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CONSIDERACOES SOBRE O MUSCULC ESTRIADO
NA DESNUTRICAO PROTEICA

ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS ALBINOS
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RESUMC — Os efeitos da desnutricdo sobre o misculo <«gastroenemiuns plantariss de ratos
albinos, limitando-se A4 genitora u dieta em 6,7% de proteinas ¢ aos seus produtos, em 3,29
apds o desmame, foram observados em microscopia 6ptica e eletrénica ¢ comparados com os
controles, Os animais, em ntmerc de 40, foram distribufdos em grupo hipoproteico e normal,
sendo a metade de cada grupo sacrificada aos 15 dias e a restante, apos o desmame, aod
30 dims. Observamos acentuada reducgio ponderal dos ratos com alimentaciio bipoproteica,
chegando a cerca de 50% em relagio aos normais. As fibras Jdo miiscule estudado, nos ratos
desnutrides, apresentaram importonte reducio de seus diimetros. As reacdes histoguimicas
revelaram que tanto as fibras do tipo I gomo as do tipo 11 estavam compremetidas, ocorrendo
maior redugdo nas 1iltimas. Fibraa do tipo II, de pequena cspessura, com aspecto de fibra
F (fetal) foram. encontradas nos animais subnuiridos de 15 dias, denotando retardo na
maturacio destas fibras. As avaliacSes em wultramicroscopia nio mostraram alteragfes espe-
cificas da ultra-estrutura muscular, revelando apenas intensa reducfic do calibre das fibras,
quande comparadas 3s dos ratos normais, Concluimos pela hipoplasia e nio atrofia do
tecido muscular dos animais submetidos a desnutriciic pré e pds-patal.  presente estudo,
gomado a outros nos quais foram analisados a ponta anterior da medula e o nervo periférico
de ratos desnutridos, permite-nos considerar que na privagio proteica ocorrem retardo no
desenvolvimento e hipoplasia da unidade mootra. Conjecturamos a possibilidade de, na
amiotroffa espinhal progressiva da infancia (doenca de Werdnig-Hoffmann), acontecer tam-
bém hipoplasia das fibres do tipo II e nfio atrofia, aventando a hipétese de, nesta doencga,
haver alteracfes no metabolismo proteico.

Considerations about the striate muscle in protein deprivation: an experimental study in
albine rats,

SUMMARY — The effects of undernutrition on the ¢gastrocnemius plantaris» muscle of young
albino mts were observed with light and electronmicroscopy and were compared with
controls, Pregrant rats received a diet containing 6.7% protein and the neonates had a
3.2% protein diet after weaning. A total number of 40 animals were distributed in two
groups: one nypoproteic and one control. Half of the animals of each group were killed
15 days after birth and the remaining ones at 30 days. We could observe important
reduction in the weight of the undermourished rats reaching about 50% when compared
with the control amimals. An important reduction in the diameter of muscle fibers was
noted in undernourished rats, Histochemical reactions showed that not only the type I but
also the type II fibers were involved, the latter being more severely reduced in size. Type
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II fibers os srrall diameter, resembling F (fetal) fiber were found in animals at 16 days
indicating a delay in maturation. TUltrastructural evaluation of the muscle did not show
specific changes except for a severe reduction in the caliber of fibers when compared with
control animals. We concluded that there was hypopbasia and not atrophy of the muscular
tissue in animals submitted to pre- and post-natal undernutrition. The pregent study,
associated with others in which the spinal motor cells and peripheral nerves of undernourished
rats were analvsed, allow us to consider that with protein Jdeprivation there iz a delay In
the development, a hypoplasia of the motor unit. We think that in infantile progressive
spinal amyotrophy (Werdnig-Hoffmann disease) there is possibly hypoplasia and not atrophy
of the type II fibers and we postulate that a metabolic proteic problem is invelved in this
disease.

