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INTRODUCAO:

A ma nutricdo se refere ao desequilibrio, deficiéncia ou excesso na ingestdo e utilizagdo de
nutrientes, contribuindo tanto para subnutricdo quanto para excesso de peso e obesidade. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que em 2020, no mundo todo, entre criangas
menores de 5 anos, aproximadamente 149 milhdes apresentavam baixa estatura para a idade, 45
milhdes baixo peso para a estatura e 38,9 milhdes sobrepeso ou obesidade. Além disso, dados
epidemiolégicos mostram que cerca de 45% das mortes dessas criancas estdo relacionadas a ma
nutricdo®. Embora normalmente associada a condi¢cdes socioecondmicas, a subnutricdo também pode
estar associada a outras doencas. Dados da literatura mostram que entre 2,5% e 51% dos pacientes
pediatricos hospitalizados ou precisando de assisténcia médica apresentam subnutricdo, tanto em
paises desenvolvidos, quanto em desenvolvimento®. Por outro lado, nos Ultimos anos a prevaléncia de
obesidade tem aumentado significativamente, especialmente em adultos e em paises de baixa renda®.

Ja é bem conhecido que quadros de subnutricdo estdo associados com alteracfes na estrutura
e funcdo muscular® . A subnutricdo contribui para o aparecimento da sarcopenia, que € definida como
a reducéo da quantidade e qualidade muscular, bem como reducdo da forca e funcdo muscular®. A
sarcopenia esta associada ao envelhecimento e/ou patologias, como doencas cardiovasculares e 0
cancer, e contribui para reducéo da capacidade funcional e qualidade de vida ®. Apesar do aumento
da massa corporal, alguns pacientes obesos também apresentam altera¢cdes no fen6tipo muscular, com
reducdo na quantidade e fungdo muscular. Esse quadro tem sido denominado obesidade sarcopénica®.
Os mecanismos associados a essas alteracdes tém sido amplamente estudados. No entanto, o papel
da dupla carga de m& nutricdo no fenétipo do musculo esquelético ndo esta elucidada até o momento.
Nosso grupo hipotetizou que animais subnutridos nas fases iniciais da vida, seguida de dieta
hipercaldrica na fase adulta apresentam redugdo da massa muscular. Dessa forma, nosso objetivo
primario foi analisar a area de secc¢éao transversa das fibras do musculo s6leo de camundongos com

dupla carga de ma nutricao.
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METODOLOGIA:

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP (CEUA:
6055-1/2022). Foram utilizados 20 camundongos C57BI/6 provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacédo Biologica (CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento
de Biologia Estrutural e Funcional, do Instituto de Biologia/UNICAMP, em gaiolas coletivas sob condi¢ao
padronizada de iluminacgédo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22+2°C. ApGs 0 desmame
(28 dias de vida), os camundongos foram aleatoriamente divididos nos grupos: 1) controle (CC):
alimentado com racdo normoproteica (14% proteinas) por 16 semanas; 2) restricdo proteica + controle
(RC): alimentados com racdo hipoproteica (6% proteinas) por 6 semanas, seguida de dieta
normoproteica por 10 semanas; 3) controle + dieta hiperlipidica (CH): alimentados com racao
normoproteica por 6 semanas, seguida de racdo hiperlipidica (45% gordura) por 10 semanas; e 4)
restricdo proteica + dieta hiperlipidica (RH): alimentados com ra¢&o hipoproteica por 6 semanas, seguida
de dieta hiperlipidica por 10 semanas.

A massa corporal (g) e o comprimento cranio-caudal (cm) foram medidos antes da eutanasia.
ApOs a realizacdo da eutandsia, sob anestesia, ocorreu a extragcdo do musculo s6leo em ambas as patas.
O musculo séleo da pata esquerda foi fixado em formalina 10% e armazenado em temperatura ambiente.
O musculo soleo da pata direita foi congelado e imerso em Optimal Cutting Temperature (OCT),
TissueTek® O.C.T compound 4583 e armazenado em biofreezer a -80°C. Adicionalmente, foi realizada
a medida do comprimento da tibia de ambas as patas (cm).

Para o processamento histoldgico, as amostras do musculo séleo armazenadas em formalina
foram imersas em solugdes de graduacao alcoolica crescente, clarificadas em xilol e emblocados em
parafina aquecida. Apds serem emblocados, os tecidos foram cortados transversalmente em micrétomo
na espessura de 5um. As secgbes musculares colocadas em laminas histolégicas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) (Easypath) e fixadas com entellan (Merck)®®. A captura das imagens foi
realizada em microscopio de luz (Olympus BX51, Olympus 29 Optical do Brasil, Sdo Paulo, SP, BRA)
acoplado a camera digital com objetiva de 20X (Olympus DP71, Olympus Optical do Brasil, Sdo Paulo,
SP, BRA) e a imagem processada em computador. A area da seccao transversa das fibras do musculo
s6leo (um?) de todas as imagens/campos capturados foram analisadas pelo programa Image J (National
Institute of Health, Bethesda, MD). Foram avaliadas, em média, 800 fibras musculares por grupo. Os
musculos armazenados em OCT serao utilizados na proxima fase deste estudo para analisar o infiltrado
de gordura muscular.

