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RESUMO

Nos periodos iniciais da vida, estimulos ambientais irdo atuar nos processos de plasticidade
alterando o desenvolvimento do organismo, podendo gerar doengas metabdlicas na idade
adulta. Estudamos o efeito da atividade fisica voluntaria materna (AFVM) e da desnutrigdo
sobre parametros murinométricos, bioquimicos e o peso de érgaos da prole. Utilizamos 52
ratos provenientes de 27 ratas Wistar que praticaram AFVM durante 30 dias antes do
acasalamento, durante a gestagcdo e lactagdo. As gaiolas de atividade fisica voluntaria
(GAFV) continham um cicloergbmetro e um ciclocomputador que mensurava as variaveis
utilizadas para classificar as mées como: Muito Ativas e Inativas (MA>5.0; 1<1.0 km/dia).
Durante a gestacao e lactagéo, as maes receberam dieta normoprotéica (17% proteina) ou
hipoprotéica (8% proteina). Assim, dividimos os filhotes em 4 grupos: Inativo Nutrido
(IN=17), Inativo Desnutrido (ID=12), Muito Ativo Nutrido (MAN=13) e Muito Ativo Desnutrido
(MAD=10). Aos 90 dias, os animais foram medidos, sacrificados e os 6rgaos pesados.
CEUA-UFPE, n°® 23076.016575/2014-70. Utilizamos Two-Way Anova com pos-teste de
Tukey e significancia p<0,05. Em valores absolutos, o grupo MAD apresentou menores
valores que ID para a gordura visceral (ID=9,346 +0,854; MAD=13,12410,668, g), adrenal
(ID=0,035+0,003; MAD=0,026+0,001, g), rim (ID=1,228+0,039; MAD=1,083+0,020, g). Ainda
sobre os valores absolutos o grupo MAD possuiu menores valores que o grupo MAN em
relacéo ao rim (MAN=1,286 +0,047; MAD= 1,083 +£0,020; g), o coragdo (MAN=1,265+0,046;
MAD=0,988 +0,043,g9) e o musculo gastrocnémio (MAN= 1,961 +0,051, MAD= 1,699 +0,046;
g). O comprimento da tibia foi menor nos grupos ID quando comparados ao grupo IN
(IN=41,18+0,965; ID=38,27+0,537; mm). Sobre o peso os valores foram menores no grupo
MAD em relacdo ao grupo MAN (MAN= 339,17 19,441; MAD= 296,62 +8,326; g). Em
relacdo ao comprimento da cauda foi maior no grupo MAN quando comparados aos grupos
IN e MAD (MAN= 18,600 +0,206; IN= 17,676 +0,134; MAD= 17,356 +0,172; mm). Nao houve
diferencga significativa em relagdo a analise do perfil sanguineo. Para os valores relativos, o
grupo MAN apresentou maiores valores do coragao que o grupo MAD (MAN=0,387+0,018,
MAD=0,325 +0,005, %). Desse modo, a atividade fisica voluntaria materna foi capaz de
modificar o tamanho de alguns 6rgaos dos filhotes na idade adulta. As maiores modificagdes
observadas foram nos filhotes de méaes desnutridas.

Palavras-chave: Atividade fisica voluntaria materna. Desnutricdo proteica. Parametros

murinométricos. Tamanho de orgaos.



ABSTRACT

In the initial periods of life, environmental stimuli will act in the processes of plasticity
changing the development of the organism, and that may generate metabolic diseases in
adulthood. We studied the effect of voluntary maternal physical activity (VMPA) and
malnutrition on murine parameters, biochemical parameters and organ offspring weight. We
used 52 rats from 27 Wistar rats who practiced VMPA during 30 days before mating, during
gestation and lactation. The cages of voluntary physical activity (CVPA) Contained a cycle
ergometer and a cyclocomputer that measured the variables used to classify mothers as:
Very Active and Inactive (VA > 5.0; | < 1.0 km/dia). During gestation and lactation, the
mothers received a normoprotein diet (17% protein) or hypoprotein (8% protein). Thus, we
divided the puppies into 4 groups: Inactive Nourished (IN=17), Inactive Undernourished
(IU=12), Very Active Nourished (VAN= 13) and Very Active Undernourished (VAU= 10). At
90 days, the animals were measured, sacrificed and the organs heavy. CEUA-UFPE, No.
23076.016575 / 2014-70. We used Two-Way Anova with Tukey post-test and significance p
<0.05. In absolute values, the VAU group presented lower values than IU for visceral fat
(1U=9,346 1£0,854; VAU=13,124+0,668, g), the adrenal (IU=0,035+0,003; VAU=0,026+0,001,
g), the kidney (1U=1,228+0,039; VAU=1,083+0,020, g). Still on the absolute values the VAU
group had lower values than the VAN group in relation to the kidney (VAN=1,286 10,047,
VAU= 1,083 0,020; g), the heart (VAN=1,265+0,046; VAU=0,988 10,043,g) and the
Gastrocnemius muscle (VAN= 1,961 £0,051, VAU= 1,699 +0,046; g). The tibia length was
lower in the IN groups when compared to the IU group (IN=41,18+0,965; 1U=38,27+0,537;
mm). About the weight, the values were lower in the VAU group than in the VAN group
(VAN= 339,17 +9,441; VAU= 296,62 £8,326; g). In relation to tail length was higher in the
MAN group when compared to the IN and VAU groups (VAN= 18,600 +0,206; IN= 17,676
+0,134; VAU= 17,356 +0,172; mm). There was no significant difference in relation to the
sera. For the relative values, the VAN group presented higher heart values than the VAU
group (VAN = 0.387 + 0.018, VAU = 0.325 + 0.005,%). Thus, voluntary maternal physical
activity was able to modify the size of some of the pups' organs in adulthood. The greatest

changes observed were in the pups of undernourished mothers.