O nosso pais bem representa agueles nos quais a caréncia protéico-caldrica vem
a desencadear perturbacoes de ordem médica varias. A resultante é a grande morbi-
dade ¢ mortalidade na fase de maior importincia do desenvolvimento do organismo
humano, a infancia, acometendo particularmente, dentre outros, o tecide muscular,
segmento de maior armazenamento protéico da economia. Consistindo esse 6rgio no
lnico capaz de converter energia quimica em energia mecanica, o inadequado supri-
mento de calorias e proteinas acarreta certamente alteracbes morfo-funcionais.

No desenvolvimento de nosso trabalho levamos ratas albinas ao estado de
caréncia protéica no periodo gestacional e sacrificamos exemplares da prole com 15
e 30 dias de vida, também mantidos em igual sitnagdo alimentar. Tivemos como
objetivo o estudo das alteragfes estruturais do misculo gastrocnémico destes animais.
Este modelo experimental de desnutri¢do exemplifica 0 que se observa em nosso meio,
quando ndo so a crianga, mas também a mie véem-se em situagiio de pobreza protéica
na dieta. Tentamos a principic elaborar nosso estudo comparando a desorganizagio
morfoldgica muscular obtida experimentalmente com os achados em criangas lactentes,
porém esbarramos no conceito ético, que sabidamente nio admite bidpsias em criangas
sem efeito diagnostico ou terapéutico. Passamos entdo a fazer observagdes «post-
mortems, Estas ndo exprimiram a realidade, pois embora fizéssemos a tomada deste
tecido estriado imediatamente apds o ébito notamos em ultra-estrutura desarranjos
especificos de autolise. Resolvemos deste modo aplicar nossa atencdo para uma ava-
liacao experimental que serve como verdadeira traducgio do problema.

MATERIAL. E MBTODOS

Animais e privagio protéica — Foram utilizados 40 ratos albinos jovens da cepa Wistar
do Instituto Oswaldo Cruz, distribuidos em um grupo controle, com dieta normal, e um
grupo levado ao estado desnutricional. Os animais foram submetidos a privacic protéica
congénita, de acordo com o modelo preconizado por Stewart e col. 3. Metade das ratas
prenhes receben durante a gestacio uma racio de 6,7% de proteivas enquanto 4 outra metade
foi oferecida racio com 209 de proteina, normoprotéica, do Moinho S#o Cristovie (MSC).
A prole de ratos hipoprotéicos consumiu racio com 3,29 de proteina, apds o desmame com
22 dias, enquanto a dos normoprotéicos foi alimentads com racio MSC. A complementagio
vitaminiea seguiu a orientacio de Madi e col. 17,18, administrando-as por aplicagio noa
«pelletss duas vezes por semana, Dentre os anlmais, 20 exemplares desnutridos furam
separados para avaliacio e igual nimero de controles. A observacio do comportamento e
possivel aparecimento de anormalidades motorms foi levada a efeito. Foram sacrificados
10 ratos com 15 dias e o mesmo nimero com 30 dias de vida, de cada grupo, por desloca-
mento cervical, entre machos e fémeas, tomando-se o peso de cada um. Imediatamente
foram retirados os musculos gastroenémicos de cada roedor,

Técnicas histoldgicas — Para a microscopia de luz procedeu-se conduta de rotlna com
fixacdo do tecido estriado em formaldeide salino a 10%%. O resiante do material foi trans-
portade em solucdo salina m 0,9%, gelada a =+ 40C, ficando em repouso por 15 minutos,
sendo entfo eongelado em nitrogénio ligliide. Posteriormente, os espécimes foram montados
em supcrte met4lico, sendo, entdo, submetidos a cortes seriados de 8§ micra em criostato.
Efetuamos coloragdes de rotina, come a hematoxilina e eosina. Em todos os casos aplicou-se
a reacio pelo dcido peritdico reativo de Schiff e a técnica tricrémica de Gomori. No grupo
das técnicas enzimdticas empregou-se a desidrogenase succinica (SDH). A ATPase miosinica
fol utilizada para evidenciar os tipos de fibras de acordo com a faixa do pIH de pré-incubacio
(pH 3,4, pII 46 ¢ pH 4,35). Parte do cada fragmento do tecido muscular foi destinada &
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microscopia eletrdnica, sendo fixada por 2 horas em glutaraldeido a 2M (2,5%). em pH 7.4,
com posterior clivagem e processamento. Foi usada resina «Polylite ' 223-E» e <«Polylite
8001», procedendo-se apds polimerizacio, aos cortes semifinos e ultrafinos. Para andlise
ultra-estrutural foi usado o microsedpio da Carl Zeiss modelo EM-108.

