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« RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi estudar morfometricamente as alteragdes presentes no
epitélio do palato duro de fetos de ratas submetidas a exercicio fisico (natagéo). Os resultados mostra-
ram que o esforgo fisico determinado pela natagdo durante a prenhez em ratos pode resultar em fetos
de menor tamanho, com atrofia do epitélio do palato duro, provavelmente causada por restrigio caldrica
(protéica), hipoxia e redugao no comprimento do corddo umbilical.
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Introducao

O exercicio fisico forgado em ratas durante a gestagio provoca no feto diminui-
¢do do peso,?% 28 aqumento do indice de mortalidade da ninhada,3? hiperplasia epitelial
na face dorsal da lingua e hipotrofia na ventral,?2 epiderme mais delgada com nucleos
de menor volume? e glandulas sibmandibulares menos diferenciadas.?® Provoca,
também, alteragdes no desenvolvimento fetal do camundongo,? da cobaia® 1° e da
cabra.’ '

O objetivo do presente trabalho é estudar estereologicamente as alteragoes
provocadas no epitélio palatino de fetos de ratas submetidas ao exercicio forgado.
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Material e método

Foram utilizadas ratas Wistar, pesando em torno de 170 gramas, mantidas em
gaiolas individuais, recebendo ragdo comercial e 4gua ad libitum.

Apds um periodo de 2 meses de treinamento em natagao, durante 2 horas didrias,
as ratas foram acasaladas. A partir do segundo dia da prenhez, os animais foram
forcados a nadar por 1 hora/dia, durante o restante da gestagéo.

No 212 dia de gestagdo, as ratas foram sacrificadas e os fetos colhidos e
imediatamente imersos em solugao fixadora de alcool 80% - 85 mi, formalina — 10 ml
e acido acético — 10 ml, durante 24 horas. Assim, foram obtidos 29 fetos de ratas
controles e 41 fetos de ratas submetidas ao exercicio forgado. Os fetos e as placentas
foram pesados em balanga de precisdo Mettler e o corddo umbilical medido com uma
escala milimetrada. -

As cabegas de 5 animais controles e de 5 tratados foram separadas dos corpos,
cortadas longitudinalmente, submetidas aos procedimentos laboratoriais de rotina e
incluidas em parafina. Os cortes seriados, de 6 mm de espessura, foram corados com
hematoxilina e eosina.

Com a finalidade de se obter o volume dos nuicleos da camada basal e espinhosa
do epitélio do palato, os cortes eram focalizados ao microscépio 6ptico (Jenamed -
Jena) com objetiva de imersdo (100X), munido de uma camara clara (Carl Zeiss, Jena).

Os nucleos eram projetados sobre papel, com aumento final de 1.000X. Foram
obtidas 50 imagens nucleares de cada camada, para cada animal dos grupos
estudados. As imagens eram contornadas com lapis, tomando-se o cuidado de
considerar somente as imagens elipticas. Para obten¢do dos volumes nucleares,
mediram-se 0s eixos maior e menor dessas imagens, aplicando-se a férmula do
elips6ide, preconizada por Valeri et al.:%

V = 6-.1.D,.D,.(D,. D)2

onde D, e D, representam os eixos maior e menor, respectivamente.

Para a avaliagdo estereolégica, utilizou-se uma grade idealizada por Merz,'3
impressa sobre papel. A grade Merz consiste em um quadro que limita a area teste e
que contém um sistema de pontos marcados sobre uma linha sinuosa, formada por
uma sucessao de semicirculos encadeados.

O sistema destina-se & contagem dos pontos que recaem sobre determinados
elementos tissulares e & contagem de intersecgdes das linhas com as estruturas a
serem estudadas.

Para estimar a relagdo nacleo-citoplasma, os volumes citoplasmatico e da célula
epitelial “média”; a densidade numérica das células epiteliais médias; a relagdo entre
a lamina basal e a superficie livre; a densidade de superficie e a espessura total do
epitélio dos animais de ambos os grupos estudados foram utilizados os métodos
descritos por Sala et al.? Com essa finalidade, foram efetuadas as contagens de 2.000
pontos por animal, correspondentes ao produto de 20 campos microscopicos por 100
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pontos da grade, € do namero de intersecgoes, de acordo com as exigéncias da
equagio estereoldgica correspondente a relacao estudada.

A relagdo nicleo-citoplasma (N/C) é dada pela relagédo entre os volumes relativos
do nucleo e do citoplasma:

N/C = Vyp/Vye

Os volumes relativos foram determinados pela fragédo representada pelc namero
de pontos que recaem sobre a estrutura considerada em relagdo aoc numero total de
pontos contidos na area-teste. !

