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ARTIGO ORIGINAL

Effects of physical exercise during pregnancy and
protein malnutrition during pregnancy and lactation on the
development and growth of the offspring’s femur

Repercussbes do exercicio fisico durante a gestacdo e da desnutricao proteica durante
a gestacdo e lactacdo sobre o desenvolvimento e crescimento do fémur da prole

Alessandra C. T. Monteirol, Silvania T. Paes?2, José Antonio dos Santos3,
Kamilla D. S. de Lira%, Silvia R. A. de Moraes®

Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos do treino fisico imposto as ratas maes
durante a gestagdo associado a uma dieta hipoproteica imposta durante
os periodos gestacional e de lactagdo sobre o desenvolvimento e cres-
cimento do fémur da prole.

Métodos: Quarenta ratos machos Wistar, 90 dias de vida, foram
divididos em quatro grupos: filhotes de mae sedentaria nutrida, filhotes
de méae sedentaria desnutrida, filhotes de mae treinada nutrida e filhotes
de mae treinada desnutrida, todos com n = 10. Treinamento fisico em
esteira durante 8 semanas, 5 semanas antes da concepgao e 3 no periodo
gestacional para as ratas mdes dos grupos filhotes de maes treinada
nutrida e treinada desnutrida. Indugdo da dieta hipoproteica as ratas
maes durante a gestagdo e lactagdo para os grupos filhotes de maes
sedentaria desnutrida e treinada desnutrida. Apds sacrificio, no 90° dia
de vida, analisou-se peso, comprimento e conteldo mineral 6sseo do
fémur dos filhotes.

Resultados: Peso corporal, peso femoral e comprimento femoral di-
minuidos (p < 0,05) para os grupos filhotes de mdes sedentéria desnutrida
e treinada desnutrida em relagdo aos grupos filhotes de mé&es sedentaria
nutrida e treinada nutrida, respectivamente. Ndo houve diferenga no
contetddo mineral 6sseo do fémur em nenhum dos grupos.

Conclusdo: O treinamento fisico leve em esteira durante a gestagéo
ndo interfere no desenvolvimento e crescimento 6sseo da prole. Entre-
tanto, a desnutrigéo proteica durante esse periodo e durante a lactagédo
promove prejuizos permanentes a estrutura 6ssea da prole.
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proteica, gestacdo, periodo pds-natal, fémur.

Abstract

Objective: To evaluate the effects of physical training of mother
rats during pregnancy associated with a low-protein diet offered during
pregnancy and lactation on the development and growth of the femur
of their offspring.

Methods: Forty 90-day old male Wistar rats were divided into
four groups: pups of sedentary nourished mothers, pups of sedentary
malnourished mothers, pups of trained nourished mothers, and pups of
trained malnourished mothers; all groupsincluded 10 rats. Physical training
on a treadmill for 8 weeks, 5 weeks before conception and 3 weeks in the
gestational period for mother rats of pups of trained nourished mothers
and pups of trained malnourished mothers. Induction of low-protein diet
to the mother rats during pregnancy and lactation for the groups of pups
of sedentary malnourished mothers and trained malnourished mothers.
After the pups were sacrificed, on the 90th day of life, we analyzed
weight, length, and femoral bone mineral content.

Results: Decreased body weight, femur weight, and femur length
(p < 0.05) were observed for the groups of pups of sedentary malnourished
mothers and trained malnourished mothers in comparison with to the
groups of pups of sedentary nourished mothers and trained nourished
mothers, respectively. There was no difference in bone mineral content
of the femur in either of the groups.

Conclusion: Mild physical training on the treadmill during pregnancy
does not interfere with bone development and growth of the offspring.
However, protein malnutrition during this period and during lactation
promotes permanent damage to the bone structure of the offspring.

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(3):233-238: Physical training, protein
malnutrition, pregnancy, post-natal, femur.
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Introducao

Na fase gestacional, a pratica de atividade fisica moderada
e adequada promove beneficios diversos sobre diferentes
sistemas do organismo materno!. Por outro lado, o exer-
cicio fisico de forma ndo adequada praticado por gestantes
pode prejudicar o desenvolvimento fetal, uma vez que esta
pratica pode interferir na distribuicdo do fluxo sanguineo
para a placenta, prejudicando o fornecimento de oxigénio
e de nutrientes?.