RESULTADOS

Oz animais desnutrides apresentaram importante reducic ponderal em refagio aos con-
troles da mesms idade, chegando a cerca de 509%. Notamos disereto aumento da curvatura
dorsgal e leve rarefacho de pelos no grupo hipoprotéico. Esles ratos nfo roanifestaram
digtarbio evidente de suas funcdes motoras, Comportaram-se de modo mais ativo e agres-
sivo que os ncrmais, dificultando, por vezmes, a captura. © «gastrocnemius plantaris» dos
ratos subnutrides exibia palidez e menores dimensdes gue o dos sadios.

Microscopia 6ptica — Nos ratos normais, as fibrag mostravam suas estriagoes, distri-
buicdo nuclear e angulaces usuais. Nas reagdes pela ATPase (pH 9,4), dois tipos distintos
de fibras foram identificados nos ratos com 15 dias: o tipo I, que era dominante, e fibras
menores, com forte reagfo a4 ATPase (tipo II), que consistiam em wmenos da metade do
total de fibras. Aos 30 dias, estas fibras praticamente desaparecsram, dando lugar as do tipo
IIA. Nos animais em caréncia protéica, com 15 dias, verificamos acentuada reduglo da
espessura das fibras e ligeiro aumento do espaco interfaseicular (Fig. la). As coloragles
histoguimicas traduziram este acontecimento como reduciio do didmetro das fibras do tipo
I e II, sendo mails notdvel nas dltimas, com fibrag B (fetais) diminutas (Fig. 1b). Estas,
no pH 4,3 assumiam caracteristicas da fibra II C. Na coloragio pelo SDH, as [Eibras com
menor reacio sio as do tipo II ¢ as mais escuras, Jdo tipo I. Nos virios campos microscdpi-
co8, esta coloragdo confirmou o predominic do menor calibre das do tipo II. Os rates
normais, apdés o desmame, com 30 dias, maosiravam diferenciacds de suas fibras: crescimento
maior das do tipo IIA, no pH 4,6. As fibras mantinham o aspecto em wmosaicos, com ealibre
bem superior a¢ dos animais do outro grupo. Nestes, as fibias tipo I o IT estavam redu-
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zidas em Qifimetro, com malor intensidade nas 1ltimas, havendo a ocorréncia de fibras
lembrando as sngulares. Os cortes espessos, de aproximadamente 1 ok feltos em material
incluide em Polylite e corados pelo azul de toluidina, mostraram acentuads reducfo no
didmetro das f{ibras dos animmis desnutridos, guando comparadas ac dos controles. Interes-
sante foi a observacio de que apenas o volume sarcoplasmatico se redugziu, mantendo-se os
niicleos com o tamanho normal. O intersticio achava-se bastante alarged«, contendo alguns
fibroblastos (Fig. le e 1d).

