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Ticking away the moments that make up a dull day
You fritter and waste the hours in an offhand way
Kicking around on a piece of ground in your home town

Waiting for someone or something to show you the way

Tired of lying in the sunshine
Staying home to watch the rain
You are young and life is long
And there is time to kill today
And then one day you find

Ten years have got behind you
No one told you when to run

You missed the starting gun

And you run and you run to catch up with the sun, but it's sinking
And racing around to come up behind you again

The sun is the same in a relative way, but you're older

Shorter of breath and one day closer to death

Every year is getting shorter

Never seem to find the time

Plans that either come to naught

Or half a page of scribbled lines

Hanging on in quiet desperation is the english way
The time has gone, the song is over

Thought I'd something more to say

Home, home again

I like to be here when I can

And when | come home cold and tired

It's good to warm my bones beside the fire
Far away, across the field

The tolling of the iron bell

Calls the faithful to their knees

To hear the softly spoken magic spells
(Pink Floyd)



RESUMO

A desnutricdo proteica acarreta efeitos negativos de curto e longo prazo no
funcionamento dos mais variados tecidos. Desta maneira, o presente estudo teve
como foco avaliar as modulagdes frente aos parametros bioquimicos, teciduais,
nutricionais, capacidade adaptativa e manutencéo de cargas de treinamento aerobico,
resposta metabdlica frente ao exercicio fisico, resisténcia a tracdo muscular, sendo
essas caracteristicas associadas ou ndo com a fotobiomodulacdo, tanto em animais
que passaram pelo processo de desnutricdo proteica e recuperagao nutricional, como
em animais que se alimentaram de dieta normoproteica. Para tanto, ratos da linhagem
Wistar, desmamados no 21° dia de vida, foram randomicamente divididos em 8
grupos, e assim denominados: controle (C), controle treinado (CT), controle treinado
e lesionado (CTL), controle treinado e irradiado (CTLa), controle treinado lesionado
e irradiado (CTLLa), desnutrido recuperado (DR), desnutrido recuperado treinado
(DRT), desnutrido recuperado e lesionado (DRTL), desnutrido recuperado treinado
e irradiado (DRTLa), desnutrido treinado lesionado e irradiado (DRTLLa). A analise
estatistica foi precedida pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk, em seguida
houve comparagdes inter e intra-grupos, para isso foi aplicado teste de analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA) de comparag¢des multiplas, sequido pelo
teste de Sidak para dados paramétricos, sendo considerado o valor critico de p<0,05
para significancia estatistica. A condicdo de desnutricdo proteica, quando delineado
nos estagios iniciais e criticos de desenvolvimento pode acarretar em alteragcdes nos
marcadores biologicos, 0s quais podem ser recuperados com a dieta normoproteica,
porém como a deformacdo do tecido muscular, a conducdo elétrica cardiaca e
parametros sanguineos podem néo ser recuperados. Ainda, os efeitos terapéuticos da

fotobiomodulagdo favorece a condicdo energética frente ao exercicio fisico, como



melhora a resisténcia de tracdo muscular e aumentar as reservas de glicogénio,
podendo ser um bom instrumento a ser utilizado para melhora da performance, quanto

para prevencdo e recuperacado de lesdes.

Palavras-chave: desnutricdo proteica, fotobiomodulagdo, exercicio, recuperacédo

nutricional, lesdo muscular, ratos.
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ABSTRACT

Protein malnutrition has negative short- and long-term effects on the functioning of
the most varied tissues. In this way, the present study focused on the evaluation of
the biochemical, tissue and nutritional parameters, adaptive capacity and
maintenance of aerobic training loads, metabolic response to physical exercise,
muscular tensile strength, being these characteristics associated or not with the laser
therapy, both in animals that underwent the process of protein malnutrition and
nutritional recovery, as in animals that were fed a normoprotein diet. For this
purpose, Wistar rats, weaned on the 21st day of life, were randomly divided into 10
groups, so-called: control (C), trained control (CT), trained and injured control
(CTL), trained and irradiated control (CTLa), trained and irradiated trained control
(CTLLa), recovered malnourished (DR) trained recovered malnourished (DRT),
recovered and injured malnourished (DRTL), trained and irradiated recovered
malnourished (DRTLa), trained injured and irradiated recovered malnourished
(DRTLLa). Statistical analysis was performed by the Shapiro-Wilk normality test,
followed by intra and intra-group comparisons, for which two-way ANOV A was used
for multiple comparisons, followed by the Sidak test for parametric data, for non-
parametric data the Kruskal-Wallis test was performed followed by the Dunn test,
considering the critical value of p <0.05 for statistical significance. The condition of
protein malnutrition when delineated in the early and critical stages of development
may lead to changes in biological markers, which can be recovered with the
normoprotein diet, but as deformation of muscle tissue, cardiac electrical conduction
and blood parameters may not be recovered. Still, the photobiomodulation seems to

