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RESUMO

Nos periodos criticos de desenvolvimento do organismo, estimulos ambientais como o exercicio fisico e
a dieta podem influenciar o fluxo placentdrio e o crescimento somatico fetal. O objetivo do presente estudo
foi avaliar as repercussdes do treinamento fisico e da desnutricado durante a gestacao sobre os eixos cranianos
de ratos neonatos. Ratos machos Wistar foram divididos de acordo com a manipulacdo de suas maes: néo
treinados controle (Cf, n = 25), treinados (Tf, n = 25), ndo treinados e desnutridos (Df, n = 25), treinados e
desnutridos (TDf, n = 25). Maes treinadas (T e TD) foram submetidas a oito semanas de treinamento fisico
moderado antes e durante a gestacao (60min/dia, cinco dias/sem a 65% do VO,,,,,). Mdes desnutridas (D e
TD) receberam dieta hipoproteica durante a gestagao (8% caseina) enquanto as nutridas (C e T) receberam
dieta normoproteica (17% caseina). No primeiro dia pos-natal foi verificado nimero de filhotes nascidos por
ninhada, peso da ninhada e peso ao nascer, eixo latero-lateral do cranio (ELLC) e anteroposterior do cranio
(EAPQC), eixo longitudinal do corpo (EL) e comprimento da cauda (CC) de cada neonato. No terceito dia pds-
parto, os encéfalos foram extraidos e pesados. Durante a gestacao, as fémeas dos grupos T e D apresentaram
menor ganho de peso em comparagao ao grupo C na terceira semana (C =344 + 1,3; T = 30,7 £ 0,60; D
=258+ 0,78, TD =299 + 0,83). Os grupos desnutridos apresentaram menor peso ao nascer em relacao
aos seus respectivos controles (C;=6,3 £0,1; T, =6,3 £ 0,1; D;=4,7 £ 0,07, TD; = 5,0 + 0,06). O grupo Dy
apresentou as medidas do ELLC (C;=9,8 £ 0,06; T;=9,8 + 0,05; D; = 9,2 £ 0,04; TD; = 9,6 + 0,13) e EAPC (
=181+01;T,=182+0,1; D;= 17,5+ 0,1; TD; = 18,0 £ 0,2) menores comparadas aos filhotes controles.
Com base nos resultados, pode-se concluir que a desnutri¢cdo no periodo fetal alterou o desenvolvimento
somatico enquanto o treinamento fisico influenciou positivamente os eixos do cranio dos conceptos.

Palavras-chave: craniometria, esforco fisico, desnutricdo proteica, desenvolvimento fetal.

ABSTRACT

In critical periods of body development, environmental stimuli such as physical exercise and diet may
influence on placental flow and fetal somatic growth. The aim of this study was to evaluate the effects
of physical training and malnutrition during pregnancy on the skull axis of newborn rats. Male Wistar rats
were divided according to manipulation of their mothers: untrained control ( Cf n = 25), trained (T, n =
25), untrained and malnourished (Mg, n = 25), trained and malnourished (TM¢, n = 25). Trained mothers
(T and TM) were submitted to 8 weeks of moderate physical training before and during pregnancy (60min/
day, 5 days/wk to 65% of VO2,,,,). Malnourished mothers (M and TM) received a low protein diet during
pregnancy (8% casein) while the nourished (C and T) were fed with normal diet (17% casein). On the 1st
postnatal day, the number of pups born per litter, litter weight and birth weight, latero-lateral axis of skull
(LLAS) and antero-posterior axis of skull (APAS), longitudinal axis of the body (LA) and length of tail (LT) of
each neonate were verified. On the 3rd day after delivery, the brains were extracted and weighed. During
pregnancy, the females of the T and M groups showed lower weight gain compared with group C at 3rd
week (C=344+13,T=307 £+ 060, M =258+ 0.78, TM = 29.9 + 0.83). The malnourished group had
lower birth weight in relation to their respective controls (Cr=63 £ 0.1, Tf=63 £ 0.1, Mg =47 £ 0.07; TM¢
= 5.0 £0.06). Group Mg presented measures of LLAS (Cf=9.8 £ 0.06, Tf= 9.8 £ 0.05, Mg=92 £ 0.04; TM¢ =
9.6 +0.13) and EAPC (Cf: 18101, Tf=182+£0.1, Mg=175+£0.1,TMg=180 + 0.2) lower compared to
controls. Based on the results, it can be concluded that malnutrition during fetal period changed somatic
development, while physical training positively influenced on the skull axis of the concepts.