Naturalmente, as mulheres gravidas necessitam de um
maior aporte de carboidratos, tanto em repouso quanto
durante o exercicio, do que as ndo gestantes2:3. Apds a 132
semana de gravidez, cerca de 300 kcal extras por dia sdo
necessarias para suprir as necessidades metabdlicas da gra-
vidal4, Essa energia extra requisitada é reforcada quando o
gasto energético diario € aumentado através do exercicio.

Por sua vez, as proteinas também sdo nutrientes neces-
sarios a homeostase celular, e uma gestante submetida a
déficit de proteinas, conhecida como desnutrigdo pré-natal,
prejudicard o curso da gravidez, ocasionando alteracOes
nos tecidos e érgdos do feto>. O tecido 6sseo é sensivel a
desnutricdo proteica por sua composicédo dssea ndo mineral
ser compreendida, em sua maioria, por proteina; logo, é
notoério que haja uma relagdo entre uma adequada absor-
cdo proteica e o metabolismo 6sseo®”? e que a desnutrigdo
pré-natal e neonatal ird causar transtornos ao crescimento
Osseo8. Entretanto, ndo somente o periodo em que ela ocorre,
mas também o tempo de duracdo da agressdo nutricional
representa um importante fator para estimar os efeitos desta
sobre o crescimento do esqueleto®.

Em fungdo do grande aumento da pratica de atividade
fisica por gestantes e da alta prevaléncia de desnutrigdo
nos paises em desenvolvimento, é importante a realiza-
cdo de trabalhos experimentais a fim de avaliar possiveis
consequéncias de ambos os fatores: exercicio fisico e
desnutricdo induzidos em ratas gestantes sobre o processo
de crescimento 6sseo da prole. Tomando conhecimento
dessas informagdes, o presente estudo teve como fina-
lidade avaliar as consequéncias do treino fisico induzido
em ratas gestantes associado a dieta hipoproteica induzida
nos periodos de gestacdo e lactagdo sobre o crescimento
do tecido ésseo longo dos filhotes.

Métodos
Desenho experimental

Vinte e oito ratas adultas albinas (Wistar) antes da con-
cepgao foram separadas, aleatoriamente, em dois grupos:
mae sedentaria (mS) e mae treinada (mT). Para adaptacao
ao treino fisico, as ratas do grupo mT realizaram uma corrida
de baixa intensidade (0,3 km/h-1, durante 10 min) na esteira
(esteira motorizada INSIGHT®,1380 x 600 x 400 mm - C x
L x A), durante 3 dias consecutivos. Logo apds, foram sub-
metidas a um programa de treinamento fisico moderado de
acordo com o protocolo de Fidalgo'°. A intensidade utilizada
foi de aproximadamente 50% da velocidade maxima atingida
em teste de desempenho méximo e 70% do volume de O,
absorvido pelo organismo (VO,,,,,). Durante esse periodo,
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0s animais do grupo mS permaneceram em suas respectivas
gaiolas.

Apos 5 semanas de treinamento fisico, as ratas dos dois
grupos foram acasaladas (proporcao de um macho para trés
fémeas). Confirmada a concepgdo, através do exame de
esfregaco vaginalll, o protocolo de treinamento foi modifi-
cado para as ratas do grupo mT. A velocidade e duragdo dos
estagios foram progressivamente diminuidas, caracterizando
um treinamento de intensidade leve, com aproximadamente
25% da velocidade maxima atingida em teste de desempenho
maximo e 30% do VO 10,

2max

Além disso, apds o diagndstico de prenhez, metade das
ratas maes de cada grupo (mS e mT) foi submetida a dieta
hipoproteica (caseina a 8% de proteina) e as demais ratas
receberam dieta normoproteica (caseina a 17% de proteina)
durante todo o periodo de gestacgdo e lactacdo dos filhotes.
Um dia apds o nascimento, a ninhada foi padronizada em
seis filhotes machos por mae. Esse numero parece conferir
maior potencial lactotréfico (Committee on Laboratory Ani-
mal Diets).

