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RESUMO GERAL

A desnutricdo energético proteica (DEP) causa alteracdes em diversos sistemas e
orgaos, sendo seus efeitos mais intensos e permanentes quanto mais precocemente
ocorrer a desnutricdo. O presente trabalho buscou avaliar os aspectos morfolégicos
e morfométricos das fibras musculares e juncbes neuromusculares (JNMs) do
musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos submetidos a restricdo proteica
materna, durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Ratos da linhagem Wistar
foram divididos em quatro grupos: Grupo controle 21 dias - prole de maes
alimentadas durante a gestacao e lactacdo com racdo normoproteica (17%); Grupo
restrito 21 dias - prole de maes alimentadas durante a gestacdo e lactacdo com
ragdo hipoproteica (6%); Grupo controle 365 dias - prole de mées alimentadas
durante a gestacdo e lactagdo com racdo normoproteica (17%) até o dia do
desmame e, apOs este periodo, a dieta fornecida para a prole foi racao
normoproteica até a idade de 365 dias e Grupo restrito 365 dias - prole de maes
alimentadas durante a gestacao e lactacdo com racao hipoproteica (6%) até o dia do
desmame e, ap0s este periodo, a dieta fornecida foi racdo normoproteica até a idade
de 365 dias. Apds os periodos 21 e 365 dias, os ratos machos de cada grupo foram
pesados e eutanasiados para a retirada do musculo EDL. Para o estudo histologico
das fibras musculares foi realizado a técnica Hematoxilina-Eosina (HE) e para
analise histoenzimolégica foi feita a marcacdo com o Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo - Tetrazolium Reductase - (NADH-TR). O estudo ultraestrutural das
fibras musculares do EDL foi conduzido no microscépio eletrénico de transmissao.
Para a marcacdo das JNMs, amostras do musculo foram submetidas a reacgéo
Esterase Inespecifica. Os resultados mostraram diminuicdo do peso corpéreo nos
animais restritos com 21 e 365 dias de idade. A analise histolégica das fibras
musculares nos animais restrito com 21 dias mostrou maior quantidade de fibras
fetais, miotubos e nucleos centralizados, quando comparado com seu respectivo
grupo controle. O estudo histoenzimoldgico revelou uma diminuicao significativa da
area das fibras tipo Illa nos animais do grupo restrito 365 dias de idade em relacéao
ao grupo controle de mesma idade. Quanto ao estudo ultraestrutural, o musculo EDL
nos animais do grupo restrito 21 dias apresentou dissolucdo da linha Z, presenca de
goticulas de lipidios em meio as miofibrilas e figuras de mielina nas regides
subsarcolemal e intramiofibrilar e nicleos em posi¢do central na fibra muscular
foram frequentes. No grupo restrito 365 dias também foi verificado uma
desorganizacao da linha Z e das miofibrilas. A analise das JNMs mostrou que houve
diminuicédo significativa da area e dos diametros maior e menor nos animais restritos
com 21 dias quando comparado com seu respectivo grupo controle. Esses
resultados sugerem que restricdo proteica materna durante a gestacéo e lactagcéo
altera o desenvolvimento e morfologia do musculo estriado esquelético da prole.

Palavras-chaves: morfologia;, morfometria; restricdo proteica; musculo extensor

longo dos dedos; rato.



GENERAL ABSTRACT

Protein energy malnutrition causes changes in several organs and systems and the
earlier malnutrition occurs, more intense and permanent will be its effects. This study
aimed to evaluate the morphological and morphometric aspects of the muscle fibers
and neuromuscular junctions (end-plates) of the extensor digitorum longus (EDL) of
rats subjected to maternal protein restriction during the periods of gestation and
lactation. Wistar rats were divided into four groups: 1) control group 21 days - the
offspring of mothers fed during gestation and lactation a normal protein diet (17 %);
2) restricted group 21 days - the offspring of mothers fed during gestation and
lactation with a low protein diet (6 %); 3) control group 365 days - the offspring of
mothers fed during gestation and lactation on a normal protein diet (17 %) until the
day of weaning, and after this period the diet was standard diet until age 365 days;
and 4) restricted group 365 days - the offspring of mothers fed during gestation and
lactation with a low protein diet (6 %) until the day of weaning, and after this period
the diet was standard diet until age 365 days. After the periods of 21 and 365 days,
the male rats of each group were weighed and euthanized for the removal of the EDL
muscle. The hematoxylin-eosin (HE) technique was performed for the histological
analysis of the muscle fibers and histoenzymological analysis was performed using
nicotinamide adenine dinucleotide tetrazolium reductase (NADH - TR). The
ultrastructural study of the EDL muscle fibers was conducted using a transmission
electron microscope. For the end-plates staining, muscle samples were subjected to
nonspecific esterase reaction. Restricted animals with 21 or 365 days old showed a
significant decrease in body weight. Histological analysis of the fibers in the restricted
animals aged 21 days showed an increased amount of fetal fibers, myotubes and
centered nuclei, compared with the respective control group. Histoenzymological
analysis revealed a significant decrease in the area of type lla fibers in the animals of
the restricted group aged 365 days compared with the control group of the same age.
Regarding the ultrastructural study, the EDL muscle of restricted animals with 21
days old showed dissolution of the Z line, the presence of lipid droplets in the midst
of myofibrils, myelin figures in the subsarcolemmal and intramiofibrilar regions and
nuclei in the central position in the muscle fiber line were frequent. Disorganization of
the Z line and the myofibrils was also found in animals from the restricted group aged
365 days. The analysis of the end-plates showed a significant decrease in the area,
and in the major and minor diameters of the restricted animals aged 21 days
compared to their respective controls. These results suggest that maternal protein
restriction during gestation and lactation alters the development and morphology of
the offspring skeletal muscle.

Keywords: morphology; morphometry; protein restriction; extensor digitorum longus
muscle; rat.
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OMS: Organizacdo Mundial da Saude
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INTRODUCAO GERAL

A desnutricdo energético-proteica (DEP) é definida como uma variedade de
condicbes patologicas decorrentes de deficiéncias de energia e proteinas em
propor¢cdes variadas (MARCONDES; VAZ; RAMOS, 2008), que afetam
principalmente faixas etarias mais susceptiveis como gestantes, lactentes, criancas
e idosos (ONU, 2010).

A Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) vem apresentando alarmantes
estatisticas sobre a situacédo alimentar no mundo, destacando que 146 milhdes de
pessoas na América Latina, Asia e Africa, sofrem desnutricio cronica e o Brasil ndo
€ excecdo dentro dessa situacdo mundial (ONU, 2010). No Brasil, a taxa de
mortalidade por desnutricdo é um problema de salde publica que atinge,
principalmente, criancas menores de trés anos de idade. O indice de criancas
desnutridas em paises desenvolvidos ndo chega a 5%, enquanto nos paises
subdesenvolvidos esses niveis podem chegar a 50%, 0 que caracteriza a doenca
como a principal causa de mortalidade infantil no mundo (VIANNA et al., 2011).

Para Brasil (2005), o estudo da desnutricdo infantil é importante pois,
segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), um terco das mortes de
criancas no mundo é atribuido a desnutricdo, sendo um dos maiores problemas
mundiais tratando-se de saulde publica, devido a sua alta prevaléncia e aos danos
causados ao organismo humano.

A mortalidade por desnutricdo esta associada a outros problemas sociais
incluindo pobreza, condi¢cbes precarias de moradia, desemprego, sistema de salde
deficiente, habitos alimentares inadequados, entre outros (COTRAN; KUMAR;
ROBBINS, 2005, p. 467; BISPO et al., 2010). A desnutricdo infantil pode comecar
precocemente, na vida intrauterina e frequentemente na infancia, em decorréncia da
interrupgdo precoce do aleitamento materno e da alimentagdo complementar
inadequada nos primeiros dois anos de vida, associada muitas vezes, a privagcao
alimentar ao longo da vida e a ocorréncia de episédios repetidos de doencgas
infecciosas (BRASIL, 2005).

Os efeitos da DEP dependem da fase do desenvolvimento do individuo,

sendo mais intensos e permanentes quanto mais precoce ocorrer a desnutricao
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(FORTES et al., 2007). A ingestdo adequada de nutrientes é fundamental para a
manutencdo da saude em qualquer fase da vida.

A terceira idade € um grupo etario atingido por doencas crbénicas nao
transmissiveis, que muitas vezes apresentam importante relacdo com a ingestédo
alimentar. Estudo realizado por Abreu et al. (2008), mostrou uma situacéo alimentar
preocupante nos idosos, pois quase todos apresentaram baixa ingestao energética e
alta prevaléncia de um consumo inadequado de proteinas, vitaminas e minerais. A
deficiéncia de um ou mais nutrientes essenciais, estd associada ao aumento da
mortalidade e da susceptibilidade as infec¢fes, levando a uma reducao da qualidade
de vida do idoso (OTERO et al., 2002; REZENDE et al.,, 2010). Os fatores que
interferiram negativamente na ingestdo de energia foram a baixa renda, isolamento,
uso de medicamentos e o sedentarismo. A DEP ¢€ vista, erroneamente, como parte
do processo normal de envelhecimento, sendo com frequéncia ignorada. Os Obitos
por desnutricdo em idosos surgem mais como causa associada do que como causa
bésica (OTERO et al., 2002).