Keywords: craniometry, physical exertion, protein malnutrition, fetal development.
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INTRODUCAO

Durante a vida fetal, neonatal e infancia, tecidos e érgaos apresen-
tam perfodos criticos para sua maturacao e desenvolvimento™. Nestes
periodos, estimulos ambientais, como estresse, dlcool, fumo, farma-
cos, hipdxia, nutricao e atividade fisica influenciam na estruturacio
dos sistemas fisiolégicos®. Destes estimulos, a nutricdo e o estilo de
vida da mée séo determinantes para o desenvolvimento de padrdes
metabolicos e crescimento somatico do feto®.

Vérios estudos tém verificado uma relacdo entre a nutricdo no pe-
riodo fetal e neonatal e o crescimento e desenvolvimento organico®®,
Em ratos, uma dieta deficiente (8% de proteina) resultou em alteracdo
no desenvolvimento e tamanho do cérebro, no nimero de neurdnios,
aprendizagem e memoria, na ontogénese de reflexos e no padrao
de atividade locomotora®®19, O aporte inadequado de nutrientes e
oxigénio pode ser o principal mecanismo que acarreta prejuizos ao
crescimento feto-placentario®.

Por outro lado, o exercicio fisico durante a gestacdo pode ter
repercussées positivas no desenvolvimento fetal™. Contudo, o be-
neficio do exercicio fisico vai depender do momento da gestacdo
e da magnitude do esforco (intensidade, duragdo e frequéncia das
sessdes de exercicio)'>'3. Em humanos, estudos apontam que exerci-
cios fisicos de intensidade moderada iniciados nos primeiros estagios
da gestacdo podem aumentar o fluxo sanguineo placentério com
repercussoes positivas sobre o crescimento intrauterino®'4. Por outro
lado, os exercicios fisicos intensos e altas rotinas didrias de ativida-
de fisica durante a gestagao estdo associados com baixo peso ao
nascer!#1>19 Em animais, ratas exercitadas em esteira ergométrica
(20m/min, duragdo de 20 a 70 minutos/dia, cinco dias/semana, a 10°
de inclinagdo) apresentaram menores niveis de insulina plasmatica
e o peso fetal e da ninhada nao foram afetados!”. No sistema ner-
voso, Pamnpiansil et al. (2003)"® verificaram que em filhotes de ratas
submetidas a um protocolo de treinamento em esteira (20m/min,
30min/dia, cinco dias/semana, com aproximadamente 70% do VO, ,,)
durante a gestacao, houve aumento na expressdo de mRNA de fatores
neurotréficos derivados do cérebro (BDNF) no hipocampo cerebral e
maior habilidade na aprendizagem motora espacial. Ainda, Amorim
et al. (2009)" constataram que o treinamento fisico moderado (1h/
dia, cinco dias/semana, durante sete semanas, com aproximadamente
659% VO,,5) Nao alterou o consumo de oxigénio de repouso de ratas
treinadas e desnutridas em relacdo aos animais controles e repercutiu
positivamente na taxa de crescimento de sua prole até os 90 dias.

Uma vez que a desnutricdo fetal estd associada a um déficit no
desenvolvimento fetal e que o treinamento fisico de intensidade mo-
derada pode atenuar estas alteracdes, o presente estudo tem como
objetivo investigar a influéncia do treinamento fisico e da desnutricao
gestacional sobre os eixos corporais, comprimento da cauda e o peso
do encéfalo de ratos neonatos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 20 ratas albinas Wistar primiparas (peso corporal =
200 == 15@) provenientes da colénia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em bio-
tério com temperatura de 23 = 2°C, e ciclo claro/escuro (claro das 21:00 as
09:00h, escuro das 9:00 as 21:00h). Até o periodo do acasalamento, as ratas
receberam dieta padréo de biotério (52% carboidrato, 21% proteina e 4%
lipidios — Racao Labina®, Agribrands-Purina Ltda, Paulinia, SP, Brasil) e dgua
ad libitum. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimen-
tacao Animal do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
de Pernambuco e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) - n° 23076.000312/2006-39.
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As ratas foram inicialmente divididas em dois grupos: néo treinado
controle (C, n = 10) e treinado (T, n = 10). O grupo T foi submetido a
um protocolo de treinamento fisico moderado (60 minutos/dia, cinco
dias/semana, durante oito semanas, com intensidade de aproxima-
damente 65% do VO,,,,) em esteira ergométrica adaptada para ratos
(Insight® — SP, Brasil).

