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RESUMO

Com o objetivo de observar as possiveis alteragdes morfologicas e
morfométricas no coértex motor induzidos pela natagcdo foram utilizados 42 ratos
Wistar, machos, durante o periodo da lactagcdo. Os animais foram submetidos a dois
tratamentos nutricionais: Normonutridos (caseina 17%) ou Desnutridos (caseina 8%)
e formando quatro subgrupos de acordo com acesso a natagdo: Normonutrido
controle (NC); Normonutrido submetidos a natagdo (NN); Desnutrido controle (DC) e
Desnutrido submetido a natagdo (DN). Os animais dos grupos NN e DN foram
submetidos a um programa constituido de sessdes diarias de natag&o livre
realizadas do 8° ao 23° dia de vida nadando progressivamente 15, 20, 25, 30 e 40
minutos/dia. Durante o experimento foram avaliados os parametros de
desenvolvimento somatico: peso corporal, eixo latero-lateral do cranio e
comprimento da cauda e peso cerebral relativo e absoluto. A analise
histomorfométrica foi constituida pelas medidas da area do corpo celular e da
densidade por area dos neurénios do cértex motor. Nossos resultados indicam que a
partir do protocolo proposto, a natacdo nao influenciou os parametros de
desenvolvimento somatico avaliados, assim como n&o interferiu na densidade

neuronal, porém induziu um aumento significativo da area do corpo celular neuronal.

Palavras-chave: natacdo, desnutricao, neurdnios, ratos.



ABSTRACT

In order of observing the morphometrical alterations in the motor cortex related
to swimming, 42 males Wistar rats were tested during the lactation period. The
animals were exposed two different nutritional treatments: well-nourished (casein
17%) and malnourished (casein 8%) and subdivided in four groups in accordance
with swimming: well-nourished control (NC); well-nourished submitted to swimming
(NN); malnourished control (DC) and malnourished submitted to swimming (DN). The
animals of groups had been submitted to a program of daily sessions of free
swimming carried through of 8th to 23rd day of life and they swam during 15, 20, 25,
30 and 40 minutes/day, progressively. During the experiment the somatic
development parameters were evaluated: corporal weight, latero-lateral axis of skull,
length of tail and absolute and relative cerebral weight. The morphometrical analysis
evaluated the cellular area and density of the neurons of motor cortex somatic
development. Our results indicate that the proposed swimming protocol has not
influenced of the somatic development parameters evaluated, as well as it did not
interfere in the neuronal density, however, there was a significant increase of the

neuronal cellular area.

Key-words: swimming, malnutrition, neurons, rats.
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1. INTRODUCAO

Ciéncia baseada na quimica, a nutricdo trata dos processos quimicos e
fisiologicos relacionados com a transformagdo dos nutrientes em constituintes do
organismo humano e animal. E um componente ambiental de grande importancia,
uma vez que fornece os substratos necessarios para que os seres vivos possam
atingir seu potencial pleno de crescimento, reprodugdo, saude, longevidade e
respostas a estimulos, representando um dos processos basicos indispensaveis
para a manutencao da vida (ROQUAYROL, 2003; BRASILEIRO FILHO, 2006).

A nutricdo adequada resulta do equilibrio entre os fendmenos que fornecem
0s nutrientes e 0os que o consomem, podendo ser perturbada pela diminuicido da
ingestdo, ma-absorgdo ou, até mesmo, aumento de necessidades especificas.
Portanto, esta é considerada tanto o resultado como o processo de fornecer os
nutrientes necessarios para a manutencao da saude, crescimento, desenvolvimento
e sobrevivéncia (MONTENEGRO E FRANCO, 1999; ACC/SNC, 2004).

A desnutricdo é caracterizada por uma deficiéncia e/ou um desequilibrio de
nutrientes no organismo, sendo frequentemente produzida pelo déficit relativo de
proteinas, carboidratos e gorduras como fontes de energia, promovendo alteragdes
fisiopatoldgicas e estruturais que se traduzem em danos funcionais, bioquimicos e
fisicos (GURMINI, et al., 2005),

A proporcao de criancas afetadas pela desnutricdo continua particularmente
alta em certas regides do mundo (ONIS et al, 1993; ACC/SNC, 2004), o que tem
motivado um enorme numero de estudos com objetivo de avaliar os possiveis efeitos

da desnutrigcao precoce.
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Ja em 1963, Stoch e Smythe formularam a hipotese de que a desnutricao
precoce poderia inibir o crescimento fisico, provocando também uma reducido no
tamanho cerebral e um menor desenvolvimento intelectual.

A desnutricdo € um importante fator contribuinte para a susceptibilidade a
doenca em todo o mundo, o baixo peso infanti e materno sozinhos sao
responsaveis por 9,5% do fardo mundial de doenga. Cerca de 30% de todos os
bebés nascidos a termo no sul da Asia t&ém baixo peso ao nascer, com taxas de 14%
na Africa Sub - Sahariana, 15% no Oriente Médio e Norte da Africa e 10% nos
paises Latinos Americanos. A desnutricdo estd associada a mais de 50% de toda
mortalidade infantil. (ACC/SNC, 2004).

Esses indices sdo alarmantes uma vez que, o periodo fetal e a primeira
infancia sdo os mais sensiveis as deficiéncias nutricionais. Existe uma quantidade
substancial de provas relacionando o retardo de crescimento intra-uterino e o baixo
peso no periodo de lactagdo, com subnutrigdo materna (PASSOS, 2000; ALIPPI et
al, 2002; DA SILVA HERNANDES et al, 2005; JOFFE, 2007).

Evidéncias clinicas e experimentais demonstraram que desnutricdo caldrica-
protéica pode afetar varios sistemas envolvidos na homeostase do corpo
(YOKOGOSHI et al, 1992; BENADE, MARTINEZ-MALDONADO, 1998; BONJOUR
et al, 2002).

A desnutricdo extra-uterina precoce, independente do peso ao nascer, tem
efeito adverso sobre diversos parametros bioquimicos, como por exemplo, a
sensibilidade a insulina, tolerancia a glicose e no perfil lipidico do adulto jovem
(GONZALEZ- BARRANCO, MRIOS- TORRES, 2004)

Por outro lado, o processo de desenvolvimento do sistema nervoso envolve

aspectos que influem no crescimento fisico, maturagao neuroldgica e construgédo de
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habilidades motoras, através da interagcdo entre a carga genética e os fatores
advindos do meio ambiente (BARROS et al, 2003; MIRANDA et al, 2003; ROMANI,
LIRA, 2004).

Alguns estudos tém demonstrado que a redugao na produgao de energia e a
deficiéncia de nutrientes essenciais durante os primeiros estagios da vida pds-natal
tém um profundo efeito no desenvolvimento do cérebro. O tempo e a natureza do
insulto nutricional afetam o desenvolvimento do cérebro em diferentes maneiras
(MANN-KRAGELOH, 2004; UAVY, DANGOUR, 2006; JOFFE, 2007). Mesmo
pequenos episédios de desnutricdo durante o periodo de lactagdo podem afetar o
desenvolvimento do corpo e do cérebro. (ROCHA - DE - MELO, GUEDES, 1997).

Varios estudos tém sido realizados com humanos e animais, no intuito de
demonstrar a acédo da privagdo nutricional sobre o organismo (TEODOSIO et al,
1990, PESSOA, 1997; FALBO e ALVES, 2002; PONTES-FILHO, 2003).

Em animais de laboratério, a desnutricido protéica em idades precoces
provoca alteracbes no tecido nervoso, tais como: diminuicdo nos teores de
glicogénio e glicose cerebrais; aumento na utilizacdo de corpos cetbnicos; aumento
na concentragcao de acido glutdmico e glutamina (COLOMBO et al, 1992; GARRIGA,
CUSSO, 1992), significativa perda de neurénios do hipocampo e diminuicdo do peso
do cerebelo, do hipocampo e do coértex cerebral, demonstrando uma maior
vulnerabilidade dessas estruturas a agressao nutricional (LUKOYANOV, ANDRADE,
2000, MORGANE et al, 2002; LISTER, 2004).

Em 1978, Morgane et al enfatizaram a influéncia do estado nutricional sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso descrevendo que a desnutricdo afeta muitos
aspectos criticos da funcdo e desenvolvimento do cérebro. Posteriormente,

inimeros outros estudos tém demonstrado uma estreita associagcdao entre a
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ocorréncia da desnutricdo com a consequente alteracdo do funcionamento cerebral
(COLOMBO et al, 1992; RASMUSSEN et al, 1992; POLLITT, 1995; FUKUDA et al,
2002; FEOLI et al, 2006 VALADARES, ALMEIDA, 2005).