Apos a lactagdo, no 220 dia de vida dos filhotes, as méaes
foram separadas da prole e todos os animais receberam a
mesma dieta padrdo no biotério (LABINA, Purina do Brasil).
Os filhotes foram mantidos em biotério de experimentagéo,
com temperatura de 23 °C % 1, ciclo claro-escuro invertido
de 12/12 horas e livre acesso a agua e alimentacao.

Foram constituidos quatro grupos experimentais com 40
filhotes machos: filhotes de mae sedentaria nutrida (fmSN,
n = 10); filhotes de mae sedentaria desnutrida (fmSD,
n = 10); filhotes de mae treinada nutrida (fmTN, n = 10) e
filhotes de mae treinada desnutrida (fmTD, n = 10).

O peso corporal dos animais foi aferido diariamente des-
de o nascimento até os 90 dias de idade (Marte®, modelo
S-4000, com sensibilidade de 0,1 g). No 90° dia de vida, os
animais foram sacrificados por decapitagdo e foi realizada
uma incisdo da regido abdominal inferior direita até o joelho
do mesmo lado para desarticulag&o e coleta do fémur. Apds a
dissecacdo, os fémures foram fixados em formol tamponado
(10 mL de formol a 37% e 27 mL de tampao fosfato 0,1 M
e pH = 7,0) em volume 50 vezes superior ao da amostra e
armazenados em recipientes. Os procedimentos realizados
no presente estudo foram aprovados pela Comissao de Etica
em Experimentagao Animal (CEEA) da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), Recife (PE), e seguiram as normas
sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

Analise morfométrica

O peso dos fémures foi aferido em uma balanga de pesagem
hidrostatica digital (sensibilidade para densidade 0,001 g;
capacidade maxima de 500 g e capacidade minimade 0,02 g)
(Marte®). O comprimento total do osso foi determinado com
um paquimetro (Western, 0,02 mm). Por fim, o contelddo
mineral 6sseo, apos descalcificacdo feita com solucdo de
acido nitrico a 10% durante 2,5 horas para os grupos fmSN
e fmTN e 2 horas para os grupos fmSD e fmTD, foi calculado
através da formula sugerida por Gomes et al.!2.
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Tratamento estatistico

Os dados referentes ao peso corporal, peso femoral,
comprimento do fémur e contelido mineral do fémur dos
grupos fmSN, fmSD, fmTN e fmTD dos animais estudados
foram submetidos a andlise estatistica utilizando o teste t de
Student. Os dados estdo apresentados em média + desvio
padrao em tabela, sendo p < 0,05.

Resultados
Evolugao ponderal

Aos 21 dias de vida, fase de desmame do animal, os fi-
Ihotes do grupo fmSN (38,33+6,4 g) apresentaram diferencga
no peso corporeo em relagdo ao grupo fmSD (21,77+3,89 g).
Da mesma forma, os filhotes do grupo fmTN (40,5+2,88 g)
apresentaram diferenca no peso corpdreo, aos 21 dias de
vida, em relagdo aos filhotes do grupo fmTD (22,25+2,75 g).
Entretanto, ndo foi observada qualquer diferenga no peso
corporeo entre os animais dos grupos fmSN e fmTN, assim
como também ndo apresentou diferenga no peso corpéreo
aos 21 dias entre os animais dos grupos fmSD em relagdao
aos animais do grupo fmTD. Sendo assim, apenas a des-
nutricdo causou alteragdo no peso do animal, uma vez que
somente os animais desnutridos apresentaram diferenga no
peso corpdreo aos 21 dias com relagdo aos grupos normo-
nutridos (Figura 1).

Aos 45 dias de vida, o peso corpéreo dos animais do
grupo fmSN (174,57+8,67 g) apresentou diferenga no peso
corporeo em relagao ao grupo fmSD (143+6,48 g). O mesmo
ocorreu com os filhotes do grupo fmTN (173+17,34 g), que
apresentaram diferenca no peso corpdreo em relagdo aos
filhotes do grupo fmTD (133,6+16,74 g). Por outro lado, ndo
foi observada qualquer diferenca no peso corpoéreo entre os
animais dos grupos fmSN e fmTN, assim como também nao
apresentou diferenga no peso corpdreo aos 21 dias entre os
animais dos grupos fmSD em relacao aos animais do grupo
fmTD. A diferenca persistiu no peso corpdreo no grupo de
animais desnutridos, obtido aos 21 dias de vida, em que
apenas a desnutrigdo foi fator de alteracdo do peso absoluto
do animal (Figura 1).

