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RESUMO

A homeostasia metabdlica das fibras musculares é regulada de
forma multifatorial, merecendo destacar a importancia da integridade das
vias enzimaticas citosblicas bem como na capacidade de captar
adequadamente substratos metabolizaveis. Neste sentido, diversos
modelos experimentais foram desenvolvidos buscando compreender as
acOes deflagradas pelo comprometimento na atividade motora. No que
tange a fisioterapia, a literatura mostra estudos desenvolvidos no intuito de
aprimorar metodologias de tratamento, apdés lesdo muscular e/ou
comprometimento no controle neuromuscular, porém, em nenhum deles se
observa que o estado nutricional do paciente é considerado ao se delinear
o tratamento, mesmo sabendo que a desnutricdo, principalmente a proteico
caldrica, causa danos irreversiveis ao organismo. A imobilizacdo € uma
pratica terapéutica utilizada rotineiramente por diversos profissionais, frente
a lesdes musculo esqueléticas, neste aspecto, o objetivo deste estudo foi
analisar o efeito da imobilizacdo em ratos apds recuperacao nutricional. por
7 dias em ratos albinos Wistar controle (tratados com dieta normoproteica
14%) e recuperado nutricionalmente (tratado com dieta hipoproteica 6% 45
dias e tratado com dieta normoproteica 45 dias, RN) submetidos a
imobilizagdo. Os animais foram imobilizados com értese de acrilico
mantendo o tornozelo na posicao de 90° durante 7 dias e foi estabelecido
como periodo de remobilizacdo e analise o sétimo dia apds a retirada da
ortese. Foram realizadas as seguintes avaliacées: massa dos ratos e do
musculo séleo, relacdo proteina total/DNA do musculo séleo, teste de
tolerancia a glicose (GTT) e teste de tolerancia a insulina (ITT), conteudo
de glicogénio e determinacao da area da fibra por métodos morfométricos.
Na analise estatistica os dados foram comparados através de ANOVA Two
Way e pos-teste de Tukey, p<0,05. Os resultados mostraram menor peso
nos animais desnutridos seguido de recuperacdo parcial da massa, no
grupo recuperado porém com diferenga significante ao controle; verificou-se
também alteracbes nas respostas do GTT e ITT, reducdo na massa do
s6leo e nas reservas musculares de glicogénio significante quando
comparado ao grupo controle. No grupo de ratos recuperados pos-
desnutricdo houve reducéao significativa na area da fibra, comprometimento
que nao retomou a normalidade na fase apds a imobilizacdo. Cabe
ressaltar que na fase de remobilizacdo do grupo controle, houve
recuperacdo parcial das reservas, fato que né&o ocorreu no grupo
recuperado de desnutricao.

Palavras-chave: desnutricdo — imobilizacdo — musculo esquelético —

recuperacao nutricional



ABSTRACT

Metabolic homeostasis of muscle fibers is regulated in a multifactorial
manner, deserving highlight the importance of the integrity of cytosolic
enzyme systems as well as the ability to adequately capture metabolizable
substrates. In this sense, several experimental models have been
developed trying to understand the actions triggered by impairment in motor
activity. Regarding physical therapy, the literature shows studies developed
in order to enhance treatment methodologies, after muscle injury and/or
impairment in neuromuscular control, and in none of them, the nutritional
status of the patient is considered to delineate the treatment even knowing
that malnutrition, especially caloric protein, causes irreversible damage to
the body. Immobilization is a therapeutic practice routinely used by many
professionals, compared to musculoskeletal injury, in this aspect, the aim of
this study was to analyze the effect of immobilization in rats after nutritional
recovery. Was taken for 7 days in control albino Wistar rats (treated with
normal protein diet 14 %) and nutritionally recovered (treated with diet
hypoproteic 6 % 45 days and treated with normal proteic diet 45 days, RN)
subjected to immobilization . The animals were immobilized with acrylic
orthesis keeping the ankle in 90° position for 7 days and was established as
the remobilization period of analysis the seventh day after the removal of
the orthesis. The following evaluations were performed: mass of rats and
the soleus muscle, relation of total protein/DNA of the soleus muscle, the
glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT), glycogen
content and determination of the fiber by morphometric methods. In the
statistical analysis, the data were compared using ANOVA Two Way and
Tukey post-test, p < 0.05. The results showed lower weight in malnourished
animals followed by partial recovery of the mass , the group recovered but
with a significant difference to the control , it was also noted changes in the
GTT and ITT responses , reduction in mass of the soleus and the significant
muscle glycogen stores when compared to the control group. In the group of
rats recovered after malnutrition had significant reduction in fiber area,
compromising not returned to normal after the immobilization phase. Note
that the phase of remobilization of the control group, there was partial
recovery of reserves, which did not occur in the recovered group of
malnutrition.

Key-words: malnutrition — immobilization — skeletal muscle — nutitional

recovery
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1 INTRODUCAO

Atualmente a comunidade cientifica tem expressado grande
preocupacao no que se refere ao estado nutricional da populacdo, uma vez
que, é consenso que a boa alimentacdo é base para o desenvolvimento de
diferentes sistemas, tais como: musculoesquelético, enddcrino, imunoldgico,
entre outros. Assim, reitera-se que a preocupacao deve vir desde a gestacao,
pois 0 desenvolvimento humano se da a partir da vida intrauterina, e para sua
boa formacéo € importante que haja uma boa alimentacdo da mae para um
bom desenvolvimento do embrido (Golden, 2010).

Os disturbios alimentares mais comumente achados sdo a obesidade e
a desnutricdo, que por sua vez é a ingesta deficitaria de nutrientes essenciais
para o bom funcionamento do organismo. Apesar de estar do evidente
crescimento da populagédo obesa e da significante diminuicdo dos desnutridos,
ainda sdao muitos o0s casos de desnutricio encontrados no mundo,
principalmente em paises pobres. (Jahoor et al., 2006)

O tipo de desnutricdo esta relacionado a sua origem, ou seja, ira
depender de qual nutriente o organismo esta sendo privado, podendo ser entao
induzida pela deficiéncia protéica, vitaminica, caldrica, de minerais ou ainda a
combinacao destes componentes (Monte, 2000).

Dentre os tipos citados acima, o quadro de desnutricdo mais comum, é a
caréncia de proteina. A reducdo no oferecimento desse nutriente na dieta,
promove severas alteracées no organismo estando elas relacionadas com a
reducéo do crescimento e do peso (Schafer et al., 2008), uma vez que a acao

primaria do organismo, ap6s submetido a um déficit proteico, € reduzir o gasto
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energético alterando o conteudo de gordura corporal e consequentemente, o
peso do corpo (Barac-Nieto et al., 1978).

Deste modo, tem sido descrito que o déficit proteico afeta a formacéao de
hormonios e enzimas que atuam diretamente no processo de desenvolvimento
do peso e de crescimento (Neiva, Guerino e Mello, 1999).