favor the energetic condition in the physical exercise, such as improving muscular
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tensile strength and increasing glycogen reserves and may be a good instrument to

be used for performance improvement, as well as for injury prevention and recovery.

Keyword: protein malnutrition, laser therapy, exercise, nutritional recovery, muscle

injury, rats.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A desnutricdo € definida como uma condicdo na qual o organismo apresenta
desequilibrio e/ou deficiéncia energética dos reconhecidos macro nutrientes como
proteinas, carboidrato e/ou lipideos e/ou micronutrientes (GURMINI et al., 2005;
LOCHS et al., 2006). Essa condicao é capaz de gerar diferentes magnitudes no que
diz respeito a deficiéncia da estatura e massa corporal, podendo extrapolar para um
déficit no desenvolvimento neuropsicomotor (WHO, 2018). Sendo que o exercicio
fisico concomitante a propria ingestdo proteica equilibrada, sdo considerados como
componentes primordiais para otimizacdo da funcdo muscular ao longo do processo
de envelhecimento (DEUTZ et al., 2014).

Neste contexto, a deficiéncia ou falta de aquisicdo ou absorgdo de nutrientes,
principalmente, proteinas, é denominada desnutri¢cdo proteica, sendo que a mesma
pode estar associada com uma baixa ingestdo de carboidratos, sendo que nesse caso
se caracterizaria como desnutricdo energético-proteica (SIZER, 2003).

Ainda, independentemente do tipo de desnutricdo proteica, ha o
comprometimento da massa e estatura corporal, sendo presente em maior ou menor
magnitude, caracterizando a importancia dos indicadores antropométricos para o
diagnostico da desnutricdo infantil (WHO, 2018).

Os valores antropométricos mais utilizados sdo a propria massa e estatura
corporal tendo como comparativo os dados esperados para a idade relacionada. Desta
maneira, a desnutricdo proteica tem a seguinte classificacdo: primeiro grau, quando
ha deficiéncia ponderal de 10-24%, segundo grau, quando a deficiéncia ponderal é
de 25-40%; terceiro grau, quando a deficiéncia ponderal é superior a 40%, podendo
apresentar edema de forma independente da massa corporal (GOMEZ SANTOS,
2016).

A condicdo crbnica de privacao nutricional, se enquadrando na desnutri¢do de
terceiro grau, reconhecidamente, apresenta potencial para induzir as diferentes
sindromes relacionadas, sendo estas, denominadas marasmo, Kwashiorkor ou
Kwashiorkor marasmico (RYTTER et al., 2015).

Caracteristicamente, na desnutricdo proteica denominada marasmo, a
deficiéncia alimentar é oriunda de uma insuficiéncia caldrica, gerando uma
diminuicdo grave no tecido musculo esquelético, com perda dos estoque de gordura

corporal, principalmente de gordura subcutanea, pele seca e fina, cabelo fragil,
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ulceras, dificuldade de cicatrizacdo tecidual, diarreia, sistema imunoldgico
comprometido, sendo esta a condicdo mais comum (SIZER, 2003; ALVES;
DAMASO; DAL PAI, 2008).

A palavra Kwashiorkor é decorrente de um dos dialetos de Gana, tendo como
significado “espirito mau que infecta o primeiro filho quando o segundo nasce”,
sendo que tal interpretacdo é justificada pelos altos indices de desnutrigdo que o pais
sofre (SIZER, 2003).

Assim, a desnutricdo proteica denominada de Kwashiokor € caracterizada pela
deficiéncia alimentar de proteinas e ingestdo normal ou elevada de carboidratos, desta
maneira o consumo calorico pode se apresentar adequado, porém ira gerar diminuicdo
da massa e estatura corporal, do tecido muasculo esquelético, porém com aumento ou
preservacdo da gordura corporal, podendo gerar esteatose hepatica, Ulceras de dificil
cicatrizacdo, diarreia, notoria perda de apetite, sendo de classificacdo edematosa
(SIZER, 2003; ALVES; DAMASO; DAL PAI, 2008).