Observou-se, no presente estudo, que a desnutricdo
promovida durante a gestacdo e lactacdo das ratas maes
interferiu no peso corporal dos filhotes, uma vez que o peso
dos animais do grupo fmSN (340,33+16,24 g), observado
aos 90 dias de vida, foi superior em relagdo aos valores en-
contrados para o grupo fmSD (249,88+21,86 g). Entretanto,
o treinamento fisico das gestantes nutridas ndo produziu
alteragbGes no peso corporal da prole, pois nao foi observa-
da diferenga no peso corporal dos filhotes do grupo fmSN
em relagdo ao grupo fmTN (363,3+30,14 g). Em ambos os
grupos de filhotes de mdes desnutridas, o exercicio fisico
induzido nas ratas desnutridas também ndo interferiu no peso
corporal da prole, uma vez que o peso corporal dos filhotes
do grupo fmSD se manteve equivalente quando comparado
ao peso corporal da prole do grupo fmTD (305+16,80 g).
Os animais do grupo fmTN, por sua vez, apresentaram peso
corporal maior quando comparados ao peso corporal da prole
do grupo fmTD, observado aos 90 dias (Figura 1).
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Figura 1 - Evolugdo ponderal, com analise comparativa do peso
corporeo (g) entre os grupos de filhotes de maes
sedentdrias desnutrida e nutrida e de médes treinadas
nutrida e desnutrida aos 21 dias, aos 45 dias, e aos
90 dias de vida, analisados estatisticamente pelo teste
t de Student, sendo p < 0,05

Peso femoral

Aos 90 dias de vida, o peso femoral da prole do grupo
fmSN (0,892+0,0661 g) revelou-se maior que o peso do
fémur da prole do grupo fmSD (0,81+0,058g) submetido
a desnutricdo durante a fase gestacional e de lactagao.
Contudo, o peso do fémur dos animais do grupo fmSN nao
apresentou diferenca ao peso do fémur dos animais do grupo
fmTN (0,9+0,0528 g), cujas maes nutridas foram subme-
tidas a atividade fisica durante a gestacdo. Assim também
ocorreu com o peso femoral dos animais do grupo fmSD,
quando comparado ao peso femoral dos animais do grupo
fmTD (0,813+0,0334 g). No mesmo periodo, o peso femoral
dos filhotes do grupo fmTN apresentou-se superior ao peso
femoral dos filhotes do grupo fmTD, no qual as ratas maes
de ambos os grupos praticaram atividade fisica durante a
gestacgdo (Tabela 1).

Comprimento femoral

Aos 90 dias de vida, o comprimento femoral, que in-
dica o crescimento longitudinal do osso, do grupo fmSN
(35,787+0,99 mm) se apresentou superior ao compri-
mento do fémur dos filhotes do grupo fmSD na gestagdo e
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lactacdao dos mesmos (34,46+0,37 mm). O mesmo grupo
fmSN, por sua vez, apresentou o comprimento do fémur
de seus filhotes equivalente ao comprimento do fémur dos
filhotes do grupo fmTN (35,599+0,46 mm), assim como o
comprimento do fémur da prole do grupo fmSD também foi
equivalente ao comprimento do fémur da prole do grupo
fmTD (34,302+0,718 mm) no mesmo periodo. Os animais
do grupo fmTN demonstraram valores do comprimento fe-
moral superior quando comparados aos valores dos animais
do grupo fmTD (Tabela 1).

Conteudo mineral 6sseo

Nem o treino fisico na gestagdo das ratas mdes nem a
dieta hipoproteica induzida nas ratas mdes na gestagao e
lactagdo interferiu no conteido mineral do fémur dos filho-
tes, pois ndo houve diferenga no conteido mineral do fémur
dos filhotes entre nenhum dos grupos fmSN (30,386+5,776
mg/cm?2), fmSD (25,012+6,297 mg/cm?), fmTN (30,18+6,16
mg/cm?2) e fmTD (23,671+7,775 mg/cm?2), aos 90 dias de
vida (Tabela 1).

