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RESUMO

O presente estudo foi delineado a investigar os efeitos do treinamento fisico
de natacdo com caracteristica aerébia concomitante com a recuperacao nutricional
sobre marcadores bioquimicos de desnutricao, o teor de lipidios em tecidos insulino-
sensiveis € a homeostase glicémica de ratos submetidos a desnutricao protéica
fetal/neonatal. Foram avaliados quatro grupos de animais: Normoprotéico (NP): crias
de ratas alimentadas com dieta com 17% de caseina durante a gestacdo e a
lactagdo, mantidos na mesma dieta até a idade de 70 dias; Hipoprotéico (HP): crias
de ratas alimentadas com dieta com 6% de caseina durante a gestacao e a lactacao,
mantidos na mesma dieta até a idade adulta; Hipoproteico/normoprotéico (HP/NP):
crias de ratas alimentadas com dieta com 6 % de caseina durante a gestacdo e a
lactacdo e com dieta com 17% de caseina do desmame (21 dias) a idade de 70 dias
e Hipoproptéico/normoprotéico/treinado (HP/NP-T): crias de ratas alimentadas com
dieta com 6 % de caseina durante a gestagéo e a lactacdo e com dieta com 17% de
caseina associada a treinamento por natagdo (1 h/dia, 5 dias/semana, com
sobrecarga de 5% peso corporal atado ao dorso do animal) do desmame a idade de
70 dias. Foram analisados: albumina, proteinas totais, glicose basal, insulina, acidos

Y

graxos livres séricos, sensibilidade periférica a insulina (teste de tolerancia a
insulina); tolerdncia a glicose (teste de tolerancia a glicose); condicionamento
aerébio (Lactato sanguineo durante teste de esforco); concentracbes de
triacilgliceréis (TAG) e biomarcadores de peroxidacao lipidica (TBARs) no tecido
adiposo das regides retroperitonial, subcutanea posterior e mesentérica, no coracao,
no musculo soéleo, no figado e no soro; bem como captacéo de glicose estimulada
por insulina pelo musculo séleo e pelo tecido adiposo mesentérico. Os ratos HP

mostraram reducao do peso e do comprimento corporal, da albuminemia e da
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proteinemia, confirmando a instalacdo do quadro de desnutricdo. Apresentaram,
também hipoinsulinemia associada a aumento na sensibilidade periférica a insulina,
0 que preservou a tolerancia a glicose, mas aumentou o peso do tecido adiposo
subcutaneo. Os ratos HP apresentaram niveis semelhantes dos teores de
trigliceridios no figado em comparagcdo ao grupo controle, ndo apresentando
também alteragcdo nesses teores no coragdo € no musculo esquelético. Nao
mostraram alteracdées nas concentracées de TBARS nos tecidos avaliados nem na
captacdo de glicose pelo musculo séleo. A realimentacdo com dieta balanceada
(grupo HP/NP) recuperou parcialmente peso e comprimento corporais, restaurou
proteinemia e albuminemia e o peso do tecido adiposo subcutaneo, a sensibilidade a
insulina, mas nao as concentragdes séricas do hormdnio. Além disso, elevou os
teores de trigliceridios hepaticos. Os ratos HP tiveram uma menor concentracédo de
lactato no teste de esforco em comparacdo aos demais grupos. Por fim, o
treinamento fisico (grupo HP/NP-T) ndo exerceu efeitos adicionais a realimentacao,
exceto pela restricdo do acumulo de gordura no figado, necessitando de futuros
estudos para entender melhor os efeitos do exercicio na desnutri¢cao.

Palavras-chaves: desnutricao protéica, recuperacao nutricional, exercicio
fisico
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ABSTRACT

The present study was designed to investigate the effects of physical training
by swimming simultaneous to nutritional recovery on biochemical markers of
malnutrition, the lipid content of insulin-sensitive tissues and glucose homeostasis in
rats subjected to fetal/neonatal protein malnutrition. Four groups of animals were
evaluated: Normal protein (NP): offspring of dams fed a 17% protein diet during
pregnancy and lactation, kept in the same diet until 70 days of age; Low protein (LP):
offspring of dams fed a 6% protein diet during pregnancy and lactation, kept in the
same until 70 days of age; Low protein/normal protein (LP/NP): offspring of dams fed
a 6% protein diet during pregnancy and lactation and fed a 17% protein diet from
weaning (21 days) until 70 days of age and Low protein/normal protein — trained:
offspring of dams fed a 6% protein diet during pregnancy and lactation and fed a
17% protein diet associated a swimming training (one hour/day, five days/week, with
an overload of 5% of the body weight) from weaning (21 days) until 70 days of age.
Serum total protein, albumin and glucose; peripheral insulin sensivity (insulin
tolerance test); glucose tolerance (glucose tolerance test), aerobic conditioning
(blood lactate during an effort test); triacylglicerol concentrations (TAG) and lipid
peroxidation biomarkers (TBARs) in the adipose tissue of the retroperitoneal,
mesenteric and posterior subcutaneous regions, in the liver, in the soleous muscle, in
the heart and in the blood as well as insulin stimulated glucose uptake by the soleous
muscle and by the mesenteric adipose tissue were evaluated. The LP rats showed
reduced body weight and length and serum total protein and albumin concentrations,
indicating the installation of the malnutrition condition. They showed low serum
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insulin concentrations associated to high peripheral insulin sensivity, which preserved
glucose tolerance but increased subcutaneous adipose tissue weight. LP rats also
presented reduced TAG concentrations in the liver, without alteration in TAG
concentrations in the heart and in the skeletal muscle. The nutritional recovery with
the normal protein diet (LP/NP group) recovered partially body weight and length,
restored serum total protein and albumin as well as subcutaneous adipose tissue
weight and peripheral insulin sensivity but not serum insulin concentrations. In
addition, it increased liver TAG. Physical training (LP/NP-T group) did not present
any additional effect to nutritional recovery, except for the restriction in liver TAG

accumulation.

Key-words: Protein malnutrition, nutritional recovery, physical exercise
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1- INTRODUCAO

O interesse na compreensao das causas e das consequiéncias da infiltracdo
lipidica em tecidos diferentes do adiposo foi recentemente dinamizado pela
constatacao de que existe associacao entre tal condicdo e o desenvolvimento de um
estado de resisténcia a insulina (SALTIEL; KAHN 2001). Estudos em camundongos
desprovidos de gordura demonstraram que acumulo de triacilgliceréis (TAG) no
figado e nos musculos esqueléticos estd associado com resisténcia a insulina e
defeitos na sinalizacdo do horménio (KIM et al., 2000; REGUES et al., 2000).
Estudos em seres humanos também indicaram que o teor hepatico de gordura esta
intimamente associado com as causas da resisténcia a insulina, tais como a
obesidade (MARCEAU et al., 1999), e com defeitos na acdo da insulina na
supressdao da producdo de glicose, independente da obesidade (SEPPALA-
LINDROCQS et al., 2002). Estes dados fornecem apoio para o conceito emergente de
que acumulo de gordura em tecidos insulino-sensiveis é deletério para a agdo do
hormonio. Por conseguinte, a reducdo do acumulo de gordura em células diferentes
de adipdcitos passou a ser considerado um novo alvo terapéutico no problema
global da resisténcia a insulina.

Estudos apontam que a desnutricao fetal e neonatal, que leva ao acumulo de
lipidos em tecidos insulino-sensiveis, pode predispor o organismo a sindrome
metabdlica e a resisténcia a insulina na idade adulta, ap6s realimentacao (HALES;
BARKER, 1992; BERTRAM; HANSON, 2001; GLUCKMAN; HANSON, 2004;
FERNANDEZ-TWINN et al., 2006).

Os efeitos do treinamento fisico, condicdo que sabidamente melhora a
tolerancia & glicose e reduz a resisténcia a insulina (CIOLAC; GUIMARAES, 2004),
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sobre o acumulo de lipidios nos tecidos insulino-sensivieis sdo variados. Por
exemplo, existem relatos de que o treinamento fisico tanto pode prevenir (NARAYAN
et al.,, 1975, ROTHFELD et al., 1977, GHAUTIER et al., 2003) quanto nao exercer
qualquer influéncia sobre o acumulo de lipidios no figado (STRACZKOWSKI et al.,
2001, TERAO et al., 1987). Em relacdo ao tecido muscular esquelético e cardiaco,
as informagdes sdo ainda escassas. Por outro lado, o exercicio demonstrou ser
benéfico ao crescimento somatico na recuperagao nutricional. (TORUN; VITERI,
1994). O tipo de exercicio é de extrema importancia nas respostas fisiologicas em
diferentes modelos experimentais (MANCHADO et al., 2006; MANCHADO et al.,
2007). A duracao e a intensidade do treinamento podem ser considerados fatores
importantes ja que as adaptacdes ocorrem de forma especifica (BAAR, 2006). No
entanto, ainda é escasso dizer qual o melhor protocolo a ser empregado no modelo
de desnutricdo. Pelo exposto anteriormente, na busca de procedimentos mais
efetivos no tratamento da desnutricédo protéico-cal6rica, torna-se interessante avaliar
os efeitos do exercicio sobre 0 acumulo de gordura em tecidos insulino-sensiveis na

recuperacao nutricional.
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2 - OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

O presente estudo visou analisar os efeitos do exercicio fisico concomitante

com a recuperacgao nutricional sobre a homeostase glicémica e o teor de lipidios em

tecidos insulino-sensivies (adiposo, muscular esquelético, hepatico e cardiaco) de

ratos submetidos a desnutricdo protéica fetal/neonatal

2.2- Objetivos especificos

1.

Analisar as concentracoes de triacilgliceréis (TAG) no soro, no musculo séleo, no
coracdo, no figado e no tecido adiposo das regides subcutinea posterior,
mesentérica e retroperitonial de ratos wistar submetidos a desnutricdo protéica
fetal/neonatal e a recuperacéao nutricional;

Avaliar a sensibilidade periférica a insulina, pelo teste de tolerancia a insulina; a
tolerancia a glicose, pelo teste de tolerancia a glicose; bem como a captacéao de
glicose estimulada pela insulina pelo musculo séleo e pelo tecido adiposo
mesentérico;

Adicionalmente, quantificar biomarcadores de peroxidacao lipidica (TBARs) no
musculo sbleo, no coracao, no figado e no tecido adiposo das diferentes regioes;
Avaliar os efeitos do treinamento fisico por natacdo concomitante com a

recuperacao nutricional sobre as varaveis anteriormente relacionadas;
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5. Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre a capacidade aerdbia individual dos
animais, por meio da medida das concentragdes sanguineas de lactato durante

testes de esforco de natacao
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3 — REVISAO DA LITERATURA

3.1- Desnutricao protéico-caldrica

A desnutricao € um conjunto de doencas que decorrem do aporte alimentar
insuficiente em energia e nutrientes ou, ainda, do inadequado aproveitamento
bioldgico dos alimentos ingeridos, geralmente motivado pela presenca de doencas,
em particular infecciosas (MONTEIRO, 2003).