A desnutricdo implica em comprometimento funcional de diversos sistemas e
orgédos, entre eles, o musculo estriado esquelético (OSMO, 2007). O tecido muscular
esquelético é sensivel a desnutricdo proteica por ser um reservatério de proteina no
organismo. Portanto, quando h&a um déficit proteico na dieta, esse tecido torna-se
alvo de deplecéo, ocasionando alteracdes nas fases de crescimento, funcionamento
e diferenciacdo das fibras musculares (BRAMELD, 2004). Estudos realizados em
ratos desnutridos relatam que o comprometimento da musculatura esquelética no
animal ndo ocorre de forma homogénea, sendo a musculatura mais comprometida a
do tronco, seguida pela do membro pélvico e a menos comprometida é a do membro
toracico (SPENCE; HANSEN-SMITH, 1978).
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REVISAO GERAL DE LITERATURA

Desnutricao proteica

A DEP é caracterizada por uma variedade de processos patolégicos que
retratam ndo apenas uma sindrome de deficiéncia absortiva, mas principalmente, as
desigualdades socioeconémicas de uma localidade, visto que é causada pela
dificuldade de acesso ao alimento (FAUCI; BRAUNWALD, 2006).

Sindromes clinicas denominadas kwashiorkor e marasmo podem ser
desencadeadas devido a DEP (CAMBRI; DALIA; MELLO, 2010). O kwashiorkor
manifesta-se com maior frequéncia nos trés primeiros anos de vida (TORUN;
CHEW, 1994). As principais caracteristicas desta sindrome sdo o retardo no
crescimento corporal, perda do tecido adiposo subcutdaneo e de massa muscular,
além de edema depressivel que se localiza principalmente nos membros inferiores.
Podem ocorrer lesdes nos cabelos e também na pele. Casos de anorexia, diarréia,
infeccbes e deficiéncias de micronutrientes sdo frequentes (MONTE, 2000). O
marasmo também se instala nos primeiros anos de vida, preferencialmente no
decorrer do primeiro ano. Tem sido frequentemente observado em criancas com seis
meses de idade em fase de desmame precoce, quando passam a receber
alimentacéo deficiente. O aparecimento € gradual e a evolucéo é lenta. A deficiéncia
de crescimento e de peso € acentuada, apresentando-se em torno de 60% abaixo
da normalidade (TORUN; CHEW, 1994). Os principais sinais clinicos desta sindrome
incluem o baixo peso, retardo no crescimento e tecido adiposo subcutaneo escasso
ou ausente. Diarréia, infec¢des respiratorias, parasitoses e a tuberculose geralmente
estdo associados, bem como sinais de caréncias de micronutrientes, deficiéncia de
vitamina B e anemia ferropriva. O abdome de criangas que apresentam marasmo
pode se mostrar proeminente, uma caracteristica que auxilia na identificacdo da
forma clinica da doenca (MONTE, 2000).

A desnutricdo precoce pode ocasionar déficit neuronal, com consequlientes
alteracOes cognitivas e modificagcbes no desenvolvimento e crescimento da criancga,
podendo haver também maior suscetibilidade a crises convulsivas. Diversos
distarbios eletroliticos foram identificados em criangcas que apresentam desnutricao

proteica. Além da deficiéncia dietética, infecgcbes (principalmente diarréia e
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parasitoses), comprometem a nutricdo, induzindo mé absor¢do e aumento da
demanda metabdlica para formar uma resposta imune apropriada (PORTO et al.,
2010).

Em condi¢des de nutricdo normal, a captacao e utilizacdo de nutrientes estéo
em equilibrio e asseguram o crescimento, a maturacao e a duplicacdo celular. Como
consequéncia, se a nutricdo estd em déficit o organismo sofre sérios danos, pois a
caréncia de nutrientes influenciara todas as fases da vida (ALVES; DAMASO; DAL
PAIl, 2008). Durante a gestacdo a desnutricdo materna pode causar retardo no
desenvolvimento fetal, persistindo ao nascimento, na fase de crescimento e
continuar na vida adulta do individuo (GOPALAN, 2000). Os efeitos da desnutricao
intra-uterina dependem da fase de desenvolvimento em que esta o feto ou o 6rgéao,
sendo os efeitos mais intensos e permanentes quanto mais precocemente ocorrer a
desnutricdo e mais tardiamente for iniciada a recuperacéo nutricional (GURMINI et
al., 2005). Estudos sugerem que a desnutricdo intrauterina pode “programar” os
tecidos fetais, tornando-os mais propicios a desordens associadas a alimentacéo,
tais como diabetes tipo Il, sindrome metabdlica e demais doencas crbnico-
degenerativas na idade adulta (BERTRAM; HANSON, 2001; GLUCKMAN;
HANSON, 2004).

O menor peso corporeo € um parametro utilizado em muitos estudos para
comprovar a desnutricdo. Estudos realizados em animais alimentados com dietas
hipoproteicas, o ganho de peso apresenta-se menor quando comparado aos animais
alimentados com dieta padrdao (NEIVA; GUERINO; MELLO, 1999; NUNES et al.,
2002; CHAVES; MELLO, 2003; FRANCA, 2009). Também pode ocorrer diminuicao
no peso de 6rgaos como figado, baco e pulmdes (PEREIRA, 2005).

Estudos recentes mostram uma relagédo entre a desnutricdo intrauterina e a
preferéncia da prole por alimentos ricos em gordura. Estes estudos foram feitos com
modelos animais, mas sugerem que uma desnutricdo na fase inicial do
desenvolvimento pode levar a um quadro de obesidade em adultos (BELLINGER,;
LANGLEY-EVANS, 2005; TAYLOR; POSTON, 2007; SULLIVAN; GROVE, 2010).
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Impacto da desnutricdo proteica sobre os musculos estriados esqueléticos

A fibra muscular € uma célula longa, cilindrica, multinucleada, formada por
unidades denominadas sarcémeros, cuja disposicdo seriada é a responsavel pelo
aspecto estriado da fibra esquelética (FOX, 2007).

Os musculos estriados esqueléticos dos mamiferos sao constituidos por
diferentes tipos de fibras que apresentam caracteristicas morfolégicas e funcionais
distintas. Estudos demonstraram a presenca de trés tipos basicos de fibras
musculares, com diferentes nomenclaturas. Ogata (1958), usando enzimas
oxidativas, classificou as fibras musculares em vermelhas, brancas e intermediarias.
Brooke; Kaiser (1970), com base na ATPase miofibrilar, em meio acido (pH 4.3 - 4.6)
e alcalino (pH 10.4 - 10.6), classificaram as fibras em tipos I, llb e lla. Peter et al.
(1972), com base em 3 critérios - tempo de contracdo, capacidade glicolitica e
capacidade oxidativa - classificaram as fibras musculares em slow twitch oxydative
(SO); fast twitch gycolytic (FG) e fast twitch oxydative gycolytic (FOG).

A restricAo proteica materna pode induzir diferentes respostas sobre a
musculatura esquelética da prole de diferentes espécies, se imposta em estagios
especificos da gestacdo (MALLINSON et al., 2007). Pesquisas realizadas com ratos,
cdes e macacos mostram que a restricao proteica materna no inicio ou a partir da
segunda metade da gestacdo provoca baixo peso corporal e diminuicdo do niamero
de fibras musculares da prole (NASCIMENTO et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1999;
NUNES et al., 2002).

A desnutricdo na fase intrauterina afeta diretamente o musculo esquelético
(OLIVEIRA et al.,, 1999). Ap6és o nascimento, a maturidade da fibra muscular
independe do estado nutricional, mas a desnutricdo energética afeta o musculo
esquelético quando imposta na fase de miogénese, alterando a frequéncia dos tipos
de fibras (MARCONDES, 1976; ALVES; DAMASO; DALPAI, 2008). Nascimento et
al. (1990), descreveram que no musculo gastrocnémio de ratos, tanto as fibras do
tipo | como as do tipo Il, foram comprometidas pela desnutricdo proteica, ocorrendo
maior reducéo nas fibras tipo Il. Outra caracteristica marcante, observado neste
estudo, foi a reducédo no peso dos animais desnutridos em relacdo aos do grupo
controle, sendo 50% menor nos animais desnutridos. Em estudo realizado por
Ventruci et al. (2004), houve diminuicdo de cerca de 78% no peso do tecido

muscular de ratos submetidos a desnutricdo. Nos estudos realizados por Oliveira et
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al. (1999), foi analisado o efeito da desnutricdo intrauterina no musculo biceps
braquial de ratos Wistar nas primeiras e segundas geracdes. Na primeira geracédo, a
desnutricdo energética acarretou hipoplasia muscular. Na segunda geracdo houve
diminuicdo do numero de fibras musculares, com reducao do diametro das mesmas,
mostrando maiores alteracdes nas fibras do tipo Il. Toscano et al. (2010), para testar
a influéncia da desnutricao proteica intrauterina sobre a propriedade mecanica dos
musculos soleo e extensor longo dos dedos de ratos, verificaram um aumento na
rigidez passiva de ambos os musculos nos animais submetidos a desnutricdo, o que
pode ocasionar uma diferenca na elasticidade dos musculos.

Mallinson et al. (2007), utilizaram os musculos gastrocnémio e séleo de ratos
como modelo experimental para verificar as alterac6es provocadas pela desnutricdo
proteica intrauterina e encontraram uma reducdo do numero de fibras em ambos os
musculos estudados. A perda de tecido muscular na desnutricdo proteica pode ser
considerada um mecanismo homeostético, pois promove uma redistribuicdo
funcional das proteinas musculares para disponibilizar nitrogénio necessario para a
sintese de proteinas teciduais, formacdo de células vermelhas e também exercer
fungdes imunes (VOLTARELLI; MELLO, 2008).

Juncéo neuromuscular (JNM)

A JNM é uma sinapse especializada que ocorre entre um axénio motor e uma
fibra muscular, cada fibra muscular estriada esquelética recebe uma terminacao do
neurdnio motor pelas JNMs, as quais transmitem um impulso nervoso a uma fibra
muscular individualmente. Neste local, a despolarizacdo de membrana do nervo
ocasiona a liberacdo de um neurotransmissor quimico, a acetilcolina, que atua na
membrana da fibra muscular para iniciar uma contracdo muscular (WALTON, 1988).