Discussao

O crescimento do individuo esta condicionado n&o sé
aos antecedentes genéticos, mas também aos estimulos
do meio, como, por exemplo, o adequado fornecimento de
nutrientes e a pratica de atividade fisical. Uma alimentagdo
pobre em proteinas durante periodos criticos de desenvol-
vimento afeta severamente todos os tecidos, provocando
efeitos deletérios sobre o crescimento dos diversos 6rgaos,
principalmente do tecido ésseo em individuos submetidos a
essa agressaol3.14,

No estudo em questdo, a desnutrigdo proteica imposta
as ratas mdes durante os periodos gestacional e de lactagéo
ocasionou um déficit observado até o final do experimento no
peso corporal da prole. Semelhantemente a esses achados,
Golstein & Bond!5 observaram que ratos que se submeteram
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a privacao proteica durante a fase de lactacdo apresentaram
peso inferior ao dos animais controle e que persistiu mesmo
com a reposicdo nutricional. Esta fase é vista como um pe-
riodo de estresse fisioldgico do recém-nascido, no qual este
passa por uma série de adaptagdes, levando a um alto gasto
energéticol®. Sendo assim, a taxa de aumento de peso do
neonato é elevada, e a ingestdo inadequada em qualidade
ou em quantidade de alimento podera influenciar na redugéo
do seu peso corporalt?.

O treino fisico em esteira realizado pelas nutrizes durante
a gestagdo, por sua vez, ndo ocasionou alteragdes no peso
dos filhotes. Diferentemente dos nossos achados, um estu-
do realizado com mulheres gestantes que se exercitaram
durante a gravidez demonstrou que seus filhos nasceram
com peso maior que os filhos das maes sedentarias!8. Da
mesma forma, Clapp et al.1® destacaram que o exercicio
fisico adequado durante toda a gestacdo humana, ou parte
dela, pode contribuir para o aumento da porcentagem de
gordura, do peso e da circunferéncia craniana dos filhos. En-
tretanto, o protocolo de treinamento fisico utilizado no estudo
de Clapp et al.1? difere do utilizado no presente estudo: a
capacidade aerdbica maxima correspondia entre 55 e 60%,
o treino fisico tinha duragdo de 20 min, com frequéncia de
trés a cinco vezes por semana, e o exercicio fisico utilizava
escada ou banco.

O peso femoral da prole foi avaliado na idade de 90 dias
de vida e mostrou um comportamento semelhante aquele
apresentado pelo peso corporal, com diminuicdo do peso
nos animais cujas maes foram desnutridas no periodo critico
do desenvolvimento. Semelhantemente, foi demonstrado
por Boyer et al.2® em cujo estudo o peso femoral também
sofreu diminuigdo com o déficit nutricional. E conhecido que
a desnutricao ocorrida durante essas importantes fases do
desenvolvimento provoca, em ratos, falha na recuperagao
O6ssea completa ao menos até os 100 dias de vida?! e até os
6 meses de vida em humanos?2.

A realizacdo do treino fisico durante a gestagdo, por
sua vez, ndo promoveu alteracdes no peso do fémur dos

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrdo do peso femoral, do comprimento do fémur e do contelido mineral do fémur da prole dos grupos
de filhotes de médes sedentarias desnutrida e nutrida e de maes treinadas nutrida e desnutrida, avaliados aos 90 dias, analisados

estatisticamente pelo teste t de Student, sendo p < 0,05

fmSN fmSD fmTN fmTD
Peso do fémur (g) 0,892+0,0661 0,81+0,058* 0,9+0,0528 0,813+0,0334"
Comprimento do fémur (mm) 35,787+0,99 34,46+0,37% 35,599+0,46 34,302+0,7188
Contetdo mineral (mg/cm?2)** 30,386+5,776 25,012+6,297 30,18+6,16 23,671+£7,775

fmSD = filhotes de mae sedentaria desnutrida; fmSN = filhotes de mée sedentaria nutrida; fmTD = filhotes de mae treinada desnutrida; fmTN = filhotes de mae trei-

nada nutrida.

* fmSN > fmSD (

t fmTN > fmTD (p < 0,001).
+ fmSN > fmSD (

§ fmTN > fmTD (p < 0,001).

p = 0,008); fmSN = fmTN (p = 0,765); fmSD = fmTD (p = 0,831).

p < 0,001); fmSN = fmTN (p = 0,765); fmSD = fmTD (p = 0,831).