As conseqléncias da desnutricdo protéico-calérica para o organismo sao
variadas, entretanto desde as formas leves as mais severas é constante o
comprometimento do crescimento. Por essa raz&do, sao utilizados indicadores
antropométricos com a finalidade de diagnosticar a desnutricao infantil. O parametro
mais usado é a adequacao percentual do peso corporal do individuo em relagéo a
idade. A classificagdo mais empregada para avaliar o estado nutricional de criancas
de 1 a 4 anos é a proposta por Gomes (1946) e prevé trés graus para a desnutricao,
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 sao duas sindromes que correspondem a manifestacdes extremas da
desnutricao protéico-calérica de terceiro grau (TORUN; CHEW, 1994).

O Kwashiorkor manifesta-se com maior freqtiéncia nos trés primeiros anos de
vida, especialmente no segundo. Apresenta sintomatologia bem definida com alguns
sinais sempre presentes: edema, atraso no crescimento, altera¢cées psicomotoras
com fraqueza muscular, alteragdes na pele e nos olhos além de esteatose hepatica
(TORUN; CHEW, 1994). O Marasmo instala-se nos  primeiros  anos,
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preferencialmente no decorrer do primeiro ano. Tem sido freqiientemente observado
em criangas com 6 meses de idade em fase de desmame precoce, quando passam
a receber alimentacao deficiente. O aparecimento é gradual e a evolugéo é lenta. A
deficiéncia de crescimento bem como de peso é acentuada, apresentando-se em
torno de 60% do normal. Ha significativa atrofia muscular e redugdo de gordura
subcutanea (TORUN; CHEW, 1994).

Ainda existe consideravel discussao sobre as diferencas na etiologia dessas
duas sindromes reconhecidas da desnutricio. Embora elas sejam vistas como
doencas que marcam os pontos finais do espectro das doencas conhecidas pelo
termo desnutricdo protéico-calérica, alguns autores sugeriram que ambas as formas
de desnutricdo poderiam resultar de um mesmo tipo e grau de privacao dietética
(SAWAYA, 1985). Outros acreditam que o Kwashiorkor é basicamente uma
deficiéncia protéica e o marasmo uma deficiéncia energética. Parece que as
diferencas na etiologia podem ocorrer de acordo com as areas geograficas, tipo de
alimento, idade, auséncia ou presenca de algumas infecgoes, diarréia etc.

Ambas as doencgas ocorrem mais freqlentemente entre criancas e bebés
vivendo em zonas pobres dos paises em desenvolvimento. Até a década de 1960,
Kwashiorkor foi considerado a forma de desnutricdo predominante no Brasil, talvez
por causa das suas caracteristicas patoldgicas e metabdlicas exoticas, muito
diferentes das doencas encontradas na Europa. Hoje, se sabe que o marasmo é
mais freqiente (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003). Contudo, nas regides norte e
nordeste, ainda ha a prevaléncia da caréncia protéica, de forma endémica, o que
pode aumentar a incidéncia e instalacdo do Kwashiorkor nessa populacao,
sobrepondo-se a instalagao do marasmo (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).

Desnutricdo durante a fase intra-uterina é assunto que tem sido abordado com
destaque a partir da década de 1970. Entretanto, j& em 1928, CAPPER (1928)
distinguiu prematuros de recém-nascidos pequenos de gestacdo a termo e, na
ocasido, observou-se que o0s Ultimos evoluiram para escolares atrasados,
potencialmente neuréticos ou psicoticos. Antonov (1947) demonstrou que, durante o
cerco de Leningrado, na Segunda Guerra Mundial, ocorreu diminuicdo de cerca de
500 a 600g no peso das criangas ao nascer. Os estudos de Smith (1947), a respeito

da desnutricdo materna ocorrida na Holanda em 1945, sobre o desenvolvimento
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fetal, acusaram diminuicao de 2409 no peso ao nascer. Apds essas constatacdes
iniciais, varios foram os trabalhos clinicos e experimentais desenvolvidos nessa
area.

Estudos efetuados em animais de laboratério, como ratos, cobaias e
macacos, mostraram que a deficiéncia de proteinas (HINZ et al., 1976; KHORS et
al., 1980; LATORRACA et al., 1998; GALDINO et al., 2000) ou a restricao alimentar
(ANDERSON et al., 1980; FERRARI et al., 1992) pré-natais causam retardo no
crescimento fetal. Em animais, também, a desnutricdo protéica crbénica, imposta a
varias geracoes, resultou em retardo marcante do peso ao nascer, tamanho de
orgaos, maturacao sexual, comportamento e padrdes de aprendizagem (STEWART
et al., 1975).

Apesar do ritmo acelerado com que se processa a reducao da incidéncia da
desnutricdo protéico-calérica no Brasil, ainda ndo existe uma regido onde se tenha
completado a correcédo do déficit de estatura de criangas menores de cinco anos. O
objetivo de se atingir os valores da curva de referéncia de crescimento (tabela do
National Center of Health Statistics — NCHS — universalmente recomendada) esta
relativamente proximo de ser alcancado nas populagdes urbanas do Sudeste, Sul e
Centro- Oeste, mas ainda acha-se bem distante no Norte e Nordeste (MONTEIRO,
2003). Isso destaca a importancia de estudos que colaborem para ampliar o

entendimento das consequiéncias da desnutricao protéico-cal6rica para o organismo.

3.2- Desnutricao precoce, resisténcia a insulina e sindrome metabdlica

Nas ultimas quatro décadas tem sido observado o aumento da prevaléncia do
diabetes tipo 2, da obesidade e de alguns componentes da sindrome metabdlica no
Brasil (BATISTA FILHO, 2008) e em todo o mundo (BECK-NIELSEN et al., 1995).
Segundo alguns estudiosos, 0 aumento do nimero de casos diabetes tipo 2 e de
obesidade no mundo ocidental e em certos grupos étnicos poderia ser explicado
pela hipétese do “gendtipo econémico” (thrifty genotype). Essa hipo6tese atribui o
desenvolvimento da obesidade e da resisténcia a insulina a um gendtipo que
conferiu uma vantagem seletiva em um ambiente de escassez de alimento, mas

tornou-se prejudicial quando o suprimento alimentar passou a ser adequado ou
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abundante. Segundo essa hip6tese, entre os cacadores das culturas primitivas,
sobreviviam aqueles que tinham maior capacidade de sintetizar glicogénio na
presencga de insulina e armazenavam energia na forma de gordura, especialmente,
em depésitos de rapida renovacdao, como o abddémen. Nos tempos modernos,
quando individuos geneticamente susceptiveis sdo expostos a fatores de risco,
desenvolvem obesidade, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina com consequente
descompensacao das células betas do pancreas e expressao do diabetes (ZIMMET
et al., 1990; VARDI; PINHAS-HAMIEL, 2000).

Hales & Barker (1992; 2001) formularam a hipétese do “fenétipo econémico”
(thrifty phenotype) para explicar a origem do diabetes tipo 2 e da sindrome
metabdlica. De acordo com essa hipétese, doencas crénico-degenerativas que se
manifestam tardiamente sdo determinadas por fatores ambientais e sao originadas
in utero ou durante a infancia. Considera-se que a desnutricdo intra-uterina e no
primeiro ano de vida produz mudangas morfologicas e funcionais em varios tecidos e
orgaos. As anormalidades metabdlicas observadas na vida adulta como intolerancia
a glicose, dislipidemias e resisténcia a insulina, dependem da fase da vida em que a
desnutricdo se instala assim como do tipo e da intensidade do insulto nutricional.
Supde-se que a restricao protéica imposta durante a vida intra-uterina seja capaz de
produzir comprometimentos morfolégicos e funcionais irreversiveis nas células beta
pancredticas, nos hepatécitos, nos adipécitos e nas fibras musculares. Estas
alteracées provocam redugdo na secregado da insulina e da sensibilidade a esse
horménio (DHARI et al., 1995; HOFFMAN et al. 2000; PETRY et al., 2000). Quando
a resisténcia a insulina é agravada pela obesidade, sedentarismo e idade avancada,
0 pancreas nao consegue mais suprir a necessidade aumentada de insulina e o
diabetes se instala (HALES; BARKER, 1992). A obesidade tem um papel importante
no desenvolvimento do “fenétipo econdébmico”, interagindo com a programacao
metabolica precoce no estabelecimento das doengas. Contudo, as evidéncias de
que deficiéncia nutricional na vida fetal ou na infancia leve a programagéao da propria
obesidade ainda s&o relativamente poucas, embora isso possa ser explicado pelo
fato de que as influéncias do estilo de vida obscurecem a correlacao entre pré-
disposicdo metabdlica e obesidade da maturidade (PRENTICE, 2001).
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Os estudos epidemioldgicos realizados nas duas Ultimas décadas tém
fornecido provas de que influéncias ambientais adversas, inclusive nutricionais, que
resultam em retardo no crescimento fetal, estdo relacionados a alta incidéncia da
obesidade, do diabetes tipo 2 e da sindrome metabdlica na idade adulta. Em um
estudo, constatou-se que de 45% de criangas que pesavam menos que 2,5 kg ao
nascimento e 8 kg com um ano de idade, foram acometidas por obesidade, diabetes
e doencas coronarianas aos 64 anos de idade (HALES et al., 1991). Dados recentes
indicam que criangcas nascidas em areas pobres, onde o baixo peso ao nascer é
prevalente, apresentam niveis elevados de colesterol e de glicose séricos,
associados a hipoinsulinemia e a hipertensdo (NICKLAS et al.,, 2002). Essas
anormalidades ndo sado aquisi¢cdes da vida adulta porque podem estar presentes
precocemente, aos 3 anos de idade. A relagao entre os indices de crescimento fetal
e infantil e o risco de desenvolver diabetes tipo 2 ou a sindrome metabdlica tem sido
confirmada em tipos étnicos bastante distintos, como os indios Pima do Arizona
(McCANCE et al., 1994), os americanos de origem mexicana (ATHENS et al., 1993)
e os suecos (CHATURVEDI et al. 1994). Além disso, um corpo crescente de
evidéncias experimentais tém reforcado a hipétese do fenétipo econdmico.

