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1- RESUMO DA TESE 

============================================================== 

A desnutrição protéica é, ainda, hoje, grave problema médico-social nos países em 

desenvolvimento. Assim, é de grande interesse o desenvolvimento de procedimentos 

mais efetivos no seu tratamento. Isso inclui o emprego do exercício físico bem como de 

novas fontes de proteína na alimentação. O presente estudo visou avaliar os efeitos da 

spirulina como fonte protéica, associada ou não ao exercício físico, sobre o crescimento 

e o metabolismo protéico muscular de ratos em recuperação da desnutrição protéica. 

Foram utilizados ratos Wistar, jovens (30 dias), separados nos seguintes grupos, de 

acordo com a fonte e a quantidade de proteína na dieta: I- Caseína 17% dos 30 aos 150 

dias de idade; II- Spirulina 17% dos 30 aos 150 dias de idade; III- Caseína 6% dos 30 

aos 150 dias de idade;  IV- Caseína 6% dos 30 aos 90 dias e Spirulina 17% dos 91 aos 

150 dias de idade; V- Caseína 6% dos 30 aos 90 dias e Caseína 17% dos 91 aos 150 dias 

de idade. Aos 91 dias, metade dos animais de cada grupo foi submetida ao treinamento 

físico de natação, 1 hora/dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas, com sobrecarga 

equivalente à transição metabólica aeróbio/anaeróbio determinada pelo teste do lactato 

mínimo. No músculo sóleo foram determinados peso e teores de proteína total e de 

DNA para inferir sobre o crescimento. Como índices do metabolismo protéico 

muscular, foram avaliadas as taxas de síntese (incorporação de 14C fenilalanina) e 

degradação (liberação de tirosina) de proteínas bem como a expressão da proteína 

miosina (western blotting). A spirulina provou ser uma fonte protéica adequada para 

animais submetidos ou não à desnutrição protéica. Tal qualidade pôde ser comprovada 
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pela manutenção do comprimento e do peso corporais de animais jovens alimentados 

com a dieta balanceada contendo spirulina. No que diz respeito às análises do 

metabolismo proteíco muscular, as taxas de síntese protéica bem como a expressão da 

miosina foram aumentadas, em ratos jovens, pela ingestão da dieta balanceada contendo 

spirulina, se comparados a ratos mantidos com a dieta balanceada contendo caseína. Em 

relação aos ratos submetidos à desnutrição protéica, constatou-se que as taxas de 

degradação protéica muscular, aumentadas pela desnutrição, bem como as taxas de 

síntese protéica muscular e decrescimento corporal reduzidas pela desnutrição, foram 

igualmente recuperadas com a ingestão de dietas balanceadas contendo spirulina ou 

caseína. Além disso, foi possível determinar a transição metabólica aeróbia/anaeróbia de 

ratos desnutridos, através do teste do lactato mínimo durante exercício de natação. Os 

animais desnutridos apresentaram concentração de lactato sanguíneo equivalente à 

transição metabólica mais baixa em relação aos animais controle para uma mesma carga 

de exercício, indicando que a restrição protéica altera a cinética de lactato sanguíneo 

durante a natação em ratos.  Em conjunto, os resultados da presente Tese de Doutorado 

indicam, em ratos previamente submetidos à restrição protéica e posteriormente 

alimentados com dietas balanceadas com caseína e/ou spirulina, que ambas as dietas 

foram igualmente eficientes em reverter as alterações no crescimento corporal e no 

metabolismo protéico muscular induzidas pela restrição protéica. Ainda, mais estudos 

são necessários afim de se identificar as causas reais da diminuição da concentração de 

lactato sanguíneo, durante a realização do exercício físico observada em animais 

desnutridos. 

 Palavras-chaves: Músculo esquelético; Spirulina; Desnutrição protéica; Metabolismo 

protéico; Lactato sanguíneo; Ratos. 
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2- THESIS ABSTRACT 

==============================================================

As we enter the 21
st
 century and the new millennium, malnutrition remains the single 

most important factor impairing health and productivity of large human populations, 

mainly in the developing countries. For this reason, the exploration of alternative 

alimentary protein sources became a matter of generalized interest and may be, or not, 

associated to physical exercise. The present study verified the effects of the blue green 

alga spirulina as the dietary source of protein, associated or not to physical exercise, on 

growing and protein metabolism in skeletal muscle of young rats recovering from 

malnutrition. Young male wistar rats were separated into groups, according to diet 

protocol: Casein 6% from 30 to 150 days old; Spirulina 17% from 30 to 150 days; 

Casein 17% from 30 to 150 days; Casein 6% from 30 to 90 days and Spirulina 17% 

from 91 to 150 days and Casein 6% from 30 to 90 days and Casein 17% from 91 to 150 

days. At 91 days, 50% of the animals of each group was submitted to swimming 

physical training, 1 hour/day, 5 days/week, during 8 weeks, supporting overload 

equivalent to aerobic/anaerobic metabolic transition determined by lactate minimum 

test. Spirulina proved to be an adequate protein source for animals submitted or not to 

protein malnutrition. This quality could be demonstrated by the maintenance of body 

length and weight of young animals fed the balanced diet containing spirulina. 

Considering the analysis of the muscle protein metabolism, the rates of protein synthesis 

and the expression of myosin were increased in young rats fed the balanced diet 
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containing spirulina, when compared with the rats fed the balanced diet containing 

casein. For rats subjected to protein malnutrition, it was found that the rates of muscle 

protein degradation, increased by protein malnutrition, as well as the rates of muscle 

protein synthesis and body growth, reduced by protein malnutrition, were recovered 

with the intake of the balanced diets containing spirulina or casein. Moreover, it was 

possible to determine the aerobic / anaerobic metabolic transition of protein 

malnourished rats during swimming exercise, through the minimum lactate test. The 

malnourished animals had lower blood lactate concentration at the metabolic transition 

in relation to the control animals, for the same load of exercise, indicating that protein 

restriction alters blood lactate kinetics during swimming exercise in rats. Together, the 

results of this thesis show that, in rats previously submitted protein restriction and then 

fed balanced diets with casein or spirulina, both diets were equally effective in 

reversing the changes in body growth and in muscle protein metabolism induced protein 

restriction. Still, more studies are necessary in order to identify the actual causes of the 

decrease in the blood lactate concentration during swimming exercise observed in 

protein malnourished animals. 

 

 Key words: Skeletal muscle; Spirulina; Protein malnutrition; Protein metabolism; 

Blood lactate; Rats. 
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3- INTRODUÇÃO GERAL 

============================================================== 

  

  Os efeitos da fome sobre populações têm sido observados desde épocas 

remotas e descritos através dos tempos. Contudo, pesquisas realizadas utilizando 

métodos científicos para avaliação da desnutrição, sua prevalência, natureza e 

abrangência de seus efeitos e integração com outros fenômenos, só tiveram início em 

épocas recentes. 

  Em 1928, a antiga liga das nações, sob o patrocínio de sua organização 

de higiene, procedeu a inquéritos em diferentes países. Foram, então, divulgados 

relatórios sobre as condições alimentares no mundo, demonstrando que mais de 2/3 da 

humanidade viviam em permanente estado de fome (CASTRO, 1965). 

  Mais recentemente, baseado em pesquisas nutricionais realizadas em 

todos os continentes, a Food and Agriculture Organization of the United Nations (2001) 

relatou que, embora em termos percentuais, tenha havido decréscimo na incidência de 

desnutrição entre 1990 e 1999, em números absolutos 623,7 milhões de pessoas nesses 

continentes ainda são acometidas por essa carência nutricional. 

  No Brasil, em 1996, foram efetuados inquéritos sobre o estado 

nutricional da população de menores de 5 anos, em áreas urbanas e rurais em diferentes 

regiões (MONTEIRO, 2003). Em áreas urbanas da região Centro-Sul (inclui as regiões 

Centro-Oeste, Sudeste e Sul), por exemplo, a prevalência da desnutrição situou-se 



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

6 

próximo a 4,6%, enquanto que em áreas urbanas das regiões Norte e Nordeste chegou 

aos 16,6 e 13,0%, respectivamente. 

  Há várias décadas a desnutrição protéica vem preocupando autoridades 

ligadas aos setores de saúde pública, principalmente a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), cujos técnicos têm debatido a descoberta e o emprego de novas fontes protéicas 

bem como as normas a serem seguidas para seu uso na alimentação humana (MOURA, 

1981). 

  Além da agricultura e da pecuária convencionais, outras fontes protéicas 

têm sido examinadas. Nesse sentido, microorganismos têm recebido atenção especial 

como fonte alternativa de proteína na dieta. O termo biomassa ou single cell protein 

(scp) foi proposto por Tannembaum (1975) como um termo genérico para indicar fontes 

protéicas brutas ou refinadas, originárias de microorganismos. 

  Existem, pelo menos, duas razões para se pensar a respeito do papel da 

biomassa na alimentação humana: a velocidade de reprodução dos microorganismos e o 

grau de controle que pode ser exercido sobre suas condições de crescimento (MOURA, 

1981). Entre vários organismos que vêm sendo estudados, a alga verde-azulada 

spirulina é considerada um microorganismo promissor para essa finalidade  

 Araújo et al. (2003) realizaram estudo utilizando a biomassa spirulina, 

proveniente de três países distintos (México, China e Cuba), administrada a ratos 

adultos durante 28 dias. Nesse experimento, foram formuladas rações contendo 5% e 

10% de cada biomassa e o efeito das mesmas foi verificado através de dois parâmetros: 

crescimento corporal e consumo de alimento. Os resultados obtidos nesse trabalho 

mostraram que a ingestão de spirulina pelos ratos, aos níveis de 5% e 10% da dieta, não  
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alterou peso corporal e consumo alimentar em comparação com animais que receberam 

dieta controle. Estes resultados foram independentes da origem das biomassas utilizadas 

e sugerem que a spirulina pode ser utilizada como fonte alimentar sem que haja 

comprometimento ao organismo. 

  A desnutrição protéica implica em comprometimento funcional de 

diversos sistemas e órgãos de seus portadores, entre eles, a musculatura esquelética 

(WATERLOW; ALLAYNE, 1974; TORUN; CHEW, 1994). Algumas alterações são 

totalmente revertidas com a recuperação nutricional, enquanto outras, não. 

  Por outro lado, sabe-se que a prática regular de atividade física exerce 

efeitos benéficos para a saúde, tais como aumento da capacidade oxidativa e do 

crescimento muscular, melhora das condições cardiorrespiratórias e facilitação da 

mineralização óssea, entre outros (BURNS et al., 2005). Assim sendo, no presente 

estudo, visa-se avaliar os efeitos da spirulina como fonte protéica, associada ou não ao 

exercício, na recuperação de ratos submetidos à desnutrição protéica. 
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4 – OBJETIVOS 

============================================================== 

  

4.1- Objetivo geral 

  A presente Tese foi delineada para avaliar os efeitos da spirulina como 

fonte protéica, associada ou não ao exercício físico, sobre o crescimento e metabolismo 

protéico do músculo estriado esquelético de ratos durante a recuperação de desnutrição 

protéica.  

 

4.2- Objetivos específicos 

  Os objetivos específicos da presente Tese foram divididos em três (3)  

pontos principais, sendo: 

 

a) Avaliação dos índices do crescimento muscular e do metabolismo protéico em ratos 

jovens mantidos com nível adequado de proteína na dieta proveniente da spirulina;  

b) Verificação da concentração de lactato sanguíneo, referente à transição metabólica 

aeróbia/anaeróbia, durante o teste do lactato mínimo em ratos desnutridos;  

c) Análise dos efeitos das dietas à base de caseína e spirulina na recuperação nutricional 

de ratos previamente submetidos à restrição protéica alimentar. 
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5 – REVISÃO DA LITERATURA 

============================================================== 

 

5.1- Desnutrição protéico-calórica: características gerais 

  A desnutrição, ou mais corretamente, as deficiências nutricionais – 

porque são várias as modalidades de desnutrição – são doenças que decorrem do aporte 

alimentar insuficiente em energia e nutrientes ou, ainda, com alguma freqüência, do 

inadequado aproveitamento biológico dos alimentos ingeridos, geralmente motivado 

pela presença de doenças, em particular infecciosas (MONTEIRO, 2003). 

  As conseqüências da desnutrição para o organismo são variadas, 

entretanto desde as formas leves às mais severas é constante o comprometimento do 

crescimento. Por essa razão, são utilizados indicadores antropométricos com a 

finalidade de diagnosticar a desnutrição infantil. O parâmetro mais usado é a adequação 

percentual do peso corporal do indivíduo em relação à idade. A classificação mais 

empregada para avaliar o estado nutricional de crianças de 1 a 4 anos é a proposta por 

Gomes (1946) e prevê três graus para a desnutrição, conforme o déficit ponderal seja de 

10 a 24% (primeiro grau ou leve), de 25 a 40% (segundo grau ou moderada) ou maior 

de 40% (terceiro grau ou grave). Marasmo e Kwashiorkor são duas síndromes que 

correspondem a manifestações extremas da desnutrição de terceiro grau (TORUN; 

CHEW, 1994). 

  O Kwashiorkor manifesta-se com maior freqüência nos três primeiros 

anos de vida, especialmente no segundo. Apresenta sintomatologia bem definida com 
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quatro sinais sempre presentes: edema, atraso no crescimento, alterações psicomotoras 

com fraqueza muscular, alterações na pele e nos olhos (TORUN; CHEW, 1994).  

 O Marasmo instala-se nos primeiros anos, preferencialmente no decorrer 

do primeiro ano. Tem sido freqüentemente observado em crianças com 6 meses de 

idade em fase de desmame precoce, quando passam a receber alimentação deficiente. O 

aparecimento é gradual e a evolução é lenta. A deficiência de crescimento bem como de 

peso é acentuada, apresentando-se em torno de 60% do normal. Há significativa atrofia 

muscular e redução de gordura subcutânea (TORUN; CHEW, 1994). 

 Ainda existe considerável discussão sobre as diferenças na etiologia 

dessas duas síndromes reconhecidas da desnutrição. Embora elas sejam vistas como 

doenças que marcam os pontos finais do espectro das doenças também conhecidas pelo 

termo desnutrição protéico-calórica e que foi usado pela primeira vez por Jelliffe em 

1966, alguns autores sugeriram que ambas as formas de desnutrição poderiam resultar 

de um mesmo tipo e grau de privação dietética (SAWAYA, 1985). Outros acreditam 

que o kwashiorkor é basicamente uma deficiência protéica e o marasmo uma deficiência 

energética. Parece que as diferenças na etiologia podem ocorrer de acordo com as áreas 

geográficas, tipo de alimento, idade, ausência ou presença de algumas infecções, 

diarréia etc. 

 Ambas as doenças ocorrem mais freqüentemente entre crianças e bebês 

vivendo em zonas pobres dos países em desenvolvimento. Até a década de 1960, o 

kwashiorkor foi considerado a forma de desnutrição predominante, talvez por causa das 

suas características patológicas e metabólicas exóticas, muito diferentes das doenças 

encontradas na Europa. Hoje, se sabe, porém, que o marasmo é mais freqüente 

(BATISTA FILHO; RISSIN, 2003). 
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 No entanto, apesar do ritmo acelerado com que se processa a redução da 

desnutrição no Brasil, ainda não existe uma região onde se tenha completado a correção 

do déficit de estatura de crianças menores de cinco anos. O objetivo de se atingir os 

valores da curva de referência de crescimento (tabela do National Center of Health 

Statistics – Centro Nacional de Estatística da Saúde - universalmente recomendada) está 

relativamente próximo de ser alcançado nas populações urbanas do Sudeste, Sul e 

Centro- Oeste, mas ainda acha-se bem distante no Norte e Nordeste (MONTEIRO, 

2003). Nessas duas regiões, há a prevalência da carência protéica (de forma endêmica), 

o que pode aumentar a incidência e instalação do Kwashiorkor nessa população, 

sobrepondo-se à instalação do marasmo (BATISTA FILHO & RISSIN, 2003). 

 A desnutrição do tipo Kwashiorkor pode ser caracterizada pela 

deficiência de proteína na dieta, além de vitaminas e sais minerais, onde a alimentação 

ingerida na forma de carboidrato é normal (arroz, milho e mandioca, por exemplo; 

alimentos de baixo custo), não ocorrendo o mesmo com a ingestão de fontes alimentares 

ricas em proteínas (como por exemplo, a carne bovina e/ou de aves; alimento de custo 

elevado).  Os danos do kwashiorkor para o organismo são principalmente sobre o 

sistema imunológico, a ponto de qualquer infecção ser mortal para o indivíduo 

acometido e, ainda, esses danos são, na maioria dos casos, irreversíveis nesse tipo de 

desnutrição, tornando-a assim uma síndrome com menor grau de adaptação em relação 

ao marasmo (MENDONÇA, 2003). 

 A desnutrição durante a fase intra-uterina é assunto que tem sido 

abordado com destaque a partir da década de 1970. Entretanto, já em 1928, Capper 

distinguiu prematuros de recém-nascidos pequenos de gestação a termo e, na ocasião, 

observou-se que os últimos evoluíram para escolares atrasados, potencialmente 

neuróticos ou psicóticos. Antov (1947) demonstrou que, durante o cerco de Leningrado, 
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na Segunda Guerra Mundial, ocorreu diminuição de cerca de 500 a 600g no peso das 

crianças ao nascer. Os estudos de Smith (1947), a respeito da desnutrição materna 

ocorrida na Holanda em 1945, sobre o desenvolvimento fetal, acusaram diminuição de 

240g no peso ao nascer. Após essas constatações iniciais, vários foram os trabalhos 

clínicos e experimentais desenvolvidos nessa área. 

  Estudos efetuados em animais de laboratório, como ratos, cobaias e 

macacos, mostraram que a deficiência de proteínas (HINZ et al., 1976; KHORS et al., 

1980; LATORRACA et al., 1998; GALDINO et al., 2000) ou a restrição alimentar 

(ANDERSON et al., 1980; FERRARI et al., 1992) pré-natais causam retardo no 

crescimento fetal. Em animais, também, a desnutrição protéica crônica, imposta a várias 

gerações, resultou em retardo marcante do peso ao nascer, tamanho de órgãos, 

maturação sexual, comportamento e padrões de aprendizagem (STEWART et al., 1975). 

 

5.2- Crescimento celular: efeitos da desnutrição 

  O crescimento de qualquer órgão pode ser causado por aumento no 

número de células (hirperplasia), por aumento no tamanho das células já existentes 

(hipertrofia) ou por ambos os processos simultaneamente. O número total de células 

pode ser medido, com algumas exceções, determinando-se o conteúdo total de DNA do 

órgão e dividindo-se por uma constante que representa o conteúdo de DNA por núcleo 

diplóide na espécie em estudo (WINICK et al., 1972). 

  Determinado o número de células, o peso médio por célula, o conteúdo 

protéico por célula, o conteúdo de RNA por célula, entre outros, podem ser avaliados 

através da determinação da quantidade total de cada um desses elementos e dividindo-se 

pelo numero de células. O resultado pode ser expresso como razões peso/DNA; 

proteína/DNA; RNA/DNA, etc (WINICK et al., 1972). 
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  O aumento do conteúdo de DNA representa um tipo de crescimento, ou 

seja, aumento do número de células; enquanto que o aumento das razões peso/DNA, 

proteína /DNA e RNA/DNA representam outro aspecto do crescimento, isto é, o 

aumento da massa tecidual sem aumento no número de células (WINICK et al., 1972). 

  Parece claro, à vista do exposto, que numa agressão nutricional na fase 

de hiperplasia, por interferir com o número de células, poderá levar à lesão irreversível. 

Ocorrendo insulto na fase de hipertrofia, o efeito poderia ser reversível. Portanto, os 

efeitos da agressão, em caso de desnutrição, dependem fundamentalmente da fase de 

desenvolvimento orgânico em que o organismo se encontra. Desse modo, quando a 

desnutrição se impõe desde o período pré-natal, suas conseqüências tendem a ser mais 

graves. 

  Com a finalidade de estudar os efeitos da desnutrição sobre esses padrões 

de crescimento, Winick & Noble (1996) utilizaram 3 grupos de ratos. Um grupo sob 

restrição de calorias de zero a 20 dias de idade (época em que todos os órgãos, no caso, 

estão crescendo por divisão celular exclusivamente); o segundo grupo sob restrição dos 

21 aos 42 dias (época em que o cérebro e os pulmões não estão crescendo mais por 

divisão celular) e o terceiro, dos 64 aos 86 dias (quando todos os órgãos estão crescendo  

por hiperplasia celular). Após o período de restrição, todos os animais foram 

realimentados. 

  Os resultados indicaram que restrição precoce (grupo 1) interferiu com a 

divisão celular e os animais apresentaram menor número de células em todos os órgãos 

estudados, mesmo após a realimentação. Desnutrição tardia (grupo 3) resultou e, 

decréscimo da razão proteína/DNA (tamanho celular), com recuperação durante a 

realimentação. Nos animais desnutridos de 21 a 42 dias (grupo 2), todos os órgão 

apresentaram redução de proteínas e peso, mas o cérebro e os pulmões apresentaram 
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conteúdo norma de DNA enquanto que os outros órgãos tiveram conteúdo reduzido de 

DNA. Somente o cérebro e os pulmões recuperaram-se durante a realimentação. Estes 

dados suportam a hipótese de que a interferência com a divisão celular resulta em 

efeitos permanentes no organismo.  

 Albanes et al. (1990) observaram que restrição calórica (40%) imposta 

por três semanas, iniciada ao desmame, resultou em animais portadores de cólon mais 

leves, com menor número de células (menor quantidade de DNA total) e com redução 

da síntese de DNA (captação de 3H timidina) quando comparados a animais bem 

nutridos. Galdino (1996) constatou redução significativa no teor de DNA (número de 

células) no coração dos fetos no 19º dia de gestação.  

  Os efeitos da restrição energética prolongada e subseqüente 

realimentação sobre o músculo esquelético foram estudados em ratos obesos da 

linhagem Zucker, os quais mostraram marcante perda da massa corporal (64%), com 

conseqüente perda tecidual e redução no diâmetro das fibras no músculo plantar 

(BEMBEN et al., 1997). Por outro lado, Bemben e colaboradores (1997) demonstraram 

que a realimentação aumenta o diâmetro das fibras musculares, o qual se aproxima dos 

valores normais de ratos bem nutridos. Similarmente, Glore & Layman (1987) 

mostraram que a recuperação nutricional promove aumento na massa muscular de 

animais previamente submetidos à desnutrição protéico-calórica. 

 NASCIMENTO et al. (1990) observaram redução de aproximadamente 

50% no peso de ratos desnutridos quando comparados com normais e um importante 

decréscimo no diâmetro das fibras musculares desses animais. Recentemente, em outro 

estudo, Ventruci et al. (2004) observaram uma diminuição de cerca de 78% no peso do 

tecido muscular de ratos submetidos à desnutrição protéico calórica. 
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 A perda de tecido muscular na desnutrição protéica pode ser considerada 

um mecanismo homeostático. A desnutrição protéica promove uma redistribuição 

funcional das proteínas musculares para disponibilizar nitrogênio necessário para a 

síntese de proteínas teciduais, formação de células vermelhas e exercer funções imunes. 

A inter-relação de gordura, músculo e fígado envolve o catabolismo das proteínas 

musculares e liberação de precursores da neoglicogênese que serão utilizados pelo 

fígado. Durante esse processo, corpos cetônicos são sintetizados no fígado a partir da 

gordura e usados como combustível pelo cérebro e outros órgãos ao invés de glicose 

(BLACKBURN, 2001). 

 

5.3- Metabolismo protéico no músculo esquelético  

 5.3.1- Síntese Protéica 

  Uma das principais vias de sinalização de síntese protéica muscular, que 

é ativada por sinais induzidos por insulina, aminoácidos e exercício de resistência é 

denominada Phosphatidylinositol 3-kinase- mammalian target of rapamycin (PI3K-

mTOR) (BOLSTER et al., 2004). 

  Os mecanismos envolvidos na estimulação da síntese protéica muscular 

que ocorre em resposta à ativação da via de sinalização PI3K-mTOR podem ser 

separados em duas categorias temporais: a) mudanças imediatas, isto é, aquelas que 

ocorrem em menos de uma hora e que podem ser traçadas para aumentar as taxas de 

tradução de RNAm mediadas por ativação dos fatores de iniciação de tradução e b) 

mudanças a longo prazo, ou seja, aquelas que ocorrem após várias horas e que são 

resultado do aumento do número de ribossomos designados para a tradução de RNAm. 

Além disso, a sinalização de mTOR promove transcrição do DNA ribossomal. Juntos, o 

aumento da tradução de RNAm codificando proteínas ribossomais e o aumento da 
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transcrição de DNA ribossomal promovem a biogênese de ribossomos. Aumento no 

conteúdo celular de ribossomos é um mecanismo para elevar a capacidade crônica da 

célula para sintetizar proteína (FINGAR et al., 2002). 

  Em estudo realizado por Bodini et al. (2001) relacionando síntese 

protéica no músculo esquelético e exercício resistido, observou-se que os dados 

suportam a idéia de que outro componente da cascata quinase, a sinalização de 

Akt/mTOR, seja ativada e promova a regulação da translação de RNAm, causando 

assim, hipertrofia da musculatura esquelética. 

  O controle central de mTOR como mediador da resposta hipertrófica sob 

condições de exercício físico de resistência tem sido verificado através de tratamento in 

vivo com rapamycin (um inibidor específico de mTOR), o qual bloqueia quase que 

completamente a hipertrofia muscular (REYNOLDS et al., 2002), mostrando assim, a 

importância da via mTOR na síntese protéica muscular quando da realização de 

exercício físico. 

  Contudo, cada uma dessas proteínas pertencentes à via de sinalização 

PI3K-mTOR (incluindo a proteína Akt) é indispensável para mediar o crescimento da 

musculatura esquelética e, embora sejam propostas proteínas distintas como potenciais 

marcadores de hipertrofia muscular, uma resposta coordenada de vias de transdução de 

múltiplos sinais é essencial para todo o processo (BOLSTER et al., 2004). 
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5.3.2- Degradação Protéica 

 Nos últimos anos, os principais mecanismos de degradação protéica ou 

proteólise foram elucidados. A proteólise muscular ocorre através de vias lisossomal e 

não lisossomal. A via não lisossomal é controlada pelo sistema ubiquitina-proteossomo, 

principal responsável na quebra de proteínas miofibrilares e intracelulares de células 

eucarióticas (KEE et al., 2002; TAILLANDIER et al., 2004). A via da ubiquitina é um 

processo complexo, ativada no músculo durante o catabolismo severo (WRAY et al., 

2002). Este processo envolve múltiplos estágios que são proteossomo-dependentes. 

Incluem a ubiquitinização da proteína da família enzimática ubiquitina E1, E2 e E3 e o 

proteossomo 26S (ATTAIX, 2001), que dependem de energia fornecida pelo ATP. 

Além disso, o proteossomo 26S é um complexo proteolítico que consiste de uma 

partícula central, o 20S, e subunidade proteossomo adicionada por 2 complexos 

reguladores, o 19S e o 11S, ambos ligados ao terminal da subunidade 20S 

(GLICKMAN; CHIECHANOVER, 2002). 

 O exercício excêntrico (momento do processo de contração muscular 

onde as fibras musculares alongam-se após um encurtamento das mesmas)  resulta em 

lesão do músculo esquelético e estimula a proteólise muscular. De acordo com 

observações feitas em músculos sob condições de perda de massa muscular (i.e. câncer, 

trauma), o exercício excêntrico aplicado em sujeitos humanos (ação excêntrico-

isocinética do bíceps braquial com a mão não dominante ou leg press com extensão do 

joelho) resultou em aumento dos níveis de ubiquitina-proteossomo, detectado através de 

biópsia muscular (THOMPSOM; SCORDILIS, 1994; STUPKA et al., 2001). 

