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RESUMO

Insultos ocorridos em um periodo critico no inicio da vida, como na gestacdo e/ou lactacao,
atuam como fator de impress@o e podem repercutir em alteragdes fisiologicas na idade adulta,
estabelecendo o futuro estado metabolico ¢ hormonal da progénie, sendo este efeito
denominado “programacdo”. A desnutrigdo materna parece reduzir a proliferacdo de
mioblastos e a formagao de fibras musculares do feto em desenvolvimento. Este estudo teve
como objetivo verificar o efeito do treinamento fisico moderado na morfologia de fibras dos
musculos soleo e extensor longo dos dedos (EDL) de animais submetidos a desnutrigdo por
dieta baixa em proteina durante a gestacdo e lactacdo. Ratos machos Wistar (60 dias de idade)
provindos de maes desnutridas durante a gestagao e lactacao (8% de caseina, n=5) ou controle
(17% caseina, n=5), foram divididos em 4 grupos: controle (C¢, n=6), desnutrido (Dy, n=6),
controle treinado (CTg, n=6) e desnutrido treinado (DTg, n=6). O programa de treino consistiu
em 8 semanas, 5 dias/semana, 60 min/dia a 70% do VOimax. O peso corporal e a taxa de
crescimento foram avaliados diariamente durante o experimento. Apds o periodo de
treinamento, os musculos soleo e EDL foram retirados para andlise histologica dos tipos de
fibras pelo técnica de ATPase. Os animais Dy apresentaram uma diminui¢do de 60% na taxa
de crescimento até os 60 dias de idade. A partir dos 60 dias, o grupo Df apresentou um
aumento no ganho de peso corporal. No musculo EDL, o grupo CTy apresentou um aumento
do percentual de fibras do Tipo Ila (CT¢ = 68,8 £ 0,7; C¢= 59,5 £ 1,1; p<0,05) e uma
diminui¢do no percentual de fibras do Tipo IIb (CT¢ = 32,2 + 0,6; C¢= 36,7 £ 1,1; p<0,05).
Este mesmo resultado ocorreu para o grupo DTy quando comparado ao seu controle Ds. No
musculo soleo, o grupo Dy apresentou uma diminui¢do no percentual de fibras do tipo I (Dr=
77,8 £0,5; C¢= 83,1 £ 0,5; p<0,05) e um aumento no percentual de fibras do tipo Ila (Ds =
19,0 £ 0,4; Cy= 12,9 + 0,4; p<0,05). Os animais do grupo DTy apresentaram um aumento no
percentual de fibras do tipo I (80,3 £ 0,7) e uma diminui¢do no percentual de fibras do tipo Ila
(17,2 £ 0,7) quando comparados ao grupo Dy. Em conclusdo, a desnutricdo hipoprotéica
durante a gestacdo e lactagdo tem efeito programador na proporcdo dos tipos de fibras
musculares nos animais adultos. O treinamento fisico moderado pode atuar como estimulo
ambiental para as mudangas fenotipicas em fibras de musculos mantendo a propor¢do de
fibras oxidativas e afetando minimamente a propor¢ao de fibras glicoliticas mesmo em
animais programados pela desnutri¢do.

Palavras-chave: Programagéo fetal, miogénese, fibras musculares, exercicio fisico, ratos.



ABSTRACT

The main goal of the present study was to verify the effects of physical training on the
morphology of soleus and extensor digitorius longus (EDL) muscles from animals submitted
to a low-protein diet during gestation and lactation. Male Wistar rats (60 days old) pups from
dams submitted to either a low protein diet (8% casein, n=5) or a control diet (17% casein,
n=5), were divided into 4 groups: control (C, n=6), low-protein diet (D¢, n=6), control trained
(CTg, n=6) and low-protein diet trained (DTg, n=6). Trained rats run in a treadmill for 8 weeks
(5 days/week, 60 min/day at 70% do VOymax. Body weight and growth rate were daily
recorded throughout the experiment. After the period of training, soleus and EDL were
removed for hystological analysis by ATPase activity Dr animals showed a reduction of 60%
in the growth rate to 60" day old age. Then, these animals showed an higher gain of body
weight when compared to control. In the EDL muscle of Cr group, there was an increase of
the percentage of type Ila fiber (CTy= 68,8 £ 0,7; C¢= 59,5 £ 1,1; p<0,05) and a reduction in
the percentage of type IIb fiber (CT; = 32,2 £ 0,6; C¢= 36,7 £ 1,1; p<0,05). Similarly, DT
group showed the same results when compared to Dy. In the soleus muscle, D group showed
a reduction in the percentage of type I fibers (Df= 77,8 £ 0,5; Cy= 83,1 £ 0,5; p<0,05), and an
increase in the percentage of type Ila fibers (Df = 19,0 = 0,4; Cr= 12,9 £+ 0,4; p<0,05). DT¢
group showed an increase in the percentage of type I fibers (80,3 + 0,7), and a reduction in the
percentage of type Ila fibers (17,2 = 0,7) when compared to Dy. In conclusion, a low-protein
diet during gestation and lactation can program the proportion of muscle fibers in adult
animals. Moderate physical training acts as an environmental stimulus for phenotypic shifts in
the muscle fibers by increasing the proportion of oxidative fibers and affecting the proportion
of glycolytic fibers in programmed undernutrition animals.

Key-words: Fetal programming, myogenesis, muscle fiber, physical exercise, rats.
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1. INTRODUCAO
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Uma alimentagdo balanceada ¢ essencial nas etapas de crescimento e
desenvolvimento do organismo. A falta ou deficiéncia de nutrientes em periodos criticos do
desenvolvimento vem sendo apontada como um dos principais fatores nao genéticos
implicados na etiologia de doengas metabolicas associadas a obesidade (DESAI et al., 1995;
BARKER, 1999; DE MOURA e PASSOS, 2005; BARKER, 2007, DE MOURA et al., 2007).
Sabe-se que insultos ocorridos em um periodo critico no inicio da vida, como na gestacdo e/ou
lactagdao, atuam como fator de impressdo e podem repercutir em alteracdes fisiologicas na
idade adulta, estabelecendo o futuro estado metabdlico e hormonal da progénie, sendo este
efeito denominado “programacdo” (LUCAS, 1991).

De acordo com estudos epidemioldgicos, o resultado de alteragdes no inicio da
vida, como o baixo peso ao nascer ou desnutricdo infantil, ¢ o maior risco de desenvolver
doencgas na vida adulta (BARKER, 2007). Em animais, estudos vém testando a hipdtese da
“origem fetal” ou “programacao” através da desnutricdo materna na gestacao. O nosso grupo
tem observado que a desnutrigdo no periodo neonatal altera o crescimento somatico, a resposta
ao tratamento com antidepressivos, 0 comportamento agressivo, o0 comportamento alimentar, a
morfologia da laringe, as propriedades mecanicas do musculo esquelético, a morfologia do
musculo cardiaco e o padrao de atividade locomotora de ratos adultos (BARROS et al., 2006;
BARRETO-MEDEIROS et al., 2007, LOPES DE SOUZA et al., 2008; TOSCANO et al.,
2008; TOSCANO et al., 2008; PIRES-DE-MELO et al., 2009).

A desnutricdo no periodo critico do desenvolvimento estd associada ao
aparecimento de resisténcia a insulina e da diabetes tipo 2 (BARKER, 2007). Estudos
epidemioldgicos demonstram que os efeitos da programacao fetal na composi¢do corporal
estdo associados ao aumento do percentual de gordura corporal e a redugdo na massa muscular

na vida adulta (KENSARA et al., 2005). A redu¢do na massa muscular estd associada ao
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numero de fibras musculares que ¢ fixado, na maioria das espécies, durante o periodo de
gestagdo (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999).

Em humanos, os musculos sdo formados antes do nascimento, no inicio da
embriogénese (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999). H4 um aumento do niimero de
miotubos e fibras musculares até a 25* semana de gestagdo (MALTIN et al., 2001). A seguir, a
proliferacao se torna mais lenta e pode cessar no momento do nascimento (BUSCHER e
[ZPISUA BELMONTE, 1999). Em ratos, o desenvolvimento de fibras primarias ocorre no 14°
ao 16° dia de vida fetal, e fibras secundarias no 17° ao 19° dia de vida fetal (WILSON et al.,
1988), embora diferencas no desenvolvimento dos diferentes tipos de musculos provavelmente
existam. A desnutricdo materna parece reduzir a proliferagcdo de mioblastos e a formagdo de
fibras musculares do feto em desenvolvimento (BRAMELD, 2004). Contudo, o tipo de
desnutri¢do e a restricdo de um componente especifico (por exemplo, quantidade de proteina)
parecem ser determinantes no efeito programador da nutri¢do. Poucos estudos tém examinado
o efeito da desnutricdo materna durante a gestacao e lactagdo ou componentes especificos da
dieta (ex. conteudo de proteinas) e as repercussoes na vida adulta do filhote.

Tem sido especulado que alteragdes no crescimento ¢ desenvolvimento de fibras
musculares podem ser um dos mecanismos subjacentes a programacdo fetal de doencas
metabolicas (FAHEY et al., 2005a). Neste sentido, a morfologia do mtsculo esquelético pode
atuar na patogénese da resisténcia a insulina uma vez que individuos obesos e diabéticos
apresentam maior quantidade de fibras glicoliticas (tipo Ila e IIb) e menor quantidade de fibras
oxidativas (tipo I) (TANNER et al., 2002). Em ratos, a desnutricdo durante a gestacdo
aumentou a propor¢ao de fibras do tipo I e reduziu a propor¢ao de fibras do tipo II no musculo

soleo de filhotes jovens (MALLINSON et al., 2007).
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A hipertrofia das fibras musculares ocorre no periodo pds-natal e ¢ sensivel as
alteragdes ambientais (BRAMELD, 2004). O grau de plasticidade também ocorre apds o
nascimento, e as fibras lentas podem se tornar rapidas e as fibras rapidas podem se tornar
lentas nos musculos lentos (GOUBEL, 1997). O mecanismo subjacente as alteragdes no
fendtipo das fibras ainda estd pouco entendido, entretanto, estudos correlacionando o
treinamento fisico ¢ mudancgas no tipo de fibras tem sido publicados (ALMEIDA-SILVEIRA
etal., 1996; CORNU et al., 1997; ALLAF et al., 2002; LAMBERTZ et al., 2003).

