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RESUMO

Insultos no periodo critico do desenvolvimento sobretudo da gestacao e lactagdo, causam efeitos
metabolicos a longo prazo, visando a economia de energia para a sobrevivéncia no periodo pds-
gestacional. Essas alteragdes metabdlicas estdo relacionadas a menor secre¢do e resisténcia a
insulina. A atividade fisica voluntaria pode ser uma estratégia para mudar esses efeitos
deletérios a saude. No entanto, quando mensurada de forma for¢ada, induz a liberagdo de
glicocorticoides, aumentando o estresse dos animais, além de nao ser fiel a quantidade da
pratica determinada pela real disposi¢do do animal. Por isso, o objetivo do presente trabalho ¢
observar o comprimento da tibia e eixo longitudinal, além das medidas de atividade fisica
voluntaria mensuradas pelo cicloergdmetro. Para analisar a influéncia da dieta e nivel de
atividade fisica no comprimento da tibia e eixo longitudinal. Ap6s o desmame, sera determinado
o nivel de atividade fisica para classifica-los de acordo com a dieta e o nivel de atividade fisica
voluntaria: Controle pouco ativo (CA-), controle ativo (CA+), hipoproteico pouco ativo (HA-
),hipoproteico ativo (HA+). O presente estudo encontrou diferengas significativas entre o grupo
(HA-) em comparagdo ao (CA-) na velocidade média e comprimento do eixo longitudinal, com

menores valores para o grupo (HA-).

Palavras-chave: Dieta hipoproteica; Atividade fisica; Desenvolvimento dsseo.



ABSTRACT

Insults during the critical period of development, especially during gestation and lactation, have
long-term metabolic effects aimed at conserving energy for survival in the post-gestational
period. These metabolic changes are associated with lower insulin secretion and increased
insulin resistance. Voluntary physical activity can be a strategy to counteract these harmful
health effects. However, when measured in a forced manner, it induces the release of
glucocorticoids, increasing animal stress and failing to accurately reflect the actual level of
activity the animal is naturally inclined to perform. Therefore, the objective of this study is to
assess tibia length and longitudinal axis, as well as voluntary physical activity levels measured
using a cycloergometer, to analyze the influence of diet and physical activity levels on tibia
length and longitudinal axis. After weaning, physical activity levels will be determined to
classify the subjects according to diet and voluntary physical activity levels: low-activity
control (CA-), active control (CA+), low-activity hypoproteic (HA-), and active hypoproteic
(HA+). This study found significant differences between the (HA-) group compared to the (CA-

) group in average speed and longitudinal axis length, with lower values observed in the (HA-)

group.

Keywords: Hypoproteic diet; Physical activity; Bone development
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1 INTRODUCAO

A hipotese do fendtipo econdmico correlaciona o baixo peso ao nascer ao desenvolvimento
de sindromes metabolicas na vida adulta, especialmente, com o diabetes mellitus tipo 2. Isso
ocorre porque, segundo a teoria, a ma nutrigdo fetal € um insulto que prepara o individuo para
um ambiente escasso, segundo Hales e Baker (2001). Neste sentido, o individuo passa por uma
série de adaptacdes para garantir sua sobrevivéncia, levando seu metabolismo a se moldar de
acordo com os insultos sofridos no periodo critico do desenvolvimento, resultando em "ecos
permanentes" na vida adulta (Gluckman; Hansen, 2004).

A dieta hipoproteica materna ¢ um desses insultos que leva a adaptagdes na prole
decorrentes do "capital materno", de acordo com Ferreira et al. (2015). Isso ocorre devido a
importancia dos estimulos dados ao individuo no periodo critico do desenvolvimento,
especialmente, durante a gestagao e lactacao.

Assim, a dieta pobre em proteinas induz diversas repercussodes visando a sobrevivéncia
do individuo. De acordo Hofman et al. (1997) grande parte dessas adaptagdes esta relacionada
ao aumento do fornecimento de substratos energéticos e nutricdo para proteger o sistema
nervoso central. Mesmo em um ambiente escasso, o encéfalo se mantém nutrido devido a
adaptacdes fenotipicas, que tem como custo a resisténcia a insulina e tecidos periféricos. Ha
glicose livre no sangue, e o encéfalo ndo precisa de um transportador de glicose para entrar nas
células, ja que ¢ permeéavel a mesma, conforme Lund-Andersen (1979), o que ajuda a manter
seu equilibrio homeostatico.

