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SUMARIO

A contengio periédica dos animais recebendo uma dieta controle resultou em
menor ganho de peso corporal nesse grupo, quando comparado com aqueles que
ndo receberam “stress” por contencdo. Os animais que foram alimentados com
uma dieta com baixa ingestdao protéica também ganharam menos peso. O peso
foi menor na associacio de caréncia mais conten¢do, porém, a diferenca
ndo foi estatisticamente significante.

Animais submetidos a ‘“‘stress” por contengdo e por baixa ingestdo protéica
apresentaram um aumento do peso cardiaco em relagdo ao peso corporal. Este
aumento foi significantemente maior nos animais nos quais se associou a
contencdo mais baixa ingestdo protéica. Também o grau de sofrimento da fibra
cardiaca, avaliado pelo estudo histoquimico é maior nesse grupo de animais.
Os pesos dos figados ndo mostraram diferengas nos varios grupos. Micros-
copicamente houve grande esteatose difusa nos animais deficientes em proteina,
porem, nao apresentaram diferencas ihstolégicas quando receberam “stress”
por contencao.

No bago ndo se verificou alteragdo do peso do érgao entre os grupos. O
exame microscépico exibiu pequenas alteragGes no grupo com baixa ingestdo
protéica, que foram acentuadas quando a baixa ingestdo foi associada a
conten¢do.

O peso relativo dos testiculos nos animais que sdo contidos e com dieta
controle, ndo apresentou alterag@o significativa em relagao ao grupo com dieta
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controle. Os animais deficientes em proteina tem significantemente menores
pesos do que os grupos bem nutridos. O estudo histolégico mostrou que isola-
damente a contengdo e a baixa ingestio protéica foram responsiveis por um
atraso sexual nos animais, porém, a lesdo agravou-se na associagdo de con-
tengdo e baixa ingestdo.

INTRODUCAO

Virias alteragbes morfolSgicas desenvolvem em animais subme-
tidos a estimulos alarmantes isolados, como: perda de péso (1, 2, 3);
aumento de péso da adrenal e diminuigio do testiculo (4). Na baixa
ingestdo de proteina, que constitue tambem um estimulo alarmante
(5), nota-se atrofia das glandulas supra-renais (6); diminuigdo
do péso do bago (7), dos testiculos (8); do coragio (9, 10, 11);
e grande esteatose hepdtica (7, 12).

Com o mesmo objetivo ji exposto na primeira parte desde
trabalho (13) procuramos agora observar as alteragdes de péso
corporal e alteracdes morfoldgicas de diversos orgios em animais
submetidos 2 baixa ingestdo protéica e a contengdo, isolados e
associados.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho analisamos as alteracdes de péso corporal
e as alteragdes morfolégicas do coragdo, figado, bago, adrenal e
testiculo utilizando os mesmo grupos de animais descritos na pri-
meira parte (13). Os mesmos foram anestesiados com éter, sacri-
ficados e submetidos a exames necroscdpicos completos. Para o
estudo macro e microscépico, retiramos o coragdo, o figado, o baco,
as adrenais e os testiculos. Os 6rgdos foram fixados em formal a
109, incluidos em parafina e examinados na microscopia Sptica.
Utilizamos hematoxilina e eosina (HE), como corantes para todos
os 6rgaos estudados. No figado e testiculo, além da coloragdo pela
HE, foi utilizada a reacdo com 4cido peridico Shiff (PAS) e no
coragdo a reagdo com hematoxilina-fucsina bdsica - 4cido picrico
(HBFP), conforme o método proposto por Lie e col. (14). Este
tltimo método nos serviu para detectar sofrimento das fibras
miocérdicas.

Na andlisise estadistica dos resultados, empregamos o mesmo
modélo fatorial 2 x 2 (15, 16) descrito na primeira parte (13).
Em virtude das diferengas dos pesos dos animais, os valores dos
pesos dos drgdos foram corrigidos para 100 g. de péso corporal
em todos os grupos.



TABELA |
Valores médios finais do péso corporal e dos pésos médios do coracdo, figado, bago, adrenais, e testiculos nos varios grupos (I}
contencdo mais baixa ingestdo protéica; (II) contencdo mais alimentagio oontrole; (ill) baixa ingestio protéica; (IV) alimen-
tacdo controle.

Grupos Psso corporal Coracdo Figado Bago

Adreneis Testiculos

g+s mg/100g + s mg/100g + s mg/100g + & mg/100g + & mg/100g + s
I 60,0 + 5.7 521,0 + 102,1 522,0 + 32,0 245.5 + 46.3 43,43 4+ 6.2 511,06 + 197.3
11 98,0 + 11.8 368.5 + 57.0 452,0 + 41,5 334.6 + 53,0 37.65 + 6.7 1105,08 + 367.5
111 70.5 + 7.0 435.9 &+ 23,7 493,0 » 22,3 319,8 + 106.3 37445 & 4,9 557,67 + 291,7
1v 115,0 + 16,5 358,5 + 37,4 425,0 + 18,1 313.1 + 92,4 24,69 + 2,0 1276,26 + 439,5

s = deavio padrao.