Adiconalmente, existem indicagcbes de que a desnutricAdo protéica precoce
pode deprimir o sistema de defesa antioxidante do organismo (SEN et al., 2001).
Foram observadas redugdes nas concentracoes plasmaticas de vitamina E,
glutationa total (GOLDEN; RAMDATH, 1987; MATHIAS, 1992), carotenos
(McLAREN et al.,, 1969) e selénio (BURKE et al., 1967) em portadores de
Kwashiorkor. Além disso, ha estudos apontando aumento das fontes de estresse
oxidativo no kwashiorkor, principalmente em conseqiéncia de infecgdes,
proliferacdo de bactérias intestinais e ingestdo de toxinas (GOLDEN; RAMDAT,
1987). Por outro lado, existem evidéncias de substancias como o acido lipdico, o
qual exerce diversas acoes, representadas principalmente por proteger as células
contra radicais livres e atenuar a preoxidacao lipidica, elevam a expressao do
transportador de glicose GLUT 4 e melhoram a captacédo de glicose mediada pela
insulina (JACOBS et al., 1996). Por essa razdo parece importante o estudo da

peroxidacéo lipidica em tecidos insulino-sensiveis na recuperacao nutricional.
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3.3 — Animais experimentais e modelos de exercicios fisicos

A Fisiologia do Exercicio tem utilizado nas pesquisas, modelos animais
capazes de oferecer maior riqueza de detalhes nas andlises invasivas. O uso de
roedores em pesquisas laboratoriais procura mimetizar o comportamento fisiol6gico
observado no organismo humano (HECK et al.,, 1985; TEGTBUR et al., 1993). A
esteira rolante e o exercicio de natagdo, sdo, sem duvida os ergbmetros mais
utilizados nesse sentido (GOBATTO et al.,, 2008). Nosso Laboratério pode ser
considerado pioneiro nesse aspecto, pois foi responsavel pelos métodos de
avaliacao e treinamento em diferentes condicbes experimentais. Nesse sentido,
varios protocolos foram padronizados com o intuito de melhor aplicar e prescrever
exercicios de acordo com a intensidade do esfor¢co do animal. Um dos testes que
foram validados e padronizados na avaliagdo da transicao aerdbia para anaerdbia foi
a maxima fase estavel de lactato (MFEL) (GOBATTO et al., 2001). Ela é definida
como a mais alta intensidade no qual o metabolismo aerdbio ainda prepondera
sobre o anaerébio, e considerada na atualidade, o método padrdo ouro para a
determinacao da intensidade de transicdo entre esses metabolismos em exercicio
continuo executado por humanos. Assim, ja foi determinadoa a maxima fase estavel
de lactato em ergbmetros como esteira e natacdo (MANCHADO et al., 2006).
Verifica-se através desses estudos que o valor de lactato apresenta de maneira
ergdbmetro dependente, com uma menor concentragcao na esteira em comparag¢ao ao
exercicio de natacdo (MANCHADO et al., 2006). Em nosso laboratério, além da
padronizacdo de grande parte dos modelos, muitas investigacdes ja tém aplicado
com sucesso avaliacoes fisioldgicas de ratos para identificacao de intensidades alvo,
para aplicacées em treinamento continuo (SOUZA et al., 2003), intervalado (BRAGA
et al., 2004) e periodizado (ARAUJO et al., 2010; PAPQOTI et al., 2007) além de
respostas de performances decorrentes de manipulacées dietéticas (VOLTARELLI
et al., 2004), obesidade (SOUZA et al., 2003), diabetes experimental (OLIVEIRA et
al., 2005), condicbes ambientais (MANCHADO et al., 2007) e destreinamento
(CHIMIN et al.,, 2007). Portanto o controle do esforco através de testes séo
potenciais ferramentas para a prescricdo de exercicios objetivando a manipulagéao

de determinada resposta fisiolégica.
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3.4- Recuperacao nutricional e exercicio

Sabe-se que a pratica regular de atividade fisica exerce efeitos benéficos para
a saude, tais como aumento da capacidade oxidativa e do crescimento muscular,
melhora das condi¢cdes cardiorrespiratérias e facilitacdo da mineralizacao éssea,
entre outros (POWERS & HOWLEY, 2000). O exercicio pode ser, também, benéfico
na recuperacao nutricional. Ao serem comparados os ritmos do crescimento de
criancas entre dois e quatro anos de idade, enquanto se recuperavam de
desnutricdo em hospitais, verificou-se que as criancas ativas, que participavam de
jogos, envolvendo gasto energético moderado, apresentavam nao sé massa magra
mais elevada como também tiveram maior crescimento linear do que quando
seguiam o nivel de atividade fisica de rotina dos hospitais (jogos sedentarios)
(TORUN; VITERI, 1994). Bass et al. (2005), em revisdao da literatura sobre
desnutricdo protéico-caldrica, reportaram que o exercicio fisico exerce efeito no
aumento da forca-pico da musculatura esquelética e atuagcdo da mesma sobre o
tecido 6sseo0,0 que leva ao aumento proporcional da mineralizagdo e densidade

O0ssea em criancas acometidas pela desnutricao protéica.

Em animais de laboratério, os efeitos do exercicio sobre o crescimento
corporal sdo dependentes das propriedades mecanicas do exercicio e da espécie de
animais utilizados (BORER, 1979). Os resultados referentes a estudos realizados em
modelos animais de ma nutricdo sdo conflitantes. Alguns apontam efeitos positivos
do exercicio sobre o crescimento e o desenvolvimento (SAKAMOTO; GRUNEWALD,
1987; GALDINO et al., 2000), enquanto outros trabalhos ndao 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; GALDINO et al., 2000; ROCHA et al.,
1997), diferentes procedimentos para provocar desnutricao, como jejum intermitente
(SAKAMOTO; GRUNEWALD, 1987), jejum prolongado (BARBIRAK et al., 1974) e
restricdo de ingestao protéica (CREWS, 1969; GALDINO et al., 2000; ROCHA et al.,
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1997; ZANELATTO et al., 1992) e, ainda, diferentes protocolos de atividades fisicas,
como natacao livre (ZANELATTO et al., 1992), natacdo com sobrecargas de 5% do
peso corporal (GALDINO et al., 2000; ROCHA et al., 1997), o que torna dificil a
comparacao dos resultados.

Voltarelli et al. (2007) relataram ser possivel determinar a transicdo
metabdlica aerdbia/anaerdbia durante exercicio de natacdo em ratos submetidos a
desnutricdo protéica experimental, de maneira semelhante ao que ocorre com ratos
eutroficos. Fato semelhante foi relatado por Papoti et al. (2003) trabalhando com
ratos recuperados da desnutricao protéica.

Duran et al. (2005) verificaram, em ratos submetidos a desnutricdo protéica
pré-natal, que o sistema neuro-locomotor dos mesmos foi afetado negativamente se
comparados a animais controles. Foram observados comprometimentos motores
graves quando esses animais atingiram a idade adulta. Tamaki et al. (2004)
realizaram estudo com ratos acometidos pela desnutricao protéica e submetidos ao
treinamento fisico de corrida em esteira rolante por trés semanas. Os autores
verificaram, nesses animais, inibicdo da osteoporose, que é comum nesse tipo de
desnutricdo, se comparados com ratos também desnutridos mantidos sedentérios.
Vale mencionar que exercicios de alto impacto e de alta intensidade como o
treinamento de forca (NYBO et al., 2010) promovem melhor efeito sobre a massa
O0ssea e consequentemente maior remodelamento. Ja o exercicio de natacao
teoricamente teria pouco efeito sobre o tecido 6sseo ja que tem pouco impacto e
possui uma menor intensidade. Apesar do exercicio de natacédo teoricamente ter um
menor efeito sobre o osso (por ndo promoverem sustentacdo do peso e da
gravidade) em comparacao ao outros tipos de exercicio, seria plausivel afirmar que
a natacao teria algum beneficio mesmo que minimo (HART et al.,, 2001). Dessa
forma, a especificidade do exercicio € de suma importancia para prescricdo de
exercicios na prevencdo ou reabilitacdo de doencas crénicas. Faltam estudos
quanto aos efeitos do treinamento fisico associado a recuperacao nutricional sobre

os lipidios de tecidos insulino-sensiveis e outras variaveis.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — Animais

Foram utilizadas ratas adultas (90 dias), da linhagem Wistar, prenhes,
mantidas em sala com temperatura ambiente de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro, com as luzes acesas das 06:00 as 18:00 h e com
livre acesso a agua e ao alimento durante todo o experimento. Como parte
importante do estudo foram também utilizados ratos machos (crias das ratas
adultas). Todos os procedimentos adotados com os animais foram analisados e
aprovados pela comissdao de ética de experimentacdo animal CEEA/UNICAMP
(protocolo 1487-1). A andlise foi efetuada por comité externo ao IB- UNESP- Rio
Claro pelo fato de, no momento do inicio do projeto a referida unidade da UNESP

nao contar com comité de ética em experimentagdo animal instalado.

4.2- Grupos experimentais
Inicialmente, as ratas foram separadas em dois grupos, de acordo com a
dieta recebida durante a prenhez:

¢ Normoprotéico (NP): dieta contendo 17% de proteina.
e Hipoprotéico (HP): dieta contendo 6% de proteina.
Apbs o nascimento, as crias do sexo masculino foram distribuidas em grupos

(n=10 por grupo) de acordo com o regime alimentar e de atividade fisica adotados
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até a idade de 70 dias. No periodo de amamentagédo (nascimento aos 21 dias), as
maes receberam as dietas correspondentes e cada uma amamentou oito filhotes:

o Normoprotéico (NP): dieta contendo 17% de proteina durante todo o periodo
experimental;

e Hipoprotéico (HP): dieta contendo 6% de proteina durante todo o periodo
experimental;

e Hipoprotéico/Normoprotéico (HP/NP): dieta contendo 6% de proteina até o
desmame e dieta com 17% de proteina do desmame até a idade adulta;

e Hipoprotéico/Normoprotéico/Treinado (HP/NP-T): dieta contendo 6% de proteina

até o desmame e dieta com 17% de proteina do desmame até a idade adulta,
associada ao treinamento de natagao.

O diagrama 1 resume o0s grupos e o delineamento experimentais

Normoprotéico (NP) - 17% de proteina Hipoprotéico (HP) - 6% de proteina

Hinoproteico (HP) - Dieta contendo
6% de proteina durante todo o periodo

Normeoprotéico — Dieta experimental
Contendo 17% de proteina
Durante todo o periodo

experimental Hipoprotéico/normonrotéico (HPNP): dieta
Contendo 6% de proteina até o desmame
E dieta com 17% de proteina do desmame
a idade adulta

Hipoproteico/normoprotéicoltreinado
(HP/NP-T): idem associado ao anterior
Treinamento fisico

Diagrama 1: Grupos e delineamento experimental
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4.3 — Dietas

Foram empregadas dietas isocal6ricas normoprotéica (17% proteina) e
hipoprotéica (6% proteina). A composicao da dieta normoprotéica, preparada de
acordo com a AIN-93G (REEVES et al., 1993), € a seguinte (g/kg): caseina (84%
proteina) 202; amido de milho 397; dextrina 130,5; sacarose 100; 6leo de soja 70;
mistura de sais (AIN-93G) 35; mistura vitaminica (AIN-93G) 10; cistina 3 e cloridrato
de colina 2,5. A dieta hipoprotéica é composta de (g/kg): caseina (84% proteina)
71,5; amido de milho 480; dextrina 159; sacarose 121; 6leo de soja 70; mistura de

sais (AIN-93G) 35; mistura vitaminica (AIN-93G) 10; cistina 1 e cloridrato de colina

2,5.