Em modelos animais, devido ao seu aspecto controlado, essas alteracdes causadas por
uma dieta com baixo teor de proteinas sao mais bem observadas. Essas mudancas no
desenvolvimento das estruturas corporais afetam, particularmente o desenvolvimento dsseo
Bozzini et al. (2013). Uma dieta hipoproteica leva a uma mudanga estrutural no osso, na sec¢ao
transversa, na mineraliza¢ao, no tamanho e até na forca 6ssea (Bozzini ef al., 2013); Fetoui et
al. (2008). Diante disso, alguns estudos mostraram que, apesar da dieta pobre em proteinas
materna, o crescimento 6sseo defasado pode ser atenuado por mecanismos compensatorios que
induzem a osteogénese, segundo Lanham et al. (2020).

A atividade fisica ¢ o meio ndo medicamentoso pelo qual se tem mais evidéncias da
atenuacao dos prejuizos causados pelos insultos da dieta materna pobre em proteinas no
desenvolvimento da prole em seu periodo critico do desenvolvimento Nogueira ef al. (2019).
Essa capacidade de melhorar o funcionamento dos mecanismos que mantém a homeostase e

atenuar condicdes deletérias dos insultos do ambiente estd relacionada ao estresse propiciado
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pela atividade fisica. Por meio da supercompensacdo, o sistema imunoldgico, enddcrino,
cadiorrespiratorio € nervoso se torna mais preparados para estresses advindos do ambiente
(Nogueira et al., 2019; Weyh; Kriiger; Strasser, 2020; Pedersen, 2019).

Tendo em vista todas as consequéncias da dieta hipoproteica materna e os meios de
atenuagdo com a atividade fisica, o atual estudo tem como objetivo avaliar os impactos desta
dieta e do nivel de atividade fisica voluntéria sobre o comprimento corporal e tamanho do osso

da tibia.
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2 METODOLOGIA DA PESQUISA

2.1 Objetivos

2.1.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito da atividade fisica voluntaria no crescimento ¢ comprimento do 0sso

tibia de ratos wistar submetidos a dieta hipoproteica materna.

2.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Na prole:
1.  Investigar o comprimento e as medidas murinométricas durante os 20 primeiros dias de
adaptagao;
2. Quantificar a distancia percorrida (KM), velocidade média e maxima (m/s) e tempo médio
de atividade (min) no cicloergdmetro;
3. Analisar o comprimento longitudinal;

4.  Examinar o comprimento do osso tibia.

2.2 Métodos

2.2.1 TIPO DO ESTUDO

O atual estudo trata de um estudo experimental pré-clinico.

2.2.2 SOBRE OS ANIMAIS

Ratos da linhagem Wistar Albinas, (Rattus Norvegicus) (n=16), com peso de 200-250
gramas e idades entre 80-90 dias, foram alojados no biotério de experimentacdo com
temperatura e iluminag@o controladas. Temperatura de 23+- 2 e ciclo claro escuro 12h/12h com
o ciclo claro se iniciando as (20h00min as 08h00min) e o ciclo escuro (08h00min as 20h00min).
Em seguida, duas fémeas e um macho foram colocados para acasalar numa gaiola padrao de
polipropileno (33 x 40 x 17 cm) por um periodo de 1-5 dias. A deteccdo da presenga de
espermatozoides na cavidade vaginal, por esfregaco, da fémea foi no dia 0 da gestacdo. Os

animais tiveram livre disponibilidade de racdo e dgua durante todo o periodo experimental e
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ndo deterem de exposi¢do a nenhum protocolo de atividade fisica voluntaria durante o

acasalamento, gestacdo e lactacao.

2.2.3 SOBRE A DIETA

A dieta hipoproteica teve em sua composicao 8% de proteina,75% de carboidrato e 17%

lipidios enquanto a dieta controle foi 18% proteina, 65% de carboidrato e 17% de lipidios.