E sabido que a desnutricdo protéico-calérica é uma das principais
causas de mortalidade infantil no Brasil, sendo definida segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como uma variedade de condicoes patoldgicas
decorrentes das deficiéncias de energia e proteinas, em proporcoes variadas.
Ja foi descrito que a desnutricao proteico-calorica traz déficits importantes para
o desenvolvimento humano, que quanto mais precoce ocorrer € mais tempo
permanecer instalado no individuo, maiores serao esses déficits, assim como
menor sera a possibilidade de reverté-los (Barreto et al., 2012).

Uma dieta pobre em proteina (8% de caseina) durante o periodo
gestacional, promovera alteragbes permanentes na estrutura e na
funcionalidade do sistema nervoso central, bem como na expressdo de
neurotransmissores orexigénicos e anorexigénicos, na expressao de genes
envolvidos com a regulacdo de sensores de nutrientes hipotalamicos e no
controle do metabolismo alterando assim o apetite e sensacao de saciedade do
da crianga (Orozco-Solis et al, 2009; 2010; Barreto et al, 2012; Falcao e
Santos, 2012).

Cabe ressaltar, que o papel materno se torna fundamental na infancia,
uma vez que 0s principais habitos alimentares sdo adquiridos na primeira

infancia e sao carregados por toda a vida (D'Ovidio, 2007). Além da dieta
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deficitaria, outros fatores promovem a desnutricdo, como a ma absorcao
intestinal, perda anormal de nutrientes através de doengas como diarréia,
hemorragia, insuficiéncia renal ou sudorese excessiva (Schafer et al., 2008).

A desnutricdo é uma doenca que acomete principalmente a populacao
de paises pobres e em desenvolvimento. No Brasil houve melhora no
panorama, no entanto a mesma ainda se apresenta em valores bem altos,
tendo 30,7% de suas criancas na faixa etaria de 0 a 5 anos com desnutrigdo. A
cada ano, 9 milhdes de criancas abaixo de 5 anos morrem e essa deficiéncia
nutricional é responsavel por um terco dos casos. (Coutinho, Gentil e Toral,
2008).

Estudos mostram que criancas de familias com extrema pobreza
apresentam menor peso ao nascimento, maiores taxas de mortalidade,
internacdes hospitalares e principalmente maiores indices de desnutricio
(Issler et al., 1996). Visto isso, descrito que criancas matriculadas em escolas
municipais apresentam mais frequentemente déficit de peso e altura quando
comparadas com as de escolas particulares (Guardiola, Egewarth e Rotta,
2001).

Estima-se que cerca de 20% dos individuos desnutridos atingem a vida
adulta com uma estatura inferior ao esperado. Quando inseridos no mercado
de trabalho apresentam limitacdes no desempenho e por isso ganho inferior
aos demais. Por esse motivo, tendem a morar nas regides periféricas das
cidades e a criarem filhos com tendéncia a serem desnutridos (Issler et al.,
1996). Algumas medidas basicas podem ser criadas para que haja uma menor

incidéncia como, por exemplo, uma melhor distribuicdo de renda entre as
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classes trabalhadoras e uma maior disponibilidade de alimentos para tais
(Latorraca et al., 1998).

Além disso, é importante saber que varias séo as alteracdes metabdlicas
gue ocorrem no organismo que serdo percebidas de acordo com a fase de
desenvolvimento do individuo e com o tempo de instalagcdo da mesma. Desse
modo, podemos classificar a desnutricdo em trés niveis, onde o primeiro grau,
€ aquele no qual o déficit de peso é superior a 10% da média considerada
normal, o de segundo grau 25% e de terceiro grau 40% (Huber et al., 2013).

A desnutricao de terceiro grau é a mais grave e pode ser subdivididas
em outras duas categorias. O marasmo, que é caracterizado pela perda de
tecido muscular e adiposo, com diminuicdo de 60% do peso corporal esperada
pela idade (Trusswell, 1981; Golden, 2010). E o kwashiorkor, caracterizado
pela perda do tecido muscular, e preservacao do tecido adiposo devido ser a
Unica fonte de energia disponivel (Waterlow, 1984).

No marasmo o individuo apresenta um menor déficit proteico,
comparado com o kwashiorkor, tendo entdo uma diferenca na composicéao
corporal entre ambos, assim como se diferenciam também no turnorver de
proteinas e lipidios sendo maior e menor respectivamente no kwashiorkor
(Jahoor, 2006; Reid, 2004, Badaloo, 2002).

Ha um caso mais severo de desnutricdo, onde o individuo com
kwashiorkor apresenta menor concentragdo intracelular e baixa sintese do
antioxidante de glutationa. Nesse problema, o indice de mortalidade é maior

devido a gravidade (Badaloo, 2002).
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A resposta metabdlica a desnutricio severa nos pacientes com
marasmo estd em manter o suprimento de aminoacidos e lipidios durante o
periodo da dieta deficitéria, entretanto, no kwashiorkor, ha uma grande
supressdo da quebra de proteina, criando uma diminuicdo de aminoacidos
essenciais e condicionais, alterando assim o metabolismo proteico, enquanto
que a reducdo da disponibilidade de lipidios altera 0 metabolismo energético.
(Golden, 2010; Jahoor, 2006).

Por conta das varias alteracbes metabdlicas que ocorrem na
desnutricdo, diversas adaptacbes funcionais acontecem durante o
desenvolvimento, visando preservar a homeostase do meio interno (Waterlow,
1984).

Ja foi descrito em humanos e animais de experimentacido, que a
desnutricdo protéica durante o periodo pré-natal leva a mudancas
permanentes, e que na fase adulta leva a deficiéncias do controle da pressao
sanguinea, metabolismo do colesterol, resposta imunol6gica, secrecao de
insulina, ingestdo de glicose, predisposicdo do organismo a obesidade,
doencas vasculares e diabetes mellitus. (Barker, 1999; Ravelli,1976).

Essas alteracbes na fase adulta sdo uma repercussdo da agressao no
periodo critico do desenvolvimento, sendo que estas sao propostas através da
plasticidade fenotipica, que é a capacidade do individuo em modificar o
fenétipo de acordo com alteracdes ambientais (Gluckman, 2005).

Essas alteracdes podem ser de ordem quimica ou fisica e estar presente
em diversas estruturas, como por exemplo, o hipotalamo, que tem papel

importante para o controle da homeostase energética (Wauben, 1999), além de
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centro regulador do comportamento alimentar, atuando no metabolismo
energético do musculo (Wilson, 1988; Plagemann, 2000).

O tecido muscular esquelético funciona como um reservatério de
proteina, entretanto, de acordo com Nascimento et al (1991), quando ha déficit
protéico na dieta, o tecido é alvo de deplecdo. Algumas alteragdes foram
observadas, como a diminuicdo do didmetro da fibra muscular onde nestas foi
verificado que os espacos intercelulares se encontravam alargados, contendo
vasos capilares, fibroblastos e escasso colageno fibrilar; ndo houve aumento
do colageno intersticial e a estrutura miofibrilar e miofilamentar foram mantidas.