Quadro 1 — Composicao das dietas

Componentes (gikg)

Normoprotéica {1kg)

Componentes (gfkg)

Hipoprotéica (1kg)

Caseina® 202 Caseina® 71s
Amido 397 Amido 480
Dextrina 130.5 Dextrina 159
Sacarose 100 Sacarose 121
L-cistina 3 L-cistina 1
Oleo de soja 70 Oleo de soja 70
Mistura de sais (AIN93GMX)}’ 35 Mistura de sais (AIN-93GMX)’ a5
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)" |10 Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)" |10
Fibra 50 Fibra 50
Cloridrato de colina 2.5 Cloridrato de colina

2.5

1- De acordo com REEVES et al (1993)

2- Valores corrigidos em funcao do conteudo de proteina na caseina
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4.4 — Treinamento

Anterior ao periodo de treinamento fisico os ratos foram adaptados ao meio liquido.
A adaptacao ocorreu num periodo de 10 dias, no mesmo tanque onde foi procedido
o treinamento com a temperatura de agua mantida a 30 = 1 ¢ C. Inicialmente os
animais foram colocados na agua rasa, portando bolsas sem sobrecarga atadas ao
dorso por 10 minutos ao dia. Progressivamente, foram aumentados o nivel da agua
e o tempo de exposicao, de forma que ao final da adaptagéo os ratos na agua por 30
minutos no mesmo nivel no qual se realizou o treinamento. O propdésito da
adaptacdo foi reduzir o estresse do animal sem provocar adaptacdes ao
treinamento. O treinamento fisico foi efetuado por exercicio de natacdo, em tanques
profundos e separados para evitar que os ratos mantivessem contato. A agua foi
mantida a 30 + 12 C, e o treino foi efetuado 60 minutos por dia, cinco dias por
semana por 6 semanas com sobrecarga equivalente a 5% do peso corporal
inseridas em bolsas atadas ao dorso do animal. Foi feito reajuste da carga toda
semana. Este protocolo foi escolhido por representar exercicio aerébio moderado
para ratos recuperados de desnutricao através de estudo da maxima fase estavel de
lactato (Papoti et al., 2003).

4.5- AvaliacGes gerais:

Todos os animais tiveram peso corporal, comprimento naso-anal e ingestao

alimentar registrados uma vez por semana.

4.5.1- Teste de tolerancia a insulina - TTI

O TTI foi realizado com os animais no estado alimentado, na ultima semana do
experimento. Uma primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na
extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida, uma solucéo de insulina na
dose de 30 UI/100g de peso foi administrada via subcutanea. Amostras de sangue
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foram coletadas apdés 30, 60 e 120 minutos com capilares heparinizados e
calibrados para 25 L, visando a determinacao das concentragdes de glicose.

As concentracoes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método
enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, (NOGUEIRA et al, 1990). A
constante de remocao da glicose sérica (K-ITT) durante o teste foi calculada
utilizando-se o software ORIGIN 3.5 (LUNDBAECK, 1962).

4.5.2- Teste de toleréancia a glicose - TTG

O TTG também foi realizado na ultima semana do experimento, ap6s 15
horas de jejum e 48 horas apds o TTIl. Uma primeira coleta de sangue foi feita por
meio de pequeno corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida,
uma solucao de glicose a 20% (2 g/kg de peso) foi administrada aos ratos por meio
de sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue foram coletadas apés 30, 60 e
120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a
determinacao das concentragdes de glicose e de insulina.

As concentracbes de glicose sanguineas foram determinadas pelo método
enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, (NOGUEIRA et al, 1990) e
aquelas de insulina por ELISA, empregando kits comerciais (DSL-10-1600.
Diagnostic Systems Laboratories. Inc). As areas sob as curva de glicose e de
insulina durante o teste foram calculadas (MATHEWS et al., 1990), utilizando-se o
software ORIGIN 3.5.

4.5.3- Teste de esforco

A avaliacdo da capacidade aerébia dos animais foi efetuada através da
medida das concentracbes de lactato sanguineo durante teste de esforgo realizado
na ultima semana do experimento, 48 horas apds o TTG. O teste consistiu em 20
minutos de natacdo continua, em tanque contendo agua mantida a 30 + 1°C,

suportando sobrecarga constante e equivalente a 5% do peso corporal, com coleta
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de sangue, por pequeno corte na extremidade da cauda a cada 5 minutos para a
determinacdao das concentracdées de lactato. Este protocolo de exercicio é
considerado de carater aerdbio tanto para ratos eutréficos (Gobatto et al., 2001)
quanto recuperados de desnutricdo (Papotti et al., 2003). As concentracbes de
lactato sanguineo foram determinadas em analisador de lactato (modelo YSI 1500
Sport, YellowSprings, OH, EUA).

4.5.4- Obtencao de material biologico

4.5.4.1- Sangue

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados por meio da
exsanguinacao sob anestesia com CO,, 48 horas ap6s a ultima avaliagédo “in vivo”. O
sangue foi coletado a partir do coracao para a separacao do soro, visando dosagens
de proteinas totais, albumina, glicose, triacilglicer6is (TAG) e acidos graxos livres
(AGL), por métodos colorimétricos (NOGUEIRA, 1990) e de insulina, por ELISA,
utilizando kits comerciais (DSL-10-1600. Diagnostic Systems Laboratories. Inc).

4.5.4.2- Tecido Adiposo

O tecido adiposo das regides subcutdnea posterior, mesentérica e
retroperitonial foi removido para pesagem e determinacdo das concentracdes de
triacilglicerdis e da captacdo de glicose. A excisdo dos diferentes depdsitos de
gordura foi realizada de acordo com a descricdo de Cinti (2005). Para a medida da
captacdao de glicose, aliquotas (100-150 mg) do tecido adiposo da regido
mesentérica foram incubadas em meio de Krebs-Ringer bicarbonato, enriquecido
com glicose (5,5 mM), contendo [*H] 2-deoxiglicose (0,5 uCi/mL) [2-DG] e insulina
(30 mU/mL), dentro de frascos de vidro por cerca de 1 hora e meia e gaseamento
continuo com carbogénio O./CO, (95%/5%), sob agitacdo constante, em banho-
maria (37°C). Foi avaliada a captacdo de glicose, utilizando-se a 2-DG como
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marcador e medindo-se a radioatividade do [°H] com auxilio de contador de
particulas beta. Amostras teciduais nao incubadas foram utilizadas para avaliagéo

das concentragdes de triacilgliceréis (NOGUEIRA et al., 1990).

4.5.4.3 Musculo soleo

Fatias musculares longitudinais pesando em torno de 25 - 35 mg foram
incubadas em meio de Krebs-Ringer bicarbonato, enriquecido com glicose (5,5 mM),
contendo [*H] 2-deoxiglicose (0,5 pCi/mL) [2-DG] e insulina (100 mU/mL), dentro de
frascos de vidro por cerca de 1 hora e meia e gaseamento continuo com carbogénio
0./CO, (95%/5%), sob agitacdo constante, em banho-maria (37°C). Foi avaliada a
captacdo de glicose, utilizando-se a 2-DG como marcador e medindo-se a
radioatividade do [°H] com auxilio de contador de particulas beta. Fatias musculares
nao incubadas foram utilizadas para avaliagdo dos teores de glicogénio (DUBOIS et
al., 1956) e de triacilglicer6is (NOGUEIRA et al., 1990).

4.5.4.4 Figado e Coracao

Amostras do tecidos hepatico (500 mg) e cardiaco (200 mg) foram coletadas e
utilizadas para avaliacdo dos teores de glicogénio (DUBOIS et al., 1956) e de
triacilglicerdis (NOGUEIRA et al., 1990).

4.5.5- Avaliacoes adicionais

4.5.5.1- Biomarcadores de peroxidacao lipidica — substancias que reagem ao
acido tiobarbiturico (TBARS)

Foram avaliados no tecido adiposo das diferentes regiées, no musculo séleo,
no figado e no coragdo. Um dos métodos para se quantificar os produtos da

peroxidacao lipidica € o método de analise da formacao de substancias que reagem
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ao acido tiobarbiturico (TBARS). Este método consiste na andlise dos produtos finais
da peroxidacao lipidica (peroxidos lipidicos, malondialdeido, e outros aldeidos de
baixo peso molecular) que, ao reagirem com o acido 2-tiobarbitarico (TBA), formam
bases de Schiff. Esses complexos sdo coloridos e sua concentragdo pode ser
determinada espectrofotometricamente a 535 nm, ou por fluorescéncia a 515 nm de
excitacdo e 555 nm de emissdo (Okawa et al, 1979). Para esta determinacao,
amostras teciduais (figado, coracdo e musculo séleo, 100 mg) foram
homogeneizadas em tampéao fosfato 0,05 N e centrifugadas a 10000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi estocado a -20° C para posterior dosagem

4.5.6- ESTATISTICA

Para a analise dos dados obtidos ao nascimento e aos 21 dias, foi utilizado o
teste t para medidas independentes. Os resultados ao final do experimento (70 dias)
foram avaliados estatisticamente por meio da andlise de variancia (ANOVA) de uma
entrada, com aplicacéo do teste “post-hoc” de Duncan, onde apropriado. O nivel de
significancia foi pré-fixado em 5% em todos os casos.
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5.0- RESULTADOS

Na tabela 1 e na figura 1, acham-se descritos os resultados referentes as
amostras analisadas ao nascimento. Peso corporal, proteinas totais séricas e

albumina sérica mostraram-se reduzidas no grupo HP em comparagéao ao grupo NP.

Tabela 1: Peso corporal (g), e proteinas totais (g/dL) e albumina (g/dL) séricas

dos recém-nascidos.

Parametros HP NP
Peso corporal 5,70%0,12* 7,16x0,30
Proteinas totais séricas 3,49+0,29* 4,12+0,81
Albumina sérica 1,65+0,06* 1,81+0,11

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 8 animais por grupo.
HP: hipoprotéico; NP: normoprotéico.
* Diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo NP Test-t de Student (p<0,05)

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — CAMPUS RIO CLARO

2010



Dissertacdo de Mestrado — André Katayama Yamada 26

Peso corporal Proteinas totais séricas

T
T

mHP = 20 = uHR|
orP e ohP|

q
O = MW e 0 m YO

Albumina séricas

25

20

i uHP
oMP
101

05 1

adl

o0

Figura 1. Peso corporal, proteinas totais e albumina sérica dos recém nascidos.
Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 8 animais por grupo. HP: hipoprotéico;
NP: normoprotéico.

* Diferenca significativa em relagéo ao grupo NP pelo teste t de Student (p<0,05).
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Resultados semelhantes aos obtidos ao nascimento foram observados ao
desmame (tabela 2 e figura 2). Os ratos HP mostraram reducéo de peso corporal e
de proteinas totais e albumina séricas. Além disso, ao desmame os ratos HP
mostraram aumentos da glicemia comparada ao NP (tabela 2 e figura 2).

