t de Student.

"SALsed vs. GluMOsed, " GluMOsed vs. GluMOnat, p=0,05.
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Tabela 2. Valores médios da Espessura da Cortical da Diafise do

Fémur nos grupos experimentais.

Espessura da Cortical da  Diéafise do Fémur

Grupos
Medial Lateral
SALsed 550,72 + 48,98 387,09 + 58,74
SALnat 674,05 + 36,74 471,28 + 39,31°
GluMOsed 388,44 + 27,60" 296,07 + 45,45*
GluMOnat 357,56 + 50,58 299,75 + 40,64

Valores expressos em média + DP; n= 06 animais por grupo. Teste
estatistico: teste t de Student. SALsed vs. SALnat, T GluMOsed vs.

SALsed, *SALsed vs. SALnat, *GluMOsed vs. SALsed p<0,05.

75



76

Tabela 3. Valores médios da Propor¢do Volumétrica da Epifise do Fémur nos
grupos experimentais.

Grupos Lateral Intermédia Medial

SALsed 491,33 + 296,5 380,17 £321,4 24,33 £ 46,1

SALnat 573,83 £ 297,6 487,83 £360,6 190,33 +113,1"
GluMOsed 479,33 59,5 319,00 £ 19,6 400+7,6
GluMOnat 206,3 +271,4 131,50 + 204,3 7,17 +17,6

Valores expressos em média + DP; n= 06 animais por grupo. Teste estatistico: teste t de
Student. GluMOsed vs. GluMOnat, " SALsed vs. SALnat, p<0,05.
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho conclui-se:

A administragdo do Glutamato Monossédico durante o periodo neonatal de ratas
prejudicou precocemente o desenvolvimento somatico ¢ 6sseo dos animais. E

estas conseqiiéncias se mantiveram até a idade adulta.

Em animais que receberam Glutamato Monossddico e foram ovariectomizadas

houveram danos tanto no tecido 6sseo trabecular como no compacto.

O tecido 6sseo de animais saudaveis foi beneficiado pelo treinamento de
natacdo. Porém no estudo apresentado, no qual se obteve uma estrutura dssea

fragil, esta atividade nao estimulou o tecido 0sseo.



Perspectivas
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» Analisar o comportamento das células 6sseas no tecido 6sseo dos animais do

presente estudo.

» Avaliar histomorfometricamente o tecido 6sseo do membro superior de animais

utilizando a administra¢ao do Glutamato Monossddico e a ovariectomia;

» Analisar quais as repercussoes de outros protocolos de treinamentos fisicos como

a corrida no tecido 6sseo destes mesmos animais.
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Da Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Silvia Regina Arruda de Moraes

Departamento de Anatomia - UFPE

Processo n°® 018024/2007-11

Os membros da Comiss&o de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “Influéncia
do treinamento com natagéo sobre o tecido 6sseo de ratas obesas e osteoporoéticas”.

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

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

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,

it (oo

Presidente CEEA

UFPE
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