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RESUMO

A Desnutricao Energético-Protéica (DEP) provoca alteragdes significativas nos varios érgaos e
sistemas do organismo, conforme o periodo de desenvolvimento corporal onde ocorre, a duragao e
gravidade do comprometimento. Os estudos de DEP em ratos, realizados durante o periodo de gesta-
¢ao e aleitamento, seguidos ou ndo de periodos de recuperacdo nutricional, demonstraram reducao da
area da secéo transversa da fibra muscular e retardo na diferenciagao dos tipos de fibras, ndo sendo
possivel precisar em qual destes periodos 0 musculo € mais susceptivel as alteracées ocasionadas pela
DEP.

Durante o aleitamento, particularmente em ratos, ocorre um grande crescimento corporal, com
maturagao acelerada do sistema nervoso central e da musculatura esquelética. Para elucidar as con-
seqgléncias da DEP nos musculos de ratos recém-natos, desnutrido exclusivamente durante este perio-
do, nos analisamos com métodos histoquimicos e quantitativos 0 musculo gastrocnémico de 15 ratos
eutréficos ao nascimento e desnutridos por redug@o da ingesta de leite até o 24° dia de vida (grupo
Desnutrido — DES), comparados com 15 ratos eutréficos (grupo Controle — CON). O peso médio dos
ratos desnutridos era 33% inferior ao dos ratos eutréficos no 24° de vida, configurando uma DEP mode-
rada, segundo os critérios de Gomez.

As principais alteragdes encontradas na andlise por métodos histoquimicos e colorimétricos
processados a fresco em ambos os grupos foram variagdes no didmetro das fibras musculares. A Unica
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0002) foi uma discreta reducao de lipidios no interior das
fibras musculares em 5 ratos CON e em todos os 15 ratos DES.

Nos ratos desnutridos, a area média da secado transversa da fibra do masculo gastrocnémio,
corada pela ATPase 4.3, encontra-se significativamente reduzida nas fibras tipo 2. A freqiéncia de
distribuicao dos tipos de fibra em relacéo a area evidencia uma reducao da area para as fibras do tipo 2,
nao sendo significativo para as fibras tipo 1. O histograma de freqiiéncia dos tipos de fibras apresenta-
se desviado para a esquerda, confirmando o predominio de fibras de menor area no grupo DES.

A DEP durante o periodo de aleitamento pode induzir um retardo na maturagédo das fibras

musculares de ratos, porém sem alteracdes estruturais significativas.



ABSTRACT

Protein-energy undernutrition (PEU) may cause significant alterations in various organs and
systems. Those vary accordingly to the body corporal development stage, as well as, PEU duration and
severity. Studies in rats, with PEU occurring during both the pregnancy and suckling periods, followed
or not by nutritional recovering, showed reduction of cross-section muscle fiber area and retardation in
the differentiation of fiber types. Which of these periods is related to the highest muscle damaging sec-
ondary to PEU remains unclear.

In rats, the suckling period is reportedly associated with intense body growing and fast matura-
tion of central nervous system and skeletal muscles. To elucidate the consequences of PEU during the
suckling period in the muscle of newborn rats, we used qualitative and quantitative histochemical meth-
ods to evaluate the gastrocnemius muscle of 15 rats, undernourished by reduction of milk intake from
the first to 24™ day of life (Undernourished Group — UND), compared to 15 euthrofic rats (Control Group
— CON). The medium weight of UND was 33% lower compared to the CON at 24" day of live, suggest-
ing a moderate PEU, according Gomez’s Classification.

The main alteration found by histochemical and colorimetric methods using fresh sections was
the variation in the muscle fiber diameter. The only statistically significant difference (p = 0,0002) was a
discrete reduction in lipids in the fibers, found in 5 of the CON and all UND.

In the UND rats the mean cross-section fiber area of the gastrocnemius muscle, stained at ATP-
ase 4.3, was significantly reduced for type 2 fibers. The distribution frequency of fiber types in relation to
area showed a reduction in type 2 fibers, which was not significant to type 1 fibers. The histogram of
distribution of various fiber types showed curves skewed to left (smaller area fibers) indicating smaller fi-
ber area in the UND group.

The PEU during the suckling period may induce retardation in the maturation of rat muscle fi-
bers, which is not necessarily associated with significant structural changes.



Introducao

“Desnutricdo Energético-Protéica afeta 1/4 das criangas no mundo:

30 milhdes apresentam baixo peso ao nascimento pela pobre nutricdo durante vida fetal;
182 milhdes (33%) estdo com retardo do crescimento;

150 milhdes (27%) estdo abaixo do peso esperado.”

[Global Database on Child Growth and Malnutrition 2002]
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1.1 A Desnutricao Energeético-Proteica

A Desnutricao Energético-Protéica (DEP) é definida pela Organizagao de Ali-
mentos e Agricultura (OAA) e Organizacao Mundial de Saude (OMS) como “uma vari-
edade de condicdes patolégicas decorrentes das deficiéncias de energia e proteinas
em propor¢oes variadas, que atingem preferencialmente as criangas, sempre agrava-
das pelas infeccoes repetidas”. A DEP esta provavelmente associada a metade das
10,4 milhdes de mortes de criangas que ocorrem a cada ano. Lactentes e criangas
jovens sao mais susceptiveis a manifestacao mais tipica da DEP - o retardo do cres-
cimento, devido as elevadas demandas protéicas e energéticas e a vulnerabilidade a
infeccoes. Globalmente, criancas desnutridas sofrem até 160 dias de doenca a cada
ano, com a desnutricao ampliando o efeito de todas as doencas. Mortalidade de até
30% nao é incomum, mas com manejo adequado, ela pode ser reduzida para menos

de 5% [ACC/SNC e IFPRI 2000].

A DEP é uma entidade clinica fregliente em nosso meio e também em outros
paises com problemas de subdesenvolvimento, baixa renda per capita, saneamento
basico precario e mas condi¢coes de atendimento de saude ao grupo materno infantil
(Figura 1.1).  Atinge principalmente mulheres em gestacé&o ou lactagdo e criangas
menores de cinco anos de idade que, devido a acelerada velocidade de crescimento,
tém requerimentos de nutrientes proporcionalmente elevados [Monckeberg 1985].  Ocorre
num ciclo vicioso iniciado com a pobreza, acentuada pela ignorancia do desmame
precoce e dos erros alimentares e precipitada pelas infeccoes ocasionadas pelas mas
condicoes higieno-dietéticas, como as gastroenterites, culminando na desnutricao [pal-

ma e Fisberg 1994].
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Causas da Desnutricao Infantil

Recursos de saude, saneamento,
humanos e econémicos em quantidade
e qualidade inapropriados, com
utilizacdo e prioridades inadequadas.

!

Acesso insuficiente a comida.

Sociedade

Praticas errbneas de cuidados
Familia maternos e infantis.

Servicos de saude, agua e higiene
inapropriados.

!

Ingesta alimentar insuficiente ou

Pessoa inadequada.
Doencas repetidas.

!

Desnutricao infantil.

Resultado Incapacidade.
Morte.

Adaptado de ACC/SCN e IFPRI 2000

Figura 1.1 - Causas da Desnutricao Infantil

O estado nutricional € o melhor indicador global do bem estar da crianga, po-
dendo ser avaliado pela relagdo estatura versus idade. E o indicador que melhor re-
flete os efeitos acumulativos de longo prazo de uma dieta inadequada e/ou doencas
recorrentes, que se manifestam pelo retardo de crescimento. Em 1986, OMS im-
plantou o Banco de Dados Global em Crescimento Infantil e Desnutricao (WHO Gilo-
bal Database on Child Grow and Malnutrition). A analise realizada por Onis e colabo-

radores neste banco de dados, abrangendo os resultados de 241 pesquisas realiza-
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das em 106 paises em desenvolvimento em criancas abaixo de 5 anos, mostrou uma
reducdo no retardo do crescimento nos paises em desenvolvimento de 47% em 1980
para 33% em 2000. Estima-se que esta tendéncia a queda prossiga, € que no ano
de 2005 apenas 29% das criangas estejam comprometidas [onis e col. 2000]. Esta melho-
ra ndao ocorreu de forma homogénea em todos os paises. O retardo do crescimento
aumentou na Africa Ocidental e reduziu na Asia, América do Sul e Norte da Africa.
No Caribe, América Central e Africa Oriental sofreu poucas alteragdes. Para o ano
de 2000 estima-se existirem 182 milhées de criancas pré-escolares com retardo do
crescimento nos paises em desenvolvimento. Apesar da melhora global do retardo
do crescimento, a desnutricdo na infancia permanece ainda como um dos grandes

problemas de Saude Publica nestes paises [ACC/SCN e IFPRI 2000].

Dados do Banco Mundial, referentes ao Brasil em 1986, revelam que apenas
33% da populagao recebem alimentacao suficiente. Na regido Nordeste, 79% da po-
pulacdo tém alimentacado deficiente em calorias, ocorrendo 0 mesmo em 58% da po-
pulacdo da regiao Sul-Sudeste [Ferrari 1986]. Em 1996, na populagao brasileira com ida-
de inferior a 5 anos de vida, 10,5% apresentavam retardo no crescimento e 5,7%

peso inferior ao esperado para a idade [Global Database on Child Growth and Malnutrition 2000].

Apesar da melhoria das condi¢des nutricionais das criangas no Brasil, a des-
nutricdo € mais freqliente nas areas rurais do Norte e Nordeste e nas periferias das
grandes cidades e preocupante nas regidbes mais pobres do pais e nos bolsdes de
pobreza das grandes cidades [Rede de Combate & Desnutrigio Infantil 2008]. Em nosso meio o
controle da DEP deve ser priorizado pela alta prevaléncia, e elevada mortalidade e

pOSSIIVGiS seq[JeIas fisicas e mentais [Hoffmann 1995, Monckeberg 1985, Palma e Fisberg 1994].

1.2 Classificacao da DEP

Dentre as varias classificagdes para graus de desnutricio destacam-se a de
Gomez e a da Welcome Trust Working Party.

A Classificacao de Gémez, define trés niveis de desnutricdo conforme o peso
corporal encontrado em relacdo ao peso corporal esperado para a idade [Gomez e col.

1956]:

12 Grau ou Leve — peso corporal 10 a 24% abaixo do esperado.
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22 Grau ou Moderada — peso corporal 25 a 39% abaixo do esperado.
32 Grau ou Grave — peso corporal 40% abaixo esperado.

A Welcome Trust Working Party é uma classificagao utilizada principalmente
para as desnutricdes graves, definindo quatro niveis de desnutricdo [welcome Trust Working
Party 1970]:

Baixo Peso — peso corporal entre 60 a 80% do esperado para a idade e au-

séncia de edema

Marasmo - peso corporal abaixo de 60% do esperado para a idade e auséncia

de edema

Kwashiorkor - peso corporal entre 60 a 80% do esperado para a idade e pre-

senca de edema

Kwashiorkor Marasmatico - peso corporal abaixo de 60% do esperado para a

idade e presenca de edema.

1.3 Alteracoes Sistémicas na DEP

A DEP provoca alteracgdes significativas nos varios érgaos e sistemas do or-

ganismo, inclusive na musculatura esquelética.

A interacao dos varios fatores ligados ao ambiente e a crianca resultam na
reducao da ingesta de alimentos. A caréncia prolongada de alimentos leva o orga-
nismo a adaptar-se gradativamente para poder sobreviver. A primeira alteracdo € o
aumento da proporcao de agua e sédio total nos varios compartimentos, acompanha-
da pela deficiéncias de potassio, calcio, magnésio, fosfato, zinco e cobre. Estas alte-
racoes bioquimicas sao seguidas por modificagdes nas funcbes dos 6rgaos e siste-
mas, culminando com transformacdes na estrutura histolégica de todos os tecidos
[Palma e Fisberg 1924]. A redug¢do da massa tissular contribui para a reducédo do peso do
organismo e ndo ocorre proporcionalmente em todos os 6rgaos e sistemas [Jackson e col.
1986). As principais disfungdes ocorrem nos sistemas enzimaticos, nos horménios hi-
pofisarios, no desenvolvimento neuropsicomotor e no sistema imunolégico. Estas

alteracdes sao, por vezes, irreversiveis [Paima e Fisberg 1994].



Introdugéo

No sistema gastrintestinal a DEP desencadeia graus variados de atrofia da
mucosa intestinal e de reducao das enzimas digestivas, principalmente da lactase, fa-
vorecendo a proliferagdo bacteriana, alem de prejudicar a digestdo e absorcao de
gorduras e carboidratos, mais acentuadamente que de proteinas. A ma absor¢ao
intestinal e as diarréias freqlientes perpetuam as perdas e agravam o quadro. A fun-
¢ao imunoldgica celular € bastante comprometida, com redugéo dos fatores humorais
responsaveis pela fagocitose e imunoglobulina A. A anemia que ocorre estd mais

relacionada a deficiéncia protéica que a caréncia de ferro [carazza 1991].

O Sistema Nervoso Central apesar de ser um 6rgao relativamente poupado
dos agravos nutricionais quando comparado aos outros 6rgaos, podera ser grave-
mente comprometido pela DEP na infancia, pois é atingido na sua fase de cresci-
mento mais rapido. Este déficit podera ser permanente, mesmo apd6s a correcao da
DEP, levando o Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF) a estimar que
15% da populacao brasileira teriam seu potencial intelectual reduzido pela deficiéncia
nutricional, mesmo se vierem a receber suplementagdo alimentar [Ferrari 1986].
Carrazza considera que, apenas na DEP intra-utero, ha uma grande possibilidade de
ocorrer lesdo grave e permanente do sistema nervoso central proporcional ao grau de
desnutricdo. Esta lesao seria responsavel pelo retardo no desenvolvimento neurop-
sicomotor destas criancas, e pode ser revertida, com um ambiente sdcio-cultural favo-

ravel e estimulacao psicomotora adequada [carazza 1991].

Em criancgas, o periodo de mais rapido crescimento ocorre nos primeiros seis
meses de vida. O grau de crescimento é determinado principalmente por fatores ge-
néticos, podendo ser alterado por fatores ambientais, particularmente a nutricao.
Criangcas que nascem pequenas podem acelerar compensatoriamente o desenvolvi-
mento até alcangarem a sua curva de crescimento geneticamente determinada
(“catch up”). Criangas que nascem grandes podem retardar o crescimento (“catch
down”) pelo mesmo motivo. No entanto é essencial o aporte adequado de nutriente

para permitir o este crescimento compensatorio [Zotiin 1991].

Dentre os varios fatores capazes de influirem no crescimento e no estado nu-
tricional do recém nascido destacam-se a duracédo da gestacao, o sexo, 0 numero de
fetos na mesma gestacao, a idade materna, o numero de gestacdes prévias, a ordem
do nascimento, o nivel social, o estado nutricional materno e o uso de fumo e outras

drogas [Barbieri e col. 1994].



Introdugéo

O estudo do cérebro de ratos submetidos a DEP do nascimento até o 27° dia
de vida mostrou que as estruturas cerebrais ndao sofreram alteragdes nos niveis de
neurdnios, fibras mielinicas e corpusculos de Nissl, com reducdo significativa das
proteinas e dos lipidios cerebrais. Apds a recuperacao nutricional ocorre recupera-
cao completa do contetdo protéico e parcial do conteudo lipidico, sugerindo que a
DEP nesta fase do desenvolvimento constitui uma agressao importante, podendo le-
var a alteracbes metabdlicas cerebrais irreversiveis, mesmo apés um periodo de re-

cuperacao nutricional [Kfouri e col. 1977, Tonete e col. 1981].