2.2.4 SOBRE A GAIOLA DE ATIVIDADE FiSICA VOLUNTARIA

A gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV) de acrilico tem as seguintes dimensoes:
27 cm de largura, 34 cm de altura e 61 cm de comprimento, e se tomou como base os dados da
tabela 1. Em uma das extremidades foi posicionado um cicloergdmetro com 27 cm de diametro,
composto por acrilico e raios em aco inoxidavel. Acoplado a gaiola e proximo ao
cicloergdbmetro houve um sistema de monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye,
model CC- VL810, Osaka, Japan) das grandezas fisicas: distdncia percorrida (km), tempo

(minutos), velocidade média (Km/h) e gasto caldrico (em Kcal).

Tabela 1 - Classificagdo dos grupos de acordo com o nivel de atividade fisica voluntéria
(distancia percorrida, gasto calorico e tempo) no cicloergdémetro.

GRUPOS DISTANCIA GA§TO TEMPO
EXPERIMENTAIS PERCORRIDA CALORICO (MIN/DIA)
(KM/DIA) (KM/S/DIA)
Controle 0 0 0
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 >120.0

Fonte: Muniz et al., 2014.
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2.2.5 MEDICOES VOLUNTARIAS DE ATIVIDADE FiSICA

Os filhotes com idades de 21 dias de vida foram previamente colocados em gaiolas de
atividade fisica voluntaria individual por um periodo de 20 dias. A atividade fisica dos ratos foi
avaliada pela movimentacao do cicloergdmetro (roda de corrida) e quantificada através dos
sensores acoplados na gaiola por meio das grandezas fisicas. Diariamente € no mesmo horario
(14h00min) foram anotadas as grandezas fisicas para: distancia percorrida (km), tempo
percorrido (min) e estimativa do gasto calorico (kcal). Estas grandezas foram utilizadas para
classificar o nivel de atividade fisica dos ratos.

A distancia foi determinada por contagem do numero de rotagdes, que € calculado pela
circunferéncia (84 cm) do cicloergdmetro. A circunferéncia e o didmetro do cicloergdometro
foram usados para calibrar o ciclocomputador e depois para calcular a velocidade média ¢ a
distancia percorrida. O gasto caldrico foi estimado integrando o valor calculado a partir da
velocidade em cada segundo. Todas as medidas de distancia percorrida, velocidade média,
tempo e calorias foram registradas diariamente durante todo o experimento, 21 dias de atividade
fisica voluntéria.

A pos o desmame os filhotes foram alojados em gaiolas individuais de atividade fisica
voluntaria por 21 dias, para ap6s esse periodo, determinar o nivel de atividade fisica e classifica-

los em ratos pouco ativos (PA) ou ativos (A) de acordo com a tabela 1

2.2.6  COMPRIMENTO DO OSSO TiBIA
Os ratos foram eutanasiados por decapitagdo aos 71° dia e sua tibia foi utilizada para

avaliacdo de crescimento 0sseo.

2.2.7 EIXO LONGITUDINAL

O comprimento longitudinal foi registrado semanalmente durante os 20 dias do periodo

de adaptacdo a atividade fisica voluntaria e 30 dias ap6s esse periodo.

2.2.8 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado para determinar a distribui¢do normal dos

dados. As medidas de distancia percorrida, estimativa de calorias queimadas, velocidade média
14



e tempo de atividade foram analisadas por ANOVA de duas vias, com atividade fisica e tempo
como fatores, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. Durante o periodo experimental, foram
realizadas analises estatisticas de peso corporal, ingestao alimentar pelo teste t de Student (ativo
vs pouco ativo). Todos os dados foram apresentados como média = SEM. A significancia foi
considerada para p <0,05. A andlise dos dados foi realizada pelo programa estatistico GraphPad

Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

2.2.9 ANIMAIS

Os animais foram classificados de acordo com seu nivel de atividade fisica e
se alocaram em quatro grupos: controle ativo (CA+), controle pouco ativo (CA-),
hipoproteico ativo (HA+) e hipoproteico pouco ativo (HA-), como exposto no quadro

1.

Quadro 1 - Classificagdo dos animais de
acordo com o nivel de atividade
fisica exercido por eles.

GRUPOS N° DE ANIMAIS
CA+ 4
CA- 2
HA+ 4
HA- 2

Fonte: O autor.
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eixo longitudinal

No eixo longitudinal (grafico 1) houve diferenca significativa entre o hipoproteico
pouco ativo comparado ao grupo controle pouco ativo € nas trés primeiras semanas de
intervencdo. Na primeira e terceira semana as medias do grupo controle pouco ativo foram
respectivamente 114,5 + 7 ,5 e 149,3 + 8,7. O grupo hipoproteico pouco ativo teve sua média

na primeira e terceira semana respectivamente 49,6 = 0,2 ¢ 88 + 2,8.

