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RESUMO

Utilizando modelo animal, esta pesquisa buscou avaliar os efeitos a longo prazo da radiacao
ionizante sobre as proteinas contrateis (actina e miosina) de dois diferentes musculos
esqueléticos, Soleo e Extensor Longo dos Dedos (EDL), em ratos submetidos a desnutri¢do
precoce. Para tanto, ratos da linhagem Wistar foram divididos em quatro grupos experimentais:
Normonutrido; Desnutrido; Normonutrido-irradiado e Desnutrido-irradiados, compostos por 9
animais cada. De acordo com o grupo a que pertenciam, para a simulacdo de desnutri¢cao
perinatal foi empregada dieta a 8% de caseina, enquanto que em relacdo aos grupos de animais
a serem irradiados de corpo inteiro (Total Body Irradiation — TBI), o protocolo utilizado foi o
de exposicao, aos 28 dias, a uma tnica dose de 2,5 Gy, a partir de uma fonte de cobalto-60 (taxa
de dose 75 cGy/min). Aos 90 dias de idade, todos os animais foram eutanasiados por
decapitacao, seguido de coleta de sangue e remocao dos musculos. As proteinas séricas foram
quantificadas pelo Método do Biureto e Verde de Bromocrezol, enquanto que expressdo das
proteinas contrateis musculares foram mensuradas pela técnica de Western Blotting. Os dados
foram submetidos a testes de homogeneidade e normalidade, teste t de Student e analise de
variancia bidimensional (ANOVA 2-fatores) seguida de teste de comparacdo multiplas de
Tukey. Os resultados demonstraram que: a TBI e a desnutri¢do, conjuntamente, provocaram
perda de massa corporal; isoladamente, a TBI levou a uma reducdo na concentracdo das
proteinas séricas; a desnutricdo provocou aumento na expressao de miosina I nos musculos
So6leo e EDL; a TBI provocou aumento na expressao de miosina IIB nos musculos Soleo e
EDL; a desnutricio e a TBI agindo conjuntamente provocaram aumento na expressao de
miosina [IB no musculo EDL. A presente investigagdo aponta para a necessidade de mais
estudos abrangendo diferentes doses e idades distintas, permitindo extrapolar para criangas e
jovens que sdo submetidos a tratamento envolvendo TBI, no sentido de prevenir condigdes
patologicas na idade adulta e minimizar os efeitos deletérios da radiagdo ionizante sobre a

funcdo muscular.

Palavras-chaves: Irradia¢do de corpo total. Desnutri¢do. Musculo. Proteina. Modelo animal.



ABSTRACT

Using an animal model, this study was designed to evaluate long-term effects of ionizing
radiation to the contractile proteins (actin and myosin) of two different skeletal muscles, Soleus
and Extensor Digitorum Longus (EDL) in rats with early malnutrition. For this, Wistar rats
were divided into four groups: Normal nourished; Malnourished; Irradiated-Normal nourished
and Irradiated-Malnourished, composed of nine animals each group. According to the group to
which they belonged, for the simulation of perinatal malnutrition was employed diet to 8%
casein, while in relation to the groups of animals that were submitted to TBI (Total Body
Irradiation) the protocol used was the exposure, after 28 days, with a single dose of 2.5 Gy,
from a cobalt-60 source (dose rate: 75 cGy/ min). At 90 days of age, all animals were sacrificed
by decapitation, followed by blood collection and removal of the muscles. Serum proteins were
quantified by Biuret method and Bromocrezol Green, while expression of muscle contractile
proteins were measured by the technique of Western blotting. The data were subjected to
homogeneity and normality tests, Student's t-test and analysis of two-dimensional variance
(ANOVA two-ways) followed by Tukey's multiple comparison test. The results showed that:
both TBI and malnutrition caused loss of body weight; isolatedly, TBI led to a reduction in the
concentration of serum proteins; malnutrition caused an increase in myosin-I expression in
Soleus and EDL muscles; TBI caused an increase in myosin-IIB expression in Soleus and EDL
muscles; malnutrition and TBI acting together provoked an increase in myosin-IIB expression
in EDL muscle. This research points to the need for more detailed studies with different doses
at different ages, in order thus, extrapolate for children and young people who are submitted to
treatment involving TBI, in the sense to prevent pathological conditions in adulthood and

minimize the deleterious effects of ionizing radiation on muscle function.

Keywords: Total body irradiation. Malnutrition. Muscle. Protein. Animal model.
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1. INTRODUCAO

Entre as modalidades terapéuticas que utilizam as radiagdes ionizantes, a irradiagcdo de
corpo inteiro (do inglés TBI =total body irradiation) ¢ amplamente empregada no tratamento
de determinadas doencas oncologicas, especialmente em doengas hematologicas, sendo
fundamental em transplantes de medula 6ssea e de células tronco (GIORDANI et al., 2004).
Particularmente, quando o nivel de dose entregue ao paciente ao final do tratamento ¢ da ordem
de 2 Gy, este tipo de radioterapia é denominada TBI de baixa dose (ou do inglés, low-dose
TBI) (WILLS et al., 2016).

Apesar dos reconhecidos beneficios dessa radioterapia, a incidéncia de complicacdes
induzidas pela TBI ¢ elevada, tendo como efeitos colaterais comuns a toxicidade renal, a
catarata e a redugao funcional da glandula pituitaria (ONAL et al., 2012). Além disto, efeitos
secundarios induzidos por radiacdo ionizante dependem do perfil genético e epigenético, que
refletem diretamente na radiossensibilidade individual, aumentando a probabilildade de
desenvolvimento de cancer (MENDONCA et al., 2013).

A literatura cientifica apresenta varios estudos sobre os efeitos radioinduzidos
resultantes da exposicdo de corpo inteiro em humanos (IAEA, 2010; LUCKEY, 2011;
AZEVEDQ, 2009). Todavia, os efeitos bioldgicos a longo prazo da interacao da radiacdo com
o tecido muscular, mais especificamente no musculo esquelético sao relativamente raros, talvez
devido a complexidade de estudos longitudinais com humanos, por apresentarem fortes
restrigdes, como a exigéncia de maioridade por exemplo, que dificulta a abordagem precoce
(BRASIL, 1988).

Estudos empregando modelo animal mostraram que a irradiacdo de corpo inteiro
provoca proteinuria, diminuindo os niveis sérios de proteinas totais e albumina (NWOKOCHA
et al., 2012b; NWOKOCHA et al., 2012a). Enquanto que um estudo de revisao destacou que
o musculo esquelético € sensivel e sofre efeitos da radiacdo ionizante, que age diretamente sobre
sua estrutura celular, refletindo na quantidade ou tipo das proteinas musculares (VIANA et al.,
2015).

Por outro lado, pesquisas envolvendo experimentos com animais e seres humanos tém
constatado que a desnutri¢do interfere diretamente sobre o crescimento e o desenvolvimento do

corpo, em especial sobre a massa corporal. Tais efeitos desencadeiam uma sequéncia de

! Gy (gray) € a unidade de dose absorvida no Sistema Internacional de Unidades (SI), equivalente a quantidade de

energia de radia¢do ionizante absorvida por unidade de massa do volume irradiado, ou seja: 1Gy=J/kg
(IAEA,2010).
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mecanismos de adaptacdo, especialmente sobre o sistema musculoesquelético, tais como
alteracdo do tipo de fibra e estrutura dos sarcomeros, além da perda de massa muscular e
alteragdes nas propriedades contrateis e elasticas (TOSCANO et al., 2008; PAIVA et al.,
2012). Nesse sentido, sabe-se que a desnutricdo proteica tem grande influéncia sobre a
musculatura esquelética, pois a perda da massa muscular, como consequéncia metabolica deste
processo, pode ser considerada um mecanismo homeostatico, promovendo uma diminuigao das
proteinas musculares (VOLTARELLI e MELLO, 2008).

Se em estudos experimentais, verificou-se que musculos de ratos jovens que foram
submetidos precocemente a desnutricdo proteica chegam a idade adulta sem recuperar
totalmente suas fungdes biomecanicas e seu trofismo (TOSCANO et al., 2008; TOSCANO et
al.,2010), qual o resultado de uma dupla agressao, ou seja, o uso da radiacao ionizante incidindo
sobre musculos de um individuo desnutrido? A extrapolagdo dessas investigacdes a partir de
modelos animais podera contribuir para reduzir os efeitos deletérios sobre a fun¢do muscular
resultantes da exposi¢do a radiacdo, com consequente aumento da performance motora desses
pacientes e melhoria de qualidade de vida.

Deste modo, esta pesquisa se justifica por avaliar musculos de ratos submetidos ou nao
a desnutri¢do apos exposicao a radiagdo ionizante de corpo inteiro para, a partir dos resultados
observados, sugerir futuras estratégias de intervengao em seres humanos.

Diante do exposto, e dentro da perspectiva de que a radioterapia ¢ uma das formas de
tratamento intensamente utilizada no combate do cancer e que leva a diferentes efeitos
colaterais, a pergunta condutora é: a radiagdo ionizante diminui a expressiao das proteinas
contrateis do musculo esquelético em individuos eutréficos ou precocemente desnutridos
que fazem uso deste tipo de tratamento?

Neste contexto, esta pesquisa objetiva avaliar os efeitos a longo prazo da radiagdo
ionizante sobre as proteinas contrateis de dois diferentes musculos esqueléticos, um postural
(S6leo) e outro nao-postural (Extensor Longo dos Dedos—EDL) em ratos submetidos ou ndo a
desnutri¢ao precoce.

Com isso, mais especificamente, esta pesquisa pretende: acompanhar o perfil ponderal
de ganho de massa corporal; quantificar as concentragdes séricas de proteinas totais e de
albumina; quantificar a expressao das proteinas contrateis musculares (actina, miosina I,
miosina IIb); identificar a predominancia do tipo de fibra muscular nos diferentes musculos e
comparar os efeitos da radiacdo sobre estes parametros entre os animais eutroficos e os

precocemente desnutridos, baseada na hipotese de que a TBI e a desnutricdo agem
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negativamente sobre as proteinas contrateis musculares reduzindo a quantidade de suas

expressoes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Terapia com Irradia¢ao Total do Corpo

Dentre as terapias que utilizam a radiagdes ionizantes, a irradiacdo de corpo inteiro
(TBI) ¢ uma técnica terapéutica normalmente empregada como parte do condicionamento do
transplante de medula 6ssea, podendo ser aplicada no tratamento de persisténcia/recidiva de
leucemia, de linfoma e de mieloma multiplo, e alguns tumores solidos (neuroblastomas,
sarcomas de Ewing, plasmocitomas) (WILLS et al., 2016). Assim, a TBI tem por objetivo
eliminar ou reduzir populacao de células tumorais e imunossupressao dos pacientes o suficiente
para reduzir o risco de rejei¢do da medula 6ssea transplantada, fornecendo uma dose uniforme
de radiagdo para o corpo inteiro, penetrando em areas como o sistema nervoso central e
testiculos, onde a quimioterapia tradicional ¢ ineficaz (WILLS et al., 2016).

TBIs definidas como de baixas doses correspondem a tratamentos que empregam niveis
de dose que variam de 2 a 8 Gy, aplicadas de 1 a 4 fra¢cdes combinadas com quimioterapia. Em
procedimentos com resgate da medula 6ssea ou com sangue periférico de parentes totalmente
HLA (Human Leukocyte Antigen) compativeis, varia entre 8 ¢ 10 Gy, quando se usa fragdo
unica (GIORDANI et al., 2004). Quando a dose ¢ hiperfracionadas, utiliza-se 2 Gy duas vezes
ao dia, totalizando 12 Gy, ou 1,2 Gy em trés sessdes ao dia, sendo que neste caso a dose total ¢
de 13,2 Gy. Esses regimes de condicionamento sao eficazes para o transplante, principalmente
em pacientes que nao toleram mieloablacao devido a idade ou comorbidades (GIORDANI et
al.,2004; WILLS et al., 2016).

Sem acompanhamento médico adequado, a TBI ¢ uma terapia potencialmente fatal.
Imediatamente apds a irradiagdo, os sintomas agudos mais comuns encontrados sao nauseas,
vomitos, perda de apetite, diarreia, dor de cabeca e sindrome da fadiga (GIORDANI et al.,
2004). Terapias para controlar estes efeitos secundarios incluem a hidratacdo intravenosa,
antimucosites e agentes antieméticos. A longo prazo, a TBI pode apresentar complicagdes como
neoplasias secundarias, infertilidade, doengas cardiovasculares, pneumonite, nefrite, cataratas,
défices de aprendizagem e atraso no crescimento em criangas (WILLS et al., 2016).

Além disto, a radioterapia, em qualquer parte do sistema digestorio, ¢ capaz de causar
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efeitos secundarios relacionados ao estado nutricional do paciente. Criangas com cancer e
desnutri¢ao tém progndstico menos favoravel e maior risco de recidiva precoce para tolerar
tratamento com TBI associada, quando comparadas com criancas em estado nutricional normal
(MURRY et al., 1998; UNSAL et al., 2006).

Apesar da frequéncia destes efeitos, uma avaliagao nutricional em pacientes submetidos
a radioterapia nao ¢ rotina presente. A desnutri¢ao, como uma comorbidade em pacientes com
cancer, tem sido reconhecida e sua prevaléncia varia de 8 a 84% dos pacientes, dependendo do
método utilizado para a sua avaliacdo (UNSAL et al., 20006).

A quantificacdo dos niveis de proteinas séricas (proteinas totais e albumina) na
avaliacdo de desnutricdo em pacientes enfermos tem sido relatada na literatura como um
importante e confidvel medidor. Além disto, a albumina sérica ¢ o indicador bioquimico de
desnutricdo mais utilizado, sendo considerado também um bom preditor de mortalidade e
morbidade, pois a hipoalbuminemia ¢ um sinal de desnutricdo proteica, quer seja devido a
desnutrigao per si “Kwashiorkor”, ou induzida por alcoolismo, parasitoses ou doengas malignas
(SANTOS et al., 2004; FONTOURA et al., 20006).

Apesar de varios efeitos secundarios adversos associados a TBI, o tratamento de véarias
formas de leucemia e linfoma conjuntamente com transplante, continua sendo uma das mais
bem-sucedidas formas de terapia. Entretanto, as elevadas taxas de morbidade e mortalidade
relacionadas a este tipo de tratamento implicam na necessidade de mais investigagdes sobre os
efeitos de uma baixa dose de irradiagdo ndo mieloablativa, particularmente para pacientes
idosos ¢ criangas (WILLS et al., 2016).

Embora todas as areas do corpo humano sejam susceptiveis a danos pela radiagao, os
diversos tecidos apresentam tolerancias diferentes a irradiacao. As células mais radiossensiveis
do corpo sdo aquelas que possuem alta taxa de proliferagdo e sdo bem oxigenadas. Neste
cenario, os sistemas mais radiossensiveis sdo: a medula Ossea, sistema reprodutivo e
gastrointestinal, pele, musculos e cérebro (HALL, 1994; RYAN, 2012).

Os efeitos das radiagdes ionizantes aos quais os tecidos estdo sujeitos podem receber
denominagdes em funcdo da dose e forma de resposta, em funcdo do tempo de manifestacao e
do nivel organico atingido. Assim, em func¢ao da dose e forma de resposta, sdo classificados em
deterministicos e estocasticos; em termos do tempo de manifestagdo, em imediatos e tardios;
em fung¢do do nivel de dano, em somaticos e genéticos (hereditarios) (TAUHATA et al., 2003).

Os efeitos deterministicos sdao aqueles que certamente ocorrerdo quando um

determinado limiar de dose ¢ ultrapassado, nivel também conhecido como Digo, sendo que sua
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severidade aumenta com a dose absorvida, causando morte celular ndo compensada pela
reposicao ou reparo, com prejuizos detectaveis no funcionamento do tecido ou o6rgdo. Isto
significa que estes efeitos sdo produzidos por doses elevadas, acima do limiar, onde a
severidade ou gravidade do dano aumenta com a dose aplicada (TAUHATA et al., 2003;
AZEVEDQ, 2009). Ja os efeitos estocasticos (ou probabilisticos) sdo definidos como aqueles
que também podem ocorrer a partir de um limiar de dose. Entretanto, diferentemente dos efeitos
deterministicos, os efeitos estocasticos ndo surgem obrigatoriamente a partir desse limiar de
dose, sendo mais associado ao acaso, isto significa, que doses pequenas, abaixo dos limites
estabelecidos por normas e recomendacdes de protecdo radiologica, podem induzir tais efeitos.
Ademais, a severidade dos efeitos estocasticos independe do nivel de dose absorvida
(TAUHATA et al., 2003).