Evidencias indicam que o desenvolvimento do coértex €& esculpido por um
processo altamente sofisticado de reorganizagcdo neuronal (MORGANE, 1993).
Neste sentido, os estudos em animais experimentais tornaram-se essenciais para
estimar os potenciais efeitos deletérios da desnutricdo em humanos e estabelecer a
correlacdo entre alteracbes estruturais e padrées comportamentais e habilidades
cognitivas (LEVITSKY e STRUPP, 1995; BARROS et al, 2003; BONATTO et al,
2005).

A maturagdo cerebral acontece através da génese e migragdo neuronal,
diferenciacdo e formacdo sinaptica (MANN-KAGELOH, 2004). Esses eventos
ocorrem com maior intensidade entre o 2° trimestre de vida fetal e os 3° e 4° anos de
vida pés-natal em humanos, sendo comparavel com as 3 primeiras semanas de vida
do rato (MORGANE et al, 1978). Durante 1° e 2° trimestre da gestacdo, a
neurogénese cortical € predominante, caracterizada por proliferacdo, migracao e
organizagdo de células precursoras neuronais e células neuronais. Durante o 3°
trimestre, quando a arquitetura macroscopica do cérebro esta estabelecida,
crescimento e diferenciagao sdo predominantes (MANN-KRAGELOH, 2004).

O “periodo critico de crescimento cerebral” é definido como a fase em que o
cérebro estd aumentando o seu peso de maneira particularmente rapida,
acompanhada dos processos de desenvolvimento neuroquimico e neuroanatdémicos
(“brain growth spurt”) isto €, o periodo de pico de atividade de eventos especificos
(neurogliogenese, migragao e diferenciacao celular (DOBBING, 1968; MORGANE et

al., 1993). Neste momento ha maior vulnerabilidade neural as alteragdes nutricionais
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e a outros fatores, como os estimulos decorrentes do enriquecimento ambiental
(DOBBING, 1972; FERNANDEZ et al, 1998; MONTEIRO et al., 2000; GUEDES,
2004). E, portanto, neste periodo especial que ocorre a aprendizagem das primeiras
funcdes motoras, através da expressao de reflexos primitivos e dos processos de
construcédo da atividade locomotora (BENEFICE et al, 1999; BARROS et al, 2003).
Neste também se da a continuidade da programacéao intra-uterina de diversos
sistemas fisioldgicos podendo os efeitos da desnutricdo repercutir na idade adulta
(ABIGAIL, DINO, ALISON, 2006).

A fase em que a desnutricdo ocorre, portanto, € um fator importante na
determinacao dos efeitos sobre o encéfalo e comportamento futuro. Se ela ocorrer
durante periodos criticos do desenvolvimento do sistema nervoso, tanto pré ou pés-
natal, as alteragdes permanentes na morfologia, fisiologia e bioquimica do cérebro,
produzirdo um grande impacto na fungdo do sistema nervoso, particularmente na
esfera do desenvolvimento cognitivo (MORGANE, 1992). Dependendo, portanto, do
periodo de maturagdo cerebral atingido, da duragdo e do grau da desnutrigao,
consequéncias severas, como fendtipos anormais de comportamento e déficit nas
fungdes cerebrais, podem ocorrer (PICANCO-DINIZ e col, 1998; BORBA e col, 2000;
IVANOVIC, 1996; WAIN - WRIGHT, 2001).

Ja ha algum tempo, tém-se prestado especial interesse na interagao entre a
nutricdo e o estado de saude e os efeitos fisiolégicos do exercicio fisico sobre os
individuos.

Segundo Caspersen e colaboradores (1985), a atividade fisica é definida
como qualquer movimento corporal, realizado com a participacdo da musculatura
esquelética, envolvendo um gasto energético maior, quando comparado aos niveis

de repouso, o que normalmente acontece por meio de exercicios fisicos.

14



Pelo que se pode perceber o exercicio fisico melhora ou mantém o
desempenho do individuo, gragas a nutricdo adequada, porém, este pode se
deteriorar se existem deficiéncias nutricionais. A resposta frente ao exercicio fisico
depende da idade, do tipo, da duragcdo e da intensidade do esforco realizado
(DUFFY, 1997 NASCIMENTO et al, 2007)

A exposicao ao enriquecimento ambiental, caracterizado pela combinacao de
aumento do exercicio, interacbes sociais e aprendizado, tem mostrado produzir
efeitos positivos sobre o SNC (FAHERTY et al, 2003).

Segundo Moreno e colaboradores (2004), a interagdo com agua é um meio
privilegiado para experimentar novas sensagdes e novos comportamentos motores,
além de estimular os diversos sentidos. A natagcdo como forma de atividade fisica,
na area psicomotora, propicia beneficios devido ao fato da agua favorecer
experiéncias diversas, mesmo antes de o bebé comecar a andar, o que acelera o
seu desenvolvimento motor.

A influéncia do exercicio fisico e seus efeitos benéficos ou estressantes sobre
o cérebro vém sendo investigados, havendo, no entanto, divergéncia tanto em
relagdo ao modelo ou tipo de atividade fisica quanto ao beneficio ou ndo do mesmo
as fungbes cerebrais (GOULD et al, 1999; TREJO et al, 2001; SHORS, 2001;
FAHERTY et al, 2003; DING et al, 2004).

Por outro lado, PRAZERES et al, (2004) apontam que s&o0 escassos 0S
trabalhos associando os efeitos do exercicio sobre o desenvolvimento cerebral em
diferentes condicbes de desnutricdo. Esta constatacdo, portanto, nos estimulou a
investigar os potenciais efeitos do exercicio fisico sobre o cérebro de ratos

desnutridos durante a lactacéao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da natagao precoce sobre o desenvolvimento somatico e

cerebral de ratos submetidos a desnutricao protéica durante o periodo de lactacao.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, no modelo experimental proposto, os seguintes parametros:

> Desenvolvimento somatico: peso corporal, eixo-latero-lateral do cranio

e comprimento da cauda;

> Peso cerebral: peso absoluto e relativo;

> Padrao histomorfométrico do cortex motor: densidade dos neurdnios

por campo e area do corpo celular neuronal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 48 ratos machos recém nascidos, provenientes do biotério
de criagdo do Departamento de Nutricido do Centro de Ciéncias da Saude /UFPE
que, 24h apds o parto, foram aleatoriamente distribuidos em gaiolas coletivas de
forma a constituir oito ninhadas de seis filhotes junto a uma nutriz. A padronizagéo
do tamanho da ninhada teve como objetivo eliminar a desnutricdo induzida por
grandes ninhadas durante a lactacdo (RODRIGUES DE ARAUJO, 2003; SANTOS
MONTEIRO, 2002; ROCHA DE MELO, 2001). Os animais foram acondicionados em
gaiolas plasticas (33x40x17cm) com grades metalicas e com livre acesso a agua
filtrada, mantidos em ambiente climatizado provido de sistema de exaustdo, com
ciclo claro-escuro de 12 horas (luminosidade entre 07h00min e 19h00min horas),

com temperatura mantida em 23 + 1°C durante todo o experimento.

3.2 Manipulacao nutricional

Todas as nutrizes foram alimentadas durante o periodo de gestacdo com a
dieta de manutencao do biotério com 23% de proteina (LABINA® - fornecida pela
“Purina do Brasil”). A partir do periodo de aleitamento e até o dia do desmame (24°
dia) metade das nutrizes passaram a ser alimentadas através de dieta com 17% de
caseina (AIN-93G: gestacgao, lactagao e crescimento) (REEVES, NIELSEN, FAHEY,
1993) ea outra metade com dieta restrita em proteinas, com 8% de caseina. Os

componentes das dietas estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicdo, por kg de ragao, das dietas utilizadas nos diferentes grupos,
durante o periodo de aleitamento até o dia do desmame (24° dia).

NUTRIDO DESNUTRIDO

Proteina (Caseina) 179,3 g 79,3g
Celulose 509 50g
Mistura vitaminico 109 109
Mistura salinica 359 359

DL metionina 39 39

B. de colina 2,59 2,59

Oleo de soja 70ml 70ml
Amido de milho 650,29 750,2¢g

Fonte: Biotério do Departamento de Nutrigdo/CCS/UFPE

Cada ninhada foi amamentada por uma mesma mée durante todo o periodo
de aleitamento, ocorrendo o desmame aos 24 dias de vida. Os filhotes, ao serem
separados das maes, permaneceram em gaiolas individuais e receberam a mesma
dieta que anteriormente vinha sendo oferecida as méaes. Esta conduta foi adotada

até o momento de realizacao da perfusao no 24° dia de vida.