As juncdes neuromusculares de todos os vertebrados tém basicamente a
mesma estrutura. Sao formadas por: 1- um terminal axénico contendo acetilcolina; 2-
células de Schwann e seus prolongamentos citoplasmaticos que envolvem o
terminal axénico (exceto na membrana pré-sinaptica); 3- uma fenda com cerca de
500 A de largura, contendo acetilcolinesterase e revestida por lamina basal (a
goteira sinaptica primaria); 4- uma membrana pds-sinaptica, correspondente a uma

regido especializada da membrana sarcoplasmatica, que contém receptores para
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acetilcolina e 5- um sarcoplasma juncional, que suporta estrutural e

metabolicamente a regido pos-sinéptica (Figural).

Membrana plasmatica pré-sinaptica
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FIGURA 1 - Estrutura de uma JNM (Adaptado de CESAR; SEZAR, 2002).
A forma e o tamanho do terminal axénico, assim como a complexidade das

membranas pré e pds-sinapticas da sinapse neuromuscular variam de acordo com
os diferentes tipos de fibras musculares que inervam (OGATA, 1988; ENGEL, 1994).

A morfologia da JNM em ratos depende das fibras musculares as quais esta
associada. As fibras musculares vermelhas possuem juncdes neuromusculares com
dimensbes pequenas, forma arredondada ou ligeiramente eliptica, ramificacdo
axonal grosseira com botdes terminais dilatados, goteira sinaptica rasa e dobras
juncionais pouco profundas e simples. As fibras musculares brancas apresentam
juncBes com dimensbes maiores, formato eliptico, terminais axdnicos finos, longos,
ramificados e com botdes terminais delicados; a goteira sinaptica € profunda e as
dobras juncionais sdo profundas e complexas. As fibras intermediarias exibem
jungBes com morfologia caracteristica, evidenciando aspectos estruturais que ficam
entre aqueles apresentados pelas fibras brancas e vermelhas (OGATA; YAMASAKI,
1985).

Alguns estudos tém mostrado diferengas consistentes na eficacia da
transmissao nas JMNs associada com o tipo de unidade motora (WOOD; SLATER,

1997). No rato, o musculo EDL contém unidades motoras predominantemente
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rapidas que sdo ativadas com impulsos nervosos de curta e alta frequéncia (até
100Hz) (WOOD; SLATER, 2001).

Nascimento et al. (1990) estudaram o musculo gastrocnémio na desnutricao
proteica e consideraram que na privacdo proteica ocorre retardo no
desenvolvimento, maturacdo e hipoplasia da unidade motora. Cabeco (2011)
também trabalhou com restricdo proteica durante a gestacéo e analisou as JNMs em
microscopia eletrénica de transmissao da prole aos 30 dias de idade, onde observou
diminuicdo das fendas sinapticas e a membrana pds-sinaptica apresentou aspecto
liso, figuras de mielina e o reticulo sarcoplasmético mostrou-se dilatado.

Com base no que foi apresentado, este trabalho teve como objetivo geral
avaliar os aspectos morfolégicos e morfométricos as fibras musculares e juncdes
neuromusculares (JNMs) do muasculo extensor longo dos dedos (EDL), em ratos
com 21 e 365 dias de idade, provenientes de maes submetidas a restricdo proteica
materna no periodo gestacional e de lactacdo. Dentro desta proposta, 0os objetivos
especificos foram os seguintes:

1- Realizar anélise do peso corporeo e tecido adiposo;

2- Verificar possiveis alteracdes no peso e comprimento do musculo em estudo;

3- Avaliar as caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais das fibras musculares;

4- Analisar através da morfometria a area e a quantificacdo dos diferentes tipos de
fibras musculares (I, lib e lla);

5- Realizar através da morfometria a avaliacdo da area, diametro maior e menor das
JNMs.
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RESUMO

A restricdo proteica imposta na fase intrauterina afeta o muasculo esquelético,
podendo promover retardo nas diferenciacdes morfoldgicas das fibras musculares
esqueléticas em ratos. Desse modo, o presente trabalho buscou analisar os
aspectos morfolégicos das fibras musculares e avaliar a morfometria das juncdes
neuromusculares (JNMs) do musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos aos
21 dias de idade, submetidos a restricdo proteica materna durante os periodos de
gestacao e lactacdo. Ratos Wistar foram separados em dois grupos: Grupo controle
- maes alimentadas durante a gestacao e lactacdo com ragcdo normoproteica (17%
de proteina) e Grupo restrito - maes alimentadas durante a gestacéo e lactacdo com
racao hipoproteica (6% de proteina). Os filhotes foram mantidos com a mae durante
todo o periodo de lactacdo (21 dias). Foi realizado estudo histolégico (HE). Para a
marcacdo das JNMs, o musculo foi submetido a reacao Esterase Inespecifica. A
analise histolégica das fibras nos animais restrito com 21 dias mostrou maior
quantidade de fibras fetais, miotubos e nucleos centralizados. Em relacdo ao estudo
ultraestrutural, nos animais do grupo restrito observou-se dissolucdo da linha Z,
ndcleos centralizados, presenca de goticulas de lipidios e vacuolos que abrigavam
figuras de mielina nas regifes subsarcolemal e intramiofibrilar. A anélise das JNMs
mostrou diminuicdo significativa da area, didmetros maior € menor nos animais
restritos. A restricdo proteica imposta no periodo de gestacdo e lactacdo pode ter
afetado o desenvolvimento do musculo esquelético, produzindo um retardo na
diferenciacdo do tecido muscular e alteragcbes na ultraestrutura do masculo
esquelético da prole a curto prazo.

PALAVRAS-CHAVE: morfologia; morfometria; restricdo proteica; musculo extensor
longo dos dedos; rato.
INTRODUCAO

A desnutricdo energético-proteica (DEP) € definida como uma patologia

decorrente de deficiéncias de energia e proteinas em propor¢des variadas



25

(Marcondes et al., 2008), que afetam principalmente faixas etarias mais susceptiveis
como gestantes, lactentes e criancas (ONU, 2010).

A mortalidade por desnutricdo é resultado da associacdo da DEP a outros
fatores como a pobreza, condi¢des precarias de moradia, desemprego, sistemas de
saude deficientes e habitos alimentares inadequados (Cotran et al., 2005; Bispo et
al.,, 2010). A desnutricdo infantil pode comecar precocemente, tanto na vida
intrauterina quanto na infancia. Criancas sofrem de desnutricdo geralmente em
decorréncia da interrupcdo precoce do aleitamento materno e da alimentagao
complementar inadequada nos primeiros dois anos de vida. Tal quadro esta
associado, muitas vezes, a privacao alimentar ao longo da vida e a ocorréncia de
repetidos episddios de doencgas infecciosas (Brasil, 2005).

A DEP implica em comprometimento funcional de diversos sistemas e 6rgaos,
entre eles, o musculo estriado esquelético (Osmo, 2007), principalmente por ser um
reservatoério de proteina no organismo (Brameld, 2004). A restricdo proteica materna
pode afetar de modo diferente a musculatura esquelética da prole de diferentes
espécies, quando imposta em estagios especificos da gestacdo (Fahey et al., 2005;
Zhu et al., 2006; Mallinson et al., 2007).

Estudos realizados com animais submetidos a restricdo materna, relataram
uma reducdo do numero de fibras musculares (Mallinson et al., 2007; Yan et al.,
2012) e reducdo da area em todos os tipos de fibras musculares (Silvado &
Werneck, 2006; YAN et al., 2012). Nascimento et al. (1990), revelaram que no
musculo gastrocnémio, tanto as fibras do tipo | como as do tipo Il, foram
comprometidas pela desnutricdo, ocorrendo maior reducao nas fibras tipo Il. Oliveira
et al. (1999), analisaram o efeito da desnutricdo intrauterina no musculo biceps
braquial de ratos nas primeiras e segundas geracdes. Na primeira geragao, a
desnutricdo energética acarretou hipoplasia muscular e na segunda geracao houve
diminuicdo do numero de fibras musculares, com reducéo do diametro das mesmas,
mostrando maiores alteracdes nas fibras do tipo II.

Com base no que foi apresentado, o objetivo deste estudo foi avaliar os
aspectos morfologicos das fibras musculares e morfométrico das juncdes
neuromusculares do muasculo extensor longo dos dedos (EDL), em ratos com 21
dias de idade, provenientes de mées submetidas a restricdo de proteina (6%) no

periodo gestacional e de lactacao.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, do género masculino e feminino,
proveniente do Biotério do Departamento de Anatomia, Instituto de Biociéncias,
UNESP - Campus de Botucatu, mantidos sob condi¢des padréao de iluminagéo (ciclo
claro/escuro, 12/12 horas), temperatura em torno de 23+ 1° C. O presente estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) para
"Programacédo fetal por restricAo proteica maternal em ratos machos”, com o
certificado de protocolo n® 264-CEEA (Anexo A).

Acasalamento dos animais
No inicio do experimento, duas fémeas e um macho, em idade reprodutiva (12

semanas), foram alojados em caixas maternidade durante a noite para o
pareamento. Com o objetivo de verificar presenca de espermatozoides, nas manhas
gue sucederam o pareamento o macho foi retirado da caixa para que o esfregaco
vaginal nas fémeas fosse realizado. A presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal marcou o dia 0 da gestacao. ApGs a deteccéo da prenhez as fémeas foram
transferidas para caixas individuais.