Grifico 1- Eixo longitudinal da prole de maes com dieta
hipoproteica e controle, sendo controle menos
ativo (CA-), controle ativo (CA +) hipoproteico
menos ativo (HA-), hipoproteico ativo (HA +).

%* %k * %k % %k %k ns
200 : O CA
E b ,
£ 4504 4 {. mm CA+
E mm HA-
g 100+ 1 HA+
O
s
= 50+
o
X
L
0 LB
21 28 35 42

Dias de vida

3.2 Comprimento da tibia

Nao houve diferenga significativa entre os grupos no tamanho da tibia (grafico 2). O
grupo controle ativo e o controle pouco ativo tiveram uma média respectivamente de 3,43+ 0,25
e 3,5 = 0,14. Os grupos hipoproteico ativo e pouco ativo tiveram uma média de tamanho da

tibia, respectivamente de 3,4 =0 e 3,4 + 0.
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Grafico 2 - Tamanho da tibia da prole de maes com dieta
hipoproteica e controle, sendo controle menos
ativo (CA-), controle ativo (CA+) hipoproteico

1 1
CA- CA+ HA- HA+
menos ativo (HA-), hipoproteico ativo (HA+).

Fonte: O autor.

3.3 Velocidade média (Km/h)

Quanto a velocidade média (gréafico 3), ndo houve diferenca significativa entre os grupos
(CA+), (CA-), (HA+) e (HA-). As médias da velocidade média das trés semanas,
respectivamente, dos grupos foram: (CA) 1,8 £0,3;2,5+0,1; 2,9+ 0,2; (CA+) 1,9 +£0,1; 2,8
+1;2,9 £1,1; (HA-) 1,7 £0,4;2,3+0,5;2,5+04; (HA+)1,8£0,1;2,1+£0,2; 2,4 +£0,2.

Grafico 3 - Parametro de atividade fisica voluntéaria para prole de
maes com dieta hipoproteica e controle, sendo controle
menos ativo (CA-), controle ativo (CA+) hipoproteico
menos ativo (HA-), hipoproteico ativo (HA+) em
velocidade média.

4-
E 1 CA-
Es— mm CA+
2 = § mm HA-
54 E
] 24 1 HA+
(]
°
3
— 1_.
-
>

0 -

1 2 3

Semana de adaptagao
Fonte: O autor.
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3.4 Tempo médio (minutos)

Quanto ao tempo médio (grafico 4), ndo houve diferenca significativa entre os grupos
(CA+), (CA-), (HA+) e (HA-). As médias tempo médio das trés semanas, respectivamente, dos
grupos foram: (CA-) 31,14 + 36,83; 18,62 + 10,53; 19,4 = 0,2; (CA+) 23,66 + 16,42; 20,20 +
9,08; 32,35 + 23,76); (HA-) 14,28 £ 7,89; 19,41 £+ 0,87; 21,04 £ 0,94; (HA+) 36,47 + 22,54;
39,87 +17,11; 36,79 = 13,05.

Grifico 4 - Parametro de atividade fisica voluntaria para
prole de maes com dieta hipoproteica e
controle, sendo controle menos ativo (CA-),
controle ativo (CA+) hipoproteico menos
ativo (HA-), hipoproteico ativo (HA+). No
tempo médio em minutos de pratica de
atividade fisica voluntaria

60-
g = o
'é' mm CA+
'E 40- { mm HA-
L2 1 HA+
=]
‘O
E 20_
(]
o
£
(1]
[

0

1 2 3
Semana de adaptacao

Fonte: Os autores.

3.5 Distancia em (Km)

A distancia em Km nao houve diferenca significativa entre os grupos (CA+), (CA-),
(HA+) e (HA-) nas duas primeiras semanas, como ¢é possivel observar no gréafico 5. Quanto a
terceira semana houve uma diferenca significativa entre os grupos (CA-) e (HA-) com médias

na terceira semana respectivamente: 0,69 + 0,25 e 1,91 £ 0,22.