3.3 Grupos experimentais

Durante o experimento houve morte de uma das nutrizes, ocasionando,
portanto, a exclusdo da pesquisa de trés animais do grupo nutrido controle (NC) e
trés do grupo nutrido com natagcdo (NN). Desta forma, foram estudados os 42

animais restantes conforme os grupos abaixo:

1) NUTRIDO CONTROLE (NC) (n=09) — filhotes amamentados por m&es mantidas
com a dieta caseina 17% e nao submetidos a natacéo;
2) NUTRIDO COM NATACAO (NN) (n=09) - filhotes amamentados por mées

mantidas com a dieta caseina 17% e submetidos a natacéo;
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3) DESNUTRIDO CONTROLE (DC) (n=12) - filhotes amamentados por maes
mantidas com dieta caseina a 8% e nao submetidos a natacgéao;
4) DESNUTRIDO COM NATACAO (DD) (n=12) - filhotes amamentados por maes

mantidas com dieta caseina a 8% e submetidos a natagao.

3.4 Parametros de desenvolvimento soméatico

O peso corporal dos animais foi aferido diariamente a partir do 1° dia apés o
nascimento até o 24°dia, sempre no mesmo horario, utilizando-se balanga eletronica
(Marte, modelo S-000). O Eixo Latero-Lateral do Cranio (ELLC) e o comprimento da
cauda (CC) foram aferidos nos 8°, 15° e 24° dias através do uso de paquimetro.

Para a afericdo do ELLC considerou-se a extensdao entre os pontos de
insercéo das duas orelhas. O CC foi obtido com o animal posicionado em supino e
foi aferida a distdncia compreendida entre o anus e a ponta da cauda (SILVA, 2005).

(Figura 1)

Figura 1. A: Pesagem dos animais, B: Medida do comprimento da cauda e C: Medida do
Eixo Latero-Lateral do Cranio.
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3.5 Programa de natagé&o

O programa de exercicio foi constituido de sessdes diarias de natagao livre
realizadas do 8° ao 23° dia de vida, sempre no mesmo horario. Os animais dos
grupos submetidos ao exercicio nadaram em recipientes plasticos (33x40x17cm)
(Figura 2A), com nivel da dgua mantido de acordo com o crescimento dos animais
de forma que nao permitisse que tocassem as patas no fundo do recipiente. A agua
foi mantida a uma temperatura de 31£1°C. Inicialmente foi realizada a adaptacéao
dos animais ao ambiente aquatico. Para isto, os mesmos foram ambientados
durante 3 dias na proporgcdo de 2, 5 e 10 minutos respectivamente. Portanto, a
adaptacao foi feita com os animais na idade de 8, 9 e 10 dias de vida. Descansaram
no 11° e 12° dia de vida. A partir do 13° ao 17° dia nadaram progressivamente 15,
20, 25, 30 e 40 minutos/dia. Descansaram no 18° e 19° dia e do 20° ao 23° dia
nadaram diariamente 40 minutos. (RODRIGUES-DE-ARAUJO, 2003; NASCIMENTO
et al, 2004 NASCIMENTO et al, 2007),

Os animais nao submetidos a natacdo foram mantidos nas mesmas
condi¢des dos animais que nadaram, porém o nivel da agua foi mantido baixo para
gue nao nadassem. Desta forma foram submetidos indistintamente, ao mesmo tipo

de estresse aquatico sem, contudo, realizar o esfor¢o (Figura 2B).

Figura 2. A: Animal do grupo nutrido (NN), submetido ao protocolo de natagdo, no 13° dia de
vida. B: Animais do grupo nutrido (NC) com estresse aquatico e sem esforco.
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3.6 Perfuséo

Aos 24 dias de vida os animais foram anestesiados, por via intraperitonial,
com solugdo aquosa contendo uma mistura de Uretana a 10% (1g/Kg) e Cloralose a
0,4% (40mg/Kg). Para execugéo da perfusdo procedeu-se abertura ampla do térax
para exposi¢cao do coracado. Apos a injecao de 1mL de heparina (Liquemine) no
ventriculo esquerdo, para evitar a coagulagdo sanguinea, introduziu-se na mesma
regiao uma canula de polietileno, realizando-se em seguida a abertura do atrio
direito. Desta forma, tanto o sangue quanto as solugbes de perfusdao foram
eliminadas pela abertura, procedendo-se a perfusdo com auxilio de um compressor.
Para remoc¢ao do sangue e manutencao da integridade tecidual, foi injetada através
da canula uma solugao de tampao fosfato de soédio 0,1 M, pH 7,2-7,4 (PBS),
contendo 0,9% por volume de Nacl. A seguir, era perfundido formalina a 10% diluido
em PBS a 0,9%, sendo a fixagao do tecido controlada pelo volume inoculado e pela

rigidez da cabega e dos membros (SILVA et al, 2006).

3.7 Peso cerebral

Finalizada a perfuséo, realizava-se a abertura do cranio, a retirada do
encéfalo e exclusao do cerebelo, nervos cranianos e bulbo olfatério e empregando-
se uma balanca analitica (ZEISS, modelo Sartorius) obtinha-se o peso absoluto do
cérebro.

O peso relativo do cérebro de cada animal foi obtido pela relacido peso

cerebral/peso corporal.

3.8 Estudo histolégico

No momento anterior a microtomia, o cérebro era dividido em trés partes,
mediante dois cortes coronais, utilizando-se navalha para microtomia e uma lupa
estereoscépica com ocular milimétrica (Olympus, modelo TGHM), obtendo-se trés

fragmentos: anterior, médio e posterior. Esse procedimento foi adotado para a
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obtencdo dos cortes histolégicos coronais seriados do cortex motor (fragmento

anterior).

Os fragmentos do cortex motor selecionados foram incubados por um periodo
minimo de 48 horas em formalina 10% tamponada (PBS) e em seguida submetidos
a rotina histologica e finalmente emblocados em parafina. A partir disto, foram,
obtidos cortes histolégicos com 4um de espessura através do micréotomo horizontal
Yamato KoKi (JAPAN) e montados em laminas albuminizadas. Os cortes obtidos
foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para observagdo das caracteristicas

histolégicas gerais e pelo método de Nissl, para evidenciar os neurénios.

3.9 Andlise histomorfométrica
A analise morfométrica foi feita a partir das imagens obtidas por meio de um

sistema de captagdo constituido por uma videocamera Samsung (Modelo SHC-
410NAD) acoplada a um microscépio Optico Leica, com integragdo a um
microcomputador com o software Power VCR Il. Todas as imagens foram captadas
com aumento final de 400X, em um total de 15 imagens por amostra encefalica
(Figura3l).

Os parametros histologicos analisados foram a area do corpo celular e
densidade dos neurdnios por area.

Para obter as medidas da area do corpo celular neuronal foi utilizado o
software Scion Image for Windows (Beta 4.0.3.) Foram analisadas em cada imagem
as areas de 10 células do coértex motor.

A densidade das células neuronais foi obtida através do software Mesurim_
pro 1.0, calculando-se o numero total de células neuronais em cada imagem

digitalizada.
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Figura 3. Imagem da amostra encefalica, com aumento final de 400X,
corado pelo método Nissl. (colocar na lista de figuras)

3.10 Método estatistico

Para a analise dos dados foram obtidas as medidas estatisticas: média,
desvio padrao, coeficiente de variagao, valor minimo e valor maximo (técnicas de
estatistica descritiva) e para as comparagoes pareadas o teste de Tukey e o teste t

de Student para a hipétese de correlagao nula. As hipéteses utilizadas foram:
Ho ' N&o existe diferenca significante entre os grupos;
H4 ' Existe pelo menos um grupo que difere dos demais.

O nivel de significancia utilizado na deciséo dos testes estatisticos foi de 5%
(0,05). Os dados foram digitados na planilha Excel e o software utilizado para a

obtencao dos calculos estatisticos foi o software PRISMA ©3.0.

3.11 Aspectos éticos
Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

UFPE.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Parametros de desenvolvimento somatico

Corroborando estudos anteriores que correlacionam a desnutricido neonatal,
periodo vulneravel do desenvolvimento, com a ocorréncia de graves alteragbes
morfofuncionais (MORGANE et al, 2002; OLIVEIRA, E. L et al, 2004; GONZALEZ-
BARRANCO, RIOS - TORRES, 2004; SILVA, 2005; CARDOSO-SILVA, 2007),
nossos resultados apontam uma diminuicdo dos valores dos indices de

desenvolvimento somatico analisados, nos animais desnutridos.