Por fim, se caracteriza como desnutricdo Kwashiokor marasmo, a deficiéncia
alimentar provida da insuficiéncia proteica e de fontes alimentares relacionadas
primariamente com o proprio fornecimento de energia, ainda sera classificada como
edematosa (SIZER, 2003; ALVES; DAMASO; DAL PAI, 2008).

Ainda, por mais que dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostrem
que as taxas de mortalidade infantil vém diminuindo ao longos dos anos, sendo que
o principal fator da mortalidade é a desnutricdo, a sobrevivéncia infantil continua a
ser preocupacdo permanente (WHO, 2018).

A OMS considera que a taxa de mortalidade infantil € um indicador-chave do
bem-estar das criancas de uma dada populacdo frente as condi¢Bes nutricionais
(WHO, 2018). Assim, 20% da incidéncia da mortalidade infantil ocorre em criancas
com idade inferior a 5 anos, podendo ser decorrente da baixa massa e estatura
corporal ao nascer, associada a desnutri¢do, sendo que esses fatores somados com
baixa infraestrutura geral o valor referido (WHO, 2018). Ainda, entre 1990 e 2013,
cerca de 223 milhdes de criangas morreram antes de completar o primeiro ano de vida
(WHO, 2018).

Frente as elevadas taxas de mortalidade infantil decorrente da desnutricéo,
tem sido enaltecido o uso de animais para realizar pesquisas experimentais,
demonstrando as importantes funcionalidades da correta ingestdo e digestdo das

proteinas para a homeostasia celular, sendo que sua restricgdo pode modular
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negativamente o funcionamento e/ou desenvolvimento dos mais variados tecidos
(GURMINI et al., 2005; PRADA; MACEDO; MELLO, 2007; VOLTARELLI;
GOBATTO; MELLO, 2007; PEZOLATO et al., 2013a, 2013b, 2015; JERONIMO et
al., 2016; LOPES et al., 2017).

Os estudos que se propuseram a induzir uma deficiéncia na ingestdo de
proteinas nos estagios iniciais e criticos do desenvolvimento, observaram
modificacOes estruturais no tecido cardiaco, como a diminui¢do da massa absoluta
do miocardio, do ventriculo direito, menor pressdo maxima desenvolvida ao final da
sistole, deficiéncia na absorcao de proteinas, diminuicdo na contagem dos eritrécitos,
da manutencdo dos hematdcritos, menor ligacdo da insulina aos seus receptores
especificos nos proprios eritrécitos, diminuicdo dos leucdcitos totais circulantes, dos
linfocitos T associado a manutenc¢do da contagens dos linfocitos B e células Natural
Killers, diminuicdo do acido desoxirribonucleico mitocondrial, do glicogénio
diafragmatico, ventricular, no gastrocnémio vermelho e aumento de glicogénio no
cortex cerebral(CORTES-BARBERENA et al., 2008; ASSOCIACAO SERGIPANA
DE CIENCIA et al., 2014; PEZOLATO et al., 2017).

Ainda, estudos que se propuseram a avaliar os efeitos da recuperacédo
nutricional ap6s a inducdo da desnutri¢do proteica nos estagios iniciais e criticos do
desenvolvimento dos animais experimentais, tem demonstrado, recuperagdo total,
parcial, ou mesmo nenhum indicio de recuperacdo no que diz respeito ao
funcionamento e/ou desenvolvimento dos mais variados tecidos (RENNO et al.,
2011; PEZOLATO et al., 2013a, 2015; JERONIMO et al., 2016; PERTILLE et al.,
2016; LOPES et al., 2017), realcando a importancia das proteinas para a manutencao
da homeostasia celular.

Considerando a persisténcia das elevadas taxas de desnutricdo, € necessario o
melhor entendimento dos efeitos da privacdo de proteinas no organismo e as
subsequentes desordens fisioldgicas associadas.