Criangcas com varios graus de desnutricdo apresentam um aumento da latén-
cia cortical e do tempo de conducado motora central, com um limiar baixo de excitabili-
dade cortical para os musculos abdutor curto do polegar e extensor curto dos dedos
apos estimulacao transmagnética do cértex motor cerebral, quando comparado com
criancas normais. Estas alteragdes sdo mais acentuadas nos casos com desnutricao
mais grave e indicam uma disfuncdo da conducado motora, possivelmente relacionada

a um retardo na maturacao [Tamer e col. 1997].

1.4 Alteracoes Musculares na DEP

A musculatura esquelética € o maior reservatério de proteina do corpo, repre-
sentando 42% da massa corporal. O musculo é composto por proteinas (20%), lipi-
dios (5%), carboidratos (1%), constituintes organicos e inorganicos (2%) e agua (72%)
[Ontko 1994].  Durante o repouso, o musculo é responsavel por 33% do consumo total de
oxigénio corporal, taxa que se eleva até 96% durante os periodos de atividade mus-

cular intensa [Adibi e col. 1974].

O metabolismo muscular regula-se, de forma rapida e precisa, a quaisquer
mistura de carboidratos, gorduras e proteinas consumidos na dieta. Desta forma
mantém o estado funcional, mesmo nas situacdes de desnutricdo aguda ou crbnica
[Ontko 1994]. Ratos jovens submetidos a uma dieta sem proteina apresentam uma pa-
rada de crescimento da massa muscular esquelética e do seu contetdo protéico, com
uma surpreendente preservacdo da musculatura, reduzindo a protedlise de forma

ainda nao bem definida [Nascimento e col. 1990, Tawa e Goldberg 1994].
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1.4.1 Alteracoes Musculares em Criancas Desnutridas

O estudo mais abrangente das alteracbes neuromusculares na DEP foi efetu-
ado por Dastur e colaboradores (1982) em 52 criangas com DEP de grau Il e IV, que
apresentavam uma reducao da forca muscular com predominio proximal e hipotonia
generalizada. A microscopia Optica de se¢des em parafina de bidpsias musculares
mostrou uma reducéo generalizada e nao especifica das fibras em 37 (71,1%), com
presenca de grupos atréficos, sugerindo denervagao em cinco (9,6%), variagao do di-
ametro e fibras arredondadas, sugestivas de miopatias em quatro (7,7%). Nenhuma
anormalidade foi observada em seis (11,5%) bidépsias. Em apenas cinco casos foi
realizado estudo histoquimico, sendo constatado em trés deles a auséncia de distin-
cao entre os tipos de fibra muscular até os trés anos de idade. O didmetro médio das
fibras musculares de desnutridos com cinco e dez anos de idade foi comparavel ao
diametro médio de criangas normais de 6 meses até 2 anos e 6 meses de idade. A
microscopia eletrénica (ME) realizada em sete bidpsias, demonstrou fibras pouco
desenvolvidas com miofibrilas compactamente arranjadas e fibras pequenas ou nor-
mais, com graus variados de desorganizacado e degeneracdo. Estas alteracdes indi-
cam uma lentificacdo ou retardo do desenvolvimento das fibras musculares em rela-
cao ao esperado para a idade. Estes achados eram semelhantes ao observado nas
fibras musculares fetais na ME. Concluiu enfatizando o valor da utilizacdo da medida
do diametro das fibras musculares no estudo das alteragdes musculares em desor-
dens metabdlicas como a DEP em relagdo as observagcoes meramente qualitativas

das fibras [Dastur e col. 1979].

O estudo da eletromiografia (EMG) em 18 criancas desnutridas revelou a pre-
senga de um padrdo miopatico em 10 casos e fibrilagdes em oito. A velocidade de
conducao nervosa motora (VCNM) era reduzida, normalizando com a recuperagao

nutricional [Sachdev e col. 1981].

A VCNM foi também estudada nos nervos ulnar, mediano, fibular e tibial pos-
terior de 51 criangcas com desnutricao cronica e 42 criangas normais, cujas idades va-
riavam de seis meses a quatro anos, com reduc¢ao significante da VCNM nas por¢des
distais dos nervos. A preservacao das laténcias distais sugere que a DEP provoca
uma mielinizacao inadequada dos nervos periféricos, principalmente nos segmentos

distais [Kumar e col. 1977, Singh e col. 1976].
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Os musculos sartério, obtidos nas necropsias de seis criangas com 0Obito por
DEP grave e idades entre seis e 16 meses, mostraram redugédo na area das fibras
musculares de até 50% em todos 0s casos [Montgomery 1962].  Aparentemente, apenas na
situacao de dbito causado pela desnutricdo, ocorre uma reducao do numero de fibras
musculares, pois em outros estudos com criancas desnutridas e recuperadas, a
quantidade de fibras musculares permaneceu constante durante a DEP e recupera-

Qé.O [Hamsen-Smith e col. 1978 e 1979].

Nassar e colaboradores estudaram, utilizando microscopia eletrénica, as alte-
ragcdes musculares em quatro criancas menores de dois anos de idade com desnutri-
cao grave - marasmo. As anormalidades encontradas sugerem que todos os ele-
mentos estruturais do musculo sdo afetados, sendo o0 maior comprometimento nos

elementos contrateis [Nassar e col. 1974].

Estudos realizados no material obtido por biopsia percutanea por agulha no
musculo vasto lateral de 25 criancas com desnutricdo grave, que foram repetidas
apos a recuperacao nutricional, mostraram que durante a fase de desnutricao ocorreu
manutencao do numero de nucleos de fibras musculares e reducao importante do di-
ametro das fibras. Durante a fase inicial de recuperacao nutricional as fibras dobra-
ram de tamanho. Apds a normalizacdo do estado nutricional, as fibras musculares
atingiram apenas 60% do diametro médio das fibras musculares de criangas nutridas

de idade equivalente [Hansen-Smith e col. 1979].

A massa muscular total, medida com creatinina marcada com Nitrogénio5,
demonstra que a reposicdo da massa muscular ocorrida durante a fase de recupera-
cao nutricional deve-se a combinacao de hipertrofia com hiperplasia muscular [Reeds e

col. 1978].

A analise quimica da composicao corporal total de duas criancas que morre-
ram devido a desnutricdo mostrou uma redugédo no conteudo de potassio e de protei-

na, com aumento do conteldo de agua [Haliday 1967].

Os resultados dos principais estudos de DEP em criancas estdo condensados
na Tabela 1.1. Existem relativamente poucos pacientes estudados (em torno de
120), principalmente pelas limitagbes éticas e metodoldgicas envolvidas neste tipo de

investigacao.
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1.4.3 Alteracoes Musculares em Adultos Desnutridos

Existem poucos estudos com avaliagdo histoquimica e morfolégica da mus-

culatura de adultos desnutridos.

Lancellotti e colaboradores realizaram biopsia do musculo deltdide processa-
da por métodos histoquimicos em 24 pacientes adultos, com graus variados de des-
nutricdo, sendo 14 portadores de carcinoma e 10 de doencas nao neoplasicas. Ob-
servaram alteragdes musculares sugestivas de atrofia neurogénica, com fibras atrofi-
cas angulares do tipo 2, em 23 casos. A atrofia era mais intensa nos casos com
desnutricdo mais grave. Em oito casos ocorreram agrupamentos de um unico tipo de
fibra. Em apenas um caso ocorreu miosite aguda perimisial, que era sugestiva de
comprometimento paraneoplasico. Na&ao houve correlagdo entre a intensidade das

alteracdes histoquimicas e a presenca ou ndo de neoplasia [Lancellotti e col. 1988].

Lopes e colaboradores estudaram 10 adultos desnutridos por varias doencgas
gastrointestinais, comparando-os com 22 adultos normais. = Observou aumento na
fadigabilidade muscular e alteracdo no padrédo de contracédo e relaxamento muscular
em 10 desnutridos. Na reavaliacéo, efetuada ap6s quatro semanas de nutricao pa-
renteral total em quatro desnutridos, ocorreu uma recuperacéao significativa destes pa-

rametros [Lopes e col. 1982].
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Tabela 1.1 - Alteracoes na musculatura esquelética em criancas com desnutricao energético - protéica grave

N2 Casos Periodo Musculo Método . . <
Autor (idade) Estudado Estudado de Coleta Método de Analise Coloragéo Resultados
A - Contagem do n? de nu- A g , L
Montgomery 1962 6 Obito por desnutricdo Sartério Necropsia cleos e medida do dia- HE Redugao d|ametrlo fibras, semelhante & idade fetfal, perda
(8-16m) grave . de até 50% das fibras musculares e aumento colageno.
metro da fibra
4 . o~ Jatl o~ ~ + " IV
Haliday 1967 2 Obito por desnutricdo Todos Necropsia Andlise da’cgmpomgao Redugao K muszcular, aumento do conteudo de agua e
(12-14m) grave quimica reducdo da proteina.
Sachdev e col. 1971 30 Desnutrigéo grave (21) EMG e VCN EMG mlopgtlco em 10, fibrilagdo em 8 e normal em 4.
e recuperacao (9) VCN reduzida em 12.
4 . Sartérioe  Bidpsia a céu Glutafa!deldo Alteracdo de todos elementos estruturais do musculo,
Nassar e col. 1974 Desnutricdo grave Ultraestrutura + tetroxido de . f
(4-24m) reto femoral aberto ésmio mais afetados os elementos contréteis.
Desnutricio arave e Bi6psia per- Glutaraldeido 2/3 n® total de nucleos sao de fibras musculares. Du-
Hansen-Smith 8 futrigao grave Quadriceps psiap Contagem n® o rante a fase de recuperacdo ocorre aumento do n° de
apos recuperagao cuténea por h +tetréxidode BTN ~
e col.1978 (16 £5m) ) femoral de nucleos - células miogénicas (20%) em relagdo ao encontrado na
nutricional agulha osmio o
fase de desnutricdo (2,6%).
7 Desnutricao grave e Biopsia a céu Excrecio N 15 Aumento da massa muscular proporcionalmente maior
Reeds e col. 1978 apos recuperagao P gao que o ganho de peso corporal, obtida por hipertrofia e hi-
(8-27m) " aberto creatinina .
nutricional perplasia.
. Durante e apés a re- Biopsia per- Medida do didmetro Glutaraldeido Na fase |n|g|a| de fecuperagao as f|pras dobram de. tama-
Hansen-Smith ~ Vasto X W e o nho, posteriormente o ganho é mais lento. Ao final da
25 cuperacéo da desnu- cuténea por longitudinal fibra + tetroxido de N . .
ecol. 1979 L lateral - recuperagdo as fibras atingem apenas 60% do tamanho
tricao grave agulha muscular osmio . . . .
das fibras de criangas nutridas de 6 m de idade.
50 Desnutricio Biopsia a céu Microscopia 6tica com Normal em 6 casos, atrofia difusa em 37 e agrupada em
Dastur e col. 1982 ¢ Quadriceps P medida do didmetro HE 5, padrdo miopético em 4. Histoquimica em 5 casos, com
(5m-10a) grave aberto

fibras

falta de diferenciagdo de fibras em 3 (todos < 3 a).

a—anos; m = meses; EMG = eletromiografia; VCN = velocidade de condugéo nervosa; N = nitrogénio; HE = hematoxilina eosina; K = potassio



1.4.3 Alteracoes Musculares em Ratos Desnutridos

Os principais estudos de DEP em ratos, com avaliacdo histoquimica e morfo-
l6gica do musculo e andlise quantitativa das fibras musculares foram realizados du-
rante o periodo de gestacao e aleitamento, seguidos ou ndo por periodos de recupe-

racao nutricional (Tabela 1.2).

Haltia e colaboradores desnutriram ratos machos no periodo de gestagcéao e
aleitamento, através da reducao de até 50% da quantidade normal de racdo, obser-
vando reducdo no didmetro de todos os tipos de fibras musculares, que atinge seu
ponto maximo (50% do valor do grupo controle) aos 180 dias de vida, ndo sendo to-

talmente restituida pela recuperacao nutricional [Hattia e col. 1978].

Howell e colaboradores estudaram ratos machos desnutridos durante a ges-
tacdo e aleitamento e recuperados até 362 semana de vida, constatando reducao do
peso do musculo de contragao rapida - tibial anterior (TA) de 25% e do musculo de
contracédo lenta - séleo (SOL) de 13%. Ocorreu uma reducéo de 20% na area média
da fibra muscular do TA (p < 0,001), sem diferencas significativas na do séleo. Utili-
zando as reagdes histoquimicas da SDH e a ATPase para diferenciacao dos tipos de
fibra muscular, notaram que no SOL o aumento da area das fibras ocorria apenas nas
fibras do tipo 2a. No TA a reducéao do percentual de distribuicdo do tipo 1 e tipo 2a e
na area das fibras tipo 1 era compensado por um aumento no percentual de fibras 2b

[Howell e col. 1978].

Howells e colaboradores desnutriram ratos machos e fémeas durante a ges-
tacdo e o aleitamento, mantidos ap6s desmame em dieta normal. Com 20 semanas
de vida, apenas nos ratos machos apresentaram reducao significativa do peso corpo-
ral e da massa dos musculos extensor longo dos dedos (ELD) e SOL. A
reducao na area da secao transversa da fibra foi verificada no ELD (musculo de con-
tracdo rapida) em ambos o0s sexos. No SOL ocorreu hipertrofia das fibras,
significativa apenas nos machos. Nao observou alteragdes nas proporcdes dos tipos
de fibras, nas reacoes de SDH e ATPase. Conclui que as respostas musculares a

DEP sao diferentes em ratos machos e fémeas [Howell e col. 1979].

Hegarty e Kim compararam ratos machos jovens de 25 dias, desnutridos agu-

damente pela retirada total da alimentacdo até redugcdo de 40% do peso corporal (3
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dias apés), com um grupo similar que foi realimentado até atingir o peso original. Nao
constataram nenhum déficit permanente no numero ou no didmetro das fibras mus-

culares [Hegarty e Kim 1980].

Bedy e colaboradores verificaram nos ratos desnutridos durante a gestacéo e
por 27 dias de aleitamento e nos desnutridos do 30° ao 60° dia de vida, que as altea-
cbes musculares (reducdo de peso e da area da fibra) ocasionadas pela DEP do 30°
ao 60 ? dia podem ser recuperadas com a normalizacao do estado nutricional. As
alteragdes provocadas pela DEP ocorridas antes do 27° dia de vida podem causar

déficit permanente [Bedy e col. 1982].

Cavaliere e colaboradores avaliaram o crescimento e a diferenciacdo das fi-
bras do musculo gastrocnémico coradas pela reacao histoquimica da NADH - Tetra-
zolium Redutase (NADH — TR) dos ratos submetidos a desnutricdo protéica no perio-
do pré e pos-natal. Apds o 8° dia de vida ocorreu uma reducao na area das fibras.
No 28° dia de vida as fibras apresentavam um retardo de duas semanas no cresd-
mento e diferenciacdo, sendo o peso corporal 4 do peso dos ratos controle de igual
idade. Os ratos que foram reabilitados nutricionalmente apresentavam no 50° dia de
vida um peso corporal e uma diferenciagédo de fibras semelhante aos ratos controle
com 28 dias de vida. Este retardo poderia ser consequente a um retardo na matura-

cao das células nervosas [Cavaliere e col. 1986].