TABELA 11

Efeitos dos tratamentos nos varios grupos (valores de F) relativos ao péso corporal médio final e pésos médios do coracao,
figado, baco, adrenais e testiculos. Grupos (I) contencdo mais baixa ingestio protéica; (II) contencdo mais alimentagdo controle;
(1N baixa ingestdo protéica; (IV) alimentacao controle.

Comparagao Valores de f
entre

0s grupos P.corporal Coracgao Figado Bago Adrenais Testiculos
(g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)

I x II 26,95% 14,78%% <1 3,20 3,00 B2,4%%

I x III 1,57 4,61% <1 2,24 3.21 <1l

II x IV 6.15% <1 2,77 <1 15.08** <l

III x IV 41 ,19%% 3.78 <1 <1l 14,48%% 120,80%%

(*) P < 0,05
(#*) p < 0,01
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RESULTADOS

Os pesos corporais médios no final da 7% semana de experi-
mento e os pesos médios do coragio, figado, baco, adrenais e
testiculos corrigidos para 100 g. de péso corporal estdo apresentados
na tabela I.

1. Péso corporal

Nao constatamos edema subcutineo em quaisquer dos animais
alimentados com baixa ingestdo protéica.

Os valores de F, nos diversos grupos, estdo apresentados na
tabela II. Os grupos com baixa ingestdo protéica (I e III) rece-
bendo ou n3o “stress” por conten¢io ndo mostram diferencas
significativas entre si. Todavia, nos animais alimentados com dieta
controle (grupos II e IV) a contengdo provoca perda significante
do péso corporal. :

2. Pésos de érgaos isolados:
2.1. Coragio

O coragio nos animais do grupo I (conten¢do mais baixa inges-
tdo protéica), tem maior péso relativo (mg de coragao/100 g de
péso corporal ), em termos estatisticos, que nos do grupo III (baixa
ingestdo protéica) e nos do grupo II (contengio mais alimenta-
¢ao contrble) (Tabela II).

2.2. Figado e bago

O figado apresenta superficie lisa, brilhante, amarelada e pouco
amolecida a palpacio nos grupos carentes em proteina (grupos I e
ITI). Os indices em mg do figado e mg de baco/100 g de péso
corporal, nao apresentam diferengas significativas nos diversos gru-
pos experimentais (Tabela II).

2.3. Adrenais

Os pésos glandulares/100 g de rato, ndao apresentam diferencgas
estadisticas entre os grupos I, II e III, mas estes foram estadisti-

camente maiores que o indice do grupo IV (dieta controle) (Tabela
II).

2.4. Testiculos

Os indices (mg de testiculo/100 g de rato) no grupo I (conten-
¢d0 mais baixa ingestdo protéica) sao estatisticamente menores em
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relagdo ao grupo II (contencio mais alimentagdo controle). O
mesmo ocorreu com o grupo IIT (baixa ingestdo protéica) que é
menor que o grupo IV (alimentagio controle) (Tabela IT).

3. Microscopia

H4 graus variados de altear¢des microscépicas nos diversos grupos
e nos diverscs drgaos estudados.

3.1. Coracao

O coragio quando corado com HE, exibe perda da estriagdo e
acidofilia acentuada das fibras cardiacas nos animais com ‘stress”
por contengao. Entretanto, este fato é mais comum na associagao de
contengid com a baixa ingestio protéica (grupo I). Quando utili-
zamos a colora¢do de Lie e cols. (14 ), encontramos quatro reagdes
fortes para uma fraca nos animais do grupo I (Fig. 1a); nos animais
do grupo II (contengdo mais alimentacio controle) duas reacBes
fracas para trés negativas (Fig. 1b); no grupo III (baixa ingestdo
protéica) reacdo negativa em todos os animais (Fig. 1c); e por
tltimo, no grupo IV (alimentagdo controle) uma reacio fraca para
quatro negativas. Nos animais do grupo I observam-se focos isola-
dos de miccitélise das fibras cardiacas.

3.2. Figado e bago

O figado é sede de grande esteatose difusa nos grupos carentes
em proteina, com ou sem contengdo (grupos I e IIT) (Fig. 2). Os
grupos alimentados com dieta controle ndo apresentam alteragdes
histolégicas dignas de nota (grupo II e IV). A

O bago mostrou polpa vermelha congesta, nos grupos que rece-
beram “‘stress” por conten¢do. Notamos que os foliculos esplénicos
sdo atréficos no grupo I (contengdo mais baixa ingestao protéica)
(Fig. 3a). Por outro lado, na baixa ingestao protéica o bago nio
perde a arquitetura folicular normal (Fig. 3b). Microscopicamente
a imobiliza¢do ndo conduz a altera¢des dignas de nota para o lado
da polpa branca dos animais bem nutridos (grupo I1).