Corroborando tais resultados, as atividades da enzima proteossoma elevaram-se após 14 

dias de exercício excêntrico no músculo vasto-lateral de voluntários sadios, também 

determinado através de biópsia muscular. 
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 Por outro lado, o exercício aeróbio é conhecido por ter efeitos 

hipertróficos sobre a musculatura esquelética. Kee et al. (2002) reportaram que em 

músculos incubados, retirados de ratos 24 horas após 5 dias consecutivos de exercício 

progressivo em esteira rolante, a proteólise é consideravelmente reduzida quando 

comparada com a de animais não exercitados. Este fenômeno está associado à redução 

da atividade da quimotripsina do proteossoma e das taxas de ubiquitina-proteossoma 

dependente da hidrólise de caseína nos músculos extraídos de ratos exercitados 

comparados com não exercitados. Em outro estudo, Willoughby et al. (2000) 

observaram, em pacientes com lesão na medula espinhal (caracterizados por 

apresentarem catabolismo) submetidos a 12 semanas de exercício, de modo passivo, 

realizado em bicicleta ergométrica, que houve decréscimo da expressão de ubiquitina, 

da enzima E2 e da subunidade 20S proteossoma. Estes resultados sugerem que a 

supressão da proteólise através da via ubiquitina-proteossoma, após exercício de 

endurance, pode contribuir para o ganho protéico, de maneira aguda ou crônica, 

também sob outras condições deletérias ao organismo, como por exemplo, na 

desnutrição protéico-calórica. 

 

5.4- Recuperação nutricional: efeitos do exercício 

  Sabe-se que a prática regular de atividade física exerce efeitos benéficos 

para a saúde, tais como aumento da capacidade oxidativa e do crescimento muscular, 

melhora das condições cardiorrespiratórias e facilitação da mineralização óssea, entre 

outros (POWERS & HOWLEY, 2000). O exercício pode ser, também, benéfico na 

recuperação nutricional. Ao serem comparados os ritmos do crescimento de crianças 

entre dois e quatro anos de idade, enquanto se recuperavam de desnutrição em hospitais, 

verificou-se que as crianças ativas, que participavam de jogos, envolvendo gasto 
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energético moderado, apresentavam não só massa magra como também tiveram maior 

crescimento linear do que quando seguiam o nível de atividade física de rotina dos 

hospitais (jogos sedentários) (TORUN & VITERI, 1994).  

  Em animais de laboratório, os efeitos do exercício sobre o crescimento 

corporal são dependentes das propriedades mecânicas do exercício e da espécie de 

animais utilizados (BORER, 1979). Os resultados referentes a estudos realizados em 

modelos animais de má nutrição são conflitantes. Alguns apontam efeitos positivos do 

exercício sobre o crescimento e o desenvolvimento (SAKAMOTO & GRUNEWALD, 

1987; GALDINO et al., 2000), enquanto outros trabalhos não encontram qualquer efeito 

(ROCHA et al., 1997; ZANELATTO et al., 1992). Nesses estudos foram empregadas 

diferentes espécies de animais, como camundongos (ZANELATTO et al., 1992) e ratos 

(BARBIRAK et al., 1974; ROCHA et al., 1997; GALDINO et al., 2000) , diferentes 

procedimentos para provocar desnutrição, como jejum intermitente (SAKAMOTO & 

GRUNEWALD, 1987), jejum prolongado (BARBIRAK et al., 1974) e restrição de 

ingestão protéica (CREWS, 1969; ZANELATTO et al., 1992; ROCHA et al., 1997; 

GALDINO et al., 2000) e, ainda, diferentes protocolos de atividades físicas, como 

natação livre (ZANELATTO et al., 1992), natação com sobrecargas de 5% do peso 

corporal (ROCHA et al., 1997; GALDINO et al., 2000), o que torna difícil a 

comparação dos resultados.  

 Existem muitas evidências epidemiológicas de enfermidades crônicas 

degenerativas ligadas à desnutrição e à concomitante capacidade de proteção fornecida 

não só por uma alimentação adequada, mas também por hábitos saudáveis e atividade 

física moderada e rotineira. 

  Bass et al. (2005), em estudo abordando revisão da literatura sobre 

desnutrição protéico-calórica (DPC), reportaram que o exercício físico exerce potencial 
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efeito no aumento da força-pico da musculatura esquelética e atuação da mesma sobre o 

tecido ósseo, o que leva a um aumento proporcional da mineralização e densidade óssea 

em crianças acometidas pela DPC.  

  Duran et al. (2005) verificaram, em ratos submetidos à desnutrição 

protéica pré-natal, que o sistema de atividade neuro-locomotor dos mesmos foi afetado 

negativamente se comparados a animais controles. Essa ocorrência resultou em 

comprometimentos motores graves quando esses animais atingiram a idade adulta. 

  Tamaki et al. (2004) realizaram estudo com ratos acometidos pela 

desnutrição protéica e submetidos ao treinamento físico de corrida em esteira rolante 

por 3 semanas. Esses autores verificaram inibição da osteoporose nesses animais 

(comum nesse tipo de desnutrição), se comparados com ratos também desnutridos mas 

mantidos sedentários, pelo não aumento dos níveis da enzima fosfatase alcalina 

(marcadora bioquímica da incidência de osteoporose). 

 Mais estudos são necessários afim de esclarecer melhor os efeitos do 

exercício físico sobre a recuperação nutricional sob o ponto de vista do tipo de indução 

da desnutrição e tipo de exercício empregado, onde nesse último tornam-se importantes 

ergômetro e intensidade utilizados para esse fim. 

5.5 - Spirulina como fonte protéica alimentar 

 Spirulina é uma alga verde-azulada de forma helicoidal, com 

comprimento de 0,2-0,5mm (BELAY et al., 1993). O mérito especial dessa alga como 

fonte alimentícia é que a mesma contém 65 a 70% de proteína, com base no peso seco, 

o que é superior a qualquer outra fonte natural de alimento e contém os oito 

aminoácidos essenciais ao homem (NAKAYA et al., 1998). A alga cresce, 

normalmente, em águas de lagos naturalmente alcalino, localizados em zonas áridas. 

Embora a água alcalina desses lagos não possa ser utilizada para irrigação, pode ser 
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aproveitada para o cultivo de spirulina e, uma vez que essa alga tem uma taxa de 

reprodução rápida, dividindo-se três vezes ao dia, uma área devotada totalmente ao 

crescimento de spirulina pode produzir 125 vezes mais proteína que área de mesma 

dimensão devotada ao cultivo de milho; 70 vezes mais do que se voltada a criação de 

peixes ou 600 vezes mais se voltada para criação de gado (FURST, 1978). 

 De acordo com avaliações prévias efetuadas com seres humanos, a 

spirulina parece ser boa fonte protéica para a alimentação. Tem boa aceitação e não 

apresenta efeitos tóxicos aparentes, embora tenha digestibilidade um pouco reduzida 

(KAY, 1991). Em estudos conduzidos com animais de laboratório, especialmente ratos, 

constatou-se que, também para estes, a spirulina apresenta boa aceitação, adequada 

digestibilidade e ausência de efeitos tóxicos (SALAZAR et al., 1998). 

 Em estudos efetuados com ratos, verificou-se que a spirulina é um bom 

suplemento durante a gestação (KAPOOR; MEHTA, 1998; SALAZAR et al., 1998) e 

não parece exercer qualquer efeito deletério sobre marcadores de crescimento das crias 

(SALAZAR et al., 1998). Além disso, outros trabalhos mostraram que a spirulina pode 

exercer efeitos benéficos no tratamento de algumas formas de câncer (COMBS et al., 

1989; NAGASAWA et al., 1989) e da desnutrição (FICA et al., 1984). 

 Grinstead et al. (2000) observaram que uma dieta suplementada com 2,8 

gramas de spirulina 3 vezes ao dia ao longo de 4 semanas resultou em significativa 

redução do peso corporal de porcos obesos. A spirulina demonstrou eficácia, também, 

em atenuar a hipertensão arterial de ratos (IWATA et al., 1990; HERNÁNDEZ et al., 

2001). 

 O Conselho Econômico e Social das Nações Unidas, em plenário 

realizado no dia 15 de Julho de 2003, nos Estados Unidos, reuniu delegações de vários 

países com o intuito de estabelecer algumas metas visando intensificar programas de 
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assistência humanitária. Entre as delegações estava a França, representada por Gilles 

Grillet (Membro-Chefe da Instituição Inter-Governamental para o uso da Micro-Alga 

Spirulina no combate à Desnutrição). Grillet, em sua fala, propôs ao Conselho o 

consumo da spirulina como meio de combate à desnutrição severa e a utilização dessa 

micro-alga como suporte para o desenvolvimento rural, além de defender a criação de 

centros produtores de spirulina para abastecer populações acometidas pela desnutrição. 
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6 – MATERIAL E MÉTODOS 

============================================================== 

 

 6.1 – Animais 

 Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, jovens (30 dias de idade, no 

início do experimento), provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual 

Paulista (UNESP) – Botucatu/SP. Os animais permaneceram em gaiolas coletivas (5 

ratos por gaiola) e foram alimentados com dietas semi-purificadas e água ad libitum 

bem como mantidos sob ciclo periódico claro e escuro de 12 horas à temperatura média 

de 25±2°C. 

 

 6.2 – Dietas 

  Foram utilizadas dietas isocalóricas semi purificadas: controle (contendo 

17% de proteína na forma de caseína, de acordo com as recomendações do American 

Institute of Nutrition, AIN-G93 (REEVES et al., 1993), spirulina (contendo 17% de 

proteína na forma de spirulina) e hipoprotéica (contendo 6% de proteína na forma de 

caseína (Latorraca et al., 1998). A dieta controle teve a seguinte composição (%): amido 

de milho =  39,7; dextrina  = 13,2; sacarose = 10; óleo de soja = 7; microcelulose = 5, 

mistura de sais minerais = 3,5; mistura de vitaminas 1,0. A composição detalhada das 

misturas de sais minerais e de vitaminas acha-se descritas em REEVES et al.(1993). A 

dieta spirulina conteve as mesmas quantidades de carboidratos e lipídios que a dieta 

controle. Foram feitos ajustes nos conteúdos de sais minerais, vitaminas e de fibras, 
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levando em conta os teores desses elementos na spirulina*, para que fossem 

preservadas as recomendações da AIN-G93 para esses nutrientes. A dieta hipoprotéica 

conteve mais carboidratos (44,4% de amido de milho, 17,8% de dextrina e 14,9% de 

sacarose), mas a mesma quantidade de gordura (7%), fibras (5%), mistura de sais 

minerais (3,5%) e mistura de vitaminas (1,0%) que a dieta controle.  

*As tabela de 1 a 4 resumem algumas características da spirulina. 

 

 

 

Tabela 1: Composição geral da spirulina* (%) 

Proteínas     55-70 

  

Carboidratos     15-25 

 

Lipídios     03-06 

 

Minerais (cinzas)    07-13 

 

Umidade     03-07 

 

                            Fibras      08-10 

* Conforme informado pelo fornecedor All Chemistry Brasil LTDA. 
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Tabela 2: Composição de aminoácidos da spirulina* (mg/g) 

Essenciais 

Isoleucina 350     Fenilalanina  280 

Leucina  540     Treonina  320 

Lisina   290     Triptofano  90 

Metionina  140     Valina   400 

Não-Essenciais 

Alanina 470     Glicina  320 

Arginina 430     Histidina  100 

            Ácido Aspártico  610     Prolina  270 

Cistina  60     Serina   320 

           Ácido Glutâmico  910     Tirosina  300 

* Conforme informado pelo fornecedor All Chemistry Brasil LTDA. 

 

Tabela 3: Composição de vitaminas da spirulina* (por 100 gramas) 

 

Vitaminas (A23000 IU) 

 

Vitamina A (Retinol)  200,0 mg  Vitamina B12 (Cianocobalamina) 0,25mg 

Vitamina B1 (Tiamina)  4,0 mg   Vitamina E (Tocoferol)  7,0mg 

Vitamina B2 (Riboflavina) 3,5mg   Inositol    100mg 

Vitamina B6 (Piridoxina)  0,7mg   Ácido Pantotênico  0,8mg 

_____________________________________________________________________________________ 

* Conforme informado pelo fornecedor All Chemistry Brasil LTDA. 

 

Tabela 4: Composição de elementos minerais da spirulina* (por 100 gramas) 

 

Minerais 

Fosfato  1400,0mg      Cálcio  400,0mg 

Fósforo  700,0mg       Magnésio 200mg  

Sódio  500,0mg       Ferro  50mg 

_____________________________________________________________________________________ 

* Conforme informado pelo fornecedor All Chemistry Brasil LTDA. 
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 6.3 – Modelo de restrição protéica alimentar para induzir quadro de 

desnutrição. 

   Um modelo experimental bastante aceito e empregado com freqüência 

por nosso grupo de pesquisa (VENTRUCCI et al., 2004; MELLO et al., 2003; 

LATORRACA et al., 1998; LATORRACA et al., 1999) e por outros grupos (OZANNE 

et al., 2004; PETRY et al., 2000; SNOECK et al. 1990) para a análise das alterações 

endócrino-metabólicas impostas pela desnutrição, consiste na alimentação de roedores, 

especialmente o rato, com dietas com baixo conteúdo de proteína. Esse modelo tem se 

mostrado útil no estudo da hipótese do “thrifty phenotype”, que propõe que as 

associações epidemiológicas entre o retardo no desenvolvimento fetal e na infância e o 

subseqüente desenvolvimento de diabetes do tipo 2, obesidade e síndrome metabólica 

resultam da desnutrição precoce, que produz alterações permanentes na regulação 

glicêmica pela insulina (HALES; BARKER, 1992). Associação entre desnutrição na 

infância e obesidade e co-morbidades na idade adulta é fenômeno crescente nos países 

em desenvolvimento, inclusive o Brasil, que passam pela chamada “transição 

nutricional” (POPKINS, 2001; MONTEIRO et al., 1995). Dessa forma, optou-se pelo 

modelo da restrição protéica alimentar para induzir quadro de desnutrição no presente 

estudo. 
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 6.4 – Delineamento e grupos experimentais 

  Os animais foram separados em grupos de acordo com a dieta recebida e 

com a realização ou não do treinamento físico de natação: 

I- Caseína 17%: ratos alimentados com a dieta contendo 17% de proteína na 

forma de caseína dos 30 aos 150 dias de idade; 

II- Spirulina 17%: ratos alimentados com a dieta contendo 17% de proteína na 

forma de spirulina dos 30 aos 150 dias de idade; 

III- Caseína 6%: ratos alimentados com a dieta contendo 6% de proteína na 

forma de caseína dos 30 aos 150 dias de idade; 

IV- Caseína 6% / Spirulina 17%: ratos alimentados com a dieta contendo 6% de 

proteína na forma de caseína dos 30 aos 90 dias de idade e 17% e proteína na 

forma de spirulina dos 91 aos 150 dias de idade; 

V- Caseína 6% / Caseína 17%: ratos alimentados com a dieta contendo 6% de 

proteína na forma de caseína dos 30 aos 90 dias de idade e 17% de proteína 

na forma de caseína dos 91 aos 150 dias de idade. 

 O estudo foi realizado em 3 (quatro) etapas. Na primeira, foram avaliados 

os índices do crescimento muscular e do metabolismo protéico em ratos mantidos com 

nível adequado de proteína na dieta (caseína 17% e/ou spirulina 17% dos 30 aos 90 dias 

de idade). Na segunda etapa, foi verificada a concentração de lactato sanguíneo 

referente à transição metabólica durante o teste do lactato mínimo em ratos alimentados 

(sedentários) com as dietas caseína 17% e caseína 6%. Na terceira etapa, foram 

verificados, aos 150 dias de idade, os efeitos das dietas caseína 17% e spirulina 17% na 
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recuperação nutricional de ratos previamente submetidos à restrição protéica alimentar 

(caseína 6% até os 90 dias de idade).  

 6.5- Adaptação ao meio líquido 

 A adaptação consistiu em manter o animal em contato com água rasa 

(15cm) à temperatura de 32±2°C, durante 3 semanas, 5 dias por semana por 30 minutos. 

Nas 2ª e 3ª semanas de adaptação, os mesmos suportaram sobrecarga equivalente a 5% 

do peso corporal (VOLTARELLI et al., 2002). O propósito da adaptação foi de reduzir 

o estresse dos animais frente ao exercício físico realizado na água. 

 6.6- Teste do lactato mínimo (TLM) 

 A determinação da TM pelo TLM, conforme proposto para humanos 

(TEGTBUR et al., 1993; JONES; DOUST, 1998), consiste em: a) um período breve de 

exercício de alta intensidade para provocar um aumento de lactato sanguíneo circulante; 

b) um período breve de recuperação para assegurar a hiperlactacidemia e c) um 

protocolo de teste de exercício com cargas progressivas, com coleta de sangue para 

análise de lactato a cada carga. Uma vez que a porção progressiva do TLM começa 

quando o sujeito apresenta níveis altos de lactato sanguíneo, a mesma produz um perfil 

de lactato sanguíneo característico, em forma de “U”. A TM foi definida como a 

intensidade de exercício na qual a “curva em forma de U”, derivada dos valores de 

lactato sanguíneo obtidos durante o TLM, atinja o nadir. Partindo dos princípios desse 

protocolo, o teste foi adaptado em nosso laboratório para as condições do rato 

(VOLTARELLI et al., 2002) e foi empregado no presente estudo, com algumas 

modificações (VOLTARELLI et al., 2003), para a determinação da TM dos animais. 
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 6.7- TLM adaptado às condições do rato 

 Inicialmente, os animais foram colocados no tanque cheio d`água 

suportando sobrecarga equivalente a 15% do peso corporal e exercitaram-se, por 

natação (exercício intenso), durante 6 minutos (30 segundos de exercício interrompidos 

por 30 segundos de repouso), com o intuito de elevar a concentração de lactato 

sanguíneo circulante. Após 9 minutos de repouso, os animais iniciaram exercício de 

natação com intensidades progressivamente maiores (3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0, 5,5; 6,0 e 

6,5% do peso corporal), com duração de 5 minutos de exercício em cada carga.  Antes 

do início do teste (repouso) e a cada troca de carga, foram coletadas amostras de sangue 

a partir da extremidade da cauda do animal (por meio de pequeno corte com tesoura) 

(25l) para a determinação do lactato utilizando-se o Método Enzimático (LDH – 

Lactato Desidrogenase) proposto por Engels & Jones (1978). A curva lactato sanguíneo 

vs carga de trabalho, para todos os ratos, determinada no teste, foi obtida por ajuste 

polinomial de grau 2, com auxílio de um programa de computador (MICROSOFT 

OFFICE - EXCEL®). Foi procedida, então, a determinação matemática, pela análise da 

função, obtendo-se o menor valor da concentração de lactato sanguíneo e respectiva 

carga de trabalho. Esse menor valor indicou a TM dos animais (VOLTARELLI et al., 

2004). 
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6.8- Avaliações realizadas antes da morte dos animais 

 Durante todo o experimento, os animais foram pesados e medidos 

(comprimento focinho-ânus) semanalmente e tiveram a quantidade de alimentos 

ingerida registrada diariamente. A eficiência alimentar foi calculada através da razão 

ganho de peso durante essa etapa (g) / quantidade de alimento consumido durante a 

mesma etapa(g), ao posto que a eficiência protéica (PER) foi estimada através da razão 

ganho de peso(g) / quantidade total de proteína consumida(g). 

 6.9- Morte dos animais e coleta de material biológico 

 Ao final, os animais foram mortos por decapitação para a coleta de 

amostras de sangue, para a determinação dos teores de proteínas totais, albumina, ácidos 

graxos livres e glicose; fígado, para dosagem de lipídios e glicogênio; músculo sóleo 

esquerdo, para pesagem e medida de teores de proteína, DNA e atividade da enzima 

fosfatase alcalina. Foram retiradas fatias do músculo sóleo direito para procedimentos 

de incubação, visando avaliar as taxas de síntese e degradação de proteínas bem como 

fatias do gastrocnêmio direito determinar a expressão da proteína miosina. 

 

6.10- Bioquímica sanguínea 

 Os teores séricos de proteínas totais, albumina, glicose e ácidos graxos 

livres foram determinados por métodos colorimétricos, conforme descrito por Nogueira 

et al. (1990). 
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6.11-  Crescimento celular no músculo 

 Visando inferir quanto ao crescimento no músculo esquelético, foram 

determinados os teores de DNA, como índice do número de células e as razões 

proteína/DNA e peso/DNA, como índices de tamanho celular, no músculo sóleo 

esquerdo (WINICK et al., 1972). Os teores de proteína foram determinados pelo método 

folin-fenol (LOWRY et al., 1951), enquanto que as taxas de DNA no músculo foram 

avaliadas pelo método da difenilamina (GILES; MEYERS, 1965). 

 

6.12- Síntese de proteína muscular  

 Fatias longitudinais (70mg) musculares foram pré-incubadas por 30 

minutos em meio RPMI-1640 (com glutamina e sem fenol vermelho e bicarbonato de 

sódio), suplementado com albumina sérica bovina desengordurada (BSA) [0,1%] e 

insulina [100u/ml], saturado com mistura gasosa (95% de O2 e 5% de CO2). Em 

seguida, as fatias foram transferidas para novo meio RPMI com a mesma 

suplementação, contendo 
14

C fenilalanina [0,05 uCi/ml] e incubadas por 2 horas. Ao 

final da incubação, as fatias musculares foram homogeneizadas em ácido tricloro 

acético (TCA) 5% e centrifugadas a 2000rpm por 15 minutos a 4ºC. O material TCA-

insolúvel foi lavado 3 vezes com TCA 5%. O precipitado resultante foi dissolvido em 

(SDS) 10% à temperatura ambiente por 30 minutos, para a determinação do conteúdo 

protéico e da radioatividade incorporada às proteínas musculares. O conteúdo de 

proteína muscular foi determinado pelo método folin fenol (LOWRY et al., 1951) e a 

radioatividade incorporada à proteína muscular foi medida com o auxílio de um 

cintilador. A síntese protéica foi calculada dividindo-se a radioatividade incorporada 
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pela radioatividade específica da fenilalanina no meio de incubação e expressa como 

nanomoles de fenilalanina por miligrama de proteína por 2 horas. 

6.13- Degradação de proteína muscular 

 A liberação de tirosina pelo músculo isolado na presença de 

ciclohexamida foi utilizada como índice da degradação protéica, conforme descrito 

previamente por Fulks et al. (1975). Este método vale-se do fato de que o aminoácido 

tirosina não é sintetizado nem degradado pelo músculo esquelético. Fatias longitudinais 

musculares (70mg) foram pré-incubadas em tampão Krebs-Ringer [NaCl 1,2 mmol/L; 

KCl 4,8 mmol/L; NaHCO3 25 mmol/L; CaCl2 2,5 mmol/L; KH2PO4 1,2 mmol/L e 

MgSO4 1,2 mmol/L – pH 7,4] suplementado com glicose [5,5 mmol/L], BSA [1,34%], 

insulina [5u/ml] e ciclohexamida [5,0 mmol/L], saturado com mistura gasosa (95% de 

O2 e 5% de CO2). Em seguida, as fatias foram transferidas para novo meio de mesma 

composição e incubada por 2 horas. Ao final da incubação, amostras do meio de 

incubação foram utilizadas para determinação do teor de tirosina pelo procedimento de 

Waalkes & Udenfriend (1957). 

   

6.14-  Expressão da miosina no músculo esquelético (Western Blotting) 

 Fatias do músculo gastrocnêmio diereito foram homogeneizadas em 

tampão de homogeneização (TH) (20 mmol/L Tris, 1mM dithiothreitol, 2 mmol/L ATP 

e 5 mmol/L MgCl2) e centrifugadas a 15.000 g durante 15 min a 4ºC. O sobrenadante 

resultante foi analisado para o conteúdo total de proteína (BRADFORD, 1976). 

  Amostras de proteína do músculo gastrocnêmio (5g) foram 

incorporadas a géis de sódio dodecil sulfato poliacrilamida 12%, transferidas para 

membrana de celulose 0.45m (Hybond-C, Amersham, UK) e bloqueadas por meio de 
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Marvel 5% em tampão de salina PBS, 0,1% tween, pH 7,5. Anticorpo para miosina 

(Novocastra, New Castle, England) foi utilizado na diluição de 1:250 e o anticorpo 

secundário, rabbit anti-mouse, foi conjugado com peroxidase horseradish e foi usado na 

diluição de 1:1500. Actina foi usada como carga controle, após aplicação de anticorpo 

mouse para actina. A expressão da banda foi revelada usando-se ECL 

quimioluminescência (Amersham, UK). Os blots foram escaneados por densitometria 

visando quantificar as diferenças. Para isso , utilizou-se Gel Pro Analyser software 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). 

        

6.15- Fosfatase alcalina muscular 

  O papel fisiológico da enzima fosfatase alcalina pode estar associado aos 

sistemas de transporte e atividade celular (CALHAU et al., 1999). Por essa razão, foi 

dosada a fosfatase alcalina muscular. Fatias do músculo gastrocnêmio foram 

retiradas, pesadas (100-200mg) e homogeneizadas com sonicador por 40 segundos 

em 500µl de água destilada. Feito isso, o homogeneizado foi centrifugado a 2000rpm 

por 5 minutos, onde foi separado o sobrenadante para a dosagem de fosfatase 

alcalina através do método colorimétrico (kit para determinação de fosfatase alcalina 

- Labtest®).  

6.16- Glicogênio muscular e hepático 

  Alíquotas de tecido hepático e muscular foram separadas para 

determinação do glicogênio pelo método colorimétrico com fenol e ácido sulfúrico 

(LO et al., 1970). 
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 6.17- Lipídios no fígado 

  A determinação dos teores de lipídios no fígado foi realizada através do 

método colorimétrico proposto por Nogueira et al. (1990). 

      

 6.18- Composição química da carcaça 

  A carcaça eviscerada foi seca em estufa a 100ºC até atingir o peso 

constante. Depois de seca, foi triturada em liquidificador e sofreu várias lavagens com 

benzeno, visando a extração da gordura. Posteriormente, foi novamente seca até atingir 

peso constante em estufa a 100ºC. O pó seco, desengordurado obtido e dissolvido em 

HClO4 1N, foi utilizado para a determinação do teor de proteína (LOWRY et al, 1951). 

 

6.19- Análise estatística 

  Os dados foram expressos como Média ± Desvio Padrão. Os 

procedimentos estatísticos incluíram teste t de student e Análise de Variância 

(ANOVA), seguida de BONFERRONI, onde apropriado. O nível de significância foi 

pré-estabelecido em 5%.  
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7 – RESULTADOS 

 

  Os resultados da presente Tese de Doutorado encontram-se apresentados 

na forma de quatro Artigos Científicos (um de Revisão da Literatura) já concluídos, 

sendo que um já se encontra publicado, dois aceitos (no prelo) e outro já submetido. 

Estes artigos compôem os quatro capítulos seguintes desta tese. Seguem, abaixo, as 

referências completas desses artigos: 

 

 VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R. Desnutrição: metabolismo protéico 

muscular e recuperação nutricional associada ao exercício Revista Motriz 

(Unesp Rio Claro). 14(1): 74-84, 2008. (Publicado / Anexo); 

 

 VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R. Spirulina enhanced the skeletal 

muscle protein in growing rats. European Journal of Nutrition. 47: 393-

400, 2008. (Publicado / Anexo); 

 

 VOLTARELLI, F.A; GOBATTO, C.A; MELLO, M.A.R. Determinação da 

transição metabólica através do teste do lactato mínimo em  ratos 

desnutridos. Revista da Educação Física (UEM). 18(1): 33-39, 2007. 

(Publicado / Anexo); 

 

 VOLTARELLI, F.A; ARAÚJO, M.B; RIBEIRO, C; MOTA, C.S.A; 

MELLO, M.A.R. Spirulina as the dietary protein source for rats recovering 

from malnutrition: effects on muscle protein and body growth. Journal of 

Ethnopharmacology, 2008.  (Submetido / Anexo) 
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  Ao final da Tese, em anexo, acham-se três publicações (Artigos de 

Revisão Bibliográfica) referentes ao período de Estágio de Doutorando realizado na 

Universidade do Porto – Faculdade de Ciência do Desporto – Porto – Portugal, no 

período de Março a Setembro de 2007. Tal estágio foi subsidiado pela Coordenação de 

Aperfeiçoamento Pessoal de Nível Superior (CAPES) – Modalidade PDEE. Seguem-se 

as referências completas desses artigos: 

 

 VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R; DUARTE, J.A.R. Apoptose e 

exercício físico: efeitos sobre o músculo esquelético. Revista Brasileira de 

Cineantropometria & Desempenho Humano. 12 (1): 13-19, 2008. 

 VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R; DUARTE, J.A.R. Atrofia Muscular 

Esquelética e Modelos Experimentais: Apoptose e Alterações Histológicas, 

Bioquímicas e Metabólicas. Revista da Educação Física (UEM). 18(1): 85-

95, 2007. 

 VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R; DUARTE, J.A.R. Apoptose e 

sarcopenia do músculo esquelético no envelhecimento. Revista Motriz (Rio 

Claro). 13(2): 137-144, 2007. 
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CAPÍTULO 1 

============================================================== 

VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R. Desnutrição: Metabolismo protéico muscular 

recuperação nutricional associada ao exercício. Revista Motriz (Unesp Rio Claro). 

14(1): 74-84, 2008. (Publicado / Em Anexo) (Revisão da Literatura). 

 

RESUMO  

  A desnutrição é, ainda hoje, grave problema médico-social nos países em 

desenvolvimento. Assim, é de grande interesse o desenvolvimento de procedimentos 

mais efetivos no seu tratamento. Isso inclui o emprego do exercício físico. O presente 

estudo teve como objetivo revisar: a) os principais tópicos referentes aos efeitos da 

desnutrição sobre o organismo, bem como à sua recuperação através da alimentação 

associada ao exercício físico e b) o metabolismo protéico muscular de ratos em 

recuperação da desnutrição protéica. Para atingir tal fim, realizou-se uma revisão 

bibliográfica minuciosa dos principais trabalhos científicos publicados pelo nosso grupo 

de trabalho, e por outros pesquisadores na área, nos últimos anos.  

 

Palavras-chaves: Desnutrição. Metabolismo protéico muscular. Recuperação 

nutricional. Exercício físico. 
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ABSTRACT 

  As we enter the 21
st
 century and the new millennium, malnutrition 

remains the single most important factor impairing health and productivity of large 

human populations, mainly in the developing countries. For this reason, the exploration 

of alternative treatments, despite of nutritional recovery, became a matter of generalized 

interest, and this includes the employer of physical exercise. The present study aimed to 

review: a) the main topics related to malnutrition effects on organism, as well as to its 

nutritional recovery through reefed and the role of physical exercise and b) the muscle 

protein metabolism of rats submitted to malnutrition recovery. To reach the objective of 

the present study, a bibliographic review process was applied and scientific papers 

published by our work group, and by other researches in this area, were used.   

 

Keywords: Malnutrition. Muscle protein metabolism. Nutritional recovery. Physical 

exercise. 

 

INTRODUÇÃO  

  Os efeitos da fome sobre populações têm sido observados desde épocas 

remotas e descritos através dos tempos. Contudo, pesquisas realizadas utilizando 

métodos científicos para avaliação da desnutrição, sua prevalência, natureza e 

abrangência de seus efeitos e integração com outros fenômenos, só tiveram início em 

épocas recentes. 

  Em 1928, a antiga liga das nações, sob o patrocínio de sua organização 

de higiene, procedeu a inquéritos em diferentes países. Foram, então, divulgados 

relatórios sobre as condições alimentares no mundo, demonstrando que mais de 2/3 da 

humanidade viviam em permanente estado de fome (CASTRO, 1965). 

  Mais recentemente, baseado em pesquisas nutricionais realizadas em 

todos os continentes, a Food and Agriculture Organization of the United Nations 

(FOOD, 2001) relatou que, embora em termos percentuais, tenha havido decréscimo na 

incidência de desnutrição entre 1990 e 1999, em números absolutos 623,7 milhões de 

pessoas nesses continentes ainda são acometidas por essa carência nutricional. 

  No Brasil, em 1996, foram efetuados inquéritos sobre o estado 

nutricional da população de menores de 5 anos, em áreas urbanas e rurais em diferentes 

regiões (MONTEIRO, 2003). Em áreas urbanas da região Centro-Sul (inclui as regiões 
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Centro-Oeste, Sudeste e Sul), por exemplo, a prevalência da desnutrição situou-se 

próximo a 4,6%, enquanto que em áreas urbanas das regiões Norte e Nordeste chegou 

aos 16,6 e 13,0%, respectivamente. 

  Há várias décadas a desnutrição protéica vem preocupando autoridades 

ligadas aos setores de saúde pública, principalmente a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), visto que essa patologia implica em comprometimento funcional de diversos 

sistemas e órgãos de seus portadores, entre eles, a musculatura esquelética (TORUN; 

CHEW, 1994). Algumas alterações são totalmente revertidas com a recuperação 

nutricional, enquanto outras, não. 

  Por outro lado, sabe-se que a prática regular de atividade física exerce 

efeitos benéficos para a saúde, tais como aumento da capacidade oxidativa e do 

crescimento muscular, melhora das condições cardiorrespiratórias e facilitação da 

mineralização óssea, entre outros (BURNS et al., 2005). Assim sendo, o presente 

trabalho de revisão visa fornecer uma visão geral sobre: a) os principais tópicos 

relacionados aos efeitos da desnutrição sobre o organismo, bem como à sua recuperação 

através da alimentação associada ao exercício físico e b) o metabolismo protéico 

muscular de ratos em recuperação da desnutrição protéica. 

 

DESNUTRIÇÃO: CARACTERÍSTICAS GERAIS 

  A desnutrição, ou mais corretamente, as deficiências nutricionais – 

porque são várias as modalidades de desnutrição – são doenças que decorrem do aporte 

alimentar insuficiente em energia e nutrientes ou, ainda, com alguma freqüência, do 

inadequado aproveitamento biológico dos alimentos ingeridos, geralmente motivado 

pela presença de doenças, em particular infecciosas (MONTEIRO, 2003). 

  As conseqüências da desnutrição para o organismo são variadas, 

entretanto desde as formas leves às mais severas é constante o comprometimento do 

crescimento. Por essa razão, são utilizados indicadores antropométricos com a 

finalidade de diagnosticar a desnutrição infantil. O parâmetro mais usado é a adequação 

percentual do peso corporal do indivíduo em relação à idade. A classificação mais 

empregada para avaliar o estado nutricional de crianças de 1 a 4 anos é a proposta por 

Gomes (1946) e prevê três graus para a desnutrição, conforme o déficit ponderal seja de 

10 a 24% (primeiro grau ou leve), de 25 a 40% (segundo grau ou moderada) ou maior 

de 40% (terceiro grau ou grave). Marasmo e Kwashiorkor são duas síndromes que 
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correspondem a manifestações extremas da desnutrição de terceiro grau (TORUN; 

CHEW, 1994). 

  O Kwashiorkor manifesta-se com maior freqüência nos três primeiros 

anos de vida, especialmente no segundo. Apresenta sintomatologia bem definida com 

quatro sinais sempre presentes: edema, atraso no crescimento, alterações psicomotoras 

com fraqueza muscular, alterações na pele e nos olhos (TORUN; CHEW, 1994).  

 O Marasmo instala-se nos primeiros anos, preferencialmente no decorrer 

do primeiro ano. Tem sido freqüentemente observado em crianças com 6 meses de 

idade em fase de desmame precoce, quando passam a receber alimentação deficiente. O 

aparecimento é gradual e a evolução é lenta. A deficiência de crescimento bem como de 

peso é acentuada, apresentando-se em torno de 60% do normal. Há significativa atrofia 

muscular e redução de gordura subcutânea (TORUN; CHEW, 1994). 

 Ainda existe considerável discussão sobre as diferenças na etiologia 

dessas duas síndromes reconhecidas da desnutrição. Embora elas sejam vistas como 

doenças que marcam os pontos finais do espectro das doenças também conhecidas pelo 

termo desnutrição protéico-calórica e que foi usado pela primeira vez por Jelliffe em 

1966, alguns autores sugeriram que ambas as formas de desnutrição poderiam resultar 

de um mesmo tipo e grau de privação dietética (SAWAYA, 1985). Outros acreditam 

que o kwashiorkor é basicamente uma deficiência protéica e o marasmo uma deficiência 

energética. Parece que as diferenças na etiologia podem ocorrer de acordo com as áreas 

geográficas, tipo de alimento, idade, ausência ou presença de algumas infecções, 

diarréia etc. 

 Ambas as doenças ocorrem mais freqüentemente entre crianças e bebês 

vivendo em zonas pobres dos países em desenvolvimento. Até a década de 1960, o 

kwashiorkor foi considerado a forma de desnutrição predominante, talvez por causa das 

suas características patológicas e metabólicas exóticas, muito diferentes das doenças 

encontradas na Europa. Hoje, se sabe, porém, que o marasmo é mais freqüente 

(BATISTA FILHO; RISSIN, 2003). 

 No entanto, apesar do ritmo acelerado com que se processa a redução da 

desnutrição no Brasil, ainda não existe uma região onde se tenha completado a correção 

do déficit de estatura de crianças menores de cinco anos. O objetivo de se atingir os 

valores da curva de referência de crescimento (tabela do National Center of Health 

Statistics – NCHS – universalmente recomendada) está relativamente próximo de ser 
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alcançado nas populações urbanas do Sudeste, Sul e Centro- Oeste, mas ainda acha-se 

bem distante no Norte e Nordeste (MONTEIRO, 2003). Nessas duas regiões, há a 

prevalência da carência protéica (de forma endêmica), o que pode aumentar a incidência 

e instalação do Kwashiorkor nessa população, sobrepondo-se à instalação do marasmo 

(BATISTA FILHO; RISSIN, 2003). 

 A desnutrição do tipo Kwashiorkor pode ser caracterizada pela 

deficiência de proteína na dieta, além de vitaminas e sais minerais, onde a alimentação 

ingerida na forma de carboidrato é normal (arroz, milho e mandioca, por exemplo; 

alimentos de baixo custo), não ocorrendo o mesmo com a ingestão de fontes alimentares 

ricas em proteínas (como por exemplo, a carne bovina e/ou de aves; alimento de custo 

elevado).  Os danos do kwashiorkor para o organismo são principalmente sobre o 

sistema imunológico, a ponto de qualquer infecção ser mortal para o indivíduo 

acometido e, ainda, esses danos são, na maioria dos casos, irreversíveis nesse tipo de 

desnutrição, tornando-a assim uma síndrome com menor grau de adaptação em relação 

ao marasmo (MENDONÇA, 2003). 

 A desnutrição durante a fase intra-uterina é assunto que tem sido 

abordado com destaque a partir da década de 1970. Entretanto, já em 1928, Capper 

distinguiu prematuros de recém-nascidos pequenos de gestação a termo e, na ocasião, 

observou-se que os últimos evoluíram para escolares atrasados, potencialmente 

neuróticos ou psicóticos. Antov (1947) demonstrou que, durante o cerco de Leningrado, 

na Segunda Guerra Mundial, ocorreu diminuição de cerca de 500 a 600g no peso das 

crianças ao nascer. Os estudos de Smith (1947), a respeito da desnutrição materna 

ocorrida na Holanda em 1945, sobre o desenvolvimento fetal, acusaram diminuição de 

240g no peso ao nascer. Após essas constatações iniciais, vários foram os trabalhos 

clínicos e experimentais desenvolvidos nessa área. 

  Estudos efetuados em animais de laboratório, como ratos, cobaias e 

macacos, mostraram que a deficiência de proteínas (LATORRACA et al., 1998, 

GALDINO et al., 2000) ou a restrição alimentar (FERRARI et al., 1992) pré-natais 

causam retardo no crescimento fetal. Em animais, também, a desnutrição protéica 

crônica, imposta a várias gerações, resultou em retardo marcante do peso ao nascer, 

tamanho de órgãos, maturação sexual, comportamento e padrões de aprendizagem 

(STEWART et al., 1975). 
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CRESCIMENTO CELULAR: EFEITOS DA DESNUTRIÇÃO 

  O crescimento de qualquer órgão pode ser causado por aumento no 

número de células (hirperplasia), por aumento no tamanho das células já existentes 

(hipertrofia) ou por ambos os processos simultaneamente. O número total de células 

pode ser medido, com algumas exceções, determinando-se o conteúdo total de DNA do 

órgão e dividindo-se por uma constante que representa o conteúdo de DNA por núcleo 

diplóide na espécie em estudo (WINICK et al., 1972). 

  Determinado o número de células, o peso médio por célula, o conteúdo 

protéico por célula, o conteúdo de RNA por célula, entre outros, podem ser avaliados 

através da determinação da quantidade total de cada um desses elementos e dividindo-se 

pelo numero de células. O resultado pode ser expresso como razões peso/DNA; 

proteína/DNA; RNA/DNA etc. (WINICK et al., 1972). O aumento do conteúdo de 

DNA representa um tipo de crescimento, ou seja, aumento do número de células; 

enquanto que o aumento das razões peso/DNA, proteína /DNA e RNA/DNA 

representam outro aspecto do crescimento, isto é, o aumento da massa tecidual sem 

aumento no número de células (WINICK et al., 1972). 

  Parece claro, à vista do exposto, que numa agressão nutricional na fase 

de hiperplasia, por interferir com o número de células, poderá levar à lesão irreversível. 

Ocorrendo insulto na fase de hipertrofia, o efeito poderia ser reversível. Portanto, os 

efeitos da agressão, em caso de desnutrição, dependem fundamentalmente da fase de 

desenvolvimento orgânico em que o organismo se encontra. Desse modo, quando a 

desnutrição se impõe desde o período pré-natal, suas conseqüências tendem a ser mais 

graves. 

  Com a finalidade de estudar os efeitos da desnutrição sobre esses padrões 

de crescimento, Winick e Noble (1996) utilizaram 3 grupos de ratos. Um grupo sob 

restrição de calorias de zero a 20 dias de idade (época em que todos os órgãos, no caso, 

estão crescendo por divisão celular exclusivamente); o segundo grupo sob restrição dos 

21 aos 42 dias (época em que o cérebro e os pulmões não estão crescendo mais por 

divisão celular) e o terceiro, dos 64 aos 86 dias (quando todos os órgãos estão crescendo  

por hiperplasia celular). Após o período de restrição, todos os animais foram 

realimentados. 

  Os resultados indicaram que restrição precoce (grupo 1) interferiu com a 

divisão celular e os animais apresentaram menor número de células em todos os órgãos 
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estudados, mesmo após a realimentação. Desnutrição tardia (grupo 3) resultou e, 

decréscimo da razão proteína/DNA (tamanho celular), com recuperação durante a 

realimentação. Nos animais desnutridos de 21 a 42 dias (grupo 2), todos os órgãos 

apresentaram redução de proteínas e peso, mas o cérebro e os pulmões apresentaram 

conteúdo norma de DNA enquanto que os outros órgãos tiveram conteúdo reduzido de 

DNA. Somente o cérebro e os pulmões recuperaram-se durante a realimentação. Estes 

dados suportam a hipótese de que a interferência com a divisão celular resulta em 

efeitos permanentes no organismo.  

 Albanes et al. (1990) observaram que restrição calórica (40%) imposta 

por três semanas, iniciada ao desmame, resultou em animais portadores de cólon mais 

leves, com menor número de células (menor quantidade de DNA total) e com redução 

da síntese de DNA (captação de 3H timidina) quando comparados a animais bem 

nutridos. Galdino (1996) constatou redução significativa no teor de DNA (número de 

células) no coração dos fetos no 19º dia de gestação.  

  Os efeitos da restrição energética prolongada e subseqüente 

realimentação sobre o músculo esquelético foram estudados em ratos obesos da 

linhagem Zucker, os quais mostraram marcante perda da massa corporal (64%), com 

conseqüente perda tecidual e redução no diâmetro das fibras no músculo plantar 

(BEMBEN et al., 1997). Por outro lado, Bemben e colaboradores (1997) demonstraram 

que a realimentação aumenta o diâmetro das fibras musculares, o qual se aproxima dos 

valores normais de ratos bem nutridos. Similarmente, Glore e Layman (1987) 

mostraram que a recuperação nutricional promove aumento na massa muscular de 

animais previamente submetidos à desnutrição protéico-calórica. 

 Nascimento et al. (1990) observaram redução de aproximadamente 50% 

no peso de ratos desnutridos quando comparados com normais e um importante 

decréscimo no diâmetro das fibras musculares desses animais. Recentemente, em outro 

estudo, Ventruci et al. (2004) observaram uma diminuição de cerca de 78% no peso do 

tecido muscular de ratos submetidos à desnutrição protéico calórica. 

 A perda de tecido muscular na desnutrição protéica pode ser considerada 

um mecanismo homeostático. A desnutrição protéica promove uma redistribuição 

funcional das proteínas musculares para disponibilizar nitrogênio necessário para a 

síntese de proteínas teciduais, formação de células vermelhas e exercer funções imunes. 

A inter-relação de gordura, músculo e fígado envolve o catabolismo das proteínas 
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musculares e liberação de precursores da neoglicogênese que serão utilizados pelo 

fígado. Durante esse processo, corpos cetônicos são sintetizados no fígado a partir da 

gordura e usados como combustível pelo cérebro e outros órgãos ao invés de glicose 

(BLACKBURN, 2001). 

 

 

METABOLISMO PROTÉICO NO MÚSCULO ESQUELÉTICO  

 Síntese Protéica 

  Uma das principais vias de sinalização de síntese protéica muscular, que 

é ativada por sinais induzidos por insulina, aminoácidos e exercício de resistência é 

denominada Phosphatidylinositol 3-kinase- mammalian target of rapamycin (PI3K-

mTOR) (BOLSTER et al., 2005).  

  Os mecanismos envolvidos na estimulação da síntese protéica muscular 

que ocorre em resposta à ativação da via de sinalização PI3K-mTOR podem ser 

separados em duas categorias temporais: a) mudanças imediatas, isto é, aquelas que 

ocorrem em menos de uma hora e que podem ser traçadas para aumentar as taxas de 

tradução de RNAm mediadas por ativação dos fatores de iniciação de tradução e b) 

mudanças a longo prazo, ou seja, aquelas que ocorrem após várias horas e que são 

resultado do aumento do número de ribossomos designados para a tradução de RNAm. 

Além disso, a sinalização de mTOR promove transcrição do DNA ribossomal. Juntos, o 

aumento da tradução de RNAm codificando proteínas ribossomais e o aumento da 

transcrição de DNA ribossomal promovem a biogênese de ribossomos. Aumento no 

conteúdo celular de ribossomos é um mecanismo para elevar a capacidade crônica da 

célula para sintetizar proteína (FINGAR et al., 2002). 

  Em estudo realizado por Bodini et al. (2001) relacionando síntese 

protéica no músculo esquelético e exercício de resistência, observou-se que os dados 

suportam a idéia de que outro componente da cascata quinase, a sinalização de 

Akt/mTOR, seja ativada e promova a regulação da translação de RNAm, causando 

assim, hipertrofia da musculatura esquelética. 

  O controle central de mTOR como mediador da resposta hipertrófica sob 

condições de exercício físico de resistência tem sido verificado através de tratamento in 

vivo com rapamycin (um inibidor específico de mTOR), o qual bloqueia quase que 

completamente a hipertrofia muscular (REYNOLDS et al., 2002), mostrando assim, a 
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importância da via mTOR na síntese protéica muscular quando da realização de 

exercício físico. 

  Contudo, cada uma dessas proteínas pertencentes à via de sinalização 

PI3K-mTOR (incluindo a proteína Akt) é indispensável para mediar o crescimento da 

musculatura esquelética e, embora sejam propostas proteínas distintas como potenciais 

marcadores de hipertrofia muscular, uma resposta coordenada de vias de transdução de 

múltiplos sinais é essencial para todo o processo (BOLSTER et al., 2004). 

 

Degradação Protéica 

 Nos últimos anos, os principais mecanismos de degradação protéica ou 

proteólise foram elucidados. A proteólise muscular ocorre através de vias lisossomal e 

não lisossomal. A via não lisossomal é controlada pelo sistema ubiquitina-proteossomo, 

principal responsável na quebra de proteínas miofibrilares e intracelulares de células 

eucarióticas (TAILLANDIER et al., 2004). A via da ubiquitina é um processo 

complexo, ativada no músculo durante o catabolismo severo (WRAY et al., 2002). Este 

processo envolve múltiplos estágios que são proteossomo-dependentes. Incluem a 

ubiquitinização da proteína a família enzimática ubiquitina E1, E2 e E3 e o proteossomo 

26S (ATTAIX, 2001), que dependem de energia fornecida pelo ATP. Além disso, o 

proteossomo 26S é um complexo proteolítico que consiste de uma partícula central, o 

20S, e subunidade proteossomo adicionada por 2 complexos reguladores, o 19S e o 11S, 

ambos ligados ao terminal da subunidade 20S (GLICKMAN; CHIECHANOVER, 

2002). 

 O exercício excêntrico resulta em lesão do músculo esquelético e 

estimula a proteólise muscular. De acordo com observações feitas em músculos sob 

condições de perda de massa muscular (i.e. câncer, trauma), o exercício excêntrico 

aplicado em sujeitos humanos (ação excêntrico-isocinética do bíceps braquial com a 

mão não dominante ou leg press com extensão do joelho) resultou em aumento dos 

níveis de ubiquitina-proteossomo, detectado através de biópsia muscular (STUPKA et 

al., 2001). Corroborando tais resultados, as atividades da enzima proteossoma elevaram-

se após 14 dias de exercício excêntrico no músculo vasto-lateral de voluntários sadios, 

também determinado através de biópsia muscular. 

 Por outro lado, o exercício de endurance é conhecido por ter efeitos 

hipertróficos sobre a musculatura esquelética. Kee et al. (2002) reportaram que em 
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músculos incubados, retirados de ratos 24 horas após 5 dias consecutivos de exercício 

progressivo em esteira rolante, a proteólise é consideravelmente reduzida quando 

comparada com a de animais não exercitados. Este fenômeno está associado à redução 

da atividade da quimotripsina do proteossoma e das taxas de ubiquitina-proteossoma 

dependente da hidrólise de caseína nos músculos extraídos de ratos exercitados 

comparados com não exercitados. Em outro estudo, Willoughby et al. (2000) 

observaram, em pacientes com lesão na medula espinhal (caracterizados por 

apresentarem catabolismo) submetidos a 12 semanas de exercício, de modo passivo, 

realizado em bicicleta ergométrica, que houve decréscimo da expressão de ubiquitina, 

da enzima E2 e da subunidade 20S proteossoma. Estes resultados sugerem que a 

supressão da proteólise através da via ubiquitina-proteossoma, após exercício de 

endurance, pode contribuir para o ganho protéico, de maneira aguda ou crônica, 

também sob outras condições deletérias ao organismo, como por exemplo, na 

desnutrição protéico-calórica. 

 

RECUPERAÇÃO NUTRICIONAL: EFEITOS DO EXERCÍCIO 

  Sabe-se que a prática regular de atividade física exerce efeitos benéficos 

para a saúde, tais como aumento da capacidade oxidativa e do crescimento muscular, 

melhora das condições cardiorrespiratórias e facilitação da mineralização óssea, entre 

outros (POWERS; HOWLEY, 2000). O exercício pode ser, também, benéfico na 

recuperação nutricional. Ao serem comparados os ritmos do crescimento de crianças 

entre dois e quatro anos de idade, enquanto se recuperavam de desnutrição em hospitais, 

verificou-se que as crianças ativas, que participavam de jogos, envolvendo gasto 

energético moderado, apresentavam não só massa magra como também tiveram maior 

crescimento linear do que quando seguiam o nível de atividade física de rotina dos 

hospitais (jogos sedentários) (TORUN; VITERI, 1994).  

  Em animais de laboratório, os efeitos do exercício sobre o crescimento 

corporal são dependentes das propriedades mecânicas do exercício e da espécie de 

animais utilizados (BORER, 1979). Os resultados referentes a estudos realizados em 

modelos animais de má nutrição são conflitantes. Alguns apontam efeitos positivos do 

exercício sobre o crescimento e o desenvolvimento (GALDINO et al., 2000), enquanto 

outros trabalhos não encontram qualquer efeito (ZANELATTO et al., 1992). Nesses 

estudos foram empregadas diferentes espécies de animais, como camundongos 
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(ZANELATTO et al., 1992) e ratos (GALDINO et al., 2000), diferentes procedimentos 

para provocar desnutrição, como jejum intermitente (SAKAMOTO; GRUNEWALD, 

1987), jejum prolongado e restrição de ingestão protéica (GALDINO et al., 2000, 

ZANELATTO et al., 1992) e, ainda, diferentes protocolos de atividades físicas, como 

natação livre (ZANELATTO et al., 1992), natação com sobrecargas de 5% do peso 

corporal (GALDINO et al., 2000), o que torna difícil a comparação dos resultados.  

 Existem muitas evidências epidemiológicas de enfermidades crônicas 

degenerativas ligadas à desnutrição e à concomitante capacidade de proteção fornecida 

não só por uma alimentação adequada, mas também por hábitos saudáveis e atividade 

física moderada e rotineira. 

  Bass et al. (2005), em estudo abordando revisão da literatura sobre 

desnutrição protéico-calórica (DPC), reportaram que o exercício físico exerce potencial 

efeito no aumento da força-pico da musculatura esquelética e atuação da mesma sobre o 

tecido ósseo, o que leva a um aumento proporcional da mineralização e densidade óssea 

em crianças acometidas pela DPC.  

  Duran et al. (2005) verificaram, em ratos submetidos à desnutrição 

protéica pré-natal, que o sistema de atividade neuro-locomotor dos mesmos foi afetado 

negativamente se comparados a animais controles. Essa ocorrência resultou em 

comprometimentos motores graves quando esses animais atingiram a idade adulta. 

  Tamaki et al. (2004) realizaram estudo com ratos acometidos pela 

desnutrição protéica e submetidos ao treinamento físico de corrida em esteira rolante 

por 3 semanas. Esses autores verificaram inibição da osteoporose nesses animais 

(comum nesse tipo de desnutrição), se comparados com ratos também desnutridos, mas 

mantidos sedentários, pelo não aumento dos níveis da enzima fosfatase alcalina 

(marcadora bioquímica da incidência de osteoporose). 

 Mais estudos são necessários a fim de esclarecer melhor os efeitos do 

exercício físico sobre a recuperação nutricional sob o ponto de vista do tipo de indução 

da desnutrição e tipo de exercício empregado, onde nesse último tornam-se importantes 

ergômetro e intensidade utilizados para esse fim. 
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CAPÍTULO 2 

============================================================== 

 

VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R. Spirulina melhora o metabolismo de proteína da 

musculatura esquelética de ratos em processo de crescimento. European Journal of 

Nutrition. 47: 393-400, 2008. (Artigo Original). Publicado/Em anexo. 

RESUMO 

Apesar de estarmos no século XXI e no novo milênio, a desnutrição ainda é considerada 

importante fator que compromete a saúde e a produtividade de grande parte da 

população mundial. Por essa razão, a exploração de fontes alternativas de proteína 

torna-se extremamente importante. O presente estudo avaliou os efeitos da alga verde-

azulada spirulina, como única fonte de proteína na dieta, sobre o metabolismo protéico 

no músculo esquelético de ratos jovens. Dieta com 17% de proteína na forma de 

spirulina (S) foi comparada com dieta contendo a 17% de proteína na forma de caseína 

[AIN 93] (C) em ratos wistar jovens (30 dias). Proteínas totais, DNA, taxas de síntese 

(quantidade de
14

C fenilalanina incorporado em proteína) e de degradação (liberação de 

tirosina) protéicas foram mensurados no músculo sóleo isolado dos animais bem como a 

expressão de miosina (western blotting) no músculo gastrocnêmio. Peso (C= 427,3 + 

8,6; S= 434,6 + 7,7g) e comprimento corporais (C= 25,4 + 0,2; S= 25,6 + 0,2cm) não 

diferiram entre os grupos ao final do experimento. As concentrações de proteínas totais 

(C=  2,9 + 0,1; S= 2,7 + 0,1 mg/100mg) e de DNA (C= 0,084 + 0,005; S= 0,074 + 0,005 

mg/100mg) no músculo sóleo foram similares em ambos os grupos. As taxas de 

degradação protéica (C= 427,5 + 40,6; S= 476,7 + 50,5 pmol/mg.h) não diferiram entre 

os dois grupos, mas as taxas de síntese protéica (C= 17,5 + 1,0; S= 25,2 + 1,9 

pmol/mg.h) apresentaram-se mais elevadas (p<0,05; teste t) no grupo spirulina, assim 

como a expressão da proteína miosina, quando comparado ao grupo caseína. Spirulina 

mostrou possuir adequada qualidade protéica para a manutenção do crescimento 
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corporal e da homeostase bioquímica em ratos. Mais estudos são necessários afim de 

esclarecer os mecanismos envolvidos nos efeitos da spirulina contida na dieta sobre o 

metabolismo protéico muscular. 