A depender do tipo, duragdo, intensidade e freqiiéncia do esforco, o treinamento
fisico pode alterar os tipos de fibras em um determinado musculo submetido ao exercicio
fisico. O treinamento fisico intenso (2h/dia, 5 dias por semana, 30m/min, durante 5 semanas)
aumentou a expressao da cadeia pesada de miosina no musculo extensor longo dos dedos
(EDL) de ratos que sofreram degeneragdo por toxina (BIGARD et al., 1999). Em humanos,
um treinamento progressivo de resisténcia de forca durante 8 semanas aumentou o percentual
de fibras do tipo Ila (transformacgdo de fibras IIb para Ila) no musuclo vasto lateral (JENSEN
et al., 2007). Estes dados sugerem que o fenétipo do musculo é sensivel as alteragdes
ambientais, particularmente ao nivel de aptidao fisica durante o desenvolvimento.

Desta forma, e uma vez que as fibras musculares, quando sujeitas a um estimulo
de natureza cronica, parecem sensiveis a um conjunto de adaptagdes, o papel do treinamento
fisico moderado e regular sobre a propor¢do de fibras musculares de animais desnutridos
parece ser de interesse. A utilizagdo de um modelo de desnutricdo baixa em proteina no
periodo que envolve a proliferacdo e hipertrofia de células musculares (gestacdo e lactacao,
respectivamente) pode esclarecer ou suscitar novos questionamentos a respeito do impacto que
o treinamento fisico pode exercer em animais programados pela desnutricdo ¢ no estudo da

origem fetal de doencas metabolicas da vida adulta.
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Tendo em consideragdo o anteriormente exposto, este estudo teve como objetivo
verificar o efeito do treinamento fisico moderado na morfologia de fibras dos musculos séleo e
extensor longo dos dedos (EDL) de animais submetidos a dieta baixa em proteina durante a
gestagdo e lactagdo. Para tanto, em ratos treinados e controles, submetidos ou nao a dieta baixa
em proteina, foram analisados os seguintes parametros: (1) taxa de crescimento dos filhotes;
(2) ganho de peso corporal durante o protocolo de treinamento fisico; e a (3) proporcao de
fibras musculares nos musculos so6leo e EDL. Nossa hipotese ¢ que a desnutrigao diminui a
proporcao de fibras oxidativas (tipo I) e aumenta a proporgao de fibras glicoliticas (tipo Ila e
IIb). O treinamento fisico moderado, por sua vez, atenua os impactos da desnutricao
mantendo a proporcao de fibras oxidativas e afetando minimamente a propor¢do de fibras

glicoliticas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1 A nutrigdo como indutora de programacéo fetal

Uma alimentacdo balanceada ¢ essencial nas etapas de crescimento e
desenvolvimento do organismo. A falta ou deficiéncia de nutrientes em periodos criticos do
desenvolvimento dos sistemas fisiologicos, durante a gestacao e lactacdo, tem repercussoes a
curto e longo prazo (LUCAS, 1994). O termo “programagao” ¢ utilizado para descrever o
processo pelo qual um estimulo ou insulto, quando aplicado no periodo critico do
desenvolvimento, tem efeitos permanentes sobre a estrutura e fungdes do organismo (LUCAS,
1991).

A relacdo entre a nutricao no periodo perinatal e a repercussao na vida adulta tem
sido reconhecida ha varias décadas. Em 1962, McCance manipulou o tamanho de ninhadas de
forma que ratos de grandes ninhadas receberam menos leite materno quando comparados aos
seus pares de ninhadas menore. Apds o periodo de lactagdo, ambos os grupos foram
alimentados com dieta equilibrada. Os ratos provindos de grandes ninhadas apresentaram
menor ganho de peso corporal e redugdo na taxa de crescimento. Foi assim demonstrado que o
tamanho e a trajetéria de crescimento de ratos estavam relacionados ao seu estado nutricional
no periodo de lactagdo. Foi também demonstrado que a manipulagdo da dieta apds a lactagdo
ndo induziu qualquer efeito a longo-prazo nos animais. Dessa forma, surgiu a idéia de uma
janela critica temporal para o crescimento ¢ desenvolvimento que pode ser programada pela
nutri¢do (MCCANCE, 1962).

Uma vez reconhecido o papel dos nutrientes no crescimento ¢ desenvolvimento, o
estado nutricional de individuos, especialmente a desnutricdo, se tornou o alvo dos estudos.
Em 1964, Dobbing formulou a hipoétese do “periodo critico do desenvolvimento”, observando

efeitos irreversiveis da desnutricdo neonatal sobre o desenvolvimento do cérebro de ratos
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(DOBBING, 1964). De acordo com a ontogénese de cada fase (gestagao, lactacdo ou primeira
infancia) e da espécie a ser estudada, a janela critica do desenvolvimento pode se abrir ¢ a falta
ou excesso de nutrientes pode induzir alteragdes permanentes na estrutura e fungdo de 6rgaos e
sistemas. Em ratos, a desnutrigdo no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso,
que ¢ o periodo de lactagdo, induz efeitos permanentes sobre o tamanho do cérebro, nimero de
neurénios, comportamento, aprendizagem ¢ memoéria (COSTA-CRUZ et al.,, 2006, DO
MONTE-SILVA et al., 2007). O nosso grupo tem observado que a desnutri¢do no periodo
neonatal altera o crescimento somadtico, a resposta ao tratamento com antidepressivos, o
comportamento agressivo, o comportamento alimentar, as propriedades mecanicas do musculo
esquelético, a morfologia do musculo cardiaco e o padrdo de atividade locomotora de ratos
adultos (BARROS et al., 2006; BARRETO-MEDEIROS et al., 2007; LOPES DE SOUZA et
al., 2008; TOSCANO et al., 2008a; TOSCANO et al., 2008Db).

Em humanos, estudos epidemiologicos demonstram que a desnutricdo no periodo
fetal ou neonatal pode programar o individuo para um aumento ou preservagao dos estoques
de gordura corporal ao longo da vida (RAVELLI et al., 1976; BARKER et al., 1989). Estudos
recentes nos paises em desenvolvimento evidenciaram que os disturbios no crescimento
associados a desnutricdo sdo paradoxalmente relacionados ao aumento do indice peso/altura
(SAWAYA et al., 2004). No Brasil, foi investigada a prevaléncia de obesidade e desnutrigdo
em 535 familias (2.411 individuos) de uma zona de baixa renda na cidade de Sdao Paulo
(SAWAYA et al., 1995). Neste estudo, houve 30% de prevaléncia de desnutri¢do infantil. A
prevaléncia de obesidade foi de 6,4% em rapazes e de 8,7% em mocas. A associagdo entre
sobrepeso e deficiéncia no crescimento foi de 5,8% em rapazes e 6,8% para mogas, ocorrendo

relagdo forte entre peso/altura infantil e sobrepeso no adulto (SAWAYA et al., 1995).
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Resultados similares com criangas da zona rural e periferias urbanas do Brasil foram
publicados (SICHIERI et al., 1993; FLORENCIO et al., 2003).

Em animais, estudos com ratos sobre a desnutricao fetal tém demonstrado que
fetos de maes submetidas a dieta hipoprotéica apresentam alteragdes metabolicas a curto e
longo-prazo (BERNEY et al., 1997, LESAGE et al., 2002; OZANNE et al., 2003). Um
modelo animal de estudo bem estabelecido ¢ fornecer as maes uma dieta normoprotéica (18%
a 20% de proteina, caseina) ou uma dieta hipoprotéica (7% a 8% de proteina, caseina), e no
periodo de lactacdo ou no desmame, os filhotes comecam a receber dieta padronizada
(CRIPPS et al., 2007; COTTRELL e OZANNE, 2008; MARTIN-GRONERT et al., 2008).
Em um estudo com modelo de desnutri¢ao protéica no periodo gestacional, foi verificado que
a apoptose de células-f estava aumentada no pancreas dos neonatos aos 14 dias de vida
(PETRIK et al., 1999). Em ratos machos, a restricdio de proteina na dieta alterou o
desenvolvimento reprodutivo aos 70 dias de idade (ZAMBRANO et al., 2005). Em ratos
adultos (135 dias de idade) submetidos a uma dieta hipoprotéica (8% de caseina) durante o
periodo pré e pds-natal, foi observada uma deficiéncia na estrutura dos rins € menor pressao
arterial média quando comparados aos seus pares normoprotéicos (20% de caseina) (HOPPE
etal., 2007).

O musculo, que tem um papel fundamental no metabolismo dos carboidratos,
lipideos e proteinas, tem também sido alvo de estudos sobre programagdo perinatal. O
musculo séleo de ratos aos 15 meses de idade ¢ que foram submetidos a desnutrigdo fetal
apresenta menor sensibilidade a insulina quando comparado ao controle normoprotéico
(OZANNE et al., 2003). A desnutricio durante a gestagdo parece reduzir a taxa de
crescimento e o numero de fibras musculares na vida adulta (BRAMELD, 2004). O baixo peso

ao nascer foi associado com um aumento de 66% de fibras do tipo IIb e uma diminuigdo de
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22% de fibras Ila no musculo vasto lateral de jovens aos 19 anos (JENSEN et al., 2007).
Ratos jovens (4 semanas de vida), que sofreram desnutrigdo protéica durante a gestagao,
apresentam uma reducdo no nimero e na densidade de fibras musculares (MALLINSON et
al., 2007). Bayol et al. (2004) encontraram uma redu¢ao no nimero de nicleos dos musculos
semitendinoso e gastrocnémio indicando uma diminui¢do na proliferacao celular em ratos
jovens que sofreram restri¢do de dieta no periodo de gestagdo (40% da dieta consumida pelos
controles).