3.3. Adrenais

As adrenais ndo apresentam alterages histolégicas nos diversos
grupos estudados.

3.4. Testiculos

Os testiculos corados com PAS apresentam membranas basais
tubulares espessadas nos animais que receberam “‘stress” por con-
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tencdo. O quadro microscépico, exibido pelo grupo I (contengdo
mais baixa ingestio protéica) estd bastante alterado. Observa-se
acentuada diminui¢io de luz tubular, com a espermiogénese e
espermatogénese ausentes. Algumas espermatogonias descamam da
parede tubular e conglomeram-se na luz (Fig. 4a). No grupo III
(baixa ingestdo protéica), as membranas tubulares ndo estdo espes-
sadas e o epitélio germinativo estd parcialmente destruido (Fig.
4b). Os animais alimentados com dieta controle e recebendo
“stress” por conten¢do semanalmente (grupo II) apresentam dis-
cretas espermiogéneses e poucas espermdtides jovens (Fig. 4c). O
grau de maturacio testicular do grupo controle com dieta balanceada
(grupo IV) estd demonstrado na mesma figura (Fig. 4d).

DISCUSSAO

1. Péso corporal

Os resultados mostram que nos animais bem nutridos e sub-
metidos & contengdo perdem significantemente mais péso corporal
que os seus controles. Estes achados concordam com dados da
literatura (1, 2, 3). E entretando, de importancia assinalar que se
ésse é o comportamento ponderal dos ratos normais, os que recebem
dieta de baixa concentragio protéica apresentam um desenvolvimento
ponderal bem inferior. Isto é de se esperar e provavelmente reflete
uma consequéncia da adaptacdo baixa ingestio protéica. O que é
importante ressaltar é o fato de que os animais mal nutridos,
recebendo o estimulo adicional de contengdo, nao apresentam perda
adicional do péso corporal. Isso poderia ser esperado considerando
o que se verificou nos animais normais submetidos a esse tipo de
estimulo. Parece entdo, que o animal j4 submetido & baixa ingestdo
protéica por alteragdes funcionais ou defesa da sua homeostase, ndo
agravaria o seu precirio desenvolvimento ponderal, quando sub-
metido a um estimulo alarmante adicional.

2. Estudo de diferentes drgaos

O péso do coragio por 100 g de péso corporal é maior nos animais
recebendo alimentacdo normal mais contengio, do que naqueles
alimentados com dieta controle. Como néds assinalamos que os pri-
meiros (dieta controle mais conten¢io) tém um desenvolvimento
ponderal menor que os segundos (dieta controle), podemos inferir
que a contengdo € responsdvel por um aumento relativo do 6rgéo.
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No grupo de animais carentes o aumento relativo do péso cardiaco
em relacdo ao péso corporal é ainda maior e esse aumento acentua-se
nos animais carentes recebendo contengdo, como estimulo adicional.
Interpretamos esse fato como decorrente da tentativa de preservar
o érgio em condigdes de manter a sua integridade e funcionabilidade.
Porém quando estudamos as fibras miocdrdicas com técnica histo-
quimica (14) encontramos alteragdes bastante graves. Com esta
técnica notamos grande sofrimento da fibra cardiaca nos ratos com
baixa ingestdo protéica porém, quando associamos a contengdo o
comprometimento do miocirdio é evidente. Além das lesGes hipo-
xémicas observamos também miocitlise das fibras cardiacas.

Nio encontramos alteragdes hepdticas microscipicas dignas de
nota para os animais recebendo ou ndo “‘stress” por contengdo. Os
animais com baixa ingestdo protéica mostram intensa esteatose he-
patica difusa, confirmando a literatura (7, 12). Quando associamos
a baixa ingestdo protéica mais ‘“‘stress” por conteng¢do, as alteragOes
histolégicas sdo da mesma intensidade que a deficiéncia protéica
isolada.

O baco dos animais experimentais também ndo apresentam
diferencas nos indices ponderais entre os virios grupos. Contudo,
encontramos alteracdes microscdpicas que consideramos de impor-
tincia para serem comentadas.

A contengdo, isoladamente, ndo produz alteragao microscdpica
do baco nos animais, algumas sdo verificadas em grau reduzido nos
animais de baixa ingestdo protéica e mais acentuadas nos animais
submetidos 2 associagdo de baixa ingestio mais contenco. Nos
animais carentes a arquitetura folicular é normal, mas o ndmero
de foliculos estd diminuido que estamos de acérdo com a litera-

tura (7) e esté é mais agravante na associacio de estimulos.