Essa desnutricdo proteica, quando ocorre nos primeiros estagios do
desenvolvimento, acarreta em baixa estatura e altura corporal, os quais sao
importantes indicadores antropométricos em associa¢do aos indicadores bioquimicos
para o diagndstico do referido quadro, assim, a classificacdo da desnutri¢do grau | é
quando ha uma diferenca ponderal de 10-24%, de grau Il, 25-40%, sendo que acima
disto se enquadraria em grau 11l (GUERI; GURNEY; JUTSUM, 1980). Vale ressaltar

que as sindromes denominadas marasmo, Kwashiorkor ou Kwashiorkor marasmico
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sdo interpretadas como manifestagfes extremas da desnutri¢cdo proteica de terceiro
grau (RYTTER et al., 2015).

Caracteristicamente, a desnutricdo proteica denominada marasmo é a
deficiéncia alimentar provinda, primariamente, de uma insuficiente ingestdo calorica
total, associada a ingestdo nutricional desequilibrada, sendo relacionada, diretamente
com o fornecimento de energia, no caso, carboidratos (SIZER, 2003). Essa sindrome
é caracterizada por deficiéncia severa da massa e estatura corporal, com diminuicdo
grave do tecido musculo esquelético e perdas dos estoques de gordura corporal, pele
fina e seca, redundantes sobras cutaneas, cabelo facilmente arrancado, Ulceras
frequentes de dificil cicatrizacéo, diarreia, notoria diminuicdo da competéncia do
sistema imunoldgico, predispondo a infecgdes recorrentes (SIZER, 2003).

A palavra Kwashiorkor € decorrente de um dos dialetos de Gana, pais
localizado no continente africado, tendo como significado “espirito mau que infecta
o primeiro filho quando o segundo nasce”, sendo que essa deficiéncia nutricional é
provinda por dietas com elevada ingestdo de carboidratos, porém com baixa ingestao
proteica, paralelamente a baixa qualidade das proprias proteinas, sendo que, nesse
caso, o consumo caldrico total pode apresentar-se adequado (SIZER, 2003). Desta
maneira, ela é caracterizada por baixa massa e estatura corporal, porém com menor
extensdo quando se comparada ao marasmo, havendo diminuicdo do tecido muscular,
porém com preservacdo, ou até mesmo, aumento da gordura corporal, levando a uma
estenose hepatica, pele seca, Ulceras frequentes, notoria perda de apetite, sendo de
classificacdo edematosa (SIZER, 2003).

Em paralelo existe a sindrome denominada marasmo com a Kwashiorkor,
pode-se interpretar a primeira como apresentado forte relacdo com a inanicao,
culminando na utilizacdo dos depositos de gordura bem como das proteinas do
tecidos musculoesquelético para manutencdo da sintese de carboidratos e,
consequentemente, da glicemia, sendo a segunda, como decorrente da ingestdo
insuficiente de proteinas paralelamente a ingestdo levada de carboidratos (SIZER,
2003).

Visto as consequéncias geradas pela restricdo de aminoacidos nas primeiras
fases de desenvolvimento corporal, notoriamente, ha poucos estudos que se
propuseram héa avaliar os efeitos do exercicio fisico ap0s a recuperacdo nutricional.
Os principais achados destas pesquisas foram uma alteracdo na cinética de lactato
frente ao esforgo agudo (VOLTARELLI; GOBATTO; MELLO, 2007), com
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adaptacao decorrente do treinamento cronico a cinetica do lactato dada a uma carga
de esforco (SANTHIAGO et al., 2006). Ademais, foi observada resposta da glicemia,
insulina, proteinas totais e albumina, similar oxidacdo de glicose, porém, menor
captacdo de glicose no musculo, maior utilizacdo de glicogénio hepatico, menor
mobilizacdo dos lipideos hepaticos (ALMEIDA; MELLO, 2004).

Ainda, € notorio o retardo do desenvolvimento da massa corporal, porém, ha
recuperacdo total do tamanho quando houve treinamento fisico crénico(DE
SANTANA MUNIZ et al., 2013). Esses exercicios fisicos feitos de maneira continua
geraram aumento dos valores glicémicos na condicdo basal (PRADA; MACEDO;
MELLO, 2007), manutengdo da concentracdo de colesterol total, triglicerideos bem
como das fragdes de HDL, LDL e VLDL (MUNIZ et al., 2013).

Visto que o exercicio fisico pode gerar adaptacdes positivas nos animais que
passaram por uma dieta hipoproteica, basta saber se outros recursos podem auxiliar
no processo de recuperagdo. Um dos recursos utilizados para melhora do desempenho
fisico é a fotobiomodulacdo, porém pouco se sabe dos seus efeitos quando um
individuo passou por uma desnutri¢do proteica.