Os musculos se desenvolvem em tempos diferentes com o numero de fibras em
alguns musculos sendo fixadas no periodo pos-natal (BRAMELD, 2004). Em ratos, a
restauracdo de uma dieta equilibrada durante o periodo de lactacdo restabeleceu a redugdo no
numero de fibras dos musculos lumbricais, mas nido do séleo (WILSON et al., 1988). Assim, o
periodo critico de desenvolvimento ¢ determinante para o aparecimento de alteragcdes
persistente no tipo € na morfologia do musculo esquelético. Da mesma forma, o periodo em
que o organismo sofreu insultos nutricionais pode causar alteragdes na proporcao dos tipos de

fibras em um musculo na vida adulta.

2.2 Influéncia da desnutricdo sobre o desenvolvimento do masculo esquelético

2.2.1 Morfogénese do musculo esquelético

Em humanos, os musculos sdo formados antes do nascimento, no inicio da

embriogénese (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999). Células miogénicas sdo

originadas precocemente a partir do epiblasto, antes mesmo da formacgdo dos somitos [Figura

1]. O mesoderma somitico apresenta a expressdo de genes regulatérios miogénicos
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(BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999). Esses genes codificam fatores regulatorios
miogénicos, como: Myo D, miogenina, myf-5 ¢ myf-6 envolvidos diretamente na formagao dos
musculos (COSSU et al., 1996). A proliferacdo celular inicia-se entdo nos somitos sob a

influencia das activinas A e B (COSSU et al., 1996).
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Figura 1: Formagdo dos somitos no embrido humano aos 20 dias. As células na zona equatorial da
blastula tornam-se mesoderma e se posicionam no eixo dorsoventral. Apds a gastrulagdo as células
dorsais originardo a notocorda e o musculo esquelético. O musculo esquelético ¢ derivado dos somitos.

A proliferacdo continua nos mioblastos sob regulacdo de proteinas expressas
principalmente pelo fator de regulagdo miogénico Myo D (FAHEY et al., 2005b). Estes
mioblastos imaturos apresentam nucleo centralmente localizado e a membrana plasmatica
isenta de receptores para acetilcolina (Ach) (COSSU et al., 1996). Seguindo o periodo de

mitose proliferativa, os mioblastos se fundem para formar os miotubos [Figura 2].
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"

Mioblastos

Figura 2: Formagdo dos miotubos a partir dos mioblastos. Nos mioblastos, os niicleos estdo
centralmente localizados. Nos miotubos, os nicleos migram para periferia.

A entrada de Ca™ nos mioblastos é essencial para o processo de fusdo, e nesta
etapa os receptores de Ach estdo expressos na membrana plasmatica dos mioblastos (FAHEY
et al., 2005b). A seguir o processo de fusao, as proteinas dos miofilamentos (actina e mosina)
sdo sintetizadas pelos polissomos. Os miofilamentos sdo agrupados em feixes, originando as
faixas A e I, e subseqiientemente as linhas Z sdo identificadas [Figura 3]. O arranjo ordenado
das miofibrilas ¢ responsavel pelas estriacdes transversais, decorrentes da organiza¢do das
proteinas contrateis em unidades idénticas, os sarcomeros, que constituem a unidade contratil
fundamental da fibra muscular (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999). As proteinas
identificadas nesta etapa sdo: desmina, titina, actina, cadeia pesada de miosina e nebulina

[Figura 3].
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Figura 3: Miofibrilas organizadas em sarcomeros. Observa-se na faixa I, os filamentos finos de
actina. Na faixa A, predomina os filamentos de miosina. As linhas Z delimitando a unidade funcional
de uma fibra muscular e os filamentos elasticos de titina se encontram entre a linha Z e os filamentos
de miosina.

A seguir a formagao dos miotubos, o sistema tubular transverso ¢ formado a
partir de invaginagdes da membrana plasmatica que se torna mais permeével ao K' e a agdo da
Ach. O nucleo se move para o citoesqueleto e os miotubos completam sua transi¢ao para uma
fibra muscular. As fibras formam blocos de tecidos e dividem-se para formar os musculos.
Cada musculo ¢ envolvido em tecido conjuntivo que desemboca nos tenddes no final do
musculo, bem como, uma camada fibrosa que envolve as fibras musculares formando os

fasciculos (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999) [Figura 4].

Sucessivas populacdes de fibras musculares contém diferentes miosinas. Os
miotubos primarios cont€ém miosina “lenta” e sdo dependentes de estimulo nervoso. A seguir,
os miotubos secundarios apresentam miosina “rapida” (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE,

1999). Durante o processo da miogé€nese, alguns mioblastos ndo se fundem e permanecem
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quiescentes entre a membrana plasmatica da fibra muscular e a lamina basal, sendo

denominados de células satélites ou mioblastos adultos indiferenciados [Figura 5].
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Figura 4: Componentes estruturais do musculo esquelético. Endomisio tecido conjuntivo que envolve
miofibrilas. Perimisio, tecido conjuntivo que envolve os feixes. Epimisio, tecido conjuntivo que
envolve o musculo e afunilam para formar os tenddes.
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Figura 5: Formacao de fibras musculares primarias e secundarias. Os miotubos primarios fornecem
suporte para os miotubos secundarios. Células satélites sdo mioblastos quiescentes e permanecem
entre a membrana plasmatica e a lamina basal das fibras.
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Em humanos, existe um aumento do nimero de miotubos e fibras musculares até a
25* semana de gestacdo (MALTIN et al., 2001). A seguir, a proliferacdo se torna mais lenta e
pode cessar no momento do nascimento (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999). Em
ratos, o desenvolvimento de fibras primarias ocorre do 14° ao 16° dia de vida fetal, e fibras
secundarias no 17° ao 19° dia de vida fetal (WILSON et al., 1988), embora diferengas no
desenvolvimento dos diferentes tipos de musculos provavelmente existam.

Com a utilizagao de técnicas histoquimicas, observou-se que a maioria dos
musculos estriados dos mamiferos € constituida por uma populagdo heterogénea de fibras, que
apresentam caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas distintas (BROOKE e
KAISER, 1970). Trés tipos principais de fibras musculares foram descritas, sendo
denominadas de fibras dos tipos I, Ila e IIb, de acordo com o padrao de reagdo para a atividade
da ATPase da porcao globular da cadeia pesada da miosina (ATPase miofibrilar ou m-
ATPase) (BROOKE e KAISER, 1970). O tipo de fibra pode ser identificado pelas isoformas
da cadeia pesada de miosina (MHC) (BRAMELD, 2004). As fibras primarias contém MHC
lento (fibras tipo I, oxidativas) e as fibras secundarias MHC rapido (fibras tipo II, glicoliticas)

[Figura 6].
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Figura 6: Representagdo da miosina. Na cabega da miosina encontra-se o sitio de liga¢do para o ATP.
O pescoco regula a atividade da cabeca e se liga a calmodulina. A cauda contém sitios de ligagdo para
outras caudas para formar um filamento grosso.

A diferenciacdo em lenta (tipo I) ou rapida (tipo II) inicia na gestagdo e
diferenciag¢des em subtipos (Ila, IIb e IIc) ocorrem ao longo do desenvolvimento (MALTIN et
al., 2001). E provéavel que a idade em que ocorre a diferenciagdo dos tipos de fibras dependa
do musculo estudado. Por exemplo, a diferenciacdo de fibras do musculo so6leo de ratos ocorre
apds o nascimento, enquanto que a diferenciacdo de fibras dos musculos gastrocnémio e
lumbricais ocorre no periodo de gestagdo (ISHIHARA e TAGUCHI, 1991). A espécie a ser
estudada também pode interferir na diferenciagdo de fibras. Em humanos e primatas, a
diferenciacdo histoquimica dos misculos das pernas ocorre antes do nascimento (BUSCHER e
IZPISUA BELMONTE, 1999). Em roedores, as fibras dos musculos das patas sdo
histoquimicamente indiferenciadas nos primeiros dias de vida p6s-natal (COSSU et al., 1996).
Outra limitacdo no estudo da diferenciacdo de fibras musculares respeita ao método
empregado. O método para avaliar a habilidade metabdlica oxidativo-glicolitica dos tipos de
fibras musculares (Nicotinamida adenina dimucleotideo tetrazélico redutase, NADH-TR) pode
ndo detectar diferengas na habilidade contratil das fibras (TAJBAKHSH et al., 1998). Neste

contexto, os diferentes tipos de fibras podem ser identificados através da ATPase miofibrilar
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em pH 9,4, ap6s incubagdao em meio alcalino (pH 10,4) e nos meios acidos (pH 4,2; 4,4 ¢ 4,6)
para avaliar a habilidade contratil rapida e lenta dos tipos de fibras musculares (PESTRONK

etal., 1992) [Figura 7].
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Figura 7. Fotomicrografia de corte transcersal do musculo soleo de ratos. Neste corte observa-se a
presenga dos trés tipos de fibras [Tipo 1 (1), Tipo Ila (2) e Tipo IIb (3)] a partir da reacdo enzimatica
da ATPase em pH 4,3 ¢ 9,4.

O estado nutricional durante o periodo critico do desenvolvimento do musculo
esquelético pode influenciar as caracteristicas e propriedades contrateis das fibras. Estudos que
evidenciem o impacto da desnutri¢do no niimero de fibras e as repercussdes na vida adulta tém
sido realizados. A desnutri¢do pode atuar como fator indutor de programacao fetal sobre a

tipagem de fibras e eventualmente sobre a funcionalidade do musculo.