Keywords: Maternal voluntary physical activity. Protein malnutrition. Murine parameters. Size

of organs.
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1 INTRODUGAO

A plasticidade fenotipica ou desenvolvimentista pode ser definida como um
modelo cientifico que prega que um unico gene pode ser capaz de se expressar em
diferentes fenotipos. Desse modo, os periodos iniciais da vida, tais como, gestacao,
lactagdo e primeira infancia sdo de suma importancia, pois, sdo momentos que
estdo ocorrendo muitas mitoses, diferenciagcdes celulares e, assim, insultos
ambientais pode trazer prejuizos ao longo da vida que esta se desenvolvendo.
(MORGANE; MOKLER ; GALLER, 2002).

Dentro desse contexto, podemos classificar a desnutricdo como um desses
insultos ambientais que podem gerar maleficios a prole, tais como alteragdes de
peso total e peso de 6rgdos na prole de animais desnutridos, sugerindo alteracdes
nao s6 morfolégicas como também funcionais (DESAI et. al.,, 1996). Além disso,
predisposi¢cdes a doengas metabdlicas como diabetes, hipertensdo e obesidade em
criangas que sofreram com a desnutricdo nos periodos iniciais da vida (RAVELLI et.
al., 1998).

Em contraponto, estudos tém comprovado que a atividade fisica materna é
capaz de atenuar ou, até mesmo, reverter os efeitos deletérios da desnutricéo, tais
como demonstrado nos estudos do nosso grupo por Santana Muniz et. al. (2014) e
Falcdo-Tebas et. al. (2012). Podendo influir tanto no comprimento total e no
comprimento naso-anal da prole de ratos (SANTANA MUNIZ et al., 2014), como
também ha evidéncias que o treinamento fisico durante a gestacdo altera
parametros de glicemia e colesterolemia na prole de ratas submetidas a desnutricao
proteica. (FALCAO-TEBAS et al., 2012)

Posto isso, este trabalho visa investigar, através de um estudo experimental,
as repercussbes da atividade fisica voluntaria materna sobre parametros
murinomeétricos, bioquimicos e o tamanho de o6rgdos da prole adulta de maes

submetidas ou ndo a desnutrigdo proteica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A gestacao, lactagao e primeira infancia, sdo periodos de rapido crescimento
e desenvolvimento dos orgaos e tecidos, onde ocorrem fases de hiperplasia,
hipertrofia e diferenciacdo celular (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Desse
modo, essas fases iniciais da vida podem ser denominadas como periodos criticos
para o desenvolvimento (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Insultos
ambientais (como o fumo, alcool, estresse, nutricdo e atividade fisica) nessas fases
precoces da vida irdo atuar nos processos de plasticidade alterando o
desenvolvimento do organismo (GLUCKMAN; HANSON; PINAL, 2005). A
plasticidade desenvolvimentista ou fenotipica pode ser definida como um fenémeno
biolégico no qual um unico gene pode dar origem a diversos fenoétipos em resposta a
diferentes condi¢des ambientais durante o desenvolvimento (WEST-EBERHARD,
1989). Dessa forma, a plasticidade fenotipica permite ao organismo em formagao
modificar sua trajetéria de crescimento e desenvolvimento através de processos
adaptativos (GLUCKMAN; HANSON; PINAL, 2005).

Em seu artigo intitulado Origem desenvolvimentista da saude e da doenca
(DOHAD), Silveira et. al. (2007) nos mostra que estudos clinicos tém sugerido que
agravos ambientais ocorridos na vida fetal ou nas fases iniciais da vida extrauterina
estdo correlacionados com o surgimento de doengas crénicas ao longo da vida. O
estudo mostrou que Individuos com baixo peso ao nascer permanecem
biologicamente diferentes de pessoas que nascem com o0 peso adequado
(SILVEIRA et. al.,, 2007). Desse modo, essa diferenga bioldgica pode repercutir
negativamente, na vida adulta, resultando no aparecimento de doengas como a
diabetes e a hipertensdo (HALES; BARKER, 1992).

E sabido que insultos perinatais, como a desnutricdo, podem afetar
seletivamente e de forma permanente o peso de 6rgaos (DESAI et al., 1996). Como
também, a desnutricdo é capaz de influenciar de forma negativa o desenvolvimento
do sistema nervoso, podendo causar atraso na ontogénese reflexa em ratos
lactantes, alterar o comportamento alimentar na vida adulta e alterar padrbes
morfoldgicos do musculo cardiaco (OROZCO-SOLIS, 2009, apud FALCAO-TEBAS,
2012). Quanto aos prejuizos na questdo neuromuscular temos o atraso na aquisigao
de padrbes da atividade locomotora e deficiéncias nas propriedades contrateis e
elasticas do musculo esquelético de ratos na idade adulta. (TOSCANO, 2008 apud
FALCAO-TEBAS, 2012).
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Como vimos nos estudos supracitados, a desnutricdo ocorrida em momentos
criticos do desenvolvimento € capaz de promover uma série de prejuizos aos
organismos em desenvolvimento. Por outro lado, sabemos que a atividade fisica
materna realizada antes ou durante o periodo de gestagao e lactacéo € capaz de
promover alguns beneficios para a prole na idade adulta, como uma maior
sensibilidade a insulina, tanto pelo musculo esquelético quanto pelo tecido adiposo
(CARTER et al, 2012)