No dia do nascimento, a prole foi pesada e foram mantidos oito filhotes por
rata-mae durante a lactacdo, para manter a disponibilidade de alimento igualitaria
entre todos os filhotes. Os filhotes foram mantidos com a mée durante o periodo de

lactacdo (21 dias). ApGs o desmame, ratos machos foram eutanasiados (Fig. 1).

Grupos Experimentais
Grupo Controle: prole de maes alimentadas durante o periodo de gestacao e

lactacdo com racdo normoproteica (17%) (n = 8).
Grupo Restrito: prole de maes alimentadas durante o periodo de gestagcédo e
lactacdo com racédo hipoproteica (6%) (n = 8).

Alimentacdo e agua foram ofertadas ad libitum para ambos os grupos durante
todo o experimento. As dietas eram isocaléricas e suas composi¢cdes estado

representadas na tabela I.
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Eutanasia dos animais
Os ratos foram desensibilizados em uma camara de CO; e posteriormente

pesados e realizado a eutanasia por decaptacdo em guilhotina. Em seguida, o
animal foi posicionado na mesa de cirurgia, para realizacdo da dissecacdo do
musculo extensor longo dos dedos (EDL). A pele e o musculo tibial anterior foram
rebatidos, dos antimeros direito e esquerdo dos membros pélvicos, para a remocao
do musculo EDL. Apés a retirada, o musculo foi pesado e medido com auxilio de um
paquimetro digital (Digimess®, Sdo Paulo, Brasil). O antimero direito foi coletado
para o estudo histolégico; o antimero esquerdo foi seccionado para o estudo
histoquimico das JNMs e andlise ultraestrutural das fibras musculares. Em seguida,
foram coletadas e pesadas as gorduras visceral (GV) e epididimal (GE)

Estudo Histolégico das Fibras Musculares
Para o estudo histologico das fibras musculares fragmentos do musculo EDL

foram retirados e fixados em Karnovsky (1965) (2,5% em tampéao fosfato de sodio
0,1M). Apds a fixagdo, esses fragmentos foram lavados em tampdo PBS, para
retirada do excesso de fixador. Posteriormente o material foi submetido a inclusdo
em Paraplast. A inclusdo do musculo foi realizada na posicéo vertical, para posterior
seccdo do mesmo em corte transversal, com o auxilio de uma central de inclusédo
(EasyPath Cygni®, Sdo Paulo, Brasil). As amostras do musculo foram seccionadas a
cinco um de espessura em um micrétomo (RM2165, Leica®, Wetzlar, Alemanha). Os
cortes obtidos foram montados em laminas previamente silanizadas e submetidos a
coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE), para observacdo da morfologia geral das
fibras musculares (Junqueira & Junqueira, 1983).

As observacdes microscopicas e a fotodocumentagdo foram conduzidas em
fotomicroscopio (Primo Star, Zeiss® , Oberkochen, Alemanha) acoplado com camara
AxioCam ERc5s (Axiocam ERc5s; Zeiss®, Goéttingen, Alemanha), com auxilio do

programa AxioVision Rel.4.8 (Zeiss® , Microimaging Inc., Alemanha).

Estudo em Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)
Para o estudo ultraestrutural, os musculos foram removidos e reduzidos a

fragmentos longitudinais (aproximadamente 1 mm de largura), fixados em solucéo
de Karnovsky e submetidos a técnica de MET. Para a preparacdo da técnica, as

amostras foram retiradas do fixador e lavadas em tampéao fosfato 0,1M pH7,3. Em
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seguida, o material foi imerso em tetroxido de ésmio por duas horas e lavado em
agua destilada. ApGs a lavagem, o material foi imerso em acetato de uranila 0,5%
em agua destilada por cerca de 2 horas e posteriormente foi realizado a
desidratacdo em série crescente de acetona (50%, 70%, 90% e 100%) e por fim o
emblocamento. ApGs a emblocagem, o material foi seccionado em cortes ultrafinos
(aproximadamente 90nm). Os cortes foram contrastados com solugcao saturada de
acetato de uranila em alcool 50%, por cerca de 20 minutos e com citrato de chumbo
por 10 minutos.

O material foi examinado e fotografado em microscopio eletrbnico de
transmissdo (CM100, Philips, Eindhoven, Holanda).

Estudo das Jungbes Neuromusculares (JNMs)
Fragmento do musculo EDL foi removido e fixado em solucdo de Karnovsky

(1965), mantidos em temperatura ambiente e cortado longitudinalmente em trés ou
quatro fatias com laminas de inox. Os cortes obtidos foram posteriormente
submetidos a reacdo Esterase Inespecifica (Lehrer & Ornstein, 1959).

Para o estudo morfométrico das JNMs foram utilizadas duas laminas para
cada animal. Em cada animal estudado, foram tomadas medidas da area, diametro
maior e menor de 50 JNMs. As imagens foram capturadas com a objetiva de 20X,
em fotomicroscépio (Olympus BX-60, Téquio, Japao), com camera (Olympus DP71,
Toquio, Japao), com auxilio do programa DP Controler 3.2.1 276. As mensuracfes
foram realizadas através do software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,
Maryland, USA).

Analise Estatistica
Os dados foram expressos como média = desvio padrdo. Os resultados

referentes ao peso corplreo, peso e comprimento do musculo, peso do tecido
adiposo, além da area, didmetro maior e menor das JNMs foram comparados
utilizando o teste t de Student. O teste nao-paramétrico de Mann Whitney foi

utilizado quando os resultados ndo assumiram a distribuicdo Gaussiana.
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RESULTADOS

Peso Corporeo e Peso das GV e GE

A tabela Il mostra os dados referentes ao peso corpéreo e peso das GV e GE
0os quais foram expressos através da meédia e desvio padrdo. Os resultados
mostraram uma reducdo do peso corpéreo e peso das GV e GE nos animais do

grupo restrito quando comparados aos animais do grupo controle.

Peso e Comprimento do Masculo EDL

Os dados relativos ao peso e comprimento do musculo EDL, foram expressos
através da média e desvio padrdo (Tabela Il). Os resultados mostraram que houve
reducdo no peso do muasculo no grupo restrito quando comparado com 0 grupo
controle. Em relacdo ao comprimento do musculo, o grupo restrito apresentou um

comprimento menor do que os animais do grupo controle.

Estudo Morfoldgico das Fibras Musculares

Nos animais dos grupos controle e restrito foi verificado presenca de fibras
fetais, miotubos e ndcleos em posicao central. Esses achados foram verificados com
maior frequéncia nos animais do grupo restrito (Fig. 2).

Estudo Ultraestrutural das Fibras Musculares

As modificacdes na estrutura do musculo do grupo controle surgiram em
fibras dispersas e em focos ao longo das mesmas. Em regides vizinhas a estas, foi
observado outras fibras com aparéncia de normalidade. Notou-se também
desorganizacdo das miofibrilas acompanhado de dissolucdo da linha Z (Fig. 3A),
presenca de figuras de mielina na regido subsarcolemal ou mesmo intramiofibrilar e
raramente notaram-se nucleos em posicdo central. Outro aspecto relevante
verificado foi a presenga de nucleos fragmentados (Fig. 3C).

O estudo das fibras musculares nos animais do grupo restrito demonstrou
uma série de alteracbes morfoldgicas. Fibras musculares com regides de miofibrilas
rarefeitas ou frouxamente arranjadas estavam presentes. Associados a esse quadro,
observou-se dissolucado da linha Z (Fig. 3B), presenca de varias goticulas de lipidios

(Fig. 3E), vacuolos que abrigavam figuras de mielina na regido subsarcolemal ou
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mesmo intramiofibrilar (Fig. 3F) e nacleos fragmentados. Nucleos em posicao central
nas fibras musculares foram frequentes (Fig. 3D).

Analise Morfolégica e Morfométrica das Jun¢cdes Neuromusculares

As JNMs presentes no musculo EDL em todos os grupos estudados
apresentaram morfologia classica do tipo placa, formato oval, redondo e eliptico.
VariagOes da forma tais como jun¢Oes abertas, de formas irregulares ou compactas,
foram observadas normalmente e caracterizam o polimorfismo dessas estruturas
visto em diversos musculos (Figs. 4A e 4B).

Os resultados da analise da area, diametro maior e diametro menor das JNMs
estdo representados na tabela Ill. A area, o didmetro maior e diametro menor
apresentaram reducdo nos animais do grupo restrito quando comparado ao grupo

controle.

DISCUSSAO

Os resultados referentes ao peso corporeo mostraram que a alimentacao das
ratas, no periodo de gestacdo até o desmame, com a dieta de 6% de proteina foi
capaz de causar um quadro de desnutricdo na prole aos 21 dias de idade. De
acordo com Torun & Chew (1994), a diminuicdo do peso corpéreo € um parametro
clinico que caracteriza a DEP. A diminuicdo do peso corp6reo observado nos
animais do grupo restrito pode estar relacionado com fatores que incluem
metabolismo materno reduzido, baixo fluxo sanguineo umbilical e inadequada
transferéncia placentaria de nutrientes (Harding, 2001). Assim, a alimentacdo da
mée pode ter afetado o crescimento e desenvolvimento fetal diretamente através da
falta de disponibilidade e transferéncia de nutrientes para o feto. Porém, héa relatos
que contradizem esses resultados, onde os animais submetidos a restricdo proteica
materna ndo apresentaram diferencas significantes no peso corporeo (Oliveira et al.,
1999; Cabecgo, 2011). Essas divergéncias podem estar relacionadas com o tempo de
duracéo da restricdo proteica (gestagao e lactagao ou apenas durante a gestagéo ou
lactacéo; apds lactacdo), o tipo de dieta (aumento ou diminui¢do caloria/proteina) e a
idade dos animais.