Palavras-chaves: músculo esquelético; spirulina; proteína. 

 

INTRODUÇÃO 

  O uso de algas marinhas na alimentação humana é antigo. No oriente, 

particularmente, cada fonte alternativa de alimento tem sido extensivamente 

investigada, na esperança de impedir que a deficiência protéica, que caracteriza o status 

nutricional das populações menos favorecidas, seja difundida (KAY, 1991; SIMPORE 

et al., 2006). Atualmente, em função da presença constante de proteínas de baixo valor 

nutritivo na alimentação em todo o mundo e da necessidade urgente do aumento da 

disseminação de alimentos de boa qualidade, a exploração de algas marinhas 

(biomassas) como fonte alimentar torna-se de grande interesse. 

  Spirulina é uma alga marinha de coloração verde-azulada, de formato 

helicoidal, e comprimento de 0,2-0,3 mm (HADENSHOG., HOFSTEN, 1970; COSTA 

et al., 2006). O mérito especial dessa alga consiste em ser uma fonte alimentar que 

contém 65-70 % de proteína, com base no peso seco; quantidade essa maior que a 

encontrada em outras fontes naturais de alimentos. Além disso, possui todos os 8 

aminoácidos essenciais para o homem (LI et al., 2006). Essa alga cresce normalmente 

em lagos alcalinos localizados em zonas áridas. Embora a água alcalina desses lagos 

não possa ser utilizada para a irrigação, ela pode ser útil no cultivo de spirulina (KAY, 

1991; SIMPORE et al., 2006). Uma vez que a spirulina possui taxas rápidas de 

reprodução, dividindo-se três vezes ao dia, uma extensão (como por exemplo, um lago) 

devotada totalmente ao cultivo dessa alga tem a capacidade de produzir e oferecer 

proteína em quantidade 125 vezes maior do que as mesmas áreas utilizadas para o 

cultivo de milho, 70 vezes maior do que a proteína oferecida pelos peixes e 600 vezes 

maior se comparada com a proteína obtida através da carne bovina (FURST, 1978; 

BRANGER et al., 2003). 

  De acordo com avaliações prévias, a spirulina parece ser boa fonte 

alimentar de proteínas para seres humanos. Ela possui aceitação adequada e não parece 

exercer nenhum efeito tóxico, embora apresente digestibilidade reduzida (SAUTIER., 

TREMOLIERES, 1975; SIMPORE et al., 2005). Estudos mais detalhados sobre o valor 
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nutricional da spirulina têm sido conduzidos em roedores, especialmente ratos. Os 

estudos utilizando esses animais investigaram uma variedade de parâmetros, como 

crescimento corporal (CONTRERAS et al., 1979; MARANESI et al., 1984; 

TRANQUILLE et al., 1994; SALAZAR et al., 1996), taxas de eficiência protéica (PER) 

e de utilização líquida de proteína (NUP) (BOURGES et al., 1971; NARAYAN et al., 

2005), maturação sexual (CONTRERAS et al., 1979), performance reprodutiva 

(SALAZAR et al, 1996), status hematológico (KAPOOR., METHA, 1998), toxicidade 

(TRANQUILLE et al., 1994; SALAZAR et al., 1996; CHEN., Pan, 2005), entre outros. 

Spirulina provou ser adequada para a manutenção de todos esses marcadores 

fisiológicos, em níveis normais, e não produziu efeitos adversos após tratamento 

crônico. No entanto, as informações sobre os efeitos da spirulina sobre tecidos com alta 

taxa metabólica, como o músculo esquelético, examinados aos níveis celular e 

molecular são escassas. O presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos da 

spirulina como única fonte de proteína contida na dieta de ratos jovens sobre as taxas de 

síntese e degradação protéicas.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais e dietas 

  Todos os experimentos envolvendo animais, no presente estudo, 

seguiram as resoluções específicas Brasileiras de Bioética de Experimentos com 

Animais (Lei número 6.638 de 8 de Maio de 1979; Decreto número 24.645 de 10 de 

Julho de 1934, Colégio Brasileiro de Experimentação Animal). Ratos wistar jovens (30 

dias de idade no início do experimento), pesando 231,1 + 22,1g e medindo 

(comprimento focinho-ânus) 20,6 + 1,3cm, provenientes da UNESP- Universidade 

Estadual Paulista (Campus Botucatu), foram separados aleatoriamente e alimentados 

com dietas isocalóricas, contendo proteína na forma de spirulina (Spirulina maxima em 

pó adquirida comercialmente através da All Chemistry do Brasil Ltda) ou de caseína 

(proteína do leite) até a idade adulta (90 dias de idade). A dieta de caseína continha 17% 

de proteína (caseína), 64% de carboidrato, 7% de lipídio e 5% de fibra, de acordo com a 

dieta AIN-93 (REEVES et al, 1993). A dieta de spirulina continha a mesma quantidade 

de proteína, carboidrato, lipídio e fibra se comparada à dieta de caseína, diferenciando-

se apenas quanto à fonte protéica utilizada. O conteúdo total de proteína de ambas as 

dietas foi avaliado e corrigido segundo Kjeldahl nitrogen assay (ALBANESE., ORTO, 
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1963). As misturas de minerais e vitaminas foram corrigidas para os conteúdos de 

mineral e vitamina encontrados na spirulina em pó. Detalhes da composição de ambas 

as dietas estão descritos na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1: Composição das dietas (g/kg) 

Componentes   Caseína 17%*       Spirulina 17%  

 

Spirulina  

(65% proteína)**          -              280.0   

 Casein                                                                                             

(84% proteína)***       202.2      -   

Amido de milho  397.0              386.0   

Dextrina        130.5              130.5   

Sacarose   100.0    100.0 

Óleo de soja   70.0    70.0 

Fibra Alimentar 

(microcelulose)  50.0    50.0 

Mistura de vitaminas  35.0    35.0 

Mistura de minerais  10.0    10.0 

L-cistina   3.0    3.0 

Colina     2.5    2.5 

* De acordo com a dieta para fase de crescimento, período de gestação e lactação de roedores – AIN – 

93G (REEVES et al., 1993) 

** Valores corrigidos para o conteúdo de proteína em spirulina (ALBANESE., ORTO, 1963) 

*** Valores corrigidos para o conteúdo de proteína em caseína (ALBANESE., ORTO, 1963) 

 

  A composição da spirulina em pó foi a seguinte: Análise Geral (%): 

proteína 64,7; carboidratos 15; lipídios 6; minerais (cinza) 7; fibra 8; Minerais 

(mg/10g): cálcio 70; ferro 15; fósforo 80; magnésio 40; zinco 0,3; manganês 0,5; sódio 

90; potássio 140; minerais (mcg/10g): selênio 10; cobre 120; cromo 25. Vitaminas (por 

10g): vitamina A 23000UI, beta-caroteno 14mg; vitamina D 1200UI; vitamina E 1,0 

mg; vitamina K 200 mcg; biotina 0,5 mcg; inositol 6,4 mg; tiamina 0,35 mg; riboflavina 

0,4 mg; niacina 1,4 mg; piridoxina 80 mcg; folato 1,0 mcg; cianocobalamina 20 mcg; 

ácido pantotênico 10 mcg. Aminoácidos essenciais (mg/10g): isoleucina 350; leucina 

540; lisina 290; metionina 140; fenilalanina 280; treonina 320; triptofano 90; valina 

400. Aminoácidos não-essenciais (mg/10g): alanina 470; arginina 430; ácido aspártico 

619; cistina 60; ácido glutâmico 910; glicina 320; histidina 100; pralina 270; serina 320; 

tirosina 300. Aminoácidos totais (g/10g): 6,2. 
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  Durante o experimento, os ratos tiveram livre acesso ao alimento e à água 

e foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola), sob ciclo claro-escuro de 12 

horas, na temperatura de 25ºC. A ingestão alimentar foi monitorada diariamente e peso 

e comprimento corporais foram registrados uma vez por semana. 

 

Extração tecidual 

  Ao final do período de experimento, todos os animais foram sacrificados 

por decapitação. Amostras sanguíneas foram coletadas para determinações das 

concentrações séricas de glicose, proteínas totais, albumina e ácidos graxos livres 

(AGL) (NOGUEIRA et al, 1990). Amostras do tecido hepático foram coletadas para 

avaliação das concentrações de lipídios totais (NOGUEIRA et al, 1990), proteína total 

(LOWRY et al, 1951) e DNA (GILES., MEYERS, 1961).  O músculo sóleo esquerdo 

foi avaliado quanto às concentrações de proteína total e DNA. Fatias longitudinais 

(70mg) do músculo sóleo direito foram obtidas para determinação das taxas de síntese e 

degradação protéicas. A carcaça eviscerada foi seca em estufa a 100ºC até atingir o peso 

constante. Depois de seca, foi triturada em liquidificador e sofreu várias lavagens com 

benzeno, visando a extração da gordura. Posteriormente, foi novamente seca até atingir 

peso constante em estufa a 100ºC. O pó seco, desengordurado obtido e dissolvido em 

HClO4 1N, foi utilizado para a determinação do teor de proteína (LOWRY et al, 1951). 

 

Síntese protéica 

 Fatias longitudinais (70mg) musculares foram pré-incubadas por 30 

minutos em meio RPMI-1640 (com glutamina e sem fenol vermelho e bicarbonato de 

sódio), suplementado com albumina sérica bovina desengordurada (BSA) [0,1%] e 

insulina [100u/ml] e saturado com mistura gasosa (95% de O2 e 5% de CO2). Em 

seguida, as fatias foram transferidas para novo meio RPMI com a mesma 

suplementação, contendo 
14

C fenilalanina [0,05 uCi/ml] e incubadas por 2 horas. Ao 

final da incubação, as fatias musculares foram homogeneizadas em ácido tricloro 

acético (TCA) 5% e centrifugadas a 2000rpm por 15 minutos a 4ºC. O material TCA-

insolúvel foi lavado 3 vezes com TCA 5%. O precipitado resultante foi dissolvido em 

SDS 10%, à temperatura ambiente por 30 minutos, para a determinação do conteúdo 

protéico e da radioatividade incorporada às proteínas musculares. O conteúdo de 
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proteína muscular foi determinado pelo método folin fenol (LOWRY et al, 1951) e a 

radioatividade incorporada à proteína muscular foi medida com o auxílio de um 

cintilador. A síntese protéica foi calculada dividindo-se a radioatividade incorporada 

pela radioatividade específica da fenilalanina no meio de incubação e expressa como 

nanomoles de fenilalanina por miligrama de proteína por 2 horas. 

 

Degradação protéica 

 A liberação de tirosina pelo músculo isolado na presença de 

ciclohexamida foi utilizada como índice da degradação protéica, conforme descrito 

previamente por Fulks et al. (FULKS et al, 1975). Este método vale-se do fato de que o 

aminoácido tirosina não é sintetizado nem degradado pelo músculo esquelético. Fatias 

longitudinais musculares (70mg) foram pré-incubadas em tampão Krebs-Ringer [NaCl 

1,2 mmol/L; KCl 4,8 mmol/L; NaHCO3 25 mmol/L; CaCl2 2,5 mmol/L; KH2PO4 1,2 

mmol/L e MgSO4 1,2 mmol/L – pH 7,4] suplementado com glicose [5,5 mmol/L], BSA 

[1,34%], insulina [5u/ml] e ciclohexamida [5,0 mmol/L], saturado com mistura gasosa 

(95% de O2 e 5% de CO2). Em seguida, as fatias foram transferidas para novo meio de 

mesma composição e incubada por 2 horas. Ao final da incubação, amostras do meio de 

incubação foram utilizadas para determinação do teor de tirosina pelo procedimento de 

WAALKES & UDENFRIEND (1957). 

 

Análise por Western Blotting 

 Fatias do músculo gastrocnêmio direito foram homogeneizadas em 

tampão de homogeneização (TH) (20 mmol/L Tris, 1mM dithiothreitol, 2 mmol/L ATP 

e 5 mmol/L MgCl2) e centrifugadas a 15.000 g durante 15 min a 4ºC. O sobrenadante 

resultante foi analisado para o conteúdo total de proteína (BRADFORD, 1976). 

  Amostras de proteína do músculo gastrocnêmio (5g) foram 

incorporadas a géis de sódio dodecil sulfato poliacrilamida 12%, transferidas para 

membrana de celulose 0.45m (Hybond-C, Amersham, UK) e bloqueadas por meio de 

Marvel 5% em tampão de salina PBS, 0,1% tween, pH 7,5. Anticorpo para miosina 

(Novocastra, New Castle, England) foi utilizado na diluição de 1:250 e o anticorpo 

secundário, rabbit anti-mouse, foi conjugado com peroxidase horseradish e foi usado na 

diluição de 1:1500. Actina foi usada como carga controle, após aplicação de anticorpo 
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mouse para actina. A expressão da banda foi revelada usando-se ECL 

quimioluminescência (Amersham, UK). Os blots foram escaneados por densitometria 

visando quantificar as diferenças. Para isso , utilizou-se Gel Pro Analyser software 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). 

 

Análise da Atividade Enzimática 

 A atividade das enzimas chymotrypsin-like e da fosfatase alcalina dos 

músculos foi mensurada. A atividade da enzima chymotrypsin-like foi determinada 

usando-se o substrato fluorogênico succinil-Leu-Leu-Val-Try-7- amino-4-

metillcoumarim (Suc LLVY-AMC; 0,167 mg/ml em 100 mmol/L Tris–HCl, pH7,4; 

excitação 360 nm, emissão 460 nm). A atividade foi expressa como unidades de 

fluorescência por miligrama de proteína, como uma percentagem do grupo control, 

enquanto que a atividade da fosfatase alcalina foi mensurada usando-se                          

p-nitrofenil fosfato a 37mM (PNPP) como substrato e atividade expressa em nanomoles 

de nitrofenol formado por micrograma de proteína muscular (MARTINS et al., 2001). 

 

Análise estatística 

 Os resultados foram expressos como média + erro padrão para o número 

de ratos (n) indicado. Quando utilizado músculo sóleo para avaliação das taxas de 

síntese e degradação protéicas, o n se refere ao número de fatias usadas. Os dados foram 

analisados por teste t de student não-pareado. O nível de significância foi pré-

estabelecido em 5%. 

 

RESULTADOS 

 Após 8 semanas de tratamento com as dietas, não houve diferenças entre 

os ratos alimentados com caseína e spirulina quanto a peso e comprimento corporais, 

ingestão alimentar (Tabela 2) e composição química da carcaça (Tabela 3). 

Concentrações séricas de proteína total sérica, albumina, glicose e AGL apresentaram-

se similares nos dois grupos (Tabela 4). Pesos do fígado (Tabela 5) e do músculo sóleo 

(Tabela 6), bem como o conteúdo de proteína total e DNA e a razão proteína/DNA 

nesses órgãos não diferiram entre os grupos. A atividade celular do músculo, analisada 
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pela atividade da fosfatase alcalina no músculo gastrocnêmio, foi similar em ambos os 

grupos (C= 11.78 ± 1.02; S= 10.49 ± 0.69 nmol. g proteína
-1

).  

 

 

 

 

 

 

Tabela 2: Peso corporal (g) e comprimento corporal (cm) ao final do experimento e 

ingestão alimentar (g/100g de peso corporal) durante o experimento.  

       Caseína    Spirulina 

Peso corporal     427,3±8,6   434,6±7,7 

Comprimento corporal     25,4±0,2     25,6±0,2 

Ingestão alimentar        8,5±0,1       7,9±0,2 

Resultados expressos como média + erro padrão de 14 ratos por grupo.  

 

Tabela 3: Conteúdo de água (g/100g), gordura (g/100g) e proteína (g/100g) na carcaça 

dos animais ao final do experimento. 

       Caseína   Spirulina 

Água      61,5±1,0   59,6±2,0                     

Gordura     20,3±1,3   20,8±0,7    

Proteína                                   13,1±0,7   12,8±0,8     

Resultados expressos como média + erro padrão de 7 ratos por grupo.  

 

Tabela 4: Concentrações séricas de proteína (g/dl), albumina (g/dl) glicose (mg/dl) e 

ácidos graxos livres (AGL, em Eq/l) ao final do experimento. 

      Caseína              Spirulina 

Proteína     7,3±0,1   7,1±0,2  

Albumina     3,6±0,3   3,4±0,1    

Glicose     119,5±9,3   114,8±9,1 

AGL      490,0±42,3   440,0±26,9      

Resultados expressos como média + erro padrão de 7 ratos por grupo.  
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Tabela 5: Peso (g/100 g de tecido), conteúdos de proteína total (g/100g) e DNA 

(g/100g), razão proteína/DNA e gordura total (g/100g) do fígado ao final do 

experimento. 

      Caseína             Spirulina 

Peso      3,6±01    3,5±0,1  

Proteína total     2,9±0,3   2,6±0,1  

DNA      0,125±0,01   0,113±0,05  

Razão proteína/DNA    24,1±2,6   23,2±2,1  

Gordura total     6,7±0,5   6,6±0,3      

Resultados expressos como média + erro padrão de 7 ratos por grupo.  

 

Tabela 6: Peso (g/100g de tecido), conteúdos de proteína total (g/100g) e DNA 

(g/100g) e razão proteína/DNA do músculo sóleo ao final do experimento.  

         Caseína                 Spirulina 

Peso      0,053±0,003   0,054±0,002  

Proteína total     2,9±0,1   2,7±0,1  

DNA      0,084±0,005   0,074±0,005  

Razão proteína/DNA    34,4±2,5   33,9±3,9  

Resultados expressos como média + erro padrão de 7 ratos por grupo. 

 

 

 As taxas de degradação protéica bem como a atividade da enzima 

chymotrypsin-like (os quais representam a porção catalítica do sistema proteossoma) nos 

músculos sóleo e gastrocnêmio, respectivamente, foram similares em ambos os grupos 

(Figura 1A,B). Por outro lado, as taxas musculares de síntese protéica (sóleo) e o 

conteúdo de miosina (gastrocnêmio) (análises de expressão de proteína e densitometria) 

foram significativamente mais elevadas nos animais alimentados com spirulina se 

comparados ao grupo caseína (Figure 2A,B,C, respectivamente). 
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Figura 1: Efeitos da dieta contendo spirulina sobre a degradação de proteína (pmol/mg
-1

.h
-1

) 

(A) e atividade da enzima chymotrypsin-like no músculo gastrocnêmio (unidades de 

fluorescência arbitrária. g proteína
-1

. h
-1

) (B) em ratos alimentados com dietas contendo 

caseína (C) e spirulina (S), durante 60 dias. Os resultados foram expressos como média ± Erro 

Padrão da Média a partir de 13 fatias musculares de cada grupo. *Significativamente diferente 

(p<0,05; t test) do grupo caseína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

64 

 

 

Figura 2: Efeitos da dieta contendo spirulina sobre a síntese protéica muscular (pmol/mg
-1

.h
-1

) 

(A) e imagem por western blotting das proteínas actina e miosina do músculo gastrocnêmio (B) 

e análise de densitometria (unidades arbitrárias densitométricas) (C) em ratos alimentados com 

dietas contendo caseína (C) e spirulina (S), durante 60 dias. Os valores de densitometria 

arbitrária de expressão de miosina foram analisados para oito western blotting individuais. 

Actina foi usada como carga controle e não houve diferença entre os grupos. Os resultados 

foram expressos como média ± Erro Padrão da Média a partir de 13 fatias musculares de cada 

grupo. *Significativamente diferente (p<0,05; t test) do grupo caseína.  

 

DISCUSSÃO 

  Para avaliar o estado nutricional dos animais, foram mensurados peso e 

comprimento corporais e concentrações séricas de proteína total e albumina, que são 

indicadores empregados na avaliação de seres humanos (JEEJEEBHOY, 2000) e 

também freqüentemente usados em estudos com animais (DESAI et al., 1996; PRADA 

et al., 2001; DEMINGE et al., 2006). No presente estudo, a alimentação de ratos com 
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dieta contendo proteína na forma de spirulina, dos 30 dias até a idade adulta (90 dias), 

não prejudicou ganho de peso e comprimento corporais. Esses achados estão de acordo 

com observações prévias, onde a spirulina como única fonte protéica na dieta permitiu 

que ratos crescessem normalmente (CONTRERAS et al., 1979., MARANESI et al., 

1984., TRANQUILLE et al., 1994; SALAZAR et al., 1996; CHEN; PAN, 2005). A 

ingestão alimentar dos animais alimentados com a dieta spirulina foi menor, mas não de 

forma significativa, se comparada com aqueles mantidos com a dieta caseína. Resultado 

semelhante foi observado por TRANQUILLE et al. (1994) e CHEN; PAN, 2005  em 

seus estudos. Concentrações de proteínas séricas, especialmente a albumina, estão entre 

as mais extensivamente estudadas no que se diz às complicações médicas 

(JEEJEEBHOY, 2000), incluindo a desnutrição protéica (PRADA et al., 2001). Não foi 

observada diferença entre os ratos alimentados com spirulina e caseína em relação às 

concentrações de proteína e albumina séricas. Ainda, os animais pertencentes ao grupo 

spirulina não demonstraram outras características comumente presentes na desnutrição 

protéica em crianças (TORUN., CHEW, 1994) e animais (PRADA et al., 2001), como 

por exemplo, hipoglicemia e concentrações elevadas de lipídios no fígado e AGL no 

soro. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a spirulina como única fonte 

protéica na dieta não induz sinais ou evidências de desnutrição protéica em ratos. 

  De acordo com WINICK et al. (1972), o número total de células de um 

órgão pode ser estimado, com finalidade prática, pela determinação da quantidade total 

de DNA, enquanto que o tamanho da célula pode ser estimado calculando-se a razão 

peso/DNA ou a razão proteína/DNA (WINICK et al., 1972). Em ratos, o peso do órgão 

e teores de proteína aumentam (hipertrofia) até cerca de 100 dias de idade. Por outro 

lado, a quantidade de DNA (hiperplasia) alcança o seu máximo antes disso em muitos 

órgãos. Nas fibras da musculatura esquelética, a quantidade total de DNA alcança seu 

máximo aos 90 dias de idade, ao passo que os níveis de proteína continuam a se elevar, 

aproximada e lentamente, até os 140 dias. Alterações nutricionais durante os períodos 

hiperplásicos e/ou hipertróficos teciduais, podem resultar em número e/ou tamanho 

alterados das células. De acordo com os mesmos autores (WINICK et al., 1972), a 

mensuração adicional da massa muscular total pode fornecer informações importantes 

sobre os efeitos do estresse nutricional sobre o crescimento muscular. Em conjunto, 

nossas observações sobre peso muscular, teores de proteína e quantidade de DNA 
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indicam que a spirulina como única fonte protéica na dieta não impede e/ou não 

prejudica hiperplasia tampouco hipertrofia em músculo esquelético de ratos jovens. 

  Para avaliar conseqüências a longo prazo da ingestão de proteína na 

forma de spirulina sobre o metabolismo protéico muscular, foram avaliadas, in vitro, as 

taxas de síntese e degradação protéicas no músculo sóleo. Fatias de músculo sóleo 

incubadas mostraram balanço protéico negativo, mesmo na presença de insulina, como 

demonstrado previamente pelo músculo extensor longo de camundongos (SVANBERG 

et al., 1999).  Apesar disso, a incubação de fatias do músculo extensor longo foi 

considerada uma preparação sensível às alterações in vivo do metabolismo protéico 

pelos nutrientes (SVANBERG et al., 1999). Foi demonstrado que o corte do músculo 

sóleo aumenta significativamente as taxas de degradação protéica se comparado com 

músculos não cortados (SEIDER et al., 1980). No entanto, um corte único, separando 

pela metade o músculo sóleo, procedimento adotado no presente estudo,  não alterou de 

forma significativa essas taxas. SEIDER et al. (1980) observaram que foram necessários 

pelo menos dois cortes através do músculo sóleo para aumentar de maneira significativa 

as taxas de degradação protéica. A difusão de oxigênio pode ser melhorada em 

músculos incubados pelo aumento da tensão de repouso durante a incubação, a qual 

favorece o anabolismo muscular. De fato, o balanço protéico foi melhorado em alguns 

estudos pelo aumento da tensão de repouso em músculos durante o processo de 

incubação (AVRILL et al., 1975) mas não em outros (FRAYN; MAYCOCK, 1979). 

Em estudos prévios realizados em nosso laboratório, onde aspectos do metabolismo da 

glicose em músculo sóleo incubado foram avaliados, os resultados não foram alterados 

pelo grau de tensão ao qual os músculos foram submetidos durante a incubação 

(STEVANATO et al., 1998; SILVA et al., 2000). Por outro lado, outros autores 

(SEIDER et al., 1980)  demonstraram um aumento da energia provinda do fosfato, em 

músculo sóleo, por meio do aumento do grau de tensão durante a incubação.  

  As taxas de degradação protéica no músculo sóleo incubado foram 

similares em ambos os grupos. A atividade da chymotryspisn-like, enzima pertencente à 

via do sistema catalítico denominado ubiquitina-proteossoma, a principal via de 

degradação protéica (COUX et al., 1996; LARBAUD et al., 1996), avaliada no músculo 

gastrocnêmio, não apresentou diferença entre os grupos. Nesse sentido, esses resultados 

in vitro sugerem que a spirulina não exerceu efeito indutor sobre a proteólise muscular, 

como esperado em estados de desnutrição protéica e de caquexia.  No entanto, as taxas 
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de síntese protéica, bem como o conteúdo de miosiona (western blotting) foram maiores 

nos animais alimentados com spirulina.  

  O presente estudo foi efetuado in vitro, na presença do hormônio 

insulina, o qual participa na estimulação da síntese protéica muscular, especialmente em 

animais jovens em crescimento (GARLICK; GRANT, 1988; PROUD, 2006). Foi 

demonstrado que o teor de proteína na dieta exerce efeito sobre a sensibilidade à glicose 

na musculatura esquelética de ratos, como resultado de alterações nos primeiros passos 

na via de sinalização de transcrição celular, incluindo os níveis de receptores de insulina 

(RI); quanto menor a quantidade de proteína na dieta, maior é a sensibilidade da 

insulina à glicose (LATORRACA et al., 1998; MELLO et al., 2003). No presente 

estudo, não foram realizadas avaliações a respeito dos efeitos da qualidade da proteína 

contida na dieta sobre a sensibilidade insulínica muscular à glicose ou a outros 

nutrientes. Os aminoácidos exercem, também, um papel importante na regulação da 

síntese protéica muscular (DARDEVET et al., 2000; DENZI; KLEIN, 2005) e essa 

modulação pode ser afetada pela quantidade e/ou qualidade da proteína contida na dieta 

administrada. A maior taxa de síntese protéica determinada no grupo spirulina, se 

comparado ao grupo caseína, pode ser devida a alguma alteração nas cascatas de 

sinalização responsáveis pela estimulação da síntese protéica na musculatura esquelética 

desses animais, mediada pela insulina e/ou por aminoácidos contidos na dieta com 

proteína na forma de spirulina, uma vez que essa dieta possui uma quantidade de 

aminoácidos de cadeia ramificada ligeiramente maior se comparada a dieta que utiliza a 

caseína como fonte protéica. Nesse sentido, um interessante passo a ser investigado 

futuramente é o papel da via mTOR sobre os efeitos aqui observados.  