Por essa razao é fundamental a recuperagao nutricional, principalmente
nas primeiras fases da vida, para que haja o desenvolvimento e crescimento
normal, antes que as alteracbes permanentes se instalem (Gigante et al.,
2007).

Mesmo apds uma reabilitacdo nutricional adequada ainda pode haver
consequéncias que causem alteracbes estruturais, neuroquimicas e
comportamentais irreversiveis, principalmente se ocorrer no periodo critico de
desenvolvimento considerado o terceiro trimestre de gestacao até o segundo
ano de vida (Dobbing, 1974; Smart, 1993).

Sendo assim, com todas as alteracdes metabdlicas e estruturais da
desnutricdo, a exposicao a lesao, principalmente musculoesquelética se torna
maior, e como tratamento principal para esse tipo de leséo, é bastante utilizado
a imobilizagdo do membro (Dirks et al., 2013).

Neste contexto, os estudos dos efeitos metabdlicos locais e sistémicos

da imobilizacdo se revestem de grande importancia por fornecer as
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informagdes necessarias para a compreensdo e intervencdo terapéutica e
preventiva tanto nas situagdes de privacdo da mobilidade de partes do corpo,
como no repouso prolongado no leito, haja vista que a imobilizacao
musculoesquelética é recurso terapéutico com vasta aplicabilidade pratica no
campo da ortopedia e medicina esportiva (Kannus et al., 1998)

A imobilizacao é bastante utilizada na pratica médica para o tratamento
de entorses, fraturas dsseas, rupturas ligamentares, tendineas e outros tecidos
moles, doencas degenerativas, lesbes musculares e articulares, e também
apods cirurgias ou como tratamento conservador. Sendo assim, leva a um
desuso muscular, gerando uma gama de efeitos deletérios, tais como a
proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular, hipotrofia muscular, fibrose
intramuscular, reducdo da densidade dos capilares, da extensibilidade
muscular, e da limitacdo da mobilidade articular (J6zsa et al., 1990).

A imobilizacdo musculoesquelética causa também alteracoes
adaptativas como perda funcional global e local principalmente perda de massa
muscular e 0ssea, haja visto que nestas condi¢cdes, o sistema musculo-
esquelético gera respostas adaptativas visando ajustar a capacidade funcional
do sistema para gerar a maxima eficiéncia com o menor consumo energético
possivel (Bodine et al., 2013).

A atrofia do musculo esquelético decorrente da imobilizagéo ocorre pela
diminuicdo dos niveis de sintese e consequentemente aumento nos niveis de
degradacao proteica (Durigan et al., 2005; 2006), onde é visto que nas
primeiras 6 horas de imobilizacao ja existe uma reducao de 37% nos indices de

sintese protéica (Wall et al., 2013).
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Para a realizacdo da imobilizacdo no campo da experimentacao,
inumeros estudos foram realizados para aperfeicoar o conhecimento dos
eventos deflagrados pelo desuso, fundamentado em diferentes técnicas como
a desnervacao (Coderre et al.,, 1992), tenotomia (Jakubiec-Puka et al., 1992;
Abrams et al., 2000), fixagdo da articulacdo por meio de pinos e bloqueio
quimico da juncado neuromuscular (Hirose et al., 2000), suspensdo do corpo
(Tanaka et al., 2004), 6rtese de tecido de algodao (Coutinho et al., 2006), talas
de gesso (Heslinga et al., 1995) e értese de resina acrilica (Silva et al., 2006).

A importancia dessas praticas experimentais se da devido ao desuso
muscular levara um comprometimento da homeostasia da musculatura tendo
por consequéncia a resisténcia insulinica, reducao das reservas de glicogénio,
afetando a sintese de proteinas da miofibrila, assim como a eficacia do sinal
metabdlico, além da reducao de forca e resisténcia a fadiga (Henriksen et al.,
1991; Silva e Almeida, 2006).

Para esse estudo, utilizou-se o0 modelo de imobilizacado com 6rtese de
resina acrilica, proporcionando uma imobilizagdo na articulagdo do tornozelo
em angulacado de 909, permitindo deambulacdo com descarga de peso no
membro imobilizado, uma vez que o modelo deixa livre parte da pata do
animal, além de permitir mobilidade das articulacées do joelho e quadril.

Tendo em vista a desnutricdo como um fator de risco em potencial para
o desenvolvimento neuropsicomotor em criancas, a identificacdo deste atraso é
fundamental para a intervencao precoce (Miranda, Resegue, Figueiras, 2003).

Frente os efeitos deletérios causados pela imobilizacado, a fisioterapia

ortopédica & de grande importancia, pois objetiva o trabalho da funcionalidade
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através de posturas e movimentos, além de associar a terapia ao processo de
ensino e aprendizagem motora, desta forma tornando-a mais efetiva e

completa (Almeida et al., 2004; Adalbjornsson, 2001).

HIPOTESE

Tendo como referéncia as alteracées geradas pela desnutricao proteica
bem como o possivel comprometimento que acompanha a recuperagcao
nutricional, a hipétese do trabalho é que ratos recuperados apos desnutricao
proteica apresentam deficiéncia na recuperacao das reservas energéticas, bem

como na composicao estrutural da musculatura esquelética, apés imobilizacao.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o comportamento das reservas glicogénicas, da relacao
proteina total/DNA e a morfometria do musculo séleo de ratos recuperados

apos desnutricdo, submetidos a imobilizacao e remobilizacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar a massa dos animais durante as fases de desnutricao e
recuperacao nutricional.

o Avaliar a sensibilidade a insulina e a resposta do pancreas frente a
glicose nos grupos controle, desnutridos e recuperados pés-desnutricao.

J Determinar as concentragdes plasmaticas de Proteinas totais e
Albumina.

° Avaliar as reservas glicogénicas musculares de ratos controle,

desnutridos e recuperados apds desnutricdo, bem como o comportamento

destas reservas na fase pds-imobilizagao.

° Realizar uma avaliacdo histoldégica no musculo séleo de ratos controle e

recuperados apos desnutricdo quando submetidos a imobilizacao.

° Verificar o indice de ingesta dos ratos controle e recuperados

nutricionalmente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Procedéncia e manutencao: Foram utilizados ratos da linhagem Wistar
(Rathusnovergicus var, albinus, Rodentia, Mamalia), desmamados no 21° dia
de vida, pesando de 38 a 58 g, provenientes da empresa ANILAB® (Paulinia).
Os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas coletivas contendo 4
animais cada, recebendo agua e alimentagcdo ad libitum e mantidos em
ambiente com temperatura controlada de 23 °C + 2 °C e iluminagdo adequada,
ciclo claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a partir das 6 horas. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica na Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), pelo protocolo 011/2011.