Apds cinco semanas de treino, as ratas foram acasaladas com ma-
chos da mesma linhagem (duas ratas para cada um rato). Foi considera-
do como provével dia da concepcao a visualizagdo de espermatozoides
em lamina, em microscopio de luz, apds coleta do esfregago vaginal®.
Assim, metade dos animais de cada grupo recebeu dieta normopro-
teica (casefna a 17%) e a outra metade recebeu dieta hipoproteica
(casefna a 8%), sendo formados mais dois grupos experimentais: ndo
treinado controle (C, n = 5), treinado (T, n = 5) e ndo treinado desnutrido
(D, n = 5), treinado desnutrido (T-D, n = 5). Os grupos T mantiveram
0 programa de treinamento, com duragdo e intensidade progressiva-
mente reduzida (primeira semana = 50min/dia, sequnda semana =
30min/dia, terceira semana = 20min/dia; cinco dias/semana, durante
oito semanas, com intensidade de aproximadamente 40% do VO,,,.)
até o 19 dia de gestacdo. Ap6s o nascimento, ninhadas com seis fi-
lhotes machos foram divididos em quatro grupos de acordo com a
manipulacdo de suas maes (CCCCCCCT, n = 25, provenientes de mées
T, Dy n = 25, provenientes de maes D; e TD;, n = 25, provenientes de
maes TD). Na lactacao, todas as ratas receberam dieta a base de caseina
a 17% até o terceiro dia pds-parto.

Avaliacao do peso corporal

As ratas foram pesadas semanalmente em balanca eletrénica
(Marte®, modelo S-4000, com sensibilidade de 0,1g — MG, Brasil), no
periodo pré-gestacional, e diariamente, na gestagao. O percentual de
ganho de peso corporal das mées foi calculado tendo como base o
peso do primeiro dia de avaliacdo, sequndo a formula:

9% ganho de peso = [peso do dia (g) x 100/ peso do 12 dia (g)] - 100

No nascimento, foi verificado o nimero de filhotes nascidos por
ninhada, peso da ninhada (g) e peso corporal (g) de cada neonato.

Avaliacdo murinométrica e extracao dos encéfalos

No primeiro dia pds-natal, foram determinadas as seguintes medidas
(em milimetros — mm) dos filhotes de acordo com as técnicas murino-
métricas sugeridas por Barros etal© e Silva et al®: a) eixo latero-lateral do
cranio (ELLC), linha perpendicular ao eixo longitudinal do cranio a qual
divide ao meio os pavilhdes auriculares; b) eixo anteroposterior do cranio
(EAPQ), linha média da extremidade do focinho a regido externa da crista
occipital; ) eixo longitudinal do corpo (EL), distdncia entre a extremidade
dofocinho a extremidade posterior do corpo; d) comprimento da cauda
(CO), distancia entre a extremidade posterior do corpo a extremidade da
cauda. As medidas foram realizadas com um paquimetro com acuracia
de 0,01mm (Starret® — SP, Brasil).

No terceiro dia apds 0 nascimento, os neonatos foram sacrificados
por decaptacao e os encéfalos foram extraidos, lavados em solucao de
NaCl a 0,9%e pesados em balanca eletrénica (Marte®, modelo AL 500,
com sensibilidade de 0,001g — MG, Brasil).

Analise estatistica

Para comparagao de parametros das ratas durante o treinamen-
to foi utilizado o t-test Student. Coeficiente de correlacdo de Pearson
foi utilizado para correlacionar ganho de peso na gestacdo com
numero de filhotes nascidos por méae. Para comparacéo entre 0s
grupos experimentais formados foi utilizada ANOVA two-way, de
medidas repetidas, sequida do teste post-hoc de Bonferroni para
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comparagao multipla. Os valores estao expressos em média e erro
padréo da média. O nivel de significancia foi mantido em 5% (p < 0,05)
em todos 0s casos. As andlises dos dados foram realizadas através do
programa estatistico Graphpad Prisma® (versao 4.0).