Podemos definir a atividade fisica como qualquer movimento produzido pelo
musculo esquelético que demande um gasto energético acima do metabolismo basal
(LEANDRO et al., 2009). Enquanto que, o termo exercicio fisico é utilizado para se
referir a uma atividade fisica realizada de forma sistematica que pode ser
determinada pela a intensidade do esforgo dispendido durante a atividade, havendo
trés classificagbes em relagdo a sua intensidade; leve (20 a 50% do VO2max e da
FCmax), moderada (50-70% do VO2max e da FCmax) e intensa (acima de 80% do
VO2max e da FCmax) (LEANDRO et al.,, 2009). Quando o exercicio fisico &
praticado de forma regular e com um objetivo pré-definido denominamos de
treinamento fisico (LEANDRO et al., 2009). Alguns modelos experimentais tentam
mimetizar o exercicios fisico e o treinamento em humanos, dentre eles, temos o
treinamento aerdbio em ciclo ergdmetro ou em esteira (FALCAO-TEBAS et al.,
2012), exercicio de torre de escalada e exercicio de agachamento (ROSA et al.,
2011). No entanto, devemos considerar que o treinamento fisico € um exercicio

forcado.

Apesar de alguns estudos demonstrarem que o treinamento fisico antes e
durante a gestacado exercem efeitos sobre o desenvolvimento do feto, € importante
salientar que esses efeitos podem variar tanto de acordo com o periodo em que
esse insulto € aplicado na gestagao (inicio, final ou durante toda a gestagao), quanto
pela intensidade (leve, moderado ou intenso) e/ou tipo (anaerdbio, aerdbio ou
combinado) de exercicio (ROSA et al., 2011). Recentemente, alguns pesquisadores
tém procurado estudar o efeito do exercicio voluntario materno e suas possiveis
repercussdes no feto (ROSA et al.,, 2011; CARTER et al.,, 2012). Um estudo
realizado com ratos Wistar utilizou dois modelos de exercicio fisico voluntario
durante o periodo gestacional: agachamento e torre de escalada (ROSA et al.,
2011). Nesse estudo foi visto que ambos os modelos de exercicio fisico voluntario
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repercutiram no crescimento feto-placentario, porém de forma diferente (ROSA et al.,
2011). O exercicio de agachamento aumentou o peso e comprimento fetal, além de
aumentar o peso da placenta (ROSA et al., 2011). Ja o exercicio de torre de
escalada aumentou o comprimento fetal e o peso placentario em relagdo ao controle
(ROSA et al., 2011). Esses modelos de exercicio voluntario trouxeram efeitos sobre

o processo de crescimento do feto, sem causar estresse (ROSA et al., 2011).

Outro estudo, utilizando modelo animal, demonstrou que filhotes na idade
adulta provindos de mées que realizaram exercicio fisico voluntario em
cicloergometro antes da gestacéo (2 semanas), durante a gestacéo e até o 14° dia
de lactacdo, apresentaram maior captacdo de glicose em resposta a insulina no
musculo esquelético e tecido adiposo em relagao aos filhotes de maes sedentarias
(CARTER et al., 2012). Visto que o musculo esquelético e o tecido adiposo séo os
principais tecidos responsaveis pela captacéo de glicose em reposta a insulina, esse
estudo mostra que o exercicio materno parece minimizar o risco de aparecimento de
doencgas como diabetes tipo 2 nos filhotes (SHEPHERD; KAHN, 1999). Dessa forma,
vé-se que o estilo de vida materno ativo parece ser uma intervencdo que pode
melhorar a homeostase de glicose em longo prazo na préxima geragao (CARTER et
al., 2012).

Nosso grupo ja apresentou evidéncias que, em curto prazo, a atividade fisica
voluntaria materna aumenta o comprimento da prole de ratas no desmame, tanto o
comprimento total como o comprimento naso-anal da prole (SANTANA MUNIZ et al.,
2014). Por outro lado, o treinamento fisico aerébio em esteira durante a gestacao
altera parametros de glicemia e colesterolemia na prole de ratas submetidas a
desnutricdo (FALCAO-TEBAS et al., 2012).

Entretanto, pouco se sabe sobre as repercussdes tardias da atividade fisica
voluntaria materna peri-gestacional e perinatal sobre a morfologia de érgéos e
tecidos. Restando, desta forma, estabelecer os efeitos tardios da atividade fisica
voluntaria materna sobre o perfil bioquimico sanguineo de filhotes provenientes de
maes submetidas a desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactagdo. Assim,
nossa hipodtese neste estudo é de que a atividade fisica voluntaria materna seja

capaz de reverter os efeitos deletérios da desnutricdo proteica.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Avaliar as repercussdes da atividade fisica voluntaria materna sobre
parametros murinomeétricos, bioquimicos e o tamanho de 6rgédos da prole adulta de

maes submetidas ou ndo a desnutricao proteica.

3.2 ESPECIFICO
Avaliar na prole adulta de ratas submetidas a gaiola de atividade fisica

voluntaria no periodo peri-gestacional e perinatal e/ou desnutricdo proteica:

. Peso corporal;

o Comprimento naso-anal, da cauda e da tibia;

. indice de Lee e indice de massa corporea,;

o Peso de dérgéos (encéfalo, coragcédo, pulmdes, figado, rim, bacgo, testiculo,

adrenal), dos musculos (extensor longo dos dedos, sdleo e gastrocnémio) e da
gordura visceral,

o Perfil bioquimico sanguineo.