Desta maneira, pode ser que a fotobiomodulacdo, quando associada ao
exercicio fisico possa acelerar o processo de recuperacdo dos efeitos deletérios da
desnutricdo, uma vez que esse recurso é capaz de melhorar a performance aerobica,
reduzindo o estresse oxidativo, diminuindo o indice de fadiga (DE MARCHI et al.,
2012), diminuindo o nivel sérico de lactato (ASSIS et al., 2015), aumentando o
processo da angiogénese (ADABBO et al., 2016), estimulando as células satélites
(FERRARESI; HAMBLIN; PARIZOTTO, 2012), aumentando a forca muscular
(FERRARESI; OLIVEIRA; ZAFALON, 2011), diminuindo o0s marcadores
inflamat6rios (ZAGATTO et al., 2016).

Assim, é necessario que pesquisas desmistifiquem se a fotobiomodulacéo,
associada ou ndo ao exercicio fisico poderia auxiliar na recuperacdo do tecido
musculoesquelético em situacdo de desnutricdo e recuperacao nutricional.

E presumivel sugerir que, um inadequado funcionamento e desenvolvimento
dos tecidos previamente citados decorrente de uma condicdo de desnutricdo ou
desnutricdo e subsequente recuperacdo proteica, delineada, primariamente nos
estagios inicias e criticos do desenvolvimento de ratos, pode ser adicionalmente
modulado de forma negativa, quando o exercicio fisico € prescrito sem adequado

controle de carga de treinamento e condic¢éo nutricional.
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Desta maneira, esta pesquisa visa sanar algumas lacunas no que diz respeito
sobre o funcionamento metabdlico frente ao exercicio fisico, associado ou ndo a
fotobiomodulagcdo em ratos desnutridos e recuperados nutricionalmente, ainda,
quantificando os valores referentes a resisténcia muscular frente uma tracédo, visando
esclarecer se a condicdo de desnutri¢do possa afetar a incidéncia e recuperacdo das

lesGes musculares.
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HIPOTESES
As hipoteses da presente tese sdo:

1. A desnutricdo proteica seguida de recuperagdo nutricional pode deixar
sequélas que possam limitar o desempenho fisico, as quais podem ser
revertidas através do uso da FBM.

2. A lesdo muscular pode ser tratada ao realizar um programa de
treinamento periodizado juntamente, ou ndo, com o uso da FBM, tanto
em animais que consumem dieta normoproteica, guanto em animais que
foram desnutridos e recuperados nutricionalmente.

3. A desnutricdo proteica pode gerar rastros negativos na funcionalidade
cardiaca, assim, o treinamento fisico aerdbico seria capaz de reverter tais
consequéncias, quando o treino for associado, ou ndo, com o uso da
FBM.

OBJETIVO GERAL
Considerando que a desnutricdo proteica gera sequelas no metabolismo
energético, na condicdo cardiaca, nos marcadores bioguimicos sanguineos, na
deformacdo muscular, esta tese tem como objetivo averiguar se a FBM ¢é capaz de
reverter, ou minimizar tais efeitos, assim como o treinamento periodizado possa

alterar essas sequelas.

OBETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o perfil de crescimento dos animais, assim como 0 peso dos
orgdos, tanto no ambiente de desnutricdo e recuperacdo nutricional,

guanto no ambiente com ingesta normoproteica.
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. Avaliar a cinética do lactato frente ao exercicio fisico em animais que
passaram por desnutricdo, definindo o limiar de lactato para exercicios
aerdbicos.

. Avaliar a cinética de lactato frente ao exercicio fisico associado a FBM.
. Avaliar as reservas de glicogénio frente a desnutricdo e recuperagdo
nutricional, tanto no ambiente de treinamento fisico de longa duracéo,
associado ou ndo a FBM, como também com les6es musculares.

. Avaliar se a desnutricdo proteica seguida da recuperacdo nutricional pode
acarretar em sequelas no que diz respeito da resisténcia muscular frente a
um teste de tracdo mecanico.

. Avaliar se a FBM é capaz de melhorar a resisténcia muscular a tragéo,
como também a deformacgdo muscular.