Nascimento e colaboradores, realizando um estudo histoquimico do musculo
gastrocnémio de ratos desnutridos durante a gestacao e periodo de aleitamento, ob-
servaram uma reducado no diametro das fibras, principalmente do tipo 2, sem altera-
coes especificas na ME, denotando um retardo na maturacdo. Conclui que a desnu-
tricdo protéica pode provocar um retardo no desenvolvimento e hipoplasia da unidade

Mmotora [Nascimento e col. 1990]

Yamaguchi e colaboradores estudaram o peso e a area dos tipos de fibra co-
rados pela reacao histoquimica da ATPase nos musculos SOL e ELD de ratos ma-
chos desnutridos da 32 até a 112 semana de vida. Constataram que o aumento do
peso e da area das fibras musculares estao muito mais relacionados ao aumento do

peso corporal e a idade, do que ao grau de desnutricdo do rato [yamaguchi e col. 1992].

Brozanski e colaboradores utilizaram métodos eletroforéticos e imunohisto-
quimicos nos musculos de ratos desnutridos durante a gestacédo e o aleitamento até

60° dia de vida, observando uma persisténcia anormal e significativa das cadeias pe-
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sadas de miosina neonatal no diafragma dos ratos desnutridos até o 30° dia, quando
nos ratos controles elas desapareceram no 212 dia de vida. Esta alteragdo do padréao
normal de expressdo das miosinas deve significar um retardo na maturacéo, ocasio-
nado pela prépria desnutricdo ou pelo hipotireoidismo que pode ocorrer nestas situa-

g(")es [Brozanski e col. 1991].

Oliveira e colaboradores realizaram estudo histoquimico do musculo biceps
braquial de ratos recém nascidos submetidos a desnutricio durante a gestacdo e
aleitamento, sendo parte do grupo desnutrido submetido a recuperagéo nutricional
apos o nascimento. O grupo desnutrido apresentou um baixo peso ao nascimento e
fibras musculares com perda do predominio de fibras tipo 2, diminuicdo do diametro,
baixa atividade oxidativa, proliferacdo do tecido intersticial e edema. Interessante
neste estudo é que os filhos dos ratos desnutridos que foram submetidos a recupera-
cao nutricional (22 geracao) apresentavam um peso normal ao nascimento,com prati-
camente as mesmas alteragées musculares encontradas ao nascimento nos ratos do
grupo desnutrido, sugerindo que as alteracdes musculares induzidas pela desnutricao

durante a gestacao poderiam ser transmitidas para a geracao seguinte [Oliveira e col. 1999].

Nestes estudos (Tabela 1.2) observa-se a presenca de alteragdes significati-
vas e persistentes na DEP ocorrida em ratos no periodo de gestagao - aleitamento e
apos o desmame, nao existindo dados que especifiguem em qual destas fases o
musculo € mais susceptivel a lesdo pela DEP e quais seriam as alteracbes muscula-

res provocadas pela DEP ocorrida exclusivamente durante o aleitamento.

Yamaguchi e colaboradores constataram que o0 peso, a area € a proporgcao
das fibras nos musculos séleo e extensor longo dos dedos de ratos submetidos a res-
tricdo alimentar até a 112 semana de vida sao fortemente influenciados pelo grau de
aumento do peso corporal e pela idade e ndo pela presenca ou nao de desnutricao,
sendo que o aumento relacionado a idade correlaciona-se diretamente com o au-

mento de peso concomitante [Yamaguchi e col. 1993].

Um estudo da DEP exclusivamente no periodo pés natal precoce foi realizado
por Ward e Stickland em porcos da india, que foram desnutridos durante todo o peri-
odo de aleitamento até a 62 semana de vida. Os musculos séleo e biceps braquial
foram estudados por andlise histoquimica com ATPase pH 4,6 e 10,6, SDH e mio-
fosforilase. Ao final do periodo de estudo, o grupo desnutrido apresentava uma re-

ducéao de 35% do peso corporal em relacao ao grupo Controle. A area média das fi-
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bras musculares era significativamente reduzida em todos os tipos de fibras do grupo
Desnutrido (de 46% a 27%), sendo o biceps braquial mais afetado que o séleo. A
proporcao entre os varios tipos de fibras nao foi alterada.  Atribui este fato a um re-
tardo na maturacao das fibras musculares, significando que as fibras menores do
grupo Desnutrido seriam mais imaturas. O biceps braquial seria mais afetado por
apresentar um crescimento mais rapido neste periodo que 0 s6leo [Ward e Stickland 1993].
Nao existem estudos semelhantes em ratos, que apresentam um padrao evolutivo pré

e pos natal diferente do porco da india [pobbing 1974].

Concluindo, as alteragdes nos musculos de ratos e humanos devido a DEP ja
foram abordados de varias maneiras, mas as alteracbes encontradas nos musculos
de ratos desnutridos exclusivamente durante o periodo de aleitamento ainda nao fo-
ram adequadamente investigadas por métodos histoquimicos quantitativos e qualitati-

VOS.

1.5 Estudo Histoquimico do Musculo

Muitas das reagdes patolégicas do musculo podem ser identificadas nas se-
cbes em parafina das biopsias musculares fixadas em formalina. Existem todavia
numerosas alteragdes, que sé poderdo ser bem definidas ou até mesmo detectadas,
nas se¢des musculares quando estas sao cortadas em criostato e processadas a
fresco por métodos histoquimicos. Este é um método imprescindivel na investigacao

das alteragdes neuromusculares [Loughlin 1993].

Os musculos esqueléticos sao constituidos por uma populagdao heterogénea
de fibras com propriedades variaveis de resisténcia a fadiga e velocidade de contra-
cao, de forma a poderem ajustar-se eficazmente as demandas permanentes e varia-
das de forga, resisténcia e velocidade na contracao [kelly e Rubistein 1994l Este estado
funcional do musculo é dinamico e dependente da inervacao, podendo alterar-se com

a idade ou o treinamento [Bradiey e Fell 1992].
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Tabela 1.2 - Alteracoes por histoquimica muscular em ratos com desnutricao energético - protéica

Autor

Animal de
Experimentacao

Musculo
Estudado *

Periodo de Desnutrigao

Resultados

Haltia e col. 1978

Howells e col. 1978

Howells e col. 1979

Bedy e col. 1982

Cavaliere e col. 1986

Nascimento e col. 1990

Oliveira e col. 1999

Ratos Spraguey-Dawley
machos

Ratos Wistar machos

Ratos Hooded machos
e fémeas

Ratos Hooded Lister

Ratos Wistar machos
e fémeas

Ratos Wistar machos
e fémeas

Ratos Wistar machos
e femeas

ELD

TA e SOL

EDL e SOL

EDL e SOL

GAS

GAS

BB

Desnutricao cronica durante a gestacéo
e 0 aleitamento com recuperacéo até 180
dias.

Desnutricao cronica durante a gestacéo
e 0 aleitamento com recuperacéo até 36
semanas.

Desnutrig&o cronica durante a gestagéo
e 0 aleitamento com recuperacao até 20
semanas.

12 Grupo - durante a gestacéo e o alé-
tamento até 27° dia, com recuperagéo

até 180 dias.

2° Grupo - do 30° ao 60° dia, com reg-
peracdo até 7 meses.

Desnutricao cronica durante a gestacéo
e 0 aleitamento, com recuperagao pré e
pdsnatal

Desnutricdo hipoproteica durante gesta-
¢éo e até 0 30° dia

Desnutrig&o cronica durante gestacéo e
recuperagdo até 90° dia

Reduc@o na drea da secao transversa de todos os tipos de fibra mus-
cular, atingindo £ 50% aos 180 dias. Retardo da diferenciagéo histo-
quimica ao nascimento com normalizagéo posterior.

Séleo (contragdo lenta) inalterado. TA (contragéo rapida) com redu-
¢éo de 25% da massa muscular e de 20% da area fibra. Aumento da
freqliéncia de fibras 2b, com atrofia seletiva fibras tipo 1 e 2b.

Proporcéo do tipo de fibras mantida em ambos sexos.

Machos -- ELD com redug@o da drea fibras 1 e 2b e do peso muscu-
lar. Séleo com hipertrofia.

Fémeas - ELD com reducéo da drea em todos os tipos de fibra.

Desnutrido do 1% grupo apresentou redugdo do n° e didmetro das i
bras, ndo recuperado totalmente.

Desnutrido do 2° grupo (apds o desmame) sem alteracéo.

Retardo no crescimento e na diferenciagdo dos tipos de fibras. Apds
a recuperag@o completou-se a diferencia¢éo

Reduc&o diémetro fibras, mais evidente tipo 2 — retardo maturacéo.
Auséncia de alteracdes ultra-estruturais nas fibras musculares.

Perda do predominio de fibras tipo 2, redugéo didmetro, baixa ativi-
dade oxidativa, proliferagdo do tecido intersticial e edema.

* Musculo Estudado — ELD (extensor longo dos dedos); TA (tibial anterior); SOL (s6leo); GAS (gastrocnémio) e BB (biceps braquial)
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O estudo das enzimas responsaveis pelo comportamento metabdlico das fi-
bras musculares através de métodos histoquimicos permitiu a identificagdo de inume-
ras caracteristicas normais e patolégicas das fibras musculares, tais como o padrao
metabdlico e de contracdo. O principio basico é a reacdo de um substrato com uma
enzima presente na se¢cao muscular, seguida pela coloracdo do resultado desta rea-

cao, permitindo entdo a visualizacao da enzima.

1.5.1 Analise Histoquimica das Fibras Musculares

A andlise do musculo com métodos histoquimicos tém por objetivo demons-

trar [Dubowitz 1985, Banker e Engel 1994]:

1. o0s tipos de fibras musculares através das varias reacées enzimaticas, pro-
curando determinar o padrao de distribuicdo das fibras e o envolvimento de
um determinado tipo de fibra em certos processos patolégicos.

2. o0 aumento de um substrato especifico ou a auséncia de uma enzima em

particular.

3. as varias alteracoes estruturais na fibra muscular que ndo sao aparentes
nas coloragdes histologicas rotineiras.

As principais reagdes histoquimicas e os processos metabdlicos estudados
estdo sumarizados na Tabela 1.3:
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Tabela 1.3 - Principais reacoes histoquimicas e colorimétricas

Processo Metabodlico Reacdo Histoquimica ou Coloracao

Ciclo do Acido Citrico Desidrogenase Succinica (SDH)

Transporte de Elétrons Citrocromo C Oxidase

Utilizagao de Cetonas Desidrogenase 3 Hidroxibutirato

Ciclo do Glicerofosfato Desidrogenase Glicerol 3 Fosfato (ligado a menadiona)
Glicogendlise Miofosforilase

Sintese de Glicogénio Glicogénio Sintetase

Glicolise Anaerdbica Desidrogenase Lactica

Contragao Miofibrilar AdenosinaTrifosfatase (ATPase) Miofibrilar

Poupanca de Nucleotideos Purinicos Adenilato Deaminase

Sinapses Neuromusculares Colinesterase

Distribuicdo de Lisossomas Fosfatase Acida

Regeneragdo Muscular (RNA) Pirinina Metil Green

Acumulo de Glicogénio PAS

Acumulo de Lipidios Oleo Vermelho Zero (Oil Red O) ou Suddan Negro

adaptado de [Johnson 1991]

3.1.2 Tipos de Fibras Musculares pela ATPase Miofibrilar

Os musculos esqueléticos dos mamiferos diferem-se primordialmente quanto
a velocidade de contracdo, podendo ser lentos ou rapidos e quanto a coloragéo, po-
dendo ser brancos ou vermelhos. A velocidade de contracao esta diretamente rela-
cionada com a atividade da ATPase miofibrilar e com a presencga de isoformas das
proteinas contrateis miofibrilares e enzimas sequestradoras de Ca++ do reticulo sar-
coplasmatico. A coloragao esta relacionada a concentragdo de mioglobulina oxidada,
as altas concentracées de enzimas do metabolismo aerdbico e a vascularizacdo do

musculo [Kelly e Rubistein 1994].

Em 1960 Dubowitz e Pearse demonstraram que a atividade da fosforilase
estava relacionada com a atividade de varias enzimas oxidativas nas fibras muscula-
res, propondo a classificacdo das fibras musculares em 2 tipos. O tipo 1 possui alta
atividade oxidativa e baixa glicolitica e o tipo 2 baixa atividade oxidativa e alta glicoliti-
ca. A utilizagcdo da analise histoquimica das fibras musculares sofreu um notavel e

essencial avango, quando em 1969, Guth e Samaha iniciaram a utilizagdo da reagao
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da ATPase miofibrilar, descrita por Padykula e Herman em 1955, para classificacdo
dos tipos de fibras. O aperfeicoamento desta reacao foi efetuado por Brooke e Kai-
ser em 1969, que acrescentaram a pré-incubacao das fibras em pHs variados, defi-
nindo a técnica que é amplamente utilizada para classificacao das fibras musculares

humanas [Brooke e Kaiser 1970, Dubowitz e Pearse 1960, Guth e Samaha 1969, Padikula e Herman 1955].

A enzima adenosina trifosfatase (ATPase), presente nas miofibrilas, apre-
senta um comportamento histoquimico variavel e dependente do grau de inibigao pro-
vocado pelos diferentes pHs dos meios de incubacdo onde se processa a reacao.
Este comportamento permite diferenciar as fibras musculares em varios tipos, con-
forme a atividade da ATPase nos varios pHs do meio de incubacao, guardando rela-

cao com as caracteristicas funcionais e metabdlicas destas fibras [Brooke e Kaiser 1970].

As fibras do tipo 1 efetuam uma contracéo lenta e sustentada, com grande re-
sisténcia a fadiga, necessitando de um suplemento estavel e ininterrupto de energia
fornecida pela ATPase miofibrilar, sendo o seu metabolismo predominantemente oxi-
dativo. As fibras do tipo 2a sdo responsaveis pela contracao rapida, breve e intensa,
necessitando de uma grande capacidade glicolitica e glicogendlica. As fibras do tipo
2b apresentam uma atividade intermediaria, com uma baixa capacidade glicolitica e
uma grande capacidade oxidativa. As fibras do tipo 2c sdo consideradas um tipo de
fibra ndo diferenciado ou fetal, ocorrendo em regeneracado ou degeneracao [Brooke e Kai-

ser 1970, Johnson 1991].

Quando a reacao ATPase miofibrilar € realizada em meio alcalino com pH 9.4,
as fibras musculares do tipo histoquimico 1 apresentam menor reacédo (maior inibi-
cao), corando menos que as do tipo 2. Se previamente as fibras forem pré-
incubadas em pH 4.6, as fibras do tipo 1, 2b e 2c possuem maior atividade da
ATPase (menor inibicdo) e coram mais que as do tipo 2a. Se pré-incubadas em pH
4.3, as fibras do tipo 1 mantém a menor inibicdo - coram mais escuro, as do tipo 2c
um grau intermediario de atividade e as do tipo 2a e 2b quase nenhuma atividade —

coram mais claras [Brooke e Kaiser 1970].