  Sabe-se que os ácidos graxos podem afetar a síntese protéica. Em um 

interessante estudo (LANG, 2006), os efeitos da circulação elevada de lipídios sobre a 

síntese protéica de ratos foram verificados. O curto período de elevação dos ácidos 

graxos livres no plasma por meio de 5 horas de infusão de heparina mais Intralipid 

diminuiu as taxas de síntese protéica em aproximadamente 25% em condições basais. 

Portanto, outro aspecto que merece investigações futuras é o efeito dos ácidos graxos 

livres contidos na spirulina sobre o metabolismo protéico muscular.  

 Os resultados do presente estudo sugerem certo cuidado sobre o valor 

nutricional e segurança da spirulina como fonte protéica. O valor nutricional dessa 

proteína é demonstrado pelo adequado cresicmento corproal e a ausência de 
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anormalidades bioquímicas nos tecidos de ratos alimentos com essa dieta experimental. 

No entanto, detectou-se um indicativo de alteração da proteína muscular: o aumento da 

síntese protéica observado no músculo sóleo.  

 ,l 
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CAPÍTULO 3 

============================================================== 

VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R; GOBATTO, C.A. Determinação da transição 

metabólica através do teste do lactato mínimo em ratos desnutridos. Revista da 

Educação Física – UEM. 18(1): 33-39, 2007. (Artigo Original). Publicado/Em anexo. 

 

RESUMO 

O presente estudo foi delineado para determinar a transição metabólica 

aeróbia/anaeróbia (TM) durante o teste do lactato mínimo (TLM), adaptado às 

condições do rato em exercício de natação, em animais sedentários submetidos à 

desnutrição protéica. Ratos Wistar jovens foram separados em 2 grupos, de acordo com 

a quantidade de proteína na dieta: Controle Caseína 17% (C) dos 30 aos 150 dias de 

idade; Desnutrido Caseína 6% (D) dos 30 aos 150 dias de idade. Para comprovar a 

eficácia da indução da desnutrição protéica nos animais foram avaliados: a) bioquímica 

sanguínea: concentrações de AGL, albumina e proteínas totais; b) fígado: concentrações 

de lipídios e c) quanto aos parâmetros somáticos: peso e comprimento corporais. Para 

determinação da TM, utilizou-se o TLM adaptado às condições do rato. Foi utilizado 

teste t de student para amostras independentes para indicar diferenças estatísticas entre 

os grupos (p<0,05) Os ratos do grupo D mostraram hipoalbunimeia, hipoproteinemia e 

baixo peso corporal, que são sinais de desnutrição. Os ratos desnutridos apresentaram 

concentração de lactato sanguíneo equivalente à TM (4,2±0,4mmol/L) inferior à 

apresentada pelos animais controles (6,2±0,1 mmol/L) em uma mesma carga de 

exercício (C=4,9±0,3 e D=4,9±0,2% do peso corporal). 

Palavras-chaves: Teste do lactato mínimo. Ratos. Desnutrição protéica. 
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INTRODUÇÃO 

  A desnutrição protéica se caracteriza como um problema de saúde 

pública, o qual afeta grande parte da população mundial, principalmente em países em 

desenvolvimento (DÂMASO, 2001). No Brasil, mesmo em regiões com alta renda per 

capita, há uma incidência significativa de desnutrição: 6% (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

1996). Em regiões com baixa renda per capita, as taxas de desnutrição são ainda 

maiores: 17% da população com menos de cinco anos de idade é desnutrida (BATISTA 

FILHO; RISSIN, 2003).  

  O Kwashiorkor é uma manifestação clínica da desnutrição protéica 

caracterizada pelo decréscimo das taxas corporais totais de síntese e degradação 

protéicas e diminuição dos níveis de atividade física, sendo esses considerados uma 

adaptação à ingestão inadequada de proteína. Os sintomas iniciais de deficiência 

protéica, incluindo perda de peso, atraso no crescimento, fadiga e insuficiência 

energética, são não-específicos, porque os mesmos podem ocorrer após uma deficiência 

na quantidade ou na qualidade da proteína (DÂMASO, 2001). A desnutrição protéica 

representa alterações metabólicas e fisiológicas e resulta em populações adultas com 

baixa estatura se comparadas às populações bem nutridas (TORUN; CHEW, 1994). 

Estatura baixa é frequentemente relacionada à redução da capacidade de trabalho e de 

performance (TORUN; CHEW, 1994), no entanto, são raras na literatura as informações 

a respeito da capacidade bioquímica de organismos desnutridos para a realização do 

exercício físico. 

  Uma vez que existem limitações óbvias em estudos com seres humanos, 

modelos experimentais oferecem uma condição alternativa para solucionarmos o 

problema. Por outro lado, a análise dos resultados a partir de estudos com animais é 

limitada pela falta de informação a respeito da intensidade de exercício suportada pelo 

animal. Para solucionar essa questão, recentemente nosso grupo desenvolveu um 

protocolo para avaliação de ratos durante o exercício de natação (VOLTARELLI et al., 

2002), baseado nos princípios básicos do teste do lactato mínimo (TLM), originalmente 

descrito para a avaliação de atletas (TEGTBUR et al., 1993). 

  O TLM original envolve a realização de exercício supra-máximo por um 

curto período de tempo, com o objetivo de induzir a hiperlactacidemia antes do início 

do teste padrão efetuado com cargas progressivas em esteira rolante. O lactato 

sanguíneo mínimo foi definido como a velocidade na qual a curva em forma de “U” 
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obtida através dos valores de lactato sanguíneo, durante o teste progressivo, atinge o 

nadir. Esse valor de lactato sanguíneo mínimo supostamente indica a transição 

metabólica (TM) aeróbio/anaeróbio durante o exercício (TEGTBUR et al., 1993). 

Usando o protocolo adaptado para as condições do rato, nós fomos capazes de 

determinar, com sucesso, a transição metabólica de ratos eutróficos durante exercício de 

natação (VOLTARELLI et al., 2002). 

  Partindo do princípio de que a determinação do lactato sanguíneo 

mínimo requer apenas um teste, efetuado somente em um dia, o mesmo pode ser 

adequado para ratos submetidos à desnutrição protéica durante o exercício de natação. 

Portanto, o presente estudo teve como objetivo determinar a transição metabólica 

aeróbio/anaeróbio pelo teste do lactato mínimo, adaptado às condições do rato durante a 

natação, em animais sedentários submetidos à desnutrição protéica. 

 

Material e Métodos 

Animais 

 Todos os experimentos envolvendo animais, no presente estudo, 

seguiram as resoluções específicas Brasileiras de Bioética de Experimentos com 

Animais (Lei número 6.638 de 8 de Maio de 1979; Decreto número 24.645 de 10 de 

Julho de 1934, Colégio Brasileiro de Experimentação Animal). Foram utilizados ratos 

da linhagem Wistar, jovens (30 dias de idade, no início do experimento), provenientes 

do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP) – Botucatu/SP. Os 

animais permaneceram em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) e foram alimentados 

com dietas semi-purificadas e água ad libitum bem como mantidos sob ciclo periódico 

claro e escuro de 12 horas à temperatura média de 25±2°C. 

 

Dietas e Grupos 

  Os ratos (n=20) foram divididos, randomicamente, em dois grupos: 

controle e desnutrido e alimentados com dietas protéicas isocalóricas (3948 Kcal/kg) 

normoprotéica (caseína 17%) ou hipoprotéica (caseína 6%) ad libitum durante 16 

semanas, respectivamente. A dieta normoprotéica conteve quantidades de carboidrato 

(39,7% de amido de milho; 13,2% de dextrina e 10% de sacarose), gordura (7,0% de 

óleo de soja), fibra (5,0% de fibra micro celulose), mistura de sais minerais (3,5%) e 

mistura de vitaminas (1,0%), de acordo com as recomendações do American Institute of 
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Nutrition (AIN-G93) (REEVES et al., 1993). A dieta hipoprotéica conteve mais 

carboidrato (44,4% de amido de milho; 17,8% de dextrina e 14,9% de sacarose), mas a 

mesma quantidade de gordura, fibra e misturas de sais minerais e vitaminas se 

comparada à dieta controle.  

  Durante todos os procedimentos experimentais, os animais foram 

pesados e medidos (comprimento focinho-ânus) semanalmente. A ingestão alimentar foi 

acessada diariamente.  

  Ao final de 8 semanas, os ratos de ambos os grupos foram submetidos ao 

TLM de natação para a determinação da TM (% do peso corporal e concentração de 

lactato sanguíneo / mmol/L). 

 

Adaptação ao meio líquido 

  A adaptação consistiu em manter os animais em contato com água rasa à 

temperatura de 32±2°C, durante 3 semanas, 5 dias por semana por 45 minutos. Nas 2ª e 

3ª semanas de adaptação, os mesmos suportaram sobrecarga equivalente a 5% do peso 

corporal. O propósito da adaptação foi reduzir o estresse dos animais frente ao exercício 

físico realizado na água. 

 

Teste do lactato mínimo (TLM) adaptado às condições do rato 

  Inicialmente, os animais foram colocados em um tanque cheio d`água 

suportando sobrecarga equivalente a 15% do peso corporal, realizando exercício de alta 

intensidade durante 6 minutos (30 segundos de exercício interrompidos por 30 segundos 

de repouso) para a elevação da concentração de lactato sanguíneo. Após 9 minutos de 

repouso, os animais iniciaram exercício de natação com intensidades progressivamente 

maiores (3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 e 6,5% do peso corporal), 5 minutos em cada carga 

(VOLTARELLI et al., 2002). Antes do início do teste (repouso) e a cada troca de carga, 

amostras de sangue foram coletadas (25μl) para a determinação da concentração de 

lactato. Os valores mínimos de lactato sanguíneo (mmol/L) e de carga de exercício (% 

do peso corporal) foram obtidos através do Microsoft Excel (função polinomial de 2º 

grau) e, por sua vez, indicaram a transição metabólica aeróbio/anaeróbio. 
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Sacrifício dos animais 

  Ao final do experimento, os ratos foram sacrificados por decapitação 

para a coleta de material biológico: a) amostras de sangue, para determinação das 

concentrações de proteínas totais, albumina e ácidos graxos livres (AGL) e b) alíquotas 

do fígado, para determinação das concentrações de lipídio.  

 

Avaliações bioquímicas 

  As concentrações séricas de proteínas totais, albumina e AGL e as 

concentrações de lipídio no fígado foram determinadas pelos métodos colorimétricos, 

de acordo com NOGUEIRA et al. (1990). A concentração de lactato sanguíneo foi 

determinada pelo método enzimático, proposto por ENGELS; JONES (1978). 

 

Análise estatística 

  Os dados foram expressos como Média ± Desvio Padrão. Foi utilizado 

teste t de student para amostras independentes para indicar diferenças significativas 

entre os grupos. O nível de significância foi pré-estabelecido em 5%. 

 

 

Resultados 

Efeitos da dieta hipoprotéica sobre o estado nutricional 

  Pode-se observar, a partir da Tabela 1, que após 16 semanas, os ratos 

desnutridos mostraram ganho de peso corporal e incremento no comprimento corporal 

(comprimento focinho-ânus) reduzidos, baixas concentrações de proteína sérica, 

albumina e AGL e elevada concentração de lipídio no fígado quando comparados ao 

grupo controle. A despeito do baixo ganho de peso corporal observado nos animais 

desnutridos, não foram encontradas diferenças significativas na ingestão alimentar por 

grama de peso corporal, observada durante o período experimental, entre os dois 

grupos.  
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Tabela 1: Ganho de peso corporal (n=10; g), incremento no comprimento corporal 

(ICC) (n=10; cm) e ingestão alimentar (g/100g de peso corporal/dia) e concentrações de 

lipídios no fígado (n=8; mg/100mg), albumina (n=8; g/dL), AGL (n=8; µEq/L) e 

proteína (n=8; g/dL) séricos utilizados para avaliação do estado nutricional dos animais. 

Parâmetros    Caseína 17%    Caseína 6% 

   

Ganho de peso corporal   435,7±31,4    222,9±53,3* 

ICC       11,8±0,8        7,3±0,9* 

Ingestão alimentar    12,6±0,9      12,5±0,8 

Lipídios no fígado       4,4±0,5      12,0±1,2* 

Albumina sérica       7,4±0,4        3,8±0,4* 

AGL sérico     382,5±31,0    170,0±23,9* 

Proteína sérica       7,5±0,2        4,5±0,3* 

* Diferença significativa em relação ao grupo Caseína 17% (p < 0,05; teste t de student 

para amostras independentes). 

  

Efeitos da dieta hipoprotéica sobre a concentração de lactato sanguíneo durante o 

TLM 

  A concentração de lactato sanguíneo de apenas um rato de cada grupo e 

sua respectiva carga de trabalho durante o teste do lactato mínimo estão apresentadas 

nas Figuras 1 e 2. A curva referente aos valores de lactato sanguíneo derivada do teste 

de natação com cargas incrementais apresentou, como esperado, a forma de “U”. A TM 

calculada para o rato controle (Figura 1) foi obtida na carga de 4,8% do peso corporal 

na concentração de 6,3mmol/L de lactato sanguíneo. Em relação ao animal desnutrido 

(Figura 2), a TM foi calculada na carga de 4,9% do peso corporal a 4,2mmol/L de 

concentração de lactato sanguíneo. A análise das curvas individuais permitiram a 

determinação da TM individualizada para cada animal. Os valores médios calculados de 

TM, expressos como a carga na qual o lactato sanguíneo mínimo apareceu, para todos 

os animais de ambos os grupos, foi de 4,9±0,3% do peso corporal a 6,2±0,1mmol/L de 

lactato sanguíneo no grupo controle (n=10), enquanto que o grupo desnutrido (n=10) 

teve a TM obtida na carga de 4,9±0,2% do peso corporal a 4,2±0,4mmol/L de lactato 

sanguíneo. 
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Figura 1: Curva lactato sanguíneo vs carga de trabalho durante teste do lactato mínimo de um 

rato no estado normal. A curva foi obtida por ajuste polinomial de 2º grau, com auxílio de 

programa de computador (EXCEL®). A equação a seguir, que definiu a curva, possibilitou o 

cálculo do menor valore da concentração de lactato sanguíneo (LS) e respectivas cargas de 

trabalho (peso corporal – pc): y = 0,1714x
2
 – 1,65x + 10,304 (4,8% do pc à 6,3 mmol/L de LS). 

Esse menor valor de lactato sanguíneo indicou a carga de trabalho equivalente à TM. 

 

 
 

Figura 2: Curva lactato sanguíneo vs carga de trabalho durante teste do lactato mínimo de um 

rato no estado desnutrido. A curva foi obtida por ajuste polinomial de 2º grau, com auxílio de 

programa de computador (EXCEL®). A equação a seguir, que definiu a curva, possibilitou o 

cálculo do menor valore da concentração de lactato sanguíneo (LS) e respectivas cargas de 

trabalho (peso corporal – pc): y = 0,2298x
2
 – 2,2798x + 9,825 (4,9% do pc à 4,2 mmol/L de 

LS). Esse menor valores de lactato sanguíneo indicou a carga de trabalho equivalente à TM. 
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DISCUSSÃO 

  Apesar do ritmo acelerado com que se processa a redução da desnutrição 

no Brasil, ainda não existe uma região onde se tenha completado a correção do déficit 

de estatura de crianças menores de cinco anos. O objetivo de se atingir os valores da 

curva de referência de crescimento (tabela do National Center of Health Statistics – 

NCHS – universalmente recomendada) está relativamente próximo de ser alcançado nas 

populações urbanas do Sudeste, Sul e Centro- Oeste, mas ainda acha-se bem distante no 

Norte e Nordeste (MONTEIRO, 2003). Em algumas áreas, a deficiência protéica ainda 

é prevalente e pode aumentar a incidência e conseguinte instalação do Kwashiorkor 

(BATISTA FILHO; RISSIN, 2003). Por essa razão, no presente estudo, nós avaliamos a 

transição metabólica durante exercício de natação em um modelo animal de desnutrição 

bem caracterizado (LATORRACA et al., 1998; LATORRACA et al., 1999; MELLO et 

al., 2003; ALMEIDA; MELLO, 2004). Baixos ganhos de peso e comprimento 

corporais, hipoalbuminemia, hipoproteinemia e elevado conteúdo de lipídio no fígado, 

como observado em nossos animais (Tabela 1) mantidos com a dieta hipoprotéica, são 

sinais comumente encontrados (quadro semelhante) no kwashiorkor infantil (TORUN; 

CHEW, 1994) e em animais desnutridos experimentalmente (ALMEIDA; MELLO, 

2004). Esses resultados indicam a adequação do modelo animal de desnutrição protéica 

utilizado no presente estudo. Como não houve diferença significativa na ingestão 

alimentar por grama de peso corporal entre os ratos alimentados com a dietas 

normoprotéica e hipoprotéica, o modelo, então, representa deficiência protéica e não 

deficiência protéico-energética.  

  A concentração sérica de AGL apresentada pelos ratos desnutridos do 

presente estudo foi significativamente menor em relação aos animais alimentados com a 

dieta normoprotéica (Tabela 1), confirmando resultados prévios da literatura 

(ALMEIDA; MELLO, 2004). Estudos usando modelo experimental mostraram que a 6-

desaturase, uma enzima chave na síntese dos ácidos graxos essenciais, aparece inibida 

na situação de jejum e nas deficiências de insulina, proteína e zinco, condições 

frequentemente observadas em crianças desnutridas (GOLDEN; GOLDEN, 1981). 

  Em relação ao conteúdo de lipídio no fígado, houve um aumento 

significativo nos ratos desnutridos quando comparados ao grupo controle. Tal achado 

confirma estudos prévios (MELLO, 1985; ALMEIDA; MELLO, 2004) e ocorre como 
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conseqüência do transporte deficiente de lipídios para fora do fígado em organismos 

acometidos pela deficiência protéica (COWARD; WHITEHEAD, 1972). 

  Por razões óbvias, um número significativo de estudos envolvendo 

exercício e nutrição tem sido conduzido em animais de laboratório, principalmente os 

ratos, e a concentração de lactato sanguíneo visando a determinação de intensidades de 

esforço. 

  Hoje, as mensurações referentes à TM (isto é, limiares) são muito 

utilizadas no sentido de avaliar o nível de performance de atletas, assumindo que quanto 

mais alto o limiar, mais alta a capacidade aeróbia do indivíduo. Determinações da TM 

têm provado, também, ser de grande valor em estudos clínicos utilizando modelos 

animais, tais como o diabetes mellitus, a obesidade e a desnutrição (MELLO; 

LUCIANO, 2000). 

  Em um estudo prévio, a TM de ratos normais e sedentários foi obtida 

pelo nosso grupo de pesquisa (VOLTARELLI et al., 2002), durante o TLM, na carga 

média calculada de 4,9±0,1% do peso corporal dos animais a 7,2±0,2mmol/L de 

concentração média de lactato sanguíneo. A carga de exercício e a concentração de 

lactato sanguíneo calculados, equivalentes à TM, observados no rato alimentado com a 

dieta normoprotéica do presente estudo (Figura 1), foram similares aos valores obtidos 

anteriormente por nós (VOLTARELLI et al., 2002). Em relação ao rato desnutrido, 

pode-se observar que a carga de trabalho equivalente à TM obtida através do TLM foi 

similar (Figura 2) ao controle (Figura 1) e àquela observada em nosso estudo prévio 

(VOLTARELLI et al., 2002). Por outro lado, a concentração de lactato sanguíneo 

correspondente à TM foi menor no animal alimentado com a dieta hipoprotéica (Figura 

2) se comparado ao animal controle (Figura 1). A mesma diferença entre os animais 

controle e desnutrido ocorre quando os valores médios de ambos os grupos são 

considerados. 

  Alteração similar na cinética de lactato sanguíneo em ratos desnutridos 

(deficiência protéica) foi reportada em estudo recente (PAPOTI et al., 2003). Esse 

estudo utilizou a máxima fase estável de lactato (MFEL) como meio de determinação da 

transição metabólica aeróbio/anaeróbio em ratos durante exercício de natação. A MFEL 

foi obtida, em ratos normais e em ratos alimentados com a dieta hipoprotéica, na mesma 

intensidade de esforço (5,5% do peso corporal). No entanto, houve diferença 

significativa na concentração de lactato sanguíneo equivalente à intensidade da MFEL 
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(ratos controle: 5,5 mmol/L de lactato sanguíneo; ratos acometidos pela desnutrição 

protéica: 4,7 mmol/L de lactato sanguíneo). 

  Os valores mais baixos de lactato sanguíneo observado nos animais 

alimentados com a dieta hipoprotéica em relação aos animais controle (alimentados com 

a dieta normoprotéica) para uma mesma carga de exercício, podem ser, pelo menos em 

parte, atribuídos às alterações em atividades enzimáticas. Existem dados na literatura 

indicando redução da atividade de várias enzimas teciduais em organismos submetidos 

à restrição protéica (PENNEY et al., 1976; NGUYEN; KEAST, 1991; TORUN; 

CHEW, 1994; SANTOS et al., 1997). Com isso, uma alteração enzimática, originada 

pela desnutrição protéica, poderia acarretar em inibição da via glicolítica, modificando 

assim a concentração de lactato sanguíneo durante o exercício.  

  SANTOS et al. (1997) determinaram a atividade das enzimas glicolíticas 

(hexoquinase, fosfofrutoquinase, aldolase, fosfohexoseisomerase, piruvato quinase e 

lactato desidrogenase) e de uma enzima glutaminolítica (glutaminase fosfato-

dependente) no timo e em nodos linfáticos mesentéricos de ratos wistar submetidos à 

desnutrição protéica (6% de proteína da dieta), da concepção até 12 semanas após o 

nascimento. A atividade da glutaminase não foi afetada pela desnutrição protéica, mas a 

atividade das enzimas glicolíticas do timo e dos nodos linfáticos foi reduzida pela 

metade nos ratos desnutridos quando comparados aos controles. Em um estudo empírico 

prévio, PENNEY et al. (1976) observaram que a atividade da enzima lactato 

desidrogenase, determinada tanto por eletroforese como por espectrofotometria, foi 

obtida em valores significativamente menores na musculatura esquelética de ratos 

desnutridos. Após 5 semanas de recuperação nutricional, os animais previamente 

desnutridos mostraram um grande aumento na atividade desta enzima glicolítica. Além 

disso, as atividades máximas da hexoquinase, 6-fosfofrutoquinase, lactato 

desidrogenase, citrato sintase e glutaminase, as quais proporcionam índices 

quantitativos de fluxo em várias vias importantes, foram mensuradas na pele de 

camundongos Balb/c (presencia congênita de pelo sob a pele) e Balb/c [nu/nu] (ausência 

congênita de pelo sob a pele) submetidos a dietas normais e de estresse do ponto de 

vista nutricional e metabólico (NGUYEN; KEAST, 1991). Esses autores observaram 

que a atividade de todas as enzimas associadas com o metabolismo energético, na pele 

dos animais de ambos os grupos, foi suprimida quando os mesmos foram alimentados 

com uma dieta deficiente em componentes protéicos.   
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  No entanto, para a confirmação dessa hipótese, seria necessário 

mensurar, principalmente, a atividade da enzima LDH nesses animais. 

  Outra possível explicação para os menores valores de concentração de 

lactato sanguíneo observados no grupo desnutrido, para uma mesma carga de exercício 

em relação aos animais controles do presente estudo, pode estar no fato de que a taxa de 

remoção do lactato sanguíneo desses animais possa ser superior à produção desse 

substrato no momento do exercício. 

 

CONCLUSÃO 

 Os resultados aqui apresentados mostram que o modelo animal avaliado é 

adequado para o estudo da desnutrição protéica associada ao exercício; 

 Foi possível determinar a transição metabólica aeróbio/anaeróbio em ratos 

desnutridos através do teste do lactato mínimo durante exercício de natação; 

 Os animais desnutridos apresentaram concentração de lactato sanguíneo 

equivalente à transição metabólica, obtida durante o teste do lactato mínimo, 

mais baixa em relação aos animais controle para uma mesma carga de exercício, 

indicando que a restrição protéica altera a cinética de lactato sanguíneo durante a 

natação em ratos; 

 Mais estudos são necessários afim de se identificar as causas reais da diminuição 

da concentração de lactato sanguíneo, durante a realização do exercício físico, 

verificada nos animais submetidos à desnutrição protéica. 
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CAPÍTULO 4 

============================================================== 

VOLTARELLI, F.A; ARAÚJO, M.B; RIBEIRO, C; MOTA, C.S.A; MELLO, M.A.R. 

Spirulina como fonte de proteína na dieta para ratos em recuperação da desnutrição: 

efeitos sobre a protéina muscular e crescimento corporal. Journal of 

Ethnopharmacology, 2008 (Artigo Original) (Submetido). 

 

Resumo 

 Introdução: Spirulina é uma alga verde-azulada de formato helicoidal cujo 

mérito especial como alimento é conter de 65 a 70% de proteína baseado no peso seco e 

possuir todos os oito aminoácidos essenciais para o homem, além de ser de baixo custo. 

Objetivo: O presente estudo objetivou avaliar os efeitos da Spirulina como única fonte 

protéica sobre a proteína muscular e crescimento corporal de ratos em recuperação da 

desnutrição protéica. Materiais e Métodos: Ratos Wistar jovens (30 dias) foram 

separados em 5 grupos: I- Caseína 17% (C17; 30-150 dias de idade (d/i); II- Spirulina 

17% (S17; 30-150 d/i); III- Caseína 6% (C6; 30-150 d/i); IV- Caseína 6% (30-90 d/i) 

and Spirulina 17% (91-150 d/i) (C6/S17) e V- Caseína 6% (30-90 d/i) e Caseína 17% 

(91-150 d/i) (C6/C17). Os conteúdos de proteína muscular total e DNA bem como as 

taxas de síntese e degradação protéicas foram investigadas visando inferir sobre o 

crescimento muscular  e a proteína muscular, respectivamente. Resultados: O grupo 

submetido à desnutrição protéica (C6) apresentou conteúdos de proteína total e DNA no 

músculo sóleo reduzidos se comparado aos outros grupos. A recuperação nutricional, 

usando ambas as dietas, restabeleceu esses parâmetros. As dietas contendo caseína e 

spirulina reduziram as taxas de degradação protéica e aumentaram as taxas de síntese 

protéica no músculo sóleo de ratos previamente desnutridos. Spirulina provou ser uma 

adequada fonte de proteína na recuperação do ganho de peso corporal e da proteína 

muscular de ratos submetidos à desnutrição protéica.  

Palavras-chaves: Proteína muscular; Spirulina; Ratos; Desnutrição protéica. 
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1- INTRODUÇÃO 

Mesmo estando no século XXI, a desnutrição permanece sendo um importante 

fator que prejudica a saúde e a produção de grande número de pessoas.  No Brasil, 

30,7% das crianças com menos de 5 anos de idade são acometidas por algum tipo de 

desnutrição; na região sudeste, a prevalência da desnutrição está em torno de 21,7% 

(Ministério da Sáude, 1996). 

 Existem várias formas de desnutrição; marasmo e kwashiorkor são 

manifestações clínicas da desnutrição protéico-calórica severa. A desnutrição protéica 

causa efeitos deletérios em vários sistemas orgânicos, conduzindo a acentuados 

distúrbios metabólicos, os quais alteram o processamento dos alimentos quando a 

ingestão de alimentos se encerra. Assim, a prevalência por um período extenso da 

desnutrição protéico-calórica pode resultar em prejuízos para o crescimento bem como 

alterações fisiológicas (GALDINO et al., 2001). 

 Nos dias atuais, com a prevalência de proteínas de baixo valor biológico 

na alimentação em todo o mundo e a necessidade crescente e urgente de alimentos de 

baixo custo e bom valor nutricional, a exploração de biomassas como fonte de proteína 

alternativa na dieta tona-se de grande interesse. O uso de algas na alimentação humana é 

antigo. Em países orientais, em particular, fontes alternativas de alimento têm sido 

extensivamente investigadas com a esperança de corrigir principalmente a deficiência 

protéica que caracteriza o status nutricional de populações menos favorecidas (KAY, 

1991; SIMPORE et al., 2006).  

 Spirulina é uma alga verde-azulada de forma helicoidal com 

comprimento de 0,2-0,3 mm (HADENSHOG; HOFSTEN, 1979; COSTA et al., 2006). 