17

4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizadas 27 ratas albinas da linhagem Wistar (peso corporal 220-
260g, idade 90 dias) provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da
UFPE. Os animais foram mantidos em biotério de experimentagdo, com temperatura
de 23°C#2, num ciclo 12/12h [ciclo claro (20:00 as 08:00 h) e ciclo escuro (08:00 as
20:00 h)], com livre acesso a agua e alimentacao. As ratas nuliparas foram alojadas
em gaiolas individuais de atividade fisica voluntaria (GAFV) por um periodo de
adaptacdo de 30 dias, recebendo durante esse periodo dieta AIN-93M (REEVES,
1997), para a fase de manutencao dos roedores. Apds o periodo de adaptacao, os
roedores foram colocados em gaiolas padrdao de biotério, feitas de polipropileno,
(33x40x17cm) para o acasalamento e apos confirmagdo da presenca de
espermatozoides na cavidade vaginal (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002) as
ratas foram recolocadas individualmente nas GAFV, onde metade das ratas de cada
grupo recebeu dieta a base de caseina de acordo com a AIN-93G (17% de proteina
2) (REEVES, 1997) e a outra metade recebeu a mesma dieta, porém com menor
quantidade de proteina (8% de proteina). Apds o parto, a ninhada foi ajustada para
oito filhotes (com o maximo de filhotes machos, sendo utilizadas as fémeas apenas
para completar a ninhada). Dos oito filhotes de cada ninhada, foram escolhidos
aleatériamente quatro machos para realizacdo das avaliagbes no periodo poés-
desmame. A partir do desmame (22° dia) os filhotes passaram a receber dieta
padrao de biotério - Presence (Purina do Brasil) que foi fornecida a eles até o fim do
experimento. O manejo e os cuidados para com 0s animais seguem as
recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), tendo sido o projeto aprovado no Comissdo de Etica em Uso de Animais
da UFPE protocolo n° 23076.016575/2014-70.

' Ver anexo 1
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4.2. Gaiola e protocolo de Atividade Fisica Voluntaria

Foi elaborada uma gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV)? de acrilico
com as seguintes dimensbes: 27 cm de largura, 34 cm de altura e 61 cm de
comprimento. Em uma das extremidades foi posicionado um cicloergbmetro com 27
cm de didmetro, composto por acrilico e raios em ago inoxidavel. Acoplado a gaiola
e ao cicloergbmetro ha um sistema de monitoramento por sensor (ciclocomputador
Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan) das grandezas fisicas: distancia percorrida
(km), tempo de atividade (minutos), velocidade média e maxima (Km/h) e gasto
calérico (Km.s™.dia™). O protocolo de atividade fisica voluntaria seguiu o descrito por
SANTANA MUNIZ et al. (2014). De acordo com este protocolo, como melhor
exemplificado na tabela 1, classificamos as ratas em relacdo a atividade fisica no
periodo de adaptacdo. Foi classificada como inativa, a rata que percorreu menos de
um (km/dia), que obteve um gasto calérico menor que dez (km/s/dia) e percorrido
menos de vinte (min/dia). As ativas deveriam ter percorrido entre um e cinco
(km/dia), ter um gasto caldrico entre dez e quarenta (km/s/dia) e ter percorrido entre
vinte e cento e vinte (min/dia). Ja as classificadas como muito ativas deviam ter
percorrido uma distancia maior que cinco (km/dia), obter um gasto cal6rico maior

que quarenta (km/s/dia) e ter percorrido mais de cento e vinte (min/dia).

Tabela 1 - Classificagdo dos grupos experimentais de acordo com a atividade
fisica diaria (distancia percorrida, gasto calérico e tempo de atividade) no

cicloergémetro.

GRUPO
EXPERIMENTAL DISTANCIA GASTO CALORICO TEMPO
PERCORRIDA (KM/S/DIA) (MIN/DIA)
(KM/DIA)
INATIVO <1.0 <10.0 <20.0
ATIVO >1.0<5.0 >10.0 <40.0 >20.0 £120.0
MUITO ATIVO >5.0 >40.0 >120

Fonte: SANTANA MUNIZ et al. (2014).
Nao obtivemos nenhum dado para o grupo ativo, uma vez que, nenhum

animal se encaixou nos parametros de inclusdo no grupo, por nao ter percorrido
entre um e cinco (km/dia), por n&do ter um gasto caldrico entre dez e quarenta

(km/s/dia) e por ndo ter percorrido entre vinte e cento e vinte (min/dia).

2 Ver anexo 2
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4.3 Manipulagao dietética

Sobre a manipulagao dietética, nos primeiros trinta dias as ratas receberam
dieta de manutencao (AIN-93M). Apos ser detectada a prenhez, as ratas passaram
a receber dois tipos diferentes de dietas, os animais nutridos receberam a dieta
(AIN-93G) com 17% de proteina, ja a outra metade dos animais, os desnutridos,
recebeu dieta (AIN-93G) com 8% de proteina. As mées permaneceram recebendo
suas respectivas dietas até o final da lactagao.
Tabela 2 - Composicao da dieta AIN-93M e AIN-93G.

Ingredientes AIN-93M AIN-93G  Hipoproteica
Amido de Milho (87% carboidratos), g 465,692 397,486 476,686
Caseina (proteina 85%), g 140,00 200,00 941
Amido dextrinizado (92% 155,00 132,00 158,7
tetrasacarideos), g
Sacarose, g 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja, g 40,00 70,00 70,00
Fibras, g 50,00 50,00 50,00
Mix de Mineral (AIN-93M), g 35,00 - -
Mix de Mineral (AIN-93G), g - 35,00 35,00
Mix de Vitaminas (AIN-95), g 10,00 10,00 10,00
L- metionina, g 1,80 3,00 3,00
Bitartato de colina (41,1% de colina), g 2,50 2,50 2,50
Terc-butil-hidroquinona (TBHQ), g 0,008 0,014 0,014
Soma (g) 1000 1000 1000

Fonte: SILVA NETO, M. E.