Grafico 5 - Parametro de atividade fisica voluntaria
para prole de maes com dieta hipoproteica e controle,
sendo controle menos ativo (CA-), controle ativo
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(CA+) hipoproteico menos ativo (HA-), hipoproteico
ativo (HA+). Na distancia percorrida.
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4  CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo encontrou diferencas significativas no comprimento do eixo
longitudinal entre os grupos (CA-) e (HA-), com menor comprimento para o grupo (HA-) até a
segunda semana. No entanto, ao chegar na terceira semana, essas diferengas ndo sao mais
observadas entre o comprimento do eixo longitudinal do grupo (HA-) comparado ao (CA-).
Esses dados corroboram o conceito de catch-up growth (Oke; Sohi; Hardy, 2020), que se baseia
nas respostas compensatorias do "fenotipo econdmico", no qual hd um aumento anormal do
desenvolvimento de diferentes 6rgaos e tecidos para atenuar os déficits do periodo de gestacao
e lactacdo, o chamado 'capital materno'. O catch-up growth tende a ocorrer no periodo pos-
lactacdo (Ramadan; Alshiraihi; Al-Karim, 2012), no mesmo periodo em que o comprimento do
eixo longitudinal entre os grupos (CA-) e (HA-), mostrando o inicio do catch-up growth do
grupo hipoproteico para compensar os insultos dados no periodo critico do desenvolvimento.

Quanto aos achados do comprimento da tibia, ndo foram observadas diferengas
significativas entre nenhum dos grupos (CA+), (CA-), (HA+) e (HA-). Este achado corrobora
o trabalho de Lanham et al. (2020), que ndo observaram diferencas no comprimento do 0sso
entre os grupos com baixa proteina na dieta e controle devido a mecanismos compensatorios de
"catch-up growth", mas observou diferencas na composi¢do, estrutura e forca. O presente
trabalho corrobora os achados de Kanakis ef al. (2020), que analisaram o comprimento da tibia
e da vértebra L5 do grupo hipoproteico e controle e ndo encontrou diferencas significativas,
mas houve diferencas na composi¢ao da microarquitetura 6ssea e na rede trabecular.

A partir dos atuais achados podemos verificar que ndo ha diferenca significativa entre
os grupos (CA+), (CA-), (HA+) e (HA-) na velocidade média (Km/h), distancia percorrida
(Km) e tempo (min) nas duas primeiras semanas. Tais achados ndo corroboram os achados de
outro estudo na literatura (Leszczynski; Visker; Ferguson, 2019), que observou menor tempo
médio de duragdo de corrida no grupo hipoproteico em comparagdo com o grupo controle. Além
do tempo de corrida, a velocidade média foi menor no grupo hipoprotéico em relagdo ao grupo
controle. No entanto, corrobora os resultados de (Pendergrast et al., 2020), que ndo observaram
diferencas significativas da dieta no nivel de atividade fisica voluntaria nem no volume total de
corrida.

A mudanga na ultima semana, na qual o grupo (HA-) teve maior distancia percorrida
que o grupo (CA-) corroboram os achados do comprimento do eixo longitudinal que teve uma
mudanga no desenvolvimento por causa do catch up growth. No caso da velocidade, os animais

do grupo hiperprotéico comecam a ter um maior nivel de atividade fisica voluntaria na tltima
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semana. Tais dados podem ter sua explicacdo nas mudangas mitocondriais no sistema nervoso
central da prole, cuja mae teve uma dieta hipoproteica. Essas mudangas estimulam o sistema
nervoso autonomo simpatico e consequente hiperativagdo do comportamento ansioso
(Lagranha et al., 2018). Tendo em vista isso as discordancias de resultados desta pesquisa
podem ter ocorrido devido ao tempo de intervencao do atual estudo e um pequeno niimero

amostral.
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5 CONCLUSAO

Em conclusdo, pode-se afirmar que a restricdo proteica durante a gestagdo e lactagcdo
provocou redugdo no crescimento longitudinal, mas nao no comprimento do osso tibia. E parece
que a atividade fisica voluntaria atenuou a diminui¢do do crescimento, € nao teve repercussoes
no comprimento da tibia. No entanto, ¢ necessario um maior nimero de animais para conclusoes
mais robustas em pesquisas futuras, a fim de determinar as influéncias da dieta materna e da

atividade fisica voluntaria.
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