O mérito especial da spirulina é que a mesma contém 65 - 70% de proteína baseado no 

seu peso seco, cujo valor é maior do que em qualquer outra fonte de alimento natural. 

Além disso, possui todos os oito aminoácidos essenciais para o homem (LI et al., 2006). 

Essa alga cresce, normalmente, em lagos naturais e alcalinos em zonas áridas. Embora a 

água de natureza alcalina desses lagos não possa ser usada para a irrigação, a mesma 

pode ser utilizada para a cultivação de spirulina (KAY, 1991; SIMPORE et al., 2006). 

Uma vez que essa alga possui uma taxa de reprodução elevada, dividindo-se três vezes 

ao dia, uma área devotada totalmente ao cultivo de spirulina pode produzir 125 vezes 

mais proteína se comparada à uma área devotada para o cultivo do milho, 70 vezes mais 
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em relação à criação de peixes e 600 vezes mais quando comparada à criação extensiva 

de gado (FURST, 1978; BRANGER et al., 2003). 

  De acordo com avaliações prévias, a spirulina parece ser uma boa fonte 

alimentar de proteína para seres humanos. Essa alga possui aceitação adequada e parece 

não exercer efeitos tóxicos, embora apresente ligeira redução da digestibilidade 

(SAUTIER., TREMOLIERES, 1975; SIMPORE et al., 2005). Os estudos mais 

detalhados sobre o valor nutricional da spirulina têm sido conduzidos em roedores, 

principalmente ratos. Os estudos realizados com roedores englobam uma variedade de 

parâmetros, tais como o crescimento corporal (TRANQUILLE et al, 1994; SALAZAR 

et al, 1996), eficiência protéica e utilização em rede de proteína (NPU) (NARAYAN et 

al, 2005), maturação sexual (CONTRERAS et al, 1979), performance reprodutiva 

(SALAZAR et al, 1996), status hematológico (KAPOOR; METHA, 1998), toxicidade 

(CHEN; PAN, 2005), entre outros. Spirulina provou ser adequada no sentido de manter 

todos esses parâmetros fisiológicos em níveis normais e não produziu efeitos adversos 

após tratamento crônico.  

  De acordo com os conhecimentos dos autores, há pouca informação 

acerca dos efeitos da spirulina sobre os tecidos com elevadas taxas metabólicas, tais 

como o músculo esquelético, durante a recuperação da desnutrição proteíca. O músculo 

esquelético é suscetível à desnutrição protéica e isso se deve ao fato de que o mesmo é 

um dos mais importantes estoques de proteína do organismo (ALVES et al., 2008). 

Portanto, quando há deficiência de proteína na dieta, esse tecido se torna alvo de 

depleção (NASCIMENTO et al, 1990; IHEMELANDU, 1995; OLIVEIRA et al, 1999). 

Assim, o presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos da spirulina, como única 

fonte protéica na dieta, em ratos previamente submetidos à desnutrição, sobre o 

crescimento corporal e o metabolismo protéico muscular. 

 

2- MATERIAL E MÉTODOS 

2.1- Animais 

  Todos os experimentos envolvendo animais, no presente estudo, 

seguiram tanto as resoluções específicas Brasileiras de Bioética de Experimentação 

Animal (lei nº 6.638 de 8 de Maio de 1979; Decreto nº 24.645 de 10 de Julho de 1934, 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal) como os princípios aceitos 

internacionalmente para o uso e cuidados com animais de laboratório, segundo as 
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normas da Comunidade Européia (Diretiva EEC de 1986; 86/609/EEC). Ratos Wistar 

jovens (30 dias de idade no início do experimento), pesando 119,5 ± 12,7g e medindo 

(comprimento focinho-ânus) 19,1 ± 1,2cm, obtidos a partir das facilidades de obtenção 

de animais da UNESP – Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP, Brasil, foram 

utilizados.  

 

2.2- Dietas 

  Dietas semi-purificadas, contendo 17% de proteína representada pela 

caseína (dieta de proteína livre em pó adicionada de caseína – proteína do leite em pó), 

6% de proteína representada pela caseína e 17% de proteína representada pela spirulina 

(dieta de proteína livre em pó adicionada de spirulina – Spirulina maxima em pó 

vendida comercialmente pela All Chemistry do Brasil Ltda.), como descritas na Tabela 

1, foram utilizadas. 

 

Tabela 1: Composição das dietas (g/kg) 

Componentes   Caseína 17%*  Spirulina 17%  Caseína 6%** 

 

Spirulina  

(65% proteína)***          -   280,0   -   

 Casein                                                                                             

(84% proteína)****       202,2   -   71,5   

Amido de milho  397,0   386,0   480,0   

Dextrina        130,5   130,5   159,0   

Sacarose   100,0   100,0   121,0 

Óleo de soja   70,0   70,0   70,0 

Fibra Alimentar 

(microcelulose)  50,0   50,0   50,0 

Mistura de vitaminas  35,0   35,0   35,0 

Mistura de minerais  10,0   10,0   10,0 

L-cistina   3,0   3,0   3,0 

Colina     2,5   2,5   2,5 

* De acordo com a dieta para fase de crescimento, período de gestação e lactação de roedores – AIN – 

93G (Reeves et al, 1993) 

** Dieta para indução da desnutrição protéica (Latorraca et al, 1998) 

*** Valores corrigidos para o conteúdo de proteína em spirulina (Albanese and Orto, 1963) 

**** Valores corrigidos para o conteúdo de proteína em caseína (Albanese and Orto, 1963) 
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  A composição da spirulina em pó foi a seguinte: Análise Geral (%): 

proteína 64,7; carboidratos 15; lipídios 6; minerais (cinza) 7; fibra 8; Minerais 

(mg/10g): cálcio 70; ferro 15; fósforo 80; magnésio 40; zinco 0,3; manganês 0,5; sódio 

90; potássio 140; minerais (mcg/10g): selênio 10; cobre 120; cromo 25. Vitaminas (por 

10g): vitamina A 23000UI, beta-caroteno 14mg; vitamina D 1200UI; vitamina E 1,0 

mg; vitamina K 200 mcg; biotina 0,5 mcg; inositol 6,4 mg; tiamina 0,35 mg; riboflavina 

0,4 mg; niacina 1,4 mg; piridoxina 80 mcg; folato 1,0 mcg; cianocobalamina 20 mcg; 

ácido pantotênico 10 mcg. Aminoácidos essenciais (mg/10g): isoleucina 350; leucina 

540; lisina 290; metionina 140; fenilalanina 280; treonina 320; triptofano 90; valina 

400. Aminoácidos não-essenciais (mg/10g): alanina 470; arginina 430; ácido aspártico 

619; cistina 60; ácido glutâmico 910; glicina 320; histidina 100; pralina 270; serina 320; 

tirosina 300. Aminoácidos totais (g/10g): 6,2. 

 

2.3-  Delineamento e Grupos Experimentais 

  Ratos Wistar jovens (30 dias de idade no início do experimento) e 

machos foram separados em 5 grupos (n=8/grupo), de acordo com a dieta recebida 

durante o experimento: 

 

I- Caseína 17% (C17) dos 30 aos 150 dias de idade; 

II- Spirulina 17% (S17) dos 30 aos 150 dias de idade; 

III- Caseína 6% (C6) dos 30 aos 150 dias de idade; 

IV- Caseína 6% dos 30 aos 90 dias e Spirulina 17% dos 91 aos 150 dias de idade 

(C6/S17); 

V- Caseína 6% dos 30 aos 90 dias e Caseína 17% dos 91 aos 150 dias de idade 

(C6/C17). 

  Durante o experimento, os ratos tiveram livre acesso ao alimento e à água 

e foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola), sob ciclo claro-escuro de 12 

horas, na temperatura de 25ºC. A ingestão alimentar foi monitorada diariamente e peso 

e comprimento corporais foram registrados uma vez por semana. Além disso, as razões 

de eficiência alimentar (ganho de peso corporal [g] / ingestão [g] e eficiência protéica 

(ganho de peso corporal [g] / ingestão de proteína [g]) foram calculadas.  
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2.4- Extração Tecidual 

  Ao final do período experimental, todos os animais foram sacrificados 

por decapitação.  Amostras de sangue foram coletadas para as mensurações séricas de 

glicose, proteínas totais, albumina e ácidos graxos livres (AGL) (NOGUEIRA et al., 

1990). Amostras do tecido hepático foram coletadas para as determinações de lipídios 

totais (NOGUEIRA et al., 1990) e glicogênio (SIU LO; TAYLOR, 1970). O músculo 

sóleo esquerdo foi fatiado, pesado e analisado quanto aos conteúdos de proteína total 

(LOWRY et al., 1951) e DNA (GILES; MEYERS., 1961) e à razão proteína /DNA, 

para inferir sobre o crescimento muscular. Fatias longitudinais (70mg) do músculo sóleo 

direito dos animais foram excisadas a determinação das taxas de síntese e degradação 

protéicas. Fatias do músculo gastrocnêmio direito (100-200mg) foram coletadas para a 

determinação da atividade da enzima fosfatase alcalina.  

 

2.5- Síntese Protéica 

  Fatias longitudinais (70mg) musculares foram pré-incubadas por 30 

minutos em meio RPMI-1640 (com glutamina e sem fenol vermelho e bicarbonato de 

sódio), suplementado com albumina sérica bovina desengordurada (BSA) [0,1%] e 

insulina [100u/ml] e saturado com mistura gasosa (95% de O2 e 5% de CO2). Em 

seguida, as fatias foram transferidas para novo meio RPMI com a mesma 

suplementação, contendo 
14

C fenilalanina [0,05 uCi/ml] e incubadas por 2 horas. Ao 

final da incubação, as fatias musculares foram homogeneizadas em ácido tricloro 

acético (TCA) 5% e centrifugadas a 2000rpm por 15 minutos a 4ºC. O material TCA-

insolúvel foi lavado 3 vezes com TCA 5%. O precipitado resultante foi dissolvido em 

SDS 10%, à temperatura ambiente por 30 minutos, para a determinação do conteúdo 

protéico e da radioatividade incorporada às proteínas musculares. O conteúdo de 

proteína muscular foi determinado pelo método folin fenol (LOWRY et al, 1951) e a 

radioatividade incorporada à proteína muscular foi medida com o auxílio de um 

cintilador. A síntese protéica foi calculada dividindo-se a radioatividade incorporada 

pela radioatividade específica da fenilalanina no meio de incubação e expressa como 

nanomoles de fenilalanina por miligrama de proteína por 2 horas. 
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2.6- Degradação Protéica 

 A liberação de tirosina pelo músculo isolado na presença de 

ciclohexamida foi utilizada como índice da degradação protéica, conforme descrito 

previamente por FULKS et al. (1975). Este método vale-se do fato de que o aminoácido 

tirosina não é sintetizado nem degradado pelo músculo esquelético. Fatias longitudinais 

musculares (70mg) foram pré-incubadas em tampão Krebs-Ringer [NaCl 1,2 mmol/L; 

KCl 4,8 mmol/L; NaHCO3 25 mmol/L; CaCl2 2,5 mmol/L; KH2PO4 1,2 mmol/L e 

MgSO4 1,2 mmol/L – pH 7,4] suplementado com glicose [5,5 mmol/L], BSA [1,34%], 

insulina [5u/ml] e ciclohexamida [5,0 mmol/L], saturado com mistura gasosa (95% de 

O2 e 5% de CO2). Em seguida, as fatias foram transferidas para novo meio de mesma 

composição e incubada por 2 horas. Ao final da incubação, amostras do meio de 

incubação foram utilizadas para determinação do teor de tirosina pelo procedimento de 

WAALKES & UDENFRIEND (1957). 

 

2.7- Fosfatase Alcalina Muscular 

  O papel fisiológico da enzima fosfatase alcalina (FA) pode ser associada 

ao transporte e à atividade celular (CALHAU et al., 1999). Por essa razão, a atividade 

dessa enzima foi mensurada no tecido muscular dos animais. Fatias do músculo 

gastrocnêmio (100-200mg) foram obtidas e homogeneizadas por sonição durante 40 

segundos em 500µl de água destilada. O homogeneizado foi centrifugado a 2000rpm 

durante 5 minutos e o sobrenadante foi então separado visando-se mensurar a atividade 

da fosfatase alcalina pelo método colorimétrico (Labtest® kit). 

 

2.8- Análise Estatística 

  Os resultados foram expressos como média ± Desvio Padrão para o 

número de ratos (n) indicado. Nas avaliações das taxas de síntese e de degradação 

protéicas bem como da atividade da enzima FA, o n indicou o número de fatias 

musculares. Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA de duas entradas, seguido 

de Bonferroni post-hoc teste, e o nível de significância foi pré-estabelecido em 5% para 

indicar possíveis diferenças entre os grupos. 
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3- Resultados 

  Peso e comprimento corporais, assim como as concentrações séricas de 

proteína, albumina e AGL foram menores no grupo submetido à desnutrição protéica 

(C6) quando comparado aos grupos alimentados com quantidade normal de proteína 

(C17 e S17) e aos grupos recuperados da desnutrição protéica (C6/C17 e C6/S17). Por 

outro lado, as concentrações de lipídio total foram mais elevadas e as concentrações de 

glicogênio, menores no grupo desnutrido (C6) se comparado aos demais grupos. Não 

foram observadas diferenças em relação à ingestão alimentar e à eficiência protéica 

quando todos os grupos foram comparados, no entanto a eficiência alimentar foi menor 

no grupo submetido à desnutrição protéica (C6) se comparado aos outros grupos 

(Tabela 2).  
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Tabela 2: Ganhos de peso (g) e comprimento (cm) corporais; ingestão alimentar (g / 

100 g de peso corporal); razões de eficiência alimentar (ganho de peso corporal [g]  / 

ingestão [g]) e de eficiência protéica (ganho de peso corporal [g] / ingestão de proteína 

[g]); concentrações séricas de proteína (g/dL), albumina (g/dL) e AGL (µEq/L) e 

conteúdos de lipídios totais (mg/100mg) e glicogênio (mg/100mg) do tecido hepático 

dos animais ao final do experimento.  

Grupos 

Parâmetros 

 

C17 S17 C6 C6/C17 C6/S17 

Ganho de 

peso 

corporal 

438,4± 

22,1 

436,9± 

39,1 

233,1±* 

31,9 

434,9± 

32,8 

435,3± 

25,3 

Ganho em 

comprimento 

corporal 

11,7± 

0,4 

11,9± 

0,4 

7,2±* 

0,4 

11,3± 

0,3 

11,2± 

0,2 

Ingestão 

alimentar 

12,6± 

0,9 

12,0± 

0,5 

12,5± 

0,8 

11,1± 

0,7 

11,6± 

0,5 

Eficiência 

alimentar 

5,3± 

0,3 

5,1± 

0,5 

2,2±* 

0,3 

5,2± 

0,4 

5,0± 

0,3 

Eficiência 

protéica 

3,4± 

0,4 

3,4± 

0,5 

3,3± 

0,3 

3,2± 

0,4 

3,3± 

0,2 

Proteína 

sérica 

7,5± 

0,2 

7,4± 

0,3 

4,5±* 

0,3 

7,3± 

0,2 

7,5± 

0,4 

Albumina 

sérica 

7,4± 

0,4 

7,5± 

0,5 

3,8±* 

0,4 

7,6± 

0,5 

7,8± 

0,3 

AGL sérico 382,5± 

12,1 

379,9± 

8,3 

170,0±* 

19,2 

386,4± 

10,0 

381,0± 

7,4 

Lipídios 

totais 

hepático 

4,4± 

0,5 

4,5± 

0,5 

12,0±* 

1,2 

4,6± 

0,4 

4,3± 

0,3 

Glicogênio 

hepático 

7,2± 

0,2 

7,3± 

0,3 

5,7±* 

0,5 

7,2± 

0,4 

7,0± 

0,3 
Resultados expressos como média ± DP de 8 ratos por grupo; 

 

C17= Dieta Caseína 17% 16 semanas; S17= Dieta Spirulina 17% 16 semanas; C6= Dieta Caseína 6% 16 

semanas; C6/C17= Dieta Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Caseína 17% 8 semanas; C6/S17 = Dieta 

Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Spirulina 17% 8 semanas; 

 

* Significativamente diferente (p<0,05, ANOVA de duas entradas) dos demais grupos. 

 

  Os conteúdos de proteína total e DNA bem como a razão proteína/DNA 

no músculo sóleo mostraram-se diminuídos nos animais submetidos à restrição protéica 

(C6). Estes efeitos foram revertidos pela re-alimentação utilizando-se as dietas 

balanceadas contendo spirulina e caseína durante 8 semanas, uma vez que os resultados 
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observados para os grupos recuperados (C6/C17 e C6/S17) foram similares aqueles 

obtidos pelos grupos alimentados com a dieta contendo quantidade adequada de 

proteína (C17 e S17) (Tabela 3). As taxas de síntese protéica diminuíram 

significativamente ao passo que as taxas de degradação protéica se elevaram no grupo 

deficiente em proteína (C6) quando comparado aos demais grupos (Figura 1 A e B). 

Após 8 semanas de tratamento com a dieta balanceada contendo caseína ou spirulina, as 

taxas de síntese protéica (Figura 1A) foram restabelecidas nos grupos recuperados 

(C6/C17 e C6/S17) se comparados aos grupos controles (C17 e S17). O mesmo foi 

observado em relação às taxas de degradação protéica (Figura 1B). 

  A atividade da enzima fosfatase alcalina no músculo gastrocnêmio dos 

animais deficientes em proteína na dieta (C6) foi maior se comparada aos demais 

grupos (Figura 2). 

 

Table 3. Conteúdos de proteína (g/100g) e DNA (g/100g) e razão proteína/DNA  no 

músculo sóelo dos animais ao final do experimento. 

Grupos 

Parâmetros 

 

C17 S17 C6 C6/C17 C6/S17 

Proteína 3,5± 

0,3 

3,5± 

0,4 

1,4±* 

0.2 

3,2± 

0,2 

3,1± 

0,3 

DNA 0,148± 

0,012 

0,147± 

0,009 

0,139±* 

0,014 

0,145± 

0,013 

0,149± 

0,014 

Proteína/DNA 23,9± 

3,2 

24,0± 

3,5 

10,2±* 

2,4 

21,9± 

2,3 

22,4± 

3,1 
Resultados expressos como média ± DP de 8 ratos por grupo; 

 

C17= Dieta Caseína 17% 16 semanas; S17= Dieta Spirulina 17% 16 semanas; C6= Dieta Caseína 6% 16 

semanas; C6/C17= Dieta Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Caseína 17% 8 semanas; C6/S17 = Dieta 

Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Spirulina 17% 8 semanas; 

 

* Significativamente diferente (p<0,05, ANOVA de duas entradas) dos demais grupos. 
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Figura 1: Taxas de síntese (pmo/mg.h) (A) e degradação (pmo/mg.h) (B) protéicas no 

músculo sóleo dos animais (n=8/grupo) ao final do experimento. 
C17= Dieta Caseína 17% 16 semanas; S17= Dieta Spirulina 17% 16 semanas; C6= Dieta Caseína 6% 16 

semanas; C6/C17= Dieta Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Caseína 17% 8 semanas; C6/S17 = Dieta 

Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Spirulina 17% 8 semanas; 

 

* Significativamente diferente (p<0,05, ANOVA de duas entradas) dos demais grupos. 
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Figura 2: Atividade da enzima fosfatase alcalina no músculo sóleo dos animais 

(n=8/grupo) ao final do experimento. 
C17= Dieta Caseína 17% 16 semanas; S17= Dieta Spirulina 17% 16 semanas; C6= Dieta Caseína 6% 16 

semanas; C6/C17= Dieta Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Caseína 17% 8 semanas; C6/S17 = Dieta 

Caseína 6% 8 semanas  e Dieta Spirulina 17% 8 semanas; 

 

* Significativamente diferente (p<0,05, ANOVA de duas entradas) dos demais grupos. 

 

4- Discussão 

  Embora a prevalência da desnutrição esteja decrescendo no Brasil, não há 

uma única região onde o déficit de estatura de crianças com menos de 5 anos de idade 

se encontre completamente superado. A proposta de se alcançar valores de referência de 

crescimento corporal (Tabela do Centro Nacional de Estatística da Saúde – CNES – 

recomendada universalmente) está quase completa em algumas regiões, mas não em 

todas (MONTEIRO, 2003). Em algumas áreas, a deficiência protéica ainda é prevalente 

e pode aumentar a incidência da instalação do Kwashiorkor (BATISTA FILHO; 

RISSIN, 2003). Assim, há um grande interesse em se desenvolver procedimentos mais 

efetivos para o tratamento da desnutrição protéica. Isto inclui o emprego de novas fontes 

de proteína na dieta, como por exemplo a alga verde-azulada chamada spirulina, afim 

de evitar e/ou recuperar da desnutrição. Spirulina demonstrou ser eficiente tanto em 

atenuar a hipertensão em ratos (HERNÁNDEZ et al., 2001) como no tratamento de 

algumas doenças, tais como o câncer (NAGASAWA et al., 1989), desnutrição (FICA et 

al., 1984; SIMPORE et al., 2006) e AIDS (SIMPORE et al., 2005). No presente estudo, 
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nós verificamos os efeitos dessa alga sobre o metabolismo protéico muscular bem como 

sobre o creximento corporal de ratos jovens previamente submetidos à restrição protéica 

na dieta. 

  O status nutricional de animais alimentados com caseína (6% ou 17%) ou 

spirulina (17%) foi acessado por meio das mensurações de peso e comprimento 

corporais bem como pelos níveis séricos de proteína total e albumina, os quais são 

parâmetros nutricionais tradicionais usados para seres humanos e também 

frequentemente utilizados em estudos com animais (PRADA et al., 2001; MELLO et 

al., 2003).  

  Inúmeros estudos têm demonstrado que o crescimento corporal reduzido, 

em presença de albumina sérica diminuída, é frequentemente associado a complicações 

medicas (JEEJEEBHOY, 2000), incluindo a desnutrição protéica (LATORRACA et al., 

1998). Ganhos no crescimento e comprimento corporais prejudicados, 

hipoalbuminemia, hipoproteinemia e conteúdos elevados de lipídios e glicogênio 

hepáticos, como observado em nossos animais experimentais mantidos com uma dieta 

pobre em proteína, são características comumente encontradas no Kwashiorkor infantil 

(TORUM; CHEW, 1994) e em animais acometidos pela desnutrição protéica 

(ALMEIDA; MELLO, 2004). Isto indica a adequação do modelo animal de desnutrição 

protéica usado no presente trabalho.  

  Como não houve diferença significativa na ingestão alimentar e na razão 

de eficiência protéica (EP) entre os ratos alimentados com as dietas contendo valores 

normais (C17) e restringidos (C6) de caseína, o modelo representa a deficiência protéica 

e não a deficiência energético-protéica (ENNOURI et al., 2006). Por outro lado, a razão 

de eficiência alimentar (EA) mostrou-se menor no grupo submetido à desnutrição 

protéica (C6) em relação aos animais pertencentes aos grupos C17 e S17. 

  A concentração sérica de AGL observada nos ratos pertencentes ao grupo 

C6, do presente estudo, foi significativamente menor em relação aos animais 

alimentados com a quantidade normal de proteína (C17 e S17). Isto confirma resultados 

prévios obtidos pelo nosso grupo (ALMEIDA; MELLO, 2004). Estudos usando animais 

experimentais mostraram que 6-desaturase, uma enzima chave na síntese de AG, 

apareceu inibida em jejum e em deficiências relacionadas à insulina, proteína e zinco, 

condições frequentemente observadas em crianças desnutridas (GOLDEN; GOLDEN, 

1981).  
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  Em relação ao conteúdo de lipídio hepático, houve aumento significativo 

nos ratos pertencentes ao grupo desnutrido (C6) quando comparado aos grupos C17 e 

S17. Isto confirma resultados prévios obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (MELLO, 

1995; ALMEIDA; MELLO, 2004) e parece ocorrer como consequência da deficiência 

no transporte de lipídios para o exterior do fígado em organismos deficientes em 

proteína (COWARD et al., 1972).  

  Os ganhos de peso e comprimento corporais, as concentrações séricas de  

proteína, albumina e AGL bem como os conteúdos de lipídio e glicogênio hepáticos 

foram restabelecidos pelas dietas balanceadas contendo tanto caseína como spirulina 

nos grupos recuperados (C6/C17 e C6/S17). Os efeitos positivos da spirulina como 

fonte protéica, similares aqueles obtidos com a caseína, para a recuperação da 

desnutrição protéica, foram também observados por nós em estudo prévio utilizando 

animais adultos (ALVES et al., 2005), reforçando o valor nutricional dessa alga.  

  De acordo com WINICK et al. (1972), o número total de células em um 

órgão pode ser estimado pela determinação do conteúdo total de DNA, ao passo que o 

tamanho celular pode ser estimado pelo cálculo das razões peso do tecido/DNA ou 

proteína/DNA (WINICK et al., 1972). Alterações nutricionais, durante o período de 

crescimento hiperplásico e/ou hipertrófico, podem resultar em número e/ou tamanho de 

células alterado nesse tecido. Estudos acerca do tamanho do músculo de animais 

submetidos à desnutrição pós-natal têm revelado que essa redução é primariamente 

atribuída à redução no volume das fibras (hipotrofia) em detrimento à redução do 

número total de fibra nesse tecido (hipoplasia) (ROWE, 1968; STICHLAND et al., 

1975). Portanto, no presente estudo, os conteúdos de proteína total e DNA bem como a 

razão proteína/DNA no músculo sóleo foram diminuídos nos animais previamente 

submetidos à desnutrição proteíca se comparados aos grupos C17 e S17, sugerindo tanto 

hipoplasia como hipotrofia da musculatura esquelética. Esta situação foi revertida nos 

grupos C6/C17 e C6/S17 ao final do experimento, indicando que a spirulina como única 

fonte de proteína na dieta mostrou-se adequada no sentido de promover crescimento 

hiperplásico e hipertrófico na musculatura esquelética de ratos jovens submetidos à 

restrição protéica.  

 Para análise das consequências da desnutrição protéica seguida de um 

período de recuperação nutricional por meio da ingestão de dietas contendo caseína e 

spirulina, sobre o metabolismo protéico muscular, as taxas de síntese e degradação 
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protéicas do músculo sóleo dos animais foram avaliadas in vitro. Após 16 semanas de 

tratamento com dietas experimentais, sendo 8 semanas de restrição protéica, seguidas de 

8 semanas de recuperação nutricional, as taxas de síntese protéica, as quais foram 

reduzidas pela restrição de proteína na dieta, foram restabelecidas pelas dietas 

balanceadas contendo valores normais de proteína na forma tanto de caseína como 

spirulina. Ao final do experimento, quando analisados os grupos C6/C17 e C6/S17 e 

comparados aos grupos C17 e S17, não foram observadas diferenças nos valores de 

síntese protéica obtidos. O mesmo foi observado em relação à degradação protéica, isto 

é, essas taxas, as quais foram elevadas devido à restrição inicial de proteína, retornaram 

a valores similares aos dos grupos C17 e S17 ao final do experimento. Não foram 

encontradas diferenças nas taxas de síntese e degração protéicas quando comparados os 

grupos alimentados com quantidades normais de protéina na dieta (C17 e S17). 