Foram aleatoriamente divididos em grupos apresentados na tabela 1. Os
ratos do grupo controle foram alimentados com dieta normoproteica AIN 93
contendo 14% de proteina, enquanto os desnutridos foram tratados com dieta
hipoproteica contendo 6% de proteina por 45 dias (tabela 2). O grupo
recuperado foi submetido ao protocolo de desnutricdo (45 dias) seguido da
recuperacao nutricional quando foram alimentados com dieta contendo 14% de

proteina por mais 45 dias.
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Tabela 1 — Distribuicao dos ratos em grupos experimentais.

Grupos
Controle

Imobilizados por 7 dias

Remobilizados por 7 dias

Desnutrido

Desnutrido imobilizado

Recuperado nutricionalmente

D O Of O] O O] OO| 3

Recuperado nutricionalmente imobilizados

OBS. Os grupos controle, desnutrido e recuperado foram duplicados de acordo

com a necessidade experimental.

3.2 Protocolo de desnutricao e recuperacao nutricional.

Durante o experimento foram empregadas dietas normoproteica (AN
93M - 14%) e hipoproteica (AN - 6%) comercializada por PragSolugdes
Servicos e Comércio Ltda; CNPJ: 03.420.938/0001-59 / IE: 401.091.476.112-

ME (composicao descrita na tabela 2).



Tabela 2 - Composicao das dietas (g/Kg)utilizadas para desnutricao
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Dieta AN 93 M -14%

Ingredientes p/1 Kg
Amido de milho 465.700
Caseina 140.000
Amido dextrinizado 155.000
Sacarose 100.000
Oleo de soja 40.000
Fibra (Cel. Microcrist.)  50.000
L-cistina 1.800
Cloreto colina 2.500
Mix mineral G 35.000
Mix vitaminico 10.000
TOTAL 1000.0

Dieta AN - 6% proteina (desnutricdo)

Ingredientes
Amido de milho
Caseina

Amido dextrinizado
Sacarose

Oleo de soja

Fibra (Cel. Microcrist.)
L-cistina

Cloreto colina

Mix mineral G

Mix vitaminico

TOTAL

p/1 Kg
508.000
66.000
166.500
121.000
40.000
50.000
1.000
2.500
35.000
10.000
1000.0

3.3 PROCEDIMENTO DE IMOBILIZAGAO

A imobilizacdo foi realizada apds 90 dias, respeitando o periodo do

protocolo de nutricdo, desnutricdo e recuperacao nutricional. Utilizando-se de

uma Oértese de resina acrilica, a qual manteve a articulacdo do tornozelo em

posicdo de 90° permitindo que as articulagbes do joelho e quadril

permanecessem livres conforme modelo descrito por Silva et al. (2006).

Consideramos os periodos experimentais como sendo periodos agudos, sendo

descrito que até 7 dias de imobilizacdo ainda € considerado dessa forma.
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Neste sentido, como protocolo de remobilizagdo, os animais tiveram a értese

retirada locomovendo-se livremente pela caixa.

Figura 1: Ortese adaptada ao membro posterior dos ratos mantendo o
tornozelo em 90°.

3.4 Determinacao do peso dos animais, e peso do séleo

O peso dos 6rgaos, das amostras bem como a ingesta sélida de dieta

foram determinados com auxilio de balancga eletronica (Filizola ®).

3.5 Determinacao do glicogénio muscular

Apbs anestesia com tribromoetanol (2,5%,ip), amostras do musculo
sbleo, gastrocnémio porcao branca e gastrocnémio porcdo vermelha, foram
coletadas e submetidas a digestdo em KOH 30% a quente e o glicogénio
precipitado a partir da passagem por etanol. Entre uma fase e outra da
precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3000rpm durante 15 minutos e o

glicogénio foi submetido a hidrélise acida na presenca de fenol, segundo a
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proposta de Siu et al. (1970) mostrado na figura 2. Os valores foram

expressos em mg/100mg de peso umido.

Figura 2: Etapas de extracdo e avaliacao do conteudo de glicogénio

3.6 Determinacao da concentracao plasmatica de Proteinas totais e
Albumina

As concentragbes plasmaticas de proteinas totais e albumina foram

determinadas através de kit de uso laboratorial (Protal — Labtest ).

3.7 Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)
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Para a realizacédo do ITT, os ratos foram anestesiados com tribromoetanol
(2,5%, ip) e apdés 10 minutos da inducdo anestésica, foi realizado um corte na
cauda do animal por onde uma aliquota de sangue foi coletada e a glicemia
avaliada através de fita usada em glicoteste, determinando o tempo zero.

A seguir foi administrado insulina (2 U/Kg, ip - Biohulin) seguido de coleta
de sangue nos tempos 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min e 30 min € a

glicemia novamente avaliada (Rafacho et al., 2007).

3.8 Teste de Tolerancia a Glicose (GTT)

Para avaliacadto do GTT, os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (2,5%,ip) e apds 10 minutos da indugédo anestésica foi realizado
um corte na cauda do animal por onde uma aliquota de sangue foi coletada e a
glicemia avaliada através de fita usada em glicoteste determinando o tempo
zero. A seguir foi administrado glicose (2 g/Kg, ip) seguido de coleta de sangue
nos tempos 15 min, 30 min, 60 min, 90 min e 120 min e a glicemia novamente

avaliada (Rafacho et al., 2007) (figura 3).
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Figura 3: Rato anestesiado sendo submetido ao teste de fungéo pancreatica
ou sensibilidade insulinica

3.9 ANALISE MORFOMETRICA

Processamento das amostras do tecido muscular

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e 0 musculo
s6leo foi exposto, retirado, pesado e em seguida, o seu segmento ventral foi
colocado em solugao tamponada de formol a 10% para fixagdo. Foi processado
também, o s6leo do membro contralateral.

Apos 48 horas de fixagdo, as pecas passaram por desidratagdo em
alcool etilico e diafanizagdo em xilol, sendo incluidas em paraplast. Cortes
transversais nao seriados de 7 um de espessura foram feitos da porg¢ao ventral

do musculo soleo, que foram corados por Hematoxilina-Eosina (H:E).

3.10 Analise da seccao transversa das fibras musculares
Segmentos do ventre do musculo so6leo foram fixados em solucao

tamponada de formol a 10% e processados para inclusdo em paraplast.
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Utilizou-se cortes nao seriados de 7 um de espessura que foram corados com
hematoxilina-Eosina (HE).

Foram selecionados 20 cortes nos quais foram escolhidas 15 imagens
com areas iguais e para a captacao e andlise das imagens, utilizando-se um
software Image Pro-plus® 6.2, e uma camera digital (JVC) acoplada a um
microscépio (Zeiss) com integracdo a um microcomputador. Todas as imagens
foram captadas com uma objetiva 20x. Para a analise da seccéo transversa
das fibras foi utilizado uma tela quadriculada, composta por 80 quadrados, com
63 interseccoes de retas. A interseccdo de retas que coincidia na fibra
muscular, era delimitada e o programa gerava um numero correspondente a
area da fibra, sendo analisadas 10 fibras por area, escolhidas de forma
aleatéria. Foram analisadas 300 fibras musculares em cada grupo experimental

(Mandarim De Lacerda, 2010).