A classificacdo das fibras musculares pela ATPase miofibrilar em diferentes
pHs é o método de escolha para a analise das biopsias musculares humanas por ser
muito confidvel e correlacionar bem com varios estados patol6gicos [Dubowiz 1986, Loughlin

1993, Werneck 1991].
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As fibras musculares de uma mesma unidade motora possuem sempre 0
mesmo tipo de fibra a ATPase miofibrilar incubada em um determinado pH, pois a di-
ferenciacao dos tipos e do metabolismo da fibra é dependente do tipo de inervagao
que a fibra recebe. Estas fibras ndo estdo aglomeradas e sim dispersas aleatoria-
mente entre fibras de varias outras unidades motoras. No homem este padrdao de
distribuicdo é equilibrado e relativamente homogéneo nos varios musculos, asseme-

Ihando-se a um mosaico ou tabuleiro de xadrez [Banker e Engel 1994].

Nos animais existe uma enorme variacao de tipos de fibras musculares, com
cada tipo de musculo especializado para determinada funcao, tendo um acentuado, e
por vezes absoluto, predominio de um determinado tipo de fibra, com caracteristicas

metabdlicas préprias para aquela especializacao muscular.

No homem ocorre um grau limitado de especializagcdo muscular, que é obtido
pela variacao da proporcao de cada tipo de fibra no musculo, existindo basicamente
apenas 3 tipos de fibras musculares (Tabela 1.4). As fibras do tipo 2c nao sao consi-
deradas um tipo especifico de fibra e sim uma fibra imatura que devera posterior-

mente diferenciar-se nos outros 3 tipos.
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Tabela 1.4 - Tipos de fibras musculares no homem
Perfil da ATPase miofibrilar, atividade oxidativa mitocondrial (SDH e NADH)
e atividade glicolitica (miofosforilase) em fibras musculares humanas.

Tipos de Fibras Musculares

Enzima Pré-incubacgao 1 2a 2b “2¢c”
ATPase pH 10.2 + ++ +++ +
pH 4.6 +++ + ++ ++

pH 4.3 +++ +/ ++
Miofosforilase + ++ T+ +

SDH +++ ++ + ++/ +
NADH +4++ ++ + ++

ATPase (adenosina trifosfatase miofibrilar); SDH (desidrogenase succinica), NADH (NADH-tetrazolium reductase).

As cruzes indicam a intensidade da coloragdo. (adaptado de Johnson 1991)

Os principais tipos de classificagdo de fibras musculares utilizam as caracte-
risticas metabdlicas ou da ATPase e identificam os 3 tipos principais de fibras mus-
culares. Uma classificacado utilizando os tipos de isoformas das cadeias pesadas da
miosina, correlaciona-se bem com o tipo de atividade contratil da fibra e permite iden-
tificar mais de 10 tipos de fibras em animais € no homem [kelly e Rubstein 1994, Staron e col.
2000].

A classificacdo utilizando a ATPase miofibrilar, com pré-incubagcdo em pHs
variados, proposta por Brooke e Engel é a mais utilizada para o masculo humano e

uma das mais utilizadas no estudo do musculo de outros mamiferos [Brooke e Engel 1969].

3.1.3 Diferenciacao dos Tipos de Fibras Musculares no Homem

No homem as fibras musculares surgem entre a 82 e a 102 semana de gesh-
céo, e sao denominadas fibras “Wohlfart B”, sendo capazes de expressar apenas
isoformas de miosinas de cadeia pesada com contracido lenta. Esta etapa ocorre
sem a presenca de inervagdo. A diferenciacdo dos tipos de fibras inicia-se gradati-
vamente a partir da 222 semana de vida fetal, apdés o padrao de inervagao ja estar
estabelecido.

Inicialmente existem apenas fibras semelhantes ao tipo 2c. Somente apés a
30% semana de vida fetal € possivel diferenciar os trés tipos de fibras e identificar o
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padrdo em mosaico caracteristico, quando as fibras ja sdo capazes de expressar iso-
formas de miosinas de cadeia pesada com contracao rapida.

Da 302 a 402 semana surgem fibras semelhantes as fibras do tipo 1,porém de
maior tamanho, que sdo denominadas fibras “Wohlfart A”, compreendendo de 5 a
10% de todas as fibras nesta fase, que irdo desaparecer até a 402 semana. Também
apos a 302 semana inicia-se a diferenciacao das fibras 2c em 2a.

O processo de diferenciacao e transformacao dos varios tipos de fibras é to-
talmente dependente da presenca de inervacao e ja ao nascimento observa-se uma
proporcao dos varios tipos de fibras similar a do adulto, exceto que o recém nato tém
até 20% de fibras indiferenciadas (2c) enquanto o adulto apenas 1-2%.

O nuamero total de fibras do tipo 2 é mantido relativamente constante desde o
nascimento, variando posteriormente apenas a percentagem de cada tipo de fibra,
particularmente pelo aumento das fibras tipo 2b, que ao nascimento é de apenas 2%.
Do 1?2 ao 5° ano de vida ocorre uma reducao do percentual de fibras tipo 2a, com um
aumento proporcional da percentagem de fibras tipo 2b, aparentemente pela trans-
formacao de fibras 2a em 2b [Carpenter e Karpatti 2002, Elder e Kakulas 1994, Kelly e Rubistein 1994, Sarnat

1982].

Desde a sua formacdo os musculos crescem tanto em extensdo quanto em
circunferéncia. O crescimento muscular ocorre devido ao aumento no nimero de fi-

bras, acréscimo de nucleos as fibras ou aumento no citoplasma [stephen 1994].

Em idosos, Kirkeby e Garbasch observaram uma alteracdo no padrao da ati-
vidade da ATPase e das coloragdes anti-miosina e uma redugdo no diametro das fi-
bras nos idosos em relacdo aos adultos jovens, quando estudaram o musculo vasto
lateral e masseter de adultos jovens de 18 a 24 anos e idosos de 90 a 102 anos [Kirkeby

e Garbasch 2000].

3.1.4 Diferenciacao dos Tipos de Fibras Musculares no Rato

No rato a musculatura do membro posterior apresenta desde o nascimento
uma diferenciacao evidente das fibras tipo 1 e 2c, quando 90% das fibras sao do tipo
2 e ocorre um predominio de fibras do tipo 1 no musculo séleo. Ao final da 12 sema-
na de vida, as fibras 2c permanecem inalteradas no séleo. Nos outros musculos, as

fibras 2c iniciam a diferenciacao para fibras do tipo 2b, que irdo corresponder a até
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40% das fibras neste periodo. Na 32 semana de vida, as fibras 2c restantes trars-
formam-se em fibras tipo 2a, principalmente no séleo. Ao final da 42 semana de vida
a diferenciacdo completa-se, surgindo um padrao de fibras 1, 2a e 2b semelhantes ao
padrao adulto, exceto no séleo, onde nédo ocorrem fibras do tipo 2b [Brooke e col. 1971, Cur-
less e Nelson 1976, Haltia e col. 1978, Kugelberg 1976, Nelson 1976]. O padrdo de unidade motora surge

aos 16 - 18 dias de vida [Haltia e col. 1978].

Os neurbnios motores influenciam significativamente diversos aspectos da
morfologia e da fung&o da fibra muscular, tais como a determinagédo da cinética e das
vias metabdlicas para contracdo da fibra e a localizacao e regulacao das sinapses.
Esta acao parece ser decorrente tanto da liberacéo de fatores tréficos quanto da ativi-
dade neuronal. O inervagao precaria ou retardada causa um comprometimento da

diferenciacéo e do crescimento das fibras musculares [Glineel 1994].

A interagao neurénio-musculo induz a transformagao das isoenzimas muscu-
lares e a fungdo contratil da fibra muscular. As fibras tipo 1 contem apenas miosina
de contracao lenta e as fibras tipo 2b apenas miosina de contracao rapida. As de tipo
2a apresentam os dois tipos de miosina, com predominio da rapida. Ap0s ser iner-
vado o tipo de miosina a ser sintetizado pelo musculo é determinado grandemente
pelo tipo de estimulacdo causado pelo axénio e pode ser detectada no musculo fetal

do rato ja a partir do 17° dia de vida intrauterinaRubstein e Kelly].

Nao existe uma correlacao apropriada entre as varias classificagdes de fibras
musculares em ratos, utilizando as varias reacdes histoquimicas. Os principais sis-
temas de classificagcdo de fibras musculares utilizam reac¢des histoquimicas e basei-
am-se na atividade da ATPase miofibrilar ou na atividade oxidativa. Outras classifi-
cacdes sao baseadas nas propriedades fisiolégicas da fibra (Tabela 1.5). N&ao existe
uma correlacdo adequada entre os varios tipos de fibra de uma classificacdo com os

de uma outra em um mesmo mUSculo [Sher e Cardasis 1976].
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Tabela 1.5 - Perfis histoquimicos das fibras musculares de ratos

Tipo da Fibra
1 2a 2b
Tamanho da Fibra médio pequeno grande
Velocidade da Contracao lenta rapida rapida
Método Energético Preferencial  aerdbico oxidativo  oxidativo glicolitico anéer{)t.)ico
glicolitico
Intensidade da Coloracao
Enzimas Oxidativas (aerébicas) ++ +++ +
Enzimas Glicoliticas (anaerdbicas) ++ + +++
ATPase miofibrilar pH 9.4 + +++ ++
Equivaléncia entre as Classificacoes
Romanul 1964 Il Il I
Stein e Padyukula 1964 B C A
Kugelberger e Edstrom 1968 C B A
Edgerton e Simpson 1969 intermediaria vermelha branca
Yellin e Guth 1970 B o of
Brooke e Kaiser 1970 I II'a II'b

Barnard e col. 1971

Soukup e col. 1979

rapida branca

SO

(oxidativa lenta)

As cruzes indicam a intensidade da coloragao.

lenta intermediaria

FOG
(oxidativa glicolitica
rapida)

rapida vermelha

FG

(glicolitica rapida)

(Adaptado de Close 1972, Holwells e col. 1978, Bradley e Fell

1982)

3.1.5 Analise Quantitativa do Tamanho e do Padrao de Distribuicao das Fibras

Musculares

As fibras musculares alteram o seu tamanho e a propor¢cao entre os varios ti-

pos de fibras de forma diferente, conforme a acao de varios fatores fisioldgicos e pa-

tolégicos, como por exemplo o exercicio que causa aumento da fibra, a inatividade
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que leva a uma reducao da fibra ou a desinervacao, que ir4 causar uma atrofia seleti-

va das fibras inervadas pelo axénio lesado [Brooke e col. 1971, Engel 1994, Loughlin 1993].

A identificacdo da presenca destas alteracoes tém valor diagnéstico para va-
rias doengas musculares, neuronais ou sistémicas, mas nem sempre a avaliacao vi-
sual realizada rotineiramente permite reconhecé-las. E necessario a quantificacdo

destas anormalidades para podermos valoriza-las [Sandstedt e col. 1982].

As principais indicacées da quantificacdo das observacdes da microscopia

Optica ou eletrénica de musculo SA0 [Brooke e Engel 1969, Engel 1994]:

1. confirmar impressdes qualitativas pela quantificacdo dos achados (por
exemplo o percentual de fibras atroficas).

2. detectar alteracdoes sutis ndo observadas na andlise qualitativa (por

exemplo o predominio de um determinado tipo de fibra).

3. correlacionar, explicar ou sugerir alteragdes funcionais pela quantificacao
das observag¢des morfoldgicas.

4. permitir andlise estatistica dos achados e correlaciona-los com padrbes

de normalidade.

Existem varios métodos de afericao da area ou do didmetro a fibra muscular,
porém pelas razées acima citadas, estas medicbes nem sempre séo precisas. A es-
colha do melhor método ou tipo de afericdo dependera do tipo e do tamanho dos
elementos estudados e dos recursos disponiveis, podendo ser efetuada por métodos

digitais ou manuais.

Edstrém e Torlegard compararam quatro métodos de medida da area (plani-
metria, grade, pontos e média de dois diametros ortogonais) da secao transversa da
fibra muscular do biceps braquial humano processado pela NADH.  Considerou ser
mais preciso, e também muito mais demorado, o0 método planimétrico. Os outros trés
métodos tém tempos de realizacdo e precisdo equivalentes, com o desvio padrao do
método de grade o mais préximo do desvio padrao ideal. Propde a utilizacdo do

método de grade pela precisao aceitavel e rapidez da mensuragao [Edstrom e Torlegard 1969].

Clancy e Herlily em 1969, em citacdo de Engel, também compararam trés

métodos de medida da area da secdo transversa da fibra muscular. Notaram que
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quando no calculo da area é utilizado o menor didmetro, a area € subestimada em
37% e quando utilizado o maior didmetro € superestimado em 67%. Ao utilizar-se a
média aritmética do maior e menor didametro ocorre uma melhora do resultado, com
uma super-estimacado de apenas 8%. Sugere ser o melhor método a utilizacdo da
média geométrica do maior e menor didmetro, que ira superestimar a area da fibra em

apenas 1% [Engel 1994].

Kost e Kost compararam a medida da fibra utilizando o menor didmetro e do
maior diametro ortogonal de fibras musculares de coelho, comparando com a area da
secao transversa, obtido através da multiplicacao dos diametros ortogonais. Conclui
serem muito equivalentes os resultados obtidos com os dois métodos, mas a medida

do menor didmetro tende a subestimar em 16 a 21% o diametro da fibra [Kost e Kost 1982].

Venema e Overweg utilizando fibras musculares humanas processadas por
métodos histoquimicos a fresco estudou 10 parametros de medida do tamanho e da
forma das secbes transversas e concluiu que todos eles apresentam imperfeicdes,
principalmente pela obliqlidade da se¢do de corte na fibra muscular. A medida da
area seria 0 parametro isolado mais adequado para dimensionar uma fibra muscular

[Venema e Overweg 1974].

A digitalizacao das imagens microscépicas permitiu uma maior precisao e fa-
cilidade na realizagcdo das medidas de area e diametros, podendo ser considerada
hoje como a metodologia ideal para realizar a andlise quantitativa das fibras muscula-

res, particularmente pela maior rapidez na obtencéo dos resultados.

Sandested comparou a medida da area de fibras musculares utilizando 3
métodos (grade, digitalizacao e desenho-digitalizado) e conclui que as medidas feitas
com métodos manuais sado tdo acuradas quanto as feitas por métodos digitais [sandstedt
1981]. Loughlin reafirma com esta conclusao, ressaltando que métodos manuais con-

sumem muito mais tempo [Loughlin 1993].

Por definicdo, para efetuar a medida do diametro da fibra é necessério tra-
carmos duas linhas retas no sentido do maior e do menor cumprimento da fibra, que
se cruzam em angulo reto no centro da fibra [song e col. 1963]. Desta maneira podemos

determinar:
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Menor diametro - menor distancia em linha reta que se estende até as duas
extremidades opostas, passando pelo centro da secéo transversa da
fibra.

Maior diametro — maior distancia em linha reta que se estende até as duas
extremidades opostas, passando pelo centro da secao transversa da
fibra.

Area da secdo transversa — area contida no interior de uma secéo transver-

sa de uma fibra, independente do seu formato.