Mieroscopia. eletronica — A andlise ultra-estrutural do tecido muscular dos animais
subnutridos revelou fibras musculares apresentando mamfesta reducio nos seus diidmetros.
Tal alteracfo foi vista em cortes longitudinais, tornando-se evidente em cortes lransversais,
quando comparada a incidéncias semelhantes, em tecido estriad> dog ratos controles (Fig., 2a
e 2b). Nos grupamentos dos fibras reduzidas em didmetro observamos gue os espacos inter-
celulares achavam-se alargados, contendo vasos capilares, fibroblastos ¢ escasdo coldgeno
fibrilar, ndo parecendo haver aumento do conjuntivo intersticial, quando comparadc wnos
controles, O exame em malor aumente das fibras modificadas revelou estrutura miofibrilar
e miofilamentar mantida, estando presente o arranjo habitual do sarcdmero, com  suas
faixas e Iinhas (Fig. 2¢). As mitocondrias apresentavam-se normalmente dispostas entre as
micfibrilas, ora pouco numerosas, mais evidentes de cada 1adec da linha Z (fibras com
bajxa atividade oxidativa), ora mais numerosas, formando fileirig entre as miofibrilas (fibras
de elevada atividade oxidativa), tante nos desnutridos (Fig. 2d) como nos controles. Actimu-
los de mitocOndrias subsarcolemais foram vistos nas regies psranucleares (Fig, 2d). Em
linhas gerais, nas mitocOondrias ndo ocorreram alteracdes significativas. Sues estruturas
internas apresentaram-se ocasionalmente medificadas, com aclaramento da maftriz, eristélige
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e tumefacio de padrfo hidrépice. Tais alteracdes foram igualmente encontradas nosg controles
(Fig. 3a) e foram consideradas artefatos de téenica, devidos ou a fixacio inadequada ou
ac uso de solucdes fixadorag hipotdnicas. Os granulos de glicogénio estavam  dispersos,
em forma e quantidade usuais, em ambos os grupos. Em animais desnutrides (30 dias),
notamos aumento do nimere de goticulas lipidicas, que se situavam entre as miofibrilas ou
abaixo do sarcolema, estando, por vezes, intimamente envolvidas por mitocdndrias (Fig. 3b).
Nio foram obsetrvadas diferencas nes nucleos dos dois grupos investigados, As fibras mus-
culares achavam-se delimitadas por sarcolema e lamina externa sem alteracdes.
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Fig. 3 — Microscopia eletrénica.
A frato de 3¢ dias, controle):
alteragies mitocondriais artificiais
ligadas ao processamento léenico
(4400%). B (rato de 30 dias, des-
nutrido): sdo wvistas trés fibras
com goticulas lipidicas, envolvidas
nor  mitoedndrias; grdnulos de
glicogénio evidentes, assim como
as membranas celulares e ldminas
externas (000X} — Prof. J. B.
Guedes e Silva.

COMENTARIOS

O modelo experimental que utilizamos parece-nos bem retratar o que acontece
com as criancas desnutridas, em nosso meio. Esta observacio ganha sentido pelo
fato de que, em alguns experimentos4.10.2227, a privagdo alimentar se faz drastica-
mente, ndo traduzindo, em suas severas perturbacdes morfo-funcionais, o que se veri-
fica na maioria dos casos de criancas subnutridas. Dastur e col5, em extensa revisio
feita em 1982 e Oldfors ¢ col22, em 1983, comentam que poucos estudos morfolégicaos
do misculo na privagdo alimentar foram realizados. Varios drgdos e sistemas estdo
comprometidos na caréncia alimentar, como assinalam Madi e col.16-1%, Em determi-
nados sistemas, a interacdo e repercussdes estruturais nio estdo ainda bem estabe-
lecidas. Tomamos como exemplo o sistema neuromuscular. Qcorreria na caréncia
protéica dano maior no cervo, no misculo, cu em ambos em igual proporcio?