Analise estatistica

Na analise estatistica foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-

Wilk, seguido de ANOVA e do teste de Tukey, p<0,05.
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4. RESULTADOS

O estudo iniciou com a caracterizacdo do quadro de desnutricao e
posterior recuperacao nutricional em ratos wistar.

Nesta caracterizacao, foi observado a progressdao do ganho de massa
(peso), a qual esta demonstrado na figura 4, onde pode-se observar que o
grupo controle apresentou expressiva variagdo de peso nas 6 primeiras
semanas, sendo representado por valores 79,8%, 44,7%, 24%, 26,1%, 16%,
18% e sequencialmente da 7° a 12° semana observa-se menor ganho
estabilizando a variacao entre10%, 3,5%, 4%, 8%, 4% € 7,8%.

No mesmo contexto de analise, os ratos desnutridos apresentam
pequena variacdo na massa, fato também observado na recuperagao
nutricional, estando representado por valores 10% maiores nas 6 primeiras
semanas de desnutricdo. Na fase de recuperagdo, os valores da7® a 12°
semana estiveram assim representados, 7%, 10%, 33,8%, 17,6%, 19,5% e
29,2%, respectivamente.

Esta avaliacdo mostra que o rato desnutrido apresentou peso inferior ao
rato controle e passou a apresentar maior aumento de peso apds ter sido
tratado com a dieta normoproteica, todavia, mesmo apds a recuperacao
nutricional, o rato desnutrido ndo conseguiu atingir o0 mesmo peso que o rato
controle. Neste contexto, a figura 5 mostra o status dos animais nas diferentes

condi¢Oes experimentais.
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Figura 4: Massa dos animais (g) controle (C), desnutridos (D) e recuperados apos
desnutricao (R). A figura mostra as 6 semanas de desnutricao (1° a 12°) sendo da 1%
6° 0 periodo de desnutricdo e da 7° a 12° a recuperagao nutricional. A 12 semana
representa a chegada dos animais. Os valores representam as médias + epm, n=10.
*p<0,05 comparado ao controle.

Figura 5: Ratos Wistar durante as fases experimentais. 1- animal tratado com dieta
normoproteica (AN 93 - 14%) durante 45 dias; 2- animal tratado com dieta hipoproteica
(AN - 6%) durante 45 dias (desnutrido); 3- animal tratado com dieta normoproteica (AN
93 - 14%) durante 90 dias; 4- animal recuperado com dieta normoproteica (AN 93 -
14%) durante 45 dias apds a desnutrigao.
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Completando a caracterizagdo do status de desnutricdo, foram avaliadas
as concentracdes plasmaticas de proteina total e albumina, valores esses
expressos na tabela 3, onde verifica-se uma menor concentracao plasmatica
em ratos desnutridos, confirmando entdo um quadro de desnutricdo. Pode-se
verificar ainda, que apds a recuperacdo nutricional as concentracbes nao

diferiram do controle.

Tabela 3 - Concentracdo Plasmatica de Proteinas Totais e Albumina
(mg/100mg) de ratos controle, desnutridos e recuperados. Os valores
representam as médias + epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.

Proteinas Totais Albumina

Controle 12+1,6 0,32 + 0,01
Desnutridos 8,3+2,1* 0,20 + 0,02*
Recuperados 9,3+2,1 0,27 £ 0,03

Na sequéncia da analise, o estudo foi direcionado as provas de fungao
secretéria de insulina frente a sobrecarga de glicose e a responsividade
tecidual a insulina. Para esta avaliacdo foram realizados dois testes, ou seja, 0
teste de tolerancia a glicose (GTT) e o teste de tolerancia a insulina (ITT).

No GTT foi observado que a area sob a curva foi 40% maior no grupo
desnutrido se comparado ao grupo controle, por sua vez, no grupo recuperado
a area apresentou-se 20% menor se comparado ao desnutrido, porém, ainda

20% maior que o controle (figura 6).
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Na avaliagdo do ITT foi observado reducdo de 72% na constante de
decaimento de glicose (KITT), indicando reducdo na sensibilidade insulinica
tecidual. Quanto ao grupo recuperado, foi observado valores 100% maiores se
comparado ao desnutrido, mas, ainda permaneceu 26% menor que o controle,

fato indicativo de ressensibilizagéo tecidual (figura 7).
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Figura 6: Area sob a curva (mg/dL/120min) dos grupos controle, desnutridos e
recuperados apds desnutricdo. Os valores correspondem a média £ epm, n=6. *p<0.05
comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao desnutrido.
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Figura 7: Constante de decaimento da glicemia (ITT = %/min) dos grupos controle,
desnutridos e recuperados apés desnutricdo. Os valores correspondem a média +
epm, n=6. p<0.05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao desnutrido.

Ap6és identificar a modificacdo na responsividade insulinica, passou-se a
verificar o comportamento das reservas glicogénicas do musculo séleo. Ao
considerar-se a imobilizacdo, foi observado que houve uma intensa reducao
nas reservas induzida pelo desuso atingindo 50%. Nesta mesma linha de
analise, foi observado que apdés a remobilizacdo, as reservas foram
recuperadas, atingindo valores 25% menores que o controle.

O grupo de ratos recuperados nutricionalmente apresentou concentracoes
de glicogénio inferiores ao grupo controle e, além disto foi observado que a
imobilizacdo promoveu reducdo ainda maior no conteudo muscular de
glicogénio e, apesar de apresentar melhora significativa na fase de
remobilizagdo, ndo foi suficiente para retornar aos valores controle
(recuperados), resultados descritos na figura 8.

Também foram avaliadas as concentragdes de glicogénio no musculo

gastrocnémio, porcao branca e vermelha, musculo no qual foi verificado que as
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reservas estavam menores se comparado ao controle e ainda, a imobilizagéo
promoveu diminuicdo no conteddo glicogénico em intensidade similar ao
verificado no musculo s6leo. Com relacdo a fase de remobilizacao, ndo foram
observadas concentracées similares a fase ndo imobilizado, como pode ser

observado nas figuras 9 e 10.

0,35 7

0,25 +

0,2 +

0,15

Glicogénio (mg/100mg)

C I R RE REI RER

Figura 8: Concentracdo de glicogénio do musculo séleo de animais controle (C),
imobilizados (I), remobilizado (R), recuperado (RE), recuperado imobilizado (REI),
recuperado remobilizado (RER). Os valores representam as médias + epm, n=6.
*p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado, a p<0,05
comparado ao recuperado, b p<0,05 comparado ao recuperado imobilizado.
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Figura 9: Concentracdo de glicogénio do musculo gastrocnémio branco de animais
controle (C), imobilizados (I), remobilizado (R), recuperado (RE), recuperado
imobilizado (REI), recuperado remobilizado (RER). Os valores representam as medias
+ epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado, a
p<0,05 comparado ao recuperado.
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Figura 10: Concentracao de glicogénio do musculo gastrocnémio vermelho de animais
controle (C), imobilizados (I), remobilizado (R), recuperado (RE), recuperado
imobilizado (REI), recuperado remobilizado (RER). Os valores representam as médias
+ epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado, a
p<0,05 comparado ao recuperado.
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Tendo em vista as alteracbes energéticas, foi avaliado a massa do
musculo s6leo nas mesmas condi¢cdes, sendo escolhido devido a facil
identificacdo dos limites anatémicos. Foi verificado que o séleo do grupo
imobilizado apresentou peso inferior se comparado com o controle, porém
durante a remobilizacdo, houve uma melhora significativa, contudo, ainda
inferior ao controle, ndo havendo recuperacao total do seu peso.

