A Natacao Minimiza o Retardo no
Crescimento Somatico e Osseo de Ratos?

Does Swimming Minimize Somatic and Bone

CIENCIAS DO EXERCICIO
E DO ESPORTE

ARTIGO ORIGINAL

Growth Delay in Rats?

Ana Cristina Falcdo Esteves'
Fabiana Soares Bizarria’

Marcos Paulo Galdino Coutinho?
Tamara Kelly Delgado Paes Barreto?
Maria do Socorro Brasileiro-Santos?
Silvia Regina Arruda de Moraes?

1. Programa de Pés-Graduagdo em
Patologia, Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal de
Pernambuco - Recife, PE.

2. Departamento de Anatomia,
Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de
Pernambuco - Recife, PE.

3. Departamento de Educagéo Fisica
Centro de Ciéncia da Saude
Universidade Federal da Paraiba,
Jodo Pessoa - PB

Endereco para correspondéncia:
Rua Adolfo Ciriaco, 169, casa A11,
Prado - 50720-280, Recife-PE.
E-mail: sramoraes@gmail.com

368

RESUMO

A formacdo 6ssea é regulada por fatores hormonais e modificada por estimulos extrinsecos, como a prati-
ca de exercicios. Avaliou-se o efeito da natacdo sobre o crescimento somético e ésseo de ratas submetidas a
dois modelos experimentais a fim de reproduzir déficit hormonal. Utilizou-se 28 ratas Wistar neonatas fémeas
separadas em: grupo Glutamato Monossodico (GluM, n = 14; solucdo de GM 4.0mg/g, dias alternados, primei-
ros 14 dias de vida) e grupo Salina (Sal, n = 14; solucao salina). Peso corpdreo e mensuracdes murinométricas
(eixos laterolateral, anteroposterior do cranio — LLC/APC — e comprimento da cauda — CC) foram avaliados do
primeiro ao 30° dia de vida. Aos 60 dias, o Grupo GluM foi ovariectomizado (GIuMO) e o sal apenas passou pelo
estresse cirdrgico. Entdo, metade dos animais de cada grupo iniciou o programa de natagdo (12 semanas, cinco
dias/semanas, 60 min/sessao) resultando nos seguintes grupos experimentais: Salina Sedentéario (Salsed, n =7),
Salina Natacdo (Salnat, n = 7), Glutamato Ovariectomia Sedentario (GluMOsed, n = 7) e Glutamato Ovariectomia
Natacdo (GluMOnat, n = 7). Ao final do experimento o fémur direito foi pesado e seu comprimento avaliado.
Nos 30 dias iniciais, GluM reduziu o peso corpéreo e os eixos LLC, APC e CC comparado ao grupo SAL. Aos 60
dias, 0 peso corpoéreo do GLUM permaneceu menor comparado ao SAL e ao final foi similar entre os grupos
SALsed e SALnat e, GLUMOsed e GluMOnat. Porém, houve reducao no peso do GlutMOsed comparado ao
SALsed. A natacéo favoreceu o peso do fémur no SAL e ndo o alterou entre os GluMOsed e GluMOnat, entre-
tanto, houve aumento no grupo SALsed comparado ao GluMOsed. No comprimento, o SALnat foi similar ao
SALsed e o mesmo ocorreu entre GluMOnat e GluMOsed. Porém, SALsed apresentou comprimento maior que
GluMOsed. A natacdo nao foi capaz de reverter, em animais adultos jovens, os efeitos provocados por situacoes
de desequilibrio corpéreo induzidas precocemente no tecido 6sseo.

Palavras-chave: tecido ¢sseo, crescimento corpdreo, ovariectomia, natagao.