Kumar e col.15, avaliando 93 criangas indianas desnutridas, verificaram redugdo
da velocidade de conducio nervosa, particularmente nos membros inferiores. Singh e
col.30 fizeram observacdes semelhantes. Sachrev e col28, em 1971, foram o0s primeiros
a analisar o envolvimento neuromuscular em criangas com <kwashiorkor» pela velo-
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cidade de condugdo nervosa e eletromiografia, encontrando, nas 30 criangas indianas
estudadas, padrido miopatico em 10 ¢ de lesdo do nervo periférico em 12, Em algumas
foram notados potenciais de fibrilagdo. Estes autores consideram que as alteragies
musculares seriam de origem neurogénica, por lesdes ao nivel do nervo periférico e/ou
da ponta anterior da medula. Estudos histoldgicos descritivos de lesdes na ponta
anterior da medula e/on no nervo periférico foram feitos por Benton e coll, Chase
¢ col.3, Platt e Stewart26 ¢ Sima 29, em trabalhos experimentais. Utilizando processo
desnutricional em ratos Sprague-Dawley desde a vida intra-uterina, Sima 29 conclui
gque ocorre deficiéncia no crescimento e no calibre das fibras nervosas do cidtico e
suas raizes, sendo mais infensa nas fibras grossas. Acrescenta que nos animais (ue
foram submetidos a reabilitagdo alimentar esta reducdo do didmetro das fibras foi
parcialmente revertida, permanecendo a reducido do crescimento. Montgomery 20 estu-
dou o musculo «sartorius» de 6 criangas da Jamaica, que morreram de desnutricio
protéico-calorica entre 05 8 ¢ 16 meses de vida., Verificou importante redugio do
calibre das fibras musculares ¢ aumento do tecido conjuntivo interfascicular. As fibras
chegaram a um tamanho comparavel as de fetos entre a 31* e 36* semanas. Criangas
jamaicanas subnutridas, em nimero de 25, foram observadas por Hansen-Smith e col.1ll,
que verificaram extrema atrofia muscular e dificil recuperagdo, quando da reposi¢ao
dietética adequada. Sachdev e col28, examinando biépsias de menores subnutridos,
perceberam igual adelgacamento de fibras, concluindo por ser de natureza neurogénica,
tendo em permeio, aspecto miopatico. Howells e col.13.14 referem que o crescimento
do tecido estriade esquelético esta prejudicado na privagdo protéica.

No presente trabalho, observamos importante diminuigdo do calibre das fibras
do muscule gastrocnémico nos ratos desnutridos, com 15 dias e apos o desmame, com
30 dias. Este aspecto foi notado por outros autores, no <gastrocnemiuss 2.32.33, no
«extensor digitorum longus» #1323 ¢ gputros 410,14, Percebemos a presenga de fibras
com calibre muito reduzido, parecendo corresponder as fibras F descritas por Haltia
e ¢ol.®, Estas fibras, ainda presentes nos animais com 15 dias, denotam retardo no
seu crescimento ¢ diferenciacdo. A consideravel reducdo do calibre das fibras aponta
ndo tio somente para uma privagdo alimentar, mas permite-nos algumas apreciagdes.
Tanto as fibras do tipv ] como as do tipo |l mostraram calibres bem menores que as
dos ratos controles. Tal verificacio coincide 2 de outros autores 92233, As do tipo Il
dos ratos em questdo, com 15 e 30 dias, foram as que mostraram maior comprome-
timento, como percebido em determiandos ensaios 913,33, Acrescentamos, no entanto,
que este aspecto histologico configura hipoplasia das fibras do misculo estudado e
nio atrofia, pois o tecido desenvolveu-se de modo insuficiente desde intra-ttero. Pre-
ferimos reservar o termo atrofia para aqueles achados de diminui¢do de calibre das
fibras guando o animal de experimentacao foi desputrido apdés a maturagdo do seu
sistema muscular. Onofre 24, em 1987, relatou o efeito da desnutricio aguda, durante
12 dias, sohre o diafragma de coelthos, com idade média inicial de 17 semanas. Nesta
avaliacdo, percebeu real atrofia das fibras do musculo em lide, que chegaram a fter
o calibre de 19,47 micra, quando nas normais era de 26,47 micra. No presente estudo,
verificamos a existéncia de fibras com aspecto lembrado as angulares, em animais
com 30 dias, do grupo desnutrido. Quando a fibra muscular adquire este aspecto,
sugere denervacfio 34, Na literatura, encontramos relato semelhante, feito por Walsh
e col.33, estudando o mesmo segmento muscular de ratos Oshorn-Mendel, desnutridos
quando ja pesavam 237/494 g