No grupo recuperado apoOs desnutricdo, o sbleo apresentou massa
inferior ao controle e quando submetido a imobilizagdo, houve reducao ainda
mais significativa. Merece destacar-se que 0 grupo recuperado, quando
remobilizado, apresentou aumento significativo da massa, se comparado ao

recuperado imobilizado, todavia, ainda inferior ao controle (figura 11).

Peso séleo (mg)

RE

Figura 11: Peso do musculo sb6leo de animais controle (C), imobilizados (l),
remobilizado (R), recuperado (RE), recuperado imobilizado (REIl), recuperado
remobilizado (RER). Os valores representam as médias + epm, n=6. *p<0,05
comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado, a p<0,05 comparado ao
recuperado.
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De maneira complementar, também foi analisada a relacdo proteina
total/DNA (PT/DNA) do soéleo (figura 12) e foi observado que os musculos
imobilizados apresentaram uma relagdo PT/DNA estatisticamente menor do
gue o controle e quando remobilizado, obteve-se uma melhora, porém, o valor
ainda ficou estatisticamente inferior ao controle. No grupo recuperado, foi
observado relacdo inferior ao controle e quando submetido a imobilizacao,
observou-se uma perda significativa, a qual nado foi recuperada na

remobilizacao.

Proteina total/DNA - sdleo
(mg/100mg)

RE REI RER

Figura 12: Relacdo proteina total/DNA (mg/100mg) do musculo s6leo de animais
controle (C), imobilizados (I), remobilizado (R), recuperado (RE), recuperado
imobilizado (REI), recuperado remobilizado (RER). Os valores representam as medias
+ epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado, a
p<0,05 comparado ao recuperado.

A avaliagao morfométrica realizada no s6leo mostrou redugéo de 47%
na area das fibras do mesmo (um? em decorréncia da imobilizagdo. A

avaliacao direcionada ao musculo do grupo recuperado apods desnutricdo
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mostrou que estes apresentam fibras com area 20% menor, sugerindo que esta
reducdo se deve a desnutricdo desenvolvida nas fases iniciais do
desenvolvimento. Além disso, quando o grupo recuperado foi submetido a
imobilizacéo foi verificado que as fibras apresentaram reducéao de 18% da area
como mostra a figura 13 e representado na morfologia na figura 14.

Fato interessante é que as fibras do séleo, recuperado apds desnutricao,
apresentaram-se menores que as fibras dos musculos controle e a imobilizagao

proporcionou reducao adicional e similar nos musculos normais imobilizados.
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Figura 13: Médiatdp da 4area do musculo séleo (um® dos grupos controle,
imobilizado, recuperado apo6s desnutricdo e recuperado apos desnutricdo e
imobilizado,n:5.*p<0,05 comparado ao grupo controle, #p<0,05 comparado ao
imobilizados, ~p<0,05 comparado ao recuperado.
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Recuperado Recuperado Imobilizado

Figura 14: Fotomicrografia de um séleo nas condigbes controle, imobilizado e
recuperado ap6s desnutricdo e recuperado apds desnutricao e imobilizado. Os valores
representam as médias + epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle. A barra de

calibracdo é de — para todas as figuras.
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Para verificar se havia outro fator, além do défict proteico da racao
causando um quadro de desnutricédo, foi verificado o indice de ingesta, visando
uma potencial reducao do grupo desnutrido, o que ficou evidente e pode ser
visto na figura 15, onde os ratos do grupo desnutrido apresentaram uma

diferenga significante com os animais do grupo controle.
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Figura 15: indice de ingesta (g) de animais controle e desnutrido. Os valores
representam as médias = epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.
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5. DISCUSSAO

Cientistas tém dedicado esfor¢os no sentido de caracterizar o quadro de
desnutricdo, bem como os possiveis danos causados pelo comprometimento
nutricional, havendo consenso que os eventos causados pelo déficit proteico
durante a fase precoce do desenvolvimento sao representados pelo
comprometimento no peso e tamanho, bem como pela reducdo das
concentracdes plasmaticas de albumina e proteinas totais (Guedes, Melo e
Teodésio, 2004).

Na década de 90, foi referendado que no inicio da fase pds-desmame
ratos Wistar apresentam o peso médio de 49,50 + 5,1 g, fato que coincide com
valor do peso do animais utilizados no inicio do estudo. Com relacao ao peso, a
literatura descreve que ratos Wistar ganham 5,5 vezes o peso até atingirem a
idade adulta, neste interim, foi observado que o grupo experimental alimentado
com dieta normoproteica, apresentou ganho de peso 5 vezes maior do que o
peso inicial, sendo similar ao descrito na literatura por Levitsky e Strupp,
(1995).

Ao observamos o grupo que foi submetido a uma nutricdo com dieta
hipoproteica, foi verificado pequena variacdo no peso atingindo valores 1,1
vezes maiores apdés 45 dias do tratamento com este tipo de dieta se
comparado aos animais com dieta normoproteica. Esse estudo corrobora com
a literatura, onde ja foi retratado que baixo peso acompanha o quadro de
desnutricdo, sendo esta uma das caracteristicas principais desta patologia.
(Zanin et al., 2003). Com a reducao do suprimento de proteina, espera-se

reducao na quantidade de aminoacidos, que € fonte para a sintese hormonal,
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sendo essencial no processo sintético de enzimas envolvidas diretamente no
desenvolvimento ponderal e de crescimento (Neiva, Guerino e Mello, 1999).

No intuito de confirmar a implantagdo do quadro de desnutricdo, foi
avaliada a concentracao plasmatica de proteina total e albumina com proposto
por Reid e Campbell (2004). Nesta avaliacdo foi verificado que os animais
tratados com dieta hipoproteica, apresentaram baixas concentracées atingindo
valores 31% menores na concentragdo plasmatica de proteinas totais e 37,5%
na concentracao plasmatica de albumina, caracterizando assim, o quadro de
desnutrigao.

Caber ressaltar que, no grupo submetido a recuperacao nutricional, foi
observado reestabelecimento das concentracbes plasmaticas de proteinas
totais e albumina, sendo indicativo da recuperacdo das condi¢cées organicas e
corroborando com o estudo de Neiva et al (1999).