2.2.2 Desnutricdo perinatal e impactos na diferenciacdo de fibras durante o

desenvolvimento

A desnutricdo no periodo critico do desenvolvimento estd associada ao
aparecimento de resisténcia a insulina e da diabetes tipo 2 (BARKER, 2007). Estudos

epidemioldgicos demonstram que os efeitos da programacdo fetal na composi¢do corporal
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estao associados ao aumento do percentual de gordura corporal e a redugao na massa muscular
na vida adulta (KENSARA et al., 2005). Tem sido especulado que alteragdes no crescimento e
desenvolvimento de fibras musculares podem ser um dos mecanismos subjacentes a
programagao fetal de doengas metabolicas (FAHEY et al., 2005a). Neste sentido, a morfologia
do musculo esquelético pode atuar na patogénese da resisténcia a insulina uma vez que
individuos obesos e diabéticos apresentam maior quantidade de fibras glicoliticas e menor
percentual de fibras oxidativas (TANNER et al., 2002).

Em ratos, a desnutri¢ao durante a gestacdo aumentou a proporcao de fibras do tipo
I e reduziu a proporg¢ao de fibras do tipo II no musculo so6leo de filhotes jovens (MALLINSON
et al., 2007). Isto foi relacionado a redug¢do no nimero de fibras secundarias (glicoliticas)
formadas no periodo de gestacdo. Wilson et al. (1988) demonstraram uma redugdo no niimero
de fibras secundarias do musculo soleo e lumbricais de ratos recém-nascidos cujas maes foram
submetidas a restricdo da dieta (30% do consumo da dieta dos controles) na gesta¢do. Durante
a lactacdo, quando a mae foi re-alimentada ad libitum, ndo houve diferenga no numero de
fibras no soleo, mas o numero de fibras dos musculos lumbricais foi aumentado (WILSON et
al., 1988). Estes resultados apontam para a existéncia de um periodo critico de
desenvolvimento de fibras secundarias que é o periodo pré-natal.

A desnutricdo materna durante a gestacdo parece reduzir a proliferacdo de
mioblastos ¢ a formacdo de fibras musculares do feto em desenvolvimento (BRAMELD,
2004). Isto tem repercussdes no numero e tipo de fibras no periodo pos-natal. Contudo, os
estudos utilizando diferentes modelos de desnutri¢do (por restri¢ao calorica ou por dieta baixa
em proteina) ainda sdo controversos. Em ratos, a dieta materna baixa em proteina durante o
final da gestagdo (14 aos 22 dias) reduz o niimero ¢ a densidade de fibras rapidas no musculo

so6leo (MALLINSON et al., 2007). Wilson et al. (1988) demonstraram que uma dieta restrita
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(30% do consumo do controle) durante a gestagdo com posterior equilibrio durante a lactagao,
alterou a propor¢ao de fibras nos musculos lumbricais, mas ndo no soéleo. Por outro lado,
estudos com restrigdo caldrica (40 a 50% da dieta fornecida ao controle) durante a gestacao
ndo encontraram alteragdo no numero de fibras dos musculos semitendinoso e gastrocnémio
de animais adultos (BAYOL et al., 2004). O desenvolvimento do musculo ocorre em tempo
diferente com o nimero de fibras em determinado musculo (por exemplo, o s6leo) sendo
fixada depois do nascimento. Outros musculos, como por exemplo, o semitendinoso e o
gastrocnémio, parecem ter seu periodo critico de distribui¢cdo das fibras no periodo de lactacao
(BRAMELD, 2004).

Assim, o tipo de desnutricao (percentual de restri¢cdo), o periodo em que ocorre
(gestacao e/ou lactagdo), a restricdo de um componente especifico (por exemplo, quantidade
de proteina) e a idade do filhote em que as avaliagdes sdo realizadas parece ser determinante
no efeito programador da nutri¢ao sobre a tipagem de fibras musculares. Um modelo sugerido
para atuar no periodo critico do desenvolvimento dos musculos seria a restrigdo protéica ou
calorica durante ambos, gestacao e lactacdo. Neste sentido, poucos estudos t€ém examinado o
efeito da desnutrigdo materna durante a gestagdo e lactagdo e as repercussoes na vida adulta
dos filhotes.

No periodo gestacional ocorre uma hiperplasia das fibras musculares ¢ o numero
de células ¢ fixado no nascimento (BRAMELD, 2004). A hipertrofia das fibras musculares
ocorre no periodo pds-natal e ¢ sensivel as alteragdes ambientais (BRAMELD, 2004). O grau
de plasticidade também ocorre apds o nascimento, e as fibras lentas podem se tornar rapidas e
as fibras rapidas podem se tornar lentas nos musculos lentos (GOUBEL, 1997). O mecanismo
subjacente as alteragdes no fendtipo das fibras ainda esta pouco entendido, entretanto, estudos

correlacionando estimulos como a inervagao do musculo a agdo hormonal, fatores mecanicos
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(treinamento fisico ou hipoatividade), ¢ mudangas no tipo de fibras tem sido publicados
(ALMEIDA-SILVEIRA et al., 1996; CORNU et al., 1997; ALLAF et al., 2002; LAMBERTZ
etal., 2003).

O exercicio fisico, a depender do tipo, duracdo, intensidade e freqiiéncia do
esforco, pode alterar os tipos de fibras em um determinado musculo submetido ao estimulo.
Em resposta a uma carga de exercicio fisico regular (2h/dia, 5 dias por semana, 30m/min,
durante 5 semanas) houve um aumento da expressao da cadeia pesada de miosina no musculo
extensor longo dos dedos (EDL) de ratos que sofreram degeneracao por toxina (BIGARD et
al., 1999). Em humanos, um treinamento progressivo de resisténcia de forga durante 8
semanas aumentou o percentual de fibras do tipo Ila (transformagao de fibras IIb para Ila) no
musculo vasto lateral (JENSEN et al., 2007). Estes dados sugerem que o fendtipo do musculo
¢ sensivel as alteracdes ambientais, particularmente o nivel de aptidao fisica durante o

desenvolvimento.

2.3 Treinamento fisico e alterac¢@es no fendtipo de fibras musculares

As adaptacdes fisiologicas associadas ao treinamento fisico dependem da
intensidade, duragdo e freqiiéncia do esforgo (LEANDRO et al., 2007). O exercicio fisico pode
ser classificado de acordo com a intensidade como: leve, moderado ¢ intenso. Essa classificagao
toma como base a realizacdo de alguns testes de esfor¢o maximo para avaliar a concentragdo de
lactato no sangue, o consumo maximo de oxigénio (VOamax), €/0u a freqliéncia cardiaca maxima
(FCmax). Em exercicios de intensidade leve e moderada, a concentragdo de lactato no sangue
permanece estavel (variando entre 2 e 4 mmol/L) (LEANDRO et al., 2007). O VOypmax € @ FCpax

sdo os parametros fisiologicos mais comumente utilizados em estudos para referenciar a
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intensidade do esforgo. Assim, um exercicio leve geralmente refere de 20 a 50% do VOinax € da
FCnax, um exercicio moderado de 50 a 70% do VOjmax € da FCax € 0 exercicio intenso acima de
80% do VOomx € da FCpx (LEANDRO, LEVADA et al., 2007). Se o exercicio fisico ¢é
realizado regularmente ¢ denominado de treinamento fisico. Assim como o exercicio fisico, o
treinamento fisico pode ser classificado como leve, moderado e intenso (LEANDRO et al.,
2007).

A proporcao dos diferentes tipos de fibras em um musculo pode apresentar
plasticidade em resposta a estimulos como o treinamento fisico (MALTIN et al., 2001). De fato,
as adaptacdes do musculo ao estresse do exercicio fisico dependem do tipo de protocolo de
treinamento utilizado que leva a adaptagdes na isoforma da cadeia pesada de miosina € no
metabolismo do musculo (CAMPOS et al., 2002). Em humanos, houve um aumento de 32% no
percentual de fibras do tipo I e 49% do tipo Ila do musculo vastus lateralis em resposta a um
treinamento de resisténcia com intensidade progressiva durante 12 semanas (VISSING et al.,
2008). O treinamento de resisténcia de forga (60% de uma repeticdo maxima) resultou em uma
mudanga na propor¢éao de fibras do tipo I e tipo IIb para o tipo Ila no musculo vastus lateralis de
mulheres idosas. Comparados ao controle sedentdrio, homens treinados (corredores de
velocidade) apresentaram um aumento no percentual de fibras do tipo Ilc (que co-expressam
MHC tipo I e Ila) no musculo biceps femoral (DAHMANE et al., 2006). Em esquiadores
treinados, a proporc¢ao de fibras do tipo I do musculo triceps braquial diminuiu de 68,7% para
60,9%, enquanto que a isoforma Ila aumentou de 21,6% para 35,7% (TERZIS et al., 2006).

Em animais o treinamento de resisténcia em esteira (5 dias/semana, 2 horas/dia, 30
m/min, durante 5 semanas) promoveu uma mudanga nas fibras do tipo IIb para Ila, € houve um
aumento na propor¢ao de fibras do tipo I no musculo EDL de ratos (BIGARD et al., 1999). Em

ratos, a atividade fisica voluntaria durante 35 semanas induziu um aumento no percentual de
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fibras do tipo IIb no musculo plantar (KARIYA et al., 2004). Tomados juntos, estes resultados
demonstram que o treinamento fisico induz uma transi¢do nos fenotipos das fibras musculares
em direcao ao tipo Ila (glicolitica/oxidativa). As fibras do tipo IIb sdo mais sensiveis ao
treinamento fisico e este fato pode ter associacdo com o recrutamento de fibras durante um
determinado esforgo ¢ a heterogeneidade ontogénica das miofibrilas (BIGARD et al., 1999).
Estas alteracdes independem do tipo de musculo, mas sdao diretamente relacionadas ao tipo de
treinamento.