  A enzima fosfatase alcalina (FA) pertence a um grupo heterogêneo de 

enzimas que são extensamente distrubuídas em células de mamíferos. Elas são 

associadas, frequentemente, às membranas celulares, mas sua função fisiológica exata 

não foi totalmente elucidada. A despeito disso, FA é uma importante indicadora 

bioquímica sérica de patologias hepáticas. Portanto, aumento na atividade de FA em 

certos tecidos pode refletir em alterações fisiológicas ou patológicas além daquelas 

originadas no tecido hepático. Por exemplo, aumentos não-hepáticos na atividade da FA 

tecidual foram observados em animais jovens, em fêmeas prenhas e em período de 

aleitamento e em associação com dietas ricas em gordura e/ou deficientes em proteína 

(FERNANDEZ; KIDNEY, 2007). Além disso, a determinação da FA no tecido 

muscular é uma ferramenta útil para estimar a atividade celular nesse tecido (CALHAU 

et al., 1999). No presente estudo, a atividade da FA foi maior no músculo sóleo dos 

animais desnutridos (C6) quando comparados aos grupos que receberam dieta contendo 

valores normais de proteína (C17 e S17). Hipotetiza-se que tal aumento poderia ser 

consequência, pelo menos em parte, do desbalanço do turnover protéico nesse tecido, o 

qual pode ter sido induzido pela restrição de proteína na dieta. Por outro lado, os ratos 

recuperados da desnutrição (C6/C17 e C6/S17) tiveram seus níveis musculares de FA 

restaurados, quando comparados aos grupos C17 e S17, concomitantemente com o 

aumento das taxas de síntese e diminuição das taxas de degradação protéicas nesse 

tecido. 
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  Em síntese, a spirulina provou ser uma adequada fonte de proteína na 

dieta no sentido de recuperar os ganhos de peso e comprimento corporais em animais 

submetidos à desnutrição protéica. Além disso, síntese protéica muscular bem como os 

conteúdos de proteína total e DNA foram aumentados por meio da ingestão de ambas as 

dietas experimentais em animais jovens e desnutridos.   

 

5- Conclusões 

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que: 

 Ratos submetidos à restrição protéica na dieta mostraram atraso do crescimento 

corporal e perda de protéina muscular; 

 Alimentar ratos previamente submetidos à restrição protéica com dietas 

balanceadas contendo caseína ou spirulina mostrou ser eficiente em reverter as 

alterações no crescimento muscular e no metabolismo protéico induzidas pela 

restrição protéica; 

 Ambas as dietas provaram ser eficientes nesse sentido. Esse fato demonstra o 

potencial valor da proteína originária da alga na recuperação da desnutrição 

protéica. 

 

Agradecimentos 

  Os autores agradecem a Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de 

Nível Superior (CAPES) pelo suporte financeiro. 

 

6- Referências Bibliográficas 

 ALBANESE, A.A; ORTO, L.A. Protein and amino acids. In: Albanese, A.A. ed. 

Newer methods of nutritional biochemistry. N.Y., Academic Press, v. I. cap. 

1, 84, 1963. 

 ALMEIDA, P.B.L; MELLO, M.A.R. Desnutrição protéica fetal/neonatal, ação 

da insulina e homeostase glicêmica na vida adulta: efeitos do jejum e do 

exercício agudo. Rev. Bras. Educ. Fís. Esp. 18(1): 17-30, 2004. 

 ALVES, A.P; DÂMASO, A.R; DAL PAI, V. The effects of prenatal and 

postnatal malnutrition on the morphology, differentiation, and metabolism of 

skeletal striated muscle tissue in rats. J.  Pediatric  (Rio J) 84(3): 264-271, 

2008. 



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

101 

 ALVES, C.R; VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R. Spirulina como fonte 

protéica na recuperação de ratos desnutridos: efeitos sobre o músculo 

esquelético. EF Dep. 86: 1-7, 2005. 

 BATISTA FILHO, M; RISSIN, A. A transição nutricional no Brasil: tendências 

regionais e temporais. Cad. Saúde Públ. 19(1): 5181-5191, 2003. 

 BRANGER, B; CADUDAL, J.L; DELOBEL, M; OUOBA, H; YAMEOGO, P; 

OUEDRAOGO, D. 2003. Spiruline as a food supplement in case of infant 

malnutrition in Burkina-Faso. Arch Pediatric. 10(5): 424-431, 2003. 

 BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE. Pesquisa Nacional Sobre demografia e 

Saúde. Relatório preliminar, Brasília, p. 182, 1996. 

 CALHAU, C; HIPÓLITO, R.C; AZEVEDO, I. Alkaline phosphatase and 

exchange surfaces. Clin Bioch. 32 (2): 153-154, 1999. 

 CHEN, H; PAN, S.S. Bioremediation potential of Spirulina: toxicity and 

biosorption studies of lead. J Zhe Univ Sci B. 6(3): 171-174, 2005. 

 CONTRERAS, A; HERBERT, D.C; GRUBS, B.G; CAMERON, I.L. Blue alga 

Spirulina as the sole dietary source of protein in sexually maturing rats. Nutr 

Reprod Inter 19(6): 749-763, 1979. 

 COSTA, D.A; DE MORAIS, M.G; DALCATON, F; REICHERT, C; 

DURANTE, A.J. Simultaneous cultivation of Spirulina plantesis and the 

toxigenic cyanobacteria microcystis aeruginosa. Naturforsch. 61(1-2): 105-110, 

2006. 

 COWARD, W.A; WHITEHEAD, R.G. Changes in serum b-lipoprotein 

concentration during the development of kwashiorkor and in recovery. British J 

Nutr. 27: 383-389, 1972. 

 ENNOURI, M; FETOUI, H; BOURRET, E; ZEGHAL, N; GUERMAZI, F; 

ATTIA, H. Evaluation of some biological parameters of Opuntia ficus indica. 2. 

Influence of seed supplemented diet on rats. Biores Tech. 97: 2136-2140, 2006. 

 FERNANDEZ, N.J; KIDNEY, B.A. Alkaline Phosphatase: beyond the liver. 

Vet Clinl Pathol. 36(3): 223-233, 2007. 

 FICA, V; OLTEANU, D; OPRESCU, S. Use of Spirulina as an adjuvant 

nutrient factor in the therapy of the diseases accompanying a nutritional 

deficiency. Medicină internă. 36: 225-234, 1984.  



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

102 

 FULKS, R.M; LI, JB; GOLDBERG, J.L. Effects of insulin, glucose, amino 

acids on protein turnover in rat diaphragm. J Biol Chem. 250: 290-298, 1975. 

 FURST, P.T. Spirulina- Nutritious alga, once a staple of Aztec diets could feed 

many of the world’s hungry people. Human Nat. 3: 60-71, 1978. 

 GALDINO, R.S; MELLO, M.A.R; ALMEIDA, R.L; ALMEIDA, C.C.S. 

Desnutrição protéico-calórica. In Dâmaso A. (ed) Nutrição e exercício na 

prevenção de doenças, Rio de Janeiro, MEDSI., pp. 35-46, 2001. 

 GILES, A; MEYERS, A. An improved diphenylamine method for the estimation 

of deoxyribonucleic acid. Nature 206 (1 n. 4975): 93, 1961. 

 GOLDEN, M.H.N; GOLDEN, B.E. Effect of zinc supplementation on the 

dietary intake, rate of weight gain, and energy cost of tissue deposition in 

children recovering form sever malnutrition. Am J Clin Nutr. 34: 900-908, 

1981. 

 HADENSHOG, G; HOFSTEN, A. The ultra structure of Spirulina plantensis. A 

new source of microbial protein. Physiol Plant. 23: 209-216, 1979. 

 HERNÁNDEZ, A.R; CASTILLO, J.L.B; OROPEZA, M.A.J; ZAGOYA, J.C.D. 

Spirulina maximum prevents fatty liver formation in CD-1 male and female mice 

with experimental diabetes. Life Sci. 69: 1029-1037, 2001. 

 IHEMELANDU, E.C. Fibre number and sizes of mouse soleus muscle in early 

postnatal protein malnutrition. Acta Anat (Basel). 121: 89-93, 1985. 

 JEEJEEBHOY, K.N. Nutritional assessment. Nutrition. 16(7/8): 585-590, 2000. 

 KAPOOR, R; METHA, U. Supplementary effect of Spirulina on hematological 

status of rats during pregnancy and lactation. Plant Foods Human Nutr Alim. 

29(6): 517-534, 1998. 

 KAY, R.A. 1991. Micro algae as food and supplement. Crit Rev Food Sci 

Nutr. 30(6): 555-573, 1991. 

 LATORRACA, M.Q; REIS, M.B; CARNEIRO, E.M; MELLO, M.A.R.; 

VELLOSO, L.A; SAAD, M.J; BOSCHERO, A.C. Protein deficiency and 

nutritional recovery modulate insulin secretion and early steps of insulin action 

in rats. J Nutr. 128: 1643-1649, 1998. 

 LI, Z.Y; GUO, S.Y; LI, L; CAI, M.Y. Effects of electromagnetic field on the 

batch cultivation and nutritional composition of Spirulina plantesis in an air-lift 

photobioreactor. Biores Tech. 98(3): 700-705, 2006. 



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

103 

 LOWRY, O.H; ROSEBROUG, N.J; FARR, A.L; RANDALL, R.T. Protein 

measurement with the folinphenol reagent. J Biol Chem. 193, 265-275, 1951. 

 MELLO, M.A.R; LUCIANO. E; CARNEIRO, E.M; LATORRACA, M.Q; 

OLIVEIRA, C.A.M; BOSCHERO, A.C. Glucose homeostasis in pregnant rats 

submitted to dietary protein restriction. Res Comm Mol Pathol Pharmacol. 

113-114: 229-246, 2003. 

 MONTEIRO, C.A. A dimensão da pobreza, da desnutrição e da fome no Brasil: 

implicações para políticas públicas. Sem Esp Fome e Pobr, Rio de Janeiro, 

2003. 

 NAGASAWA, H; KONISHI, R; SENSUI, N; YAMAMOTO, K; BEN-

AMOTZ, A. An inhibition by beta carotene rich algae Dunaliella of spontaneous 

mammary tumourigenesis in mice. Antican Res. 9: 71-82, 1989. 

 NARAYAN, M.S; MANOJ, G.P; VATCHRAVELO, K; BHAGRALAKSHMI, 

N; MAHADEVASWAMY, M. Utilization of glycerol as carbon source on the 

growth, pigment and lipid production in Spirulina plantesis. Int J Food and 

Scie Nutr. 56(7): 521-528, 2005. 

 NASCIMENTO, O.J; MADI, K; GUEDES E SILVA, J.B; SOARES FILHO, 

P.J; HAHN, M.D; COUTO, B. Considerações sobre o músculo estriado na 

desnutrição protéica. Arq Neuropsq. 48: 395-402, 1990. 

 NOGUEIRA, D.M; STRUFALDI, B; HIRATA, M; ABDALLA, D.S; HIRATA, 

R.D. (Eds) Métodos de Bioquímica Clínica, São Paulo, Pancas Editorial, 1990. 

 OLIVEIRA, F.L; OLIVEIRA, A.S; SCHIMIDT, B; AMÂNCIO, O.M. 

Desnutrição energética intra-uterina em ratos: alterações músculo-esqueléticas 

na 1ª e 2ª gerações. J Pediatric (Rio J). 75: 350-356, 1999. 

 PRADA, F.J; LUCIANO, E; CARNEIRO, E.M; BOSCHERO, A.C; MELLO, 

M.A.R. 2001. Protein deficiency attenuates the effects of alloxan on insulin 

secretion on glucose homeostasis in rats. Physiol Chem Physiol Med NMR. 33: 

73-82, 2001. 

 REEVES, P.G; NIELSEN, F.H; FAHEY, G.C. AIN-93 purified diets for 

laboratory rodents: final reports of the American Institute of Nutrition ad hoc 

Writing Committee on the reformulation of the AIN-76 rodent diet. J Nutr. 123: 

1939-1951, 1993. 



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

104 

 ROWE, R.W.D. Effect of low nutrition on size of striated muscle fibers in the 

mouse. J Exper Zoo. 167: 353-358, 1968. 

 SALAZAR, M; CHAMORRO, G.A; SALAZAR, S; STEELE, C.E. Effects of 

Spirulina maxima consumption on reproduction and peri and post natal 

development in rats. Food Chem Toxicol. 34(4): 353-359, 1996. 

 SAUTIER, C; TREMOLIERES, J. Food value of the Spirulina algae to man. 

Annals Nutr Alim. 29(6): 517-534, 1975. 

 SIMPORE, J; KABORE, F; ZONGO, F; DANSOU, D; BERE A. Nutrition 

rehabilitation of undernourished children utilizing Spirulina and misola. Nutr J. 

23(5): 3-9, 2006. 

 SIMPORE, J; ZONGO, F; KABORE, F; DANSOU, D; BERE, A; NIKIEMA, 

J.B; PIGNATELLI, S; BIONDI, D.M; RUBERTO, G; MUSUMECIS, S. 

Nutrition rehabilitation of HIV-infected and HIV-negative undernourished 

children utilizing Spirulina. Annals Nutr Met. 49(6): 373-380, 2005. 

 SIU LO, J.C.R; TAYLOR, A.W. Determination of glycogen in small tissue 

samples. J Appl Physiol. 8(2): 123-130, 1970. 

 STICKLAND, N.C; WIDDOWSON, E.M; GOLDSPINK, G. Effects of severe 

energy and protein deficiencies on the fibers and nuclei in skeletal muscle of 

pigs. British J Nutr. 34: 421-428, 1975. 

 TORUN, B; CHEW, F. Protein energy malnutrition. Mod Nutr Health Dis. 2: 

950-976, 1994. 

 TRANQUILLE, N; EMEIS, J.J; CHAMBURE, D; BINOT, R; TAMPONNET, 

C. Spirulina acceptability trials in rats. A study for the “Melissa” life-support 

system. Adv Space Res. 14 (11): 167-170, 1994. 

 VOLTARELLI, F.A; MARCONDES, M.C.G; VOLTARELLI, V.A; RIBEIRO, 

C.; MOTA, C.S.A; STEVANATO, E; MELLO, M.A.R. Muscle protein in 

growing rats fed Spirulina as the sole dietary protein source. Med Sci Sports 

Exer. 40: S101-S102, 2008. 

 VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R; MARCONDES, M.C.C.G. Spirulina 

protein, body growth, and skeletal muscle protein metabolism in young rats. 

Amino Acids. 35: 150, 2003. 



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

105 

 WAALKES, T.P; UDENFRIEND, S. Tyrosine in plasma and tissues. J Lab 

Clin Med. 50(5): 733-736, 1957. 

 WINICK, M; BASEL, J.A; ROSSO, P. A Nutrition and cell growth. In: Winick 

M. Nutrition and development. John Wiley & Sons, New York, pp. 49-97, 

1972. 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tese de Doutorado – Fabrício Azevedo Voltarelli  
_________________________________________________________________________________ 

 

__________________________________________________________ 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – CAMPUS RIO CLARO 

 

2008 

106 

 

 

 

 

 

 

 

 

8- COMENTÁRIOS E CONCLUSÕES GERAIS 

============================================================== 

 

 O primeiro estudo (Capítulo 2), apresentado na presente Tese de 

Doutorado, teve como objetivo avaliar os efeitos da spirulina, como única fonte de 

proteína na dieta, sobre o metabolismo protéico no músculo esquelético de ratos jovens. 

Esse estudo valeu-se da informação de que, além da agricultura e da pecuária 

convencionais, outras fontes protéicas têm sido examinadas. Nesse sentido, 

microorganismos têm recebido atenção especial como fonte alternativa de proteína na 

dieta. Entre vários organismos que vêm sendo estudados, a alga verde-azulada spirulina 

é considerada um microorganismo promissor para essa finalidade. Nesse estudo, a 

alimentação de ratos com dieta contendo proteína na forma de spirulina, dos 30 dias até 

a idade adulta (90 dias), não prejudicou ganho de peso e comprimento corporais. A 

ingestão alimentar dos animais alimentados com a dieta spirulina foi menor, mas não de 

forma significativa, se comparada com aqueles mantidos com a dieta caseína. Não foi 

observada diferença entre os ratos alimentados com spirulina e caseína em relação às 

concentrações de proteína e albumina séricas. Ainda, os animais pertencentes ao grupo 

spirulina não demonstraram outras características comumente presentes na desnutrição 

protéica em crianças e animais, como por exemplo, hipoglicemia e concentrações 

elevadas de lipídios no fígado, sugerindo, então, que a spirulina como única fonte 

protéica na dieta não induz sinais ou evidências de desnutrição protéica em ratos. 

Nossas observações sobre peso muscular, teores de proteína e quantidade de DNA 
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indicam que a spirulina como única fonte protéica na dieta não impede e/ou não 

prejudica hiperplasia tampouco hipertrofia em músculo esquelético de ratos jovens. No 

que se refere às taxas de degradação protéica no músculo sóleo incubado, os valores 

foram similares em ambos os grupos, no entanto, as taxas de síntese protéica foram 

maiores nos animais alimentados com spirulina. Ainda, a expressão da proteína miosina 

(análise por meio de western blotting) mostrou-se aumentada nos animais alimentados 

com a dieta contendo spirulina como fonte protéica. Podemos sugerir, a partir desses 

resultados referentes ao metabolismo protéico, que a maior taxa de síntese protéica 

determinada no grupo spirulina assim como elevada expressão protéica de miosina, se 

comparado ao grupo caseína, pode ser devida a alguma alteração nas cascatas de 

sinalização responsáveis pela estimulação da síntese protéica na musculatura esquelética 

desses animais, mediada pela insulina e/ou por aminoácidos contidos na dieta com 

proteína na forma de spirulina. Nesse sentido, um interessante passo a ser investigado 

futuramente é o papel da via mTOR sobre os efeitos aqui observados. Além disso, o 

balanço nitrogenado não foi determinado para o presente trabalho, o qual poderia ser de 

grande importância no sentido de avaliar o valor biológico da spirulina como fonte 

protéica na dieta. Mais estudos são necessários para se determinar e esclarecer os reais 

mecanismos envolvidos nos efeitos da spirulina como fonte protéica na dieta sobre o 

metabolismo protéico muscular.  

   O segundo trabalho desenvolvido (Capítulo 3), também aqui 

apresentado, baseou-se no princípio de que a desnutrição protéica é, ainda, hoje, grave 

problema médico-social nos países em desenvolvimento. Assim, é de grande interesse o 

desenvolvimento de procedimentos mais efetivos no seu tratamento. Isso inclui o 

emprego do exercício físico bem como de novas fontes de proteína na alimentação. 

Portanto, esse estudo foi delineado para determinar a transição metabólica 
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aeróbia/anaeróbia (TM) durante o teste do lactato mínimo (TLM), adaptado às 

condições do rato em exercício de natação, em animais sedentários submetidos à 

desnutrição protéica. Pôde-se observar, nesse terceiro estudo, que os ratos desnutridos 

mostraram ganho de peso corporal e incremento no comprimento corporal reduzidos, 

baixas concentrações de proteína sérica, albumina e AGL (talvez devido à inibição da 6-

desaturase, uma enzima chave na síntese dos ácidos graxos, aparece inibida na situação 

de jejum e nas deficiências de insulina, proteína e zinco, condições frequentemente 

observadas em crianças desnutridas) e elevada concentração de lipídio no fígado (ocorre 

como conseqüência do transporte deficiente de lipídios para fora do fígado em 

organismos acometidos pela deficiência protéica) quando comparados ao grupo 

controle. A despeito do baixo ganho de peso corporal observado nos animais 

desnutridos, não foram encontradas diferenças significativas na ingestão alimentar por 

grama de peso corporal, observada durante o período experimental, entre os dois 

grupos, representando assim, deficiência protéica e não deficiência protéico-energética. 

Esses resultados, tomados em conjunto, indicam a adequação do modelo animal de 

desnutrição protéica utilizado no presente estudo.  A TM calculada para o rato controle 

foi obtida na carga de 4,8% do peso corporal na concentração de 6,3mmol/L de lactato 

sanguíneo. Em relação ao animal desnutrido, a TM foi calculada na carga de 4,9% do 

peso corporal a 4,2mmol/L de concentração de lactato sanguíneo. A análise das curvas 

individuais (demonstradas nas Figuras 1 e 2) permitiram a determinação da TM, obtida 

através da efetuação do TLM, individualizada para cada animal. Os valores médios 

calculados de TM, expressos como a carga na qual o lactato sanguíneo mínimo 

apareceu, para todos os animais de ambos os grupos, foi de 4,9±0,3% do peso corporal a 

6,2±0,1mmol/L de lactato sanguíneo no grupo controle (n=10), enquanto que o grupo 

desnutrido (n=10) teve a TM obtida na carga de 4,9±0,2% do peso corporal a 
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4,2±0,4mmol/L de lactato sanguíneo. Os valores mais baixos de lactato sanguíneo 

observado nos animais alimentados com a dieta hipoprotéica em relação aos animais 

controle (alimentados com a dieta normoprotéica) para uma mesma carga de exercício, 

podem ser, pelo menos em parte, atribuídos às alterações em atividades enzimáticas. 

Existem dados na literatura indicando redução da atividade de várias enzimas teciduais 

em organismos submetidos à restrição protéica, principalmente enzimas pertencentes à 

via glicolítica, em especial a lactato desidrogenase (LDH). Com isso, uma alteração 

enzimática, originada pela desnutrição protéica, poderia acarretar em inibição da via 

glicolítica, modificando assim a concentração de lactato sanguíneo durante o exercício. 

No entanto, para a confirmação dessa hipótese, seria necessário mensurar, 

principalmente, a atividade da enzima LDH nesses animais. 

  A terceira questão (Capítulo 4) levantada na presente Tese de Doutorado 

foi baseada na premissa de que há escassez de informações acerca dos efeitos da 

spirulina sobre os tecidos com elevadas taxas metabólicas durante a recuperação da 

desnutrição proteíca. Sabe-se que o músculo esquelético é suscetível à desnutrição 

protéica e isso se deve ao fato de que o mesmo é um dos mais importantes estoques de 

proteína do organismo. Portanto, quando há deficiência de proteína na dieta, esse tecido 

se torna alvo de depleção. Assim, a presente etapa teve como objetivo avaliar os efeitos 

da spirulina como única fonte protéica na dieta em ratos previamente submetidos à 

desnutrição sobre o crescimento corporal bem como sobre o metabolismo protéico 

muscular. Além disso, a atividade da enzima fosfatase alacalina (FA) foi acessada no 

músculo sóleo dos animais com o intuito de inferir sobre a atividade celular desse 

tecido.   

  Ganhos no crescimento e comprimento corporais prejudicados, 

hipoalbuminemia, hipoproteinemia e conteúdos elevados de lipídios e glicogênio 
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hepáticos, como observado em nossos animais experimentais mantidos com uma dieta 

pobre em proteína na presente etapa, são características comumente encontradas no 

Kwashiorkor infantil e em animais acometidos pela desnutrição protéica. Isto indica a 

adequação do modelo animal de desnutrição protéica usado no presente trabalho. A 

concentração sérica de AGL observada nos ratos pertencentes ao grupo C6, do presente 

estudo, foi significativamente menor em relação aos animais alimentados com a 

quantidade normal de proteína (C17 e S17). Isto confirma resultados prévios obtidos 

pelo nosso grupo. Estudos usando animais experimentais mostraram que 6-desaturase, 

uma enzima chave na síntese de AG essenciais, apareceu inibida em jejum e em 

deficiências relacionadas à insulina, proteína e zinco, condições frequentemente 

observadas em crianças desnutridas. Todos os parâmetros somáticos, sanguíneos e 

teciduais foram restabelecidos pelas dietas balanceadas contendo tanto caseína como 

spirulina nos grupos recuperados (C6/C17 e C6/S17). Os efeitos positivos da spirulina, 

similares aqueles obtidos com a caseína, para a recuperação da desnutrição protéica, 

foram também observados por nós em estudo prévio utilizando animais adultos, 

reforçando o valor nutricional dessa alga. Os conteúdos de proteína total e DNA bem 

como a razão proteína/DNA no músculo sóleo foram diminuídos nos animais 

previamente submetidos à desnutrição proteíca se comparados aos grupos C17 e S17, 

sugerindo tanto hipoplasia como hipotrofia da musculatura esquelética. Tal situação foi 

revertida nos grupos C6/C17 e C6/S17 ao final do experimento, indicando que a 

spirulina como única fonte de proteína na dieta mostrou-se eficiente em promover 

crescimento hiperplásico e hipertrófico na musculatura esquelética de ratos jovens 

desnutridos. 

  Após 16 semanas de tratamento com a dieta experimental (8 semanas de 

restrição protéica na dieta seguidas de 8 semanas de recuperação nutricional), as taxas 
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de síntese protéica foram restabelecidas pelas dietas normais balanceadas contendo 

caseína e spirulina. Ao final do experimento, quando analisados os grupos C6/C17 e 

C6/S17 e comparados aos grupos C17 e S17, não se observou diferenças nos valores de 

síntese protéica obtidos. O mesmo foi observado em relação à degradação protéica. 

Ainda, no presente estudo, a atividade da FA foi maior no músculo sóleo dos animais 

desnutridos (C6) quando comparados aos grupos C17 e S17. Isso pode ser devido, pelo 

menos em parte, ao desbalanço do turnover protéico nesse tecido, o qual pode ter sido 

induzido pela restrição de proteína na dieta. Por outro lado, os ratos recuperados da 

desnutrição (C6/C17 e C6/S17) apresentaram seus níveis musculares de FA restaurados, 

quando comparados aos grupos C17 e S17, concomitantemente com o aumento das 

taxas de síntese e diminuição das taxas de degradação protéicas nesse tecido. 

  

  A partir dos resultados obtidos e discutidos nos três estudos (Capítulos 2 

3 e 4), podemos concluir que:  

 

 Com respeito ao valor biológico da proteína spirulina para organismos jovens: 

a) os resultados do presente estudo sugerem certas reflexões sobre o valor 

nutricional da spirulina como fonte protéica; b) O elevado valor nutricional 

dessa proteína é demonstrado pelo adequado crescimento corporal e pela 

ausência de anormalidades bioquímicas nos tecidos de ratos jovens alimentados 

com essa dieta experimental e c) foi encontrada indicação importante de 

alteração metabólica: o aumento das taxas de síntese protéica e da expressaão da 

proteína miosina observado no músculo sóleo desses animais. 

 Em relação ao exercício praticado por organismos portadores de desuntrição 

protéica: a) os resultados aqui apresentados mostram que o modelo animal 
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avaliado é adequado para o estudo da desnutrição protéica associada ao 

exercício; b) foi possível determinar a transição metabólica aeróbio/anaeróbio 

em ratos desnutridos através do teste do lactato mínimo durante exercício de 

natação; c) os animais desnutridos apresentaram concentração de lactato 

sanguíneo equivalente à transição metabólica, obtida durante o teste do lactato 

mínimo, mais baixa em relação aos animais controle para uma mesma carga de 

exercício, indicando que a restrição protéica altera a cinética de lactato 

sanguíneo durante a natação em ratos e d) mais estudos são necessários a fim de 

se identificar as causas reais da diminuição da concentração de lactato 

sanguíneo, durante a realização do exercício físico, verificada nos animais 

submetidos à desnutrição protéica. 

 Quanto ao valor biológico da proteína spirulina na recuperação da desnutrição 

protéica: a) alimentar ratos previamente submetidos à restrição protéica com 

dietas balanceadas contendo caseína ou spirulina mostrou ser eficiente em 

reverter as alterações no crescimento muscular e no metabolismo protéico 

induzidas pela desuntrição protéica e b) ambas as dietas provaram ser 

igualmente eficientes nesse sentido e esse fato demonstra o potencial valor da 

proteína originária da alga na recuperação da desnutrição protéica. 
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10- ANEXOS 

============================================================== 

 10.1- Apresentação do artigo científico, derivado da presente Tese de 

Doutorado, Publicado na Revista Motriz (Unesp-Rio Claro) (2008):  

 

VOLTARELLI, F.A; GOBATTO, C.A; MELLO, M.A.R. Desnutrição Metabolismo 

protéico muscular, spirulina e recuperação nutricional associada ao exercício 
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10.2- Apresentação do artigo científico em Inglês, derivado da presente Tese de 

Doutorado, Publicado no periódico European Journal of Nutrition (Fator de 

Impacto: 2,098) (2008). Encontra-se em anexo, também, o ABSTRACT, referente 

ao mesmo estudo, publicado na Edição Especial do periódico Medicine & Science 

and Sports & Exercise, apresentado pelo aluno na forma de Slide Session (Oral) no 

ACSMs 55th Annual Meeting, Indianápolis, EUA – 2008. 
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10.3- Apresentação do artigo científico, derivado da presente Tese de Doutorado, 

publicado na Revista da Educação Física UEM (2007):  

 

VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R; GOBATTO, C.A. Determinação  da transição 

metabólica através do teste do lactato mínimo em  ratos desnutridos 
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10.4- Apresentação do artigo científico em Inglês, derivado da presente Tese de 

Doutorado, submetido ao  Journal of Ethnopharmacology (Fator de Impacto: 

2,049) (2008): 

 

VOLTARELLI, F.A; ARAÚJO, M.B; RIBEIRO, C; MOTA, C.S.A; MELLO, M.A.R. 