4.4 Desenho Experimental

De acordo com a manipulagao dietética e pela atividade fisica voluntaria das
ratas, foram formados quatro grupos experimentais: Inativo Nutrido (IN, n=9), Inativo
Desnutrido (ID, n=7), Muito Ativo Nutrido (MAN, n=7) e Muito Ativo Desnutrido (MAD,
n=6). Considerando-se os quatro filhotes que representaram a amostra de soro que
foi avaliada, temos os seguintes grupos: Inativo Nutrido (INs, n = 17), Inativo
Desnutrido (IDy, n = 12), Muito Ativo Nutrido (MAN;, n = 13) e Muito Ativo Desnutrido
(MADy, n = 10). Nao tivemos nenhum animal classificado como ativo de acordo com

o protocolo de Santana Muniz (2014).
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4.5 Avaliagao Murinométrica e Coleta de Soro e Tecidos

Aos 90 dias, um a dois filhotes de cada ninhada foram selecionados e
pesados em balanga digital e tiveram seus comprimentos naso-anal e da cauda
medidos por meio de uma fita métrica. Posteriormente, os animais foram sacrificados
por decapitagdo e uma amostra de sangue do tronco foi coletada para aquisi¢do do
soro. A coleta se deu em tubos secos BD Vacutainer® que continham um ativador
de coagulo. O sangue permaneceu nos tubos em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente e depois foi centrifugado, também a temperatura ambiente,
por 20 minutos, a 3500g. Em seguida, o soro foi armazenado a -80°C onde
permaneceu até ser submetido a analise.

Ainda apds a decapitacéo, o encéfalo foi retirado através de uma abertura da
calota craniana, seguindo a linha de bregma. Por uma incisura longitudinal da pelve
até o esterno foram retirados e limpos de qualquer gordura ou tecido subjacente:
figado, baco, rim esquerdo, adrenal esquerda e testiculo esquerdo. Seguido de uma
abertura peri-esternal, por onde foram coletados o coracdo e os pulmdes. Apos a
coleta, esses 6rgaos, limpos de qualquer tecido adjacente, foram lavados em soro
fisiologico para retirada de sangue e secos em papel filme. Em seguida, foi retirada
toda a gordura visceral para pesagem. Com uma incisdo longitudinal na perna
esquerda, foram retirados os musculos séleo, extensor longo dos dedos (EDL) e
gastrocnémio.

Todos os tecidos listados acima foram imediatamente pesados em balanca
digital com precisado de 0,0001g apds sua retirada. Posteriormente, foi retirado todo
o tecido adjacente a tibia esquerda e foi medido o comprimento desta com
paquimetro digital. Os valores obtidos foram analisados tanto em seu peso absoluto,
quanto no peso dos 6rgdos em relagdo ao peso corporal. Também foi realizada a
relagdo do comprimento da tibia com o comprimento naso-anal e da cauda. Apés
obtencao dos dados de peso e comprimento naso-anal foi calculado o indice de Lee
(medido pela raiz cubica do peso sobre o comprimento naso-anal [3""'Peso
(g)/CNA(cm)] (NOVELLI, et al., 2007)) e o indice de massa corporal (medido pelo
peso sobre o quadrado do comprimento naso-anal (peso(g)/ CNA? (cm) (NOVELLI,
et al., 2007).
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4.6 Analises bioquimicas

O soro coletado foi analisado pelo método colorimétrico enzimatico para a
determinacao da glicose, colesterol total e triglicerideos. Foram utilizados os testes
adequados da Labtest, Glicose Liquiform (Ref: 133), Triclicérides Liquiform (Ref: 87)
e o Colesterol Liquiform (Ref: 76), seguindo os protocolos descritos pelo fabricante.
As leituras foram realizadas no espectrofotobmetro, em duplicata, usando placas de
96 pocos. O colesterol VLDL foi determinado através da formula de Friedwald: VLDL

= triglicerideos/5.

4.7 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados no programa estatistico GraphPad Prism 6 e em
seguida submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Ao revelarem
a normalidade, os dados foram submetidos a uma Anova-Two Way e um post hoc

de Tukey, com significancia de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Na tabela 3 sdo mostrados os resultados obtidos através das analises
murinométricas. Em relagdo ao peso corporal, foi detectada apenas influéncia da
nutricdo (p< 0,001). Os animais do grupo Muito Ativo Desnutrido foram mais leves do
que os do grupo Muito Ativo Nutrido (p < 0,01). Em relagdo ao comprimento da
cauda, houve o efeito da nutricdo (p < 0,001) e a interagdo dos fatores (p < 0,01). O
grupo Muito Ativo Desnutrido teve comprimento de cauda menor que o grupo Muito
Ativo Nutrido (p < 0,001). Enquanto que estes tinham comprimento de cauda maior
que os Inativo Nutrido (p < 0,01). O comprimento da tibia foi influenciado pela
nutricdo (p < 0,05). Os animais Inativo Desnutridos tiveram menor comprimento da
tibia do que os animais Inativo Nutridos (p < 0,05). Para o IMC tivemos efeito da
atividade fisica (p < 0,05) e a interacédo dos fatores (p < 0,01), porém, nao tivemos

diferenca significativa no teste post hoc.

Na tabela 4 sdo mostrados os valores para peso absolutos dos érgaos e
tecidos avaliados. Sobre a gordura visceral dos animais, tivemos influéncia da
atividade fisica materna (p < 0,001). Os animais do grupo Muito Ativo Desnutrido
tiveram menor peso de gordura visceral do que os do grupo Inativo Desnutrido. Em
relacdo ao coragao, houve efeito da nutricdo (p < 0,001) e da interacado dos fatores
(p < 0,001). Os animais Muito Ativo Desnutrido tinham o coragdo mais leve do que
os Muito Ativo Nutrido (p < 0,0001). Sobre a adrenal, houve o efeito da atividade
fisica (p < 0,05). O grupo Muito Ativo Desnutrido possuia a adrenal mais leve do que
o grupo Inativo Desnutrido (p < 0,05).