A expressao de isoformas da cadeia pesada de miosina durante o desenvolvimento ¢
regulado por fatores miogénicos componentes de células satélites e ¢ sensivel a fatores
exogenos, incluindo padrdes de atividade neural e hormdnios (BAYOL et al., 2004). As
alteracdes nas propor¢des de fibras induzidas pelo treinamento ainda nao estdo esclarecidas, mas
provavelmente estdo relacionadas com um aumento na atividade neuromuscular, alongamento
do musculo e a fatores metabolicos (ROCKL et al., 2007).

Uma vez que as fibras musculares, quando sujeitas a um estimulo de natureza
cronica, parecem sensiveis a um conjunto de adaptacdes, o papel do treinamento fisico
moderado e regular sobre a propor¢ao de fibras musculares de animais desnutridos parece ser
de interesse. A utilizacdo de um modelo de desnutri¢do baixa em proteina no periodo que
envolve a proliferagdo e hipertrofia de células musculares  (gestacdo e lactagdo,
respectivamente) pode esclarecer ou suscitar novos questionamentos a respeito do impacto que
o treinamento fisico pode exercer em animais programados pela desnutricdo e no estudo da
origem fetal de doencas metabolicas da vida adulta.

Tendo em consideragdo o anteriormente exposto, este estudo teve como objetivo
verificar o efeito do treinamento fisico moderado na morfologia de fibras dos musculos soleo e

extensor longo dos dedos (EDL) de animais submetidos a dieta baixa em proteina durante a
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gestagdo e lactagdo. Para tanto, em ratos treinados e controles, submetidos ou nao a dieta baixa
em proteina, foram analisados os seguintes parametros: (1) taxa de crescimento dos filhotes;
(2) ganho de peso corporal durante o protocolo de treinamento fisico; e a (3) proporcao de
fibras musculares nos musculos so6leo e EDL. Nossa hipotese ¢ que a desnutrigao diminui a
proporcao de fibras oxidativas (tipo I) e aumenta a proporgao de fibras glicoliticas (tipo Ila e
IIb). O treinamento fisico moderado, por sua vez, atenua os impactos da desnutricao

mantendo a proporcao de fibras oxidativas afetando a propor¢ao de fibras glicoliticas.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do treinamento fisico

moderado nos tipos de fibras dos musculos soleo e extensor longo dos dedos (EDL) de

animais submetidos a desnutricdo durante a gestagao e lactagdo.

proteina:

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar em ratos treinados e controles, submetidos ou ndo a dieta baixa em

(1) taxa de crescimento;

(2) ganho de peso corporal durante o protocolo de treinamento fisico;

(3) proporgao de fibras musculares (tipo I, Ila e IIb) nos musculos séleo e EDL.
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4. HIPOTESES
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Sdo defendidas as seguintes hipdteses de trabalho:

- A desnutri¢do diminui a proporcdo de fibras oxidativas (tipo I) e aumenta a
proporcao de fibras glicoliticas (tipo Ila e IIb).

- O treinamento fisico moderado atenua os impactos da desnutricdo na proporc¢ao

de fibras oxidativas, afetando a propor¢ao de fibras glicoliticas.
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5. MATERIAIS E METODOS
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5.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) da col6nia
do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos em gaiolas e receberam dieta balanceada (52% de carboidratos, 21% de proteinas e
4% de lipideos - Nuvilab CR1-Nuvital®, Curitiba, Parana, Brasil) (REEVES et al., 1993) e
agua ad libitum. Manteve-se um ciclo de claro/escuro de 12/12 horas (escuro — 6h as 18h;

claro — 18h as 6h) e temperatura ambiente em torno de 22°C.

5.2 Obtencao dos grupos experimentais

Aos 110 dias de idade (peso corporal = 258,8 + 5,7), ratas virgens (n=10) foram
acasaladas (2 fémeas para 1 macho). O dia de visualizagdo da presenca de espermatozoides em
laminas montadas contendo secrecdo vaginal (esfregaco vaginal) foi considerado como o dia
de concepcao (inicio da gestacdo). As ratas gestantes foram transferidas para gaiolas
individuais e divididas em dois grupos experimentais de acordo com a dieta fornecida: grupo
controle (C, 17% de caseina, n=5) e grupo desnutrido que recebeu dieta baixa em proteina (D,

8% de caseina, n=5) [Tabela 1].
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Tabela 1: Composi¢do das dietas (controle, 17% e baixa em proteina, 8%)

Ingredientes Quantidade para 1Kg de dieta

Baixa em proteina Controle

Caseina 793 ¢ 1793 ¢
Vitamina Mix* 10 g 10g
Mistura Mineral * 35¢g 35¢g
Celulose 50g 50g
Bitartarato de colina 25¢g 25¢g
DL-Metionina 30g 30g

Oleo de soja 70 ml 70 ml
Amido de milho 7502 g 650,2 g

* Conteudo da mistura mineral (mg/kg de dieta): CaHPO,, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO, 420;
MgSO,, 2000; Fe,O,, 120; FeSO47H,0, 200; elementos tragos, 400 (MnSO4-H,0, 98; CuSO4 5H,0,
20; ZnSO47H,0, 80; CoSO47H,0, 0.16; K1, 0.32; amido suficiente par 40 g [per kg of diet]).

* Contetido da mistura de Vitaminas (mg/kg de dieta): retinol, 12; colecalciferol, 0.125; tiamina, 40;
riboflavina, 30; acido pantoténico, 140; piridoxina, 20; inositol, 300; cianocobalamina, 0.1;
menadiona, 80; acido nicotinico, 200; colina, 2720; acido folico, 10; p-acido aminobenzoico, 100;
biotina, 0.6.

Apobs o nascimento, 0s grupos permaneceram alimentados com suas respectivas
dietas e as ninhadas foram normalizadas para 6 filhotes por mde. No desmame (22 dias de
idade), somente os filhotes machos (2 — 3 filhotes por ninhada) permaneceram no estudo e
receberam dieta padrao de biotério (52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos -
Nuvilab CR1-Nuvital®) (REEVES et al., 1993) ad libitum. Aos 60 dias de idade, metade do
numero de filhotes provindos de maes controle ou desnutridas foi submetido a um protocolo
de treinamento fisico moderado durante 8 semanas (LEANDRO, LEVADA et al., 2007),
formando 4 grupos: controle (Cr, n=6), submetido a dieta baixa em proteina (Dg, n=6), controle
treinado (CTy, n=6) e submetido a dieta baixa em proteina e treinado (DTg, n=6) [Figura §].
Apds o periodo de treinamento, os animais (idade = 125 dias) foram anestesiados e
sacrificados por exsanguinacdo, ¢ os musculos foram cuidadosamente retirados para analise

histologica.
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Controle (C, Caseina a 17%, n=5) Treinamento fisico moderado
v v v
\
Gestagdo Lactagao 60 125
dias dias
A mr i
Dieta baixa em Proteina (D, caseina a 8%, n=5) Dieta normoprotéica: Labina

Retirada dos
Tecidos

Figura 8: Desenho experimental da manipulagdo nutricional das maes durante a gestacdo e lactacao.
Aos 60 dias de idade, os filhotes machos iniciaram um programa de treinamento fisico moderado. Aos
125 dias de idade, os animais foram sacrificados e os tecidos removidos.

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (processo
n° 008676/2007-48) e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentagao

Animal (COBEA).

5.3 Protocolo de treinamento fisico moderado

Os animais do grupo treinado (CTf e DTy) foram submetidos a um programa de
treinamento fisico moderado, em esteira (EP-131/Insight Equipamentos, Sdo Paulo, Brasil). O
programa de treino consistiu em 8 semanas, 5 dias/semana, 60 min/dia a 70% do VOjmax

[Tabela 2] segundo o protocolo sugerido por Leandro et al (2007).
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Tabela 2: Descrigdo do protocolo de treinamento fisico moderado de acordo com a velocidade,
inclinagdo e duragdo de cada sessdo durante oito semanas de treinamento.

Semanas Velocidade (km/h) Inclinagdo (°) Durag¢do (min)

1? Semana 0,3 0 5
(Adaptagao) 0.4 0 5
0,5 0 5
0,3 0 5
2% Semana 0,4 0 5
0,5 0 20
0,6 0 30
0,4 0 5

3% Semana 0,5 0
0,6 0 10
0,8 0 10
0,9 0 30

0,5 0

4* Semana 0,5 0
0,8 0 10
0,9 0 10
1,1 0 30

0,5 0

5% Semana 0,5 5
0,8 5 10
0,9 5 10
1,1 5 30

0,5 0

6* Semana 0,5 10
0,8 10 10
0,9 10 10
1,1 10 30

0,5 0

7% Semana 0,5 10
0,8 10 10
0,9 10 10
1,1 10 30

0,5 0

8* Semana 0,5 10
0,8 10 10
0,9 10 10
1,1 10 30
0,5 0 5
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5.4 Avaliacao do peso corporal e da taxa de crescimento

O peso corporal dos animais foi avaliado diariamente durante todo o periodo do
experimento através de uma balanga eletronica digital — Marte, modelo S-1000, com
capacidade maxima de 1000g e sensibilidade de 0,01g. O percentual de ganho de peso
corporal foi calculado tendo como base o peso do 1° dia de avaliacdo, segundo a formula:

% ganho de peso=[Peso do dia (g) x 100/ Peso do 1° dia (q)] — 100

A taxa de crescimento dos animais foi referente ao valor do ganho de peso
corporal diario (em gramas), de acordo com a seguinte formula:

Taxa de crescimento= Peso do dia — peso do dia anterior.