Spirulina as the dietary protein source for rats recovering from malnutrition: effects on 

muscle protein and body growth. 

 

 

 

Abstract 

 Ethnopharmacological relevance: Spirulina is a helicoidal shaped blue green 

alga whose special merits as food are that it contains 65 to 70 percent protein on dry 

weight basis and has all eight essential amino acids to men, besides being low cost: Aim 

of the Study: The present study aimed to evaluate the effects of  Spirulina maxima as 

the sole dietary source of protein on muscle protein and body growth  of rats recovering 

from protein malnutrition. Materials and Methods: Young (30 days) Wistar rats were 

separated into 5 groups: I- Casein 17% (C17; 30-150 days of age (d/a); II- Spirulina 

17% (S17; 30-150 d/a); III- Casein 6% (C6; 30-150 d/a); IV- Casein 6% (30-90 d/a) and 

Spirulina 17% (91-150 d/a) (C6/S17) and V- Casein 6% (30-90 d/a) and Casein 17% 

(91-150 d/a) (C6/C17). Muscle total protein and DNA contents as well as the protein 

synthesis and degradation rates were investigated to infer on muscle growth and on 

muscle protein, respectively. Results: The protein malnourished group (C6) presented 

lower total protein and DNA contents in the soleus muscle if compared to other groups. 

The nutritional recovery, using both diets, re-established these parameters. Spirulina 

and casein diets reduced the protein degradation and increased the protein synthesis in 

the soleus muscle of the previously malnourished rats. Conclusions: Spirulina proved 

to be an adequate protein source to recovery body weight gain and muscle protein of 

protein malnourished rats.  

Key words: Muscle protein; Spirulina plantesis; Rats; Malnutrition. 
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1- Introduction 

As we enter the 21
st
 century, malnutrition remains an important factor impairing 

health and production of large human populations. In Brazil, 30.7% of the children 

under five years suffer from some type of malnutrition; in the south east region, the 

more affluent of the country, the prevalence of malnutrition is around 21.7% (Ministério 

da Saúde, 1996). 

There are a great number of forms of malnutrition; marasmus and kwashiorkor 

are clinical manifestations of severe protein-calorie malnutrition. Protein malnutrition 

has deleterious effects in a great number of organ systems, leading to accentuate 

metabolic disturbances, which may alter food processing when feeding resumes. Thus, 

the widely prevalent marginal protein-malnutrition may result in severe growth 

impairment and physiological alterations (Galdino et al, 2001). 

To this day, with the continuing low level of available protein food all over the 

world and increasingly urgent need for low-cost food of good nutritional value, the 

exploration of biomasses as alternative protein sources became a matter of general 

interest. The use of algae (seaweed) in human alimentation is ancient. In the East, in 

particular, such source of food material have been tried extensively, in the hope of 

correcting the widespread protein deficiency that characterizes the nutritional status of 

less favored populations (Kay, 1991; Simpore et al, 2006).  

 Spirulina is a helicoidal shaped blue green alga with length of 0.2-0.3 

mm (Hadenshog and Hofsten, 1979; Costa et al, 2006). Spirulina’s special merit as a 

food source is that it contains 65 to 70 percent protein on dry weight basis, which is 

higher than any other natural food and has all eight essential amino acids to men (Li et 

al, 2006). It normally grows in naturally alkaline lakes located in arid zones. Although 

the alkaline water from such lakes cannot be used for irrigation, it can be used for 

cultivation of Spirulina (Kay, 1991; Simpore et al, 2006). Since this alga has a rapid 

reproduction rate, dividing three times a day, a pond devoted totally to the growth of 

Spirulina can produce 125 times as much protein as the same amount area devoted to 

corn, 70 times as much protein as to fish and 600 times as much as cattle (Furst, 1978; 

Branger et al, 2003). 

 According to previous evaluations, Spirulina seems to be a good alimentary 

protein source for human subjects. It has adequate acceptance and does not appear to 

exert any toxic effects, although it has slightly reduced digestibility (Sautier and 
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Tremolieres, 1975; Simpore et al, 2005). The most detailed studies on the nutritional 

value of Spirulina have been conducted in rodents, mostly rats. The rodent studies 

covered a variety of parameters, such as body growth (Tranquille et al, 1994; Salazar et 

al, 1996), protein efficiency ratio (PER) and net protein utilization (NPU) (Narayan et 

al, 2005), sexual maturation (Contreras et al, 1979), reproductive performance (Salazar 

et al, 1996), hematological status (Kapoor and Metha, 1998), toxicity (Chen and Pan, 

2005), among others. Spirulina proved adequate to maintain all these physiological 

makers at normal levels and did not produce adverse effects after chronic treatment.  

To the author’s knowledge, there is little information about the effects of 

Spirulina on tissues with high metabolic rates, such as skeletal muscle, during recovery 

from protein malnutrition. Skeletal muscle is susceptible to protein malnutrition because 

it is one of the body’s most important protein stores (Alves et al, 2008). Therefore, 

when there is a dietary protein deficiency, this tissue becomes target of depletion 

(Nascimento et al, 1990; Ihemelandu, 1995; Oliveira et al, 1999). Thus, the present 

study was designed to evaluate the effects of Spirulina as the sole dietary protein source 

in rats recovering from malnutrition on body growth as well as on skeletal muscle 

protein. 

2- Materials and Methods 

2.1- Animals  

All experiments involving animals followed both the specific Brazilian 

resolutions of the Bioethics of Experiments with Animals (law No 6.638 of May 8
th

 

1979; Decree No. 24.645 of July 10
th

 1934, Brazilian College of Animal 

Experimentation) and the internationally accepted principles for laboratory animal use 

and care in the European Community guidelines (EEC Directive of 1986; 86/609/EEC). 

Young (30 days old at the start of the experiment) male Wistar rats, weighing 119.5 ± 

12.7g and measuring (nose-to-anus length) 19.1 ± 1.2 cm, obtained from the animal 

facilities of the UNESP – Sao Paulo State University, Botucatu, SP, Brazil, were used. 
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2.2- Diets 

Semi-purified diets, containing 17% of protein represented by casein (powdered 

protein free diet plus casein - powdered milk protein), 6% of protein represented by 

casein, and 17% of protein represented by Spirulina (powdered protein free diet plus 

Spirulina - powdered Spirulina maxima sold commercially by All Chemistry do Brasil 

Ltda.), as described in Table 1, were employed. 

 

Table 1. Diets composition (g/kg) 

Components   Casein 17%*  Spirulina 17%  Casein 6%** 

 

Spirulina  

(65% protein)***          -   280.0   -   

 Casein                                                                                             

(84% protein)****      202.2   -   71.5   

Cornstarch        397.0   386.0   480.0  

Dextrinized                                                                                          

cornstarch        130.5   130.5   159.0   

Sucrose   100.0   100.0   121.0 

Soybean oil   70.0   70.0   70.0 

Fiber 

(microcellulose)  50.0   50.0   50.0 

Mineral mix   35.0   35.0   35.0 

Vitamin mix   10.0   10.0   10.0 

L-cystine   3.0   3.0   3.0 

Choline 

Hydrochloride   2.5   2.5   2.5 

* Diet for growth phase, pregnancy and lactation of rodents – AIN – 93G (Reeves et al, 1993) 

** Diet for malnutrition induction (Latorraca et al., 1998) 

*** Corrected values due to protein content in Spirulina (Albanese and Orto, 1963) 

**** Corrected values due to protein content in casein (Albanese and Orto, 1963) 

 

  

 The Spirulina powder composition was as follows. General analysis (%): protein 

64.7, carbohydrates 15, lipids 6, minerals (ash) 7, fiber 8. Minerals (mg/10g): calcium 

70, iron 15, phosphorus 80, magnesium 40, zinc 0.3, manganese 0.5, sodium 90, 

potassium 140; minerals (mcg/10g): selenium 10, copper 120, chromium 25. Vitamins 

(per 10g): vitamin A 23000IU, beta carotene 14 mg, vitamin D 1200IU, vitamin E 1.0 

mg, vitamin K 200 mcg, biotin 0.5 mcg, inositol 6.4 mg, thiamine 0.35 mg, riboflavin 

0.4 mg, niacin 1.4 mg, pyridoxine 80 mcg, folate 1mcg, cianocobalamine 20 mcg, 

pantothenic acid 10 mcg. Essential amino acids (mg/10g): isoleucine 350, leucine 540, 

lysine 290, methionine 140, phenylalanine, 280, threonine 320, tryptophan 90, valine 
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400. Non essential amino acids (mg/10g): alanine 470, arginine 430, aspartic acid 610, 

cystine 60, glutamic acid 910, glycine 320, histidine 100, praline 270, serine 320, 

tyrosine 300. Total amino acids (g/10g): 6.2. 

 

2.3- Design and Experimental Groups 

 Young (30 days at the start of the experiment) male Wistar rats were separated 

into 5 groups (n=8/group), according to diet received during the experiment: 

 

I- Casein 17% (C17) from 30 to 150 days of age; 

 II- Spirulina 17% (S17) from 30 to 150 d/a;  

III- Casein 6% (C6) from 30 to 150 d/a;  

IV- Casein 6% from 30 to 90 days and Spirulina 17% from 91 to 150 d/a (C6/S17) ; 

V- Casein 6% from 30 to 90 days and Casein 17% from 91 to 150 d/a (C6/C17).  

  

 During the experiment, the rats had free access to food and water and were 

housed on a 12 h light/dark cycle at room temperature of 25
o
C. Food intake was 

monitored daily and body weight and length were measured (nose-to-anus length) once 

a week. In addition, the food efficiency (body weight gain [g] / ingestion [g]) and 

protein efficiency (body weight gain [g] / protein ingestion [g]) ratios were calculated. 

 

 

2.4- Tissue Extraction  

 At the end of the experimental period, all animals were killed by decapitation. 

Blood samples were collected for serum glucose, total protein, albumin and free fatty 

acid (FFA) measurements (Nogueira et al, 1990). Samples of the liver were taken for 

total lipids (Nogueira et al, 1990) and glycogen (Siu Lo and Taylor, 1970) 

determinations. Left soleus muscle was excised, weighed and analyzed for total protein 

(Lowry et al, 1951) and DNA (Giles and Meyers, 1961) contents as well as 

protein/DNA ratio, to infer on growing of skeletal muscle. Longitudinal strips (70 mg) 

from the right soleus muscle were obtained for protein synthesis and degradation assays. 

Gastrocnemius muscle strips (100-200mg) were collected to alkaline phosphatase 

enzyme activity determination. 
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2.5- Protein synthesis  

 The soleus muscle strips were preincubated for 30 min in RPMI 1640 medium 

(with glutamine and without red phenol and sodium bicarbonate), supplemented with 

bovine serum albumin fatty acid free (BSA) [1g/l] and insulin [100 U/ml], saturated 

with 95%O2/5%CO2 gas mixture. They were then transferred into a fresh RPMI 1640 

medium with the same supplementation containing 14-C phenylalanine [0.05 Ci/ml] 

and incubated for 2 hours. At the end of the incubation, the muscle strips were 

homogenized in 5% trichloroacetic (TCA) and centrifuged at 2000 rpm for 15 min at 4
o
 

C. TCA-insoluble material was washed 3 times with 5% TCA. The resultant pellet was 

solubilized in 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) at room temperature for 30 min for 

determination of protein content and radioactivity incorporated to muscle proteins. 

Muscle protein was determined by the folinphenol method (Lowry et al, 1951) and the 

protein bound radioactivity was measured using scintillation counting. Protein synthesis 

was calculated by dividing the protein-bound radioactivity by the specific activity of the 

free phenylalanine in the incubation medium and expressed as nanomoles of 

phenylalanine incorporated per milligram of protein per 2 hours. 

 

2.6- Protein degradation  

 Tyrosine release from isolated muscle in presence of cyclohexamide was used as 

indicator of protein degradation as previously described by Fulks et al. (1975). This 

method makes use of the fact that the amino acid tyrosine is neither synthesized nor 

degraded by skeletal muscle. The soleus muscle strips were pre-incubated for 30 min in 

Krebs Ringer buffer [NaCl 1.2 mmol/L; KCl 4.8 mmol/L; NaHCO3 25 mmol/L; CaCl2 

2.5 mmol/L; kH2PO4 1.2 mmol/L and mgSO4 1.2 mmol/L; ph 7.4], supplemented with 

glucose [5.5 mmol/L], BSA [1.0 g/l], insulin [5 U/ml] and cyclohexamide [5 mmol/L], 

saturated with 95%O2/5%CO2 gas mixture. They were then transferred into fresh 

medium of the same composition and incubated for 2 hours. At the end of the 

incubation, samples of the incubation medium were used for the assay of tyrosine by the 

procedure of Waalkes and Udenfriend (1957). 
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2.7- Muscle Alkaline Phosphatase  

 The physiological role of alkaline phosphatase enzyme (APE) can be associated 

to transport systems and to cellular activity (Calhau et al, 1999). For this reason, this 

enzyme was measured in the muscle tissue of the animals. Gastrocnemius muscle strips 

(100-200mg) were excised and homogenised by sonication during 40 seconds in 500µl 

of distilled water. The homogenised was centrifuged to 2000rpm for 5 minutes and the 

supernatant was separated to measure the alkaline phosphatase by colorimetric method 

(Labtest® kit) 

 

2.8- Statistical analysis 

 The results were expressed as mean ± SD for the number of rats (n) indicated. In 

the protein synthesis and degradation assays as well as in the APE assay, n indicated the 

muscle strips number. The data were analyzed by ANOVA two-way test, followed by 

Bonferroni post-hoc test, and p values < 0.05 were considered to indicate significant 

difference. 

 

3- Results 

 Body weight and length gains and serum protein, albumin and FFA 

concentrations were lower in the protein malnourished group (C6)  when compared to 

the C17 and S17 normal protein groups  and to the recovered groups (C6/C17 and 

C6/S17) . On the other hand, liver total lipid concentrations appeared higher whereas 

liver glycogen concentrations appeared lower in the protein malnourished group (C6) in 

comparison to the other groups. No differences were observed in relation to food intake 

and protein efficiency ratio when all groups were compared whereas the food efficiency 

ratio was lower in the protein malnourished group (C6) if compared to the other groups 

(Table 2). 
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Table 2. Body weight (g) and length (cm) gains; food intake (g / 100 g of body weight); 

food efficiency ratio (body weight gain [g]  / ingestion [g]) and  protein efficiency  ratio  

(body weight gain [g] / protein ingestion [g]); serum protein (g/dL), albumin (g/dL) and 

FFA (µEq/L) concentrations and liver total lipids (mg/100mg) and glycogen 

(mg/100mg) contents of the animals at the end of the experiment. 

Groups  

Parameters 

 

C17 S17 C6 C6/C17 C6/S17 

Body 

weight gain 

438.4± 

22.1 

436.9± 

39.1 

233.1±* 

31.9 

434.9± 

32.8 

435.3± 

25.3 

Body 

length gain 

11.7± 

0.4 

11.9± 

0.4 

7.2±* 

0.4 

11.3± 

0.3 

11.2± 

0.2 

Food intake 12.6± 

0.9 

12.0± 

0.5 

12.5± 

0.8 

11.1± 

0.7 

11.6± 

0.5 

Food 

Efficiency 

Ratio 

5.3± 

0.3 

5.1± 

0.5 

2.2±* 

0.3 

5.2± 

0.4 

5.0± 

0.3 

Protein 

Efficiency 

Ratio 

3.4± 

0.4 

3.4± 

0.5 

3.3± 

0.3 

3.2± 

0.4 

3.3± 

0.2 

Serum 

Protein 

7.5± 

0.2 

7.4± 

0.3 

4.5±* 

0.3 

7.3± 

0.2 

7.5± 

0.4 

Serum 

Albumin 

7.4± 

0.4 

7.5± 

0.5 

3.8±* 

0.4 

7.6± 

0.5 

7.8± 

0.3 

Serum 

FFA 

382.5± 

12.1 

379.9± 

8.3 

170.0±* 

19.2 

386.4± 

10.0 

381.0± 

7.4 

Liver total 

lipids 

4.4± 

0.5 

4.5± 

0.5 

12.0±* 

1.2 

4.6± 

0.4 

4.3± 

0.3 

Liver 

glycogen 

7.2± 

0.2 

7.3± 

0.3 

5.7±* 

0.5 

7.2± 

0.4 

7.0± 

0.3 
Results expressed as mean ± SD from 8 rats per group 

 

C17= Casein diet 16 weeks 17%; S17= Spirulina diet 16 weeks 17%; C6=Casein diet 16 weeks 6%; 

C6/C17=Casein diet 8 weeks 6% and Casein diet 8 weeks 17%; C6/S17=Casein diet 8 weeks 6% and 

Spirulina diet 8 weeks 17% 

 

* Significantly different (p<0.05, ANOVA two-way test) from the other groups. 

   

 The total protein and DNA contents as well as the protein/DNA ratio in the 

soleus muscle were decreased in the animals previously submitted to protein restriction 

(C6). These effects were counteracted by feeding both the casein and the Spirulina 

balanced diets for 8 weeks, since the results observed for the recovered groups (C6/C17 

and C6/S17) were similar to those from the normal protein groups (C17 and S17)   

(Table 3). Protein synthesis decreased significantly whereas protein degradation 
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increased significantly in the protein deficient group (C6) when compared to the other 

groups (Figure 1 A and B). After 8 weeks of balanced casein diet or Spirulina diet 

treatment, the rates of protein synthesis (Figure 1A) were re-established in the recovered 

groups (C6/C17 and C6/S17) if compared to C17 and S17 normal protein groups. The 

same was observed in relation to protein degradation (Figure 1B). 

 The alkaline phosphatase enzyme activity in gastrocnemius muscle of the 

protein deficient animals (C6) was higher if compared to the other groups (Figure 2). 

 

Table 3. Protein (g/100g), DNA (g/100g) contents and protein to DNA ratio in the 

soleus muscle of the animals at the end of the experiment. 

Groups 

Parameters 

 

C17 S17 C6 C6/C17 C6/S17 

Protein 3.5± 

0.3 

3.5± 

0.4 

1.4±* 

0.2 

3.2± 

0.2 

3.1± 

0.3 

DNA 0.148± 

0.012 

0.147± 

0.009 

0.139±* 

0.014 

0.145± 

0.013 

0.149± 

0.014 

Protein/DNA 23.9± 

3.2 

24.0± 

3.5 

10.2±* 

2.4 

21.9± 

2.3 

22.4± 

3.1 
Results expressed as mean + SD from 8 rats per group 

 

C17= Casein diet 16 weeks 17%; S17= Spirulina diet 16 weeks 17%; C6=Casein diet 16 weeks 6%; 

C6/C17=Casein diet 8 weeks 6% and Casein diet 8 weeks 17%; C6/S17=Casein diet 8 weeks 6% and 

Spirulina diet 8 weeks 17% 

 

* Significantly different (p<0.05, ANOVA two-way test) from the other groups. 
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Protein synthesis in Soleus Muscle
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Protein degradation in Soleus Muscle
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Figure 1. Protein (pmol/mg.h) (A) and degradation (pmol/mg.h) (B) rates in the soleus 

muscle of the animals (n=8/group) at the end of the experiment. 
 

C17= Casein diet 16 weeks 17%; S17= Spirulina diet 16 weeks 17%; C6=Casein diet 16 weeks 6%; 

C6/C17=Casein diet 8 weeks 6% and Casein diet 8 weeks 17%; C6/S17=Casein diet 8 weeks 6% and 

Spirulina diet 8 weeks 17% 

 

* Significantly different (p<0.05, ANOVA two-way test) from the other groups. 

  * 

       A 

             B 

          * 
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Alkaline Phosphatase Enzyme in Soleus Muscle
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Figure 2. Alkaline phosphatase enzyme activity in soleus muscle of the animals 

(n=8/group) at the end of the experiment. 
 

C17= Casein diet 16 weeks 17%; S17= Spirulina diet 16 weeks 17%; C6=Casein diet 16 weeks 6%; 

C6/C17=Casein diet 8 weeks 6% and Casein diet 8 weeks 17%; C6/S17=Casein diet 8 weeks 6% and 

Spirulina diet 8 weeks 17% 

 

* Significantly different (p<0.05, ANOVA two-way test) from the other groups. 

 

 

4- Discussion 

 Although the prevalence of malnutrition is decreasing in Brazil, there is no 

single region where the stature deficit of children under five years of age is completely 

overcome. The purpose of reaching reference values of body growth  (Table of National 

Center of Health Statistics – NCHS – recommended universally) is almost complete in 

some regions, but not in all (Monteiro, 2003). In some areas, protein deficiency is still 

prevalent and may increase the incidence and installation of Kwashiorkor (Batista Filho 

and Rissin, 2003). Thus, there is a great interest in developing more effective 

procedures for protein malnutrition treatment.  These include the employment of new 

sources of protein in the diet, for instance the blue-green algae named Spirulina, in 

order to avoid and/or to recovery from malnutrition. Spirulina demonstrated to be both 

efficient in to attenuate the arterial hypertension in rats (Hernández et al, 2001) and in 

the treatment of some diseases, such as cancer (Nagasawa et al, 1989), malnutrition 

(Fica et al, 1984; Simpore et al, 2006) and HIV-positive (Simpore et al, 2005). In the 

present study, we verified the effects of this alga on skeletal muscle protein as well as 

on body growth of young rats previously submitted to dietary protein restriction. 

 * 
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 The nutritional status of the animals fed casein (6% or 17%) or Spirulina (17%) 

was assessed by measuring the body weight and length and serum total protein and 

albumin levels, which are the traditional nutritional assessment indices for human 

subjects and also frequently used in animal studies (Prada et al, 2001; Mello et al, 

2003).  

 Several studies have demonstrated that low body growth in presence of low 

serum albumin is often associated with medical complications (Jeejeebhoy, 2000), 

including protein malnutrition (Latorraca et al, 1998).  Impaired body weight and 

body length gains, hypoalbuminemia, hyproteinemia and high liver lipid and glycogen 

contents, as observed in our experimental rats maintained with the low protein diet are 

features commonly found in infantile kwashiorkor (Torun and Chew, 1994) and in 

protein malnourished experimental animals (Almeida and Mello, 2004). This indicates 

the adequacy of the animal model of protein malnutrition used in the present work.  

 As there was no significant difference both in food intake and protein efficiency 

ratio (PER) between rats fed the normal (C17) and the low casein (C6) diets, the model 

represents protein deficiency and not protein-energy deficiency (Ennouri et al, 2006). 

On the other hand, the food efficiency ratio (FER) appeared lower in the protein 

restricted group (C6) in relation to the C17 and S17 control groups. 

 The serum FFA concentration of the protein deficient rats (C6) of the present 

study was significantly lower in relation to animals fed the normal protein diets (C17 

and S17). This confirms previous results from our group (Almeida and Mello, 2004). 

Studies using experimental animals showed that the 6-desaturase, a key enzyme in the 

synthesis of essential FA, appears inhibited in fasting and in insulin, protein and zinc 

deficiencies, conditions often observed in malnourished children (Golden and Golden, 

1981). 

 In relation to liver lipid content, there was a significant increase in the protein 

restricted rats (C6) when compared to normal protein groups (C17 and S17). This 

confirms previous results from our group (Mello, 1995; Almeida and Mello, 2004) and 

seems to occur as a consequence of deficient transport of lipids to outside of the liver in 

protein-deficient organisms (Coward et al, 1972).  

   Body weight and length gains, serum protein, albumin and FFA concentrations 

as well as liver glycogen and total lipid contents were restored by both casein and 

Spirulina balanced diets in the recovered groups (C6/C17 and C6/S17). These positive 
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effects of Spirulina as protein source, similar to those of casein protein, for the recovery 

from protein malnutrition, were also observed by us in a previous study using adult rats 

(Alves et al, 2005), reinforcing the nutritional value of this alga.  

According to Winick et al. (1972), the total number of cells in an organ can be 

estimated by determining total organ DNA content whereas the cell size can be 

estimated by calculating the weight/DNA or the protein/DNA ratios (Winick et al, 

(1972). Nutritional alterations during the period of hyperplasic and/or hypertrophic 

growth may result in altered number and/or size of cells in this tissue. Studies of the size 

of the muscles of animals submitted to postnatal malnutrition have revealed that this 

reduction is primarily attributable to a reduction in the volume of the fibers 

(hypotrophy) rather than to a reduction in the total number of fibers in the tissue 

(hypoplasia) (Rowe, 1968; Stichland et al, 1975). However, in the present study, total 

protein and DNA contents as well as the protein/DNA ratio in the soleus muscle were 

decreased in the animals previously submitted to protein malnutrition if compared to 

C17 and S17 groups, suggesting both hypoplasia and hypotrophy in the skeletal muscle. 

This situation was reverted in the C6/C17 and C6/S17 groups at the end of the 

experiment, indicating that Spirulina as the sole dietary protein source is adequate to 

promote hyperplasic and hypertrophic growth in the skeletal muscle of the young rat 

submitted to protein restriction.  

To further analyze the consequences of protein malnutrition followed by a 

recovery period through ingestion of balanced casein and Spirulina diets on muscle 

protein, protein synthesis and degradation rates by the soleus muscle of the animals 

were evaluated in vitro. After 16 weeks of diet treatment, being 8 weeks of dietary 

protein restriction followed by 8 weeks of nutritional recovery, the rates of protein 

synthesis, which were reduced by the initial dietary protein restriction, were re-

established by both casein and Spirulina balanced diets. At the end of the experiment, 

when analyzed the C6/C17 and C6/S17 groups and compared to C17 and S17 groups, 

no differences in the protein synthesis were observed. The same was observed in 

relation to protein degradation, i.e. these rates, which were increased by the initial 

protein restriction, returned to values similar to C17 and S17 groups at the end of the 

experiment. No differences in the muscle protein synthesis and degradation rates were 

found when the normal protein groups were compared (C17 and S17).  
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The alkaline phosphatase enzymes (APE) comprise a heterogeneous group of 

enzymes that are widely distributed in mammalian cells. They often are associated with 

cell membranes, but their exact physiologic function is unknown. Despite this, APE is a 

very useful serum biochemical indicator of liver disease. However, increases in the APE 

activity in certain tissues may reflect physiologic or pathologic changes beyond those of 

hepatic origin. For example, nonhepatic increases in tissue APE activity are found in 

young animals, in pregnant and lactating females, and in association with high fat or 

low protein diets (Fernandez and Kidney, 2007). In addition, the determination of APE 

in the skeletal muscle is a useful tool to estimate the cellular activity in this tissue 

(Calhau et al, 1999).  In the present study, the activity of APE was higher in the soleus 

muscle of the protein malnourished rats (C6) when compared to the normal protein 

groups (C17 and S17). It may be hypothesized that the increase in the APE activity in 

soleus muscle of the C6 group might be a consequence, at least in part, of the protein 

turnover unbalance in this tissue, which was induced by low protein diet. On the other 

hand, the rats recovering from malnutrition (C6/C17 and C6/S17) had their muscle APE 

restored to control levels (C17 and S17), concomitant to the increase of the protein 

synthesis and the decrease of the protein degradation rates.  

In summary, Spirulina proved to be an adequate protein source to recovery body 

weight and length gains of protein malnourished rats. In addition, muscle protein 

synthesis as well as muscle total protein and DNA contents were increased by the 

ingestion of the both experimental diets in young rats previously malnourished. 

 

5- Conclusions 

 Taken together, the results of the present study suggest that: 

 Feeding young rats with a low protein diet led to body growth arrest and skeletal 

muscle protein waste; 

 Feeding the rats previously submitted to protein restriction with balanced casein 

or Spirulina diet showed efficient in counteracting the alterations in body growth 

and muscle protein induced by the protein restriction; 

 Both diets proved be equally efficient in this sense. This fact demonstrates the 

potential value of protein proceeding from algae in protein malnutrition 

recovery. 
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