Na verdade, o valor assim obtido é um valor sobrestimado acima do real, gragas
ao chamado “efeito Holmes",3! decorrente do uso de cortes histoldgicos de espessura
finita. Esse valor sobrestimado pode ser corrigido, levando-se em consideragdo o
tamanho da estrutura envolvida e a espessura do corte histoldgico. Assim, Hennig?®
propds a seguinte equagdo para a corregdo do efeito Holmes, considerando-se os
nucleos como esferas de didmetro médio D e sendo t a espessura do corte histolégico:

VVC = an/(1+3t/2D)

onde Vy, € a fragdo volumétrica dos nuacleos corrigida e Vy, € a fracdo volumétrica
observada. A fragdo volumétrica corrigida é calculada dividindo-se o numero de
pontos que incidem sobre os nucleos pelo namero total de pontos que recaem sobre
o nucleo e o citoplasma, e o valor do didmetro médio (D) é 0 mesmo ja determinado
pela cariometria.

A relagdo nucleo-citoplasma corrigida (RNC*) ser4, entdo:

RNC* = VVC/(1-VV0)

onde 1-Vy, é a fragdo volumétrica citoplasmatica corrigida.

Conhecidos o volume nuclear (VN), obtido pela cariometria, e a relagdo nucleo-
citoplasma, & possivel estimar os volumes do citoplasma (Vcit) e da célula “média”
(Vc), de acordo com o método de Sala et al.: 2

Ve = Vy/RNC*
Ve = V4V

A densidade numérica das células epiteliais “médias” (N/mm3) foi estimada pelo
meétodo de Sala et al.: %

N/mm? = 109/V¢

A relagao entre a supeificie livre e a superficie basal do epitélio (RS) esta dada
pelo quociente entre os numeros das intersecgdes nas interfaces epitélio-ceratina (I,)
e epitélio-conjuntivo (1), respectivamente:

RS = I/1,

A densidade de superficie representa a superficie de um componente tecidual
por unidade de volume de tecido. Este pardmetro foi estimado pelo método de Tom-
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keieff, 2 sequndo o qual a densidade de superficie de um componente (S,) € propor-
cional ao numero de intersecgdes (I,) das linhas-teste com a superficie estimada e
inversamente proporcional ao comprimento total das linhas-teste (L,):

S, = 2.L/L,

A espessura média das camadas epiteliais (E) foi estimada aplicando-se o método
de Weibel:3

E = (P.LY)/[2.(4+1)}

onde P é o nimero de pontos que ficam sobre o epitélio.
Os resultados foram comparados estatisticamente mediante o teste no-para-
métrico de Mann-Whitney.

Resultado

O peso corporal médio das ratas controles durante o periodo de treinamento’
variou entre 197,4 gramas (12 semana de experimentagdo) e 260,2 gramas (82 semana),
com um ganho médio de 62,8 gramas durante todo o periodo de estudo. O peso
corporal médio das ratas submetidas ac treinamento variou entre 201,2 gramas (12
semana) e 277,0 gramas (82 semana), com um ganho médio de 75,8 gramas.

O peso corporal médio das ratas entre os dias 1 e 21 de gestagdo variou entre
262,0 gramas e 315,4 gramas no grupo controle € entre 272,0 gramas e 365,7 gramas
no grupo submetido ao exercicio forgado. O ganho de peso médio durante a gestagao
foi de 53,4 gramas nas ratas controles e 92,9 gramas nas submetidas ao exercicio
fisico. .

O peso corporal médio dos fetos utilizados neste trabalho foi igual a 4,66 gramas
para o grupo controle e a 2,45 gramas para o exercitado (Tabela 1).

Tabela 1 - Médias do peso corporal e da placenta e do comprimento do cordédo
umbilical de fetos de ratas controles e submetidas ao exercicio fisico.
Teste de Mann-Whitney

~Pardmetros _ Controle _ Tratado A Ucalc _ p[U]
Peso corporal (g) 4,66 2,45 0 0,004*
Peso da placenta (mg) 536,42 335,06 0 0,004*
Comprimento do ¢ordao (cm) 2,44 156 0 0,004*

* Estatisticamente significante para ¢ = 0,01.

O peso das placentas das ratas controles era maior (636,42 mg) que as das
exercitadas (335,06 mg), diferenga essa estatisticamente significante (Tabela 1).
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Observando a Tabela 1, verifica-se que o comprimento do corddo umbilical dos
fetos cujas méaes foram submetidas ao exercicio forgado era significativamente menor
(1,56 cm) que o do controle (2,44 cm).

Histologicamente, o epitélio da mucosa do palato duro dos fetos do grupo
exercitado evidenciou maior nimero de células, essas eram menores e 0s seus nacleos
de menor volume.