5.5 Andlise histoldgica dos musculos s6leo e extensor longo dos dedos (EDL)

Os animais foram anestesiados (uretana 12,5% e cloralose 0,5% (1 mL/100 g de
peso corporal do animal, via i.p.) 48 horas apds a tltima sessao de exercicio fisico. A partir de
uma incisdo na face lateral da pata posterior, os musculos séleo e o extensor longo dos dedos
(EDL) foram dissecados ¢ imersos em N-Hexano (C¢H4). Esse método de congelamento evita
a formagdo de cristais de agua no fragmento do musculo, além de fixar sem desnaturar as
enzimas a serem caracterizadas Nessas condi¢des os musculos congelados foram estocados ¢
conservados em tubos armazenados em freezer a -80° C para posterior processamento
(TOSCANO et al., 2008).

Para obtengdo de coloragdo caracteristica da atividade ATPasica da miosina foi
utilizado o método proposto por Brooke e Kaiser (1970). Os musculos foram mantidos em

suporte com a utilizagio do TissueTek® O.C.T Compound ( Sakura Finetek USA, Inc.,
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Torrance, CA 9050 U.S.A.), que ¢ utilizado apds a fixacao do tecido e antes da criosecgdo e
foram mantidos a -15+2 °C. Para as secg¢Oes transversais dos musculos (10um) foi utilizado
um criostato (LEICA modelo CM1100, Nussloch - Alemanha). Os cortes foram fixados em
laminas ¢ ao atingirem a temperatura ambiente foi iniciada a coloragdo (PESTRONK et al.,
1992).

Os cortes transversais dos musculos foram pré-incubados em temperatura
ambiente por 10 minutos em 400 mL de solugdo contendo 280 mL de acido acético a 0,2M
(12,7 mL de acido acético e 1000 mL de agua destilada) e 120 mL de acetato de sodio a 0,2M
(27,2g acetato de sodio) cujo pH era ajustado para 4,3 ou 4,55. Em seguida, as laminas eram
lavadas em a4gua destilada e incubadas a 37°C em uma solucdo, contendo ATP (pH 9,4)
durante 40 minutos. Apos o periodo de incubagao, as laminas foram lavadas em agua destilada
e mergulhadas em solucdo de cloreto de cobalto a 2% durante 5 minutos, para revelacdo em
solugdo de sulfeto de amonio a 5%. Apos a revelagdo os fragmentos de musculos foram
desidratados em uma bateria crescente de alcodis (70° a 100°), por fim foram imersas duas
vezes em tolueno. Apés a secagem as laminas foram montadas utilizando New Entellan®
Merck (BROOKE E KAISER, 1970).

Os diferentes tipos de fibras musculares presentes nos cortes histologicos foram
analisados (Figura 9A e 9B). As fibras musculares foram classificadas de acordo com a
intensidade de reagdo da ATPase apds a pré-incubagao em meio acido (pH 4,3 e 4,55), nos trés
tipos principais: I (fibras lentas oxidativas, escuras), Ila (fibras rapidas oxidativas-glicoliticas,
clara) e IIb (fibras rapidas glicoliticas, coloracdo intermediaria) (BROOKE E KAISER, 1970).
Todas as fibras foram contadas em cada corte histologico e os valores referentes aos diferentes
tipos de fibras foram expressos em percentual do numero total. Os campos microscopicos

foram obtidos através de microscopio ptico OLYMPUS modelo U-CMAD-2 (objetiva 4 X)
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acoplado a um programa para captagao de imagens (TV TUNER APPLICATION - TelSignal
Company Limited, Taiwan). Para contagem das células foi utilizado o software MENSURIN

PRO versao 3.2 (Jean-Francois Madre-Amiens, Franca) (Figuras 10A e 10B).

Figura 9: Tlustragdo de um corte transversal do musculo EDL (A) e do musculo Séleo (B) em pH
4,55. Em destaque quadros em aumento 4 x utilizados para analise de tipos de fibras. Setas vermelhas
(fibras do tipo 1), setas cinzas (fibras do tipo Ila) e setas brancas (fibras do tipo IIb)
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Figura 10A: Tlustra¢do da analise dos tipos de fibras através do software Mensurim Pro 3.2. Musculo
EDL em pH 4,3(A) e em pH 4,55(B). Triangulo vermelho indica célula Tipo I, tridngulo verde célula
Tipo 11, tridngulo amarelo células Tipo Ila e tridngulo azul célula Tipo 1Ib.
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Figura 10B: Tlustragdo da analise dos tipos de fibras através do software Mensurim Pro 3.2. Musculo

Séleo em pH 4,3 (C) e em pH 4,55 (D). Tridangulo vermelho indica célula Tipo I, tridngulo verde
célula Tipo 11, tridngulo amarelo células Tipo Ila e tridngulo azul célula Tipo IIb.
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5.6 Andlise estatistica

Os valores sdao expressos em média e erro padrdo da média. Para comparagao entre
os grupos durante a gestacdo e lacta¢do foi utilizado o t-test student de medidas independentes.
Para comparagdo entre grupos durante o periodo de crescimento, foi utilizado o teste de
variancia ANOVA Two-way seguido do teste de Bonferroni. Para comparagao entre os grupos
quanto ao percentual dos tipos de fibras, foi utilizado o teste ANOVA one-way seguido do
teste de Tukey. O nivel de significancia foi mantido em 5% em todos os casos. Toda anélise

estatistica foi realizada utilizado o programa GraphPad Prism 5 para Windows.
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6. RESULTADOS
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A apresentagdo dos resultados estd dividida em duas partes: a primeira descreve
o efeito da desnutricdo durante a gestacao e lactacdo no ganho de peso corporal das fémeas e
as repercussoes nos filhotes até os 60 dias de vida; a segunda parte descreve o efeito do
treinamento fisico moderado sobre o ganho de peso corporal e a morfologia de fibras dos

musculos s6leo e EDL dos filhotes.

12 PARTE

Efeito da desnutri¢ao por dieta baixa em proteina sobre o ganho de peso durante

a gestacao e lactacéo e o peso ao nascer dos filhotes.
As ratas que consumiram dieta baixa em proteina (D, caseina a 8%)
apresentaram um menor ganho de peso corporal no ultimo tergo da gestagao (C = 29,7 £ 1,1;
D =20,8 £ 0,7; p<0.05) [Figura 11]. Os dados foram ajustados para o nimero total de filhotes
nascidos por mae [C =12 (8§ — 12); D=9 (7 — 11); valores sdo expressos em mediana (minimo
e maximo)], e o coeficiente de correlacdo entro o nimero de filhotes nascidos e o ganho de

peso corporal das mées ndo foi significante (1°=0.41, p=0.112).
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Figura 11: Ganho de peso corporal durante a gestacdo de ratas controle (C, n=5) e submetidas a dieta
baixa em proteina (D, n=5). A analise foi realizada em cada terco da gestacao tomando o peso corporal
no 1° dia de gestagdo. Os valores sdo expressos em media + E.P.M. *p<0.05, T-test student.
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Nao houve diferenga no peso ao nascer dos filhotes provindos de maes submetidas
a dieta baixa em proteina (C¢ = 6,6 = 0,03; Df = 6,4 + 0,1; p = 0,347). Contudo a taxa de
crescimento dos filhotes de maes alimentadas com dieta baixa em proteina foi menor desde a

lactagdo até o 60° dia de vida [Tabela 3].

Tabela 3: Efeito da dieta baixa em proteina sobre a taxa de crescimento (g/dia) dos filhotes durante a
lactag@o, do 22° ao 30° dia de vida e do 31° ao 60° dia de vida. Valores expressos em média = E.P.M.
T-test student para analise estatistica.

Taxa de crescimento Controle Dieta baixa em Proteina p
(g/dia) (n=12) (n=12)
Lactacao 1,76 £ 0,09 0,76 £ 0,03 <0.010
22° —-30° dia 3,96 + 0,06 2,42 £ 0,03 < 0.001
31° - 60° dia 6,06 £ 0,1 4,96 £ 0,1 < 0.001
22 PARTE

Efeito do treinamento fisico moderado sobre o ganho de peso corporal e a
morfologia de fibras dos musculos séleo e EDL dos filhotes.

Aos 60 dias de idade, os grupos foram subdivididos de acordo com a realizagao ou
nao do protocolo de treinamento fisico moderado. Todos os animais apresentaram um aumento
no peso corporal dos 60 aos 125 dias [Figura 12A]. Os animais do grupo Df e DT¢
apresentaram um menor peso corporal quando comparado aos seus respectivos controles (Cr e
CTy) [Figura 12A]. Contudo, ao longo das semanas de treinamento, os animais do grupo Dy e
TD¢ apresentaram um maior ganho de peso corporal e para o grupo Df este aumento
permaneceu até os 125 dias de idade [Figural2B]. O ganho de peso corporal dos animais do
grupo DTy foi semelhante aos grupos Cr e CTy a partir da 4* semana de treinamento [Figura

12B].
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Figura 12: Peso corporal dos animais (A) e percentual do ganho de peso corporal (B) a partir dos 60
dias de idade dos grupos controle (Cg n=6), submetidos a uma dieta baixa em proteina (D, n=6),
treinados (CTg, n=6) e submetidos a uma dieta baixa em proteina e treiandos (DT, n=6). Os valores
percentuais representam a variacdo de peso entre o 60° e 125° dia de vida. Os valores sdo expressos
em media + E.P.M. ANOVA two-way seguido do teste de Bonferroni. *p<0.05 quando comparado ao
grupo Cy. " p<0.05 quando comparado ao grupo Dy.

A avaliacao dos tipos de fibras dos musculos soleo e EDL foi realizada pela
técnica da ATPase apos pré-incubacao em diferentes pH. Os tipos de fibras oxidativas (tipo I)
e glicoliticas (tipo II) foram identificadas em pH 4,3. Quando comparado aos animais do
grupo Cg, os animais do grupo Dy apresentaram um menor percentual de fibras do Tipo I (C¢=
82,5 £ 0,4; Df= 78,2 £ 0,9, p<0,05) e um maior percentual de fibras do Tipo II (C;=17,4
0,4; D¢=21,7 £ 0,9, p<0,05) no musculo soleo [Figuras 13A e 13B]. O percentual de fibras do

Tipo I e II ndo alterou nos animais do grupo Tre DT¢ quando comparado aos animais do grupo
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Ct, contudo, houve uma diminui¢ao no percentual de fibras do Tipo II nos animais do grupo
TD¢ quando comparado aos animais do grupo CTy [Figuras 13A e 13B]. Com relagdo a
contagem relativa dos tipos de fibras do musculo EDL no pH 4,3, nao houve diferenca entre os

grupos [Figuras 13A e 13B].