Em relagdo ao rim dos animais, tivemos o efeito da nutricdo (p < 0,001) e o
efeito da atividade fisica (p < 0,05). Os animais Muito Ativos Desnutridos possuiam o
rim mais leve do que os Muito Ativos Nutridos (p < 0,05) e Inativo Desnutridos (p <
0,001). Sobre o bacgo, houve o efeito da atividade fisica (p < 0,05) entretanto, nao
tivemos diferenca significativa no teste post hoc. Enquanto que, no musculo
gastrocnémio houve o efeito da nutricdo (p < 0,001). O grupo Muito Ativo Desnutrido
apresentou um musculo mais leve do que o grupo Muito Ativo Nutrido (p < 0,01).

Na tabela 5, sobre os pesos relativos, vemos que o coragdo apresentou
interacdo dos fatores (p < 0,001). O grupo Muito Ativo Desnutrido apresentou uma

porcentagem menor de peso do que o grupo Muito Ativo Nutrido (p < 0,01). Tanto o
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rim, quanto a relacdo Tibia/CNA apresentaram efeito da atividade fisica (p < 0,05),
contudo, ndo tivemos diferenga significativa no teste post hoc. Enquanto que o EDL
apresentou efeito da nutrigdo (p < 0,05), porém, também n&o demonstrou diferenca
significativa no teste post hoc.

De acordo com os dados encontrados e expostos na tabela 6, podemos
afirmar que ndo houve diferencga significativa entre os grupos em relagdo a analise

de soro dos animais.
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Tabela 3 — Dados Murinométricos

Variavel Inativo Nutrido Inativo Desnutrido Muito Ativo Nutrido Muito Ativo

Desnutrido
Média Erro Padrao Média Erro Padrao Média Erro Padrao

Média Erro Padrao

Peso (g) 339,34 7,713 319,11 7,489 339,17 9,441 296,62 ¢ 8,326
Comprimento naso-anal 23,186 0,268 22,125 0,565 23,377 0,489 22,690 0,607
(cm)

Comprimento da cauda (cm) 17,676 0,134 17,875 0,235 18,600 # 0,206 17,356° 0,172
Comprimento da tibia (cm) 41,18 0,965 38,272 0,537 39,20 0,675 38,51 0,561
Comprimento total (cm) 40,71 0,354 40,00 0,551 41,73 0,749 40,12 0,723
indice de Lee (g/cm) 0,302 0,005 0,310 0,008 0,299 0,005 0,297 0,006
IMC(g/cm?) 0,628 0,019 0,682 0,032 0,634 0,015 0,560 0,012

@vs. N, bys. ID, ° vs. MAN, 9vs. MAD. IN: Inativo Nutrido. ID: Inativo Desnutrido. MAN: Muito Ativo Nutrido. MAD: Muito Ativo Desnutrido. Dados submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Dados foram submetidos a uma Anova-Two Way e um post hoc de Tukey, com significancia de p < 0,05.
Fonte: SILVA NETO, M. E.



Tabela 4 — Peso de 6rgaos (em medidas absolutas)

Variavel Inativo Nutrido Inativo Desnutrido Muito Ativo Nutrido Muito Ativo Desnutrido
Média Erro Padrao Média Erro Padrao Média Erro Padrao Média Erro Padrao
Gordura (g) 13,946 0,968 13,124 0,668 11,236 0,579 9,346° 0,854
Encéfalo (g) 1,784 0,040 1,878 0,018 1,705 0,056 1,765 0,024
Coracéo (9g) 1,132 0,034 1,136 0,023 1,265 0,046 0,988° 0,043
Pulmédes (g) 1,642 0,089 1,494 0,070 1,653 0,079 1,477 0,075
Adrenal (g) 0,033 0,002 0,035 0,003 0,031 0,002 0,026° 0,001
Figado (g) 11,21 0,368 10,00 0,388 11,10 0,466 9,529 0,390
Baco (g) 0,625 0,018 0,631 0,020 0,742 0,065 0,713 0,050
Rim (g) 1,336 0,032 1,228 0,039 1,286 0,047 1,083°° 0,020
Testiculo (g) 1,625 0,038 1,510 0,042 1,487 0,033 1,428 0,054
Musculo Séleo (g) 0,150 0,008 0,156 0,004 0,146 0,007 0,144 0,006
Musculo EDL (g) 0,148 0,008 0,139 0,005 0,144 0,006 0,130 0,004
Musculo Gastrocnémio (g) 1,915 0,058 1,808 0,052 1,961 0,051 1,669° 0,046

@vs. N, bys. ID, °vs. MAN, 9vs. MAD. IN: Inativo Nutrido. ID: Inativo Desnutrido. MAN: Muito Ativo Nutrido. MAD: Muito Ativo Desnutrido. Dados submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Dados foram submetidos a uma Anova-Two Way e um post hoc de Tukey, com significancia de p < 0,05.
Fonte: SILVA NETO, M. E.
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Tabela 5 — Peso dos 6rgaos e comprimentos relativizados

OrgaolTipo Inativo Nutrido Inativo Desnutrido Muito Ativo Nutrido Muito Ativo Desnutrido
Média Erro Padrao Média Erro Padrao Média Erro Padrao Média Erro Padrao