RESULTADOS

Apds as cinco semanas que precederam a concepgao, 0 ganho de
peso corporal de ambos 0s grupos foi semelhante (C=10,2% e T=_8,6%,
p >0,05). Durante a gestacgao, as fémeas dos grupos T e D apresentaram
menor ganho de peso em comparacao ao grupo C na terceira semana
(figura 1). Dados foram ajustados para o nimero de filhotes nascidos de
cadamae[C,12(9-13);T,10(8-14);D, 11 (7-12);eTD, 12 (7-12); os valores
estdo expressos como mediana (minimo e méaximo)], e o coeficiente
de correlacdo entre o numero de filhotes nascidos e o ganho de peso
corporal das maes néo foi significante (*=0,16; p = 0,485).
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Figura 1. Ganho de peso corporal das mées durante as trés semanas de gestacao.
Grupos: NT-N (n=5); T-N (n=5); NT-D (n=5) e T-D (n=5). Os dados estdo representados
em média+EPM. *p<0,05 vs NT-N, #p<0,05 vs NT-D. ANOVA two-way, de medidas
repetidas, seguida do Teste de Bonferroni.

Os filhotes provindos de mées submetidas a desnutricdo na gesta-
¢&0 apresentaram Um mMenor peso corporal ao nascer em relacao aos
seus respectivos controles (figura 2).
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Figura 2. Peso ao nascer dos filhotes. Grupos: C; (n = 25); T¢ (n = 25); D¢ (n = 25) e
TDy (n = 25). Os dados estao representados em média + EPM. *p < 0,05 vs. C. ANOVA
two-way, de medidas repetidas, seguida do Teste de Bonferroni.

Quanto ao tamanho dos eixos corporais dos filhotes, os animais do
grupo Dy apresentaram as medidas do ELLC e EAPC menores compara-
das aos filhotes controles (figura 3). Nao houve diferenca para o EL (NT-
Ng=47,120,18; T-Ng= 47,240,60; NT-Dy= 46,2:+0,28; T-D=46,7+0,58), CC
(NT-Nf= 15,540,122, T-N=15,8+0,26; NT-Dy= 14,9+0,15; T-Dg= 15,320,18)
e peso relativo dos encéfalos entre os grupos (NT-Nf= 3,87+0,1 0; T-N=
431+0,31; NT—Df: 442+017; T—sz 3,81+0,08).
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Figura 3. Tamanho do ELLC, EAPC e EL dos filhotes. Grupos: C; (n = 25); T¢ (n = 25); D¢ (n
=25)eTD;(n = 25). Os dados estéo representados em média + EPM. *p < 0,05 vs. C, #p
< 0,05 vs. D. ANOVA two-way, de medidas repetidas, sequida do Teste de Bonferroni.

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
dois estimulos ambientais, treinamento fisico e desnutricao, sobre 0s
eixos cranianos de filhotes ao nascer. A desnutricio, quando aplica-
da no inicio da vida, pode estar associada a déficits no crescimento e
desenvolvimento®”). Por outro lado, o treinamento fisico leve e modera-
do durante a gestagdo tem sido considerado um estimulo positivo para
o crescimento feto-placental®!?.

O ganho de peso materno durante a gestacdo tem por finalidade
acumular reservas energéticas para o desenvolvimento embrionario®.
Em relacdo a desnutricao durante a gestacao, nossos resultados corrobo-
ram dados encontrados na literatura, 0s quais verificaram que o uso de
dietas hipoproteicas (8% de caseina) e restricao de dieta controle (50%
da quantidade) induziram déficits no peso corporal das maes®”.