Os resultados do estudo morfométrico (Tabela 2) permitem observar que o
epitélio do palato duro dos fetos cujas maes foram exercitadas mostrou maior
densidade numérica das células epiteliais que o do grupo controle. A diminuigdo dos
volumes nuclear e citoplasmatico e, conseqiientemente, do volume celular, nas
camadas basal e espinhosa do grupo exercitado, leva a que um numero maior de
células ocupe o mesmo volume de tecido, aumentando assim a densidade numérica
celular. A diminuigao paralela e proporcional dos volumes nuclear e citoplasmatico
permite manter inalterada a relagio nticleo-citoplasma, demostrando que as células
reduzem uniformemente o seu volume. A espessura do epitélio, por sua vez, foi menor
no grupo dos animais exercitados, mostrando que o aumento do nimero de células
ndo é suficiente para compensar a diminuigdo do volume celular. Por outro lado, a
densidade superficial maior nos animais do grupo tratado, contribui para o diagnéstico
de atrofia epitelial no palato duro. O quadro apresentado pelo epitélio do palato duro
ao mesmo tempo demonstra a existéncia de uma hipotrofia celular e de uma hiper-
plasia epitelial. No entanto, a atrofia do epitélio resulta da insuficiéncia da hiperplasia
para compensar a hipotrofia das células epiteliais.

Tabela 2 - Médias dos diversos pardmetros morfométricos do epitélio do palato duro
de fetos dos grupos controle e tratado. Teste de Mann-Whitney

Parametros - Controle Tratado Ucalc plU]
Camada basal
Volume nuclear (um?) 216,67 95,84 1 0,008*
Volume citoplasma gum3) 999,20 292,88 0 0,004*
Volume celular (um®) 1.215,87 388,73 0 0,004*
Relagdo nucleo-citoplasma 0,2147 0,3301 0 0,004*
Camada espinhosa :
Volume nuclear (um?) 201,97 81,20 0,5 0,006*
Volume citoplasma 5pm3) 2.513,92 512,00 0 0,004*
Volume celular (um™) 2.715,86 593,20 0 0,004*
Relagdo nacleo-citoplasma 0,2346 0,1724 0 0,004*
Epitélio total
Densidade de superficie (mmzlmma) 3,26 5,76 0 0,004*
Espessura do epitélio (um°) 29,66 15,33 0 0,004*
Rel. superficie livre-superficie basal 0,979 1,029 8 .0,210™
Densidade numérica (N/mms) 524.500 2.093.319 0 0,004*

* = Estatisticamente significante para o = 0,01.
ns = N&o significante.
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Discussao

0O ganho médio de peso corporal durante todo o periodo experimental, assim
como durante a gestagio, foi maior nas ratas submetidas ao exercicio fisico (natagéo)
que nas ratas controles. :

Wilson & Gisolfi®® observaram que as ratas submetidas ao exercicio forgado
(corrida) durante toda a gestagdo ganharam menos peso que as controles, e a diferenga
ponderal diminuida foi igual a 47 gramas. Terada % observou um ganho de peso menor
nas camundongas submetidas ao exercicio, atribuindo este fato a uma alteragao do
aproveitamento calérico gragas a uma diminui¢do do consumo de alimentos e agua
Mottola et al.'® chegaram as mesmas conclusdes utilizando ratas.

O peso corporal médio dos fetos utilizados nesse trabalho foi significativamente
menor no grupo exercitado que no grupo controle. Esta diminuigao de peso fetal foi
observada anteriormente por Terada? em camundongos e por Treadway & Leder-
man?® em ratas. Trabalhando com cobaias, Gilbert et al.” ndo observaram alteragéo
no peso fetal, provavelmente em virtude de o programa de exercicio ter sido de
pequena intensidade. Sabe-se que a diminui¢do na ingestdo de alimentos durante a
gestacao, inclusive nas fémeas obesas, podera conduzir a alteragdes no desenvolvi-
mento fetal.'”- 3 Por outro lado, o gasto de energia ocasionado pelo exercicio fisico
aumenta a mobilizagdo de 4cidos graxos do tecido adiposo! 2! e a utilizagdo de
triglicerideos e de 4cidos graxos musculares, 3 o que poderia resultar numa diminuigéo
dos depdsitos de gordura. Narealidade, esses achados, interessantes como explicagio
das alteragbes observadas nos fetos de méaes exercitadas, ndo tém ainda uma
sustentagao indiscutivel.

No presente trabalho, foi observado que o peso da placenta das ratas exercitadas
foi significantemente maior que nos animais controles. Tal fato estd de acordo com
os achados de Gilbert et al.? e de Nelson et al.,? que verificaram diminuigio do peso
placentario paralelamente a diminuig&o do peso dos préprios fetos. Placentas menores
provavelmente apresentam fluxo sanguineo reduzido, o que provocaria uma signifi-
cante hip6xia fetal, levando a um retardo do crescimento intra-uterino. E possivel que
a maior resposta hemodinamica ao exercicio materno seja a redistribuigdo seletiva do
fluxo sanguineo para o musculo em exercicio, com redugdo do fluxo sanguineo para

_0s érgéos esplacnicos e, potencialmente, para o Utero gravido, a placenta e tambémr
ao feto.? .