Os efeitos imediatos sdo observados em horas, dias ou semanas, ap0s a irradiacdo. Eles
podem ser produzidos apenas com uma grande quantidade de radiacdo, absorvida em uma
grande area do corpo e em curto periodo. Enquanto que os efeitos tardios sao observados depois
de anos, podem ser causados por grandes exposicdoes em curto espagos de tempo ou por
pequenas exposicdes em longo periodo. Se as doses forem muito altas, predominam os efeitos
imediatos, e as lesdes serdo severas ou até letais. Para doses intermediarias, predominam os
efeitos imediatos com grau de severidade menor, e ndo necessariamente permanentes. Podera
haver, entretanto, uma probabilidade grande de lesdes severas a longo prazo. Para doses baixas,
ndo havera efeitos imediatos, mas ha possibilidade de lesdes a longo prazo (TAUHATA et al.,
2003).

Os efeitos somaticos afetam apenas a pessoa irradiada e dependem da dose absorvida,
da taxa de absor¢do da energia da radiacao, da regido e da area do corpo irradiada. Por outro
lado, os efeitos que surgem no descendente da pessoa irradiada, como resultado do dano
produzido pela radiacdo em células dos o6rgdos reprodutores sdo classificados como
hereditarios, resultando em alguma mutagao genética, podendo afetar as futuras geragdes do
individuo irradiado podendo ocorrer uma alteragdo da informagdo genética codificada. As
células contendo as informagdes genéticas danificadas, mais tarde irdo se tornar células
reprodutivas, sendo assim, a transferéncia dessas informagdes alteradas serd inevitavel,
podendo continuar por muitas geragoes (TAUHATA et al., 2003).

Os efeitos bioldgicos da radiagdo podem ter origem nos danos causados a molécula de
DNA, como a quebra da dupla fita, resultando em alteragdes morfologicas e funcionais de

tecidos ou 6rgaos (SEGRETO e SEGRETO, 1997; BROWN e RZUCIDLO, 2011). Lesdes de
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pele, tais como eritema e necrose, e lesdes oculares (catarata) sdo exemplos tipicos de efeitos
deterministicos, enquanto o cancer radioinduzido ¢ o mais estudado efeito estocastico
(VALENTIN, 2000; BROWN e RZUCIDLO, 2011; RYAN, 2012). Em um estudo com
médicos que trabalharam com raios-X, usando dados de exposi¢do, entre 1970 e 2001, com
base em dosimetros, Jartti ¢ colaboradores (2006) encontraram um risco aumentado de cancer
de mama feminina.

Em um estudo retrospectivo com 108 homens e 78 mulheres que receberam 12 a 13,5
Gy de TBI fracionada em 6 sessdes, Thomas e colaboradores (2001) constataram que as
complicacdes a longo prazo ndo eram sintomaticas na maioria dos pacientes, permitindo-lhes
uma boa qualidade de vida. Nesse estudo, foram observadas anomalias funcionais do pulmao
em 19% dos casos, sempre sem efeito clinico, perturbacdes hormonais da tireoide em 7%,
catarata em apenas 10% dos casos e raros casos de hipotireoidismo.

Outros estudos tém investigado os danos induzidos pela radiagdo em diversos tecidos, a
longo e curto prazo. Alguns relatos sobre os efeitos da radiagao no tecido muscular indicam que
as lesdes resultantes podem persistir por anos apo6s a irradiagdo, por meio de varios mecanismos
fisiopatologicos, como inchacos endoteliais e necroses (HSU ef al., 1998). Em uma revisao
sobre dados clinicos e experimentais referentes a resposta do musculo e nervos apos
radioterapia, Gillette e colaboradores (1995) destacam varios estudos em diferentes espécies
animais, onde a atrofia muscular e a fibrose apareceram apds alguns meses da aplicacao da dose
de radiagdo, sempre acompanhadas de lesdes vasculares.

Embora a musculatura esquelética humana adulta seja altamente resistente a radiagao
no que tange as alteracdes morfologicas, necroses tardias no musculo sdo observadas apos
administracdo de doses terapéuticas de radiagdo. Esta morte celular tardia pode ser
principalmente devido aos danos nos capilares sanguineos e ao tecido conjuntivo, porém
existem poucos estudos sobre o mecanismo de como o musculo esquelético se adapta apos ser

exposto a radiagdo (OLIVE et al., 1995; JURDANA, 2008).

2.2 O Musculo Esquelético

O musculo esquelético dos vertebrados ¢ um tecido composto por fibras musculares
cilindricas individuais heterogéneas, diversificadas em tamanho, forma e conteudo de proteina
contratil. Esta heterogeneidade deriva de distintas classes de células progenitoras miogénicas

(MESSINA e COSSU, 2009). Durante a embriogénese, os musculos esqueléticos formam-se a
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partir de células progenitoras, os somitos originados da parte mais posterior e imatura da placa
do mesoderma paraxial. As células dos somitos recém-formados rapidamente se diferenciam
para formar aglomerados de musculos (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999; BAILEY
etal.,2001; BUCKINGHAM et al., 2003; ALBERTS et al., 2004).

Quando as células mesenquimais sdo estimuladas para formar as células musculares,
emigram dos somitos € misturam-se com outras classes de células, mantendo sua expressao de
proteinas de regulacdo génica especifica (Myf5 e MyoD), e quando chega o momento da
diferenciagdo, transformam-se em mioblastos (ALBERTS et al., 2004). Os mioblastos fundem-
se para formar os miotubos, iniciando a sintese das proteinas musculares necessarias para sua
estrutura e fungdo e organizam-se em feixes cilindricos e multinucleados, constituindo assim a
fibra muscular (ONOFRE-OLIVEIRA, 2009). O desenvolvimento muscular envolve, desta
forma o alinhamento em cadeia dos mioblastos para formar os miotubos (FIGURA 1).

A formagdo dos miotubos ocorre a partir de dois eventos distintos. Primeiramente,
ocorre a formacao dos miotubos primarios, os quais fornecem um suporte para a posterior
formac¢do dos miotubos secundarios a partir da proliferacdo e fusao de mioblastos adjacentes
aos miotubos primarios. Posteriormente, ocorre a separagdo dos miotubos primarios e
secundarios com a diferenciagdo das fibras primarias e secundarias, em seguida os nucleos
migram para a regido periférica e as miofibrilas passam a ocupar todo o sarcoplasma (SILVA
e CARVALHO, 2007).

Durante o processo da miogénese, alguns mioblastos ndo se fundem e permanecem
quiescentes indiferenciados entre a membrana plasmatica da fibra muscular e a 1dmina basal
(SILVA e CARVALHO, 2007). Essas cé¢lulas precursoras de musculo adulto sdo conhecidas
como células satélites, pequenas células mononucleadas encontradas ao longo da fibra
muscular, sugerindo que a origem destas células seja diferente da origem dos musculos
embriondarios e podem ter origem de células endoteliais. As células satélites desempenham um
papel essencial nos processos de crescimento pods-natal do musculo, na regeneragdo e na
hipertrofia muscular. Quando o musculo ¢ lesionado ou sofre estresse intenso, as cé€lulas
satélites quiescentes sdo ativadas, passam mitoticamente por sucessivas replicagdes, formando
um conjunto de células precursoras que finalmente fundem-se com fibras musculares ja
existentes ou recém-formadas (BAILEY et al., 2001; BUCKINGHAM, 2001;
BUCKINGHAM et al., 2003).
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Figura 1- Formacao das fibras musculares estriadas.
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As células precursoras originam diferentes popula¢des de mioblastos,
que se alinha e se fundem formando os miotubos primarios
fornecendo suporte para a subsequente formagdo dos miotubos

secundarios e a fibra muscular.
Fonte: Adaptado de Reis Filho (2014)

A fibra muscular ¢ a unidade estrutural do musculo esquelético, com espessura que varia
de 10 a 100 micrémetros e comprimento de 10 a 50 centimetros. O musculo ¢ revestido por
camadas de tecido conectivo semelhante a outros presentes em outras estruturas do corpo, que
propiciam a organizacdo das fibras musculares, em trés conjuntos diferentes: endomisio,
perimisio e epimisio (NEUMANN, 2006).

O endomisio envolve as fibras musculares individualmente e ¢ composto por um sistema
de malhas densas de fibrilas colagenas. O perimisio envolve feixes de fibras formando os

fasciculos, constituindo canais para os vasos sanguineos € nervos. O epimisio ¢ um tecido que
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contém feixes de fibras colagenas entrelagadas e envolve toda a superficie do ventre muscular
separando-o de outros musculos (FIGURA 2). Circundando todo o epimisio, existe um tecido
conectivo denso e resistente que percorre todo o musculo e estende-se para formar o tenddo
fibroso, cuja func¢do ¢ fixar o musculo ao osso, conhecido com fascia (NEUMANN, 2006;

MESQUITA, 2007).

Figura 2 - Os diferentes tecidos conectivos presentes no misculo

Fibra Muscular

Endomiso

O epimisio envolve o ventre muscular, o perimisio recobre os fasciculos. Cada
fibra muscular contendo miofibrilas ¢ envolvida pelo endomisio.
Fonte: adaptado de Neumann (2006).

Embora os diferentes tecidos conectivos sejam descritos separadamente, eles estdo
entrelacados de tal maneira que podem ser considerados como uma tnica lamina continua de
tecido que envolve o musculo, contribuindo para gerar tensdo passiva por resisténcia ao
estiramento, ajudando ao musculo a recuperar sua forma apos extensdo e transferindo forca

contratil para o tendao (NEUMANN, 2006).

2.2.1 Organizac¢ao e Microestruturas
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Ao tecido muscular ¢ destinada a func¢ao exclusiva de geracao de for¢a em resposta a
um estimulo proveniente do sistema nervoso (NEUMANN, 2006). A forga ativa ¢ produzida
pela fibra muscular ou célula muscular, que por sua vez ¢ composta por minusculos filamentos
chamados de miofibrilas, sendo estes os elementos contrateis da fibra muscular. Quando
observadas ao microscopio Optico, as fibras musculares esqueléticas mostram estriagdes
transversais, resultantes da repeticdo de unidades iguais chamadas de sarcomeros, a qual ¢ a
parte de uma miofibrila. Assim, cada miofibrila representa uma série continua de sarcomeros
unidos (NEUMANN, 2006).

O sarcomero ¢ considerado o gerador de forca ativa da fibra muscular e contém dois
conjuntos de filamentos proteicos contrateis, um delgado contendo actina e outro espesso
contendo miosina. A forca ¢ gerada quando os filamentos de actina deslizam, passando pelos
filamentos de miosina, causando o encurtamento do sarcomero (HUXLEY e NIEDERGERKE,
1954; HUXLEY e HANSON, 1954; BRUNELLO et al., 2006).

Essa unidade definida como sarcomero (FIGURA 3) vai de uma banda Z até outra
banda Z (Zwischenschibe, intermediario ou entre os discos). As estriagdes evidentes no
musculo esquelético sdo devidas a refragdo diferencial da luz quando ela passa pelas proteinas
contrateis e compreende a zona chamada de banda A (Anisotrépica) e banda I (Isotrdpica).
Dentro da banda A existe uma zona que contém somente filamentos grossos, isenta de
filamentos finos, ¢ conhecida como banda H (Hellerscheibe ou disco claro). Cada grupo de
filamentos (grossos e finos) ¢ preso a uma banda transversa central, os filamentos grossos que
se ligam a banda M (Mittelscheibe ou disco médio) ¢ assim chamado para indicar sua posi¢ao
no meio do sarcomero. A zona N (Nebenscheibe ou préximo a) podem ser a regiao de maior

da concentragao do célcio intracelular (HAMILL, 2008).
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Figura 3 - Representacio esquematica da miofibrila mostrando um sarcémero
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Fonte: Elaborada pelo autor

Desde 1963, com os estudos de Huxley, foi fornecida uma visao detalhada das estruturas
dos filamentos dos musculos esqueléticos. Esses estudos mostraram que a unidade bésica
funcional do sarcomero consistia em dois tipos de filamentos proteicos mutualmente paralelos.
A actina constitui a parte central dos filamentos finos, encontrados essencialmente em todas as
células eucaridticas (CRAWFORD et al., 2002). E um polipeptidio de cadeia tnica que é
extraordinariamente bem conservada na sequéncia de aminoacidos em espécies que vao desde
organismos unicelulares primitivos até plantas e animais (SHETERLINE e SPARROW, 1994).
Esta proteina ¢ essencial para uma enorme variedade de fungdes celulares, incluindo a divisao
celular, migragdo, jungdo, formagao, remodelacdo da cromatina, regulagdo da transcrigdo, e
regulacao da forma da célula (PERRIN e ERVASTI, 2010). Composta por diferentes isoformas,
a actina apresenta seis diferentes genes nas aves € mamiferos e cada um codifica uma isoforma,
sendo quatro destas (o esqulética-actina, a cardiaca-actina, a liso-actina, y liso-actina) expressas
principalmente em musculo esquelético, cardiaco e liso (PERRIN e ERVASTI, 2010).

A actina é um polipeptidio de cadeia simples com cerca de 43 kDa?. Foi identificada

pela primeira vez como parte do complexo proteico acto-miosina responsavel pela producao da

2Da equivale a uma unidade de massa atdémica (u), sendo uma unidade ainda comumente utilizada para
expressar massas de atomos, moléculas ou macromoléculas em complexos quimicos (1 kDa = 1000 Da).
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forca contratii no musculo esquelético, tendo sido uma das suas fungdes inicialmente
reconhecida, por formar nos musculos esqueléticos, os filamentos finos do sarcomero. No
musculo esquelético humano, esta proteina ¢ idéntica, em sequéncia, a actina de musculo de
rato, coelho, camundongo, frango e vaca (SHETERLINE e SPARROW, 1994).

A molécula de miosina € uma proteina incomum, porque nao pode ser classificada como
uma enzima globular ou uma proteina de estrutura fibrosa, pois combina ambas as classes de
moléculas em uma unidade funcional, ligadas covalentemente (LOWEY et al., 1969). Em
particular, ¢ a proteina mais abundante do musculo, contendo 6 cadeias polipeptidicas: 2
pesadas com peso molecular de 200 kDa (Myosin Heavy Chain ou MHC) e 4 leves cujos pesos
moleculares variam de 15 a 27 kDa (Myosin Light Chain ou MLC) enroladas em a-hélice
formando um hexamero (LOWEY et al., 1969; PIOVESAN et al., 2009). Cada cadeia pesada
pode ser separada em duas por¢des: meromiosina leve, em forma de bastdo, e meromiosina
pesada, conhecida como por¢do globosa da miosina, a qual apresenta o sitio de ligacdo com a
actina e a regido capaz de ligar-se a molécula de ATP e hidrolisa-la (atividade ATPasica)
(HUXLEY, 1969; LOWEY et al., 1969). As isoformas da miosina, determinadas pela reagao

histoquimica da ATPase, indicam os tipos de fibras musculares.

2.2.2 Tipologia

Inicialmente, as fibras musculares foram classificadas em vermelhas, intermediarias e
brancas (RANVIER, 1873; OGATA, 1958). Posteriormente, por meio de técnicas
histoquimicas, observou-se que os musculos estriados dos mamiferos eram constituidos por
uma populagdo heterogénea de fibras, que apresentavam caracteristicas morfologicas,
bioquimicas e fisiologicas distintas (DUBOWITZ e PEARSE, 1960).

Durante a embriogénese sdo formados os miotubos primarios e secundarios
simultaneamente, e inervados em diferentes fases do desenvolvimento. Para os miotubos
secundarios, além de inervacao especifica, a atividade muscular também ¢ necessaria. (ROSS
et al., 1987). As fibras primdrias tendem a formar fibras lentas, enquanto que as fibras
secundarias tendem a formar fibras rapidas (BRAMELD, 2004). De acordo com o padrdo de
reacdo para a atividade da ATPase da por¢do globular da cadeia pesada da miosina (ATPase
miofibrilar ou m-ATPase), trés tipos principais de fibras musculares foram descritos, sendo

denominadas de fibras dos tipos I, I[IA e IIB (BROOKE e KAISER, 1970). O metabolismo e
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consumo de energia variam de acordo com os diferentes tipos de fibra, pois existem diferengas
mecanicas nas respostas das fibras musculares em fun¢ao de cada tipo (HAMILL, 2008).

As fibras do tipo I sdo encontradas na maioria dos musculos posturais e sdo consideradas
de contracdo lenta ¢ metabolismo oxidativo. Sdo vermelhas devido ao alto conteudo de
mioglobina, sendo adaptadas para trabalhos prolongados de baixa intensidade (OGATA, 1958;
HAMILL, 2008). Delp € Duan (1996) e Staron e colaboradores (1999) ao avaliarem musculos
de ratos, constataram que o musculo Soleo possui predominantemente fibras tipo I. E
classificado como postural e possui cerca de 80% de suas fibras musculares de metabolismo
oxidativo, usam primordialmente a gordura como substrato energético e sua velocidade de
contragao ¢ relativamente lenta, sendo resistente a fadiga (GOLLNICK et al., 1974; DA SILVA
ARAGAO etal., 2013).