Figura 13A: Cortes transversais dos musculos EDL e soleo pré-incubados a um pH de 4,3 de cada
grupo experimental: controle (A e B), submetido a uma dieta baixa em proteina (C e D), treinados (E e
F) e submetidos a uma dieta baixa em proteina e treinados (G e H). Setas vermelhas identificam fibras
do Tipo I e setas brancas identificam fibras do Tipo II.
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Figura 13B. Os graficos demonstram a média + E.P.M dos valores percentuais a partir da contagem
total de fibras nos cortes. Controle (Cg, n=6), submetidos a uma dieta baixa em proteina (D, n=6),
treinados (CTg, n=6) e submetidos a uma dieta baixa em proteina de treinados (DT, n=6). Teste
ANOVA one-way seguido do teste de Tukey. * p<0.05 quando comparados ao grupo Cr. = p<0.05
quando comparados ao grupo Ds.

Os tipos de fibras 1 (oxidativas), Ila (oxidativas e glicoliticas) e IIb
(predominantemente glicoliticas) dos musculos s6leo e EDL foram identificadas a partir da
atividade enzimatica da ATPase em pH 4,55. Na avaliagdo dos tipos de fibras do musculo
EDL, os animais do grupo CTy apresentaram um aumento do percentual de fibras do Tipo Ila
(CT¢= 68,8 £ 0,7; C¢= 59,5 + 1,1; p<0,05) e uma diminui¢do no percentual de fibras do Tipo
Ib (CT¢= 32,2 £ 0,6; Cs= 36,7 £ 1,1; p<0,05) quando comparados aos animais do grupo C¢
(Figuras 14A e 14B). Os animais do grupo DTr apresentaram um aumento no percentual de
fibras do tipo ITa (DT¢= 62,2 £ 1,6; D= 56,9 + 1,4; p<0,05) e uma diminui¢do no percentual
de fibras do tipo IIb (DT = 34,6 £ 1,6; Df= 40,3 £ 1,6; p<0,05) quando comparados aos
animais do grupo Dy. O percentual de fibras do tipo I no musculo EDL ndo alterou quando os
grupos foram comparados [Figura 14A e 14B].

Com relagdo ao musculo so6leo, nos animais do grupo Dy houve uma diminuicao
no percentual de fibras do tipo I (Dr= 77,8 £ 0,5; C¢= 83,1 £ 0,5; p<0,05) e um aumento no

percentual de fibras do tipo Ila (D¢ = 19,0 £ 0,4; C¢= 12,9 + 0,4; p<0,05) quando comparado
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aos animais do grupo Cr [Figura 14A e 14B]. Os animais do grupo CTy apresentaram um
aumento no percentual de fibras do tipo Ila (CT¢= 15,1 £ 0,2) e o percentual de fibras do tipo
I ndo alterou (CT¢= 83,7 £ 0,2). Os animais do grupo DTy apresentaram um aumento no
percentual de fibras do tipo I (80,3 £ 0,7) e uma diminui¢do no percentual de fibras do tipo Ila
(17,2 £ 0,7) quando comparados aos animais do grupo Dr. Da mesma forma, os animais do
grupo Dr (2,1 £ 0,1) apresentaram um menor percentual de fibras do tipo IIb quando

comparados aos animais do grupo Cr (3,9 £ 0,2) [Figura 14A e14B].
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Figura 14A: Cortes transversais dos musculos EDL e séleo pré-incubados a um pH de 4,55 de cada
grupo experimental: controle (A e B), submetido a uma dieta baixa em proteina (C e D), treinados (E e
F) e submetidos a uma dieta baixa em proteina e treinados (G e H). Setas vermelhas identificam fibras
do tipo I, setas verdes identificam fibras do tipo Ila e setas brancas identificam fibras do tipo IIb.
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Figura 14B. Os graficos demonstram a média = E.P.M dos valores percentuais a partir da contagem
total de fibras nos cortes. Controle (Cg, n=6), submetidos a uma dieta baixa em proteina (Dy, n=6),
treinados (CT;, n=6) e submetidos a uma dieta baixa em proteina de treinados (DT, n=6). Teste
ANOVA one-way seguido do teste de Tukey. * p>0.05 quando comparados ao grupo Cr. © p>0.05

quando comparados ao grupo Dy.
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7. DISCUSSAO
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O presente estudo teve como objetivo testar a hipotese que o treinamento fisico
moderado atenua os efeitos da desnutrigdo perinatal na propor¢ao de fibras dos musculos séleo
e EDL de ratos adultos. Varios estudos tém verificado que a desnutrigdo materna durante o
periodo critico de desenvolvimento do musculo diminui o nimero de fibras musculares
afetando a taxa de crescimento do filhote e favorecendo o aparecimento de doencas
metabolicas (WILSON E HUGHES, 1997; MALTIN et al., 2001; KENSARA et al., 2005;
SAYER e COOPER, 2005). Por outro lado, também tem sido amplamente reconhecido que a
treinamento fisico tem efeitos positivos no ganho de for¢ca muscular, no metabolismo dos
lipideos e carboidratos, atuando como co-adjuvante no tratamento da obesidade, de doencas
cardiovasculares e na diabetes tipo II (HIRABARA et al., 2006; LEANDRO et al., 2007,
SILVEIRA et al., 2007; PARENTE et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008). Estes efeitos
positivos sdo relacionados as adaptagdes que ocorrem no musculo esquelético pela expressao
especifica de proteinas contrateis (isoforma da cadeia pesada de miosina) e pelo aumento na
atividade e no contetido mitocondrial (capacidade oxidativa) (ROCKL et al., 2007). Nossos
resultados mostram que o treinamento fisico moderado também teve efeitos positivos
aumentando a propor¢do de fibras oxidativas no musculo de animais submetidos a uma dieta
baixa em proteina.

Um modelo animal de estudo da programagdo fetal bem estabelecido é fornecer
uma dieta normoprotéica (com 18 a 20% de proteina, caseina) ou uma dieta hipoprotéica (7%
a 8% de proteina, caseina) as maes durante a gestacdo ¢ lactagdo, e, a partir do desmame, os
filhotes comegam a receber dieta padronizada (CRIPPS et al., 2007; COTTRELL ¢ OZANNE,
2008; MARTIN-GRONERT et al.,, 2008). No nosso estudo, maes submetidas a dieta
hipoprotéica apresentaram um menor ganho de peso corporal no ultimo ter¢o da gestacio.

Resultados similares com o mesmo modelo de desnutrigdo forma encontrados em estudos
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prévios (FERNANDEZ-TWINN et al., 2003; AMORIM et al., 2009). No nosso estudo, ndo
houve alteracdo no peso ao nascer dos filhotes, mas a taxa de crescimento até os 60 dias de
idade foi reduzida em cerca de 60% nos animais de maes desnutridas. A redugdo na taxa de
crescimento dos filhotes de maes desnutridas j& esta bem estabelecida na literatura e parece ter
uma associacao direta com a diminui¢do permanente no numero de células musculares
(WILSON et al., 1988; BAYOL et al., 2004). Wilson et al. (1988) verificaram uma redugdo
de 29% no numero de fibras do musculo séleo e de 34% no musculo lumbricais de fetos (20°
dia) de maes desnutridas (restri¢do de 30% da dieta). Quando a dieta equilibrada foi fornecida
no periodo de lactagdo, a redu¢ao no niimero de fibras de ambos os musculos dos filhotes aos
28 dias de vida permaneceu reduzida (WILSON et al., 1988). Mallinson et al. (2007)
verificaram que a desnutri¢do protéica (9% de caseina) durante a gestacdo reduziu o niamero e
a densidade de fibras do tipo I do musculo so6leo de filhotes com 4 semanas de idade. Apesar
dos estudos utilizarem diferentes modelos de desnutricdo, ¢ provavel que a taxa de
crescimento de filhotes de maes desnutridas esteja relacionada ao percentual de massa magra
do corpo que foi diminuido desde a vida fetal.

Por outro lado, a partir dos 60 dias de idade, os animais que foram desnutridos
apresentaram um maior ganho de peso corporal, embora tenham permanecido com peso
corporal menor que o controle. Este resultado pode estar associado ao aumento do percentual
de gordura corporal nos animais desnutridos, uma vez que a desnutri¢ao fetal também altera o
desenvolvimento dos adipécitos resultando em adipogénese e lipogénese na vida adulta
(MARTIN et al., 1998; PASSOS et al., 2008). Nos animais treinados e que foram desnutridos,
o ganho de peso corporal foi maior apenas nas trés primeiras semanas. O treinamento fisico
leve e moderado aumenta a mobiliza¢ao de 4cidos graxos dos adipdcitos e sua utilizagdo no

musculo esquelético (HIRABARA et al., 2006; SILVEIRA et al., 2008). E este efeito pode
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estar relacionado a um menor acumulo de gordura no tecido adiposo e aumento da massa
magra (SILVEIRA et al., 2008). Assim, o treinamento fisico moderado parece atenuar o ganho
de peso corporal de animais programados a estocar mais tecido adiposo.

O modelo de desnutricao utilizado no presente estudo foi submeter os animais a
uma dieta baixa em proteina durante a gestagao e lactacdo de forma a atingir o periodo critico
de hiperplasia e hipertrofia das fibras musculares. Estudos prévios demonstram que, em
roedores, a embriogénese de fibras primarias e secundarias do musculo soleo ocorre no
periodo gestacional e vai até o inicio da vida pos-natal (WILSON et al., 1988; BUSCHER ¢
IZPISUA BELMONTE, 1999; BRAMELD, 2004).