ABSTRACT

The bone formation is regulated by hormonal factors and modified by extrinsic stimuli, such as practice of
exercises. The effect of swimming on the somatic and bone growth of female rats subjected to two experimental
models to reproduce hormone deficiency was assessed.Twenty-eight Wistar, neonate female rats separated
in two groups: Monosodium glutamate (MGlu, n = 14; solution of monosodium glutamate 4.0mg/g, alternate
days, first 14 days of life) and Saline Group (SAL, n = 14; saline solution. Body weight and measurements
of somatic development (latero-lateral axis of the skull, anterior-posterior axis of the skull - LLS / APS - and
length of the tail - LT) were evaluated from the 1st to the 30th day of life. At 60 days of life, the MGlu group
was ovariectomized and SAL just went though surgical stress. Subsequently, half of the animals in each group
started the swimming training (12 weeks, 5 days/week, 60 min/session), resulting in the following experimental
groups: Sedentary saline (Sedsal, n = 7), Swimming saline (Swisal, n = 7), Sedentary glutamate ovariectomy
(SedMGIUO, n = 7) and Swimming glutamate ovariectomy (SwiMGIuO, n = 7).At the end of the experiment,
the right femur was weighed and its length assessed. At the 30 initial days, the MGlu group reduced its body
weight and the LLS, APC and LT compared to SAL. At day 60, body weight of MGlu group remained lower
and at the end of the experiment it was similar between Swisal and Sedsal groups; SedMGLUO and SwiMGluO
groups. However, weight reduction was observed in SedMGlutO compared to SedSAL. Swimming helped the
weight of the femur in the SAL and did not alter it between SedMGIuO and SwiMGIuO, but it increased in
Sedsal compared to SedMGIuO group. In length, the SwiSal was similar to Sedsal and the same situation oc-
curred between SwiMGIuO and SedMGIuO. However, Sedsal group presented greater length than SedMGIuO.
Swimming was not able to reverse the effects caused by situations of body imbalance early induced in the
bone tissue in young adult animals.

Keywords: tissue, body growth, ovariectomy, swimming.
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INTRODUCAO

Durante a vida, 0 0ss0 estad em continuo processo de formacéo e
reabsorcéo, em que, 0 aumento ou a perda da massa éssea depende do
balanco entre esses processos!” que sdo regulados sistematicamente
por horménios, dentre eles, os ovarianos e os da hipofisel.

Além dos fatores hormonais, a massa 6ssea também pode ser
modificada por estimulos extrinsecos, tais como a pratica regular de
exercicios fisicos®, os quais geram forcas mecanicas que aplicadas aos
0ss0s podem modificar sua estrutura e morfologia®. Portanto, estudar a
influéncia da atividade fisica na dindmica do esqueleto tem provocado
grande interesse por sua importancia na arquitetura éssea.

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

A administracdo de glutamato monossodico (GluM) em ratos, no
periodo neonatal, causa destruicdo na maior parte dos neurénios pro-
dutores do horménio liberador do hormonio de crescimento (GHRH) e
tem sido um modelo bastante utilizado para estudos sobre a deficiéncia
do horménio de crescimento (GH)®'3). Por outro lado, a ovariectomia
é considerada um modelo apropriado para a investigacéo dos efeitos
da deficiéncia do estrégeno!'?, o qual é de grande importancia para a
manutencao da remodelacao ¢ssea normal®. Desta forma, este estudo
utilizou dois modelos associados para reproduzir o déficit hormonal
com suas repercussoes no tecido 6sseo e avaliar o efeito do exercicio
de natacao sobre esse tecido em ratas na idade adulta.

METODOS

Foram utilizadas 28 ratas neonatas da linhagem Wistar, fémeas
(colonia de criagdo do Departamento de Nutricdo da UFPE), foram
mantidas em gaiolas coletivas em condi¢des controladas de tempe-
ratura (22 + 100), ciclo claro/escuro de 12/12 horas e com livre acesso
a dieta padrdo e agua filtrada. Este estudo foi aprovado pela Comis-
séo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro Ciéncias Bioldgi-
cas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), oficio n°
23076.018024/2007-11, e seguiu as normas recomendadas pelo Comité
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

A partir do primeiro dia de vida os animais foram separados ale-
atoriamente, inicialmente em dois grupos: Glutamato Monossodico
(GluM, n = 14) e Salina (SAL, n = 14). Os animais do grupo GluM re-
ceberam uma solucédo de glutamato monossoddico via subcutanea na
dose de 4mg/g de peso em dias alternados nos primeiros 14 dias de
vida'®, enquanto que os animais do grupo SAL receberam solucao
salina na mesma dose e frequéncia. Todos os animais foram pesados
diariamente do primeiro ao 30° dia apds o nascimento (Balanca Digital
Smart), no 60° dia de vida e ao final do experimento (Balanca Filizola).
Foi avaliado o desenvolvimento somatico dos animais através de men-
suracoes didrias nos primeiros 30 dias de vida, considerando os eixos
laterolateral e anteroposterior do cranio (LLC e APC) e o comprimento
da cauda (CQ)7,