Por outro lado, as fibras do tipo II sdo subdivididas em IIA, apresentam metabolismo
oxidativo-glicolitico, sendo consideradas de contra¢do rapida intermediaria e tipo IIB com
metabolismo exclusivamente glicolitico, capazes de produzir for¢a rapidamente, entretanto
também se fadigam rapidamente, possuem baixo teor de mioglobina (OGATA, 1958;
HAMILL, 2008). Portanto, as isoformas da miosina sdao consideradas os marcadores
moleculares do tipo de fibra muscular, as fibras do tipo I, com MHC 1, fibras do tipo IIA, com
MHC Ila, fibras do tipo I1IB, com MHC IIb e fibras do tipo IID com MHC IId. A MHC IId esta
presente nos musculos de pequenos mamiferos e possui uma velocidade de contracao
intermediaria entre as MHC Ila ¢ MHC IIb (TERMIN et al., 1989; HILBER et al., 1999;
BOTTINELLI e REGGIANI, 2000).

Baseado em varios tipos de evidéncias e na analise de sequéncias de DNA, a MHC IIb
identificada em humanos ¢ na verdade homologa a MHC I1d/IIx presente nas fibras I[ID/IIX de
pequenos mamiferos como ratos, camundongos e coelhos (PETTE e STARON, 1997). Deste
modo, os humanos expressam as seguintes isoformas de MHC (de acordo com a velocidade de
contragdao): MHC I, MHC Ila e MHC IId/IIx (STARON, 1997) e ndo expressam a mais rapida
isoforma de todas, a MHC IIb (HILBER et al., 1999). Em ratos, o masculo EDL tém
predominio de fibras do tipo II, puras e hibridas, sendo 38% do tipo IID, 38% do tipo 1IB, 20%
do tipo IIA e apenas 4 % de fibras tipo I (DELP e DUAN, 1996; STARON, 1997). Assim, a
cadeia pesada de miosina ¢ um dos principais componentes do aparelho contratil de todos os
musculos estriados e o contetido de sua isoforma pode explicar a heterogeneidade funcional dos
musculos (AGBULUT et al., 2003).

Estudos envolvendo a microdissec¢@o de fibras e associando a reagdo histoquimica m-
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ATPase com a técnica da eletroforese em gel de poliacrilamida em musculos de ratos,
possibilitaram a separagdo de quatro isoformas de cadeia pesada de miosina presentes nas fibras
musculares (TERMIN et al., 1989). O principio fisico-quimico que norteia a eletroforese, segue
a Lei de Coulomb em que moléculas carregadas migram sob influéncia de um campo elétrico.
A velocidade de migracao € proporcional ao campo elétrico e inversamente proporcional ao seu
volume molecular (MORAES et al., 2013).

M¢étodos bastante simples que conseguem a separacao por eletroforese de proteinas ou
de fragmentos de acidos nucleicos de amostras de tecidos sdo os Blotting. As técnicas de
Blotting sdo utilizadas para identificar e mensurar proteinas tnicas ou sequéncias de acidos
nucleicos de extratos biologicos. Elas foram desenvolvidas para serem altamente especificas e
sensiveis e se tornaram ferramentas importantes tanto na bioquimica, biologia molecular quanto
em investigagdo clinica (ALMEIDA et al., 2010; MORAES et al., 2013).

As trés principais técnicas de Blotting sdo identificadas por Northern, Southern, e
Western Blotting, e possibilitam a identificacido de RNA, DNA e proteinas, respectivamente
(ALMEIDA et al.,2010). A técnica de Western Blotting ¢ um tipo de eletroforese convencional
em que as proteinas migram em meio de suporte poroso como acetato de celulose, gel de
agarose ou de poliacrilamida, gerando um eletroferograma por zonas de proteinas e permite que
proteinas especificas sejam identificadas com anticorpos especificos utilizados como sondas
analiticas (HEIDEBRECHT et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2015).

Devido as altas concentragdes, o tecido muscular esquelético torna-se uma fonte de
proteina no organismo, sendo também sensivel a desnutri¢do proteica. Portanto, quando hé
déficit protéico na dieta, este tecido torna-se alvo de deplecao ocasionando alteragdes nas fases

de crescimento e diferenciacdo das fibras musculares (ALVES et al., 2008) .

2.2.3 Efeitos da desnutricio sobre o musculo esquelético

A desnutricdo ocorre quando alimentos e ingestdo de nutrientes sdo incapazes de
satisfazer as necessidades energéticas ao longo do tempo, levando a uma ruptura da homeostase
dos tecidos, do peso corporal e da fun¢ao fisica (SKIPPER, 2012). A desnutri¢do tanto pode ser
uma consequéncia como uma causa de doenga e apesar dos diversos parametros de avaliagdao
nutricional existentes, ndo ha um padrao que dé seguranca aos profissionais em sua pratica
diaria (FONTOURA et al., 2006; WATTERSON et al., 2009).

A concentracdo plasmatica das proteinas totais ¢ relatada como um importante e
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confidvel parametro para a avaliacdo da desnutricdo (SANTOS et al., 2004; NWOKOCHA et
al., 2012b), embora, clinicamente, a dose isolada de proteina total tenha pouco valor, uma vez
que uma mudanga em uma das suas fragdes (globulinas ou albumina) pode ser compensada,
alterando a outra (LABTEST, 2014). Os métodos para a determinacdo da concentracdo de
proteinas totais sdo variados e ndo existe uma metodologia considerada de uso universal para
todos os meios. No entanto, as metodologias mais utilizadas sdo as espectrofotométricas no
ultravioleta e no visivel, tendo como os métodos geralmente mais utilizados o do biureto, o de
Lowry, o do “Coomassie brilliant blue”” BG-250 ou reagente de Bradford, o do BCA ou reagente
de Smith, e o de absorcao de proteinas no ultravioleta (ZAIA et al., 1998).

O método do biureto se baseia na reagao de uma mistura de cobre e hidréxido de sédio
com um complexante que estabiliza o cobre em solug¢do, sendo o tartarato de sodio o
recomendado por Gornall e colaboradores (1949). O produto da reagdo apresenta duas bandas
de absor¢do, uma em 270 nm e outra em 540 nm sendo esta Gltima a mais utilizada para fins
analiticos, por sofrer menor interferéncia de diversas substincias presentes no meio que
absorvem em 270 nm (ZAIA et al., 1998).

A andlise do estado nutricional ¢ um parametro que pode ser utilizado para diagnosticar
as condicdes nutricionais do organismo, refletindo na funcionalidade dos diversos sistemas do
corpo (MELLO, 2002). Em alguns mamiferos, como o homem, ovelhas, porcos e ratos, o
sistema muscular, por exemplo, apresenta periodos em seu desenvolvimento que sao
particularmente vulneraveis as agressdes nutricionais. Desde modo, a desnutricdo nestes
periodos, pode danificar irreversivelmente a estrutura deste tecido. Durante a gestacdo pode
ocorrer redugdo na multiplicagdo celular e consequentemente, diminui¢ao do niimero das fibras
musculares devido a desnutrigao (BEDI et al., 1982; PARK et al.,2003; BAYOL et al., 2004).
O periodo gestacional ¢ critico, pois ¢ nesta fase que ocorre a formagdo dos miotubos
secundarios durante a ontogénese e¢ a desnutri¢do intrauterina parece reduzir o niimero da
subpopulagdo de células miogénicas, limitando permanentemente o numero de miotubos
secundarios (WILSON et al., 1988).

Particularmente durante o periodo fetal, a desnutricio pode induzir alteracdes
metabolicas, estruturais e funcionais no musculo esquelético, tais como: diminui¢do da massa
muscular (BEDI et al., 1982; TOSCANO et al., 2006) e aumento da sua capacidade oxidativa
(WHITE et al., 2000). Ao nascer, a maturidade das fibras musculares independe do estado
nutricional, porém a desnutricdo energética afeta o musculo esquelético se ocorrer durante a

fase de miogénese, alterando a distribuicao do tipo de fibra (ALVES et al., 2008)



31

Alguns estudos demostraram em vdrias espécies de mamifero, que a desnutricdo
materna durante a gestacao pode reduzir significativamente o nimero das fibras musculares e
dos ntcleos na descendéncia (BEDI et al., 1982; WILSON et al., 1988; DWYER et al., 1994;
DWYER et al., 1995). No rato, a desnutricdo materna durante a gestagdo produz a mesma
reducdo no nimero de fibras musculares na prole submetida a desnutri¢do, durante a gestacao
e lactacao (WILSON et al., 1988). A reducao do numero de fibras no musculo esquelético fetal
devido a restri¢ao de nutrientes maternais, provavelmente resulta em consequéncias fisiologicas
durante a vida pos-natal (ZHU et al., 2004). O nimero de fibras musculares que constituem
um musculo esquelético pode ser influenciado pelo estado de nutrigdo pré-natal materna, no
entanto, os mecanismos moleculares pelos quais a nutricdo materna influencia a miogenesis
nao sao claros (WILSON et al., 1988; BAYOL et al., 2004).

Fahey e colaboradores (2005) descreveram, respectivamente, diminui¢do do nimero de
fibras rapidas e aumento do nimero de fibras lentas no musculo semitendinoso na descendéncia
de cordeiros com restri¢ao caldrica, entretanto outros autores relataram nao observar nenhuma
mudanca na densidade de fibras neste musculo, usando o mesmo modelo animal e insulto
nutricional (NORDBY et al., 1987). Da Silva Aragdo e colaboradores (2013) observaram
alteracdo na composi¢do do tipo de fibra, no perfil de expressdo gé€nica e nas capacidades
enzimaticas do musculo esquelético em ratos adultos (4 meses), nascidos de maes desnutridas
com dieta hipoproteica e concluiram que estas alteragdes sdo dependentes do musculo e
correspondem a um estado de deficiéncia de energia, resultante da deficiéncia combinada de
oxidacao de acidos graxos e de glicolise.

O musculo esquelético utiliza quantidades significativas de acidos graxos para energia
e contém reservas significativas de triglicérides. Por conseguinte, ¢ possivel que as alteracdes
nos numeros e / ou tipos de fibras presentes em um musculo esquelético podem contribuir para
o risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (resisténcia a insulina) e / ou obesidade (excesso
de tecido adiposo) na vida adulta (BRAMELD, 2004). Ha uma variedade de estudos que
associam tanto a resisténcia a insulina ou a obesidade com as caracteristicas do metabolismo
do musculo esquelético, bem como ligando desnutricdo materna durante estagios criticos de
desenvolvimento muscular com quantidade e tipos de fibras musculares formadas (BRAMELD,
2004).

O musculo esquelético € conhecido por ser uma grande reserva de proteina, em seu
estado normal ¢ constantemente submetido a sintese ou degradagao dessas macromoléculas.

Quando submetido a desnutricdo a taxa deste metabolismo ¢ prejudicada e alteragdes
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morfoldgicas sdo induzidas. Oumi e colaboradores (2000,2001) observaram em musculos de
ratos desnutridos, com dieta a 5% de caseina, por meio de microscopia eletronica, mudancas
ultraestruturais em alguns sarcomeros das miofibrilas, em que as linhas Z foram interrompidas
€ 0s sarcOmeros apresentaram-se com aparéncia irregular.

Em relacao as propriedades contrateis, Prakash e colaboradores (1993) verificaram uma
diminui¢do da forc¢a nas fibras do musculo diafragma em rato desnutrido durante a gestagao.
Enquanto que Wareham e colaboradores (1982) encontraram um aumento na forga tetanica
relativa desenvolvida pelo Soéleo e pelo Extensor Longo dos Dedos (EDL) de ratos aos 12
meses, desnutridos durante o periodo gestacional e de lactacao.

Bedi e colaboradores (1982) observaram em ratos aos 180 dias de vida, que a
desnutri¢ao durante a gestagdo e aleitamento ndo modificou as proporcdes dos diferentes tipos
de fibras no musculo Séleo, porém no musculo EDL, isto ndo aconteceu, sendo constatado um
aumento do numero de fibras tipo I e tipo Ila e diminuicdo das fibras IIb. O tipo de fibra, a
morfologia, a capacidade oxidativa e resposta a sobrecarga do musculo podem ser influenciados
por muitos fatores, tais como: fornecimento de nutrientes, sua atividade contratil e a exposicao

a radiacao ionizante (BULLER et al., 1960; BAYOL et al., 2004; JURDANA et al., 2013).

2.2.4 Efeitos da Radiaciao Ionizante sobre o Musculo Esquelético

A musculatura esquelética adulta ¢ altamente resistente a radiagdo ionizante, a menos
que doses mais elevadas, na ordem de 5Gy, sejam aplicadas. Isto ¢ atribuido ao baixo nimero
de células radiossensiveis em proliferagdo, nesta fase da vida. No entanto, o musculo
esquelético em desenvolvimento ¢ sensivel a radiacdo ionizante, assim, a radioterapia na
infancia pode induzir atrofia muscular (JURDANA, 2008).

Pouco se sabe a respeito dos efeitos especificos da radiacdo ionizante sobre a
musculatura esquelética, considerando os efeitos imediatos e tardios e a relacdo dose-resposta.
Entretanto, alguns estudos investigaram esses efeitos, os quais poderiam ser classificados em
quatro grupos distintos: i) alteracdes no metabolismo celular; ii) repercussdes sobre células
satélites; iii) formacao de fibrose e atrofia muscular; iv) regeneracdo do tecido (VIANA et al.,

2015).
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2.2.4.1 Altera¢des no Metabolismo Celular

Gerstner e colaboradores (1953) estudaram comparativamente os efeitos da radiacao
em musculos de coelhos (animais de sangue quente) e musculos isolados de ras (animais de
sangue frio) submetidos a taxas de dose intensas de raio-X. Os musculos de rd com doses acima
de 870 Gy fadigaram rapidamente, apresentando contratura, prolongado tempo de relaxamento,
diminui¢do da amplitude de contragdo para cargas pesadas (50g) e alteracdes histologicas 8
horas apo6s a exposi¢cdo. Por sua vez, misculos de coelhos expostos proporcionalmente a
radiagdo de 626,4 Gy exibiram uma progressiva e gradual deficiéncia da fun¢do com completa
incapacidade funcional dentro de 24 horas apds a irradiagdo, acompanhada por alteracdes
histolégicas graves. Esses autores concluiram que, enquanto o musculo permanece em
condi¢des de repouso ou de baixa atividade, estagios iniciais de danos provocados pela radiacao
permanecem latentes, tornando-se rapidamente evidentes quando um alto desempenho ¢
exigido, sendo o metabolismo muscular atacado primeiramente, enquanto que altas
intensidades de radiagao afetaram os musculos isolados de ras quase imediatamente.

Em outra pesquisa também em coelhos, irradiados com 9,83 Gy e 11,3 Gy Khan e
colaboradores (1974) observaram aumento local do conteudo de glicogénio muscular das fibras
intactas, sendo que lesdes na fibra muscular e na micro vasculatura também foram identificadas
logo nas primeiras 24 horas apos a irradiagdo. Essa repercussao foi vista ainda até o 40° dia
apos a irradiacao.

Ahlersova e colaboradores (1981) usaram em seu estudo, ratos da linhagem Wistar
irradiados com uma dose de corpo inteiro de 2,39 Gy de raios X em jejum na noite anterior da
irradiagdo, constatando alteragdes no metabolismo de carboidratos e reducdo do glicogénio
muscular 6 horas apds a irradiagdo, com posterior aumento ao 3° e 14° dia. A cinética de
alteragdes do glicogénio produzidas pelo jejum no musculo esquelético e cardiaco foi
semelhante as alteragcdes provocadas pela irradiagao, em especial durante a primeira semana.

Degradagao das proteinas titina e nebulina com diminuicao das propriedades elasticas
do musculo, foi observada por Horowits e colaboradores (1986) em estudo em coelhos isolando
o musculo psoas, e irradiados com 15.000 Gy. A capacidade das células musculares de gerar
tensao passiva e ativa foi reduzida devido ao desalinhamento axial dos filamentos grossos que
aparentemente sao mantidos centralizados no sarcomero pela titina e/ou nebulina.

Schwenen e colaboradores (1989) verificaram que apods exposicdo local de patas

posteriores de ratos a 15 Gy de radiagdo gama, ocorreu aumento na liberagdo de aminodacidos,
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principalmente alanina, glutamina e outros ndo metabolizados pelo musculo, e afirmam que
estes resultados favorecem fortemente a hipotese de que o aumento da disponibilidade de
aminoacidos resulta da degradacao aumentada de proteinas no musculo esquelético, com inicio
logo apds a irradiacdo. Esta perturbacdo induzida pela radiagdo no metabolismo das proteinas
pode ser um dos fatores patogénicos na etiologia da miopatia da radiagao.

Voitsitskii e colaboradores (1990) constataram alteragdes na membrana do reticulo
sarcoplasmatico devido a mudangas enziméticas da Ca’’-ATPase em musculos de patas
traseiras de coelhos irradiados com dose de 0,21C/kg (7,30 Gy). Em estudos posteriores,
Khizhniak e colaboradores (1990; 1991) também observaram alteragdes na membrana do
reticulo sarcoplasmatico devido a enzima Ca**-ATPase. Os autores discutiram que a diminuigdo
na concentracdo da Ca?>*-ATPase foi causada por uma mudanca no microambiente enzimatico
danificando as interagdes proteina-lipideo, essenciais para a atividade funcional desta enzima e
alteragdes na conformacdo molecular da Ca**-ATPase contribuem para modificacio estrutural
da membrana.