Tabela 2: Peso corporal (g), glicose (mg/dL), proteinas totais (g/dL) e albumina
(g/dL) séricos ao desmame (21 dias)

Parametros HP NP
Peso corporal 22,54, 7* 56,4+3,8
Glicose sérica 96,8+12,7* 76,315,3
Proteinas totais séricas 4,2+0,1* 4,7+0,1
Albumina sérica 3,8+0,1* 4,0+0,1

Resultados expressos como médiatdesvio padrao de 7 animais por grupo
HP: hipoprotéico; NP: normoprotéico.
*diferenca significativa entre grupos pelo Test-t de Student (p<0,05)
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Figura 2. Peso corporal (g) e glicose, proteinas totais e albumina séricos ao
desmame (21 dias). Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 7 animais por
grupo HP: hipoprotéico; NP: normoprotéico. * Diferenca significativa em relagcdo ao grupo

NP, teste t (p<0,05).
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Na tabela 3 e figura 3 acham-se descritos os resultados referentes ao peso

corporal e area sob a curva de evolug¢ao do peso corporal avaliados do desmame ao

final do experimento. Foram encontrados diferencas estatisticamente significantes

entre todos o0s grupos com maior valor da area sob a curva no grupo NP em

comparacao aos demais, e menor valor no grupo HP em comparacao aos demais.

Tabela 3: Evolucao do peso corporal (g), area sob a curva (gx7 semanas) da

evolucao ponderal dos ratos do desmame (21 dias) ao final do experimento.

Semanas HP HP/NP HP/NP-T NP
1 22,5+4,7 22,7432 20,7+2,7 56,4+3,8
2 34,4492 61,549, 1 57,948,7 57,9+8,7
3 41,3125 99,5+13,3 88,5+11,8 154,5+16,0
4 45,5+14.4 136,9+18,3 123,0¢15,3  201,9+17,8
5 48,5+16,6 170,9422,3 148,9+17,9  248,5+24.9
6 51,8+18,3 195,7+20,6 17254216  264,9+29,7
7 56,1+22,5 22224220 180,6423,6  286,4+33,7
Areasoba 260,64+69,8%°  786,9+84,1°  691,38+75,9° 1154,5+110¢
curva

Resultados expressos como meédia + desvio padrdo de 20 animais por grupo HP:

hipoprotéico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T: hipoprotéico normoprotéico
treinado; NP: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA
(p<0,05).
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Figura 3: Area sob a curva de evolucdo ponderal dos ratos ao desmame (21
dias) ao final do experimento. Resultados expressos como média + desvio padrao de
20 animais por grupo HP: hipoprotéico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:
hipoprotéico/normoprotéico treinado;NP:normoprotéico. Letras diferentes indicam valores
diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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Na tabela 4 e figura 4 observam-se os resultados referentes aos dados do
comprimento focinho-anus dos ratos e é&rea sob a curva de evolugdo do
comprimento do desmame ao final do experimento. Foram constatadas diferencas

estatisticamente significantes entre todos os grupos. O grupo HP apresentou os

menores valores, enquanto que o grupo NP, os maiores.

Tabela 4: Evolucao do comprimento focinho-anus (cm) dos ratos do desmame

(21 dias) ao final do experimento.

Semanas
1

N o a0 A WD

8
Area sob a

curva

HP
9,2+0,8
10+0,9
11,5%1,1
11,8%+1,5
12,1+1,4
12,3%+1,5
12,7+1,9
12,7+1,5

68,646,30°

HP/NP
9,1+0,6
12,4+0,6
15,4+0,9
16,8+0,9
17,840,9
18,3%1,1
19,5+1,0
19,5+0,8

95,41+3,64°

HP/NP-T

8,8+0,6
12,240,7
14,5+0,8
16,5+0,8
17,6+0,9
18,2+0,8
18,9+1,0
18,5+0,9

92,9343,54°

NP
11,940,5
12,2+0,7

18+0,8
19,4+0,8
20,2+0,9
20,8+1,1

21+0,9
21,2+0,8

110,51+3,50¢

Resultados expressos como médiatdesvio padrao de 10 animais por grupo

HP: hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T: hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA

(p<0,05).
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Figura 4. Evolucao do comprimento focinho-anus a area sob a curva de
evolucao do comprimento ao desmame (21 dias) ao final do experimento.
Resultados expressos como meédia + desvio padrdo de 20 animais por grupo HP:
hipoprotéico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T: hipoprotéico/normoprotéico
treinado; NP: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA
(p<0,05).
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A tabela 5 e figura 5 mostra os resultados relativos a ingestdao alimentar e
area sob a curva dos ratos do desmame ao final do experimento. Foram detectadas
diferengas no grupo HP, onde a &rea se mostrou maior, em relacdo aos demais
grupos.

Tabela 5: Evolucao ingestao alimentar (g/ 100 g de peso corporal) e area sob a
curva dos ratos ao desmame (21 dias) ao final do experimento.

Semanas HP HP/NP HP/NP-T NP

1 34,9+8,7 37,846,9 29,145,4 21,7411
2 33,2+17,3 23,9429 29,4+14.4 18,9445
3 26,5+4,6 17,9443 17,1+2,6 16,1+1,4
4 15,1+9,4 12,241,3 12,1+0,6 12,6+2,5
5 13,243,0 9,9+3,1 10,8+2,1 6,9+1,4
6 19,2479 10,8+1,6 9,2+1,6 8,4+0,7
7 19,5+10,3 3,240,6 3,2+0,6 6,9+2,1

Areasoba  1345+285%  97,2+54° 95,1+18,5° 77,348,6°

curva

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 20 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA
(p<0,05).
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Figura 5: Evolucao ingestao alimentar e area sob a curva dos ratos ao
desmame (21 dias) ao final do experimento. Resultados expressos como
médiatdesvio padrdo de 20 animais por grupo. HP: hipoproteico; HP/NP:
hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico treinado; N:
normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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Na tabela 6 e figura 6 acham-se os resultados referentes a glicose sérica e
area sob a curva de glicose sérica no GTT. Nao houve diferencas significativas entre

0s grupos no final do experimento.

Tabela 6: Glicose sérica (mg/dL) e area sob a curva de glicose sérica (mg/dL,

120 minutos) durante teste de tolerancia a glicose ao final do experimento.

Tempo HP HP/NP HP/NP-T NP
0 82+13 66+11 6818 67£13
30 92119 93+12 7723 92112
60 83120 84122 78+15 89+18
120 82+10 78+16 75+31 83+32
Area sob a 8800+2658 9876+1443 8556+2311 10280+£1495
curva

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico.
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Figura 6: Glicose sérica e area sob a curva de glicose sérica durante teste de

tolerancia a glicose (GTT) ao final do experimento.

Resultados expressos como médiatdesvio padrdao de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico.
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Na tabela 7 e figura 7 acham-se descritos os resultados relativos a glicose
sérica e taxa de remocao da glicose (KITT) no teste de tolerancia a insulina (ITT) ao
final do experimento. O KITT do grupo HP, mostrou-se elevado em comparagcao aos

demais.

Tabela 7: Glicose sérica (mg/dL) e taxa de remocao da glicose- KITT (%/min)
durante teste de tolerancia a insulina do final do experimento.

Tempo HP HP/NP HP/NP-T NP
0 9016 93+14 79422 95+24
30 48+13 72417 64+20 72+11
60 34424 60+12 49+13 75425
120 72419 81+12 5610 7624
KITT 1,90+0,62%  0,96+0,34°  0,89+0,67°  1,21+0,47°

Resultados expressos como médiatdesvio padréo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes inidcam valores diferentes pelo ANOVA
(p<0,05).
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Figura 7: Taxa de remocao da glicose — KITT durante teste de tolerancia a
insulina (ITT) ao final do experimento. Resultados expressos como médiatdesvio
padrdo de 10 animais por grupo. HP: hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico;
HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam
valores diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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A Tabela 8 e a figura 8 mostram as concentragdes de lactato teste de esforco
realizados ao final do experimento bem como os valores médios de estabilizacdo do
lactato durante o teste. Os ratos HP mostraram menores valores de lacticemia de
estabilizacao durante o teste.

Tabela 8: Lactato sanguineo (mmol/L) durante teste de esfor¢co 5% ao final do

experimento (70 dias).

Tempo HP HP/NP HP/NP-T NP
0 0,87+0,27 0,53+0,23 0,54+0,37 0,62+0,48
5 2,85+1,92 2,98+1,47 3,01+0,69 3,01+0,70
10 2,49+1 .47 3,06+0,71 3,41+1,06 3,10+0,52
15 2,26+0,32 3,43+0,84 3,45+1,15 3,34+0,92
20 2,04+0,89 3,38+1,07 3,67+1,36 2,87+0,86
Média de 2,3+0,6° 3,4+0,2° 3,5+0,2° 3,120,2°

estabilizacao

2010
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Figura 8: Lactato sanguineo durante teste de esfor¢co ao final do experimento.
Resultados expressos como médiatdesvio padrdao de 10 animais por grupo. HP:
hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico.

hipoproteico; HP/NP:
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A tabela 9 e figura 9 mostram-se os resultados relativos a glicose, insulina,
acidos graxos livres (AGL), proteinas totais e albumina séricos ao final do
experimento. A insulina mostrou-se significativamente maior no grupo NP em
comparacao aos demais grupos. Nao foram detectadas diferencas entre os grupos
quanto a glicose e AGL. Proteinas totais e albumina foram reduzidas no grupo HP

em relacdo aos demais.

Tabela 9: Glicose (mg/dL), insulina (ng/mL), acidos graxos livres (pEQ/l),
proteinas totais (g/dL) e albumina (g/dL) ao final do experimento.

Parametros HP HP/NP HP/NP-T NP
Glicose 102,71+15,3 128,80+26,8 126,49+23,0 112,66+21,5
Insulina 1863,6+284,3% 1608,6+284,3% 1255,5+164,5 3366,8+651,

2b
AGL 331+188,5 568,9+311,8 4104153 557+192
Proteinas totais 5,94+0,4° 7,0+0,2° 6,78+0,6°  6,89+0,4°
Albumina 4,10+0,59°  5,73+0,6° 5,3+0,7° 5,34+0,5°

Resultados expressos como médiatdesvio padrdao de 10 animais por grupo

HP: hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T: hipoprotéico/normoprotéico
treinado; NP: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA
(p<0,05).
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Figura 9: Glicose, insulina, acidos graxos livres, proteinas totais e albumina
sérico ao final do experimento. Resultados expressos como média + desvio padrao de
10 animais por grupo HP: hipoprotéico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:
hipoprotéico/normoprotéico treinado; NP: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores

diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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A tabela 10 e figura 10 mostram os resultados referentes ao peso do tecido
adiposo mesentérico, retroperitonial e subcutaneo ao final do experimento. Para o
tecido adiposo mesentérico ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos. Ja para o tecido adiposo retroperitonial, os grupos HP
e NP mostraram valores maiores comparados aos HP/NP e HP/NP-T. No tecido
adiposo subcutaneo, o grupo HP mostrou maiores valores em relacdo a todos os

outros grupos.