** fmSN = fmSD (p = 0,062); fmSN = fmTN (p = 0,939); fmSD=fmTD (p = 0,677); fmTN = fmTD (p = 0,053).
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filhotes. Nao existem relatos na literatura que demonstrem
a influéncia do treinamento fisico durante o periodo ges-
tacional sobre o tecido dsseo da prole, o que impossibilita
fazer qualquer comparagao com os achados do presente
estudo.

Alguns estudos relataram a diminuigdo do comprimento do
fémur apds a desnutricdo induzida tanto no periodo imediato
(p6s-natal)23.24 quanto no tardio (apds o periodo pos-natal).
No presente estudo, o comprimento do fémur de filhotes de
ratas desnutridas apresentou-se, aos 90 dias de vida, dimi-
nuido. A reducdo do comprimento de ossos longos, como o
fémur, em decorréncia de uma deficiéncia proteica tem sido
frequentemente atribuida a uma diminuigdo da formacao és-
sea?> e a queda da taxa de crescimento do 0sso aposicional?®.
O treino fisico durante a fase gestacional, semelhantemente
aos dados do peso corporal e do peso femoral, ndo promoveu
alteragdes no comprimento do fémur dos filhotes. Esperava-
se que o estresse do treino fosse prejudicial, acentuando os
prejuizos da agressdo nutricional no 0sso, uma vez que a
pratica de atividade fisica ocorreu no periodo de formacgao
do tecido ésseo e também utiliza gasto de energia extra,
além do aporte energético necessario durante o periodo
gestacional para o desenvolvimento do feto.

Em nosso estudo, foi observado que o tempo de descalci-
ficagdo dos fémures desnutridos apresentou-se reduzido em
30 min com relagdo aos fémures nutridos. A supressdo do
crescimento longitudinal de ossos longos de animais causada
pela desnutrigdo proteica durante o periodo de amamentacao
foi descrita por diversos estudos, e ocorre provavelmente
mais como resultado de uma diminuicdo quantitativa de
osso formado do que devido a uma alteragdo no contetdo
mineral?7:28, Nossos achados corroboram essa hipdtese, uma
vez que ndo foi encontrada diferenga no conteido mineral
dsseo entre 0s grupos, mesmo recebendo influéncias do treino
em esteira durante a gestagao e/ou a desnutrigdo proteica
materna durante a gestagdo e lactagdo.

O conceito de “programacao fetal” sugere que o feto pode
ser programado durante o desenvolvimento intrauterino para
desenvolver doengas na idade adulta, e tem sido discutido
como uma das chaves para entender a origem de alguns
distUrbios observados na fase adulta2®. A hipotese basica
sugere que o feto é programado no Utero para desenvolver
muitas doengas na vida adulta, incluindo principalmente
doengas metabdlicas e cardiovasculares, como um resultado
de alguns insultos, os quais permanentemente alteram os
processos fisioldgicos e metabdlicos. A natureza especifica
desses insultos ndo esta clara, no entanto, parece envolver
retardo no crescimento fetal em um especifico estagio do
desenvolvimento30,

O modelo de desnutrigdo proteica experimental do nosso
estudo foi induzido no momento de deplecdo das reservas
maternas, comum durante a gestagdo e no periodo de lactacdo
e poderia ter sido agravado pelo acréscimo de demanda nu-
tricional durante o treinamento fisico. Diante desses achados,
reforca-se a evidéncia que a desnutrigdo proteica imposta
durante os periodos criticos de desenvolvimento, leva a um
déficit no crescimento do animal e que a gravidade dessa
lesdo esta relacionada a fase da vida em que foi induzida,
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que sdo periodos determinantes para a formagdo dssea e 0
tipo de injaria23.25,

A desnutricdo proteica durante a gestagao e lactagao
promove prejuizos permanentes a estrutura éssea do filhote.
Entretanto, a prética de atividade fisica de intensidade leve
realizada por ratas no periodo de gestacdo ndo intensifica
as alteragOes na estrutura 6ssea da prole desnutrida nem
promove alteragdes no osso da prole normonutrida.
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