Um estudo feito para medir o teor de tiamina dos musculos esqueléticos, figados de
porco e de frango e carne bovina, apds irradiagdo gama oriunda de uma fonte de Césio com
doses de 1,5, 3, 6 e 10 kGy a 2° C, foi realizado por Fox e colaboradores (1993), que
observaram uma diminui¢ao da tiamina no musculo esquelético trés vezes maior, comparando
com o figado. O teor de tiamina no musculo foi outro aspecto afetado pela irradiacdo gama.

O estudo da Shtifman e colaboradores (2013) procuraram investigar os efeitos de baixa
dose de radiagdo de protons de alta energia, em uma unica aplicagao de corpo inteiro, como um
modelo para eventos de particulas solares e baixa dose de alta carga de energia de irradiagao,
como um modelo para raios cosmicos galacticos, sobre a fisiologia do musculo esquelético em
camundongos adultos C57BL / 6N WT. Os dados indicam que a irradiagdo de protons e

particula de >°Fe resultaram em alteragdes de calcio intramiofibrilar.

2.2.4.2 Repercussoes sobre a atividade das Células Satélites

Rosenblatt e Parry (1993) hipotetizaram que a hipertrofia muscular compensatéria do
EDL, produzido pela incapacidade do musculo tibial anterior, seria impedida se, antes de ser
sobrecarregado, o musculo EDL fosse submetido a radiagdo ionizante. Para isso, os membros
posteriores direito de ratos foram irradiados com uma dose inica Gama de 25 Gy e os musculos

tibial anterior foram excisados e descartados. Os resultados apoiaram claramente esta hipotese.
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Phelan e colaboradores (1997) irradiaram ratos Wistar machos com uma fonte de Césio-
137 com dose de 30 Gy, e observaram que a irradiacdo impediu a hipertrofia compensatoria e
formacdo de fibras musculares, no entanto, ndo ocorreu diminui¢ao da percentagem de fibras
maduras, concluindo que a irradiagdo prejudica a proliferagdo das células satélites e seu papel
no processo de hipertrofia muscular.

Uma redugdo no nimero de células satélite foi constatada por Caiozzo e colaboradores
(2010) em um estudo, onde ratas fémeas da espécie Sprague-Dawley foram irradiadas com
radiagdo gama. Esta reducao dependeu da dose aplicada, 2 ou 5 Gy, diminuindo em cerca de
50 e 70%, respectivamente, o nimero de células. Segundo estes autores, doses clinicamente
relevantes de radiacao gama produzem elevagdes significativas no estresse oxidativo, reduzindo
acentuadamente os niveis de o0xido nitrico (NO) em células satélite ¢ podem provocar um
mecanismo de inibi¢do de proliferacgdo in vitro.

Ainda investigando os efeitos da radiacdo sobre os niveis de NO em células satélites,
Cho-Lim e colaboradores (2011) utilizaram Nitroprussiato de sdédio (SNP) e estiramentos
mecanicos em células de musculos retiradas das patas traseiras de ratos machos da espécie
Sprague-Dawley, irradiados com doses de 1,2 e 5 Gy de uma fonte gama de Césio 137. Estes
procedimentos foram capazes de resgatar a proliferacao de células satélites irradiadas devido a
aumentos significativos dos niveis de NO, entretanto os alongamentos mecanicos produziram
aumentos dos niveis de NO mais eficazes do que o SNP concluindo que elevando-se o nivel de
NO em células satélites irradiadas resgata-se efetivamente sua proliferacao.

McDonald e colaboradores (2014) compararam as propriedades das células precursoras
miogénicas entre musculos extraoculares e das patas traseiras de camundongos C57BL / 10 e
distroficos mdx. E afirmaram que a radiagdo perturba o processo normal de remodelagdo dos
musculos extraoculares, que reagem, paradoxalmente, produzindo um aumento de células
precursoras miogénicas, sugerindo que estes musculos contém células precursoras resistentes a

18 Gy de irradiacao gama.

2.2.4.3 Formacao de Fibrose ¢ Atrofia Muscular

Apos irradiacdo gama aguda em suinos, simulando acidente, Lefaix e colaboradores
(1990) verificaram através de analises bioquimicas no primeiro més apds a irradiacdo, uma
forte reagdo inflamatoria que provocou a formacao de fibrose induzida. Constatou-se que a

fibrose muscular resultante era caracterizada por uma alta densidade de miofibroblastos e por
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uma distribui¢do padrdo inflamatdria de colageno tipo I, III, IV, laminina, fibronectina e
fibrinogénio. Em outro estudo também em suinos, com irradiacao sobre a pele e dirigida para
por¢ao posterior € externa da coxa com doses variando entre 16 a 256 Gy de radiacdo gama,
Lefaix e colaboradores (1993) observaram descamacao umida da pele e formagado de fibrose
nos musculos irradiados apds 30 semanas.

Ibarrola e colaboradores (1996), ao contrario dos anteriores, realizaram uma avaliagao
de efeitos mais tardios. Estes autores acompanharam a progressao das lesdes induzidas pela
irradiag@o por um periodo de 12 meses em musculos da regido iliaca de coelho, irradiado com
gama na superficie da pele em doses de 40 e 80 Gy. Por meio de ressonancia magnética, foram
detectadas lesdes apds 22 semanas no grupo irradiado com 40 Gy e, mais precocemente, em 17
semanas para o grupo com 80 Gy. Os resultados sugerem que a atrofia do musculo e a extensao
da lesdo aumentaram em fun¢do da dose na superficie da pele.

Uma abordagem clinica representada pelo estudo de van Leeuwen-Segarceanu e
colaboradores (2012) realizado em 12 pacientes com linfoma de Hodgkin, tratados com
radioterapia entre 1969 e 1998, descreveu os danos aos musculos e propds um mecanismo
fisiopatologico para a fraqueza e atrofia muscular. Dez pacientes (83%) apresentaram queixas
no pescoco, principalmente dor e fraqueza muscular. Ao exame clinico, os musculos flexores
do pescoco foram os mais afetados comparados aos extensores. Foi observado por meio da

ultrassonografia que o esternocleidomastoideo foi severamente atrofiado em oito pacientes.

2.2.4.4 Regeneragao do Tecido

Popova e colaboradores (1978) aplicaram Laser, com comprimento de onda de 6328 A
por 10 dias, em musculos de ratos, removidos e irradiados, com uma dose de 8,7Gy de raios-X
e em seguida enxertados. O Laser foi capaz de estimular a regeneragdo das partes lesionadas do
musculo. A regeneracdo nao s6 ocorreu na periferia, como também no interior do musculo e
resultou na recuperacdo da capacidade de contragao.

Em outro estudo, Popova e colaboradores (1988) verificaram redugdo do efeito pos-
traumadtico da radiacdo, em musculos gastrocnémios de ratos, irradiado com doses de 20 a 30
Gy de raios-X, por meio de autotransplante de uma massa viscosa, composta por pedagos de
fibras musculares aplicados na extremidade do musculo, que promoveu a formagao de fibras
musculares diferenciadas e a restauracao da capacidade regenerativa.

A descri¢ao de um efeito dose-dependente na inibi¢ao da regeneragdo muscular devido
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a irradiacdo foi feita por Gulati (1987). Musculos extensores longos dos dedos de ratos foram
removidos e irradiados a uma taxa de 6,52 Gy/min, e em seguida transplantados ao seu local de
origem. ApoOs o transplante, doses de 5,65 Gy, 17,4 Gy e 87 Gy foram administradas, um padrao
semelhante de regeneragdo foi observado nos musculos nao irradiados e irradiados com dose
de 5,65Gy de raios-X onde a maioria das miofibras sofreu degeneragdo seguida de regeneragao
a partir das células satélites precursoras, que se proliferaram, diferenciaram-se em mioblastos e
fundiram-se para formar miotubos e miofibras, porém em musculos expostos a 17,4 Gy e 87
Gy as células satélites mantiveram-se indiferenciadas e nao se fundiram para formar miotubos.

A fim de observar os efeitos da radiagao sobre musculos distroficos de ratos mdx com
a idade de 16-20 dias, Granata e colaboradores (1998) irradiaram o musculo Séleo com dose
gama unica de 30 Gy. Aos 45, 75 e 90 dias de idade, as se¢des transversas do ventre muscular
foram usadas para o exame microscopico, e constataram que a irradiacdo parece reduzir a
regeneracdo e crescimento das fibras musculares.

Wernig e colaboradores (2000) implantaram mioblastos cultivados no musculo Soleo
de ratas, previamente irradiado com 16 Gy de raios-X, e constataram que a radiacdo aumentou
a eficacia dos mioblatos transplantados, promovendo a proliferacio de numerosas fibras,
todavia de pequenos didmetros.

Também sao encontrados estudos que tratam de outros efeitos sobre o musculo
esquelético. Olivié e colaboradores (1995) observaram que a irradiagdo gama no musculo em
desenvolvimento provoca morte celular por apoptose. Bandstra e colaboradores (2009) afirmam
que a radiacdo altera a distribuicdo de miofibras, pois constataram no musculo irradiado um
numero menor de fibras de pequeno calibre, € um aumento de 2,9 vezes na propor¢do de
miofibras centralmente nucleadas sem, no entanto, esclarecer os mecanismos destas mudancas.

A integridade estrutural da membrana plasmatica foi afetada pela irradiagdo com feixes
de ions pesados, tendo sido observada a ocorréncia de saliéncias irregulares na membrana
plasmatica (invaginagdes) e rompimento dos sarcomeros, no estudo de Hino e colaboradores
(2009), concluindo que a proteina Disferlina ¢ responsavel pela fusdao da membrana plasmatica
e a insuficiéncia desta provoca defeitos em sua superficie.

Lesdes musculares nas patas traseiras de ratos Wistar machos apds exposicao a altas
doses de radiacdo foi avaliada por Hsu e colaboradores (1998) por meio de biopsia, ambas as
patas foram expostas a raios X em 40 doses de 2 Gy, totalizando uma dose de 80 Gy. O musculo
gastrocnémio irradiado exibiu alteragdes morfologicas progressivas, que comegaram

imediatamente apds a conclusdo das exposi¢des, caracterizadas por hemorragia, infiltragao
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linfocitica e destrui¢cdo vascular. Até 12 meses apos a exposi¢ao final, nenhuma recuperagao do
tecido muscular foi observada.

Estudo recente (RUSSELL e CONNOR, 2014) investigou o efeito da radiacao sobre os
musculos da lingua associada com o envelhecimento, para determinar se o envelhecimento
altera a extensdo da lesdo causada por radiacdo. No referido estudo, trinta e sete ratos machos
Fisher 344 / Brown Norway foram irradiados com uma dose de 22 Gy ao longo de dois dias
equivalentes a uma unica fragao de 16 Gy, correspondente a dose bioldgica a 103 Gy. A
radiagdo foi associada com uma diminui¢do significativa na produgdo de forca e velocidade de
contra¢do reduzida do musculo da lingua. No entanto, o tratamento com radiagdo ndo levou a
atrofia muscular e a formacdo de fibrose nos musculos da lingua e nao foram observadas
alteracdes atroficas exacerbadas com o envelhecimento.

Os estudos acima citados nao tratam dos efeitos da radiagdo sobre o musculo esquelético
humano, pois pesquisas que impliquem na exposi¢ao de seres humanos as radiagdes ionizantes
seguem rigorosamente normas de seguranga radioldgica. Deste modo o modelo animal surge

como uma alternativa para pesquisas desta natureza.

2.3 O Modelo Animal

Em 1865, Claude Bernard, em seus estudos de fisiologia langou os principios do uso de
animais como modelo de estudo e transposi¢ao para a fisiologia humana. Seu trabalho intitulado
“Introdugao ao Estudo da Medicina Experimental” estabeleceu regras e principios para o estudo
experimental em medicina. Ele provocou situagdes fisicas e quimicas que resultavam em
alteragdes nos animais semelhantes a de doengas em humanos (BERNARD, 1965;
FAGUNDES e TAHA, 2004). Os ratos albinos tornaram-se os animais experimentais mais
comumente usados em pesquisas biomédicas, sendo reconhecidos como modelo preeminente
dos mamiferos (SENGUPTA, 2013).

Um modelo ¢ uma imitagdo e deve apresentar caracteristicas suficientes para se
assemelhar ao objeto imitado, com capacidade de ser manipulado sem as limitagdes da
populagdo alvo. Deve também atender aos pressupostos de que o fendmeno, em um ou mais
aspectos, seja semelhante ao fenomeno em seres humanos (FAGUNDES e TAHA, 2004).

O uso de modelos de experimentagdo animal tem contribuido enormemente para o
entendimento de muitos estudos em humanos referentes a genética, as doengas e as interagdes

medicamentosas de diversos farmacos. Os ratos sdo os animais mais utilizados nesses estudos,
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correspondendo a aproximadamente 20% do nimero total de mamiferos utilizados para fins
cientificos, especialmente para estudos in vivo (BENTO-SANTOS et al., 2012; SENGUPTA,
2013).

O entendimento dos fatores etiologicos, mecanismos e tratamento de enfermidades,
usando outras espécies animais como modelos, trouxe também a dificil tarefa de extrapolacao
dos resultados destes modelos para os seres humanos (FAGUNDES e TAHA, 2004). Neste
contexto, e utilizando modelo animal, infere-se que a radia¢do ionizante e a desnutricdo
conjugadas devem ser responsaveis por efeitos deletérios a longo prazo no musculo esquelético,
com repercussdes negativas a salide em cendrios tais como aqueles associados a tratamento
envolvendo TBIL

Neste contexto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos a longo prazo da
radiacdo ionizante sobre as proteinas contrateis dos musculos Séleo e EDL em ratos submetidos
ou ndo a desnutri¢do precoce, a fim de confirmar a hipétese de que a TBI e a desnutricdo agem
negativamente sobre as proteinas contrateis musculares reduzindo a quantidade de suas

expressoes.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacio da pesquisa

Esta pesquisa foi idealizada dentro de um delineamento longitudinal, de natureza
descritiva e abordagem quantitativa. Os protocolos utilizados foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE), os quais estao de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio
Brasileiro para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, sob o processo

N°23076.021454/2013-69.

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Pernambuco, no Departamento de

Nutrigdo, juntamente com o Laboratorio de Modelagem e Biodosimetria Aplicada— LAMBDA,
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do Departamento de Energia Nuclear, o Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens
Terapéuticas — LINAT/ NUPIT — UFPE e o Laboratério de Educagdo Fisica do Centro
Académico de Vitoria— CAV/UFPE.

3.3 Grupos experimentais e dietas

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar (BENTO-SANTOS et al., 2012), os
quais foram mantidos em um ambiente com temperatura de 23 + 2°C, em ciclos constantes de
luz (6:00 as 18:00 h) e escuriddo (18:00 as 6:00 h). Ratas virgens, com idade de 120 dias, foram
selecionadas e, em seguida, colocadas para acasalar (2 fémeas/1 macho). Foi designado como
dia da concepgao (dia 1 de gravidez) aquele em que foram observados espermatozoides por
meio do esfregaco vaginal.

As ratas gravidas foram transferidas para gaiolas individuais de maternidade, onde
receberam agua filtrada e dieta controle normoproteica (17% de proteina) de acordo com as
recomendagdes da AIN-93G (REEVES et al., 1993) ou uma dieta hipoproteica e isocaldrica
(8% de proteina) durante toda a gestacdo e lacta¢do (21 dias pds-natal), em regime ad libitum.

A composi¢cdo da dieta de baixa proteina isocalorica purificada (8% de proteina),
utilizada neste trabalho, foi formulada a partir de AIN-93G (REEVES et al., 1993) e
recomendada pelo Instituto Americano de Nutricdo em estudos que visam reproduzir, em
roedores, as mesmas condi¢des de alteragdes metabodlicas que resultam na desnutri¢ao proteica.

Viérias pesquisas tém adotado esta dieta de baixo teor proteico para induzir desnutrigdo
em ratos e, conforme estabelecido pela International Society of Renal Nutrition and Metabolism
(ISRNM), o levantamento da desnutricdo ¢ acompanhado pela avaliagdo do ganho de massa
corporal (LATORRACA etal., 1998; NEIVA et al., 1999; LOPES DE SOUZA et al., 2008;
FALCAO-TEBAS et al.,2012; DE SANTANA MUNIZ et al., 2013; DE BRITO ALVES et
al., 2014; ALHEIROS-LIRA et al., 2015; FERRO CAVALCANTE et al., 2016). Outro
critério adotado também pela ISRNM como pardmetro bioquimico ¢ a avaliagdo da
concentracdo de albumina sérica (VEGINE et al., 2011).