Estimativa da area da secao transversa — area da secao transversa de uma
fibra, obtida considerando-se a fibra um circulo cujo diametro € a mé-

dia geométrica entre o0 menor e o maior diametro medido.

Coeficiente de variabilidade — desvio padrdao do didmetro da fibra x 1000,
dividido pelo didmetro médio de todas as fibras. Normalmente é infe-

rior a 250 nos musculos humanos [Brooke e King Engel 1969].
Diversos fatores dificultada a afericdo do tamanho da fibra [Engel 1994):

1. as secles transversas da fibra sdo usualmente poligonais e irregu-

lares e ndo circulares.

2. a éarea da secéao transversa da fibra aumenta conforme reduz a

extensao do sarcOmero.

3. as fibras podem ndo apresentar uma orientacao uniforme em uma

secao do musculo.
4. fixagéo e desidratacdo reduzem o didmetro das fibras.

5. congelamentos e descongelamentos repetidos ou artefatos de con-
gelacdo aumentam o diametro das fibras.

A andlise do tamanho da fibra permite identificar a presenca de atrofia ou hi-
pertrofia das fibras musculares. Estas alterac6es podem ocorrer apenas em uma
determinada regido do musculo ou em um determinado tipo de fibra, ou podem ser

difusas e acometerem todos os tipos de fibras.
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O método proposto por Brooke e Engel para analisar o tamanho das fibras
humanas baseia-se na medida do menor didmetro da fibra e na construcao de um
histograma de distribuicdo das fibras conforme o tipo e tamanho. Recomenda a me-
dicdo de 100 a 200 fibras. Em condi¢des normais as fibras de varios tamanhos dis-
tribuem-se em um histograma com o aspecto de uma curva normalizada ou em sino,
que varia conforme a idade e o sexo. Eventualmente este histograma pode apre-
sentar um desvio da curva para esquerda (nos casos de reducao do tamanho) ou um
desvio para a direita (nos caso de aumento do tamanho), no entanto o maior valor é a
representacao visual da distribuicdo das varias fibras por tipo e tamanho [Brooke e Engel

1969].

3.1.6 Evolucao do Diametro das Fibras Musculares

No homem, o didmetro médio das fibras musculares do feto com 20 semanas
€ de 6 a 7 u, aumentando gradualmente até atingir 15 a 17 u no 12 ano de vida. A
partir dai ocorre um aumento de aproximadamente 2 1 por ano até a idade de cinco
anos. Dos cinco aos nove anos, o didmetro aumenta em torno de 3 p, atingindo o
tamanho do adulto (42 a 69 ) entre os 12 e 15 anos. Apds a 40° semana de idade
gestacional as fibras do musculo humano normal ndo apresentam uma variagdo no
didmetro medio superior a 12%, nem um coeficiente de variabilidade maior que 250

[Banker e Engel 1994, Brooke e Engel 1969, Dubowitz 1985].

No lactente e na crianga, o diametro médio das fibras tipo 1 e 2 sdo seme-
lhantes, com pequena variabilidade de tamanho. No homem adulto as fibras do tipo
2 sdo geralmente de maior didmetro, ocorrendo o contrario na mulher. O didmetro
das fibras do tipo 1 varia muito pouco, com as fibras tipo 2 tendo maior variagao [Banker

e Engel 1994].

1.6 O Musculo Gastrocnémio do Rato

O rato tém sido amplamente utilizado para estudos de DEP, mas os seus di-
versos musculos apresentam caracteristicas bastante variadas, sendo necessario um

melhor detalhamento do musculo a ser estudado.

28



Introducgéo

O comprometimento da musculatura esquelética do rato na desnutricdo nao
ocorre de forma homogénea, sendo a musculatura mais comprometida a do tronco,
seguida pela do membro posterior. A menos comprometido € a do membro anterior

[Spence e Hansen-Smith 1978].

A porcao posterior da perna do rato apresenta dois grupos musculares. O
grupo superficial € composto pelo musculo triceps sural, formado pelos musculos
gastrocnémio e séleo, que se originam independentemente e terminam em um Unico
tendao, e pelo musculo plantar. O grupo profundo é composto pelos musculos po-

pliteo, flexor longo do halux, flexor longo dos dedos e tibial posterior [Greene 1959].

O musculo gastrocnémico apresenta duas porcées que surgem de pontos di-
ferentes. A porcao medial origina-se do epicondilo medial do fémur e da fabela me-
dial. A porcao lateral origina-se do epicondilo lateral e na fabela lateral. Ao nivel do
terco médio da perna as duas porcdes se fundem e dao origem a um tendao comum.
Este tendao, apds unir-se ao tenddao do musculo séleo, passa a denominar-se tendao

do calcaneo, vindo a inserir-se no tubérculo do calcaneo [Greene 1959].

Em animais a variacao nas propor¢des dos varios tipos de fibras € a regra
para um determinado musculo e até mesmo para uma determinada regido de um
musculo [pullen 19771.  NO sb6leo predominam as fibras do tipo 1, no tibial anterior 2/3 das
fibras sdo do tipo 2. Alguns musculos, como gastrocnémio apresentam um predomi-
nio de fibras tipo 2. Todavia na cabeca medial do gastrocnémio ocorrem trés tipos de
fibras, distribuidas em um padrao de mosaico, semelhante ao encontrado no musculo

humano [Banker e Engel 1994, Brooke e Kaiser 1970, Sher e Cardasis 1976].

Utilizando a reacdo da desidrogenase succinica (SDH) em uma sec¢ao trans-
versa a cinco milimetros da origem do gastrocnémio e a presenca de um fuso mus-
cular como marcador da localizacdo da porcdo escura da cabeca mesial do gas-
trocnémio, pode-se identificar na cabeca medial do musculo gastrocnémio de ratos
trés tipos de fibras (A, B e C) e no séleo dois tipos (B e C). O gastrocnémio apre-
senta um padrao de distribuicdo ndo homogéneo, com predominio de fibras brancas
(A) na porcao interna e fibras vermelhas (B e C) na porgao superficial. O séleo apre-

senta uma distribuicdo homogénea dos dois tipos de fibras [stein e Padykula, 1962].

A reacao da ATPase miofibilar, com pré-incubacdo em pHs diferentes, no
musculo gastrocnémio do camundongo adulto evidencia a presencga de 3 tipos de fi-

29



Introducgéo

bras musculares (1, 2a e 2b), com um padrao de distribuicao tipico em 3 zonas (Figu-
ra 1.2). A zona externa compreende a maior parte do musculo, ocupando a periferia
e a metade externa do mesmo. Apresenta uma coloracdo mais clara, sendo com-
posta quase totalmente por fibras 2a (94%), com uma pequena fracdo de fibras tipo
2b (6%), gradualmente maior na proximidade da zona média. A zona média apre-
senta uma coloracéo intermediaria, com 28% de fibras do tipo 2b e 3% do tipo 1 e
predominio das fibras do tipo 2a (69%). A zona interna situa-se na porcao profunda
do musculo, apresenta uma coloracdo mais escura e é dividida em duas partes, cada
uma delas separada pela zona média. As fibras apresentam um padrao de distribui-
¢do em mosaico, com 25% de fibras tipo 1 e 15% do tipo 2a, e predominio das fibras
2b (61%). E também a Unica regido do musculo com fusos musculares [sher e Carda-

sis,1976].

Song e colaboradores estudando os didmetros das fibras musculares do gas-

trocnémio de ratos, encontrou o0s seguintes valores [Song e col. 1963]:
Maior diametro — 38,6 = 0,89 u
Menor didmetro — 28,3 £ 0,60 u

Relagao entre maior e menor didmetro — 1.36

Os tipos de fibras do musculo gastrocnémio do rato sdo equivalentes aos ti-
pos de fibra encontrados no musculo gastrocnémio humano, permitindo a extrapola-

cao dos achados em ratos para 0 homem [Brooke e Kaiser 1970 e Brooke e col. 1971].
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Externa

Externa (E) - predominio fibras tipo 2
Zonas { Média (M) - predominio fibras tipo 1
Interna (1) - padrao em mosaico com fibras 2a, 2b e 1

* Adaptado de Sher e Cardasis 1976

Figura 1.2 — Zonas do Musculo Gastrochémio do Rato
Secao Transversa - ATPase 4.3

Conforme observado nos dados apresentados anteriormente, o estudo do
musculo gastrocnémio de ratos submetidos a DEP exclusivamente durante o periodo
de aleitamento, utilizando métodos histoquimicos e colorimétricos e analise quantitati-
va e morfométrica das fibras musculares, podera elucidar as repercussdées muscula-
res da DEP durante este periodo de rapido crescimento. Por ndo ser encontrado na
literatura nenhum estudo com estas caracteristicas, realizado neste periodo do des-

envolvimento, justifica-se a realizacao desta pesquisa.
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Objetivos

Identificar as possiveis alteracées ocorridas no musculo gastrocnémio de

ratos desnutridos exclusivamente durante o periodo de aleitamento.

Comparar as possiveis alteracbes qualitativas e quantitativas encontradas

no musculo gastrocnémio de ratos desnutridos e eutréficos.
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Material e Métodos
3.1 Animal de Experimentacao

O animal escolhido para experimentacao foi o "Rattus Norvegicus", da cepa
WISTAR, da linhagem do Biotério do Laboratério Experimental de Pediatria do De-
partamento de Pediatria da Universidade Federal de Sao Paulo — UNIFESP (Séao
Paulo - SP). Este animal é de facil obtencdo e manuseio, com baixo custo de ma-
nutencdo. Por ser muito utilizado em pesquisa cientifica, o0 tamanho e o tipo das fi-
bras musculares nos seus varios musculos sdo amplamente conhecidos [Ariano e col. 1973,

Brooke e col. 1971, Brooke e Kaiser 1970, Sher e Cardasis 1976, Stein e Padykula 1962].

3.1.1 Manejo do Animal de Experimentacao

A - Alojamento - realizado em gaiolas apropriadas, diariamente higienizadas
com troca da agua dos bebedouros e da cama de cepilho de madeira. O ambiente
era mantido com temperatura estavel a 28° C, sob iluminacao artificial por periodos de
18 horas, no Laboratério Experimental de Pediatria do Departamento de Pediatria da
UNIFESP.

B - Alimentacao - feita com ragcado especial para animais de laboratério da
Cooperativa Agricola Batavo Ltda. (Castrolandia, Parana), sendo permitida a ingesta
de 4gua e de ragao "ad libitum" para as ratas durante o periodo de crescimento, ges-
tacdo e aleitamento, através de comedouros colocados na grade superior das gaiolas
e inacessiveis aos ratos filhotes. Desta forma evita-se a desnutricdo da rata-nutriz,
preservando a qualidade de seu leite para a nutricdo dos ratos filhotes.

3.1.2 Obtencao do Animal de Experimentacao

A — Gestacao - nove ratas adultas, virgens e eutréficas, pesando em média
216,97 + 18,47 gramas, foram acasaladas aos 90 dias de vida. A comprovacgao da
fecundacao foi obtida através da presenca de espermatozdides no esfregaco da se-
crecao vaginal, considerando-se este o dia ZERO de gestacdo. Eram denominadas

ratas mae.

Durante o periodo de gestacdao as ratas maes permaneciam nas condi¢cdes
descritas nos itens anteriores, sendo pesadas no dia da fecundacéo e no 42, 7%, 10°
142, 18° e 21° dia de gestacao.
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B - Ganho de Peso das Ratas-Mae durante a Gestacao - no dia da fecun-
dacdo o peso médio das ratas-mae era 216,97 + 6,53, variando de 193,3 a 249,9 ¢
(Tabela 3.1). Durante o periodo gestacional ocorreu um aumento médio do peso
corporal de 45,9%, sendo de 9,3% na 12 semana de gestacdo, 96% na 22 semana e
de 21,6% na 32 semana. A rata H, a de maior peso inicial (249,9 g), obteve um @a-
nho de peso de 43,7%. A rata E, a de menor peso inicial (193,3 g), obteve um ga-
nho de peso de 49,8%. A rata G, cujo peso inicial era de 206,1 g, obteve o maior
percentual de ganho de peso (57,8%). Ao final da gestacédo o peso médio das ratas-
mée era de 316,10 * 8,04, variando de 287,0 a 359,1 (Tabela 3.1 e Figura 3.1).

Tabela 3.1 - Ganho de peso das ratas-mae

Dias de Gestagéo % Ganho

Rata (peso em gramas) Peso na

Mae 0 4 7 10 14 18 21 Gestacéo
A 2420 253,0 259,0 261,8 281,3 318,5 342,5 41,53
B 226,6 238,2 2478 259,3 268,3 290,8 323,4 42,72
c 207,6 225,8 235,9 246,3 256,3 277,6 301,4 45,18
D 208,6 221,7 225,6 239,3 2485 2754 302,0 44,77
E 193,3 211,2 215,2 223,0 245,0 2671 289,5 49,77
F 221,8 233,0 235,7 246,3 257,3 285,4 314,8 41,93
G 206,1 223,2 234,9 241,4 262,2 2915 325,2 57,79
H 2499 2611 267,5 273,3 287,0 312,0 359,1 43,70
| 196,8 203,6 213,0 216,8 232,9 262,5 2870 45,83
Média 216,97 230,09 237,18 245,28 259,87 286,76 316,10 45,91
DP 6,53 6,19 6,15 6,03 5,74 6,32 8,04 1,70

Ganho Semanal Peso (%) 9,32 9,57 21,64
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Figura 3.1 - Ganho de Peso das Ratas-Mae
(média e intervalo de confianca 95%)

C - Desnutricao no Periodo de Aleitamento - ao nascimento os filhotes fé-
meas eram sacrificados e os filhotes machos, tatuados nos pés para identificacao.
Nas primeiras 24 horas de vida eram distribuidos aleatoriamente, em grupos de 6 fi-
lhotes por rata nutriz no grupo Controle e de 12 filhotes por rata nutriz no grupo Des-
nutrido. Os ratos do grupo Desnutrido eram mantidos em jejum (separados da rata
nutriz) por 6 horas diarias, sendo os ratos do grupo Controle mantidos permanente-
mente com a rata nutriz até 0 momento do abate no 24° dia de vida A DEP nos ra-
tos do grupo Desnutrido foi provocada pelo periodo de jejum e pelo aumento do nu-
mero de filhotes por rata nutriz, durante o periodo de aleitamento. Apesar de néo ser
objetivo do estudo, ndo foi observada modificacbes evidentes no padrdao comporta-

mental dos ratos desnutridos em relagcao aos ratos controle.

Os ratos de ambos os grupos eram pesados ao nascimento e as 12:00 horas
do 12,792,142, 22% 23° e 24° dia de vida.
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D - Ganho de Peso dos Ratos-Filhotes

Grupo Controle - o peso médio dos ratos-filhote do grupo Controle ao nasci-
mento era de 5,70 = 0,38 g (intervalo de confianca 95% de 5,49 a 5,92), variando de
5,14 a 6,81 g. Ao 24° dia o peso médio era 47,05 + 2.48 g (intervalo de confianca
95% de 45,68 a 48,43), variando de 43,4 a 51,3 g (Tabela 3.2). Para este grupo
ocorreu um ganho de peso na 12 semana de 137,8%, na 22 semana de 74,7%, na 32
semana de 37,3% € nos ultimos trés dias (22°, 23° e 24°) de 21,4% (&bela 3.2).