4.1.1 Peso corporal

Na evolugado ponderal pdde-se observar que o grupo Nutrido teve um ganho
de peso superior ao grupo Desnutrido, a partir do 7° dia pés-natal (p<0,05). Nao

havendo, contudo, diferenga com relagdo a natagdo nos dois grupos. (Figura 4)

Evolugdo Ponderal

0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 3> 5 70 9 11° 13° 15° 17° 19° 21° 23°
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

Dias

Nutrido Controle

Nutrido Natagao

Desnutrido Controle Desnutrido Natagao

Figura 4. Efeito da manipulagao nutricional e natagdo sobre a evolugao ponderal

dos grupos. * Foi observada diferenga significativa entre os grupos Nutridos e
Desnutrido a partir do 7° dia pds-natal (p<0,05).
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Experimentalmente, tem sido demonstrado que a evolugao da curva ponderal
de ratos submetidos & desnutricdo & menor do que a de nutridos (TEODOSIO et
al,1990; KIM et al,1994; PESSOA, 1997; BORBA et al, 2000; OLIVEIRA et al, 2004;
BARROS et al, 2006; Silva et al e ARAUJO-FILHO et al, 2007). Alguns autores
relatam reducdo no peso induzido pela desnutricdo a partir do 4° dia pds-natal
(JOHNSON et al, 1991; SOBOTKA, COOK e BRODIE, 1994). A redugao de peso
neste trabalho foi a partir do 7° dia, o que pode ser atribuido a diferentes padrdes
das dietas de indugao de desnutricdo utilizados.

Com relacado a néo influéncia da natacdo na evolugado ponderal dos animais,
nossos resultados coincidem com os de Monteiro (2000), Rodrigues-de-Araujo e
Sukho (2003), No entanto, Prazeres e colaboradores (2004), Nascimento e
colaboradores (2004), Mooren e colaboradores (2002), Kim e colaboradores,
Hernandes e colaboradores (2003) observaram que o exercicio fisico determinou um
peso corporal menor.

A utilizacao de diferentes protocolos de exercicio e a variagao na faixa etaria

dos animais pode justificar os resultados divergentes.

4.1.2 Eixo Latero-Lateral do Cranio e Comprimento da cauda

Na analise dos valores obtidos na medida do Eixo Latero-Lateral do Cranio e
do comprimento da cauda, observamos valores menores nos animais dos grupos
Desnutrido quando comparados ao grupo Nutrido. Independente da dieta, a pratica
ou nao da natacdo ndo levou a alteragbes em relacdo aos dois parametros

considerados (Figuras 5 e 6, respectivamente).
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Eixo Latero-Lateral do Cranio
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Figura 5 — Efeito da manipulag&o nutricional e/ou natagado sobre o eixo latero-
lateral do cranio dos animais com 24 dias de idade. Simbolos (* °) iguais
diferem estatisticamente entre si, com p<0,001.

Medida da Cauda
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Figura 6 - Efeito da manipulag&o nutricional e/ou natagdo sobre o comprimento
da cauda dos animais com 24 dias de idade. Simbolos (* °) iguais diferem
estatisticamente entre si, com p<0,001.

Nossos resultados coincidem com os de Barros e colaboradores (2003) no

qual o eixo latero-lateral do cranio e o comprimento da cauda de animais desnutridos

no periodo neonatal foram inferior a de animais nutridos. Alippi e colaboradores
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(2002) observaram que o comprimento do corpo de ratos neonatos desnutridos foi

inferior ao dos nutridos.

E importante ressaltar o relato de Prazeres e colaboradores (2004) que
utilizando ratos jovens desnutridos e posteriormente recuperados nutricionalmente, a

pratica da atividade fisica levou a um aumento do comprimento da cauda.

4.2 Parametros da estrutura cerebral
4.2.1 Peso do cérebro

Apos o periodo de administracdo das dietas e da natacdo observou-se
diferencga significativa no peso cerebral entre os grupos quando houve associagao
desses fatores. Os animais do grupo DN apresentaram peso cerebral menor que o

dos animais dos grupos NN (p<0,05) (Figura ).

Peso do Cérebro
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0,4 1

gramas

0,2

O Nutrido Controle O Nutrido Natagcdo @ Desnutrido Controle O Destrunido Nutrido

Figura 7 - Efeito da manipulagdo nutricional e/ou natagdo sobre o peso
cerebral médio dos animais com 24 dias. Simbolos (* °) iguais diferem
estatisticamente entre si, com *p<0,001.
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Nos trabalhos de Teoddsio e colaboradores (1990); Pessoa (1997); Nunes e
colaboradores (2000); Fukuda e colaboradores, 2002; Hernandes e colaboradores,
2003; Francolin-Silva, Almeida, 2004; Valadares, Almeida, 2005 e Silva e
colaboradores, 2007, foi relatado que a desnutrigdo seria um fator negativo para o
ganho de peso cerebral.

Monteiro (2000) e Prazeres e colaboradores (2004) descreveram que animais
desnutridos submetidos a estimulagcdo ambiental e exercicio apresentaram menor
peso cerebral.

No nosso estudo, comparando apenas a influéncia da dieta sobre o peso do
cérebro, ndo houve diferenga significativa entre os grupos, sendo a diferenca
significativa apenas na associa¢ao dos dois fatores (desnutricao + natagao).

A discordancia entre os resultados pode ser atribuida a diferengas no grau de
desnutricdo alcangado nas diferentes dietas utilizadas. O grau de desnutricdo
alcancado com nossa dieta pode néao ter sido suficiente para determinar redugao no
peso cerebral, sé tendo efeito negativo quando houve associagao com o exercicio.
Talvez por essa condicdo (desnutricdo + natagcdo) suplantar o fenbmeno de
“poupancga cerebral”, descrito por Pessoa, (1997). Segundo este autor, durante o
periodo de amamentagado em ratos, o cérebro pode ser considerado como o 6rgao
mais protegido contra injurias, sugerindo que esse 0Orgao recebe prioridade

nutricional durante o crescimento.

4.2.2 Peso relativo do cérebro

Na analise dos valores de peso relativo do cérebro dos animais, foi observado
um valor maior nos animais DC comparado com NC. Também foi encontrado um

valor maior entre o grupo DN comparado com NN (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8 — Efeito da manipulacao nutricional e/ou natagao sobre o peso relativo
do cérebro dos animais com 24 dias de idade. Simbolos (* °) iguais diferem
estatisticamente entre si, com p<0,001.

Estudos demonstraram diminui¢do do peso relativo em diversos 6rgaos frente
a agressao nutricional (DEIRO, 2002; MARINHO, 2004).

Em relacdo ao peso relativo do cérebro nossos achados sdo concordantes
com os obtidos por Reichiling e German (2000), onde o peso relativo dos animais
desnutridos foi maior que dos nutridos. Este achado é também possivelmente
justificado pelo fenébmeno “poupanca cerebral” ja citado.

Prazeres e colaboradores (2004), no entanto, observaram que o treinamento
determinou aumento do peso relativo do cérebro em ratos desnutridos. A
discordancia com os nossos resultados nos parece estar relacionada a idade dos
animais estudados, uma vez que neste caso o protocolo experimental empregou

animais que nao estavam no periodo critico de desenvolvimento.
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4.3 Estudo histomorfométrico

No estudo histomorfométrico foram consideradas a densidade e a area da

célula neuronal do cortex motor.

4.3.1 Densidade Neuronal

Foi observado um aumento significativo no numero de neurénios por campo
nos grupos desnutridos comparados aos nutridos, ndo havendo diferenga entre os

animais que nadaram e que nao nadaram (Figura 9).

Densidade Neuronal

larea

neurdnios

O Nutrido Controle O Nutrido Natagado @ Desnutrido Controle O Desnutrido Natagao

Figura 9 — Efeito da manipulagédo nutricional e/ou natagdo sobre a densidade
neuronal do cortex motor dos animais com 24 dias de idade. Simbolos (* °)
iguais diferem estatisticamente entre si, com p<0,001.

Nossos resultados estdo em concordancia com os de Fernandéz e
colaboradores e Picango Diniz e colaboradores (1998), Borba e colaboradores
(2000) e Pontes Filho (2003) que relatam que o aumento da quantidade de células
por campo no cérebro dos animais desnutridos pode ser atribuido ao efeito de

empacotamento celular, determinado pela reducdo dos componentes da matriz
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extracelular da neurdpila. Assim, ocorre uma aproximagao das células resultando em
uma falsa impressao de aumento no numero de células.