Gordura (%) 4,028 0,257 4,059 0,291 3,815 0,241 3,300 0,315
Encéfalo (%) 0,539 0,018 0,587 0,010 0,508 0,025 0,580 0,024
Coracao (%) 0,331 0,007 0,350 0,005 0,387 0,018 0,325° 0,005
Pulmdes (%) 0,486 0,023 0,462 0,018 0,433 0,017 0,467 0,017
Adrenal (%) 0,010  0,0006 0,011  0,0007 0,010 0,0006 0,009 0,0008
Figado (%) 3,355 0,064 3,150 0,070 3,265 0,077 3,075 0,057
Baco (%) 0,192 0,007 0,196 0,009 0,202 0,018 0,214 0,015

Rim (%) 0,393 0,008 0,392 0,012 0,373 0,005 0,367 0,006
Testiculo (%) 0,473 0,020 0,454 0,011 0,441 0,013 0,483 0,017
Musculo Séleo (%) 0,045 0,002 0,050 0,002 0,048 0,006 0,047 0,001
Musculo EDL (%) 0,041  0,0008 0,044 0,0016 0,041  0,0008 0,043 0,0008
Musculo Gastrocnémio (%) 0,559 0,014 0,560 0,010 0,529 0,011 0,553 0,013
Tibia/CNA (%) 17,58 0,328 17,36 0,272 16,93 0,361 16,29 0,706
CNA/CT (%) 56,54 0,463 55,23 0,774 55,98 0,333 56,65 0,733
CCICT (%) 43,45 0,463 44,76 0,774 44,01 0,333 43,34 0,733

°vs. MAN. IN: Inativo Nutrido. ID: Inativo Desnutrido. MAN: Muito Ativo Nutrido. MAD: Muito Ativo Desnutrido. Dados submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov. Dados foram submetidos a uma Anova-Two Way e um post hoc de Tukey, com significancia de p < 0,05.
Fonte: SILVA NETO, M. E.
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Tabela 6 — Perfil bioquimico sorolégico

Variavel Inativo Nutrido Inativo Desnutrido Muito Ativo Nutrido Muito Ativo Desnutrido
Média ErroPadrdo Média Erro Padrao Média Erro Padrédo Média Erro Padrédo

Glicose (mg/dl) 79,607 8,43 73,565 2,15 79,988 2,18 79,178 4,83

Triglicerideos 153,710 24,53 108,974 7,55 114,934 10,27 122,620 8,35

(mg/dl)

Colesterol (mg/dl) 67,865 7,55 59,127 3,45 56,659 4,19 60,468 4,71

IN: Inativo Nutrido. ID: Inativo Desnutrido. MAN: Muito Ativo Nutrido. MAD: Muito Ativo Desnutrido. Dados submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Dados
foram submetidos a uma Anova-Two Way e um post hoc de Tukey, com significancia de p < 0,05.
Fonte: SILVA NETO, M. E.
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6 DISCUSSAO

De forma geral, nossos resultados evidenciam que a associagdo da
desnutricdo com a atividade fisica materna resulta em repercussdes permanentes no
tamanho de orgédos da prole. Foi observado, nos filhotes de mé&es desnutridas e
muito ativas, redugao no tamanho absoluto do peso corporal, na gordura visceral, no
coragdao, na adrenal, no rim e no gastrocnémio. Contudo, quando o peso foi
relativizado ao peso corporal, essa diferenga permaneceu apenas no coragao, que
foi mais leve no grupo desnutrido muito ativo em relagdo ao grupo de maes muito
ativas, mas que foram nutridas durante a gestacéo e lactagcédo, e mais pesado neste

em relagdo ao grupo inativo desnutrido.

Em relagdo a desnutricdo, Desai et al. (1996) encontrou que os animais
provenientes de mées desnutridas apresentavam menor peso absoluto de érgaos
em relagdo ao grupo controle, no periodo do desmame. Entretanto, quanto ao peso
relativo foram observadas diferengas apenas nos musculos dos ratos provenientes
das maes desnutridas. Santana Muniz et al. (2014) observou que a atividade fisica
voluntaria materna aumenta o comprimento da prole de ratas no desmame.
Enquanto que, Rosa et al. (2011) encontrou maior comprimento e maior peso ao
nascer na prole de ratas submetidas a atividade fisica voluntaria materna. Convém
observar que nossos animais foram avaliados muito depois do desmame, na idade
de 90 dias.

Nossa analise foi estritamente macrométrica, contudo modificacbes no peso
de o6rgaos podem repercutir em modificagdes em unidades funcionais. Segundo
Langley-Evans (2006) alteracbes no peso de o6rgados podem representar
modificagdes na funcdo desses 6rgaos, a exemplo, reducdo do peso do rim pode
estar relacionada a reducdo do numero de néfrons e eventual maior predisposi¢ao
ao desenvolvimento de hipertensao. Desta forma, ndo podemos descartar que essas
modificagdes possam influenciar na fungcao desses 6rgaos, principalmente, se este
organismo for submetido a situagdes desafiadoras como o aumento da ingestao

alimentar ou déficit de algum nutriente.

Todavia, devemos considerar que € sabido que todos os organismos n&o séo

isométricos, uma vez que suas proporgcdes nao sao mantidas (WHITE; SEYMOUR,
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2005). Desta forma, usa-se a alometria para fazer comparagdes e projegcdes para
eventos fisioldgicos em organismos de proporcdes diferentes. E bem estabelecido
que muitos processos fisiolégicos e tamanho de 6rgaos exibem intensa relagdo com
0 peso corporal das espécies e essa relagdo é a base cientifica das escalas
alométricas (MAHMOOQOD, 2007). Parametros fisiologicos como frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria, consumo de oxigénio, taxa metabdlica, tempo de vida, entre
outros, podem ser calculados por equacdes alométricas para comparagdes entre
diferentes grupos taxondémicos ou mesmo dentro de uma mesma espécie
(SEDGWICK, 1991; WHITE; SEYMOUR, 2005).