. Avaliar o perfil eletrocardiografico em animais que passaram por
desnutricdo proteica e recuperacao nutricional e averiguar a resposta do

exercicio fisico, associado ou ndo a FBM, nesses parametros.
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RESUMO

A subnutricdo, mais comumente conhecida como desnutri¢do, é definida
como uma condicdo na qual o organismo apresenta desequilibrio e/ou deficiéncia
energética. Estudos experimentais que avaliam as condi¢es do exercicio fisico em
organismos subnutridos tem sido destacado na literatura com o objetivo de avaliar o
impacto dessa condicdo na recuperacgdo proteica e na performance do exercicio. Este
estudo buscou avaliar o impacto da subnutricio no exercicio fisico aerobico
associado ou ndo a fotobiomodulacdo (PBM), sendo este recurso amplamente
discutido na literatura sobre seus efeitos no exercicio fisico. Sessenta e trés ratos
Wistar foram utilizados, sendo divididos em seis grupos, controle (C), controle
treinado (CT), controle treinado e irradiado pela PBM (CTLa), desnutrido recuperado
(DR), desnutrido recuperado treinado (DRT), desnutrido recuperado e irradiado pela
PBM (DRTLa). Foi utilizada esteira ergométrica para 0s grupos treinados e um laser
infravermelho (780nm) para os grupos irradiados. As avaliagdes realizadas foram
determinacdo da performance fisica, determinacdo de lactato e concentracdo de
glicogénio. Para a performance fisica foi observado que os grupos irradiados
apresentaram resultados superiores aos demais grupos e com relacdo ao nivel de
lactato os grupos treinados associados ou ndo a PBM, apresentaram valores
superiores aos demais. Na avaliacdo do glicogénio hepético foi observado melhores
resultados para os grupos que passaram pelo processo de desnutricdo treinados
associados ou ndo a PBM. Assim este estudo demonstrou que os efeitos deletérios da
desnutricdo podem ndo interferir na performance fisica e que a associacdo da PBM

com o exercicio é capaz de melhorar a resisténcia do individuo.

Palavras-Chave: desnutricdo, exercicio, fotobiomodulacéo
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ABSTRACT

Malnutrition is defined as a condition in which the body is unbalanced and/or
energy deficient. Experimental studies that evaluate the conditions of physical
exercise in undernourished organisms have been highlighted in the literature with the
objective of evaluating the impact of this condition on the protein recovery and
exercise performance. This study aimed to evaluate the impact of malnutrition on
aerobic physical exercise associated or not with Photobiomodulation (PBM), being
this resource widely discussed in the literature about its effects on physical exercise.
Sixty-three Wistar rats were divided into six groups, control (C), trained control (CT),
trained and irradiated control by PBM (CTLa), Recovered malnourished (DR),
recovered malnourished trained (DRT), malnourished recovered and irradiated by
PBM (DRTLa). An Ergometric treadmill was used for the trained groups and an
infrared laser (780nm) for the irradiated groups. The evaluations were determination
of physical performance, determination of lactate and glycogen concentration. For
the physical performance it was observed that the irradiated groups presented
superior results to the other groups and in relation to the lactate level the trained
groups associated or not the PBM presented values higher than the others. In the
evaluation of the hepatic glycogen, better results were observed for the groups that
underwent the process of malnutrition trained with or without PBM. Thus, this study
demonstrated that the deleterious effects of malnutrition may not interfere with
physical performance in trained individuals and that the association of PBM with

exercise is capable of improving the individual’s resistance.

Keywords: malnutrition, exercise, photobiomodulation
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INTRODUCAO

A subnutri¢do, mais comumente conhecida como desnutrigédo, é definida como
uma condicdo na qual o organismo apresenta desequilibrio e/ou deficiéncia
energética dos reconhecidos macronutrientes como proteinas, carboidratos e/ou
lipideos e/ou micronutrientes (LOCHS et al., 2006). Tal condicdo, induz
diferenciadas magnitudes no que diz respeito a deficiéncia da massa e estatura
corporal bem como retardo no desenvolvimento neuropsicomotor (WHO, 2018) e
outras alteracbes clinicas associadas ao proprio desequilibrio e/ou deficiéncia
energética (DEUTZ et al.,, 2014; RYTTER et al., 2015; BOURKE; BERKLEY;
PRENDERGAST, 2016; WHO, 2018).

Essas sequelas podem sofrer alteraces quando é associado o exercicio fisico
concomitante a propria ingestdo proteica equilibrada, os quais sdo considerados como
componentes primordiais para a otimizacao da funcdo muscular ao longo do processo
de desenvolvimento corpdreo na infancia (DEUTZ et al., 2014).