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

Uma semana antes do procedimento cirdrgico, metade dos animais
de cada grupo iniciou a fase de adaptacao do programa de exercicio
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de nado livrel'®. A atividade ocorreu em um tanque de amianto com
capacidade de 500L e 4rea superficial para nado de 0,90m? possuindo
em sua base uma resisténcia acoplada a um termostato que permite
o controle da temperatura da dgua em torno de 32-36°C, trocada dia-
riamente. Durante a sessdo de exercicio os ratos eram monitorados
para evitar que tocassem nas laterais do recipiente. Os animais que
nao realizaram o exercicio de natacao foram mantidos separados em
gaiolas com aproximadamente 2cm de dgua durante o mesmo periodo
em que foi praticada a natacao pelo grupo exercitado. Desta forma,
foram submetidos indistintamente, ao mesmo tipo de estresse aqudtico
sem, contudo, realizar o esforco fisico. Apds o nado os animais foram
secados em toalhas e em seguida acondicionados a uma camara de
aquecimento (érea superficial de 0,25m?).

Apods o procedimento cirdrgico os animais permaneceram durante
uma semana em repouso e em seguida metade dos animais do Glu-
MO (Glutamato Monossodio Ovariectomizado) e do SAL reiniciaram o
protocolo de exercicio de natagdo durante dez semanas (tabela 1). Ao
final do experimento, todos os animais tiveram o fémur direito coletado,
pesado e mensurado o comprimento com auxilio de um paquimetro
(Western, 0,02mm).

Tabela 1. Protocolo de exercicio de natacéo.

Semanas Duracao

10 10 dia: 5 minutos

20 dia: 10 minutos

30 dia: 10 minutos

40 dia: 15 minutos

50 dia: 15 minutos

Final de Semana Cirurgia
20 Recuperacéo Cirdrgica
30 1o dia: 15 minutos

20 dia: 20 minutos

30 dia: 25 minutos

40 dia: 30 minutos

50 dia: 40 minutos

4o 10 dia: 45 minutos

20 dia: 50 minutos

30 dja: 55 minutos

40 dia: 60 minutos

50 dia: 60 minutos

50-120 60 minutos

A andlise estatistica foi realizada com o teste "t" de Student seguido
ou nao pelo teste de Mann-Whithney para a comparagao entre os
dois grupos.

RESULTADOS

Os animais tratados com glutamato monossédico (GLUM) apresen-
taram diminuicdo do peso corpdreo do quinto ao 30° dia (figura 1), da
dimenséo do eixo laterolateral (LLC) e do eixo anteroposterior do cranio
(APC) a partir do oitavo ao 30° dia (figura 2 e figura 3) e do comprimento
de cauda (CC) a partir do segundo até o 25° dia (figura 4).

Ao 60° dia de vida, 0 peso corpéreo do grupo GLUM permaneceu
menor em relacdo ao grupo SAL. Entretanto, aos 120° dias ndo houve
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Figura 1. Efeito da administracdo neonatal de glutamato monossédico sobre a evolucao ponderal de ratas fémeas Wistar. Dados apresentados em média + DP (n = 14 no
SAL e n = 14 no GluM). Testes estatisticos: teste t de Student e Mann Whitney, p < 0,05.
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Figura 4. Efeito da administracao neonatal de glutamato monossédico sobre o
Figura 2. Efeito da administracao neonatal de glutamato monossodico sobre 0 desenvolvimento da cauda de ratas fémeas Wistar. Dados apresentados em média
desenvolvimento do eixo laterolateral do cranio de ratas fémeas Wistar. Dados apre- + DP (n =14 no SAL e n = 14 no GluM). Testes estatisticos: teste t de Student e
sentados em média + DP (n = 14 no SAL e n = 14 no GluM). Testes estatisticos: teste Mann Whitney, p < 0,05.

t de Student e Mann Whitney, p < 0,05.

O exercicio de natacdo promoveu um aumento no peso do fémur
no grupo SAL, porém, o mesmo exercicio nao foi eficiente para promo-
ver diferenca do peso do fémur entre os animais tratados com gluta-
mato monossodio e ovariectomizados. O peso do fémur também se
apresentou maior nos animais do grupo SALsed quando comparados
a0 GluMOsed. O grupo SALnat ndo mostrou diferenca no comprimento
do fémur em relacdo ao grupo SALsed e esse resultado foi similar na

10,00 —o—GIuM comparagao entre os grupos GluMOnat e GluMOsed. Enquanto que
g:gg’ e na comparacao entre os grupos SALsed e GluMOsed observou-se um
135 7 9 1113 15 17 19 21 23 25 27 29 comprimento maior dos fémures do primeiro grupo (tabela 2).