Nao houve diferenga significativa na comparacéo entre os perfis bioquimicos
sanguineos dos filhotes das maes que sofreram ou nado desnutricdo e se

submeteram ou nao a atividade fisica voluntaria materna.

A desnutricdo proteica pode ser determinante para a aquisicido de uma
doencga metabdlica crénica na vida adulta como mostrado por Ozanne et al (2001)
no seu estudo com uma prole proveniente de maes submetidas a desnutricdo
proteica, com idade de quatrocentos e cinquenta dias, que demonstrou menor
tolerancia a glicose comparado ao grupo de filhotes provenientes de méaes nutridas.
Este fato pode ser compreendido como um prejuizo causado a partir do fenémeno
catch up de crescimento, uma compensacao feita pelo organismo das proles de
maes desnutridas, o qual promove um crescimento pos-natal acelerado, uma vez
que, durante a gestacao este se identifica devido ao déficit de proteinas por parte da
mae (OZANNE et al, 2001). O catch up traz consigo ndo s6 um aumento no
crescimento destes filhotes, mas também um aumento da pressao arterial, do tecido
adiposo € o risco de se desenvolver a intolerancia a glicose a longo prazo (BARKER,;
HALES, 1992 apud FALCAO-TEBAS et al., 2012). Nossos resultados corroboraram
com a hipétese dos artigos supracitados, onde houve a repercussao deste fendbmeno
compensatério no peso dos filhotes, contudo, ndo houve repercussdo no

crescimento 6sseo deles, fato este, observado através do mensuramento da tibia.

Quanto a atividade fisica, certo estudo com animais demonstrou que a
mesma € capaz de otimizar a captagao de glicose da prole proveniente de maes
exercitadas quando comparada com a prole de maes sedentarias, assim como,
melhora a sensibilidade a insulina exégena (CARTER et al, 2012). Em outro estudo

com animais foi ainda verificado que o treinamento aerébio de intensidade moderada
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em esteira por quatro semanas antes da gestagdo, com redugdo progressiva da
intensidade durante o treinamento realizado com maes desnutridas foi capaz de
atenuar as alteragbes do catch up da prole em relagdo a outro grupo de maes
desnutridas e sedentarias. Foi ainda observado que na idade adulta, as proles de
maes desnutridas sedentarias também apresentaram um aumento nas
concentragbes séricas de glicose e colesterol, por outro lado, os filhotes
provenientes de mées treinadas desnutridas nao apresentaram essa alteracéo
(FALCAO-TEBAS et al., 2012.). E valido ressaltar que estudos ja demonstraram que
a hiperglicemia e a hipercolesterolemia s&do indicadores classicos do inicio da
resisténcia periférica a insulina dislipidemias associadas ao desenvolvimento de
sindromes metabdlicas (FALCAO-TEBAS et al., 2012).

Nossos resultados ndo apresentaram diferenca entre os grupos. Uma
possibilidade de explicagdo para a ndo diferenga significativa entre os soros é a
idade dos animais que foram estudados. Estudos da literatura, inclusive alguns
foram citados neste artigo, sdo em sua maioria com animais mais velhos que os
utilizados por ndés, o que leva a considerar que quanto mais adulto o animal, maior a
probabilidade do aparecimento das repercussdes da desnutricdo proteica e atividade
fisica na prole. Com a idade de noventa dias, ainda ndo foi encontrado nenhuma
destas repercussdes provindas de estimulos ambientais em seus periodos iniciais

de vida.
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7 CONCLUSAO

O fendtipo materno foi capaz de modificar, de forma permanente, o tamanho
de alguns 6rgaos dos filhotes das maes que sofreram, ou n&o, desnutricdo e que se
submeteram, ou ndo, a atividade fisica voluntaria materna. Observamos que as
maiores modificagdes ocorreram nos filhotes provenientes de maes desnutridas.
Essas modificagdes morfolégicas podem sugerir algumas alteracdes fisioldgicas nas
funcdes desses orgaos.

Por outro lado, o fendtipo materno nédo foi capaz de modificar o perfil
bioquimico sanguineo dos filhotes das maes que sofreram, ou nao, desnutrigcdo e se
submeteram, ou nao, a atividade fisica voluntaria materna. Julgamos que o fato de
nao encontramos uma diferenga significativa no perfil bioquimico se deve a idade

destes ndo ser tdo avancada quanto os estudos referidos neste trabalho.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas

AV, Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - pE - Brasil

fones: (55 B1) 2126 8840 | 2126 g351
\\ fax: (55 81) 2126 8350
WWW.ccbh.ufpe.br

Recife, 14 de agosto de 2014.

Oficio n°® 41/14

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.? Raquel da Silva Aragio

Nucleo de Educacio Fisica

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.01 6575/2014-70

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Afividade Fisica Voluntiria e s Desnutriggo
Protéica Maternas: Influéncias Sobre o Perfil Bioquimico Sanguineo, A
Morfologia de Orgéos e 0 Metabolismo Energético da Prole Adulta”.

Concluimos que os procedimentos descritos Para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e ¢om as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE,

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lej
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favorsivel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutriggo — Atenciosamente,
CCS/UFPE; Animais: ratos heterogénicos; Linhagem: Wistar:;
Sexo: machos e fémeas; Peso: 220-260g (reprodutores). 5-8g (
filhotes ao nascimento), Idade: 90 dias; Nimero de animais
previsto no protocolo: 168,
/‘/?}LM&WLCL'&D
484 Prof Marcia Vasconcelos
Vice-Presidente do CEUAICCB-UFPE
SIAPE 2100635

CCB: Integrar para desenvolver
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