Nao foi observado impacto da natacdo sobre densidade neuronal no cortex
motor de animais nutridos e desnutridos. Faherty e colaboradores (2003) ao estudar
alteragdes morfolégicas no hipocampo, induzida pelo enriquecimento ambiental,
observou que o exercicio fisico isolado dos demais estimulos ambientais (interagcéo
social e aprendizado) ndo levava a alteragbes morfolégicas nessa area.

Entretanto, dados da literatura relatam que fatores externos, incluindo o
exercicio, podem aumentar o numero de neurbnios por estimular a agao do fator de
crescimento derivado da insulina com efeitos troficos sobre neurénios e células da
glia (TREJO et al, 2001).

No nosso estudo a intensidade do exercicio parece nao ter influenciado a
producao de fatores de crescimento indutores de neurogénese. Outro fator a ser
considerado seria o tipo de exercicio, que também poderia ndo estimular a producao

desses fatores.

4.3.2 Area da Célula Neuronal

A area da célula neuronal no grupo DC apresentou-se significativamente
maior que a do grupo NC (Figura 10), em concordancia com os resultados obtidos
por Pontes Filho (2003) e divergentes dos resultados referidos por Picango Diniz e
colaboradores (1998), Borba e colaboradores (2000). A natagdo teve influéncia
apenas entre os animais desnutridos, onde o grupo que nadou apresentou area

celular maior.
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A medida de area representa um dos desafios para o estudo da morfometria
tecidual, uma vez que esse parametro € influenciado pelo “instante dindmico” no

momento da obtengdo da amostra (PONTES FILHO, 2003).

Picanco Diniz e colaboradores (1998), Borba e colaboradores (2000)
sugeriram que neurdnios podem modificar sua area conforme o estimulo recebido
em um determinado momento, podendo posteriormente voltar a sua condicdo de
“‘normalidade”, significando que a variagdo da area celular pode representar uma
modificagao transitéria. De fato, diante de estimulos, fisiolégicos ou ndo, um tecido
pode apresentar diferentes padroes que se refletem no nimero de suas células, ou
na area destas. Considerando que essas sao condi¢cdes adaptativas, supde-se que a
medida celular é diretamente correlacionada ao momento metabdlico da célula

(RUBIN, 2006).

Area celular
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Figura 10 — Efeito da manipulagdo nutricional e/ou natacdo sobre a area
neuronal do cortex motor dos animais com 24 dias de idade. Os dados foram
submetidos ao teste de Tukey. Simbolos (* °) iguais diferem estatisticamente
entre si, com p<0,05.
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5. CONCLUSOES

A partir do protocolo experimental proposto e dos resultados obtidos conclui-

se que a natagao em animais desnutridos:

» Nao influenciou os parametros de desenvolvimento somatico avaliados:
evolugao do peso corporal, Eixo Latero-Lateral do Cranio e comprimento da
cauda;

» Isoladamente nao induz modificagdo no peso cerebral relativo ou absoluto;

» Nao interfere na densidade neuronal, porém induz significativo aumento da

area dos neurdnios do cortex motor.
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1. INTRODUCAO

Alguns estudos tém demonstrado que a desnutricdo durante os primeiros
estagios da vida tem um profundo efeito no desenvolvimento do cérebro. O tempo e
a natureza do insulto nutricional afetam o desenvolvimento do cérebro em diferentes
maneiras (MANN-KRAGELOH, 2004; UAVY, DANGOUR, 2006; JOFFE, 2007).

Em animais de laboratério, a desnutricido protéica em idades precoces
provoca alteragdes no tecido nervoso tais como: significativa perda de neurdnios do
hipocampo e diminuigcao do peso do cerebelo, do hipocampo e do cértex cerebral,
demonstrando uma maior vulnerabilidade dessas estruturas a agressao nutricional
(LUKOYANOV, ANDRADE, 2000, MORGANE et al, 2002; LISTER, 2004).

O “periodo critico de crescimento cerebral” é definido com a fase em que o
cérebro estd aumentando o seu peso de maneira particularmente rapida,
acompanhada dos processos de desenvolvimento neuroquimico e neuroanatomicos
(“brain growth spurt”) isto €, o periodo de pico de atividade de eventos especificos
(neurogliogenese, migragao e diferenciacao celular (DOBBING, 1968; MORGANE et
al, 1993). Neste momento ha maior vulnerabilidade neural as alteragdées nutricionais
e a outros fatores, como os estimulos decorrentes do enriquecimento ambiental
(DOBBING, 1972; FERNANDEZ et al, 1998; MONTEIRO et al., 2000; GUEDES,
2004).

Ja ha algum tempo tém-se prestado especial interesse na interagéo entre a
nutricdo e o estado de saude e os efeitos fisiolégicos do exercicio fisico sobre os
individuos.

Pelo que se pode perceber o exercicio fisico melhora ou mantém o

desempenho do individuo gragas a nutricio adequada, porém, este pode se
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deteriorar se existem deficiéncias nutricionais. A resposta frente ao exercicio fisico
depende da idade, do tipo, da duracdo e da intensidade do esforco realizado
(DUFFY, 1997 NASCIMENTO et al, 2007)

A exposicao ao enriquecimento ambiental, caracterizado pela combinacao de
aumento do exercicio, interacbes sociais e aprendizado, tem mostrado produzir
efeitos positivos sobre o SNC (FAHERTY et al, 2003).

Segundo Moreno e colaboradores, 2004 a interagdo com agua € um meio
privilegiado para experimentar novas sensagdes e novos comportamentos motores,
além de estimular os diversos sentidos.

A influéncia do exercicio fisico e seus efeitos benéficos ou estressantes sobre
o cérebro vem sendo investigada ha bastante tempo (GOULD et al, 1999), havendo,
no entanto, divergéncia tanto em relagcdo ao modelo ou tipo de atividade fisica
quanto ao beneficio ou ndo do mesmo as fungdes cerebrais (TREJO et al, 2001;
SHORS, 2001; FAHERTY et al, 2003; DING et al, 2004).

Por outro lado, sdo escassos os trabalhos associando os efeitos do exercicio
sobre o desenvolvimento cerebral em diferentes condigdes de desnutricao
(PRAZERES et al, 2004). Esta constatagao, portanto, nos estimulou a investigar os
potenciais efeitos do exercicio fisico sobre o cérebro de ratos desnutridos durante a

lactacao.
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2. METODOLOGIA
2.1 Animais

Foram utilizados 42 ratos Wistar, machos recém nascidos, da colonia do
Departamento de Nutricao da Universidade Federal de Pernambuco, que 24h apds
o parto, foram aleatoriamente distribuidos em gaiolas coletivas de forma a constituir
oito ninhadas de seis filhotes junto a uma nutriz. A padronizagdo do tamanho da
ninhada teve como objetivo eliminar a desnutricdo induzida por grandes ninhadas
durante a lactagdo (RODRIGUES DE ARAUJO, 2003; SANTOS MONTEIRO, 2002;
ROCHA DE MELO, 2001). Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas
(33x40x17cm) com grades metalicas e com livre acesso a agua filtrada, mantidos em
ambiente climatizado provido de sistema de exaustdo, com ciclo claro-escuro de 12
horas (luminosidade entre 07h00min e 19h00min horas), com temperatura mantida

em 23 x 1°C durante todo o experimento.

2.2 Manipulacdo nutricional

Todas as nutrizes foram alimentadas durante o periodo de gestacdo com a
dieta de manutencao do biotério com 23% de proteina (LABINA® - fornecida pela
“Purina do Brasil”). A partir do periodo de aleitamento e até o dia do desmame (24°
dia) duas nutrizes passaram a ser alimentadas com dieta com 17% de caseina (AIN-
93G: gestacao, lactacéo e crescimento) (REEVES, NIELSEN, FAHEY, 1993) e duas
com dieta restrita em proteinas, com 8% de caseina. Os componentes das dietas

estao representados na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicao, por kg de racao, das dietas utilizadas nos diferentes grupos
durante o periodo de aleitamento até o dia do desmame (24° dia).

COMPONENTES NUTRIDO DESNUTRIDO
Proteina (Caseina) 1793 g 79,3g
Celulose 509 509
Mistura vitaminico 10g 10g
Mistura salinica 35¢g 35¢g
DL metionina 39 39
B. de colina 2,59 2,59
Oleo de soja 70ml 70ml
Amido de milho 650,29 750,29

Fonte: Biotério do Departamento de Nutricdo/CCS/UFPE

Cada ninhada foi amamentada por uma mesma mée durante todo o periodo
de aleitamento, ocorrendo o desmame aos 24 dias de vida. Os filhotes, ao serem
separados das maes, permaneceram em gaiolas individuais e receberam a mesma
dieta que anteriormente vinha sendo oferecida as méaes. Esta conduta foi adotada

até o momento de realizacao da perfusao no 24° dia de vida.