Os comprimentos dos corddes umbilicais dos fetos cujas méaes foram submetidas
ao exercicio forgado foram significativamente mais curtos que os dos controles. Foi
sugerido que o comprimento do corddo umbilical seria um indicador confidvel da
movimentagao fetal intra-uterino. O comprimento do cordao umbilical é influenciado,
pelo menos, por dois fatores: a incidéncia do movimento fetal e o espago intra-uterino
disponivel.'41516 Se houver diminuigdo do espago intra-uterino ou se 0 movimento'
fetal for bloqueado, havera uma diminui¢io no estiramento do corddo umbilical e,
conseqientemente, no seu comprimento. Por exemplo, foram observados cor-
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ddes umbilicais encurtados em nascituros humanos com defeitos estruturais dos
membros que limitavam 0 movimento fetal.' Injetandg curare em roedores durante a
prenhez, com a finalidade de aumentar a pressdo no saco amnidtico e suprimir os
movimentos fetais, Moessinger et al.'® e Moessinger!® observaram diminuigdo do
comprimento dos corddes umbilicais. Também foram observados corddes umbilicais
mais curtos em fetos cujas maes foram submetidas a hipervitaminose A,* 4 agdo do
metilmercirio,!? a restrigdo protéical® e aos efeitos do etanol? e da aguardente de
cana.?

Embora nao se saiba quanto liquido amniético seria necesséario ao crescimento
normal do feto, qualquer redugéo desse volume (oligoidramnios) pode causar anoma-
lias, como palato fissurado e deformidades dos membros em fetos de ratos.? Ainda
que esse fator ndo tenha sido analisado neste trabalho, a auséncia de alteragdes desse
tipo nos fetos sugere que o volume do hqu1do amniotico esteja dentro dos valores
normais.

Placentas menores e corddes umbilicais mais curtos resultam em hipoxia fetal,5
com fluxo sanguineo diminuido durante o exercicio,? tendo como conseqiiéncia uma
possivel deficiéncia protéica.

Os achados histolégicos e morfométricos permitem demonstrar que, no epitélio
da mucosa do palato duro dos fetos do grupo exercitado, ha um nimero maior de
células, porém menores e com nucleos de menor volume. O quadro histopatolégico
observado no epitélio do palato duro nos fetos dos animais submetidos ao exercicio
fisico for¢ado permite afirmar a ocorréncia de uma hipotrofia celular e de uma
hiperplasia. No entanto, essa ultima ¢ insuficiente para compensar a diminuigdo do
volume devido a hipotrofia, resultando numa atrofia epitelial, de modo que a espessura
e a densidade supeificial do epitélio do palato duro sdo menores nos animais do grupo
tratado.

Em nosso material, foi possivel observar um quadro histopatolégico da mucosa
do palato duro muito semelhante ac observado por Ledo et al.,!! em fetos desnutridos,
0 que vem em apoio 4 possibilidade de o exercicio fisico materno provocar desnutrigio
fetal.

Conclusao

Os resultados obtidos sugerem que o exercicio flSlCO forgado durante a prenhez
da rata ocasionou: ~

- peso corporal médio maior nas maes e menor nos fetos;

« peso médio menor da placenta e do corddo umbilical;

« comprimento menor do corddo umbilical;

 presenga de um quadro de atrofia no epitélio do palato duro, demonstrada pela
analise histol6gica e morfométrica do epitélio do palato duro devido & agéo conjunta
de hiperplasia, evidenciada pelo aumento da densidade numérica celular, com
diminuigao dos volumes nuclear, citoplasmatico e celular (hipotrofia).
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De acordo com 0s nossos resultados, ¢ exercicio fisico forgado durante a prenhez
da rata resultou em fetos menores e pouco desenvolvidos, relacionados, provavelmen-
te, com a restricdo caldrica (protéica), com a hipdéxia e com a diminuigdo do
comprimento do corddo umbilical.

SILVA JUNIOR, A. R. da et al. Morphometric study of hard palate epithelium alterations of the
rat fetuses as consequence of maternal physical exercise. Rev. Odontol. UNESP (Sao Paulo),
v.24, n.2, p.281-290, 1995.

s ABSTRACT: The objective of the present report is to study morphometrically the alterations occurring
in rat fetuses hard palate epithelium as a consequence of maternal physical exercise (swimming). Our
results showed that the swimming effort imposed on dams during pregnancy may resuit into
smaller-sized fetuses with atrophia in the hard palate epithelium, possibly due to protein-caloric
restriction, hypoxia and reduced umbilical cord length.

w KEYWORDS: Fetal development; pregnancy; exercise; palate.
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