Tabela 10: Peso do tecido adiposo das regioes mesentérica, retroperitonial e
subcutanea (g/100 g de peso corporal) ao final do experimento (70 dias).

HP HP/NP HP/NP-T NP
Mesentérica 0,42+0,14 * 0,16+0,07 0,45+0,22
Retroperitonial  0,63+0,12*®  0,26+0,08°  0,16#0,11°  0,64+0,23?
Subcutaneo  0,60+0,29° 0,32+0,08° 0,29+0,09° 0,41+0,15°

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA
(p<0,05). * Néao foi possivel a realizacdo da dosagem devido a falta de tecido adiposo
nesses animais. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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Figura 10: Peso do tecido adiposo das regioes mesentérica, retroperitonial e
subcutanea ao final do experimento. Resultados expressos como médiatdesvio
padrao de 10 animais por grupo. HP: hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico;
HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam
valores diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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Na tabela 11 e figura 11 acham-se descritos os resultados relativos a
concentracdo de triglicerideos no tecido adiposo das regides mesentérica,
retroperitonial e subcutdnea ao final do experimento. Ndo houve diferencas

significativas entre os grupos em nenhum caso.

Tabela 11: Concentracao de triglicerideos (mg/100mg) do tecido adiposo das
regioes mesentérica, retroperitonial e subcutanea ao final do experimento.

HP HP/NP HP/NP-T NP
Mesentérico 8,8+2,8 14,4451 8,4+1,6 18,219,0
Retroperitonial 7,612,5 8,31£3,2 11,8+3,9 5,9+1,1
Subcutaneo 9,3+2,6 6,9+0,4 11,748,7 7,429

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA

(p<0,05).
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Figura 11; Concentracoes de triglicerideos (TAG) do tecido adiposo das
regioes mesentérica, retroperitonial e subcutanea ao final do experimento.
Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP:

hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico;

HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico

treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA

(p<0,05).
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Na tabela 12 e figura 12 estdo descritos o0s resultados referentes a
concentracao de triglicerideos do coracgao, figado, gastrocnémio e séleo ao final do
experimento. Coragdo, gastrocnémio e soOleo ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significante entre os grupos. Ja no figado o grupo HP apresentou
menores valores comparados aos grupos HP/NP e HP/NP-T.

Tabela 12: Concentracao de triglicerideos no coracao, figado e nos musculos
gastrocnémio e séleo (mg/100mg de tecido) ao final do experimento.

HP HP/NP HP/NP-T NP
Coracao 3,1£0,9 2,7+0,8 3,3%0,9 2,4+0,4
Figado 5,5+1,42 10,3+2,5° 8,0+2,1°¢ 6,0+2,0°2
Gastrocnémico 4,529 3,4+1,6 2,310,7 4,1+£1,2
Séleo 1,310,4 1,8+1,0 1,611,4 1,610,7

Resultados expressos como médiatdesvio padréo de 10 animais por grupo.

HP: hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA
(p<0,05).
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Figura 12: Concentracao de triglicerideos (TAG) no coracao, no figado e nos
musculos gastrocnémio e séleo ao final do experimento. Resultados expressos
como mediatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP: hipoproteico; HP/NP:
hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico treinado; N:
normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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Na tabela 13 e figura 13 mostram as concentragcbes de substancias que
reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS) no tecido adiposo das regides
mesentérica, retriperitonial e subcutdneoao final do experimento. Para todos os

tecidos analisados ndo houve diferengas significantes entre os grupos.

Tabela 13: Concentracao de substancias que reagem com o acido
tiobarbitarico (nmol/g) no tecido adiposo das regioes mesentérica,

retroperitonial e subcutanea ao final do experimento.

HP HP/NP HP/NP-T NP
Mesentérico 31,0£7,4 53,2+£19,3 23,74+9,13
Retroperitonial 23,5+2,98 29,47+13,45 21,01£5,48 19,9449
Subcutaneo 28,348,62 24,3+10,5 17,915,2 21,3144

Resultados expressos como médiatdesvio padréo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. * Nao foi possivel a dosagem por problemas técnicos.
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Figura 13: Concentracao de substancias que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARS) no tecido adiposo das regioes mesentérica,
retroperitonial e subcutanea ao final do experimento.

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico
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Na tabela 14 e figura 14 acham-se os resultados relativos aos (TBARS) no
coracédo, figado, musculo sbéleo e no soro ao final do experimento. Nao foram

constatadas diferengas significantes entre os grupos em nenhum tecido.

Tabela 14: Concentracao de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico
(TBARS) no coracao, no figado, no musculo séleo e no soro ao final do

experimento.

HP HP/NP HP/NP-T NP
Coracao 0,7+0,1 0,8+0,1 0,9+0,09 0,7+0,07
Figado 0,51+0,21 0,66+0,31 0,56+0,22 0,64+0,18
Soleo 0,25%0,16 0,22+0,14 0,28+0,10 0,23+0,04
Soro 15,19+0,70 15,48+1,4 16,57+2,06 17,07+1,81

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores diferentes pela ANOVA
(p<0,05).
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Figura 14: Concentracao de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico
(TBARS) no coracao, no figado, no musculo séleo e no soro ao final do
experimento. Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo.
MD= malondialdeido. HP: hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-

T:hipoprotéico/normoprotéico treinado; N: normoprotéico. Letras diferentes indicam valores
diferentes pela ANOVA (p<0,05).
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A Tabela 15 e Figura 15 resumem os resultados referentes aos valores de
captacao de glicose pelo musculo séleo e pelo tecido adiposo mesenterico ao final
do experimento. No musculo soleo ndo foram observadas diferengas significativas
entre sos grupos. Ja para o tecido adiposo a captacdo de glicose apresentou
signitivamente maior no grupo HP, HP/NP e HP/NP-T em comparacao ao controle.

Tabela 15: Captacao de glicose (umol/g.h) pelo musculo séleo e pelo tecido
adiposo mesentérico ao final do experimento.
HP HP/NP HP/NP-T NP
Séleo 0,48+0,26 0,35+0,12 0,37+0,14 0,27+0,03
Mesentérico  0,82+0,29° 0,96+0,37% 09140,26% 0,51+0,18°

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP:
hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico
treinado; N: normoprotéico.
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Figura 15: Captacao de glicose pelo musculo séleo e pelo tecido adiposo
mesentérico ao final do experimento. Resultados expressos como médiatdesvio
padrao de 10 animais por grupo. HP: hipoproteico; HP/NP: hipoprotéico/normoprotéico;

HP/NP-T:hipoprotéico/normoproteico treinado; N: normoprotéico.
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A tabela 16 e Figura 16 contém dados referentes a concentracao de

glicogénio no coracao, no figado e no musculo gastrocnémio e séleo. Nao houve

diferencas entre os grupos.

Tabela 16: Concentracao de glicogénio (g/100g) no coracao, no figado e nos
musculos gastrocnémio e séleo ao final do experimento.

HP HP/NP HP/NP-T NP
Coracao 1,84£0,5 1,7£1,0 1,841,1 1,840,9
Figado 1,83+0,78 1,12+0,64 1,21+0,57 1,28+0,85
Gastrocnémico  0,1410,02 0,11+0,04 0,13+0,05 0,11+0,03
Soleo 0,51+0,12 0,42+0,05 0,43+0,16 0,42+0,08
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Figura 16: Concentracao de glicogénio (g/100g) no figado, no coracao e nos
musculos gastrocnémio e séleo ao final do experimento. Resultados expressos
como mediatdesvio padrdo de 10 animais por grupo. HP: hipoproteico; HP/NP:
hipoprotéico/normoprotéico; HP/NP-T:hipoprotéico/normoprotéico treinado; N:
normoproteico.
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6.0- DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo referentes ao peso corporal, proteinas
totais séricas e albumina ao nascimento demonstram claramente a instalacao da
desnutricdo nos animais. O peso corporal dos ratos HP foi significativamente menor
que no grupo NP indicando o estabelecimento da desnutricdo intra-uterina
(KANAREK et al., 1986; OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA, 1998). O baixo
peso ao nascer do grupo HP se deve a restricdo na ingestao de proteinas a partir da
dieta pelas mées durante a fase fetal. Isso faz com que haja um compromentimento
do metabolismo protéico desses animais, e consequentemente retardo do
desenvolvimento e do crescimento (KANAREK, 1986; OKITOLONDA et al., 1987;
LATORRACA, 1998).

As proteinas séricas e a albumina também mostraram reduzidas ao
nascimento no grupo HP em comparacao ao grupo NP corroborando com estudos
anteriores (KHARDORI et al., 1980; CLAEYSSENS et al., 1990; QURESHI et al.,
2001). Sabidamente as proteinas apresentam-se diminuidas em casos de sindrome
nefrética, hiperhidratacdo, queimaduras severas, insuficiéncia renal, disturbios da
sintese protéica, sindrome da ma absorcao e desnutricao. Na desnutricao, tem sido
observado que que a concentracao total de proteina diminui provavelmente devido a
diminuicdo na albumina sérica (BALDIJAO et al., 1976).

A albumina é a fragdo protéica que esta presente em maior concentracao e

que representa cerca de 50% das proteinas séricas totais (BAERTLI e tal., 1974). A
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albumina é sintetizada no figado e tem funcao importante na pressdao osmética do
plasma e no transporte de substancias. As concentragdes de albumina ficam
diminuidas em situacbes de estresse e catabolismo, como as geradas pela
desnutricdo. A diminuicdo das concentracbes de albumina por diminuicdo da
sintese, por aumento do catabolismo ou ambos, leva ao déficit oncotico, que produz
edema e diversas outras alteracdes fisiolégicas (ERSTAD, 1999) . Contudo,
aparentemente, no presente estudo, os ratos submetidos a restricao protéica nao
mostraram edema. Estudos anteriores com ratos deficientes em proteina também
nao encontraram edema (LATORRACA et al, 1998). Um elegante estudo
demonstrou um aumento do risco de morte entre 24 e 56% , a cada decréscimo de
2,5g/dL na albuminemia (ALDERSON et al., 2005).

Resultados semelhantes observados no nascimento foram encontrados nos
ratos ao desmame (21 dias) com reducgao significativa nas variaveis proteinas totais
e albumina. Além disso, a glicose mostrou-se significativamente maior no grupo
desnutrido em comparacao ao grupo controle. Os resultados encontrados quanto a
glicemia neste periodo do presente estudo contrastam com a literatura
(WHITEHEAD; HARLAND, 1966; KHARDORI, 1980). Provavelmente a discrepancia
seja devido ao estado alimentado dos ratos no dia anterior ao sacrificio, 0 que pode
ter interferido nos valores dos niveis de glicose séricos. Ao final do experimento (70
dias) nao houve diferencas significativas na glicose sérica entre os grupos
analisados (HP, HP/NP, HP/NP-T, NP).