2.3 Grupos experimentais

1) NUTRIDO CONTROLE (NC) (n=09) — filhotes amamentados por m&es mantidas
com a dieta caseina 17% e nado submetidos a natacéo;
2) NUTRIDO COM NATACAO (NN) (n=09) - filhotes amamentados por maes

mantidas com a dieta caseina 17% e submetidos a natagao;

3) DESNUTRIDO CONTROLE (DC) (n=12) - filhotes amamentados por maes
mantidas com dieta caseina a 8% e nao submetidos a natacgéao;

4) DESNUTRIDO COM NATACAO (DD) (n=12) - filhotes amamentados por maes

mantidas com dieta caseina a 8% e submetidos a natacéo.
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2.4 Parametros de desenvolvimento somaéatico

O peso corporal dos animais foi aferido diariamente a partir do 1° dia apés o
nascimento até o 24°dia, sempre no mesmo horario, utilizando-se balancga eletrénica
(Marte, modelo S-000). O Eixo Latero-Lateral do Cranio (ELLC) e o comprimento da
cauda (CC) foram aferidos nos 8°, 15° e 24° dias através do uso de paquimetro

(SILVA, 2005).

2.5 Programa de natagéo

O programa de exercicio foi constituido de sessdes diarias de natagao livre
realizadas do 8° ao 23° dia de vida, sempre no mesmo horario. Os animais dos
grupos submetidos ao exercicio nadaram em recipientes plasticos (33x40x17cm)
com nivel da agua mantido de acordo com o crescimento dos animais de forma que
nao permitisse que tocassem as patas no fundo do recipiente. A agua foi mantida a
uma temperatura de 31+£1°C. Inicialmente foi realizada a adaptagao dos animais ao
ambiente aquatico. Para isto, os mesmos foram ambientados durante 3 dias na
proporcao de 2, 5 e 10 minutos respectivamente. Portanto, a adaptacao foi feita com
os animais na idade de 8, 9 e 10 dias de vida. Descansaram no 11° e 12° dia de
vida. A partir do 13° ao 17° dia nadaram progressivamente 15, 20, 25, 30 e 40
minutos/dia. Descansaram no 18° e 19° dia e do 20° ao 23° dia nadaram diariamente
40 minutos/dia. (RODRIGUES DE ARAUJO, 2003; NASCIMENTO et al, 2004
NASCIMENTO et al, 2007),

Os animais ndo submetidos a natagdo foram mantidos nas mesmas

condigdes dos animais que nadaram, porém o nivel da agua foi mantido baixo para
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qgue nao nadassem. Desta forma foram submetidos indistintamente, ao mesmo tipo

de estresse aquatico sem, contudo realizar o esforgo.

2.6 Perfusao

Aos 24 dias de vida os animais foram anestesiados, por via intraperitonial,
com solugdo aquosa contendo uma mistura de Uretana a 10% (1g/Kg) e Cloralose a
0,4% (40mg/Kg). Para execucéo da perfusdo procedeu-se abertura ampla do torax
para exposi¢cao do coragado. Apos a injecao de 1mL de heparina (Liquemine) no
ventriculo esquerdo, para evitar a coagulagdo sanguinea, introduziu-se na mesma
regido uma canula de polietileno, realizando-se em seguida a abertura do atrio
direito. Desta forma, tanto o sangue quanto as solugbes de perfusdo foram
eliminadas pela abertura, procedendo-se a perfusdo com auxilio de um compressor.
Para remogao do sangue e manutencao da integridade tecidual, foi injetada através
da canula uma solugdo de tampéao fosfato de sdédio 0,1 M, pH 7,2-7,4 (PBS),
contendo 0,9% por volume de NaCl. A seguir, era perfundido formalina a 10% diluido
em PBS a 0,9%, sendo a fixagdo do tecido controlada pelo volume inoculado e pela

rigidez da cabega e dos membros (SILVA et al, 2006).

2.7 Estudo histolégico

Finalizada a perfusdo, realizava-se a abertura do cranio, a retirada do
encéfalo e exclusdao do cerebelo, nervos cranianos e bulbo olfatério antes da
pesagem do cérebro empregando balanga analitica (ZEISS, modelo Sartorius). No
momento anterior a microtomia, o cérebro era dividido em trés partes, mediante dois

cortes coronais utilizando-se navalha para microtomia e uma lupa estereoscépica
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com ocular milimétrica (Olympus, modelo TGHM), obtendo-se trés fragmentos:
anterior, médio e posterior. Esse procedimento foi adotado para a obtencdo dos

cortes histolégicos coronais seriados do cortex motor (fragmento anterior).

Os fragmentos do cortex motor selecionados foram incubados por um periodo
minimo de 48 horas em formalina 10% tamponada (PBS) e em seguida submetidos
a rotina histolégica e finalmente emblocados em parafina. A partir disto, foram
obtidos cortes histolégicos com 4um de espessura através do micrétomo horizontal
Yamato KoKi (JAPAN) e montados em laminas albuminizadas. Os cortes obtidos
foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para observagdo das caracteristicas

histolégicas gerais e pelo método de Nissl para evidenciar os neurénios.

2.8 Andlise histomorfométrica

A analise morfométrica foi feita a partir das imagens obtidas por meio de um
sistema de captagdo constituido por uma videocamera Samsung (Modelo SHC-
410NAD) acoplada a um microscépio Optico Leica com integracdo a um
microcomputador com o software Power VCR Il. Todas as imagens foram captadas
com aumento final de 400X, em um total de 15 imagens por amostra encefalica.

Os parametros histologicos analisados foram a area do corpo celular e
densidade dos neurdnios por area.

Para obter as medidas da area do corpo celular neuronal foi utilizado o
software Scion Image for Windows (Beta 4.0.3.) Foram analisadas em cada imagem
as areas de 10 células do cortex motor.

A densidade das células neuronais foi obtida através do software Mesurim_
pro 1.0, calculando-se o numero total de células neuronais em cada imagem

digitalizada.
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2.9 Método estatistico

Os resultados obtidos foram submetidos ao estudo estatistico, utilizando-se
ANOVA “one-way” para avaliar as diferengas entre os grupos e ANOVA “two-way”
para analise estatistica da influéncia dos efeitos principais e das interagdes sobre
parametros morfolégicos, seguida do teste de Spjotvoll e Stoline para as
comparag¢des multiplas, Testes t de student e de Tukey, com p<0,05, por software
PRISMA 3.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Corroborando estudos anteriores que correlacionam a desnutricido neonatal,
periodo vulneravel do desenvolvimento, com a ocorréncia de graves alteragbes
morfofuncionais (MORGANE et al, 2002; OLIVEIRA, E. L et al e GONZALEZ-
BARRANCO, RIOS - TORRES, 2004; SILVA, 2005; CARDOSO-SILVA, 2007),
nossos resultados apontam uma diminuicdo dos valores dos indices de

desenvolvimento somatico analisados, nos animais desnutridos.
3.1 Peso corporal

Na evolugado ponderal pdde-se observar que o grupo Nutrido teve um ganho
de peso superior ao grupo Desnutrido, a partir do 7° dia pés-natal (p<0,05). Nao

havendo, contudo, diferenga com relagao a natagao nos dois grupos.

Experimentalmente, tem sido demonstrado que a evolugao da curva ponderal
de ratos submetidos & desnutricio é menor do que a de nutridos (TEODOSIO et
al,1990; KIM et al,1994; PESSOA, 1997; BORBA et al, 2000; OLIVEIRA et al, 2004;
BARROS et al, 2006; Silva et al e ARAUJO-FILHO et al, 2007). Alguns autores
relatam reducdo no peso induzido pela desnutricdo a partir do 4° dia pds-natal

(JOHNSON et al, 1991; SOBOTKA, COOK e BRODIE, 1994). A redugao de peso
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neste trabalho foi a partir do 7° dia, o que pode ser atribuido a diferentes padroes
das dietas de indugao de desnutricdo utilizados.

Com relacado a néo influéncia da natacdo na evolugado ponderal dos animais,
nossos resultados coincidem com os de Monteiro (2000), Rodrigues-de-Araujo e
Sukho (2003), No entanto, Prazeres e colaboradores (2004), Nascimento e
colaboradores (2004), Mooren e colaboradores (2002), Kim e colaboradores,
Hernandes e colaboradores (2003) observaram que o exercicio fisico determinou um
peso corporal menor.

A utilizacao de diferentes protocolos de exercicio e a variagao na faixa etaria

dos animais pode, justificar os resultados divergentes.