Tabela 3.2 - Ganho de peso dos ratos - grupo Controle

Dias de Vida - Peso em gramas

Rato 0 1 7 14 21 22 23 24
Ci 514 5,96 16,6 27,8 37,0 42,7 46,4 49,8
C2 5,27 6,26 16,9 28,7 38,4 41,0 43,7 47,0
C3 5,44 6,33 17,2 28,1 39,2 40,3 43,8 46,5
C4 571 6,85 17,5 32,1 40,9 444 475 493
C5 5,53 6,96 17,3 30,8 39,8 42,3 447 46,9
C6 5,66 6,72 17,4 32,4 42,7 46,1 48,7 51,3
c7 5,78 7,00 16,1 30,3 41,5 43,7 475 48,7
c8 5,64 6,83 15,5 28,0 417 443 46,6 50,3
C9 5,94 7,02 15,1 25,7 38,6 40,3 42,4 45,3
Cc10 5,62 6,71 14,6 271 38,4 38,9 41,2 447
ci1 5,43 6,59 13,6 29,1 37,2 39,0 40,0 43,9
C12 5,97 7,04 16,5 26,2 39,1 40,2 42,9 46,1
Ci3 574 6,83 15,4 28,5 39,8 42,5 45,1 48,3
C14 5,88 6,91 15,8 24,2 33,5 35,8 37,9 43,4
C15 6,81 7,88 16,8 244 33,7 37,2 38,8 443
Média 5,70 6,79 16,15 28,23 38,77 41,25 43,81 47,05
DP 0,39 0,43 1,14 2,50 2,64 2,84 3,30 2,48

Ganho Médio Peso (%) 19,1 137,8 74,7 37,3 6,4 6,2 74
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Grupo Desnutrido - O peso médio dos ratos-filhote do grupo Desnutrido ao
nascimento era de 5,35 = 0,39 g (intervalo de confianca 95,0% de 5,14 a 5,57), vari-
ando de 4,76 a 6,13 g. Ao 24° dia o peso médio era 31,51 + 2.98 g (intervalo de can-
fianca 95,0% de 29,86 a 33,16), variando de 26,7 a 36,7 g (Tabela 0-3). Para este
grupo ocorreu um ganho de peso na 12 semana de 61,8%, na 22 semana de 98,2%,
na 3% semana de 37,3% e nos ultimos trés dias (22%, 23° e 24°) de 33,8% (Tabela
3.3).

Tabela 3.3 - Ganho de peso dos ratos - grupo Desnutrido

Dias de Vida - Peso em gramas

Rato 0 1 7 14 21 22 23 24
D1 5,70 6,33 9,3 18,4 26,7 30,0 33,3 34,9
D2 5,81 6,52 9,2 19,1 24,2 28,5 32,5 33,8
D3 5,76 6,36 9,6 18,9 26,1 29,8 334 35,6
D4 6,13 6,95 9,8 18,7 25,9 30,8 354 36,7
D5 5,54 6,23 8,7 18,3 24,2 26,5 29,8 30,5
D6 5,32 6,08 7,1 16,2 22,2 23,9 27,6 29,9
D7 4,94 5,38 6,8 14,9 19,8 23,2 25,3 26,7
D8 5,44 5,88 8,0 17,6 23,5 26,7 30,4 32,6
D9 5,43 5,81 7,7 17,5 21,7 24,8 27,9 29,3
D10 515 5,70 8,2 17,1 22,2 26,3 27,8 30,5
D11 514 5,62 9,1 16,5 24,6 27,5 30,0 32,0
D12 4,81 5,30 8,7 16,7 23,5 271 28,6 30,8
D13 5,23 5,88 9,2 17,2 25,1 28,6 30,2 33,1
D14 511 5,57 9,4 14,8 20,0 22,5 22,9 26,7
D15 4,76 519 9,1 15,5 23,6 26,0 27,8 29,6

Média 5,35 5,92 8,66 17,16 23,55 26,81 29,53 31,51
DP 0,39 0,41 0,91 1,40 2,07 2,49 3,26 2,98

Ganho Médio Peso (%) 10,6 46,3 98,1 37,3 13,8 10,1 6,7
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Comparacao entre os Grupos Controle e Desnutrido — 0 peso médio de
todos os ratos filhotes (grupos Controle e Desnutrido) ao nascimento era 5,53 £ 0,42 g
(intervalo de confianca 95% de 5,37 a 5,69), variando de 4,76 g (rato D15 - grupo
Desnutrido) a 6,81 g (rato C15 - grupo Controle).

Os ratos filhote do grupo Controle apresentaram desde o nascimento um peso
médio maior (p = 0,0094) que os do grupo Desnutrido (Tabela 3.4).

O diferencial do peso médio dos 2 grupos, que era de 6,6% no dia do nasci-
mento, atingiu seu ponto maximo (46,4%) no 7° dia de vida e foi de 33,0% ao término

do periodo de experimentacao (24° da).

O ponto maximo do percentual de ganho de peso nos ratos do grupo Controle
foi de 137,8%, ocorrendo na 12 semana, sendo de 98,1% nos ratos do grupo Desnu-

trido e ocorrendo na 22 semana de vida.

A distribuicdo dos ratos filhotes machos entre os dois grupos foi feita de forma
aleatéria, conforme o dia do parto das ratas maes, evitando que irmaos permaneces-
sem no mesmo grupo de estudo. Apesar destes cuidados, o peso corporal médio
dos ratos do grupo Desnutrido era 6,19% (p < 0,001) inferior aos do grupo Controle no
dia 0, correspondente ao dia de nascimento e de inicio do periodo de desnutricao.
Este diferencial cresceu até atingir seu ponto maximo de 46,4 % no 7° dia (p < 0,001).
Apbs o 142 dia ocorreu uma recuperacao gradual de peso do grupo Desnutrido, com
um ganho de peso 23,4% maior que o do grupo Controle durante a 22 semana. Nos
ultimos trés dias de estudo (21° a 24° dia), o diferencial de peso entre os 2 grupos
estabilizou-se ao redor de 33%.

A evolucéo individual do ganho de peso dos ratos foi muito variavel (Tabela
3.4). O rato C15 do grupo Controle foi o de maior peso corporal ao nascimento de
todos os ratos filhotes (6,81 g), evoluiu mais lentamente e no 24° dia pesava 44,3 g,
correspondendo ao antepenultimo (13%) peso no seu grupo. O rato D4 do grupo
Desnutrido, o 2° maior peso corporal ao nascimento de todos os ratos filhotes (6,13 Q)
e 0 de maior peso no seu grupo, pesava no 24° dia 36,7 g, persistindo como o mais
pesado do seu grupo, no entanto estava abaixo do peso do menor rato do grupo
Controle (rato C14 - 43,9 g).
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Tabela 3.4 - Evolucao do peso médio dos ratos

Dias de Vida

0 1 7 14 21 2 23 24
Controle 570 679 1645 2823 3877 4125 4381 47,05

Peso Médio Desnutrido 53 592 866 17,06 2355 2681 2953 3151
(emair)a- Valor “p” < 00004 00001 00001 00001 00001 00001 00001 0,001
% Variagéio Peso * 619 1285 4639 3921 3024 3499 3261 3303

Controle 1908 13781 7474 3734 640 622 740

" G:::: 9 pesnutrido 1062 4629 9815 3726 1384 1042 673
% Variagdo Ganho de Peso * 44,34 66,41  -31,32 021 -116,25 -62,70 9,05

* Controle / Desnutrido

O rato C1 obteve o maior ganho individual de peso (969%) de ambos os gru-
pos e o rato D12 alcangou um ganho individual de peso de 640%, o0 maior do grupo

Desnutrido, inferior porém ao menor ganho de peso do grupo Controle (rato C15 —
650%).

3.1.3 Caracterizacao da Gravidade da Desnutricao

O parametro utilizado para comprovar e quantificar a presenca e o grau de
desnutricdo energético-protéica foi a comparagao entre o ganho médio de peso dos 2
grupos durante o periodo de experimentacao.

3.2 Retirada do Musculo Gastrocnémio

No 24° dia de vida, os ratos dos grupos Controle e Desnutrido, foram aneste-
siados com éter e submetidos a esternectomia, seguida por pun¢ao ventricular cardi-
aca com aspiracao de sangue até a assistolia. A segquir, realizou-se disseccao da
perna direita, identificando-se os tendées dos musculos gastrocnémio, séleo e plantar

e removeu-se todo o musculo gastrocnémio [Greene 1959].
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Utilizou-se para montagem do musculo um suporte metalico, identificado com
o numero do rato e o grupo ao qual pertencia (por exemplo: C7 correspondia ao rato 7
do grupo Controle e D2 correspondia ao rato 2 do grupo Desnutrido), recoberto de
goma de Adragacanth a 7%.

O musculo gastrocnémio era posicionado sobre a goma, com seu mais longo
segmento, o longitudinal, colocado em sentido vertical e imediatamente recoberto com
talco em po, sendo congelado por imersdao em nitrogénio liquido. Os espécimes
eram mantidos em nitrogénio liquido a —170° e transportados até o Laboratério de
Histoquimica do Servico de Doengas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana — UFPR (Curitiba, Parana), onde foram estocados

até o processamento.

3.3 Técnicas de Coloracao a Fresco e Histoquimica Muscular

O bloco (suporte metéalico, a goma de Adragacanth e o musculo) foi colocado

. . o] , . .
em um criostato com temperatura ambiente a -20° C, onde o musculo foi submetido a
cortes de 10 micras de espessura na sua por¢cao média, sendo as secdes obtidas

montadas em laminulas de 22 x 22 mm.

As secoes de tecido muscular foram processadas conforme as técnicas usu-
ais do Laboratério de Histoquimica do Hospital de Clinicas da UFPR [werneck 1981] referi-

das abaixo.

Coloracgdes a fresco:
1 - Hematoxilina-Eosina
2 - Tricromo de Gomori modificado por Engel e Cunnighan
3 - Acido Periédico de Schiff (PAS)
4 — Oleo Vermelho 0 (“oil red O")
5 - Cresil Violeta.

Reacdes histoquimicas:
1 - ATPase alcalina com pH 9.4
2 - ATPase acida com pH 4.6
3 - ATPase acida com pH 4.3
4 - NADH Tetrazolium Redutase (NADH -TR)
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5 - Desidrogenase Succinica (SDH)
6 - Esterase Inespecifica

7 - Fosfatase Acida

8 - Fosfatase Alcalina

Para anélise do material empregamos um micréscopio 6ptico marca Olympus
modelo BH, de Olympus Optical Company, Ltd., Téquio - Japdo, com aumentos varia-
veis de 50 a 400 x e maquina fotografica acoplada.

3.4 Tipos de Alteracoes Histologicas Analisadas

Os fragmentos do musculo gastrocnémio direito dos 30 ratos dos grupos
Controle e Desnutridos, corados a fresco e submetidos as reacdes histoquimicas e
colorimétricas especificadas no item anterior, foram analisados de forma nao sequen-
cial e “as cegas”, isto €, sem que se tivesse conhecimento de qual grupo em estudo
provinha o espécime. Durante o processo de andlise foram identificadas e classifica-
das conforme a gravidade as alterac¢des histologicas sugestivas de processos patol6-

gicos neuromusculares [Dubowitz & Brooke 1973, Werneck 1981], abaixo relacionadas:

A - Tecido Conjuntivo Endomesial Aumentado
B - Infiltracao por Tecido Adiposo

C - Nervos
- fibrose
- reacao celular
- alteracdo na mielina
- depbsito de amiléide

D - Vasos
- paredes espessadas
- reagao inflamatéria

E - Diametro, Morfologia e Distribui¢do das Fibras
- atréficas e hipertréficas
- angulares pequenas
- arredondadas
- atrofia de pequenos e de grandes grupos
- atrofia perifascicular
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F - Nucleos
- internos ou centrais
- vesiculares
- picnéticos e agrupados

G - Estrutura Interna das Fibras
- necrose simples
- fagocitose
- basofilia
- segmentagéao (“splitting”)
- fibras granulares (“ragged reds”)
- agregados tubulares
- corpos nemalinicos
- massas sarcoplasmicas
- vacuolos
- infiltrado inflamatdrio

H - Comportamento Histoquimico das Fibras
- predominio de fibras tipo 1 ou 2
- deficiéncia de fibras tipo 1 ou 2
- atrofia de fibras tipo 1 e/ou 2
- hipertrofia de fibras tipo 1 e/ou 2
- agrupamentos (“grouping”)
- variagdes na distribuigéo da fibra

| - Alterac6es Estruturais Especificas de Fibras nas Reacdes Histoquimicas
- angular escura atréfica
- déficit focal de enzima ("moth eaten" ou saca-bocado)
- turbilhdo (“whorl”)
- alvo (“target”)
- core central
- enrodilhamento (“snake coil”)
- fibra em anel
- atividade aumentada da fosfatase alcalina nas fibras e no intersticio
- atividade aumentada da fosfatase acida nas fibras e no intersticio
- esterase inespecifica - fibras angulares escuras atréficas e placas motoras
- deficiéncia de miofosforilase
- acumulo de lipidios intracelular (vacuolos) ou intersticial
- acumulo de glicogénio intracelular (vacuolos)

Adaptado de [Werneck 1981]
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Quando presente alguma destas alteracoes, a sua gravidade era classificada
pelos critérios abaixo:
Grau 0 - auséncia de alteragdes
Grau + - presenca de alteracdes raras e/ou discretas
Grau ++ - presenca de alteracdes ocasionais e/ou moderadas

Grau +++ - presenca de alteracdes freqlientes e/ou graves

3.5 Identificacao dos Tipos de Fibras Musculares

O musculo gastrocnémio do rato de 24 dias de vida, processado pela reagcao
da ATPase pH 4.3 apresenta 3 tipos de fibra muscular [Banker e Engel 1994, Brooke e Kaiser 1970,

Sher e Cardasis 1976] .
Tipo 1 - mais escuras e com grande diametro
Tipo 2a - mais claras e com grande diametro
Tipo 2b - coloragao intermediaria e didmetros intermediario

As fibras musculares, contidas completamente no interior das fotografias da
porcdo medial interna do musculo gastrocnémio, excluindo-se as fibras que apresen-

tassem artefatos variados, eram identificadas conforme a classificacdo acima.

3.6 Andlise Histografica da Area das Fibras Musculares

A medida da area de uma fibra muscular foi obtida com a técnica de conta-
gem do numero de quadrados contidos integralmente no seu interior [Enstrém & Torlegard

1969].