As nossas verificacies em microscopia eletrdnica ratificaram as feitas em micros-
copia de luz quanto a redugdo pronunciada do calibre das fibras musculares, Nio
percebemos a quase completa auséncia de mitocdndrias subsarcolemais como também
a perda do arranjo miofilamentar/mitocondrial, como descreveram Oldfors e col.22,
Estes desnutriram ratos Sprague-Dawley a partir da 62 semana, examinando o «exten-
sor digitorum longuss na 25* semana. Utilizando a mesma cena de ratos, com
127+ 4 g, Hansen-Smith e col.10, estudando o quadriceps notaram aspecto semelhante,
Nenhuma perturbagio da estrutura mitocondrial foi detectada, ocorrendo preservagio
das cristas, como acontecen nos nossos roedores. Walsh e ¢o0l33 igualmente nio
nio notaram danos mitocondriais. Pensamos que estes desarranjos ultra-estruturais
descritos sejam devidos & intensidade e periodo em que se procedeu a privagdo pro-
téica, bem como & interpretacdo incorreta de artefatos.

Pelo exposto, a redugdo universal no didmetro das fibras do gastrocnémico dos
nossos ratos em caréncia alimentar corroboraria a impressdo que temos, de que o
comprometimento muscular na desnutricio niio é fato isolado e, sim, parcela do envol-
vimento de toda a unidade motora. Justificarian1 esta posi¢io as pesquisas de Sima 29



Misculo estriado e desnutriefo 401

e de Platt e Stewart 26, nas quais o nervo periférico e a ponta anterior da medula,
respectivamente, estio acometidos na desnutricio, com limitagdo do desenvolvimento.
Portanto, ocorreria na privacdo protéica desde intra-titero, em linhas gerais, um retardo
na diferenciagio e desenvolvimento das fibras musculares e do 2¢ neurfnio motor,
concomitantemente.

A investigacio dos estados hipoprotéicos e repercussfes morfo-funcionais nos
diversos tecidos poderd trazer importantes esclarecimentos quanto i etiopatogenia de
varias doencas. Griggs e Rennje 8 questionam se nas distrofias musculares ocorreria
diminuicdo da sintese ou aumento da degradacio de proteinas. Tragam interessante
apreciacio sobre este grupo de doengas em relacio aos estados de desnutricio protéica
no homem e no animal de experimentagio. Consideram que, de fato, na distrofia de
Duchenne existiriam algumas evidéncias de que a sintese protéica estaria diminuida.
Em estudo anterior 21, analisando as amiotrofias espinhais, chamaram-nos a atencio
as fibras musculares de pequeno tamanho, do tipo fetal, encontradas em casos da
doenca de Werdnig-Hoffman. Dubowitz e Pearse 7 descreveram que estas fibras apre-
sentam forte reaecio 4 ATPase, fibras do tipo II. Em 1981, Dubowitz 8 considera que,
nesta afec¢do, ocorreria atrofia deste grupo de fibras. Parece-nos, entretanto, que
poderiamos tomar em conta as nossas apreciacdes anteriores, levando-nos a admitir
que ndo haveria atrofia na doenga em apreco e, sim, hipoplasia destas fibras, resul-
tante de alguma dificuldade na maturacdo de unidade motora. Em nossos animais,
as fibras de menor calibre foram também as do tipoll. Deste modo, aventarfamos se
haveria alguma deficiéncia de amino-icidos e/ou enzimas no metabolismo protéico dos
sefores lesados nesta doencga.

A relacdo das propriedades fisioldgicas e caracteristicas de estrutura dos varios
musculos vém sendo estudadas 212,13.25, Tomando esta optica, gostariamos de consi-
derar o interessante achado no que diz respeito 4 performance motora dos ratos inves-
tigados, Os hipoprotéicos revelaram-se mais ativos, mais ageis, por vezes mais agres-
sivos que os controles. Uma explicagdo para este desempenho seria o menor peso
destes animais 23. Percebemos, todavia, menor resisténcia a fadiga, Um melhor enten-
dimento dos fatos relatados neste trabalho vird, 4 medida que novos estudos morfo-
-funcionais forem estabelecidos.
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