As alteracbes morfoldgicas encontradas nos testiculos dos animais
nos parecem de grande importincia em relagdo as possiveis repet-
cussdes que possam ter na reprodu¢do. Os animais que sé foram
imobilizados semanalmente e alimentados com dieta controle, nao
exibem diferencas estatisticamente significantes no péso relativo de
seus testiculos comparados com o grupo que ndo recebeu contengao.
Porém, o estudo microscpico demonstra um atraso da espermato-
génese, pois eles apresentam raras espermatices, ao contririo dos
ratos controles em plena atividade sexual. Esses dados concordam
com a literatura (4; 17) e o “stress” é responsdvel por um retardo
do desenvolvimento sexual. Os animais com baixa ingestdo de
proteina mostram uma diminugdo significativa dos pésos de seus
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testiculos em relagdo aos animais com alimentagao controle. O estudo
microscopico desses 6rgaos, apresentam grande atraso sexual, porém,
com algumas espermatides jovens. As alteracdes acentuam-se quando
0s animais de baixa intestdo protéica recebem “stress” por conten-
go. Nossos achados em relagao & deficiéncia protéica sao seme-
Ihantes aos dados de literatura (8). Parece nos um fato novo e de
maior importancia, termos encontrado além do mesmo grau de redu-
gao ponderal, les6es microscopicas maiores e mais acentuadas do
testiculo, nos animais submetidos a baixa ingestdo protéica mais
contengo. Portanto, o “stress” por contengo ou por baixa inges-
tdo protéica afeta o desenvolvimento sexual dos animais, mas a
associagdo dos dois estimulos tem efeitos somatdrios agravantes
que, sem duvida, podem afetar a atividade reprodutiva dos animais.

As alteragées morfologicas observadas no coragao, bago e testiculo
na associagdo de baixa ingestdo protéica e contengdo nos parecem
de grande importéancia, pois os efeitos sdo agravados pela agdo dos
dois estimulos. Essa associagdo é possivel de ser encontrada na vida
pratica e isto pode tornar-se importante para explicar reag6es dife-
rentes de individuos, bem ou mal nutridos, frente a estimulos alar-
mantes adicionais.

Figura 1-a



Figura 1-b

Figura 1-c

FIG. 1: Coracdo de rato: a. contencdo mais baixa ingestao proteica - reacéo
forte; b. contencdo mais alimentacao controle - reacdo fraca; c. baixa
ingestéo proteica - reacdo negativa. A. - 120 x. ABFP.



Figura 2

FIG. 2: Figado de rato: animal que recebeu “stress” por contencdo e dieta
deficiente em caseina. Nota-se grande esteatose difusa. A. 25 x. HE.



Figura 3-b
FIG. 3: Bago de rato: a. contencdo mais baixa ingestdo protética foliculos
atroficos; b. baixa ingestdo proteica - foliculos normais. A. 120 X. HE.



Figura 4-b



Figura 4-d

FIG. 4: Testiculo de rato: a. contencdo mais baixa ingestao proteica - des-
truicdo total do epitélio germinativo; b. baixa ingestao proteica -
epitélio germinativo parcialmente destruido; c. contenfao mais alimen-
tafdo controle - discreta espermiogénese e poucas espermatides jovens;
d. alimentacado controle - arquitetura normal. A. 30 X. HE.
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SUMMARY
Stress due to immobilization and low protein intake in rats. II. Morphologic
alterations.

The periodic immobilization of the animals receiving a control diet resulted
in a smaller weight gain than in controls. The animals fed a protein deficient
diet gained also less weight as compared to controls. The association of the
deficiency and the stress of immobilization further decreases the weight gain,
but the differences were not significant.

The animals submitted to restraint or protein deficiency stress showed an
increase in their heart weight in relation to body weight. This increase in
more significant when immobilization and protein deficiency were associated. The
degree of cardiac muscle fibers damage was also found more pronounced in
this group of animals, when analysed through histochemical methods. Liver
weight was not found different in the animals submitted to the experimental
program. Histological examination of this organ showed fatty infiltration in the
protein deficient animals. The picture was not found to be agravated when
the animals were further stimulated by the restraint mechanism.

Spleen weight was found to be similar in all groups. Histological study of

the protein deficient group showed small lesions, that were increased when the
deficiency was associated to immobilization.

The relative testis weight of the restraint animals receiving the control
diet was found to be similar to the animals not immobilized. The protein
deficient animals have significantly smaller testis weight than the well nourished
group. The histologic study showed that restraint or protein deficiency are
responsible for a sexually retarded animal, but the lesions increased with the
association of restraint and deficiency.
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