Selecionou-se 10 secdes musculares dos ratos de cada grupo, cujas laminas
processadas pela ATPase 4.3 apresentavam a melhor diferenciagdo dos tipos de fi-
bra, os limites mais precisos das fibras musculares, poucos artefatos e que melhor e-
videnciavam a por¢do medial interna do gastrocnémio. Estas regides foram fotogra-

fadas com aumento de 200 x e ampliadas em fotos coloridas de 13x18 cm.
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As fibras musculares contidas integralmente dentro da ampliacao fotografica
foram numeradas e classificadas como de tipo 1, 2a ou 2b (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Tipo de fibras musculares ATPase 4.3
1 —fibras tipo 1; 2a — fibras tipo 2a; 2b — fibras tipo 2b; MS — fuso muscular
zona interna do musculo gastrocnémio (rato controle)

Em cada seqléncia de fotografias realizadas, foi também fotografada uma
escala padrao micrométrica de 2 mm, subdividida em intervalos de 0,01 mm, subme-

tida a mesma ampliacao fotografica (Figura 3.3).
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-
1

Figura 3. 3 - Fotografia da escala micrométrica padrao
200x

Figura 3.4 - Tela quadriculada para medida da area das fibras musculares

(quadrados de 2,25 p? de 4rea, com tragos verticais correspondendo as marcas originais
da escala micrométrica)
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A fotografia desta escala micrométrica foi digitalizada e processada para
acentuar o contraste e bordos dos tracos. Sobre esta imagem digitalizada construiu-
se uma tela quadriculada, composta por quadrados de 1,5 micras de lado e 2,25 mi-
cras quadradas de area (Figura 3.4). Esta tela era impressa em uma lamina transpa-
rente de acetato, juntamente com a escala micrométrica. O resultado final era confe-

rido com a fotografia matriz para deteccéo de distor¢cdes de impressao.

A tela quadriculada era colocada sobre uma fibra muscular situada integral-
mente no interior da cépia fotografica, excluindo-se as fibras que apresentassem ar-
tefatos variados. Procurava-se distribuir os quadrados na fibra, de forma a conter
integralmente no interior do contorno da fibra 0 maior nimero possivel de quadrados.

Quando mais de 50% da area de um quadrado localizava-se no interior da fibra ele
foi considerado como contido. A contagem do numero de quadrados contidos no in-
terior de cada fibra foi feita aleatoriamente e sem conhecimento do grupo em estudo a

que pertencia o rato.

A area em micras de cada fibra era calculada multiplicando-se o niumero de
quadrados contados no interior de cada fibra por 2.25 (area de um quadrado).

3.7 Analise Estatistica

Considerou-se que cada rato correspondia a uma unidade, com as séries de
ratos de cada grupo constituindo amostras independentes intra e entre grupos, com
distribuicdo ndo normal. A hipdtese a ser comprovada € a auséncia de diferencas

entre elas.

As séries de peso e area média dos tipos de fibras dos ratos dos Grupos
Controle e Desnutrido foram comparadas pelo teste "t " de Student biderecional para
amostras independentes com correcado de Welch.

A freqUéncia de distribuicdo da area dos varios tipos de fibras musculares nos
Grupos Controle e Desnutridos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, con-
siderando a area média de cada tipo de fibra de cada rato do grupo Controle como
um a unidade independente a ser comparada com o grupo Desnutrido. Considerou-

se ser este teste apropriado para testar a hipétese nula de que as funcdes distributi-
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vas sao iguais nos dois grupos versus a hipétese alternativa de terem distribuicoes

diferentes [Conover 1980].

Para todos os testes, as diferencas entre as médias eram consideradas esta-
tisticamente significativas quando eram obtidos valores de “p” menores que 0,05 (p <

0,05) [Colton 1974].
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Resultados
4.1 Alteracoées Musculares Histoquimicas e Colorimétricas

Foram analisadas 30 sec¢des transversas do nivel médio do muasculo gas-
trocnémico de 15 ratos filhotes do grupo Controle e 15 ratos filhotes do grupo Desnu-
trido. Observou-se em ambos os grupos variagdes no diametro e distribuicdo das fi-
bras musculares, conforme as diversas areas do musculo gastrocnémio. Na compa-
racao entre os grupos em estudo, a Unica alteracao estatisticamente significativa (p =
0,0002) foi uma discreta reducao de lipidios no interior das fibras musculares (Figura
4.1) em 5 ratos do grupo Controle (C2, C4, C9, C11, C13) e em todos os 15 ratos do
grupo Desnutrido. N&o foram detectadas outras anormalidades colorimétricas ou
histoquimicas especificas ou sugestivas de patologias neuromusculares nas 30 se-

cbes examinados.

4.2 Analise Histografica dos Tipos de Fibras Musculares

Utilizando a técnica da reticula quadrada para medicdo da area das fibras da
porgao interna do musculo gastrocnémio corado pela ATPase 4.3, foram medidas 3
929 fibras musculares, sendo 1 666 fibras em 10 ratos (C1, C3, C4, C5, C6, C7, C9,
C11, C12 e C14) do grupo Controle e 2 263 fibras em 10 ratos (D3, D4, D5, D6, D7,
D9, D10, D11, D13 e D15) do grupo Desnutrido, escolhidos entre os 15 ratos de cada

grupo em estudo conforme os critérios descritos anteriormente (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Numero de fibras musculares medidas - ATPase 4.3

. . Grupo Controle Grupo Desnutrido
Tipo de Fibras (N =10) (N = 10) TOTAL
Tipo 1 316 (19,0%) 511 (22,6%) 827 (21,0%)
Tipo 2a 614 (36,8%) 1045 (46,2%) 1 659 (42,2%)
Tipo 2b 736 (44,2%) 707 (31,2%) 1 443 (36,8%)
TOTAL 1 666 (100%) 2 263 (100%) 3929 (100%)
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Rato C2

Rato D4

Figura 4.1 - Lipidios no interior das fibras musculares
musculo gastrocnémio; ”Oil Red O”; 400x
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Rato D12 - Fosfatase Alcalina Rato D14 - Fosfatase Acida

Figura 4.6 - Fuso muscular e tipos de fibras em diversas coloracoes
zona interna musculo gastrocnémio - 200x
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4.2.1 Area das Fibras Tipo 1

Resultados

A area média das fibras Tipo 1 no grupo Controle foi de 64,69 + 17,89 micras

e de 51,27 £ 12,51 micras no grupo Desnutrido (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Area das fibras tipo 1 - ATPase 4.3 (em micras)

Grupo Controle

Rato Ne Fibras  Area Média Desvio Padrdo  Menor Area  Maior Area
C1 38 45,30 9,39 18,00 63,00
C3 26 44,05 11,33 22,50 67,50
C4 46 68,33 14,48 33,75 96,75
C5 22 91,02 30,07 33,75 135,00
Cé 14 48,05 11,93 20,25 60,75
Cc7 56 68,54 15,48 29,25 101,25
C9 30 57,68 18,70 15,75 83,25

Cc11 20 95,06 29,73 36,00 150,75

Cc12 9 71,75 20,45 33,75 108,00

C14 55 57,07 13,67 24,75 108,00

CONTROLE 316 64,69 17,89 44,05 95,06
Grupo Desnutrido

Rato N Fibras  AreaMédia Desvio Padrdo Menor Area  Maior Area
D3 74 49,77 10,28 18,00 76,50
D4 60 73,20 17,20 15,75 103,50
D5 42 31,55 11,27 13,50 56,25
D6 21 39,32 12,70 24,75 63,00
D7 49 42,15 7,50 31,50 65,25
D9 88 42,11 8,68 15,75 60,75

D10 40 60,53 23,28 27,00 96,75

D11 40 58,50 23,47 22,50 112,50

D13 20 58,95 18,42 24,75 85,50

D15 77 56,66 10,24 29,25 85,50

DESNUTRIDO 511 51,27 12,51 31,55 73,20
0 =0,0678
N® - numero
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4.2.2 Area das Fibras Tipo 2a

Resultados

A area média das fibras Tipo 2a no grupo Controle foi de 52,37 + 13,37 mi-

cras e de 38,19 £ 11,71 micras no grupo Desnutrido (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Area das fibras tipo 2a - ATPase 4.3 (em micras)

Grupo Controle

Rato N Fibras  AreaMédia Desvio Padrdo Menor Area  Maior Area
] 79 39,42 8,96 15,75 76,50
C3 64 31,29 10,51 15,75 72,00
C4 30 46,95 10,27 29,25 74,25
C5 75 71,79 19,95 29,25 119,25
C6 28 60,11 12,53 42,75 83,25
C7 53 41,73 14,42 18,00 90,00
C9 66 45,95 16,67 20,25 112,50
Cc11 90 72,53 27,66 20,25 173,25
c12 47 60,22 13,53 31,50 90,00
C14 82 53,75 20,37 27,00 121,50
CONTROLE 614 52,37 13,76 31,29 72,53

Grupo Desnutrido

Rato N Fibras  AreaMédia Desvio Padrdo Menor Area  Maior Area
D3 113 36,12 9,08 15,75 69,75
D4 84 41,41 15,35 13,50 87,75
D5 58 29,98 9,07 13,50 49,50
D6 59 54,69 14,61 15,75 76,50
D7 209 22,20 7,36 9,00 47,25
D9 171 21,96 8,53 6,75 56,25
D10 64 52,31 12,05 24,75 83,25
D11 61 50,61 18,78 18,00 105,75
D13 112 36,36 8,43 15,75 60,75
D15 114 36,28 13,44 9,00 78,75
DESNUTRIDO 1045 38,19 11,71 21,96 36,36

p = 0,0231
N® - numero
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4.2.3 Area das Fibras Tipo 2b

A area média das fibras Tipo 2b no grupo Controle foi de 36,22 + 8,24 micras

e de 26,03 = 7,52 micras no grupo Desnutrido (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Area das fibras tipo 2b - ATPase 4.3 (em micras)

Grupo Controle

Rato N Fibras  Area Média Desvio Padrdo Menor Area  Maior Area
C1 149 22,73 5,80 6,75 40,50
C3 136 39,28 14,47 6,75 90,00
C4 95 35,19 8,40 18,00 78,75
C5 4 46,13 14,98 24,75 58,50
Cé 108 34,69 12,95 13,50 67,50
Cc7 17 36,93 8,27 27,00 56,25
C9 122 29,77 10,76 11,25 56,25
Cc11 11 47,66 9,59 36,00 63,00
Cc12 81 43,36 15,43 6,75 87,75
C14 13 26,48 10,15 13,50 47,25

CONTROLE 736 36,22 8,24 22,73 47,66
Grupo Desnutrido

Rato N Fibras  Area Média Desvio Padrdo  Menor Area  Maior Area
D3 17 21,18 7,80 4,50 33,75
D4 20 29,93 9,90 11,25 54,00
D5 187 19,36 7,46 6,75 69,75
D6 135 34,40 13,30 6,75 78,75
D7 70 16,78 4,73 9,00 29,25
D9 47 17,52 4,83 9,00 27,00
D10 83 34,97 6,66 20,25 49,50
D11 78 36,61 10,98 20,25 85,25

D13 43 25,95 4,03 18,00 38,25

D15 27 23,58 10,56 6,75 56,25

DESNUTRIDO 707 26,03 7,52 16,78 36,61
p = 0,0098
N° - numero
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4.2.4 Area de Todas as Fibras
A area média de todas as fibras no grupo Controle foi de 33,48 + 13,31 micras
e de 26,49 £ 11,86 micras no grupo Desnutrido (Tabela 4.5).
Tabela 4.5 - Area de todas as fibras - ATPase 4.3

Grupo Controle

Tipo de Fibra N Fibras  AreaMédia  Desvio Padrdo Menor Area  Maior Area

1 316 64,69 17,89 15,57 150,75
2a 614 52,37 13,76 15,75 173,25
2b 736 36,22 8,24 6,75 90,00
Todos 1666 51,09 17,88 6,75 173,25

Grupo Desnutrido

Tipode Fibra N° Fibras  Area Média Desvio Padrdo Menor Area  Maior Area

1 511 51,27 12,51 13,50 112,50
2a 1045 38,19 1,71 6,75 105,75
2b 707 26,03 7,52 4,50 85,50
Todos 2263 38,50 14,78 4,50 112,5

4.3 Fregqiiéncia dos Tipos de Fibras em Relacao a Area

das Fibras Musculares

A freqUéncia de distribuicdo da area dos tipos de fibras musculares por faixas
de 10 u2? (Tabela 4.6) dos ratos do grupo Desnutrido tém um histograma de freqiéncia
demonstrando uma tendéncia ao desvio para a esquerda (fibras de menor area) em

relacdo ao histograma de freqtiéncia dos ratos do grupo Controle (Figuras 4.3 e 4.4).

A comparacéao da freqiéncia de distribuicdo dos varios tipos de fibras entre os
dois grupos evidencia a presencga de fibras menores no grupo Desnutrido e é estatisti-
camente significativa para as fibras tipo 2a e 2b, ndo sendo significativa para as fibras
tipo 1 (Tabela 4.7).
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Tabela 4.6 - Distribuicao conforme o tipo e a area média da
secao transversa das fibras musculares — ATPase 4.3

Tipo 1 Tipo 2a Tipo 2b

Area Controle Desnutrido Controle Desnutrido Controle Desnutrido

(uz) N® % Ne % N® % Ne % N® % Ne %
10 9 0,9 5 0,7 19 2,7
20 3 0,9 11 2,2 7 11 177 16,9 86 11,7 203 28,7
30 12 3,8 35 6,8 66 10,7 300 28,7 246 334 263 37,2
40 16 51 78 13,3 114 18,6 232 22,2 190 25,8 118 16,7
50 60 19,0 163 31,9 140 22,8 176 16,8 133 18,1 79 11,2
60 67 21,2 73 14,3 92 15,0 73 7,0 46 6,3 18 2,5
70 65 20,6 74 14,5 76 12,4 52 5,0 17 2,3 4 0,6
80 35 11,1 39 7,6 48 78 17 1,6 10 1,4 1 0,1
90 21 6,6 27 5,3 34 55 6 0,6 3 0,4 2 0,3
100 7 2,2 8 1,6 15 2,4 2 0,2

110 18 57 2 0,4 6 1,0 1 0,1

120 7 2,2 1 0,2 10 1,6

130 3 0,9 2 0,3

140 1 0,3

150 2 0,3

160 1 0,3 1 0,2

170 0

180 1 0,2

Total 316 511 (|i1 4 1 04|15 736 707
L | L |
Total Grupo Controle : 1666 Total Grupo Desnutrido : 2263
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Tabela 4.7 - Freqiiéncia das tipos de fibras em relagéo a area da
fibra muscular - ATPase 4.3 (em micras)

Grupo Controle

Rato Tipo 1 Tipo 2a Tipo 2b
Ci 45,30 39,42 22,73
C3 44,05 31,29 39,28
C4 68,33 46,95 35,19
C5 91,02 71,79 46,13
C6 48,05 60,11 34,69
c7 68,54 41,73 36,93
C9 57,68 45,95 29,77

c11 95,06 72,53 47,66

C12 71,75 60,22 43,36

C14 57,07 53,75 26,48

MEDIA 64,69 52,37 36,22
Desvio Padréo 17,89 13,76 8,24

Grupo Desnutrido

Rato Tipo 1 Tipo 2a Tipo 2b
D3 49,77 36,12 21,18
D4 73,20 41,41 29,93
D5 31,55 29,98 19,36
D6 39,32 54,69 34,40
D7 42,15 22,20 16,78
D9 42,11 21,96 17,52
D10 60,53 52,31 34,97
D11 58,50 50,61 36,61
D13 58,95 36,36 25,95
D15 56,66 36,28 23,58
MEDIA 51,27 38,19 26,03
Desvio Padréo 12,51 11,71 7,52
Valor“p * 0,1230 0,0288 0,0115
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Figura 4.7 - Distribuicao por tipos de fibras musculares
musculo gastrocnémio - ATPase 4.3
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5.1 DEP exclusivamente durante o aleitamento

Os principais estudos da DEP em ratos, efetuados com avaliagdo histoquimi-
ca e morfolégica do musculo e analise quantitativa e qualitativa das fibras musculares,
foram realizados durante o periodo de gestacao e aleitamento, seguidos ou nao de
periodos de recuperagao nutricional [Bedy e col. 1982, Cavalieri e col. 1986, Haltia e col. 1978, Hegarty e Kim
1980, Howell e col. 1978 e 1979 a, Nascimento e col. 1990 e Oliveira e col. 1999]. Nestes estudos observa-se a
presenca de alterac¢des significativas e persistentes na DEP ocorrida durante a gesta-
cao e o aleitamento (Tabela 1.2), nao sendo possivel determinar em qual destas fa-
ses 0 musculo € mais susceptivel as alteragdes ocasionadas pela DEP e também
quais seriam as alteracdes histoquimicas, morfolodgicas e quantitativas desencadea-

das pela DEP em cada um destas fases.