Um ponto a se considerar, € que a desnutricdo possa promover
alteracdes estruturais e funcionais em diversos 6rgaos, com destaque ao
epitélio intestinal, onde pode haver comprometimento no processo digestivo,
dificultando a absorcdo de nutrientes e indiretamente comprometendo o
desenvolvimento e composicao corporal. (Galdino et al., 2001; Souza, 2006;
Natali et al., 2005, Moreira et al., 2008).

Um trabalho realizado com humanos em 2000, descreveu baixo peso em
criancas do terceiro mundo acompanhado de comprometimento no crescimento
e associou 0 achado ao quadro de desnutricao (Gopalan, 2000).

De forma consensual, tem sido demonstrado quadros de alteracoes

nutricionais e suas relagcdes com os desajustes metabdlicos convergindo para
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mudancas nas dindmicas secretérias da insulina, bem como na sensibilidade
tecidual ao horménio (Filiputti et al., 2008). Nosso estudo mostra que, frente a
desnutricdo houve reducdo no processo secretério da insulina, induzida pela
glicose, condi¢do que perdurou mesmo apos a recuperacao nutricional atingir o
maximo.

Os dados aqui apresentados acompanham estudos que descrevem a
hipotese do “Thrifty phenotype” onde mudancas ligadas a fatores ambientais e
nutricionais, que possam ter ocorrido nas fases iniciais da vida, podem
promover alteragdes funcionais no pancreas, assim, explicando as alteracoes
observadas nos testes de tolerancia a glicose e acrescentando ao fato de nao
observarmos reversibilidade do quadro, apds recuperacao nutricional, assim ha
de se considerar que as alteracbes podem ser permanentes € pouco
reversiveis (Hales e Barker, 1992; Fernandez-Twinn et al., 2003; Heywood et
al., 2004).

Uma possivel explicacao para a nao recuperacao nas dinamicas insulinicas
se deve as multiplas alteracbes que a desnutricdo provoca nas ilhotas
pancreaticas representado por redugdo no volume das ilhotas, perda de
granulacdo e atrofia das células, alteracdo na cinética secretéria, menor
vascularizacdo nas ilhotas, reducdo no contetudo de insulina ( Cherif et al.,
2001)

Ao compararmos os dados do teste de tolerancia a insulina com a
literatura foi verificado que a sensibilidade tecidual a insulina mostrou-se
reduzida na desnutricdo e na recuperacao nutricional, sendo sugestivo que o

quadro de insulinopenia é acompanhado de resisténcia a insulina, eventos que
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nao retornam aos indices de normalidade, ap6s a recuperag¢do nutricional,
como sugerido por Delghingaro- Augusto et al. (2004).

Acompanhando a proposta, passou-se a avaliar os eventos promovidos
pela imobilizacao sobre as reservas glicogénicas musculares, destacando que
esta reserva € marcadora das condicdes energéticas e da performance do
musculo esquelético. Os resultados obtidos no grupo controle imobilizado
mostraram redugéo significativa nas reservas de glicogénio, e se baseia no fato
da imobilizacdo ser uma condigdo que promove reducdo na populacdo dos
receptores insulinicos, comprometendo a cascata sinalizadora da insulina
principalmente sobre as vias citosdlicas reguladoras da sintese de glicogénio,
predispondo ao quadro de resisténcia a insulina e concomitante reducao nas
reservas glicogénicas (Hirose et al., 2000).

Concomitante ao progresso da ciéncia e desenvolvimento de novas
técnicas experimentais, tem sido proficuo o conhecimento dos eventos
induzidos pela imobilizacdo, de forma que € consenso entre diferentes
cientistas que as principais alteragcdes morfofuncionais estdo totalmente
configuradas no periodo de 7 dias pds-imobilizacdo (Durigan, 2005; Durigan et
al., 2006, Menon et al., 2007).

Segundo Jarvinem (1992), a fraqueza muscular também faz parte dos
eventos decorrentes da imobilizacdo e se deve a deplecdo da disponibilidade
de creatina quinase, reducdo de sarcomeros em série, reducdo da forca e da
resisténcia a fadiga decorrente da atrofia das fibras | e Il e diminuicao da

funcao aerobia.
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Filiputti (2008) estudando ratos desnutridos descreveu que ndo ha
mudanc¢a quanto as reservas de glicogénio, por outro lado, Delghingaro (2004),
sugeriu que a desnutricdo promove comprometimento nas funcgdes
pancreaticas modificando o perfil secretério da insulina e indiretamente
promove reducao nas reservas glicogénicas.

No presente estudo verificou-se no grupo desnutrido reducgéo
significativa nas reservas glicogénicas musculares, concordando com estudos
de cunho quimiometabdlico que avaliaram o status metabdlico de musculos
esqueléticos de animais desnutridos e apontaram para menores reservas
energéticas indicando comprometimento na maturacdo das vias metabdlicas
(Okitolonda et al., 1987, Latorraca, 1998; Almeida, 2004; Bortolini, 2005; Alves,
2005).

No que se refere a imobilizagdo, é consenso que a imobilizagdo propicia
diminuicdo no conteddo muscular de glicogénio e reducdo na sensibilidade
tecidual insulinica reduzindo a eficiéncia dos processos responsaveis pelo
controle da captacao de glicose, metabolizacao ou sintese de glicogénio, sendo
uma resposta do organismo para um menor uso de energia, visto que o
musculo ndo esta sendo utilizado (Henriksen, 1996).

Ao aplicarmos a mesma andlise, agora na fase de remobilizacdo, ou
seja, sete dias apds a retirada da értese, foi verificado recuperacao das
reservas energeéticas, no entanto, estas ndao retomam a valores similares ao
controle. A recuperacdo observada possivelmente se deva ao retorno do

estimulo promovido pela deambulacdo do animal na caixa e concomitante



45

aumento na contragdo muscular e recuperacdo de funcgdes ligadas a
homeostasia metabdlica das fibras (Bottinelli e Reggiani, 2000).

Na andlise do conteudo glicogénico muscular realizada no grupo
recuperado apds desnutricdo, foi verificado menores reservas indicando que
devido a restricao proteica houve comprometimento nas dindmicas das vias
enzimaticas que participam da formagcdo de reservas energéticas. Neste
sentido, a literatura tem demonstrado multiplas modificagbes que acompanham
os desajustes das vias sinalizadoras, destacando mudanca na funcéo
mitocondrial, onde frente a desnutricdo ha diminuicdo da atividade oxidativa
limitando a refosforilacdo do ADP para ATP, inibindo a funcdo mitocondrial e
restringindo a relacdo sintese/degradacdo de glicogénio, uma vez que as
enzimas da via glicogénica necessitam da presenca do ATP. Foi descrito que
animais jovens submetidos a desnutricdo e a posterior recuperacao nutricional
mantém o agravo prévio de ultra-estrutrura de mitocéndrias e mantém a
limitagdo da refosforilagcdo do ADP. Esse fato indica persisténcia da disfuncao
mitocondrial, apesar da recuperagao nutricional (Waterlow, 1960).