De fato, nossos resultados demonstram que animais desnutridos na gestacdo e
lactagdo apresentaram um menor percentual de fibras do tipo I e um aumento na proporgao de
fibras do tipo Ila no musculo s6leo. Resultados similares tem sido publicados com modelos de
desnutrigdo pré-natal e percentual de fibras dos filhotes logo ap6s o desmame (WILSON et al.,
1988; BAYOL et al., 2004).

Por outro lado, outros estudos ndo encontraram diferencas na propor¢ao de fibras
do tipo I, mas um aumento na propor¢do de fibras do tipo Ila no musculo séleo de ratos aos
25, 30 ¢ 90 dias de idade que foram desnutridos na gestagdo (MALLINSON et al., 2007,
TOSCANO et al., 2008).

Os diferentes resultados encontrados estdo relacionados ao modelo de desnutri¢ao
e a idade pos-natal em que os filhotes foram avaliados.

A desnutricdo somente na gestacdo pode alterar o numero de fibras (hiperplasia)
que ¢ fixado ao nascimento (BRAMELD, 2004). Se a desnutri¢ao continua até o periodo de
desmame, vao ocorrer também alteragdes no tamanho das fibras (hipertrofia) (BRAMELD,

2004). A hipertrofia do musculo requer aumento da sintese protéica e o recrutamento de
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células precursoras mononucleadas que sob ativagdo, proliferam, diferenciam e fundem com
fibras ja existentes restaurando o musculo (ROCKL et al., 2007).

No nosso estudo, os animais foram submetidos a desnutri¢ao até o desmame ¢ isso
pode ter repercutido em uma menor sintese de proteinas via sinalizagdo hormonal (BAYOL et
al., 2004). Uma vez que as fibras musculares respondem as alteragdes ambientais mudando o
seu fenotipo de forma a se adaptarem a uma demanda metabdlica, ¢ provavel que a
desnutri¢io perinatal tenha provocado uma conversdo de fibras do tipo I e IIb para o tipo Ila. E
interessante observar que os animais que foram desnutridos permaneceram sedentarios em
suas respectivas gaiolas até os 125 dias de idade. Portanto, ndo houve nenhum estimulo
ambiental que induzisse alteracdes nesta proporcdo de fibras. Diante disso, ¢ de se especular
que, se nao houver estimulacdo ambiental, as fibras primdrias (oxidativas) e secundéarias
(glicoliticas) podem ser susceptiveis a programagao fetal induzida pela desnutricio (WILSON
et al., 1988). Outro mecanismo proposto que associa a desnutri¢do fetal ao fenotipo de fibras
na vida adulta ¢ a resposta reflexa do musculo via inervagao dos motoneuronios (FREITAS-
SILVA et al., 2008). Animais submetidos a um modelo de hipoatividade por suspensdo das
patas traseiras apresentam uma diminui¢do no percentual de fibras lentas (tipo I) e esta
alteracdo ¢ associada a ineficiéncia da inervacdo de motoneuronios (ALMEIDA-SILVEIRA et
al., 2000).

Os animais treinados apresentaram aumento na propor¢do de fibras do tipo Ila
tanto no musculo séleo como no EDL. O aumento na propor¢ao de fibras do tipo Ila em
resposta a um treinamento fisico ja esta bem estabelecido (BIGARD et al., 1996; BIGARD et
al., 1999; CAMPOS et al., 2002; KARIYA et al., 2004; ROCKL et al., 2007). A populagao de
fibras em um determinado musculo ¢ dinadmica ¢ se adapta de acordo com a estimulagdo

ambiental, e o treinamento fisico tem sido reconhecido como principal estimulo para mudanca
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nos tipos de fibra (HOSTLER et al., 2001). E de ressalva que o aumento na propor¢do de um
determinado tipo de fibra ¢ diretamente relacionado com a intensidade e duragdao do esforco
(VISSING et al., 2008). Em resposta a um protocolo de treinamento fisico (8 semanas de
treinamento progressivo de resisténcia), houve diminui¢cdo na percentagem de fibras do tipo
IIb com concomitante aumento do percentual de fibras do tipo Ila do musculo vasto lateral de
homens (CAMPOS et al., 2002). Em ratos, um protocolo de treinamento fisico durante 10
semanas resultou no aumento do percentual de fibras do tipo I e diminui¢do no percentual de
fibras do tipo II no musculo plantaris e vasto lateral (LUGINBUHL et al., 1984). Neste
mesmo estudo, ndo houve alteragdo no percentual de fibras do tipo I no musculo sdleo
(LUGINBUHL et al., 1984). Em resposta a um protocolo de treinamento fisico (18 m/min, 8%
inclinagdo, 20 min/dia, 5 dias/semana) houve um aumento de fibras do tipo Ila no musculo
plantaris de ratos com 10 semanas de idade. Apesar dos estudos utilizarem diferentes
protocolos de treinamento fisico e da especificidade de cada musculo, parece que os resultados
convergem para alteragdes fenotipicas na direcdo das fibras do tipo Ila. As fibras do tipo Ila
sdo caracteristicamente oxidativas e glicoliticas podendo alterar seu fenotipo para fibras do
tipo I ou IIb (BIGARD et al., 1999). Estas alteragdes fenotipicas estdo relacionadas ao sistema
regulatério do Ca™, a composicdo de proteinas ¢ a eficiéncia do metabolismo (KARIYA et al.,
2004). Ademais, a mudanca de fibras estd positivamente associada ao metabolismo no
musculo e tem sido contemplada no tratamento de doengas metabodlicas, como por exemplo, a
obesidade e a diabetes tipo II (SULLIVAN, 1982; HORTON, 1986; SUN et al., 2008).

O principal resultado do presente estudo respeita as alteracdes minimas no
percentual de fibras dos musculos soleo e EDL dos animais submetidos a desnutri¢do
hipoprotéica e posteriormente treinados. Como anteriormente descrito, embora o genoma fetal

possa determinar o crescimento ¢ a diferenciagdo do musculo, o estimulo ambiental pode,
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efetivamente, alterar os tipos de fibras de acordo com a demanda metabolica. E bem aceito que
a formacdo de fibras musculares e o crescimento pos-natal sdo regulados pelo fator de
crescimento similar a insulina (IGF-1) e pelo hormonio do crescimento (GH) via ativagao de
células satélites e aumento da sintese de proteina no musculo (BAYOL et al., 2004; De Moura
et al., 2007). A desnutri¢ao fetal afeta o eixo GH/IGF e algumas das alteragdes podem levar a
distarbios permanentes na via de sinalizacdo do IGF-1 e do GH em varios tecidos, inclusive o
musculo esquelético (SETIA e SRIDHAR, 2009). De Moura et al. (2007) verificaram que a
desnutricdo durante a lactacdo pode programar a expressao do RNAm do hormoénio do
crescimento em ratos adultos. Em adicao, o nivel sistémico de IGF-1 ¢ também reduzido em
filhotes que foram submetidos a desnutri¢ao fetal (TOMITA et al., 2001). Estas alteragoes
estao relacionadas ao aparecimento da resisténcia a insulina e hipertensao e podem atuar na
génese da obesidade e da diabetes tipo II.

Por outro lado, o treinamento fisico parece aumentar a propor¢ao ¢ a eficiéncia de
fibras que utilizam glicose e acidos graxos para produzir energia (GOODYEAR e KAHN,
1998). No nosso estudo, a propor¢ao de fibras oxidativas dos animais desnutridos e treinados
foi maior quando comparada ao seu controle apenas desnutrido. Nossos resultados apontam
para o papel protetor do treinamento fisico na manutencdo de fibras glicoliticas-oxidativas
mesmo em animais programados a desenvolver sindrome metabdlica. E provavel que o
mecanismo subjacente esteja relacionado a mudangas intrinsecas no musculo via agdo
paracrina e autdcrina de mediadores hormonais, aumento da expressdo de proteinas da via
glicolitica e lipolitica, ou ainda pela biogénese mitocondrial (SILVEIRA et al., 2008). E
provavel também que a agdo sistémica de hormonios possam modular o restabelecimento de
fibras musculares mesmo em animais programados (GOODYEAR e KAHN, 1998). Ratos

diabéticos apresentaram uma diminui¢do na concentragdo de GH e IGF-1 que foi revertida
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quando os animais foram submetidos a um programa de treinamento fisico (natagcdo, 5
dias/semana, 1h/dia, a 90% do lactato maximo, durante 8 semanas) (GOMES et al., 2009). Em
humanos obesos, o treinamento fisico (16 semanas de treinamento de resisténcia) aumentou a
secre¢do de GH ¢ diminui o percentual de gordura na regido abdominal (IRVING et al., 2009).
Tomados juntos, as alteragdes na propor¢ao de fibras oxidativas observadas em nosso estudo e
a modulagdo de hormonios metabodlicos citados na literatura (SETIA e SRIDHAR, 2009)
parecem fornecer novos dados para o entendimento do mecanismo celular e molecular da

programacao fetal associada ao metabolismo no musculo.
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8. CONCLUSAO
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A desnutricao hipoprotéica durante a gestacdo e lactacdo tem efeito programador
na propor¢do de fibras musculares nos animais adultos. Por outro lado, o treinamento fisico
moderado pode atuar, como estimulo ambiental, para as mudangas fenotipicas em fibras de
musculos predominantemente oxidativos (so6leo) e predominantemente glicoliticos (EDL).
Estas mudancas sdo particularmente positivas em animais que foram desnutridos no periodo
critico do desenvolvimento. Assim, o treinamento fisico moderado atenua os impactos da
desnutricdo mantendo a propor¢ao normal de fibras oxidativas e afetando minimamente a

proporc¢ao de fibras glicoliticas.
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