Idade (dias)

- . — . — Tabela 2. Valores médios do peso corpoéreo, do peso e do comprimento do fémur
Figura 3. Efeito da administragdo neonatal de glutamato monossédico sobre 0 nos grupos experimentais ao final do experimento.

desenvolvimento do eixo anteroposterior do cranio de ratas fémeas Wistar. Dados
apresentados em média = DP (n = 14 no SAL e n = 14 no GluM). Testes estatisticos: Grupos | Peso corpéreo (g) | Peso fémur (mm) | Comprimento fémur (mm)
teste t de Student e Mann Whitney, p < 0,05. SALsed 2417 + 12, 0608 + 001 3351+ 052

SALnat 2377 +13.2 0,656 + 0,03b 33,12+ 0,60
diferenca no peso corpéreo entre 0s grupos SALsed (Salina Sedentario) e

} ) GluMOsed | 2048 + 18,7a 0,399 + 0,02¢ 2860 + 0,52 d

SALnat (Salina Natagdo) e entre os grupos GLUMOsed (Glutamato Monos-
s6dio Ovariectomizado Sedentario) e GluMOnat (Glutamato Monossédio _GluMOnat| 1903 +189 0,385 £ 0,009 28,27 £ 0,56

. . ~ = Valores expressos em média + DP de sete animais por grupo.
Ovarlectomlzado Natagao)- O gru pO GlutMOsed demonstrou redugao dO Teste t de Student (a SALsed vs. GluMOsed, bSALsed vs. SALnat, ¢ SALsed vs. GluMOsed, d SALsed vs.

peso corpdreo quando comparado ao grupo SALsed (tabela 2). GluMOsed, p < 0,001).
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DISCUSSAO

O ineditismo deste estudo foi avaliar o efeito de um programa
de treinamento aerébico numa situagdo em que foram associadas
duas intervencdes prejudiciais ao desenvolvimento corpéreo e ¢sseo
de animais. A primeira intervencdo foi a administragdo do glutamato
monossodico (GluM) em ratas no periodo neonatal, que segundo a
literatura, provoca lesdes agudas e irreversiveis. Essas lesoes afetam
principalmente a regido do nucleo arqueado e dependendo da dose
pode produzir a perda de até 80-90% dos neurdnios desta regiao, 0s
quais secretam o GHRH, horménio responsavel pelo estimulo da
secrecao do GH pela adeno-hipdfise®. Nesta condicdo, a atuacao do
GH no organismo € intensamente afetada®.

Estudos mostraram que a administracdo do GluM promove re-
ducdo no peso corpéreo de ratas®''¥ corroborando com os dados
desta pesquisa, embora neste caso a reducdo foi observada a partir
do quinto dia de vida. Entretanto, outros néo evidenciaram alteragcao
no peso destes animais(10) o que sugere que a discordancia dos re-
sultados possa estar relacionada as diferentes doses e frequéncias na
administracdo do glutamato monossédico adotadas nesses estudos.
Enquanto que a diminuicdo do peso corpéreo foi visto com a admi-
nistracdo de GM numa dose de 4mg/g de peso corpdreo num total de
cinco a seis inje¢des subcutaneas, em outros estudos, que obtiveram
resultados opostos, ou a dose fornecida era menor ou a frequéncia
de administracao era inferior as utilizadas nesse estudo. Na idade de
60 dias 0 peso corpéreo continuou menor no grupo GluM quando
comparado com o grupo Sal, indicando uma persisténcia no efeito
do GluM sobre o peso corporeo. Resultado semelhante foi também
observado por Thompson et al. (1996).

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

A segunda intervencéo foi a ovariectomia, que é utilizada como
modelo animal para estudos de deficiéncia do estrégeno, simulan-
do o perfodo pés-menopausa em humanos'. Este procedimento
foi realizado quando o animal atingiu 60 dias de vida, idade em que
a maturidade sexual do animal é alcancada e logo em seguida foi
iniciada a fase de exercicio fisico. A pratica regular de exercicio é con-
siderada uma influéncia positiva para o esqueleto e tem sido indicada
na prevencao e no tratamento de doencas®?. No presente estudo, a
associacdo de um protocolo de exercicio fisico de intensidade con-
siderada ndo exaustiva® logo ap6s a ovariectomia objetivou avaliar
se a pratica da natagcao poderia contribuir para atenuar os danos cau-
sados no tecido 6sseo em virtude das intervengdes promovidas no
seu metabolismo.