Neste experimento foi observado reducdo do peso, peso relativo e
comprimento do musculo EDL nos animais do grupo restrito. Bedi et al. (1982)

relataram que a restricAo energética protéica quando ocorre apdés o periodo de
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lactagdo pode ser recuperada com a normalizagcdo do estado nutricional, mas as
alteracdes provocadas pela restricdo energética protéica ocorridas no periodo da
gestacao e lactacdo, podem causar déficits permanentes. Ratos desnutridos durante
a gestacédo e lactacao, tiveram uma reducao do peso do musculo EDL (Toscano et
al., 2008) e do mausculo tibial anterior (Ventruci et al., 2004; Alves et al., 2008). Tal
musculo, assim como o EDL, possui fibras predominantemente de contracdo rapida.
Por outro lado, Cabeco (2011), utilizando o mesmo protocolo de dieta, mas com
restricdo proteica apenas na fase gestacional, ndo observou diferencas no peso do
musculo EDL nos periodos de 30 dias e 16 semanas de idade. Essas alterages no
peso do musculo, peso relativo e comprimento do musculo observado no presente
estudo pode ter sido desencadeada pela quantidade de proteina ofertada aos
animais no periodo gestacional e de lactacdo, sendo suficiente para afetar o
desenvolvimento do musculo esquelético. Esta evidéncia é consistente com a
hip6tese de que, durante a privagdo nutricional, o feto sustenta o crescimento de
tecidos nobres, tais como tecido do cérebro, a custa de outros tecidos como o tecido
muscular (Toscano et al., 2008).

A anadlise morfologica das fibras musculares mostrou em ambos 0s grupos
estudados a presenca de fibras fetais, miotubos e fibras com ndcleos em posicéao
central, sendo observado em maior nimero no grupo restrito. Estas caracteristicas
encontradas séo indicativas de imaturidade do tecido muscular (Sarnat, 1982,
Oliveira et. al., 1999; Alves et al., 2008).

Na andlise ultraestrutural das fibras musculares do grupo restrito foi
observada uma série de alteracdes, como fibras musculares com regides de
miofibrilas rarefeitas ou frouxamente arranjadas, dissolucéo da linha Z, nacleos em
posi¢cdo central, presenca de varias goticulas de lipidios e figuras de mielina na
regido subsarcolemal ou mesmo intramiofibrilar. Resultados semelhantes foram
encontrados por Oumi et al. (2000), utilizando ratos submetidos a restricdo proteica
apos o periodo de lactagdo, em relacdo a desorganizagdo de sarcomeros e linha Z.
Esses autores relataram que apesar de nao saber quais os fatores envolvidos nessa
desorganizacao, € provavel que estejam associados com a desordem metabdlica
das proteinas nas ceélulas musculares. No grupo controle, também foram
encontradas as mesmas alteracdes citadas no grupo restrito, porém em menor

frequéncia. As alteragcGes encontradas no presente estudo podem ser devido ao
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processo de maturacdo de algumas fibras nesse periodo de vida, como descrito por
Oliveira et al. (1999) e Alves et al. (2008).

Cabeco (2011) e Carvalho et al. (2009), estudaram os musculos EDL e séleo
de ratos submetidos a restricdo protéica materna e encontraram a presenca de
algumas figuras de mielina, porém nas JNMs. Estes ultimos autores relataram que
as figuras de mielina sugerem remodelacdo. No presente estudo, provavelmente
também ocorreu remodelacao nas fibras musculares.

Quanto as goticulas de lipidios encontradas neste estudo, alguns autores
(Nascimento et al.,1990; Cabeco, 2011), também verificaram em seus estudos,
porém ainda ndo se conhece os fatores envolvidos nestes mecanismos.

Em relacdo a andlise da area, diametros maior e menor das JNMs foram
significativamente menores no grupo restrito. Carvalho et al. (2009) estudaram as
JNMs dos musculos EDL e soOleo de ratos com 30 dias de idade, que foram
submetidos a restricdo protéica durante a gestacdo, também relataram uma
diminuicdo do diametro maior das JNMs apenas no musculo séleo dos animais
restritos. A diminuicdo da area e dos diametros das JNMs neste estudo,
provavelmente sdo consequéncias da restricdo proteica induzida principalmente no
periodo intrauterino, pois é uma fase importante para desenvolvimento das JNMs e
fibras musculares.

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho e sua avaliacdo
permitiram as seguintes conclusdes: a) A diminuicdo do peso corpOreo nos animais
restritos pode estar relacionada com a alimentacéo da mée, que pode ter afetado o
crescimento e desenvolvimento fetal diretamente através da disponibilidade e
transferéncia insuficientes de nutrientes para o feto; b) As alteracdes no peso e
comprimento do musculo EDL nos animais do grupo restrito pode ter sido
desencadeada pela quantidade de proteina ofertada aos animais no periodo
gestacional e de lactacdo, sendo suficiente para afetar o desenvolvimento do
musculo estriado esquelético; c) A restricdo proteica imposta no periodo de gestacéo
e lactacdo pode ter produzido um retardo na diferenciagdo do tecido muscular
esquelético da prole; d) As alteracdes ultraestruturais podem ser devido ao processo
de maturacdo de algumas fibras nesse periodo de vida, sugerindo que a restricao
proteica materna produziu mudancas na ultraestrutura do musculo esquelético da
prole a curto prazo; e) A diminuicdo da é&rea e dos diametros das JNMs,

provavelmente sdo consequéncias da restricdo proteica induzida principalmente no
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periodo intrauterino, pois é uma fase importante para desenvolvimento das JNMs e

fibras musculares.
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Fig. 1- Representacdo esquemética do delineamento experimental dos grupos

estudados.
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Fig. 2- Fotomicrografias de seccdes transversais do musculo EDL de ratos. HE. A: Grupo controle.
Presenca de nucleo central (seta espessa); nucleos periféricos (setas finas). Barra = 20 um B: Grupo
restrito. Notar presenca de nlcleos centrais (setas espessas) e nucleos periféricos (setas finas).
Barra = 20 pm. C: Grupo restrito. Presenca de miotubo (setas espessas). Barra = 10 um. D: Grupo
restrito. Fibras fetais (setas espessas). Barra = 10 um.
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Fig. 3- Eletromicrografias de transmissdo do musculo EDL de rato com 21 dias de idade em corte
longitudinal. A: Grupo controle. Observar as fibras musculares com foco de miofibrilas rarefeitas ou
frouxamente arranjadas (setas espessas) e linha Z desorganizada (setas finas). Barra = 500 nm. B:
Grupo restrito. Miofibrilas rarefeitas ou frouxamente arranjadas (setas espessas) e linha Z
desorganizada (setas finas). Barra = 1 um. C: Grupo controle. Nucleo fragmentado (seta espessa).
Barra = 2 um. D: Grupo restrito. NUcleo central (seta espessa). Barra = 2 um. E: Grupo restrito. Notar
a presenca de grande quantidade de goticulas de lipidios (setas espessas). Barra = 1 um. F: Grupo
restrito. Presenca de figuras de mielina (seta espessa). Barra =1 um.



39

Fig. 4- Fotomicrografias do misculo EDL de rato apds reagdo para Esterase Inespecifica. A: Grupo
controle e B: Grupo restrito. Observar o polimorfismo das JNMs entre os grupos estudados. Barra =
100 pm.
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TABELAS

Tabela | - Composicdo da racdo fornecida aos animais no periodo gestacional e de
lactacéo.

Normoproteica Hipoproteica

*
Componentes (17% de proteina) (6% de proteina)

Caseina (84% de

. 202,00 71,50
proteina)**
Amido de Milho 397,00 480,00
Dextrina 130,50 159,00
Sacarose 100,00 121,00
Oleo de Soja 70,00 70,00
Fibra (microcelulose) 50,00 50,00
Mistura de Minerais *** 35,00 35,00
Mistura de Vitaminas *** 10,00 10,00
L - cistina 3,00 1,00
Cloreto de Colina 2,50 2,50

*Dieta para a fase de gestacéo em roedores - AIN-93G
** Valores corrigidos de acordo com o conteudo de proteina na caseina
*** Segundo AIN-93G

Tabela Il - Peso corpéreo, peso das GV e GE, peso e comprimento do musculo dos
animais dos grupos controle e submetidos a restricdo proteica.

GRUPOS
CONTROLE RESTRITO
Peso Corporeo 48,650 £ 6,874 21,910 + 3,588***
Peso das GV e GE 0,539 + 0,084 0,164 + 0,035***
Peso do Musculo 0,015 £+ 0,004 0,004 + 0,002***
Comprimento do Musculo 10,790 £1,128 7,785 + 0,814***

Valores expressos em média + desvio padrdo. Representam significancia estatistica **p<0,01 e
***n<0,001.
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Tabela Il - Area, diametro maior e diametro menor das JNMs de ratos dos grupos

controle e submetidos a restrigdo proteica.

GRUPOS
Controle Restrito
Area (um?2) 199,9 + 88,0 116,4 + 42,3***
Diametro Maior (um) 21,8+5,1 17,3 £ 3,7%**
Diametro Menor (um) 10,9+29 8,4 + 2, 1%+

Valores expressos através da média
(p<0,001).