Os dados de estudos prévios mostram que os valores de acidos graxos livres
tendem a ser menores em animais submetidos precocemente a dieta hipoprotéica
(LOPEZ-PEDROSA et al, 1998; SOLIMAN et al., 2000). Alguns fatores contribuem
para tais deficiéncias como defeitos na absorcdo e inadequada utilizacdo dos
lipidios, deficiéncia na sintese ou aumento da degradacao oxidativa de &acidos
graxos (HOUSSAINI et al., 1999). No entanto ndo houve alteragbes estatisticamente
significante em relagdo aos &cidos graxos no presente estudo ao final do
experimento.

Aos 70 dias, os ratos HP mantiveram caracteristicas comumente encontradas
na desnutricdo infantil tipo Kwashiorkor, tais como hipoproteinemia e
hipoalbuminemia (TORUN; CHEW, 1994).
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Foi observada também menor concentracdo sérica de insulina nos animais
HP em comparacdo ao grupo NP. A desnutricdo pode causar alteracoes
morfofuncionais no tecido pancreatico, acarretando defeitos na secre¢ao da insulina.
Ocorre hipertrofia inicial das ilhotas que € substituida por atrofia gradual ao longo da
exposi¢cdo do déficit de proteina. Além disso, ndo sé o volume das células beta é
reduzida mas também o numero das células beta por ilhota também (MELLO &
VOLTARELLI, 2008). Do ponto de vista fisioldgico as ilhotas pancreéticas se tornam
defeituosas em animais desnutridos (RAO, 1988). Nosso grupo ainda verificou que a
secrecdo da insulina induzida por glicose estava reduzida nos animais desnutridos
através da administracdo de diferentes doses da concentracdo de glicose (2.8 até
33.4 mmol/L) (CARNEIRO et al., 1995). Isso concorre para que os animais HP
mostrem reduzida concentragdes de insulina sérica.

Em relagdo ao peso corporal ao final do experimento, os resultados do
presente estudo estdo de acordo com a literatura. O menor ganho de peso
constatado pela area sob a curva do peso corporal foi do HP, como era o esperado.
A desnutricao acarreta prejuizos na funcéo e na morfologia do pancreas exocrino e
no epitélio entérico, promovendo efeitos deletérios sobre a absorcdo de nutrientes
(Torun & Chew, 1994). Dessa forma, consequentemente ocorre retardo do
crescimento e reducdo do aproveitamento alimentar (MANZANO, 2001). Vale
ressaltar que a recuperacao nutricional no grupo HP/NP conseguiu restaurar apenas
parcialmente o peso corporal aos niveis controle, pois este foi significativamente
menor do que no grupo NP. Foi observado um menor peso do grupo HP/NP-T em
relagdo ao HP/NP. Atribuimos esse menor peso ao efeito do exercicio fisico. Esse
resultado aponta para um caminho benéfico do exercicio na reducao da gordura,
levando melhoria da saude. No contexto do treinamento fisico existem diferentes
métodos que podem ser aplicados visando diferentes adaptacbes especificas.
Diferentes protocolos e intensidades poderiam ser combinados para obter uma
melhor resposta. Por exemplo, o treinamento de forca seria interessante, , pois um
treinamento de maior intensidade promove aumento da massa muscular. A
periodizagdo ondulatéria seria também interessante, pois ja se sabe que alteracbes
na intensidade e volume do treinamento sdo essenciais para que adaptacdes sejam

aceleradas. Por fim, o exercicio em esteira poderia ser importante, pois ja foi
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demonstrado efeitos positivos na intensidade da maxima fase estavel de lactato em
camundongos com insuficiéncia cardiaca. Assim, estudos adicionais séo
necessarios para encontrar um protocolo de exercicio adequado ao estado de
desnutricdo e recuperacao nutricional, visando obtencao de efeitos benéficos.

No tocante ao comprimento corporal, foram observadas ao final do
experimento, diferencas significativas entre os grupos. O grupo HP teve menor
crescimento linear em comparacdo aos demais grupos. Nao foram constatadas
diferengas entre os grupos HP/NP e HP/NP-T Sabe-se que o crescimento linear é
afetado pela privacdo protéica o que acarreta efeitos deletérios sobre o organismo
(OKITOLONDA et al., 1987; CLAYENSSENS et al., 1990; SHILS, 1994). Sugere-se
que a dieta hipoprotéica leve a perturbacdo do processo de turnover protéico
(Lancha Jr, 2009). Apesar de ndo termos avaliado hormdnios importantes no
crescimento como GH, sugere-se que a diminuicdo desse hormoénio tenha
influenciado no comprimento desses animais (MUAKU et al., 1997;). O treinamento
fisico ndao promoveu estimulo do crescimento durante a recuperagdo nutricional,
corroborando com alguns estudos prévios de nosso grupo (ROCHA, 1997). Isso
sustenta a necessidade de estudos adicionais para o estabelecimento de protocolos
de exercicios adaptados a desnutricdo e recuperacao nutricional.

A ingestdo alimentar se manifestou de forma interessante. Os animais HP
tiveram um aumento significativo da ingestdo em comparacdo aos demais grupos.
Evidéncias apontam que o controle da ingestdo alimentar € mediado por vias
neuroendocrinas. Assim, potentes hormdnios orexigenos e anorexigenos sao
capazes de modular a fome (KLOK et al., 2007; CHAPTINI; PEIKIN, 2008). Apesar
de ndo termos analisados o perfil desses hormonios alguns estudos mostram que na
desnutricdo ocorre um desbalanco. Esses dados referentes a ingestdo alimentar
confirmam resultados anteriores de nosso grupo que observaram aumento da
ingestao alimentar (GOBATTO, 1993). A provavel producdo aumentada do do
neurotransmissor neuropeptideo Y (NPY) pode ser uma das explicacoes. Vale
ressaltar, que esse neurotransmissor possui potente efeito de estimulacéao central do
apetite (GOBATTO, 1993).

Alguns estudos mostraram que a dieta hipoprotéica leva a uma maior
ingestdao de alimento (DESCHEPPER; GROOTE, 1995; WHITE et al., 1994). Ja
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outros estudos observaram menor ingestdao (BECK, 1984; MERCER et al., 1994).
Tem sido sugerido que animais desnutridos em fase de crescimento aumentam a
ingestao alimentar com o propdsito de alcancar o requerimento protéico e o
crescimento da massa magra, no entanto acabam desenvolvendo acumulo de
gordura pelo excesso de armazenamento energético (DU, 2000). Parece haver uma
relacdo da modulacdo da ingestao alimentar com um limiar da porcentagem de
proteina na dieta. Por exemplo, um estudo (DU, 2000) observou que ratos tratados
com 8% a 10% de caseina mostraram aumento da ingestdo alimnetar. Em
contrapartida, quando a dieta a base de caseina era diminuido para 5% ou
aumentado para 15% a ingestéo alimentar era menor. O referido autor relacionou as
alteracoes ao hormdnio leptina. A leptina € um peptideo transcrito a partir do gene
ob em camundongos. A principal funcao da leptina é controlar a ingestao alimenta
(YAMADA & CAVAGLIERI, 2008). Parece ocorrer uma resisténcia dos receptores de
leptina e quanto maior o tecido adiposo maior sdo as concentracdes de leptina.
Apesar do aumento da ingestao aimentar nos grupos 5% € 10% no estudo de DU et
al. (2000) a leptina apresentou aumento o que pode ser explicado por uma possivel
resisténcia desse hormdnio.

Nao foram encontradas as alteracdes significativas na glicose sérica durante
teste de tolerancia a glicose (GTT) entre os grupos. Nosso grupo em estudos
prévios, verificou que ratos desnutridos mostraram menores concentragbes de
glicose e insulina basais em comparacdo a ratos controle, e além disso, os ratos
denutridos mostraram maior aumento na glicose sérica durante teste de toleréncia a
glicose (GTT) (MELLO, 1989). Em linhas gerais, ratos desnutridos sdo capazes de
manter glicose sérica em niveis baixos ou normais apesar da hipoinsulinemia.

Apesar de nao terem sido encontradas alteracdes significativas no teste de
tolerancia a glicose, foi observado um aumento significativo da taxa de remocéao de
glicose durante o teste de tolerancia a insulina dos ratos HP em comparacao aos
demais grupos. Isso indica que a remocdo da glicose da circulacdo induzida pela
administragdo intravenosa de insulina foi maior nos ratos desnutridos. Talvez esse
fenbmeno seria a razao dos baixos niveis de glicose comumente encontrado em
ratos submetidos a desnutricdo. Escassos sao os estudos que empregaram o teste

de tolerdncia a insulina para avaliar a sensibilidade periférica a insulina na
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desnutricdo protéica. O aumento da taxa de desaparecimento da glicose (KITT) ja foi
descrito por outros autores utilizando animais deficientes em proteina (LATORRACA,
et al., 1998; GALDINO, 2000). Esse esse evento indica melhora da sensibilidade a
insulina nesses animais. Os mecanismos envolvidos ainda ndo estao
completamente eludicados, mas envolvem aumento da atividade de diversas
proteinas, envolvidas na via de sinalizagcdo da insulina nos tecidos periféricos (
LATORRACA et al., 1998).

Contudo, no presente estudo, ndo houve alteracdes significativas na captacao
de glicose pelo musculo séleo. Por outro lado, observou-se uma maior captacédo de
glicose no tecido adiposo de ratos desnutridos, recuperados e recuperados e
treinados em comparacdo ao grupo controle. Esse Ultimo achado pode estar
envolvido na capacidade do animal desnutrido manter a glicemia em valores
normais. Tem sido proposto que a maior captacéo de glicose pelo tecido adiposo em
ratos desnutridos esta relacionada a habilidade em armazenar a glicose como
triacilglicerdl. E possivel que a glicose sirva de substrato para converter em lipidios
como forma de manutencédo da homeostase da glicose (OZZANE & HALES, 1999).