Ao final do experimento houve reducao do peso corpdreo nos ani-
mais que receberam glutamato monossédico e foram ovariectomizados.
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A ovariectomia é também referida na literatura como um modelo
experimental para a inducéo de obesidadel, porém néao ha relatos
sobre valores do peso corpéreo em animais que retiraram os ovarios
e receberam o GluM no periodo neonatal. Entretanto, no estudo de
Yeh et al. (1997)% onde foi associado hipofisectomia, outro modelo
usado para fins de déficit hormonal, a ovariectomia, o peso corpéreo
destes animais foi menor quando comparado com o grupo controle.
O peso corpoéreo final dos animais do grupo Glutamato Monossodico
Ovariectomizadas, apds o periodo da atividade de natagao, ndo foi
alterado. Da mesma forma, ndo foi observada interferéncia do exer-
cicio fisico sobre o peso corpéreo dos animais dos grupos Salina. O
mesmo resultado foi descrito em outros estudos com protocolos de
natacao semelhantes ao aplicado®®?®. Quando o exercicio de natagao
foi realizado em periodos de vida diferentes, observou-se que o peso
corpdreo so foi influenciado nos grupos que comegaram o exercicio
logo apods o desmame, ndo havendo alteragcdes quando o inicio foi
na idade adulta®”.

Ao analisarmos o peso do fémur foi observada uma reducéo
desse parametro nos animais tratados precocemente com GluM e
submetidos a ovariectomia. Do mesmo modo, no estudo de Yeh et
al. (1997)), foi verificado que o peso da vértebra L, de ratas subme-
tidas a ovariectomia e a hipofisectomia foi menor comparado com
0 grupo controle. A ovariectomia isoladamente induz a perda 6ssea
pela maior taxa de reabsorcdo comparada com a de formacao® e, a
partir dos resultados apresentados nesse estudo, demonstrou que, ao
ser associada a administracdo do GluM a taxa de formacdo e aumento
da reabsorcao 6ssea foi afetada numa dimensao maior.

Os 0s50s reagem aos estresses fisicos que Ihes sdo impostos atra-
vés das alteracdes em sua estrutura e no aumento de sua massa, e
estas alteracdes ocorrem se o estresse atingir uma forca efetiva mini-
ma, acima da qual os 0ssos irdo se adaptar®. O exercicio de natacao
promoveu um aumento no peso do fémur no grupo Salina, porém o
mesmo exercicio ndo foi eficiente para promover diferenca do peso
do fémur entre os animais tratados com GluM e ovariectomizadas,
demonstrando que o estresse ocasionado pelo modelo de atividade
fisica adotado nesse estudo ndo foi capaz de promover recuperagcao
ou minimizar os efeitos das duas intervencoes associadas. Na nata-
cdo, diferente do que ocorre na corrida, 0 ambiente aquético anula
a interacdo membro-solo, a acdo do peso corpodreo sobre 0 0sso e,
também, a acdo da forca da gravidade®. Desta forma, acredita-se que
o tipo de modalidade ndo tenha sido capaz de atingir a forca efetiva
minima necessaria para 0 0550 se adaptar.

Estudos que utilizaram a natagdo em animais sadios observaram
aumento no peso do Umero e da tibia de animais adultos jovens(8,26).
Quando associado a ovariectomia, o exercicio também promoveu me-
lhorias estruturais como formacao de osso cortical, aumento da densi-
dade e melhor suporte em testes mecanicos no fémur(18). Contudo,
para a elucidacdo dos possiveis mecanismos que estejam contribuin-
do para o remodelamento ésseo, neste caso onde associamos duas
intervencdes que impdem ajustes no metabolismo do osso, néo foi
encontrado informagdes na literatura.

Semelhante ao peso do fémur, o comprimento final deste osso
também foi afetado negativamente nos animais que receberam o
glutamato monossodico e foram ovariectomizadas. Ou seja, houve
uma reducdo na taxa de crescimento longitudinal dssea nestes ani-
mais. Outras investigacdes deste parametro mostraram sua reducao
em animais tratados com glutamato monossédico!'®'?13). Uma possivel
explicacao seria que a deficiéncia cronica de GHRH, ocasionada por
este modelo, resultou numa inibicao da secrecao de GH'%. A auséncia
de diferenca do comprimento 6sseo entre 0s grupos SAL exercitado
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com o nao exercitado e GluMOnat com GluMOsed demonstra que
mesmo, sob efeito de uma atividade estimulante como exercicio re-
gular e apesar da placa de crescimento epifisaria, em ratos, perma-
nece presente durante toda a vida®?, a capacidade de crescimento
est4 limitada por ja ter atingido a maturidade 6ssea® podendo ser
comprovado pelo aumento do comprimento do fémur em animais
mais jovens submetidos a exercicio de natagao'®.
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