+

desvio padrdo. ***Representa significAncia estatistica
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ARTIGO CIENTIFICO 2

Estudo morfolégico e morfométrico das jun¢cdes neuromusculares
e fibras musculares do musculo extensor longo dos dedos de ratos
iIdosos submetidos a restricdo proteica materna
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RESUMO

A restricdo proteica implica em comprometimento funcional de diversos sistemas e
orgaos, entre eles, o musculo estriado esquelético, por ser um reservatorio de
proteina no organismo. Desse modo, o presente trabalho buscou analisar as
caracteristicas morfolégicas, morfométricas das fibras musculares e juncdes
neuromusculares (JNMs) do musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos aos
365 dias de idade, submetidos a restricdo proteica materna durante os periodos de
gestacao e lactacdo. Ratos Wistar foram separados em dois grupos: Grupo controle
- maes alimentadas durante a gestacao e lactacdo com racdo normoproteica (17%
de proteina) e Grupo restrito - maes alimentadas durante a gestacéo e lactacdo com
racao hipoproteica (6% de proteina). Os filhotes foram mantidos com a mae durante
todo o periodo de lactacdo (21 dias) e, apOs este periodo a prole recebeu racéo
normoproteica até os 365 dias de idade. Foi realizado estudo histolégico (HE) e
histoenzimolégico (NADH-TR) das fibras musculares. Para a marcacédo das JNMs, o
musculo foi submetido a reacdo Esterase Inespecifica. A andlise histolégica das
fibras musculares nos animais do grupo restrito mostrou a presenca de nucleos
centralizados e uma diminuicdo da &rea no grupo restrito. No estudo
histoenzimolégico o musculo EDL apresentou uma distribuicdo aleatéria dos
diferentes tipos de fibras musculares e a area das fibras musculares do tipo lla foi
menor no grupo restrito. Em relacdo ao estudo ultraestrutural, nos animais do grupo
restrito observou-se desorganizacao da linha Z, presenca de goticulas de lipidios e
vacuolos que abrigavam figuras de mielina nas regides subsarcolemal e
intramiofibrilar. Na analise das JNMs néo teve diferenca significativa. A restricao
proteica imposta no periodo de gestacdo e lactagdo pode ter afetado o
desenvolvimento do musculo esquelético, produzindo déficit permanente nas fibras
musculares no masculo EDL da prole.

PALAVRAS-CHAVE: morfologia; morfometria; restricdo proteica; musculo extensor
longo dos dedos; rato.
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INTRODUCAO

A desnutricdo energética proteica (DEP) é um problema multinutricional
secundario a deficiéncia de um ou mais nutrientes essenciais, caracterizada por
distarbios clinicos causados por varios graus de deficiéncia (Colembergue & Conde,
2011).

A terceira idade € um grupo etario atingido por doencas crdnicas nao
transmissiveis, que muitas vezes apresentam importante relacdo com a ingestao
alimentar. Estudo realizado por Abreu et al. (2008), mostrou uma situacéo alimentar
preocupante nos idosos, pois quase todos apresentaram baixa ingestao energética e
alta prevaléncia de um consumo inadequado de proteinas, vitaminas e minerais. A
deficiéncia de um ou mais nutrientes essenciais, estd associada ao aumento da
mortalidade e da susceptibilidade as infec¢fes, levando a uma reducao da qualidade
de vida do idoso (Otero et al., 2002; Rezende et al., 2010). Os fatores que
interferiram negativamente na ingestdo de energia foram a baixa renda, isolamento,
uso de medicamentos e o sedentarismo. A DEP ¢ vista, erroneamente, como parte
do processo normal de envelhecimento, sendo com frequéncia ignorada. Os 06bitos
por desnutricdo em idosos surgem mais como causa associada do que como causa
basica (Otero et al., 2002).

A desnutricdo implica em comprometimento funcional de diversos sistemas e
orgaos, entre eles, o musculo estriado esquelético (Osmo, 2007). O tecido muscular
esquelético é sensivel a desnutricdo proteica por ser um reservatorio de proteina no
organismo. Portanto, quando ha um déficit proteico na dieta, esse tecido torna-se
alvo de deplecéo, ocasionando alteracdes nas fases de crescimento, funcionamento
e diferenciacao das fibras musculares (Brameld, 2004).

Com base no que foi apresentado, ha poucos relatos na literatura de estudos
em animais roedores idosos. Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar as
caracteristicas morfologicas e morfométricas das fibras musculares e juncdes
neuromusculares (JNMs) do musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos aos
365 dias de idade, submetidos a restricdo proteica materna durante os periodos de
gestacao e lactacao.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, do género masculino e feminino,
proveniente do Biotério do Departamento de Anatomia, Instituto de Biociéncias,
UNESP - Campus de Botucatu, mantidos sob condi¢des padréao de iluminagéo (ciclo
claro/escuro, 12/12 horas), temperatura em torno de 23+ 1° C. O presente estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) para
"Programacédo fetal por restricAo proteica maternal em ratos machos”, com o
certificado de protocolo n® 264-CEEA (Anexo A).

Acasalamento dos animais
No inicio do experimento, duas fémeas e um macho, em idade reprodutiva (12

semanas), foram alojados em caixas maternidade durante a noite para o
pareamento. Com o objetivo de verificar presenca de espermatozoides, nas manhas
gue sucederam o pareamento o macho foi retirado da caixa para que o esfregaco
vaginal nas fémeas fosse realizado. A presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal marcou o dia 0 da gestacao. ApGs a deteccéo da prenhez as fémeas foram
transferidas para caixas individuais.

No dia do nascimento, a prole foi pesada e foram mantidos oito filhotes por
rata-mae durante a lactacdo, para manter a disponibilidade de alimento igualitaria
entre todos os filhotes. Os filhotes foram mantidos com a mae durante o periodo de
lactacdo (21 dias). Apds o desmame, ratos machos receberam dieta sélida padréao

para roedores até a idade de 365 dias (Figura 1).

Grupos Experimentais
Grupo Controle: prole de maes alimentadas durante o periodo de gestacdo e

lactacdo com racdo normoproteica (17%), apos este periodo foram alimentados com

racdo padrao (normoproteicas) para roedores até a idade de 365 dias (n = 5).

Grupo Restrito: prole de méaes alimentadas durante o periodo de gestacdo e

lactacdo com racao hipoproteica (6%), apds este periodo foram alimentados com

racdo padrao (normoproteicas) para roedores até a idade de 365 dias (n = 8).
Alimentacdo e agua foram ofertadas ad libitum para ambos os grupos durante

todo o experimento. As dietas eram isocaldricas e suas composi¢cdes estado

representadas na tabela I.
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Eutanasia dos animais
Os ratos foram desensibilizados em uma camara de CO; e posteriormente

pesados e realizado a eutanasia por decaptacdo em guilhotina. Em seguida, o
animal foi posicionado na mesa de cirurgia, para realizacdo da dissecacdo do
musculo extensor longo dos dedos (EDL). A pele e o musculo tibial anterior foram
rebatidos, dos antimeros direito e esquerdo dos membros pélvicos, para a remocao
do musculo EDL. Apés a retirada, o musculo foi pesado e medido com auxilio de um
paquimetro digital (Digimess®, Sdo Paulo, Brasil). O antimero direito foi coletado
para o estudo histolégico; o antimero esquerdo foi seccionado para o estudo
histoquimico das JNMs e andlise ultraestrutural das fibras musculares. Em seguida,
foram coletadas e pesadas as gorduras visceral (GV), retroperitoneal (GR) e
epididimal (GE)

Estudo Histolégico e Morfométrico das Fibras Musculares
Para o estudo histoldgico das fibras musculares fragmentos do musculo EDL

foram retirados e fixados em Karnovsky (1965) (2,5% em tampdao fosfato de sodio
0,1M). AplGs a fixacdo, esses fragmentos foram lavados em tampao PBS, para
retirada do excesso de fixador. Posteriormente o material foi submetido a inclusdo
em Paraplast. A inclusdo do musculo foi realizada na posicao vertical, para posterior
seccdo do mesmo em corte transversal, com o auxilio de uma central de inclusédo
(EasyPath Cygni®, Sdo Paulo, Brasil). As amostras do misculo foram seccionadas a
cinco um de espessura em um micrétomo (RM2165, Leica®, Wetzlar, Alemanha). Os
cortes obtidos foram montados em laminas previamente silanizadas e submetidos a
coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE), para observacdo da morfologia geral das
fibras musculares (Junqueira & Junqueira, 1983).

As andlises morfométricas das fibras musculares foram realizadas através da
mensuracdes da area de seccdes transversais do muasculo EDL de ratos,
preparadas a partir do estudo histolégico. Foram quantificados os nucleos e fibras
musculares e realizada a mensuracdo da area de cada fibra muscular. Para cada
animal dos grupos controle e restrito foram escolhidos aleatoriamente 20 campos, a
partir de imagens que foram capturadas com objetiva de 40x, em fotomicroscépio
Zeiss - Primo Star, acoplado com camara AxioCam ERc5s, com auxilio do programa
AxioVision Rel.4.8. Este material foi analisado através do software Image-Pro Plus
6.0.
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Estudo Histoenzimoldgico dos Diferentes Tipos de Fibras Musculares
Para o estudo histoenzimoldgico das fibras musculares, o masculo EDL foi

dissecado e mantido a temperatura ambiente durante 30 - 40 minutos. Apés este
tempo, as amostras foram cobertas com talco neutro para a preservacéo do tecido,
congelados em nitrogénio liquido durante dois minutos e armazenados no Biofreezer
a -80°C. Os segmentos musculares congelados foram transferidos para camara de
criostato a -20°C e mantidos durante 30 minutos. Em seguida, esses segmentos
tiveram uma de suas extremidades colada a um suporte metalico, com Tissue
Freezing Medium (Leica®, Nussloch, Alemanha). Os musculos foram seccionados
transversalmente (sete um de espessura) e os cortes obtidos foram submetidos a
reacdo com Nicotinamida Adenina Dinucleotideo - Tetrazolium Reductase - (NADH-
TR), conforme técnica de Pearse (1972) modificada por Dubowitz & Brooke (1973).