3.2 Eixo Latero-Lateral do Cranio e Comprimento da cauda

Na analise dos valores obtidos do Eixo Latero-Lateral do Cranio e do
comprimento da cauda, observamos valores menores nos animais dos grupos
Desnutrido quando comparados ao grupo Nutrido. Independente da dieta, a pratica
ou nao da natacdo ndo levou a alteragbes em relacdo aos dois parametros
considerados.

Nossos resultados coincidem com os de Barros e colaboradores (2003) no
qual o eixo latero-lateral do cranio e o comprimento da cauda de animais desnutridos
no periodo neonatal foram inferior a de animais nutridos. Alippi e colaboradores
(2002) observaram que o comprimento do corpo de ratos neonatos desnutridos foi

inferior ao dos nutridos.

E importante ressaltar o relato de Prazeres e colaboradores (2004) que
utilizando ratos jovens desnutridos e posteriormente recuperados nutricionalmente, a
pratica da atividade fisica levou a um aumento do comprimento da cauda.
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3.3 Peso do cérebro

Apos o periodo de administracdo das dietas e da natacdo observou-se
diferencga significativa no peso cerebral entre os grupos quando houve associagao
desses fatores. Os animais do grupo DN apresentaram peso cerebral menor que o

dos animais dos grupos NN (p<0,05)

Nos trabalhos de Teoddsio e colaboradores (1990); Pessoa (1997); Nunes e
colaboradores (2000); Fukuda e colaboradores, 2002; Hernandes e colaboradores,
2003; Francolin-Silva, Almeida, 2004; Valadares, Almeida, 2005 e Silva e
colaboradores, 2007, foi relatado que a desnutrigdo seria um fator negativo para o
ganho de peso cerebral.

Monteiro (2000) e Prazeres e colaboradores (2004) descreveram que animais
desnutridos submetidos a estimulagcdo ambiental e exercicio apresentaram menor
peso cerebral.

No nosso estudo, comparando apenas a influéncia da dieta sobre o peso do
cérebro, nao houve diferenga significativa entre os grupos, sendo a diferenca
significativa apenas na associa¢ao dos dois fatores (desnutricao + natagao).

A discordancia entre os resultados pode ser atribuida a diferengas no grau de
desnutricdo alcangado nas diferentes dietas utilizadas. O grau de desnutricao obtido
com nossa dieta pode nao ter sido suficiente para determinar redugdao no peso
cerebral, s6 tendo efeito negativo quando houve associagdo com o exercicio. Talvez
por essa condicdo (desnutricao + natagao) suplantar o fenbmeno de “poupanca
cerebral’, descrito por Pessoa, (1997). Segundo este autor, durante o periodo de
amamentagao em ratos, o cérebro pode ser considerado como o 6rgdo mais
protegido contra injurias, sugerindo que esse 6rgao recebe prioridade nutricional

durante o crescimento.

52



3.4 Peso relativo do cérebro

Na analise dos valores de peso relativo do cérebro dos animais, foi observado
um valor maior nos animais DC comparado com NC. Também foi encontrado um

valor maior entre o grupo DN comparado com NN (p<0,05)

Estudos demonstraram diminuicdo do peso relativo em diversos 6rgaos frente a
agressao nutricional (DEIRO, 2002; MARINHO, 2004).

Em relacdo ao peso relativo do cérebro nossos achados sao concordantes
com os obtidos por Reichiling e German (2000), onde o peso relativo dos animais
desnutridos foi maior que dos nutridos. Este achado é também possivelmente
justificado pelo fendbmeno “poupanca cerebral” ja citado.

Prazeres e colaboradores (2004), no entanto, observou que o treinamento
determinou aumento do peso relativo do cérebro em ratos desnutridos. A
discordancia com os nossos resultados nos parece estar relacionada a idade dos
animais estudados, uma vez que neste caso o protocolo experimental empregou

animais que nao estavam no periodo critico de desenvolvimento.

3.5 Densidade Neuronal
Foi observado um aumento significativo no numero de neurénios por campo
nos grupos desnutridos comparados aos nutridos, ndo havendo diferenga entre os

animais que nadaram e que nao nadaram (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito da manipulagdo nutricional e/ou natagdo sobre a densidade neuronal
do cortex motor dos animais com 24 dias de idade. Simbolos (* °) iguais diferem
estatisticamente entre si, com p<0,001.

Nossos resultados estdo em concorddncia com os de Fernandéz e
colaboradores e Picango Diniz e colaboradores (1998), Borba e colaboradores
(2000) e Pontes Filho (2003) que relatam que o aumento da quantidade de células
por campo no cérebro dos animais desnutridos pode ser atribuido ao efeito de
empacotamento celular, determinado pela reducdo dos componentes da matriz
extracelular da neurdpila. Assim, ocorre uma aproximacao das células resultando em
uma falsa impressao de aumento no numero de células.

Nao foi observado impacto da natacdo sobre densidade neuronal no cortex
motor de animais nutridos e desnutridos. Faherty e colaboradores (2003) ao estudar
alteragdes morfolégicas no hipocampo, induzida pelo enriquecimento ambiental,
observou que o exercicio fisico isolado dos demais estimulos ambientais (interagcéo
social e aprendizado) nao levava a alteragbes morfolégicas nessa area.

Entretanto, dados da literatura relatam que fatores externos, incluindo o

exercicio, podem aumentar o numero de neurdnios por estimular a acao do fator de
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crescimento derivado da insulina com efeitos troficos sobre neurbnios e células da
glia (TREJO et al, 2001).

No nosso estudo a intensidade do exercicio parece nao ter influenciado a
producao de fatores de crescimento indutores de neurogénese. Outro fator a ser
considerado seria o tipo de exercicio, que também igualmente poderia ndo estimular

a producao desses fatores.

3.6 Area da Célula Neuronal

A area da célula neuronal no grupo DC apresentou-se significativamente
maior que a do grupo NC (Figura 2), em concordancia com os resultados obtidos
por Pontes Filho (2003) e divergentes dos resultados referidos por Picango Diniz e
colaboradores (1998), Borba e colaboradores (2000). A natagdo teve influéncia
apenas entre os animais desnutridos, onde o grupo que nadou apresentou uma area

celular maior.

A medida de area representa um dos desafios para o estudo da morfometria
tecidual, uma vez que esse parametro € influenciado pelo “instante dindmico” no

momento da obtengdo da amostra (PONTES FILHO, 2003).

Picanco Diniz e colaboradores (1998), Borba e colaboradores (2000)
sugeriram que neurdnios podem modificar sua area conforme o estimulo recebido
em um determinado momento, podendo posteriormente voltar a sua condicdo de
“‘normalidade”, significando que a variagdo da area celular pode representar uma
modificagao transitdria. De fato, diante de estimulos, fisiolégicos ou ndo, um tecido
pode apresentar diferentes padrbes que se refletem no niumero de suas células, ou

na area destas. Considerando que essas sdo condi¢cao adaptativa, supde-se que a
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medida celular é diretamente correlacionada ao momento metabdlico da célula

(RUBIN, 2006).
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Figura 2 — Efeito da manipulagdo nutricional e/ou natagdo sobre a area neuronal do
cortex motor dos animais com 24 dias de idade. Os dados foram submetidos ao teste

de Tukey. Simbolos (* °) iguais diferem estatisticamente entre si, com p<0,05.

4. CONCLUSOES

A partir do protocolo experimental proposto e dos resultados obtidos conclui-
se que a natacdo em animais desnutridos nao influenciou os parametros de
desenvolvimento somatico avaliados: evolugdo do peso corporal, Eixo Latero-Lateral
do Cranio e comprimento da cauda; isoladamente ndo induz modificagdo no peso
cerebral relativo ou absoluto e nao interfere na densidade neuronal, porém induz

significativo aumento da area do neurdnio do cértex motor.
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Anexo 2.

Aprovacdo do Comité de ética em pesquisa envolvendo animais.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

(\N

Oficio n® 058/06 Recife, 18 de setembro de 2006

Da Comisséo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Nicodemos Teles de Pontes-Filho

Departamento de Patologia - UFPE

Processo n° 014846/2006-42

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Desnutrigdo e natagdo precoces: efeitos sobre o cértex cerebral de
ratos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo 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 sdo adotadas como critérios de
avaliacéo 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,

| y LA {f(.-.,-uvq..g b~
Proif&l&eﬁﬁe Carneiro do Nascimento
Presidente CEEA
UFPE

CCB: Integrar para desenvolver



Anexo 3.
Comprovante de submissdo do artigo a Revista da Associacdo Médica
Brasileira.