O modelo de exercicio de natacdo a 5% aparentemente ndo promoveu
alteragdes significativas em diversos parametros, no entanto o teste com uso de 5%
da massa corpérea apresentou diferencas significativas nos niveis de lactato
sanguineo durante teste fisico. Apesar de nao termos avaliado a maxima fase
estavel de lactato nesses animais, pela dificuldade de padronizacdo devido ao
crescimento acelerado durante a recuperagao e o tamanho dos animais desnutridos,
o teste de esforgo a 5% mostrou ser uma possivel alternativa de uitilizacdo para
avaliar o condicionamento fisico dos animais desnutridos e recuperados. Optamos
por utilizar a carga de 5% no treinamento fisico devido a representagdo como
caracteristica aerdbia observado em estudos anteriores do nosso laboratério com
ratos adultos recuperados de desnutricdo utillizando a maxima fase estavel de
lactato (PAPQTI et al, 2003) Um achado importante nessas analises foi a detecgao
de niveis de lactato sanguineo mais baixos no grupo HP em comparacdao aos
demais. Isso vai de encontro com outros dois estudos do nosso laboratério. Por
exemplo, Voltarelli e colaboradores (VOLTARELLI, 2007) utilizando o teste de

lactato minimo aplicado a ratos adultos, observaram que a concentracédo de lactato
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sanguineo exercicio na intensidade transicdo metabdlica foi menor no grupo
desnutrido comparado ao animal controle. Essa menor concentragédo de lactato nos
ratos submetidos a restricao protéica comparados aos controles pode estar ligada a
alteracdes enzimaticas glicoliticas modulando o lactato.

Por muito tempo o lactato foi visto apenas como um produto final da via
glicolitica e supostamente atribuida diretamente a fadiga muscular (GLADDEN,
2004). No entanto evidéncias convincentes, mostraram com o passar do tempo, que
o lactato como um intermediario de numerosos processos metabdlicos,
particularmente como combustivel energético para o metabolismo aerdbio e
mediador do estado redox celular. Dessa forma, supomos que os ratos desnutridos
sdo incapazes de gerar forca e necessitam de menor esforco liberando menos
lactato devido a menor contracdo muscular. Assim, eles conpensariam o esforgo
pelo menor volume do corpo durante o exercicio de natagdo e liberando menos
lactato na corrente sanguinea. O grupo do professor Oded Bar Or (BAR-OR, 1983)
foram os primeiros a investigar o metabolismo de criancas. Nesse estudo a
capacidade anaerdbia foi mensurada em resposta ao teste de Wingate. Foi
encontrado um menor metabolismo glicolitico em criangcas em comparagdao aos
adultos. Além disso, o lactato dos adolescentes eram menores do que nos adultos.
Essa observacado corrobora com nosso estudo onde os ratos tinham uma idade
equivalente a adolescentes humanos e que o grupo desnutrido. Isso poderia explicar
um nivel menor de lactato apresentado pelos ratos. Acredita-se também que
criangas possuem uma maior remocao de lactato, maior capacidade oxidativa e via
glicolitica menor (RIDDELL, 2008). Outra possibilidade seria o menor atividade de
enzimas como lactato desidrogenase em criancas.

PAPQOTI et al. (2003) caracterizaram a maxima fase estavel de lactato durante
a natacdo em ratos recuperados de desnutricdo protéica. Nesse estudo a maxima
fase estavel de lactato foi obtida na carga de 5,5% com uma concentracao de 5,5
mmol/L nos ratos normoprotéicos e 4,7% nos ratos desnutridos.

Estudos mostram que os diferentes compartimentos de tecido adiposo
refletem no aumento de risco de doengcas como diabetes e hipertensdo. Assim, a
distribuicao topografica de tecido adiposo é bastante heterogénea. Uma observacao

importante é o fato do peso do tecido adiposo subcutdneo dos ratos desnutridos
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(HP) estar significativamente maior que dos ratos controles, (NP) e recuperados
(HP/NP e HP/NP-T). Meyer et al. (1956) observaram que animais submetidos a uma
restricdo de proteinas tinham uma maior porcentagem de gordura na carcaca em
comparacao aos ratos controles. Sugeriu que a restricao protéica resulta em menor
massa corporal magra, com relativa preservacao do tecido adiposo. Um aspecto
importante de ressaltar é a possibilidade de que ratos desnutridos compensarem a
inadequada oferta de proteinas na dieta aumentando a ingestdo alimentar fendmeno
observado no presente estudo o que poderia levar ao acumulo de gordura (TULP &
HORTON, 1975). O treinamento fisico ndo exerceu efeito sobre o peso do tecido
adiposo das diferentes regides. Nenhuma das intervencdes (dieta e treinamento
fisico) tiveram impacto significante nas concentragbes de triacilglicerdis dos
diferentes adipécitos analisados (msentérico, retriperitonial, subcutaneo).

Nos tecidos musculares (por¢ao do gastro e s6leo) e no coracdo também nao
foram observadas diferencas significantes nas concentragdes de triacilglicerdl. O
conteudo real de triacilglicerol no muasculo é determinado por uma variedade de
fatores incluindo, a atividade das enzimas de sintese e hidrolise, suprimento
exégeno de acidos graxos, a necessidade de substratos pelas célula, a composicao
da dieta e o estado hormonal e de treinamento dos animais ou individuo
experimentais (LIMA, 2009). Avaliacdes adicionais seriam necessarias no presente
estudo para uma observacdo mais conclusiva. Por outro lado, a realimentacdo dos
animais HP com dieta balanceada (HP/NP) aumentou o estoque de lipidios no
figado.

Encontramos ligeira diminuicdo no conteudo de triacilglicerél do figado nos
ratos desnutridos. A recuperacdo nutritional, no entanto, elevou o triacilglicerol
hepatico dos ratos recuperados (HP/NP) a niveis significativamente superiores aos
dos ratos controles. Cabe ainda salientar que o treinamento fisico reduziu o
triacilglicerél hepatico em ratos recuperados (HP/NP-T), o que emerge como uma
ferramenta terapéutica contra a instalacao do figado gorduroso.

Os radicais livres estdo relacionados com variedade de doengas incluindo
cancer, doencas hepaticas, aterosclerose, envelhecimento e desnutricao
(ESTERBAUER et al., 1992). A iniciagdo da peroxidacgao lipidica se da pela reacéao

dos radicais livres com os acidos graxos poliinsaturados. A peroxidacao lipidica

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — CAMPUS RIO CLARO

2010



Dissertacdo de Mestrado — André Katayama Yamada 65

constitui no evento citotdxico primario que desencadeia sequéncia de lesbées na
célula. Uma das técnicas mais utilizadas para avaliar a producao de peroxidacao
lipidica é o teste de malondialdeido que podem ser detectados a partir da reacéo de
acido tiobarbitirico. Os ensaios com substancias que regem com o0 acido
tiobarbiturico (TBARS) sao testes tidos como adequados para avaliar peroxidacao
lipidica em sistemas simples e bem definidas como em membranas purificadas.
Quando aplicada em amostras de complexo biolégico como em homogenatos
teciduais o ensaio é sujeito a uma série de artefatos (SACHDEV, 2008).

Apesar dos detalhes abordados, a determinacdo de TBARS ainda continua a
ser um método utilizado em diferentes experimentos. Nesse sentido,no presente
estudo ndo encontramos diferencas significativa nas concentragcdes de TBARS nos
diferentes tecidos entre os grupos analisados. No entanto, um interessante estudo
(HUANG & FWU (1992) demonstrou-se que o grau da deficiéncia protéica afeta a
extensdo da depressdo da atividade enzimatica anti-oxidante e o aumento da
peroxidacdo lipidica tecidual. Investigando ratos submetidos a diferentes
concentracées (6, 8, 12 ou 20%) de lactalbumina, na dieta avaliaram TBARS
verificaram que 0s niveis dessasm substancias eram menores nos ratos que
alimentaram a 20% de lactalbumina. Em contrapartida ratos que se alimentaram
com 6% de lactalbumina apresentaram elevacdo de TBARS. Isso representaria dano
tecidual relacionada a desnutricdo. Contudo, esses autores avaliaram animais
submetidos a desnutricdo protéica pos-natal, diferentemente do presente estudo,
onde a restricao protéica deu-se na vida intra-uterina. Isso pode ter implicacdo nos
resultados contrastantes entre nosso estudo e o de Huang & Fwu (1992).

O glicogénio hepatico se mostra elevado na desnutricdo, conforme
demonstrado no estudo de Heard et al. (1977) que evidenciaram acumulo de
glicogénio hepatico em porcos desnutridos, atribuido a menor atividade da enzima
glicose-6-fosfatase. Por outro lado, o glicogénio muscular na desnutricdo encontra-
se baixo, correlacionando com alta concentracao de potassio. Galdino et al. (2000),
também relataram acumulo de glicogénio de ratos submetidos a desnutricao intra-
uterina. Na recuperacao nutricional, os niveis de glicogénio muscular aumentam,
normalizando-se em pacientes totalmente recuperados (ALLEYNE & SCULARD,

1969). No presente estudo entretanto, ndo encontramos diferencas significativas
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entre os grupos analisados nesses parametros. Talvez o fato de termos analisado
ratos ainda jovens (70 dias) enquanto Galdino et al. (2000) observaram ratos adultos
(90 dias) possa estar entre as razdes para os resultados discrepantes entre os dois
estudos.

Em linhas gerais, do nascimento aos 21 dias no presente estudo, pode-se
evidenciar todas as caracteristicas que comumente sdo encontradas na desnutricao
como baixo peso ao nascer, hipoalbuminemia e hipoproteinemia e reducdo do
crescimento linear. Acidos graxos e glicose ndo sofreram alteragcdes apesar de
geralmente mostraram-se alterados em estudos na literatura. A recuperacao
nutricional restaurou parcialmente peso corporal e crescimento linear afetados. A
ingestdo alimentar mostrou-se maior nos ratos desnutridos. Esse fenémeno é
decorrente em parte pelo baixo teor de proteinas o que faz com que exista um
mecanismo compensatorio de ingerir mais alimentos.

A ingestdo alimentar foi apenas parcialmente restaurada com a
realimentacdo. Nao foram encontradas diferencas significativas na tolerancia a
glicose, mas houve aumentos na sensibilidade a insulina e reugédo da lacticemia
durante o exercicio nos ratos desnutridos. A captacédo de glicose no tecido adiposo
foi maior nos ratos desnutridos aumentando o estoque de gordura no tecido adiposo.
Houve aumento dos teores de gordura no figado dos ratos recuperados. O exercicio
exerceu poucos efeitos adicionais a realimentacao na recuperagao nutricional, com

destaque para a restricdo do acumulo hepatico de gorduras na realimentagao.
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7.0- CONSIDERACOES FINAIS

O modelo experimental utilizado no presente estudo induziu a desnutricdo protéica
com sinais semelhantes ao kwashiorkor infantil, além de reduzir a lacticemia durante
0 exercicio. A realimentacdo conseguiu restaurar parcialmente o estado nutricional
bem como a lacticemia durante o exercicio, porém causou aumento nos teores
hepaticos de gordura, sem conduzir a intolerancia a glicose. Assim, a hipétese do
“fendtipo econdbmico” nao foi constatada nas condicdes do presente estudo.
Adicionalmente, o treinamento fisico com 5% da massa corpdérea restringiu o
aumento da gordura hepatica na realimentacdo. Novos estudos devem ser
conduzidos com delineamentos experimentais diferentes (dietas e exercicios) para o

melhor entendimento desses mecanismos no modelo de desnutricao.
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