As observacdes microscépicas e a fotodocumentacdo foram conduzidas em
fotomicroscopio Zeiss - Primo Star, acoplado com camera AxioCam ERc5s, com
auxilio do programa AxioVision Rel.4.8 (Zeiss®, Microimaging Inc., Alemanha).

Foram realizadas mensuracfes da quantidade e da area de seccao
transversa de cada tipo de fibra muscular presente no masculo EDL de ratos, a partir
do estudo histoenzimoldgico. Para cada animal dos grupos controle e restrito, foram
escolhidos aleatoriamente trés campos, a partir de imagens que foram capturadas
com objetiva de 20x, em fotomicroscopio (Primo Star, Zeiss®, Oberkochen,
Alemanha), acoplado em camera (Axiocam ERc5s, Zeiss®, Géttingen, Alemanha),
com auxilio do programa AxioVision Rel.4.8. Este material foi analisado através do
software Image-Pro Plus 6.0.

Estudo em Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)
Para o estudo ultraestrutural, os musculos foram removidos e reduzidos a

fragmentos longitudinais (aproximadamente 1 mm de largura), fixados em solucéo
de Karnovsky e submetidos a técnica de MET. Para a preparacdo da técnica, as
amostras foram retiradas do fixador e lavadas em tampéo fosfato 0,1M pH7,3. Em
seguida, o material foi imerso em tetréxido de 6smio por duas horas e lavado em
agua destilada. Apos a lavagem, o material foi imerso em acetato de uranila 0,5%
em agua destilada por cerca de 2 horas e posteriormente foi realizado a
desidratacdo em série crescente de acetona (50%, 70%, 90% e 100%) e por fim o

emblocamento. Apds a emblocagem, o material foi seccionado em cortes ultrafinos
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(aproximadamente 90nm). Os cortes foram contrastados com solugcao saturada de
acetato de uranila em alcool 50%, por cerca de 20 minutos e com citrato de chumbo
por 10 minutos.

O material foi fotografado em microscoépio eletrénico de transmissédo (CM100,

Philips, Eindhoven, Holanda).

Estudo das Juncdes Neuromusculares (JNMs)
Fragmento do musculo EDL foi removido e fixado em solucdo de Karnovsky

(1965), mantidos em temperatura ambiente e cortado longitudinalmente em trés ou
quatro fatias com laminas de inox. Os cortes obtidos foram posteriormente
submetidos a reacdo Esterase Inespecifica (Lehrer & Ornstein, 1959).

As observacdes microscépicas e a fotodocumentacdo foram conduzidas em
fotomicroscopio Olympus Bx60, e camera Olympus DP71, com auxilio do programa
DP Controler 3.2.1 276.

Para o estudo morfométrico das JNMs foram utilizadas duas laminas para
cada animal. Em cada animal estudado, foram tomadas medidas da area, diametro
maior e menor de 50 JNMs. As imagens foram capturadas com a objetiva de 20X,
em fotomicroscépio (Olympus BX-60, Téquio, Japao), com camera (Olympus DP71,
Toquio, Japao), com auxilio do programa DP Controler 3.2.1 276. As mensuracfes
foram realizadas através do software Image-Pro Plus 6.0. (Media Cybernetics,
Maryland, USA)

Andlise Estatistica
Os dados foram expressos como média * desvio padrdo. Os resultados

referentes ao peso corpoéreo, peso e comprimento do musculo, peso do tecido
adiposo, além da area, diametro maior e menor das JNMs foram comparados
utilizando o teste t de Student. O teste ndo-paramétrico de Mann Whitney foi

utilizado quando os resultados n&o assumiram a distribuicdo Gaussiana.

RESULTADOS

Peso Corporeo e Peso das GV, GR e GE
A tabela Il mostra os dados referentes ao peso corporeo e peso das GV, GR

e GE os quais foram expressos através da média e desvio padrdo. Os resultados
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mostraram uma reducéo do peso corpéreo e peso das GV, GR e GE nos animais do
grupo restrito quando comparados aos animais do grupo controle.

Peso e Comprimento do Musculo EDL

Os dados relativos ao peso e comprimento do musculo EDL, foram expressos
através da média e desvio padréo (Tabela Il). Os resultados mostraram que houve
reducdo no peso do muasculo no grupo restrito quando comparado com 0 grupo
controle. Em relacdo ao comprimento do musculo, o grupo restrito apresentou um

comprimento menor do que o0s animais do grupo controle.

Estudo Morfoldgico das Fibras Musculares

Nos animais do grupo controle as fibras musculares esqueléticas
apresentaram arquitetura geral preservada; organizadas em fasciculos circundados
por tecido conjuntivo de aspecto normal (perimisio). Cada fibra apresentava um
aspecto poligonal ou arredondado, com nucleos periféricos, envoltas por tecido
conjuntivo (endomisio) (Fig. 2A). Nos animais do grupo restrito, as fibras musculares
mostraram-se com aspecto semelhante ao grupo controle, porém observou-se
presenca de varios nucleos em posicao central (Fig.2B).

Os resultados referentes a area da fibra muscular, nimero de fibras e nimero
de nucleos dos animais do grupo controle e restrito estdo representados na tabela
[ll. A andlise da area mostrou uma diminui¢do significativa no grupo restrito quando

comparado com o grupo controle.

Estudo Histoenzimolégico e Morfométrico das Fibras Musculares

A reacgao para demonstrar a atividade do NADH-TR evidenciou a presenga de
fibras musculares tipo | (diametro pequeno e intensa atividade oxidativa); fibras
musculares tipo lla (diametro intermediario e moderada atividade oxidativa) e fibras
musculares tipo llb (diametro grande e fraca atividade oxidativa). Essas reacdes
mostram que o musculo EDL apresentou uma distribuicdo aleatoria dos diferentes
tipos de fibras musculares (Figs. 2C e 2D).

Os resultados referentes a area das fibras musculares nos animais dos
grupos controle e restrito estdo representados na tabela IV. A area das fibras

musculares do tipo lla foi estatisticamente menor no grupo restrito quando
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comparada ao grupo controle. Em relagdo a contagem de fibras, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos estudados (Tabela IV).

Estudo Ultraestrutural das Fibras Musculares

Nos animais controles, dois tipos de fibras musculares foram identificados.
Fibras do tipo | apresentaram linha Z larga e densa, linha M, banda A, | e H bem
evidentes. Mitocondrias formavam cadeias intermiofibrilares, além de estarem
presentes nos sarcOmeros e em agregados subsarcolemais. Estas fibras
apresentam metabolismo oxidativo, sdo resistentes a fadiga e se contraem mais
lentamente (Fig. 3A).

Outro tipo de fibra muscular encontrado foi o tipo I, que apresentou linha Z
delgada, linha M e banda A, | e H evidentes. As mitocondrias sempre dispostas aos
pares, de cada lado da linha Z e banda |, eram menores e ndo formavam agregados
ou colunas. Estas fibras musculares apresentam metabolismo glicolitico, sdo pouco
resistentes a fadiga e tém contracéo rapida (Fig. 3B).

Ja nos animais do grupo restrito foi observada uma desorganizacéo da linha Z
(Fig. 3C) em vérias regides e alguns focos com desorganizagdo das miofibrilas.
Notou-se a presenca de poucas goticulas de lipidios (Fig. 3D) e figuras de mielina.

Alguns nucleos celulares apresentaram-se fragmentados.

Andlise Morfoldgica e Morfométrica das Juncdes Neuromusculares

As JNMs presentes no musculo EDL nos grupos estudados apresentaram
morfologia classica do tipo placa, formato oval, redondo ou eliptico. Variagbes da
forma como juncdes abertas, formatos irregulares ou compactos. Foram observadas
e caracterizam o polimorfismo dessas estruturas visto em diversos muasculos (Figs.
4A e 4B)

Os resultados da analise da area, diametro maior e diametro menor das JNMs
estdo representados na tabela V. A area, o diametro maior e diametro menor nao

apresentaram diferencas significativas entre os grupos estudados.

DISCUSSAO
O peso corporeo dos animais do grupo restrito foi menor quando comparado

ao grupo controle. De acordo com Torun & Chew (1994), a diminuicdo do peso
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corpéreo € um parametro clinico que caracteriza a DEP. Estudos da literatura,
utilizando ratos (Almeida & Mello, 2004; Toscano et al., 2008), também encontraram
um menor peso na prole de maes que foram submetidas a restricdo protéica durante
a gestacdo e/ou gestacdo e lactacdo. Porém, ha relatos que contradizem esses
resultados, onde os animais submetidos a restricdo proteica ndo apresentaram
diferencas significantes no peso corpéreo (Oliveira et al., 1999; Cabeco, 2011).
Essas divergéncias podem estar relacionadas com o tempo de duracao da restricao
proteica, o tipo de dieta e a idade dos animais.

A dieta utilizada neste trabalho afetou o peso corpéreo dos animais mesmo
apos a mudanca de racdo apos o desmame (racdo normoproteica - 17%) e o déficit
manteve-se no animal adulto.