Os ingredientes utilizados para a preparacdo das dietas sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composi¢oes das dietas experimentais

Ingredientes Dieta contro}e Dieta hipopro‘feica
(17% de proteina) (8% de proteina)

g/kg g/kg

Caseina (84%) 202,40 95,23

Amido de milho 527,026 634,256

Sacarose 100,0 100,0

Oleo de soja 77,0 77,0

Fibras 50,0 50,0

Mix Vitaminico' 10,0 10,0

Mix Mineral? 35,0 35,0

Bitartarato de Colina 2,5 2,5

L-metionina 3,0 3,0

Butil-hidroxi-tolueno (BHT) 0,014 0,014

TOTAL 1006,94 1007,00

Valores obtidos a partir da AIN-93G, Reeves et al, 1993.

1- Mistura de vitaminas fornecidas (mg / kg de dieta): acido nicotinico 30,0, pantotenato de calcio 16,0,
piridoxina-HCI 7,0, tiamina-HCI 6,0, riboflavina 6,0, acido félico 2.0, biotina 2.0, cianocobalamina 25,0, o -
tocoferol 150,0, palmitato de retinol 8,0, colecalciferol 2,5, e filoquinona 0,75.

2- Mistura de minerais fornecidos (mg / kg dieta): célcio 5,0, fésforo 1.6, soédio 1.0, potassio 2,3, magnésio

0,5, ferro 0,03, zinco 0,03, e cobre 0,01.

Ap6s 24 horas do nascimento, as ninhadas foram limitadas a oito filhotes para cada mae.
Ao desmame, as ratas-maes e as suas filhas foram sacrificadas, enquanto que os filhotes machos
passaram a receber a dieta normoproteica padrdo do biotério (Presence® Ratos e
Camundongos), também em regime ad [libitum. Para constituir os grupos experimentais
garantindo a heterogeneidade, os animais foram randomizados e cada grupo foi constituido por
9 animais cada, oriundos de pais diferentes de pelo menos trés ninhadas distintas, da seguinte

forma:

Grupo Normonutrido (N): alimentados com dieta a 17% de proteina durante as fases de

gestacdo e lactacdo (dieta oferecida as ratas gestantes-lactantes). Apds desmame, os animais
receberam dieta padrdo para roedores.

Grupo Desnutrido (D): alimentados com dieta a 8% de proteina durante as fases de

gestacdo e lactacdo (dieta oferecida as ratas gestantes-lactantes). Apds desmame, os animais

receberam dieta padrdo para roedores.

Grupo Normonutrido-irradiado (NI): alimentados com dieta a 17% de proteina durante

as fases de gestacao e lactagdo (dieta oferecida as ratas gestantes-lactantes). Apos desmame, os
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animais receberam dieta padrao para roedores e foram submetidos a irradiacdo de corpo inteiro.

Grupo Desnutrido-irradiados (DI): alimentados com dieta a 8% de proteina durante as

fases de gestacao e lactagdo (dieta oferecida as ratas gestantes-lactantes). Apos desmame, os
animais receberam dieta padrao para roedores e foram submetidos a irradiacdo de corpo inteiro.

A cada 10 dias, sempre no periodo da manha, foram registrados os valores referentes a
massa corporal de cada animal até completarem 90 dias de idade. Os animais foram pesados
em uma balanga (Filizola modelo MF 3/1) com capacidade de 3 kg e erro de 0,5g.

Aos 90 dias de idade, os animais foram eutanasiados por decapitagdo, sendo o sangue
coletado imediatamente em tubos de ensaio, para posteriormente serem submetidos a
centrifugacao a 1370 forca-G (3500 rpm), 4°C, por 20 minutos. Em seguida foram removidos
os musculos Soleo e extensor longo dos dedos (EDL) e congelados imediatamente em dioxido
de carbono (CO;) em estado so6lido e armazenados a -80°C até serem processados. Estes
procedimentos ocorreram no inicio da noite.

O soro sanguineo sobrenadante foi separado e colocado em microtubos de polipropileno

com capacidade de 1,5 ml e congelados a -80°C para andlise posterior.

3.4 Irradiacao

Com idade de 28 dias, os ratos dos grupos NI e DI foram submetidos a irradiacdo gama
de corpo inteiro, na dose de 2,5 Gy, em uma fonte de cobalto-60 (por meio de um irradiador
Theratron 780 (AECL/Best Medical)), com energia de 1,25 MeV a uma taxa de dose de 75
c¢Gy/min em uma tnica secao, pertencente ao Centro de Radioterapia de Pernambuco — Hospital
de Cancer de Pernambuco (CERAPE/HCP). Durante a irradiagdo, os animais foram contidos
com auxilio de um dispositivo composto por um conjunto de recipientes plasticos, desenvolvido
especificamente reduzir a mobilidade, cujas dimensdes externas em centimetros (17,0 x 17,0 x
6,5) foram estabelecidas tomando-se como base o tamanho e volume de um figado humano
adulto e com capacidade para acomodar quatro ratos, pesando aproximadamente 50g ou 80g
que correspondem, respectivamente, ao peso médio de um animal desnutridos ou eutréficos
(FIGURA 4). A irradiacao teve duracao aproximada de 3 minutos, sendo assegurada suficiente
oxigenacao. Para garantir a uniformidade da radiacao, o recipiente externo foi preenchido com
agua. Os animais pertencentes aos grupos N e D ndo receberam irradiacdo, porém foram

submetidos as mesmas condi¢des dos outros grupos.
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Figura 4 - Dispositivo utilizado para irradiaciio de ratos com 80 g de massa corporal e
capacidade para quatro animais.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.5 Quantificacao de Proteinas Totais e Albumina no soro sanguineo

O método do Biureto (método padrdo para proteinas totais) tem sido aplicado para
determinar a concentracdo de proteinas totais em diversos meios € ndo apresenta grande
variacdo da absortividade especifica para diferentes proteinas. Apesar de apresentar algumas
desvantagens quando comparado com outros métodos, o método de Biureto continua sendo
recomendado para a determinagdo da concentra¢do de proteinas totais em plasma sanguineo
pela Associacdo Americana de Analises Clinicas e por diversos autores (ZAIA et al., 1998;
ZAIA et al., 2005).

A quantificacdo das proteinas totais presentes no soro sanguineo utilizando o método do
Biureto foi de acordo com o protocolo de teste da LABTEST (Brasil), referéncia 99/250, lote
(3004) e linearidade entre 1,0 e 14,0 g/dL (LABTEST, 2014), mantendo-se as proporgdes para
uso em placa de cultura em poliestireno de 96 pocos com fundo chato. As leituras da banda de
absor¢ao com comprimento de onda de 545 nm para cada amostra de cada animal (em triplicata)
foram efetuadas por meio de um espectrofotometro (Fluostar Omega/BMG Labtech,
Alemanha). Para a determinagao do valor da concentragdo proteica de cada animal, em gramas
por decilitros, utilizou-se a média aritmética dos dois valores mais proximos dentre os trés
obtidos (VIANA et al., 2016).

A Albumina também foi quantificada por colorimetria (verde de bromocrezol). O verde
de bromocresol possui especificidade para albumina e ndo sofre interferéncia de valores

elevados de bilirrubina e hemoglobina, permitindo também que as interferéncias de valores
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elevados de triglicérides sejam corrigidas utilizando o branco de amostra. A quantificagdo foi
em conformidade com o protocolo de teste da LABTEST (Brasil), referéncia 19/250, lote
(4004) e linearidade até 6,0 g/dL. (LABTEST, 2014). Foram mantidas as propor¢des para uso
em placa de cultura em poliestireno de 96 pocos com fundo chato. As leituras da banda de
absor¢do com comprimento de onda de 630 nm, também em triplicata para cada amostra de
cada animal, foram efetuadas utilizando-se o mesmo espectrofotdmetro. A média aritmética dos
dois valores mais proximos, dentre os trés obtidos, também foi usada para determinacao da

concentragdo de albumina para cada animal, em gramas por decilitros (VIANA et al., 2016).

3.6 Quantificacido das expressoes das proteinas contrateis musculares

Um importante método de andlise utilizado, para imunodetec¢do de proteinas, apos a
separacao por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, trata-se do Western blotting. Esta
técnica ¢ largamente utilizada, pois ¢ capaz de separar todos os tipos de proteinas, mesmo
aquelas que sdo normalmente insoluveis em agua e transferi-las para uma membrana
adsorvente. Esta técnica ¢ frequentemente utilizada para quantificagdo dos niveis de proteina
que exigem a digitalizacao de filmes radiograficos e analise subsequente dos valores de cinza
das bandas nas imagens resultantes e apresentados posteriormente em forma de graficos
(YATES e GREASER, 1983; GASSMANN et al., 2009; MIGUEL et al., 2012)

A técnica de Western blotting apresenta alta especificidade e sensibilidade, sendo esta
referida como "padrao ouro" para a deteccdo de proteinas. Entretanto, por se tratar de uma
técnica com varias etapas de execugdo, o que a torna laboriosa, sua aplicacao pratica tem sido
dificultada principalmente quando se emprega um grande niimero de amostras. Por isso, sua
utilizagdo costuma ser restrita aos trabalhos de pesquisas cientificas, em detrimento de outras
metodologias que sdo mais rapidas e de facil execucdo (DA CUNHA VASCONCELOS, 2004).

Os passos de elaboragdo para a técnica podem ser resumidos em cinco etapas: (1)
extragdo e quantificagdo das proteinas; (2) fracionamento das proteinas da amostra em meio
poroso; (3) transferéncias dessas proteinas para uma membrana; (4) incubagdo da membrana
com um anticorpo para detectar a proteina especifica de interesse; e (5) revelacdo da membrana

em filme radiografico para analise dos dados (HEIDEBRECHT et al., 2009).
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3.6.1 Extracio das proteinas

Uma solug¢ao composta por 800 pl de tampao de lise citoplasmatica (Tris S0mM pH 7,5;
NaCl 150mM; Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 5SmM pH 8,0; 1% Triton X-100)
e 8 ul de coquetel inibidor de protease (GE Healthcare) foi preparada em tubos de 15 ml com o
objetivo de ajudar na trituragdo e dissolucao do tecido, esta solucao age na ruptura da membrana
citoplasmatica e inibe as enzimas responsaveis pela degradacao proteica, respectivamente.

Logo apos, as amostras dos musculos descongeladas foram adicionadas a solucdo
(FIGURA 5) e com a ajuda de um triturador, foram trituradas até que todo o tecido estivesse
totalmente dissolvido na solugdo (FIGURA 6). Apos a trituragdo, todo o homogenato foi
retirado e colocado em microtubos de 1,5 pl e submetidos ao processo de mistura e descanso
em gelo por 5 minutos. Este processo de mistura e descanso no gelo foi repetido por 3 vezes e
em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 15.115 for¢a-G (13.000 rpm) a

4° C.

Figura 5 - Amostra de tecido muscular em tubo de 15
ml com tampaio de lise citoplasmatica e
inibidor de protease.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 6 - Trituracio do tecido muscular

Fonte: Elaborada pelo autor

Logo apds, todo o sobrenadante foi recuperado, e as proteinas contidas no extrato foram
quantificadas por colorimetria. Para quantificagcdo foi utilizado ensaio de acido bicinconinico
(BCA), também conhecido como ensaio a base de cobre, conforme kit da Thermo Scientific™
Pierce™ BCA™ Protein Assay Reagent Kit. O uso do método BCA ¢ indicado por ser um dos
testes mais sensiveis para detectar concentragdes de proteinas menores que 5 pg/ml.

As leituras da banda de absor¢ao em 570 nm para cada amostra de tecido (em triplicata)

foram efetuadas por meio de um espectrofotometro (BioTek EL808 -USA).

3.6.2 Fracionamento das proteinas, incubacio e revelacio das membranas

Os extratos proteicos foram desnaturados a 95°C por 5 minutos com tampao de Laemmli
6X (7,5 % Tris 2M pH 6,8; 0,5 % Dodecil Sulfato de Sodio (SDS); 5 % Azul de Bromofenol;
26 % Glicerol; 16,5 % de 2-mercaptoetanol). Em seguida, amostras do extrato (200ug)
contendo as proteinas foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10 % (H20;
Tris base 1,5M pH (8.8); SDS cf: 0,4 v/v; 30% acrilamida / 0,8% bisacrilamida; amonio
persulfato 10%; Temed) com 1,5 mm de espessura em tampao de corrida Tris-Glicina (3,0 g/l
Tris-Base 250mM; 14,5 g/l Glicina, 0,1 % de SDS).

A separagdo das proteinas foi realizada a 70 V durante 60 minutos e posteriormente a

100 V por aproximadamente 2,5 horas. Apds este periodo, as proteinas foram transferidas para
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membranas de PVDF (AmershamHybond-P PVDF Membrane) por 80 minutos a 100 V,
utilizando-se o procedimento de transferéncia iimida. As membranas foram bloqueadas em
solugdo de 5 % de leite desnatado em TBS-T (Tris-Base 1 M pH (6,8); NaCl 5M; 0,1 % de
Tween-20 -MP Biomedicals, Ohio, EUA), sob agitacdo, por 16 horas em temperatura ambiente.

A incubagdo com os anticorpos primarios diluidos em solu¢ao de TBS-T e albumina a
3% foi feita durante 6 horas a temperatura ambiente separadamente para cada proteina
especifica. Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios (TABELA 2): monoclonal
mouse antidictyostelium (224-236-1); monoclonal mouse antibovine (BA-D5); monoclonal
mouse antibovine (SC-71); monoclonal mouse antibovine (BF-F3) obtidos de Developmental
Studies Hybridoma Bank e mantidos na Universidade de lowa, Departamento de Biologia, [owa
City, 1A 52242.

Apoés sequéncia de trés lavagens por 10 minutos com TBS-T, as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundério apropriado (Amersham™ ECL™ Anti-Mouse IgG,
Horseradish Peroxidase-Linked Species-Specific Whole Antibody c6d: NA931) associado a
peroxidase por 2h a temperatura ambiente, diluido em 1:5000. A deteccdo das proteinas na
membrana foi realizada por quimioluminescéncia com o kit ECL Western Blottin Detection
Reagents (Amersham, UK) por 40 minutos para actina € 5 minutos para as demais, em
temperatura ambiente, seguindo as recomendagdes do fabricante. A revelacao foi realizada com
exposicdo da membrana ao filme de raio-X AmershanHiperfilm™ ECL (GE healthcare,

Buckinghamshire, UK) por 3 minutos em temperatura ambiente.

Tabela 2 - Anticorpos primarios
Referéncia Espécie antigeno Espécie hospedeira  Isotipo  Especificidade Diluigao

224-236-1 Dictyostelium Camundongo MIgG1 Actina 1:2000
discoideum

BA-D5 Bovino Camundongo I1gG2b MHC-I 1:2000

BF-F3 Bovino Camundongo [gM MHC-IIb 1:2000

SC 32233 Coelho Camundongo IgG GAPDH 1:2000

3.6.3 Analise da densidade optica

Os filmes radiograficos contendo as bandas de interesse foram digitalizados por meio
de um scanner HP Deskjet Ink Advantage 3546 com resolugdo de 300 pontos por polegada
(dpi) e as imagens salvas em formato tiff (Tagged Image File Format) em 8 bits representada

por 256 tons de cinza, onde O ¢ igual a preto e 256 corresponde ao branco. Para avaliar a
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densidade otica das imagens foi utilizado o programa de edi¢do de imagem Adobe Photoshop
6.0 (Adobe System Incorporated, Sao Jose, Ca 95110-2704 USA), o qual possui o recurso de
quantificagdo dos niveis de cinza.

Com o objetivo de diminuir o efeito de plano de fundo (background), optou-se por
realizar a analise das imagens de forma invertida (FIGURA 7), pois os valores da quantificacao
dos niveis de cinza da imagem invertida, acompanham as mesmas tendéncias dos valores das
densidades oticas (TAVANO et al., 2000)

O programa Adobe Photoshop oferece varias ferramentas, as quais foram utilizadas para

realizacdo desse trabalho.

Figura 7 - Imagem de filme radiografico contendo bandas de interesse

[ JESIp——a R
A

Imagem normal (A); imagem invertida (B)
Fonte: Elaborada pelo autor

ApoOs abrir a imagem no programa, selecionou-se imagem > ajustes > inverter para
inverter a imagem. Em seguida, na barra lateral esquerda, selecionou-se Ferramenta Letreiro
Retangular para definir a forma retangular. Logo ap6s, na barra superior em Estilo: Tamanho
Fixo determinou-se um retangulo com largura de 70 pixels e altura de 40 pixels. Depois
deslocou-se a forma sobre a primeira faixa de densidade e clicamos em histograma, na barra
lateral direita, que mostrou como resultado a média, a mediana e o desvio padrao para os niveis
de cinza da area selecionada. Repetimos o mesmo procedimento para todas as faixas de
diferentes exposi¢des em todos os grupos (TAVANO et al., 2000; GASSMANN et al., 2009).