Os resultados estdo expressos em média e desvio padrdo de média. As possiveis diferencas
entre os grupos foram avaliadas pela ANOVA 1-FATOR. Em caso de significAncia foi aplicado o post

hoc de Tukey. Em todas as analises, a significancia estatistica foi considerada para p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
O peso e comprimento naso-caudal estdo representados na Tabela 1. Em relacdo ao peso,

observamos que antes da eutanasia os animais do grupo RH, alimentado com restricdo proteica na
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infancia e dieta hiperlipidica na fase adulta, apresentaram maior massa corporal em comparagdo com o
grupo CC, alimentado com dieta normoproteica durante toda a vida e o grupo RC, alimentado com
restricdo proteica na infancia e dieta normoproteica na fase adulta. Da mesma forma, o grupo CH,
alimentado com dieta normoproteica na infancia e dieta hiperlipidica na idade adulta, apresentou maior
massa corporal em comparac¢ao com o grupo RC. Nao observamos diferencas significativas entre os
grupos CH e RH. Esses resultados sugerem gue a dieta hiperlipidica na fase adulta aumenta a massa
corporal dos animais em excesso, independentemente da alimentacdo na infancia. Em relagdo ao
comprimento naso-caudal observamos que os animais do grupo RH apresentaram maior comprimento
guando comparados com os grupos CC e RC. No entanto, ndo encontramos diferencas significativas

entre 0s grupos no comprimento da tibia.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas dos animais

CC (n=5) CH (n=5) RC (n=5) RH (n=5)
Massa Corporal(g) 33,98 +1,45 40,76 £ 6,04 31,78 +1,80* 42,60 +1,83*t
Comp. Naso-caudal (cm) 8,82 £0,25 9,14 £ 0,41 8,82+£0,19 9,40 + 0,23*t
Comp. Tibia Esquerda (cm) 1,75+ 0,05 1,74 £ 0,08 1,76 £ 0,03 1,74 £ 0,05

CC.: dieta controle; CH: dieta controle + dieta hiperlipidica; RC: restricao proteica + dieta controle; RH:
restricdo proteica + dieta hiperlipidica. *vs. CC; #vs. CH; tvs. RC. P< 0,05.

Ao analisar 0 musculo s6leo de animais, observamos que os grupos RH e CH, ambos
alimentados com dieta hiperlipidica na fase adulta, apresentaram reducéo da area de secgéo transversa
das fibras musculares em comparag¢do com o grupo CC, alimentado com dieta normoproteica controle

durante toda a vida (Figura 1).
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Figura 1. Area de seccao transversa das fibras do musculo s6leo. CC: dieta controle; CH: dieta

[

Area de seccao transversa das
fibras do musculo séleo (um2)

controle + dieta hiperlipidica; RC: restricdo proteica + dieta controle. P< 0,05.

Em conjunto, nossos resultados mostram que os animais alimentados com dieta hiperlipidica na
fase adulta, apesar de apresentarem aumento da massa corporal, apresentaram reducdo da area de
seccao transversa das fibras do musculo sdéleo. A redug¢do da massa muscular em animais e individuos
obesos tem sido estudada nos Ultimos anos e denominada obesidade sarcopénica. A obesidade
sarcopénica é uma condigdo que altera a fungdo muscular, prejudicando a capacidade funcional e a
qualidade de vida®¥. Adicionalmente, é possivel que ocorra aumento do depdsito ectopico de gordura
intramuscular, bem como aumento de tecido fibroso. Cabe ressaltar que a alteracdo da qualidade do
tecido muscular tem sido apontada como fator fundamental para a manutencdo da fungdo muscular.
Nesse sentido, o aumento de infiltrado de gordura e tecido fibroso podem comprometer a funcdo
muscular de animais e individuos obesos. Além disso, 0 aumento de deposicdo de gordura intramuscular
pode levar a disfuncdo metabdlica, favorecendo o envelhecimento do tecido muscular, o que também
contribui para o desenvolvimento da obesidade sarcopénica®* 5 16 Por fim, a obesidade sarcopénica
tem sido associada a outras condi¢des clinicas como a resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2,
hipertensédo, dislipidemia, doenca hepética gordurosa nao alcodlica, apneia obstrutiva do sono e

complicacGes na esfera psicossocial4.

CONCLUSAO:
Animais alimentados com dieta hiperlipidica na fase adulta apresentam aumento da massa

corporal e reducdo da area de seccgdo transversa das fibras do musculo séleo. Em conjunto, esses
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resultados sugerem que o consumo de dieta hiperlipidica na fase adulta contribui para o

desenvolvimento da obesidade sarcopénica.
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