A escolha do periodo de aleitamento (do nascimento até o 24° dia de vida)
para estudar os efeitos da DEP, é adequada por ser este um periodo de grande cres-
cimento corporal, com acelerada maturacdo do sistema nervoso central e muasculo

esquelético, particularmente no animal em estudo — o rato.

A fase de crescimento mais acelerado do cérebro do rato, denominada cres-
cimento explosivo ou “growth spurt”, ocorre no periodo que vai do nascimento até o
24° dia de vida, que € também o periodo de desnutricdo neste estudo. Este periodo
caracteriza-se, na sua 12 metade, por uma intensa multiplicacao glial e na sua metade
final por uma rapida mielinizagao [pavidson e Dobbing 1966]. Em humanos o periodo equi-
valente inicia-se na metade final do periodo gestacional e estende-se até o 32 e 4°
ano de vida [pobbing 1974].  Devido ao rapido crescimento, o cérebro em desenvolvi-

mento torna-se muito suscetivel aos efeitos da desnutricdo nesta fase.

O modelo de DEP utilizado - diminuicdo da quantidade com manutencao da
qualidade da ingesta, é alcancado pela reducéo de 6 horas no periodo de aleitamento
e na duplicagdo do numero de lactentes por rata-nutriz, mantendo-se a alimentagéo
adequada ad libitum para as rata-nutrizes. Desta maneira evita-se a desnutricdo da
rata nutriz e assegura aos ratos filhotes uma ingesta balanceada e completa (leite
materno), mas em quantidade reduzida, e ndo ocorre uma caréncia absoluta de ne-

nhum fator essencial que possa confundir os achados. Este modelo, aplicado exclu-
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sivamente durante o periodo de aleitamento (até 24° dia de vida) em ratos recém
nascidos eutréficos, provocou uma redugédo de 33% do peso corporal. Em criangas
tal grau de reducao de peso equivaleria a uma desnutricio moderada ou de 2° gray,
se utilizarmos a Classificacdo de Gomez [Gomez e col. 1953].

Por serem estudados apenas ratos machos, ndo ocorreu variacdo nas taxas
de ganho de peso e de diferenciacao das fibras musculares decorrentes do sexo do

espécime [Howells e col. 1979].

As gestacdes das 9 ratas-maes transcorreram sem intercorréncias, com um
ganho médio de peso corporal de 46%. Ao nascimento os ratos-filhotes apresenta-
ram um peso médio dentro dos padrées normais nesta faixa etaria para ratos da cepa
Wistar de Rattus Norvegicus do Biotério do Laboratério Experimental do Departa-
mento de Pediatria da Universidade Federal de Sao Paulo. Desta forma, comprova-
se nao ter ocorrido desnutricao durante o periodo de gestacdo e que os ratos-filhotes

eram eutréficos ao iniciar-se o estudo.

As curvas de ganho de peso mostram que enquanto o pico de ganho de peso
dos ratos controle ocorreu durante a 12 semana de aleitamento, o dos ratos desnuti-
dos ocorreu durante a 22 semana. A partir da 32 semana as duas curvas correm @-
ralelas, sem uma evidente recuperacédo do peso, que porventura poderia ter ocorrido
apos o 24° dia.

O fator que realmente influenciou o peso final do rato foi 0 ganho de peso e
nao o peso inicial. Caso os ratos desnutridos tivessem um peso médio inicial igual ao
peso médio inicial dos ratos controle, e mantivessem o mesmo percentual de ganho
médio de peso do grupo Desnutrido, ao final dos 24 dias teriam um peso médio de
33,6 gramas, apenas 6,60 % superior ao peso médio final real do grupo Desnutrido.
Mesmo o maior ganho individual de peso no grupo Desnutrido (640%) foi inferior ao

menor ganho de peso individual no grupo Controle (650%).

As diferencas no peso corporal entre os dois grupos em estudo de 33% deve-
se a DEP, que foi a Unica variavel significativa e conhecida entre os grupos em estu-
do.
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5.2 Alteracdes Histoquimicas e Colorimétricas no Musculo

A auséncia de anormalidades histoquimicas e colorimétricas no musculo gas-
trocnémio, exceto a reducao de lipidios no interior das fibras, sdo compativeis com o
observado em outros estudos no musculo de animais e humanos, utilizando métodos
histoquimicos e colorimétricos processados a fresco, onde a gravidade das alteragdes
€ relacionada ao tipo, periodo e intensidade da desnutricdo e também a metodologia
de investigacao [Bedy e col. 1982, Cavaliere e col. 1986, Dastur e col. 1982, Haltia e col. 1978, Hegarty e Kim 1980,

Howells e col. 1978 e 1979, Lancellotti e col. 1988, Nascimento e col. 1990, Oliveira e col. 1999, Yamaguchi e col. 1992].

A Unica diferenca estatisticamente significativa, a reducao de lipidios nos ra-
tos do grupo Desnutrido, deve estar relacionado ao menor peso, a menor taxa de gor-
dura corporal ou a uma maior taxa de metabolismo oxidativo. Em humanos o conte-
Udo de gordura no musculo esta aumentado na obesidade e reduz com a perda de
PESO [Goodpaster e col. 2000]. Porcos submetidos a restricdo alimentar na primeira semana
de vida apresentaram um maior metabolismo oxidativo muscular, com maior utilizagao

de lipidios [Lefaucher e col. 2003].

A explicacdo mais plausivel para as poucas alteragdes musculares observa-
das € que um grau moderado de DEP em ratos, ocorrendo exclusivamente durante o
periodo de aleitamento, ndo seria capaz de provocar alteracoes estruturais significati-
vas em um musculo eutréfico ao nascimento. Apenas provocaria um retardo da ma-
turacao da musculatura esquelética, melhor detectado pela analise do tipo e distribui-
¢ao das fibras musculares. Isto poderia significar um melhor progndstico para uma
recuperacao nutricional sem sequielas [Hegarty e kim 1980]. Esta hipotese podera ser me-

lhor avaliada em outros estudos desenhados para este fim.
5.3 Variacdo Area, Tipos e Distribuicdo das Fibras Musculares
Os musculos gastrocnémios dos ratos desnutridos apresentaram uma evi-
dente reducdo do volume. Na&o foi realizada a pesagem dos mesmos, pois o corte

distal das extremidades do musculo nao é homogéneo, induzindo por si s6 variagoes

significativas de peso que inviabilizariam a comparagéo.
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Nao foi possivel determinar a presenca ou nao de uma reducao do numero
total de fibras na secao transversa do masculo. O numero de fibras contadas corres-
ponde as fibras contidas inteiramente em um campo microscépico com aumento de
200 x da secao médio interna do musculo gastrocnémio, incluindo pelo menos um
fuso muscular. Pelas particularidades da falta de limites claros entre a porcdo medial
do musculo gastrocnénio e as variacées no plano de corte, a opcao de efetuar a me-
dicdo de um numero fixo de fibras de cada tipo em cada rato, implicaria que fatal-
mente teriamos que medir fibras fora da area em estudo — a cabeca medial do gas-
trocnémio, onde ocorre o padrao em mosaico semelhante ao humano [Banker e Engel 1994,
Brocke e Kaiser 1970, Sher e Cardasis 1976], COM a inclusdo de fibras das areas adjacentes, na
quais a proporcao de tipos de fibra é diferente, como por exemplo na zona externa do
gastrocnémio onde observa-se um acentuado predominio de fibras tipo 2a [sher e Cardasis

1976].

Sabe-se, que os estudos em humanos e ratos desnutridos nao constaram re-
ducdo do numero de nucleos ou de fibras musculares (Tabela 1.1 e 1.2), exceto
quando a desnutricao foi grave o suficiente para causar o 6bito [Hansen-Smith e col. 1978 e
1979, Montgomery 1962, Reeds e col. 1978], permitindo inferir que também nao ocorreu redug¢ao do

namero de fibras musculares nos ratos do grupo Desnutrido.

A medida da area seccao transversa da fibra muscular, seja por métodos ma-
nuais ou digitais, € a forma mais precisa de dimensionar a area real da fibra muscular
[Venema e Overweg 1974], POiS as medidas obtidas utilizando maior didmetro, menor didme-
tros ou didmetros ortogonais podem induzir a erros significativos [Edstrém e Torlegard 1969, En-

gel 1994, Kost e Kost 1982, Venema e Overweg 1974].

Como as fibras do grupo desnutrido eram menores, existiam mais fibras con-
tidas neste campo microscopico. Os histogramas de distribuicdo dos varios tipos de
fibras (Figuras 4.3 e 4.4) mostram apenas um desvio das curvas para a esquerda es-
tatisticamente significativo (p < 0,001), conservando uma similaridade na forma das
curvas de distribuicdo dos varios tipos de fibras entre os dois grupos estudados.
Desta forma confirma-se ocorrer apenas uma reducao da area das fibras do grupo

Desnutrido e ndo uma significativa variacao na frequéncia dos varios tipos de fibras.

Em porcos da india desnutridos do aleitamento a 62 semana de vida, com re-
ducéao de até 35% do peso de corporal, também ocorreu uma reducao significativa da
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area de todos os tipos de fibras musculares, mantendo a proporcao entre os varios ti-
pos de fibras [ward e Stickland 1993].  Este estudo utilizou uma metodologia semelhante a
do nosso estudo e obteve resultados equivalentes. Deve-se ressaltar que o animal
de experimentacao utilizado, o porco da india, apresenta um padréao de crescimento e

maturacdo muito diferente do rato, o que eventualmente poderia alterar os resultados.

A correlacdo entre a diminuicdo da area das fibras musculares e o peso cor-
poral ndo pode ser feita, pois a DEP afeta de forma diferente os varios 6rgaos e mus-
culos, conforme o tipo, grau de gravidade e periodo de vida envolvido [Jackson e col. 1986].
Alem desses fatores, o peso do animal e o tipo e grau de atividade influenciam signifi-
cativamente a area e a diferenciacdo das fibras musculares [yamaguchi e col. 1993]. A ativi-
dade dos ratos dos dois grupos em estudo era semelhante e dentro dos padrdées usu-

ais para a faixa etaria, porém o peso corporal médio nao o era.

A area menor das fibras musculares do tipo 2 do grupo desnutrido pode nao
ter sido causada diretamente pela DEP e sim ser um efeito indireto da DEP, retardan-
do a transformacao das fibras 2c (menores e mais primitivas) em 2a e 2b, que deveria
ter sido concluida ao final da 42 semana de vida[Brooke e col. 1971, Haltia e col. 1978, Kugelberg 1976,
Nelson 1976]. Este efeito ja foi comprovado em varios outros estudos de DEP em ratos e
humanos [Dastur e col. 1979 e 1982, Ward e Stickland 1993]. O atraso do desenvolvimento pode ser
localizado na interagdo musculo-nervo e em nervos periféricos [Kumar e col. 1977, Sachdev e col.
1981, Singh e col. 1976], NAS raizes motoras [sima 1974] OU ser decorrente de um retardo na
maturacdo do sistema nervoso central [Dastur e col. 1979 e 1982, Nascimento e col. 1990, Tamer e col.
19971 devido a DEP.

No periodo neonatal precoce ocorre uma alteracao no musculo, transforman-
do as unidades motoras imaturas em unidades motoras eficientemente adaptadas,
ocorrendo a supressao das isoformas de miosina neonatais e fetais com acentuagao
das formas adultas, e aumento do metabolismo glicolitico e redugdo do oxidativo. A
transformacao da miosina é devido a intervencdo nervosa e sinalizacdo hormonal,
particularmente pela tiroxina. Condi¢cdes que alterem este processo podem interrom-

per ou retardar a diferenciacdo muscular [ward e Stickland 1993].

A DEP, associada ou n&o ao hipotireoidismo, provoca uma alteracdo no me-
tabolismo oxidativo, promovendo um predominio das fibras oxidativas lentas (tipo 1)

em detrimento das glicoliticas rapidas (tipo 2) [Lefaucher e col. 2003], concomitante a uma
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reducao da sintese protéica miofibrilar e sarcoplasmatica [Fiorotto e col. 2000] € retardo na
transformacao das miosinas fetais de contracao lenta [Hausman e watson 1994]., associado a
um aumento pequeno, porém estatisticamente significativo, da proporcao de fibras
tipo 1 [Harrison e col. 1996, Lefaucher e col. 2003].. Este mecanismo adaptativo a DEP visa reduzir
0 crescimento da massa muscular, mitigando os efeitos da reducédo na concentracao
proteina miofibrilar decorrente da desnutricdo, que € necessaria para a maturacao

muscular normal [Fiorotto e col. 2000].

Os dados deste estudo sugerem que as alteracées observadas na area média
e na freqUéncia de distribuicdo dos tipos de fibras musculares no grupo Desnutrido
sejam decorrentes do retardo da maturagdo das fibras musculares induzido indireta-
mente pela DEP. A DEP ocasionaria um retardo na maturagao do sistema nervoso e
na interacdo musculo-nervo, além de um atraso na transformacdo das isoformas da
miosina e favoreceria um metabolismo oxidativo lento nas fibras musculares. Estas
mudancas seriam expressas por fibras tipo 2 menores, com preservacao das fibras

tipo 1.

O estudo da evolugado das isoformas de miosina e da acao dos horménios ti-
roidianos nas fibras musculares de ratos desnutridos no periodo de aleitamento, po-
deria elucidar melhor a maturacao e diferenciacdo das fibras musculares nesta situa-

cao
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O musculo gastrocnémio dos ratos desnutridos exclusivamente durante o pe-
riodo de aleitamento ndo apresentou alteragdes histoquimicas e
colorimétricas significativas em relacdo ao dos ratos eutréficos, exceto um

menor acumulo de lipidios nos ratos desnutridos.

As fibras musculares da regido interna do musculo gastrocnémio dos ratos
desnutridos exclusivamente durante o periodo de aleitamento apresentaram
uma reducao significativa na area média da segéo transversa das fibras mus-

culares tipo 2.

A freqiiéncia de distribuicado da area média da secao transversa das fibras do
musculo gastrocnémio coradas pela ATPase 4.3 de ratos desnutridos exclusi-
vamente durante o aleitamento, demonstrou um desvio para a esquerda (me-

nor area) significativo para as fibras tipo 2.
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