Os valores das médias dos niveis de cinza foram registrados e utilizados para a
quantificagdo da densidade otica das proteinas de interesse, tomando-se como referéncia a
proteina GAPDH. Logo, a quantificagao foi realizada através do calculo da relagdo da expressao
entre as proteinas de interesse e a proteina GAPDH.

Para se evitar erro de padronizagdo, a banda de controle foi padronizada em si mesma.
Isto significa que o valor médio da banda de controle, ja normalizada, foi definido como 1 e

todos os outros valores das outras bandas foram expressos como multiplos da alteragdo
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relativamente ao controle (isto € aceitavel que uma pequena quantidade de amostra)
(MCLEAN, 2011).
Na Figura 8 ¢ apresentado um fluxograma indicando as etapas experimentais, iniciando

com o nascimento dos animais e finalizando com a coleta das varidveis de interesse.

Figura 8 - Fluxograma do processo experimental
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3.7 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a testes de homogeneidade e normalidade. Uma anélise de
variancia bidimensional (ANOVA -2 FATORES) foi usada para comparar os diferentes grupos
tratados, seguida de analise post-hoc com teste de comparagdes multiplas de Tukey e
determina¢do do tamanho do efeito (£S). Nos casos onde as comparagdes foram entre dois
grupos, adotou-se o teste ¢ de Student. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos
para indicar diferencas. Os testes foram realizados utilizando o GraphPadPrism® versao 6.0

para Windows (GraphPad Software Inc. San Diego / CA, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acompanhamento do Perfil Ponderal de Ganho de Massa Corporal

Na Tabela 3 sdo apresentados as médias dos valores ponderais referentes ao ganho de
massa corporal. As massas corporais foram obtidas a cada 10 dias de intervalo, no periodo

compreendido entre 0 30° e 0 90° dias de vida.

Tabela 3 - Valores médios de massa corporal em gramas compreendendo o periodo de 30 a 90

dias de idade.
Massa corporal (g)
Dias Grupos n=9
N D NI DI
20 41,67+2,47 24,90+1,70 36,67+2,93 24,61+1,52
30 80,42+ 4,13 53,90+ 3,60%° 73,83+ 7,71 48,06+ 3,73%0
40 148,60+ 6,91 116,50+ 8,77 131,10+ 12,10 117,06+ 18,63
50 195,50+ 37,35 188,50+ 37,81 180,89+ 14,70 161,06+ 17,22
60 244,90+ 22,95 238,80+ 17,20 235,28+ 14,87 225,44+ 17,55
70 279,17+ 34,45 270,10+ 15,05 256,56+ 10,88 230,67+ 16,99
80 308,62+43,26 290,50+ 20,36 282,78+ 11,65 240,39+ 20,31
90 322,77£ 2527 296,15+ 23,25*¢ 296,78+ 11,65*° 247,67+ 23,53%

Os dados sdo apresentados como a média = desvio padrdo obtido a partir de 9 ratos de 2-3 ninhadas diferentes em
cada grupo experimental. N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI-
grupo desnutrido irradiado; n- nimero de animais. *Diferenga significativa para p < 0,05 em relagdo a N. ®
Diferencga significativa para p < 0,05 em relagdo a NI. ¢ Diferenca significativa para p < 0,05 em relagdo a DI. Os
dados foram analisados por ANOVA, seguido de post teste de Tukey.
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A Figura 9 permite as comparacdes dos valores médios das massas corporais ap6s 30,
60, e 90 dias de vida, permitindo-se observar que aos 60 dias os grupos ndo apresentam

diferencas entre si.

Figura 9 - Valores médios da massa corporal aos 30, 60 e 90 dias de vida para os quatros grupos

experimentais.
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N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo desnutrido irradiado.
Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrdo, obtido a partir de 9 ratos de 2 ou 3 ninhadas diferentes

em cada grupo experimental. Os dados foram analisados por ANOV A, seguido de post teste de Tukey. % Diferenca
significativa em relagdo a N e NI; %% Diferenca significativa em relagdo a N, D e NI.

Como bem reportado na literatura, ratos desnutridos durante o periodo gestacional e
lactacdo apresentam baixo peso ao nascer (NEIVA et al., 1999; LOPES DE SOUZA et al.,
2008; FALCAO-TEBAS et al., 2012; DE BRITO ALVES et al., 2014). Uma das possiveis
explicacdo para o entendimento deste fenomeno trata-se da metilagdo de glicoproteinas
especificas da gravidez. Placentas de camundongos expostas a dietas de restrigdo caldrica ou
ad libitum, foram examinadas e foi encontrado aumento de a fetoproteinas que ¢ um marcador
de crescimento intrauterino restrito, bem como aumento na metilagdo do fator de crescimento
fetal (Igf2), prejudicando o crescimento do feto (CHEN et al., 2013).

Neste estudo foi observado que os animais pertencentes aos grupos D e DI comparados
ao grupo N apresentaram diferencas (p < 0,05) em relagdo ao ganho de massa corporal aos 30
dias, (TABELA 3 e FIGURA 9), corroborando com os outros estudos que usaram este tipo de
interven¢ao (LOPES DE SOUZA et al., 2008; TOSCANO et al., 2008; DE BRITO ALVES
et al., 2014; ALHEIROS-LIRA et al., 2015). Entretanto, um ponto que chama a atengao ¢ o
fato de que ndo foram observadas diferencas desta varidvel aos 60 dias de vida, quando
comparados os grupos entre si, o que também foi constatado por De Santana Muniz et al., (2013)
em seu estudo utilizando a mesma dieta durante o periodo perinatal, quando comparam os
grupos normonutridos e desnutridos. Isto pode estar associado a maturagao sexual (LEE et al.,

1975), ou a um aumento na taxa de crescimento, através de processo compensatorio
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(WILLIAMS et al., 1974), o que sugere, em estudos futuros, uma investigagdo mais detalhada
neste periodo de vida.

Por outro lado, foi observada, aos 90 dias de vida, redugdao do ganho de massa corporal
com diferenca estatistica entre o grupo DI e os demais grupos N, D, NI, o que parece ser
decorrente dos efeitos deletérios da desnutricao e da radiagdo que persistiram ao longo da vida,
embora nao tenha sido observado interagdo entre os fatores desnutricao e irradiacao neste
periodo, logo cada fator agiu separadamente sem interferir no outro. A radiagao (SE=0,85)
parece afetar o ganho de massa corporal semelhantemente a desnutri¢do perinatal (SE=0,87),
pois o grupo NI, que sofreu exclusivamente o efeito da radiagdo, mostrou-se semelhante ao
grupo D, que foi submetido apenas a desnutricdlo (MUCERINO et al, 1995), ambas
apresentaram tamanho do efeito considerados grande pela escala “d” de Cohen (LOUREIRO e
GAMEIRO, 2011).

A Figura 10 apresenta a evolugdo do ganho de massa corporal para os grupos N e NI,
alimentados com dieta normoproteica durante a gestagao e lactagao. Os dados foram analisados

por teste t de Student.

Figura 10 - Evolucdo do ganho de massa corporal dos animais pertencentes aos
grupos N e NI referente ao periodo entre 30° e 90° dia de vida
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Na Figura 11, podemos observar o ganho de massa corporal para os grupos D e DI, os
quais foram alimentados com uma dieta hipoproteica e isocaldrica. Os dados foram analisados

por teste t de Student.

Figura 11 - Evolucao do ganho de massa corporal dos animais pertencentes aos
grupos D e DI referente ao periodo entre 30° e 90° dia de vida.
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% Diferenca significativa aos 90 dias de vida p = 0,0001. Teste t Student

As figuras 10 e 11 permitem constatar a influéncia da irradia¢@o na evolucao do ganho
de massa corporal, considerando os grupos com a mesma dieta. Os resultados indicam que uma
dose baixa de TBI impacta negativamente na evolu¢ao do ganho de massa corporal, pois ao
longo do tempo os animais que foram expostos a radiacdo aguda de corpo inteiro apresentam
massa corporal sempre abaixo em relacdo aos que ndo receberam. Aos 90 dias, essa diferenca
entre os pares de grupos ¢ significativa, principalmente entre os desnutridos, confirmando que
os condicionamentos que incluem a radioterapia corporal total estdo associados a deficiéncia
do hormédnio de crescimento, afetando o desenvolvimento corporal dos sujeitos expostos.

(CASTRO JR et al.,2001; IAEA, 2010)
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4.2 Proteinas Totais e Albumina no Soro Sanguineo

Na Tabela 4 sdao apresentadas as concentracdes de proteinas totais e de albumina,
presentes no soro sanguineo aos 90 dias de vida.

Tabela 4 - Valores médios de proteinas totais e albumina
plasmaticas aos 90 dias de vida.

S:;pos Proteinas Totais (g/dL) Albumina (g/dL)
N 8,06 £ 1,25 5,35+ 1,30

D 7,37+ 1,52 5,07 £0,62

NI 5,08+ 0,730 3,68 +0,79*°

DI 4,93 +1,19° 3,62 &+ 1,040

Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrao obtido a partir
de 9 ratos de 2-3 ninhadas diferentes em cada grupo experimental. N-
grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido
irradiado; DI- grupo desnutrido irradiado; n- nimero de animais.
*Diferenca significativa para p < 0,05 em relagdo a N; ° Diferenca
significativa para p < 0,05 em relacdo a D.

A Figura 12 mostra o comportamento dos niveis de proteinas totais e albumina séricas
nos quartos grupos experimentais aos 90 dias de vida, pode-se notar que os grupos que sofreram
irradiagao apresentam niveis de concentragdo menores quando comparados com 0s grupos nao

irradiados.

Figura 12 - Boxplots referentes a quantidade de proteinas totais e Albumina encontradas no soro
sanguineo dos quatros grupos experimentais aos 90 dias de vida.

=
N
1

12+

-
o
1

104

IEEN

Concentragado Proteinas totais (g/dL)
i
*
Concentragao Albumina (g/dL)
2] (=]

Grupos Grupos

N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo desnutrido irradiado

% Diferenca significativa para p < 0,05 em relagdo a N e D. Os dados foram analisados por ANOVA. SE = 1,378
para proteinas totais e SE = 0,492 para Albumina.
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Os aspectos metabolicos dos tecidos animais podem ser estudados indiretamente pela
composi¢ao bioquimica do plasma sanguineo, de forma a poder avaliar transtornos no
funcionamento de orgaos, adaptagdes diante de desafios nutricionais e fisiologicos e
desequilibrios metabolicos especificos, além de oferecer subsidios na interpretacdo do
funcionamento hepatico, renal, pancreatico, 6sseo e muscular, permitindo inferir sobre o estado
geral do paciente (GONZALEZ ¢ SCHEFFER, 2002). Entretanto a interpretagdo do perfil
bioquimico ¢ complexa devido aos mecanismos que controlam os metabolitos sanguineos como
também a fatores ligados & idade, raga, clima e stress (GONZALEZ ¢ SCHEFFER, 2002).

Como bem relatado na literatura, a desnutricdo provoca a diminui¢do da sintese de
albumina, a mais abundante proteina plasmatica, tendo como uma importante funcdo a
manutengdo do volume plasmaético circulante, sendo responsavel pela pressao coloidosmotica
(WHICHER e SPENCE, 1987; SANTOS et al., 2004). Os resultados encontrados nos animais
submetidos a desnutricdo no periodo gestacional e lactacdo (D), aos 90 dias de vida, ndo
apresentaram diferencas quanto as concentragdes de albumina no soro sanguineo em relacao ao
grupo controle (N), o que também foi constatado por De Brito Alves e colaboradores (2014).
Entretanto, os grupos NI e DI, submetidos a TBI, apresentaram baixos niveis de concentragdo
plasmatica de proteinas totais e albumina, sugerindo que a irradiagdo de corpo inteiro provocou
uma ativacao na via de degradacao proteica (SE= 1,19), e que se mantém até a vida adulta.

Outros estudos com ratos irradiados de corpo inteiro (VASILE et al., 2009;
NWOKOCHA et al., 2012b; NWOKOCHA et al., 2012a; WANG et al., 2015) observaram
também que o nivel de proteinas totais e albumina no soro sanguineo apresentaram queda em
suas concentragdes. Entretanto, estes estudos nao verificaram as concentragdes apds um longo
periodo de tempo. Moulder e colaboradores (2004), semelhantemente a este estudo, verificaram
que uma dose de radiagdo de 17 Gy com taxa de 1,73 Gy/min, em ratos, induziu proteintria
associada com baixos niveis de proteinas totais e albumina e os animais desenvolveram
insuficiéncia renal ap6s 38 semanas da irradiacdo. Comparativamente, a dose utilizada no
estudo citado foi 6,8 vezes maior que a aplicada neste estudo (2,5 Gy com taxa de 75 cGy/min),
sinalizando que baixas doses de radia¢do também sdo capazes de provocar alteragdes na sintese
proteica de forma permanente. A expressao "hormesis da radiacdo" refere-se a hipotese de que
a radiacdo ionizante, em doses que estdo imediatamente acima de niveis naturais de fundo
podem produzir efeitos benéficos, estimulando a ativagao de mecanismos compensatorios e de
reparagao, tais como a regulagdo das respostas antioxidantes, a ativagdo de mecanismos de

reparacdo enzimdtica do DNA e a ativacdo do sistema imunologico. Estas doses de radiacdo
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tém efeitos bioldgicos cuja intensidade e relevancia sdo, no entanto a priori, complexas para se
prever (GORI e MUNZEL, 2012). A relagao dose-resposta de algumas das alteragdes induzidas
pela radiagao ¢ facil de se determinar e seguem uma curva linear em que uma dose maior
corresponde a danos maiores (os chamados efeitos deterministicos), enquanto que no modelo
ndo linear isto ndo acontece, pois a probabilidade do aparecimento das altera¢cdes aumenta
exponencialmente com o aumento da exposicdo (GORI e MUNZEL, 2012).

Outras espécies de mamiferos como caes, porco e primatas também exibem alteracdes
fisiologicas e histologicas semelhantes as observadas em humanos, com lesdo renal induzida
por radiag@o, mas o intervalo de tempo entre a irradiacdo e o desenvolvimento de doenga renal
varia, ocorrendo mais cedo em relagdao aos humanos (AUGUSTINE et al., 2005).

A evolugdo das concentragdes plasmaticas de proteinas totais e albumina aos 90 dias
nos grupos NI e D ¢ outra observagao interessante para o presente estudo indicando que, embora
ndo haja diferencas para a massa corporal entre estes grupos, a irradiacao isoladamente pode
afetar os individuos mesmo em condi¢cdes nutricionalmente adequadas afetando as
concentragoes séricas destas proteinas. No que diz respeito aos grupos NI e DI, ndo foram
observadas diferencas em relagdo as concentragdes plasmadticas de proteinas totais e albumina
para este mesmo periodo, apesar da significativa diferenca para massa corporal, sugerindo que
0 acompanhamento da evolug¢ao do ganho de massa corporal isoladamente, ndo ¢ um indicador
confidvel do estado geral de saude. Também nao foi observada interagdo entre desnutri¢ao e
irradiagao.

Outros fatores, tais como o tipo de radiacdo, dose absorvida e taxa de dose, que podem
acarretar efeitos secundarios induzidos pela radiagdo ionizante e alterar o estado de saude,
dependem de componentes genéticos e epigenéticos, que reflete diretamente na
radiossensibilidade do individuo. Neste sentido, existem populacdes com gendtipos que
induzem radiossensibilidade e podem aumentar o risco de se desenvolver céncer com
exposicoes de baixas doses (AUGUSTINE et al., 2005). Neste estudo, a variabilidade genética
interindividual foi também simulada ao se estudar trés familias diferentes de ratos, enquanto
que a condicdo nutricional foi o Unico fator epigenético considerado dissemelhante nesta

pesquisa (KANHERKAR et al., 2014).

4.3 Expressao das Proteinas Contrateis Musculares
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A quantificacdo da expressdo de actina e miosina no musculo esquelético de vertebrados
tem sido objeto de muitos estudos desde a década de 50. O interesse inicial foi primeiramente
a identifica¢ao dos componentes proteicos das bandas A e I das miofibrilas e posteriormente, a
relagdo do conteudo entre os valores de actina e miosina no modelo de filamentos deslizantes
da contragdo muscular. Posteriormente, tentativas foram feitas para relacionar estes valores
com os modelos de estrutura do filamento grosso (YATES e GREASER, 1983).

Este estudo procurou entender como a radiacdo ionizante age sobre as proteinas
contrateis do musculo esquelético em individuos eutrdéficos ou precocemente desnutridos que
fazem uso da TBI. Para isto, ratos desnutridos no periodo perinatal foram submetidos a
irradiagao de corpo inteiro aos 28 dias de vida e as proteinas contrateis (actina e miosina), dos
musculos Soleo e EDL, foram analisadas por meio do método de Western blotting.

A seguir sdo apresentados os resultados da expressdo das proteinas contrateis

musculares para cada musculo, determinadas por espectrofotometria.