Quando os ratos recuperados foram submetidos a imobilizagcao, também
foi verificado reducdo nas reservas, no entanto, em porcentagem menor se
comparado ao controle imobilizado. Uma possivel explicacdo para este fato,
pode ter relacdo com o perfil energético no qual o musculo se encontrava, ou
seja, em decorréncia das condi¢des nutricionais ja havia um déficit energético.
Por sua vez, na fase de remobilizacdo, estes musculos também néo

conseguiram retomar um padrao similar as condicdes iniciais.
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A literatura destaca que a desnutricdo promove diminuicdo na expressao das
enzimas fosfofrutoquinase, succinato desidrogenase, enzimas da via glicolitica,
enzimas da via insulinica, além de alterar a funcionalidade mitocondrial.
Possivelmente, ao afetar este conjunto de acdes a recuperacgao seja dificultada
(Matecki et al., 2002).

A mesmo linha de raciocinio se aplica ao peso e a relagdo proteina
total/DNA do soleo, onde se observam variacbes que acompanham o padrao
descrito para as reservas glicogénicas, apresentando reducdo frente a
recuperacao nutricional e imobilizacdo seguido de déficit na recuperacao
inserida na fase da remobilizacdo. Este fato novamente retrata o
comprometimento nas vias sinalizadoras, uma vez que, existe forte relacédo
entre as dindmicas de geracao de energia representada pela enzima AMPK, a
qual é comprometida tanto pela desnutricdo quanto pela imobilziacdo e a
enzima mTOR, responsavel pelo anabolismo, a qual também segue o perfil ja
descrito, os dados indicam que a multifatoriedade de alteragdes geradas pela
desnutricdo perduram mesmo apds a recuperacao nutricional.

Avaliagoes histoldgicas caracterizando as fibras musculares susceptiveis
a agravos nutricionais tem mostrado grande identidade entre humanos e ratos
(Goodman et al., 1981). Apds evidenciar as alteracées quimiometabdlicas nos
animais submetidos a recuperagdo nutricional, optou-se por realizar uma
andlise histolégica para avaliar a a&rea do musculo séleo dos ratos.

Na literatura, esta descrito que musculos antigravitacionarios sao os que
possuem maior proporcdo de fibras lentas, apresentando maior

susceptibilidade a atrofia induzida pelo desuso (Appell, 1990; Heslinga et al.,
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1995; Ploug et al., 1995; Mercier et al., 1999; Herrera et al., 2001; Lieber, 2002;
Tanaka et al., 2004). Frente a descricdo apresentada, o musculo séleo que
apresenta predominancia de fibras do tipo I, foi escolhido para a andlise
histolégica.

A posicdo e o tempo da imobilizagdo, também pode influenciar nas
repostas diante o desuso muscular. Quando realizada na posicdo de
encurtamento, acarreta na reducdo da massa muscular, da area das fibras,
diminuicdo no numero dos sarcémeros em série e maior proliferacdo do tecido
conjuntivo. J& quando realizada em alongamento, leva ao aumento da massa
muscular, aumento da sintese proteica, adicdo de sarcémeros em série e
menor proliferacao do tecido conjuntivo (Williams e Golspink, 1978; Tardieu et
al., 1982; Fournier et al., 1983; Williams e Golspink, 1984; Appell, 1986; J6zsa
et al., 1988; Williams et al. 1988; Savolainem et al., 1988; Jarvinem et al., 1992;
Yang et al., 1997).

Quanto ao tempo de imobilizagcéo, a literatura mostra que a maioria das
mudancas, ocorrem nos primeiros sete dias de desuso muscular, periodo que
foi selecionado neste estudo. (Booth, 1977; Williams e Goldspink, 1984;
Thomason et al., 1997; J6zsa et al., 1988; Okita et al., 2004

Com relacao a area da fibra, a literatura mostra que pode variar de 2084
a 3500um? (Delp e Duan, 1996; Coutinho et al., 2002; Gomes et al., 2004), e no
estudo, observamos que os ratos controle apresentavam a média da area de
2585 + 332um?, corroborando com a literatura. Os ratos que passaram por

desnutricdo e foram recuperados nutricionalmente, apresentaram uma area
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com diferenca significante quando comparado ao controle de 2086 + 168pum?,
porém, ainda dentro dos padrées de normalidade encontrado na literatura.

Na andlise dos animais que passaram pela imobilizacao, foi observado
grande diminuicao da area, assim, no que se refere ao grupo tratado com dieta
normoproteica o valor obtido foi de 1341 + 151 um? enquanto o grupo tratado
com dieta hipoproteica apresentou 1741 + 168um? ou seja, independentemente
do estado nutricional, a imobilizagcdo promoveu reducdo na area da fibra
muscular. Os resultados acompanham as observagoes realizadas por Durigan
(2006) utilizando muasculos normais.

Em um estudo realizado com coelhos, imobilizados em encurtamento,
avaliados do segundo ao sexto dia de imobilizacdo verificou-se uma reducéo
de 16% da area de secc¢ao transversa do musculo s6leo no segundo dia e uma
reducao de 17% no sexto dia (Smith et al., 2000). Kondo et al (1993) também
verificou uma reducdo de 19% da massa muscular de sbéleo em ratos
imobilizados por 4 dias. Assim como Ahtikoski et al. (2003), que verificaram
uma reducdo de 20% da massa do sb6leo em encurtamento e 17% em
alongamento em ratos imobilizados por 3 dias.

Essa diminuicdo da massa do musculo séleo, assim como reducéo da
area das fibras, ocorre devido um desequilibrio entre a relagcdo sintese e
degradacao proteica, ja descrito no desuso muscular (Phillips et al., 2009).

No estudo feito por Booth e Sneider (1979) foi verificado redugcdo da
sintese proteica em 37% ja nas primeiras 6 horas de imobilizacdo, e nas
primeiras 24 horas de suspensao, a reducao atingiu 50% na sintese de

proteinas do musculo séleo de ratos (Taillandier et al., 2003).
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6. CONCLUSAO

A desnutricao infantil € uma doenca grave, causando varios danos ao
organismo do individuo, podendo deixar sequelas para a vida adulta.

Com o presente estudo, pode-se concluir que os ratos, apds sofrerem
desnutricdo e passarem por uma recuperacao nutricional, ndo conseguem
retomar o tamanho e peso dos animais do grupo controle, mostrando que a
desnutricdo gera um atraso no desenvolvimento corporal.

Devido aos ratos serem menores, por conta do atraso no
crescimento, a area dos musculos apresentaram também uma reducgédo e o
tecido conjuntivo se fez presente em uma maior regido. Além do citado, houve
resisténcia a insulina, e ainda uma menor concentragdo do glicogénio
muscular.

O perfil metabdlico de ratos recuperados de desnutricdo, estabelecidos
neste estudo, pode servir como base para trabalhos futuros, visando o
comportamento dos mesmos frente a lesdo musculo esquelética, imobilizacao

e tratamento fisioterapéutico.
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