Exercicios fisicos regulares durante a gestacdo podem ser estra-
tégias efetivas para o controle no ganho de peso!*?". No presente
estudo, o treinamento fisico durante a gestacdo induziu reducdo no
ganho de peso corporal materno. Em contraste, Treadway et al. (1986)
23 observaram que ratas submetidas somente ao treino (31m/min,
2h/dia, cinco dias/semana, oito semanas; durante a gestacao: 27m/
min, Th/dia) apresentaram maior ganho de peso durante a gestagao.
Nossos achados fornecem indicios de que o treinamento no periodo
gestacional possa ter induzido ganho de massa muscular e redugao
de tecido adiposo'3.
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A disponibilidade de nutrientes é essencial para manutencao da
funcao placentaria e formacao fetal. Ozanne e Hales®¥ associam a des-
nutricdo precoce com uma redugao dos depdsitos maternos, compro-
metimento no fluxo feto-placentario e na taxa de divisdo celular nos
tecidos e 6rgdos dos fetos. Estudos adotando modelo de restricdo na
quantidade da dieta verificaram reducdo no peso corporal ao nascer,
no tamanho do neonato e no peso de érgaos’”?2. Por sua vez, o
exercicio fisico induz flutuacdes intermitentes na oferta de substratos.
Desta forma, é produzido um estimulo recorrente que, mesmo diante
da privacao, ocorre difusdo de nutrientes e oxigénio para o feto®. Amo-
rim et al"? verificaram que o treinamento fisico moderado atenuou os
impactos de uma dieta hipoproteica sobre o consumo de oxigénio de
repouso de ratas durante a gestagdo e aumentou a taxa de crescimento
de sua prole até os 90 dias. Exercicios fisicos moderados realizados du-
rante a gestagao podem estimular mecanismos que incluem aumento
do aporte de nutrientes e oxigénio para o feto, através do incremento
no fluxo placentério, repercutindo no peso ao nascer®.

Estudos prévios demonstram que a desnutricdo fetal e neonatal
pode alterar o tamanho dos eixos cranianos e crescimento cerebral®®,
Avaliacdo das medidas cranianas é muito utilizada em estudos com
humanos e experimentais e apresenta relagao direta com insultos nu-
tricionais precoces e o desenvolvimento do sistema nervoso®29, Além
do peso como indicador de complicacdes intrauterinas, a verificacdo de
medidas craniofaciais é fundamental para identificacdo da existéncia
de anormalidades, como reducéo da massa cerebral, do comprometi-
mento no desenvolvimento neuromotor e dos processos que influen-
ciam a génese de patologias na idade adulta®?. Nossos resultados
apontam que a desnutricdo fetal foi determinante para diminuicdo
no tamanho dos eixos cranianos. Silva et al®, utilizando modelo de
desnutricao através de dieta com 8% de proteina (DBR - dieta bésica
regional) observaram também reducdo nas medidas dos animais des-
nutridos. Sobre o desenvolvimento do sistema nervoso, Bennis-Taleb
e Remacle®”, submetendo ratas a dieta hipoproteica (8% de proteina)
durante a gestacdo, observaram, na prole, alteracdo na densidade de
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vasos sanguineos do cortex cerebral no terceiro dia pds-parto e redu-
¢do na vascularizacdo na idade adulta.

Escassos sdo os estudos que verificam a influéncia do exercicio
sobre o desenvolvimento do sistema nervoso e medidas cranianas. En-
tretanto, parece que o exercicio fisico é efetivo para proteger o cérebro.
Parnpiansil et al"®, verificando a influéncia do exercicio fisico sobre o
desenvolvimento do encéfalo, observaram em filhotes de ratas exercita-
das em esteira aumento na expressao de mRNA de BDNF. No presente
estudo, o protocolo de treino utilizado parece ter sido eficiente, pois
os filhotes do grupo treinado e treinado desnutrido ndo apresentaram
diferencas no tamanho dos eixos cranianos em relacdo aos animais
controle. Se o treinamento fisico durante a gestacdo aumenta o fluxo
placentdrio e a oferta de nutrientes e oxigénio para o feto®, a hipdtese
que tenha ocorrido preservacdo das estruturas craniofaciais por um
mecanismo de neuroprotecao parece plausivel®@®.

Conforme nossos achados, é possivel que o treinamento de intensi-
dade leve a moderada possa atenuar as consequéncias da desnutricao
no periodo critico do desenvolvimento. Pelo que jé foi aventado, parece
que a maior irrigacdo feto-placentéria e disponibilidade de nutrientes
e oxigénio neste periodo, proporcionada pelo aumento da demanda
em consequéncia do esforco, é favordvel para programar o crescimento
intrauterino. A relevancia do tema aponta a necessidade de continuida-
de nas investigacdes, verificando a influéncia do treinamento materno
associado a dieta sobre a neuroplasticidade e o desenvolvimento neu-
romotor destes animais em diferentes idades.
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