4.3.1 Misculo Séleo

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores médios da quantificagdo relativa da densidade
otica das bandas, correspondendo as proteinas contrateis presentes no musculo Soleo de ratos
submetidos a TBI de 2,5 Gy e com desnutri¢ao perinatal, com idade de 90 dias. Os valores

foram obtidos pela relacdo da proteina de interesse e a proteina GAPDH.

Tabela 5 - Valores médios da quantificaciio relativa da densidade
otica das bandas correspondendo as proteinas
contrateis do musculo Séleo de ratos com 90 dias apds
desnutri¢ido perinatal e TBI de 2,5 Gy normalizados

por GAPDH.
Grupos
Proteinas N D NI DI
Actina 0,99+0,05 1,11+0,17 1,03+0,02 1,10+0,06

Miosina I 0,74+0,15 1,13+£0,07 0,68+0,10 0,94 +0,10

Miosina IIB 0,60+ 0,06 0,48+ 0,08 0,93+0,13 0,64=+0,14
Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrao obtido a partir dos
diferentes grupos experimentais. N-grupo normonutrido, D- grupo
desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo desnutrido
irradiado.

4.3.1.1 Andlise da expressao da proteina actina
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Na Figura 13 podemos observar a expressdo de actina no musculo Soéleo, para os
diferentes grupos experimentais (N=1,00+0,05; D=1,11+0,11; NI=1,04+0,02; DI=1,11£0,06)
no 90° dia de vida ap6s os insultos da desnutricao e irradiagdo, padronizadas relativamente ao
grupo normonutrido. Para isto o valor da expressdo proteica do grupo N foi considerado igual

a 1 e os demais grupos apresentados em niimeros de vezes maior ou menor ao controle.

Figura 13 - Expressao de actina em amostras de musculo Séleo de ratos com 90
dias desnutridos e submetidos a2 TBI (dose de 2,5 Gy) medida por
espectrofotometria (DO) do Western-Blott.
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N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo
desnutrido irradiado. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrdo. Os dados foram
analisados por ANOVA, seguido de post teste de Tukey.

Com a intengdo de melhor entender os efeitos causados pelos tratamentos aplicados
neste estudo, inicialmente cada tratamento foi analisado separadamente. Ao se comparar 0s
grupos N e NI, a fim de verificar apenas o efeito da TBI (SE= 0,15), observa-se que a irradiacao
ndo provocou alteracdo na expressdo de actina (p=0,0772). Brach e colaboradores (1991)
analisando os efeitos da radiagdo ionizante sobre o fator de transcricdo NF-kB em células

humana com leucemia mieloide (KG-I) em doses de 2 a 50 Gy constatou que a radiagdo nao
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interfere sobre a expressao do gene da actina. Em outro estudo, Gubina e colaboradores (2010)
investigando os niveis de transcricdo do DNA mitocondrial, em musculos esqueléticos de ratos,
apo6s dose de 10 Gy de raio-X, verificou que a diminuig¢do da transcricdo mitocondrial nao foi
resultado de danos no aparato de transcri¢do celular, pois a atividade nuclear do gene da beta-
actina permaneceu inalterado apds a irradiacdo. Estes resultados encontrados nos estudos
mencionados, como também neste estudo, reforgam a hipdtese de que a radiacdo nao interfere
na expressao proteica da actina.

Comparando-se o grupo N com o grupo D (p=0,080), observa-se que nao que existe
diferenca estatistica, sugerindo que a desnutri¢do ndo provocou aumento na expressao de actina
neste musculo, embora este fator apresente um tamanho de efeito (SE=0,74) considerado médio
pela escala “d” de Cohen (LOUREIRO e GAMEIRO, 2011). Estudos que aplicaram unicamente
modelos de desnutricdo perinatal em ratos de 90, 180 e 365 dias de vida (BEDI et al., 1982;
OUMI et al., 2000,2001; TOSCANO et al., 2006; TOSCANO et al., 2008) observaram que
este tipo de intervencao promoveu alteragdes metabolicas, estruturais e funcionais no musculo
esquelético, como, por exemplo, déficits na massa muscular e diminui¢ao da area de sec¢do
transversal da fibra, entretanto, estes estudos ndo quantificaram as expressdes da proteina
actina.

Ainda na Figura 13, verifica-se que a expressao proteica da actina no musculo Soleo
ndo apresentou, apds as condi¢cdes impostas por este experimento, diferencgas estatisticamente
significativas. Tanto a irradiacdo como a desnutricdo ndo foram capazes de causar alteracdes
na expressao da actina, nos grupos experimentais submetidos a estes tratamentos. Também foi
constatado que nao existe interacdo entre os dois tratamentos aplicados neste estudo
(p=0,4804), indicando que os efeitos da desnutricdo nao interferiram sobre os efeitos da

irradiacdo e vice-versa.

4.3.1.2 Analise da expressao da proteina miosina I

A Figura 14 apresenta a expressao proteica de miosina I no musculo Séleo nos mesmos
grupos experimentais (N=1,00+0,21; D=1,52+0,10; N1=0,92+0,14; DI=1,27+0,13) submetidos
as mesmas condic¢oes deste estudo, ou seja, desnutricao perinatal e irradiagdao de corpo inteiro.

Os resultados estao padronizados relativamente ao grupo normonutrido.
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Figura 14 - Expressao de miosina I em amostras de misculo Séleo de ratos com 90
dias desnutridos e submetidos a TBI (dose de 2,5 Gy) medida por
espectrofotometria (DO) do Western-Blott.
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N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo
desnutrido irradiado. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrdo. % Diferenca
estatistica para p < 0,05 em relagdo a N e NI. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido
de post teste de Tukey.

Comparando-se na Figura 14 os grupos normonutridos entre si (N e NI), como também
os grupos desnutridos (D e DI), estes parecem apresentar valores similares para a expressao de
miosina I, porém quando a exposi¢do a radiacdo ionizante ¢ analisado em separado, ndo se
observa diferenga estatistica entre o grupo N e NI (p=0,622), sugerindo que a TBI (SE=0,68)
ndo provocou reducdo na expressao proteica da miosina I. Litten e colaboradores (1989)
avaliaram as alteragdes nas propor¢ao de miosina I presente em coragdo de ratos submetidos a
irradiacdo de corpo inteiro, com dose de 5 Gy aos 90 dias de vida, e constataram que a miosina
I aumentou seu percentual para 55% somente entre o nono e trigésimo dia apds a irradiagao,
nao sendo observadas alteragdes em relacao ao controle, entre 0 3° ¢ 12° més apds a irradiagao.
Apesar de se tratar da mesma proteina, os parametros avaliados no estudo anteriormente citado

diferem deste estudo, o que pode justificar a divergéncia dos resultados.
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Analisando isoladamente o efeito da desnutricdo (SE=1,69), comparando o grupo
controle normonutrido N com o grupo desnutrido D (p = 0,0003), verifica-se que o grupo D
apresenta uma alta expressao de miosina I em relagdo ao grupo N, cerca de 1,5 vezes a mais,
sugerindo que o modelo de desnutricdo, adotado neste estudo, provocou um aumento na
expressao desta proteina muscular. Estes achados vao de encontro a outros estudos (TOSCANO
et al., 2008; DA SILVA ARAGAO et al., 2013) que quantificaram o numero de fibras tipo |
em musculos de ratos desnutridos precocemente, durante a gestacdo e lactacao, por meio da
atividade enzimatica (mATPase) e ndo encontraram diferencas estatisticas na quantidade de
fibras tipo I. Embora o modelo de desnutri¢ao tenha sido semelhante ao adotado neste estudo,
Da Silva Aragao e colaboradores (2013) investigaram as alteragdes aos 120 dias de vida, o que
pode justificar esses resultados opostos. Além de que, o método histoquimico resulta numa
avaliag¢do qualitativa do complemento de miosina e, por conseguinte, a capacidade de delinear
a multiplicidade de fibras hibridas potenciais ¢ limitada. A eletroforese ¢ o método mais
informativo para a avaliagdo de perfis de isoformas de MHC, pois este método produz
importantes informagdes quantitativas, especialmente pertinentes quando duas ou mais
isoformas de MHC sdo expressas em propor¢des varidveis e também permite a deteccdo de
isoformas de MHC (PETTE e STARON, 2000).

Analisando os efeitos da desnutricdo e irradiacdo simultaneamente, os resultados
indicam que nao ocorreu interagao entre os fatores (p = 0,338). Isto ¢ comprovado quando se
compara, os grupos N e DI (p = 0,049) e os grupos D e DI (p=0,078), na primeira comparacao
observa-se que DI apresenta maior expressao da miosina I em relagdo a N, ao mesmo tempo
que, em relacdo ao grupo D, este ndo apresenta diferenca na expressao proteica, indicando que
a desnutri¢do promoveu o aumento da expressao proteica de miosina I sem interferéncia da

TBI. Ou seja, cada fator agiu separadamente, sem nenhuma interagao.

4.3.1.3 Analise da expressao da proteina miosina 1B

As expressoes de miosina IIB no musculo So6leo, determinadas por densidade dtica da
banda do gel de eletroforese detectada por Western-Blott, com anticorpo especifico para
proteina miosina IIB foram padronizadas relativamente ao grupo normonutrido e sao
apresentadas na Figura 16, para os quatro grupos experimentais (N=1,00+0,10; D=0,81+0,13;
NI=1,56+0,21; DI=1,08+0,24).
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Figura 15 - Expressiao de miosina IIB em amostras de musculo Séleo de ratos com
90 dias desnutridos e submetidos a TBI (dose de 2,5 Gy) medida por
espectrofotometria (DO) do Western-Blott.
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N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo

desnutrido irradiado. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrio. % Diferenga
significativa para p < 0,05 em relagdo a N, D e DI. Os dados foram analisados por ANOVA
seguido de post teste de Tukey.

Comparando-se inicialmente, o grupo N ao grupo NI, a fim de verificar apenas o efeito
da TBI (SE=1,3) sobre a expressao de miosina IIB no musculo Séleo, verifica-se que existe
diferenga estatistica (p = 0,001), sugerindo que a TBI provocou aumento na expressdo da
miosina IIB neste musculo, o que pode ser observado na Figura 15, onde o grupo NI apresenta-
se com cerca de 1,5 vezes a mais na expressao desta proteina, quando comparado ao grupo N.
Como ja mencionado anteriormente, o musculo Soleo possui metabolismo predominantemente
oxidativo, o que caracteriza a presenga em maior quantidade da miosina I. Deste modo,
podemos concluir que no grupo NI, a radiagao foi capaz de alterar a tipologia do musculo devido
as condi¢des impostas, fazendo com que ocorresse uma mudanga na sua composi¢do, ou seja,
aumento de miosina IIB e reducao de miosina I (TABELA 5).

O musculo esquelético de mamiferos ¢ um tecido heterogéneo, composto por uma

grande variedade de tipos de fibras. Estas fibras, entretanto, sdo altamente versateis, capazes de
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responder as exigéncias funcionais em funcdo de demandas fisioldgicas, mudando seus perfis
fenotipicos. Esta capacidade de resposta adaptativa € a base das transi¢cdes dos tipos de fibra
(AGBULUT et al., 2003). A populagao de fibras de um dado musculo estd em um estado
dindmico, ajustando-se constantemente as condigdes atuais influenciadas por varios fatores, tais
como desenvolvimento, inervagdo, aumento ¢ diminui¢do da atividade neuromuscular, da
atividade fisica, hormdnios e envelhecimento (BOFF, 2008). No entanto, ¢ claro que as
transi¢des no tipo de fibra ndo acontecem em saltos imediatos de um extremo a outro, mas
ocorrem de forma sequencial, classificada e ordenada. No aspecto molecular, essas transi¢des
graduais sdo observadas através das trocas de isoformas da cadeia pesada de miosina, o que
implica em uma sequéncia que vai da mais rapida (MHCIIb) para a mais lenta (MHCI), e vice-
versa (PETTE e STARON, 1997; AGBULUT et al., 2003)

Buller e colaboradores (1960) investigaram a plasticidade muscular com relagdo a
expressao das cadeias pesadas da miosina e sua capacidade de adaptacdo em musculos de gatos
e concluiram que quando um musculo lento como o Séleo ¢ reinervado por fibras nervosas, que
normalmente inervam musculos rapidos, a sua velocidade de contragao aumenta. Esse processo
engloba a transi¢ao de fibras lentas para rapidas, com alteragdes sequenciais na composi¢ao das
cadeias pesadas da miosina, o que refor¢a a capacidade adaptativa do tecido muscular em
funcdo da maior concentragdo do tipo de miosina presente, levando a uma alteragao da fungao.

Huang e colaboradores (2016) realizam um estudo com objetivo de desenvolver e
aplicar um fluxo de trabalho de protedmica quantitativa, que permitisse determinar as redes de
proteinas e os caminhos sensiveis as baixas doses de radiacao ionizante (1 Gy) no hipocampo
de ratos, pos treinamento condicionado. Esses pesquisadores observaram desregulacao de 73
proteinas, num total de 399 estudadas, dentre elas algumas também presentes na fibra muscular,
indicando efeitos adversos da radiacdo sobre a mielinizacdo. Outras alteracdes proteicas,
indicaram mudancas das vias do metabolismo energético, possivelmente no ciclo do acido
tricarboxilico para a utilizagao de glutamato, a fim de suprir as necessidades de ATP e alteragao
de proteinas associadas com a atividade sindptica e neurotransmissao. Embora nao se conheca
exatamente o que provocou o aumento da expressdao da miosina IIB no grupo NI, este resultado
sugere que este aumento possa ter acontecido devido a alteragdes das proteinas ligadas a
atividades sindpticas como proposto por Huang e colaboradores (2016).

Em relacdo a desnutri¢do, observa-se que ndo houve diferenca estatistica na expressao
de miosina IIB entre os grupos N e D (p = 0,271), N e DI (p = 0,906) e D e DI (p = 0,087),

indicando que este insulto durante a gestacdo e lactagdo ndo foi capaz de alterar a expressao
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desta proteina, embora o tamanho do efeito deste fator tenha sido grande (SE=1,06). Uma
possivel explicagdo para isto, pode ser devido ao tamanho da amostra adotado neste estudo.
Outra observacao ¢ nao ter ocorrido interagdo entre os fatores, também demonstrado pela

analise estatistica (p = 0,131).

4.3.2 Miusculo Extensor Longo dos Dedos

A Tabela 6 apresenta os resultados dos valores médios das expressdes das proteinas
contrateis no musculo extensor longo dos dedos, de ratos com 90 dias de vida submetidos a

desnutricdo perinatal e irradia¢cdo de corpo inteiro, com dose de 2,5 Gy.

Tabela 6 - Valores médios das quantidades das proteinas contrateis
no musculo EDL de ratos com 90 dias apds desnutricio
perinatal e TBI com dose de 2,5 Gy normalizados por

GAPDH.
Grupos
Proteinas N D NI DI
Actina 1,06 0,20 1,30+0,12 1,35+0,16 1,31+0,18
Miosina I 0,71+£0,14 1,83+0,12 ok ok

MiosinallB  0,89+0,25 147+0,17 2,17+0,28 1,88+0,23
Os dados sdo apresentados como a média =+ desvio padréo obtido a partir dos
diferentes grupos experimentais. N-grupo normonutrido; D- grupo
desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo desnutrido
irradiado. **-N&o detectada.

4.3.2.1 Analise da expressdo da proteina actina

A Figura 16 apresenta a expressdo de actina no musculo EDL, nos diferentes grupos
experimentais (N=1,00+0,47; D=1,23+0,28; NI=1,27+0,43; DI=1,24+0,56), no 90° dia de vida
ap6s desnutri¢do e irradiagdo, padronizadas relativamente ao grupo normonutrido, sendo os

demais grupos apresentados em numeros de vezes maior ou menor ao controle.



65

Figura 16 - Expressido de actina em amostras de misculo EDL de ratos com 90
dias desnutridos e submetidos a TBI (dose de 2,5 Gy) medida por
espectrofotometria (DO) do Western-Blott.

N D NI DI

— Actina

— GAPDH

Actina/GAPDH
Densidade otica

Grupos

N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo
desnutrido irradiado. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrdo. Os dados foram
analisados por ANOVA, seguido de post teste de Tukey.

Semelhantemente ao musculo Soleo, as expressdes de actina no musculo EDL nao
sofreram alteragdes em seus valores médios (p = 0,715), ap6s a desnutri¢do e a irradiagdo, o
que sugere mais uma vez, que essa proteina ndo foi sensivel aos agentes externos impostos nesta
pesquisa, como ja constatado em estudos anteriores (BRACH et al., 1991; GUBINA et al.,

2010) e neste proprio estudo.

4.3.2.2 Analise da expressao da proteina miosina I

A expressoes de miosina I no musculo EDL sdo apresentadas na Figura 17

(N=1,00+0,88; D=2,37+0,56). Os resultados estdo padronizados relativamente ao grupo

normonutrido.
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Figura 17 - Expressao de miosina I em amostras de musculo EDL de ratos com 90
dias desnutridos e submetidos a TBI (dose de 2,5 Gy) medida por
espectrofotometria (DO) do Western-Blott.
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N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo desnutrido
irradiado. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrdo. TDE = 2,736. % Diferenca
significativa para p < 0,05 em relacéo a N. Os dados foram analisados por teste ¢ de Student.