REVISTA DA

Associacao Medica Brasileira
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Circular N° 096-06
Prezada Sra. Julianna Guendler,
Informo que o trabalho "Possiveis Efeitos da natacdo precoce sobre o
cOrtex motor de ratos recém-nascidos desnutridos" foi recebido pela Revista da
Associagcao Médica Brasileira e registrado com o n° 3264.

Oportunamente, entrarei em contato com Vossa Senhoria.

Atenciosamente,

Bruno Caramelli
Editor/RAMB

Associagcao Médica Brasileira
R. Sao Carlos do Pinhal, 324
01333-903 Sao Paulo SP - Brazil
Tel: +55 11 3178-6800
Fax: +55 11 3178-6816
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Anexo 4.
Normas para submissé&o do artigo

REVISTA DA

Associacao Medica Brasileira

INSTRUCOES AOS AUTORES
Objetivo e politica editorial

A Revista da Associacdo Médica Brasileira, indexada nas bases de dados Scielo, LILACS,
MEDLINE e Capes - Qualis C Internacional, tem por objetivo publicar artigos que
contribuam para o conhecimento médico e que ndo tenham sido publicados em outros
periddicos.

A Revista aceita para publicacdo Artigos Originais e Correspondéncias. Trabalhos de outra
natureza poderdo ser aceitos para publicagdo, dependendo da avaliagdo do Corpo Editorial.

Estilo e preparacao de originais

O trabalho devera ser redigido em corpo 12, no maximo em 15 laudas de 30 linhas
cada, espaco 2,0 linha, com margem de 3cm de cada lado, no topo e no pé de cada pagina.
Todas as paginas, excluida a do titulo, devem ser numeradas.

P4gina titulo
Devera conter:

a) O titulo do trabalho, também na versdo em inglés, deverd ser conciso e ndo exceder 75
toques ou uma linha;

b) nome, sobrenome do autor e institui¢do a qual pertence o autor;
¢) nome e endereco da instituicdo onde o trabalho foi realizado;

d) Carta de apresentacdo, contendo assinatura de todos os autores, responsabilizando-se pelo
contetdo do trabalho, porém apenas um deve ser indicado como responsavel pela troca de
correspondéncia. Deve conter telefone, fax, e endereco para contato.

e) Aspectos éticos. Carta dos autores revelando eventuais conflitos de interesse (profissionais,
financeiros e beneficios diretos ou indiretos) que possam influenciar ter influenciado os
resultados da pesquisa ou o conteudo do trabalho. Na carta deve constar ainda, quando
cabivel, a data da aprovagio do trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa da institui¢do a
qual estdo vinculados os autores.
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REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Devem ser citados todos os autores, quando até seis; acima deste nimero, citam-se 0s
seis primeiros seguidos de et al. O periddico deverd ter seu nome abreviado de acordo com a
LIST OF JOURNALS INDEXED IN INDEX MEDICUS do ano corrente, disponivel também
on-line no site: www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html, ou, se ndo possivel, a Associagdo de
Normas Técnicas (ABNT). Exemplos:

1. Parkin D. M., Clayton D., Black R. J., Masuyer E., Friedl H. P., Ivanov E., et al. Childhood
leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. Br J Cancer v. 73, p. 1006-12, 1996.

2.Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an increased risk for
pancreatobiliary disease. Ann Intern Med. v. 124, p. 980-3, 1996.

3. The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing.
Safety and performance guidelines. Med J Aust. v. 164, p. 282-284, 1996.

4. Cancer in South Africa [editorial]. (1994) S Afr Med J 84:15.

5. Phillips SJ, Whisnant JP. (1995) Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brener BM,
editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed. New York:
Raven Press p.465-78.

6. Morse SS. (1995) Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial
on line] Jan-Mar [cited 1996 Jun 5];1(1):[24 screens]. Available from:
URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

7. Leite DP (1998) Padrao de prescricdo para pacientes pediatricos hospitalizados: uma
abordagem farmacoepidemiologica [dissertacdo]. Campinas: Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade Estadual de Campinas.

FIGURAS, TABELAS, GRAFICOS, ANEXOS

No original deverdo estar inseridos tabelas, fotografias, graficos, figuras ou anexos.
Devem ser apresentados apenas quando necessarios, para a efetiva compreensao do texto e
dos dados, totalizando no maximo trés.

a) As figuras, devem ser originais e de boa qualidade. Admitimos a inclusdo de tabelas e
figuras em nimero excedente ao recomendado ou coloridas, mediante pagamento do valor
equivalente ao custo de !4 pagina da revista. As letras e simbolos devem estar na legenda.

b) As legendas das figuras e tabelas devem permitir sua perfeita compreensdo, independente
do texto.

c) As tabelas, com titulo e legenda, deverao estar em folhas individuais.

d) Cada figura devera conter, no verso, o nome do primeiro autor e o nimero da figura, e sua
posi¢ao devera ser indicada com seta. Figuras e tabelas, em folhas individuais, deverdo ser
numeradas separadamente, usando algarismo arabico, na ordem em que aparecem no texto.
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ABREVIACOES/NOMENCLATURA

O uso de abreviagdes deve ser minimo. Quando expressdes extensas precisam ser
repetidas, recomenda-se que suas iniciais maildsculas as substituam apds a primeira mencao.
Esta deve ser seguida das iniciais entre parénteses. Todas as abreviacdes em tabelas e figuras
devem ser definidas nas respectivas legendas.

Apenas o nome genérico do medicamento utilizado deve ser citado no trabalho.

TERMINOLOGIA

Visando o emprego de termos oficiais aos trabalhos publicados, a Revista da
Associacao Médica Brasileira adota a Terminologia Anatdmica Oficial Universal, aprovada
pela Federacdo Internacional de Associacdes de Anatomistas (FIAA). As indicacbes
bibliograficas para consulta sdo as seguintes: FCAT - IFAA (1998) - International
Anatomical Terminology - Stuttgart- Alemanha - Georg Thieme Verlag ou CTA-SBA
(2001)- Terminologia Anatdbmica . S. Paulo . Editora Manole.

© 2006 Associacdo Médica Brasileira

Rua Sao Carlos do Pinhal, 324
01333-903 Sao Paulo SP - Brasil
Tel.: +55 11 3178-6800
Fax: +55 11 3178-6816
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S.; Melo-Junior; M. R.; Pontes-Filho, N. T. Departamento de Nutricdo, Departamento
de Patologia, Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, UFPE. In: Il Reunido
Regional FeSBE 2007.
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NEONATOS DESNUTRIDOS Lima, B.R.D.A ;Torres, A.C.; Esteves,
A.C.F.;Guendler, J.A.;Franca, T.J. B.de M.; 6Moraes, S.R.A de.; Departamento de
Anatomia, UFPE;Mestrado em Patologia, UFPE. In: XXII Reunido Anual da FeSBE
2007.

ANALISE MORFOMETRICA DO CORTEX CEREBRAL DE RATOS SUBMETIDOS
A DESNUTRICAO E ATIVIDADE FiSICA NO PERIODO DA LACTACAO. Alves,
R.M.R. Guendler, J.A; Barros, K. M. F. T.; Pontes-Filho, N. T.; Melo-dunior; M.
Departamento de Nutricdo, Departamento de Patologia, Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami, UFPE In: || Reunido Regional FeSBE 2007.

ANALISE MORFOMETRICA DO CORACAO DE RATOS SUBMETIDOS A
DESNUTRICAO E ATIVIDADE FiSICA NO PERIODO DA LACTACAO. Alves,
R.M.R.; Souza, V. T.; Guendler, J.A; Andrade, M. A..; Pontes-Filho, N. T.
Departamento de Nutricdo, Departamento de Patologia, Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami, UFPE In: || Reunido Regional FeSBE 2007.

EFEITOS DA DESNUTRICAO E/OU EXERCICIO FiSICO SOBRE OS
PARAMETROS DE DESENVOLVIMENTO SOMATICO E DO MUSCULO
DIAFRAGMA DE RATOS. Franca, T.J.B. de M.; Guendler, J.A.; Alves, RM.R.;
Silva, L.C.V.; Moraes, S.R.A."; Departamento de Anatomia, Mestrado em Patologia,
UFPE. In: Il Reunido Regional FeSBE 2007.

AVALIAR O EFEITO DO TREINAMENTO FiSICO SOBRE A MORFOMETRIA DA
FIBRA MUSCULAR ESQUELETICA EM RATOS. Cabral, B. C. N.; Guendler,
J.A.;Paz, S. T.; Moraes, S.R.A.; Departamento de Anatomia, Mestrado em Patologia,
UFPE. In: Il Reunido Regional FeSBE 2007.
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