Neste experimento observou-se reducdo do peso do musculo EDL nos
animais do grupo restrito. Esse dado esta de acordo com descrigdes da literatura
(Toscano et al.,, 2008) onde a restricdo proteica materna durante a gestacdo e
lactacdo afetou o desenvolvimento do musculo esquelético da prole a longo prazo.
Bedi et al. (1982) relataram que a restricdo energética protéica quando ocorre apos
o periodo de lactacdo pode ser recuperada com a normalizacdo do estado
nutricional, mas as alteracbes provocadas pela restricAo energética protéica
ocorridas no periodo da gestacdo e lactacdo, podem causar déficit permanente.
Assim, acredita-se que a dieta normoproteica (17% de proteina) ofertada a prole
apos o periodo de lactacdo até a idade adulta ndo foi suficiente para a recuperacao
do peso muscular. Ratos desnutridos durante a gestacao e lactacédo, tiveram uma
reducdo do peso no musculo tibial anterior (Ventruci et al., 2004; Alves et al., 2008).
Apesar de ser um musculo diferente, € um musculo de contracéo rapida semelhante
ao mauasculo utilizado no presente estudo. A reducdo do peso muscular
provavelmente ocorreu devido a perda de proteinas teciduais (Alves et al., 2008).
Por outro lado, Cabeco (2011), utilizando o mesmo protocolo de dieta, porém com
restricdo proteica apenas na fase gestacional, ndo observou diferengas no peso do
musculo EDL nos periodos de 30 dias e 16 semanas de idade. Essa alteracdo do
peso em relacdo ao presente estudo, pode ter sido desencadeada pela quantidade
de proteinas ofertada a prole no periodo de lactacdo e apés o desmame, sendo
suficiente para recuperar o peso do musculo EDL.

No estudo morfolégico das fibras musculares foi observado a presenca de

varios nucleos em posicao central, sendo que a migracdo do ndcleo para o centro da
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fibra muscular é evento comum em patologias musculares. No presente estudo, a
presenca de nucleos centralizados nos animais restritos, pode ter relacdo com o
periodo de restricdo proteica que ocorreu em fase critica de desenvolvimento do
tecido muscular.

A andlise morfométrica das fibras musculares no estudo histoldégico mostrou
diminuicdo significativa da &rea em todas as fibras nos animais do grupo restrito
quando comparado ao grupo controle. Outros estudos realizados com ratos
submetidos a restricdo proteica também relataram diminuicdo da area em todos os
tipos de fibras (Haltia et al., 1978; Nascimento et al.,1990; Silvado & Werneck, 2006;
Yan et al., 2012). A literatura descreve que a restricdo proteica pode causar um
maior comprometimento na area das fibras tipo Il do que nas fibras tipo | (Bedi et al.,
1982; Oldfors & Patrick, 1986; Chopra et al., 1987; Wilson & Harris, 1988; Dwyer &
Stickland, 1992; Oliveira et al., 1999; Alves et al., 2008). Neste trabalho o estudo
histoenzimoldgico mostrou uma diminuicdo da &rea nos trés tipos de fibras, porém
apenas nas fibras do tipo lla foi significativo. Esta diminuicdo pode estar relacionada
com a diminuicdo do peso corpéreo e peso do musculo do animal, sugerindo que a
restricdo proteica imposta no periodo de gestacdo e lactagcdo promove alteracdes
permanentes na area e frequéncia das fibras musculares (Bedi et. al.,1982; Ozanne,
2003).

Em relacdo ao niamero de nucleos e fibras musculares, foram maiores no
grupo restrito quando comparado com seu respectivo grupo controle, porém essas
diferencas n&o foram significativas. A literatura mostra resultados divergentes (Bayol
et al.,, 2004), ndo observaram nenhum efeito da restricdo materna no nimero de
fibras no masculo semitendineo de ratos, porém houve uma reducédo do numero de
ndacleos no grupo restrito, indicando uma reducdo na proliferagcdo das células do
musculo. Provavelmente, o aumento do numero de nucleos e namero de fibras do
presente trabalho esta relacionado com a diminuicdo da area das fibras que foi
significativa.

Na analise da ultraestrutura das fibras musculares, nos animais do grupo
restrito foi observado algumas alteracbes, como desorganizacédo da linha Z e das
miofibrilas, presenca de poucas goticulas de lipidios. Aos 365 dias, a literatura nédo
descreve estudos sobre esse assunto, provavelmente isso ocorreu como
consequéncia dos efeitos da restricdo protéica durante os periodos de gestacdo e

lactacéo da prole.
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Em relagéo a analise da area, didmetros maior e menor das JNMs ndo houve
alteracao significativa desses parametros quando comparado os grupos estudados.
Esse resultado provavelmente ocorreu devido ao polimorfismo das JNMs no
musculo EDL.

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho e sua avaliacdo
permitiram as seguintes conclusdes: a) A diminuicdo do peso corpdéreo nos animais
restritos pode estar relacionada com restricdo proteica materna, que pode ter
afetado o crescimento e desenvolvimento fetal, pois mesmo com a mudanca da
dieta até os 365 dias de idade, o déficit se manteve; b) As alteracbes no peso do
musculo EDL nos animais do grupo restrito podem ter sido desencadeadas pela
guantidade de proteina ofertada aos animais no periodo gestacional e de lactacao,
sendo suficiente para afetar o desenvolvimento do musculo da prole com
consequéncias a longo prazo, pois a oferta de dieta normoproteica até os 365 dias
de idade né&o foi suficiente para a recuperagdo do peso muscular; c) A restricao
proteica materna pode ter produzido um déficit permanente nas fibras musculares da
prole, quando observado ao microscopio de luz; d) As alteracBes ultraestruturais
encontradas nas fibras musculares nos animais restritos podem ser devido a

restricdo proteica materna.
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Fig. 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental dos grupos
estudados.
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Fig. 2. Fotomicrografias de secg¢fes transversais do musculo EDL de ratos corados com HE (A e B) e
NADH-TR (C e D). A: Grupo controle. Arquitetura geral normal; nicleos periféricos (setas finas). B:
Grupo restrito. Notar presen¢a de nucleo centralizado (seta espessas) e nlcleos periféricos (setas

finas). Barra = 20 um. B e C: Grupos controle e restrito respectivamente. Fibras tipo I, lla e lIb. Barra
=20 pum.



58

Fig. 3. Eletromicrografias de transmissdo do musculo EDL de rato em corte longitudinal. A: Grupo
controle. Fibra do tipo I, banda A (A), linha Z (seta espessa) e cadeias intermiofibrilares de
mitocdndrias (seta fina). Barra = 2 um. B: Grupo controle. Fibra do tipo I, banda A (A), linha Z (seta
espessa) e mitocondrias em pares, de cada lado da linha Z (seta fina). Barra = 2 um. C: Grupo
restrito. Observar a linha Z desorganizada (setas finas). Barra = 500 nm. D: Grupo restrito. Goticula
de lipidio (seta espessa). Barra = 500 nm.
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8)

Fig. 4- Fotomicrografias do misculo EDL de rato apds reagdo para Esterase Inespecifica. A: Grupo
controle e B: Grupo restrito. Observar o polimorfismo das JNMs entre os grupos estudados. Barra =
100 pm.
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Tabela | - Composicao da racao fornecida aos animais no periodo gestacional e de

lactacéo.

Normoproteica Hipoproteica

*
Componentes (17% de proteina) (6% de proteina)

Caseina (84% de

PN 202,00 71,50
proteina)
Amido de Milho 397,00 480,00
Dextrina 130,50 159,00
Sacarose 100,00 121,00
Oleo de Soja 70,00 70,00
Fibra (microcelulose) 50,00 50,00
Mistura de Minerais *** 35,00 35,00
Mistura de Vitaminas *** 10,00 10,00
L — cistina 3,00 1,00

Cloreto de Colina 2,50 2,50

*Dieta para a fase de gestacéo em roedores - AIN-93G
** Valores corrigidos de acordo com o conteudo de proteina na caseina
*** Segundo AIN-93G

Tabela Il — Peso corpoéreo, peso das GV, GR e GE, peso e comprimento do musculo

dos animais dos grupos controle e submetidos a restricdo protéica.

CONTROLE RESTRITO

Peso Corporeo 563,0 + 26,6 456,9 + 21,5**

Peso das GV, GR e GE 5,262 + 2,353 4,540 +1,605**

Peso do Musculo 0,022 £ 0,009 0,012 £ 0,004**

Comprimento do Musculo 1,519 + 0,679 2,631+ 0,930
Valores expressos através da média + desvio padrdo. **Representa significAncia estatistica
(p<0,001).
Tabela Il - Area, nimero de fibras musculares e nimero de ndcleos dos grupos

controle e submetidos a restricdo protéica.

CONTROLE RESTRITO
Area (um?2) 2086 + 990,8 1912 + 1009***
N° Fibra Muscular 297,7 + 8,50 336,4 + 59,63
N° Nucleos 658,3 + 58,23 726,0 +110,2

Valores expressos através da média + desvio padrdo. ***Representa significancia estatistica

(p<0,001).
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Tabela IV- Area e contagem das fibras musculares dos grupos controle e submetido
a restricao protéica.

CONTROLE RESTRITO

Area — Fibra Tipo | (um?) 1350 + 281,7 1301 + 243,4

Area — Fibra Tipo lla (um?) 2302 * 406,3 2085 * 334,2***

Area - Fibra Tipo llb (um?) 3925 + 726,4 3819 + 667,7

Contagem — Fibra Tipo | 79,2+16,5 82,0+18,5
Contagem — Fibra Tipo lla 40,0 + 14,4 55,8 +16,7
Contagem — Fibra Tipo llb 73,7+6,3 65,0 £ 15,7

Valores expressos através da média = desvio padrdo. ***Representa significAncia estatistica
(p<0,001).

Tabela V — Area, diametro maior e didmetro menor das JNMs de ratos dos grupos

controle e submetidos a restricdo proteica.

Controle Restrito
Area (um?2) 908,7 +413,2 923,5 £ 681,7
Diametro Maior (um) 49,9+ 12,2 49,1 + 13,6
Diametro Menor (um) 20,6 £+ 6,9 20,8+ 7,7

Valores expressos através da média + desvio padrao.
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