De acordo com Delp e Duran (1996) e Staron (1997), o musculo EDL possui apenas
cerca de 4% de fibras tipo I em sua composi¢do, o que o torna, deste modo, um musculo de
metabolismo essencialmente glicolitico, devido a presenca da MHCIIb na constitui¢do da
maioria de suas fibras. Isto ¢ verificado quando observamos a Tabela 6, onde percebe-se
claramente que a expressao de miosina I ¢ menor que a de miosina IIB no grupo normonutrido.

Na Tabela 6, nota-se que ndo aparecem as expressoes de miosina I para os grupos que
foram submetidos a radiacdo, provavelmente em consequéncia de seus efeitos deletérios, pois
em virtude deste musculo apresentar previamente baixas concentracdes desta proteina em suas
fibras, tornando-se dificil sua determinagdo. Por outro lado, observando a Figura 17,
percebemos que a expressdo de miosina I no grupo D, que sofreu apenas desnutri¢do perinatal,
aparece cerca de 2,4 vezes mais em relacdo ao grupo normonutrido (N), sugerindo, mais uma

vez que a desnutri¢do provoca um aumento na quantidade de miosina I na fibra muscular em
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musculos submetidos a este tipo de agressdo no inicio da vida, corroborando com os resultados
encontrados referentes ao musculo Soéleo. Tal fator apresenta um tamanho do efeito grande

(SE=2,736).

4.3.2.3 Anadlise da expressdo da proteina miosina IIB

A Figura 18 apresenta para os quatros grupos experimentais, as expressoes de miosina
IIB padronizada relativamente ao grupo normonutrido (N=1,00+0,26; D=1,85+0,47;
NI=2,18+0,53; DI=2,08+0,54).

Figura 18 - Densitometria 6tica de bandas representando a protéina miosina I1B
no musculo EDL de ratos com 90 dias apds desnutricao e TBI de 2,5
Gy nos quatros grupos experimentais.
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N-grupo normonutrido; D- grupo desnutrido; NI- grupo normonutrido irradiado; DI- grupo
desnutrido irradiado. Os dados s3o apresentados como a média + desvio padrdo. Y Diferenca
significativa para p < 0,05 em relacdo a N. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido de
post teste de Tukey.
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Na Figura 18, pode-se observar que as expressoes de miosina IIB referentes aos grupos
que receberam irradiacdo de corpo inteiro, chega a ser cerca de duas vezes mais quando
comparadas ao grupo controle (normonutrido). Isto também foi constatado em relagdo ao
musculo Séleo no grupo NI, refor¢ando a hipdtese de que a radiag@o ionizante, em baixas doses,
estimula o aumento da expressdo da miosina IIB no musculo esquelético. Neste musculo,
comparando-se os grupos N e NI, observa-se diferenca estatistica (p < 0,0001), indicando que
a TBI promoveu aumento na expressao de miosina [IB. Este fator, apresentou um tamanho do
efeito grande (SE=1,60), o que reforca os resultados.

Quanto ao efeito da desnutri¢ao, verifica-se que a expressdao de miosina IIB no grupo D
em relacdo ao grupo N, apresentou diferenca estatisticamente significativa (p <0,0001),
sugerindo que a desnutri¢do promoveu o aumento na expressao proteica de miosina IIB. Outros
estudos (HOWELLS et al., 1978; ZHU et al., 2006; TOSCANO et al., 2008), usando
diferentes protocolos de inducdo da desnutricdo, também encontraram alteracdes nas
propor¢des de fibras tipo IIb no musculo EDL, corroborando com os resultados do presente
estudo. Observou-se também que o tamanho do efeito deste fator foi grande (SE=1,22).

Também foi verificado que os fatores irradiacdo e desnutricao interagiram (p<0,0001),
o que indica que um interfere no efeito do outro, neste caso de forma positiva, ambos
promovendo o aumento da expressdo da miosina IIB no misculo EDL. A interagdao entre os
fatores também apresentou tamanho do efeito grande (SE=1,64).

A cadeia pesada de miosina (MHC) ¢ uma importante proteina miofibrilar, que
determina em grande parte a taxa de desenvolvimento da for¢a e a velocidade maxima de
encurtamento da formagao de pontes cruzadas (MARTINS et al., 2009). Evidéncias mostram
que existe correlacao entre a velocidade maxima de encurtamento e a composi¢do da cadeia
pesada de miosina. Geralmente, maiores velocidades de encurtamento estdo associadas a
maiores quantidades de cadeias pesadas rapidas, ao passo que o aumento das quantidades da
cadeia pesada lenta correlaciona-se com velocidades de encurtamento mais lentas. Portanto, um
continuo de velocidades contrateis correlacionam-se com um continuo de composigoes de
cadeia pesada de miosina (PETTE e STARON, 1990), entretanto, musculos com predominio
de MHC I apresentam alta resisténcia a fadiga, enquanto que o predominio de MHC II
representa baixa resisténcia (MINAMOTO, 2005).

Por outro lado, os musculos esqueléticos t€ém uma notavel capacidade de alteragcdes
adaptativas em resposta ao uso e desuso, incluindo alteragcdes no tamanho da fibra (por exemplo,

hipertrofia muscular) e tipo de fibra (por exemplo, mudanca de tipo de fibra rapida para lenta)
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e mudangas correlacionadas a forca muscular e resisténcia a fadiga (PETTE e STARON, 1997).
Tais alteracdes sao induzidas por fatores como: padrdes de atividade nervosa; carga mecanica
e fatores circulantes, incluindo diferentes hormonios, que afetam a composicao do tipo de fibra
muscular (SCHIAFFINO e REGGIANI, 2011). Estas transi¢des fenotipicas incluem alteragdes
nos perfis de isoformas de multiplas proteinas sarcoméricas e, assim, representam alteracdes
orquestradas na expressao génica. A troca de isoformas de proteinas, ou alteracdes nas
quantidades de proteinas especificas, sao controladas por transcricao, tradugdo e degradacao de
proteinas (PETTE e STARON, 2000).

As células satélites, quando ativadas, expressam varios fatores transcricionais, entre
eles, os fatores reguladores miogénicos MyoD, Myf5, miogenina e MRF4, que controlam a
proliferagdo e a diferenciacao celular (HOLTERMAN e RUDNICKI, 2005). A supressao da
proliferacdo dessas células no musculo por irradiagdo impede a hipertrofia sem, no entanto,
afetar as adaptacdes na expressdo de genes da MHC (PETTE e STARON, 1997; PHELAN e
GONYEA, 1997; CAIOZZO et al., 2010).

Os resultados dos efeitos a longo prazo, dos tratamentos aplicados neste estudo sao

apresentados resumidamente na Tabela 7.

Tabela 7 - Efeitos aos 90 dias dos tratamentos aplicados neste estudo

Variavel ' Tratamento .
Desnutricao TBI Desnutricao+TBI

Massa corporal l 1
Proteinas Totais l

Albumina —_— 1

Actina
Miosina I I
Miosina IIB I * I I

I— Aumento; l - Redugdo;= Sem alteragdo ; * Apenas no EDL

Devem ser consideradas as diferencas anatomicas, fisioldgicas, e do desenvolvimento
quando sdo analisados os resultados de pesquisas em ratos em que a idade ¢ um fator crucial.
Isto porque usar a maturidade musculoesquelética para determinar a idade em ratos e
correlacionar com o humano ¢ problematico porque, ao contrario dos seres humanos, nao ha

fechamento epifisario em ossos longos no rato (ANDREOLLO et al., 2012). Para isso, atengao
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especial € necessaria a fim de verificar a fase em dias do animal e sua correlagdo com os anos
em humanos, deste modo, considera-se que, em relagao a maturidade musculoesquelética, 10,5
dias de vida do rato equivalem a 1 ano de vida do humano (QUINN, 2005).

Este estudo favorece um melhor conhecimento da relacdo entre desnutrigdo e
radioterapia, que pode levar a mudangas importantes nas estratégias de dosagem e concepgao
de novos protocolos de acompanhamento, tais como avaliagdes periddicas das concentragdes
proteicas séricas e avaliagdes neuromotoras, para criangas € jovens saudaveis ou desnutridos
que receberam TBI, embora haja a necessidade da realiza¢ao de experimentos complementares
para a extrapola¢do para humanos.

Pacientes que receberam TBI na infancia apresentam risco de desenvolver complicacdes
a longo prazo, tais como endocrinopatias, comprometimento cardiopulmonar, renal,
gastrointestinal, dental, ocular, cognitivo e disturbios musculoesqueléticos, bem como tumores
secundarios. Apesar disso, ha relativamente poucos estudos que relatam especificamente os
efeitos tardios do TBI sobre as criangas (BHATIA, 2011; MULCAHY LEVY et al., 2013).
Todas essas complicacdes t€ém um impacto direto sobre a morbidade e mortalidade dos
pacientes, em geral dois ter¢os desenvolvem pelo menos uma doenga cronica, enquanto um
quinto desenvolve condi¢des graves ou fatais (BHATIA, 2011).

Os distarbios musculoesqueléticos sao predominantes e persistem entre os pacientes.
Syrjala e colaboradores (2005) relataram que 35% dos pacientes que foram tratados com o
transplante na infancia e que tinham sobrevivido durante 10 anos ou mais, apresentaram um ou
mais distirbios musculoesqueléticos, em comparacdo com 17% dos controles pareados.

Pacientes que recebem transplante apresentam uma expectativa de vida estimada de
30% menor em comparagdo com a populagdo em geral. Essa alta taxa de morbidade
experimentada pelos pacientes torna criticamente importante que haja um acompanhamento
padronizado (BHATIA, 2011).

O “Center for International Blood and Marrow Transplant Research”, o “European
Group for Blood and Marrow Transplantation”, a “American Society for Blood and Marrow
Transplantation” e o “Children’s Oncology Group” desenvolveram recomendagdes para
oferecer cuidados e praticas de monitoramento e prevencdo dos pacientes que receberam
transplantes autdlogos e alogénicos (FIGURA 19). As orientagdes propostas concentram-se em
riscos enfrentados por criangas e adultos que sobreviveram 6 meses ou mais apos o transplante
autologo e alogénico. A maioria delas sdo derivadas de estudos que identificaram complicacdes

especificas em pacientes a longo prazo e os fatores de risco associados a eles (BHATIA, 2011).
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Para garantir a aplicabilidade internacional, o grupo de trabalho incluiu os seguintes

participantes:

Asia-Pacific Blood and Marrow Transplantation Group (APBMT),

Bone Marrow Transplant Society of Australia and New Zealand (BMTSANZ),
East Mediterranean Blood and Marrow Transplantation Group (EMBMT) e a
Sociedade Brasileira de Transplante de Medula Ossea (SBTMO).
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Figura 19 - Monitoramentos recomendados e praticas preventivas para sobreviventes apds
o transplante hematopoiético celular a longo prazo

Monitoramento ~
Prevengao 6m 1la Anual
recomendado
= Profilaxia contra organismo encapsulado ° ° °
= Profilaxia contra pneumonia por Pneumocystis o o
Imunidade carinii.
= Testes de citomegalovirus ° ° °
® |munizagdes + + +
= Avaliagdo clinica dos sintomas oculares + + +
Ocular
= Exame de fundo de olho A + A
Complicagées = Avaliagdo clinica + + +
orais = Avaliacdo odontoldgica A + +
= Avaliagao clinica pulmonar + + +
Respiratorio = Evitar fumar + + +
P = Teste de fungdo pulmonar A A A
= Radiografia de térax A A A
Cardiaco e o~ . .
= Avaliacdo dos fatores de risco cardiovascular A + +
vascular
Fieado = Testes de fun¢do hepatica + + A
& = Testes de ferritina sérica + A
= Rastreio da pressdo sanguinea + + +
Rim = Rastreio de proteinas na urina + + +
= Testes Ureia / creatinina + + +
Musculo e tecido | = Avaliacdo da fraqueza muscular ° ° °
conjuntivo = Qrientacdo sobre atividade fisica + + +
Esqueleto = Avaliagdo da densidade dssea + A
] = Avaliagdo clinica neurolégica A + +
Sistema nervoso ; : "
= Avaliar o desenvolvimento cognitivo + +
= Testes de func¢do da tiredide + +
Enddcrino = Acompanhamento do crescimento em criangas + +
= Avalia¢do da fungao gonadal + + +
. = Autoexame da Pele e aconselhamento a
Muco-cutanea - + + +
exposigao solar
= Exame ginecoldgico A + +
" = Aconselhamento e vigilancia a cancer
Cancer L. + +
‘. secundario
secundario - - -
= Rastreio de cancer secundario + +
= Psicossocial / avaliagdo clinica da qualidade de . . .
Psicossocial vida
= Avalia¢do da fungao sexual + + +

+ Recomendado para todos os pacientes transplantados.
e Recomendado para qualquer paciente com Doenga do enxerto contra hospedeiro crénica em curso ou imunossupressao.
A Reavaliagdo recomendado para teste alterado em um periodo de tempo anterior ou para os novos sinais / sintomas.

Analisando o conjunto de recomendacdes propostas, verifica-se que os pardmetros

investigados neste estudo nao estdo incluidos no rol das agdes sugeridas. Deste modo, este
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estudo vem contribuir para o enriquecimento destas recomendagdes, especialmente para o

acompanhamento e monitoramento de criancas submetidas a TBI e fortalecer a necessidade de

acompanhamento das concentragdes séricas de proteinas totais e albumina como também testes

e avaliagdes do desempenho muscular.

5. CONCLUSOES

1. A reducao no ganho de massa corporal a longo prazo foi confirmada como efeito da
desnutrigdo perinatal.

2. A TBI com dose de 2,5 Gy durante a infancia provoca redugdo no ganho de massa
corporal a longo prazo.

3. A desnutri¢do perinatal ndo influencia as concentragdes séricas de proteinas totais e
albumina a longo prazo.

4. A TBI com dose de 2,5 Gy durante a infancia diminui as concentragdes séricas de
proteinas totais e albumina a longo prazo.

5. A desnutricdo perinatal ndo influencia na expressao de actina do musculo esquelético a
longo prazo.

6. A TBI com dose de 2,5 Gy durante a infancia nao altera a expressao de actina do
musculo esquelético a longo prazo.

7. A desnutrigdo perinatal promove aumento na expressdo de miosina I do musculo
esquelético a longo prazo.

8. A TBI com dose de 2,5 Gy durante a infancia ndo altera a expressao de miosina I do
musculo esquelético a longo prazo.

9. A desnutrigcdo perinatal aumenta a expressdo de miosina IIB no musculo EDL e ndo
promove alteracao no musculo Séleo a longo prazo.

10. A TBI com dose de 2,5 Gy durante a infancia promove aumento na expressao de miosina

IIB do musculo esquelético a longo prazo.

Embora sejam necessarios estudos posteriores com diferentes doses e

acompanhamentos em idades distintas, neste trabalho pdde-se constatar que tanto a desnutricao

como procedimentos de irradia¢do de corpo inteiro em ratos jovens apresentam repercussoes a

longo prazo, mesmo em doses abaixo das utilizadas convencionalmente para TBI.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados desta pesquisa reforcam a necessidade de um acompanhamento mais
detalhado de criancas e jovens irradiados na infincia, seja para exames de diagnosticos ou no
condicionamento do transplante de medula 6ssea, sendo necessario uma maior atengao para
recuperagdo integral da saude, no sentido de prevenir condi¢des patoldgicas na idade adulta
originadas no inicio da vida.

Estudos futuros com criancas submetidas a TBI, com base nos mesmos indicadores
moleculares investigados nesta pesquisa, poderao confirmar a importancia da utilizagao desses
indicadores moleculares no acompanhamento do estado geral de satde de pacientes submetidos
a esse tipo de tratamento por meio da coleta de amostras de sangue periférico e avaliagdes das

capacidades motoras.
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Parecer do Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350 \
www.ccb.ufpe.br

Recife, 18 de outubro de 2013.

Oficio n° 636/13

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Karla Ménica Ferraz Teixeira Lambertz
Departamento de Fisioterapia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.021454/2013-69

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Radiagdo lonizante: efeito sobre os componentes
contrateis e elasticos da musculatura esquelética em ratos submetidos ou ndo a
desnutrigdo precoce.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagédo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentaca@o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao
adotadas como critérios de avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da quest&o do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério, Fazenda, aviario, etc. do
Departamento de Nutrigo - UFPE; Animais: ratos; Linhagem:| Atenciosamente
Wistar: Idade: 90 dias; Peso: 300g; sexo: machos ; N° total de
animais: 40.

/L @C W COU_CAD
Prof® Marcia Vasconcelos
Vice-Presidente do CEUAICCB-UFPE
SIAPE 2199635

CCB: Integrar para desenvolver
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