Em meio a preocupacdo frente as elevadas taxas de mortalidade infantil,
decorrentes da desnutricdo, recentemente demonstradas pela World Health
Organization (WHO) (ORGANIZATION, 2018), tem sido enaltecido em diversos
estudos com animais experimentais que as proteinas sdo constituintes importantes
para a homeostasia celular, sendo que, a deficiéncia na ingestdo e/ou absor¢éo via
estabelecimento de uma condicdo de desnutricdo delineada primariamente nos
estagios iniciais e criticos do desenvolvimento, potencialmente modula de maneira
negativa o funcionamento e/ou desenvolvimento dos mais variados tecidos
(PEZOLATO et al., 2013; JERONIMO et al., 2016; LOPES et al., 2017; WHO,
2018).

Os estudos que se propuseram a avaliar os efeitos da recuperagdo proteica
subsequente a condicao de desnutricdo delineada primariamente nos estagios iniciais
e criticos do desenvolvimento em animais experimentais, tem demonstrado,
recuperacdo total, parcial ou até mesmo nenhum indicio de recuperacdo no que diz
respeito ao funcionamento e/ou desenvolvimento dos mais variados tecidos
(PIMENTEL et al., 2013; PEZOLATO et al., 2015; JERONIMO et al., 2016;
PERTILLE et al., 2016; LOPES et al., 2017).

Poucos tiveram como foco o impacto do exercicio fisico sobre as modulagdes

agudas e/ou adaptagdes cronicas frente as referidas condi¢fes nutricionais, e, ainda
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assim, ndo inferindo nenhuma analise no que diz respeito as possiveis estratégias
relacionadas a fotobiomodulagdo em associagdo ao exercicio.

Essa desnutricdo proteica quando inserida nos estagios iniciais do
desenvolvimento, por mais que haja recuperacdo nutricional, gerou consequéncias de
menor captacdo de glicose no musculo s6leo, menor mobilizacdo dos lipideos
hepaticos e da albumina apos esfor¢o agudo, porém houve a normalizacdo do peso e
tamanho corporal (OLIVEIRA et al.,, 2015). No entanto, ndo ha estudos que
realizaram uma comparacdo do desempenho fisico de animais que passaram pelo
processo de desnutricdo e recuperacdo nutricional com animais que se alimentaram
com dietas normoproteica.

Ja a fotobiomodulacdo (FBM), vém sendo utilizada na prética clinica para
melhora da resisténcia muscular a fadiga frente a atividade fisica, mostrando
diminuicdo de marcadores de dano muscular creatina quinase (CK), do lactato
desidrogenase (LDH), do aumento de estimulagdo mitocondrial, principalmente da
citocromo C Oxidase, melhorando os indices de fadiga muscular e desempenho
fisico, principalmente, aerébico (FERRARESI; HAMBLIN; PARIZOTTO, 2012).
Ainda, ndo ha estudos demonstrando o efeito da fotobiomodula¢do em um organismo
afetado pela desnutricdo proteica.

Esse estudo teve como objetivo averiguar se a desnutricdo proteica, seguida
de uma recuperagdo nutricional pode deixar lastros agravantes na performance
durante a atividade fisica aerdbica e caso haja, mensurar se a FBM é capaz de
melhorar o perfil metabdlico, consequentemente, o desempenho fisico tanto na

condicgéo de dietas hipoproteicas quanto normoproteicas.

MATERIAL E METODOS

Animais Experimentais

Foram utilizados 70 ratos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var, albinus,
Rodentia, Mamalia), desmamados no 21° dia de vida, provenientes da empresa
Anilab® (Paulinia-SP). Os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas coletivas
contendo 5 e 7 animais por gaiola para os animais submetidos a adequada condicao
nutricional proteica e aos animais submetidos a condicao de desnutrigdo/recuperacao

proteica, respectivamente.
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Ademais, os animais receberam agua e racao ad libitum e foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada de 23 + 2 °C e iluminagdo adequada, ciclo
claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a partir das 6:00 horas. Ressalta-se que, com
relacdo a limpeza das gaiolas, foi adotado o procedimento de se transferir pequena
porcdo do material da gaiola suja (maravalha com fezes e urina) para a gaiola limpa,
sendo em seguida, adicionada mais maravalha limpa e realizada a homogeneizacao
da maravalha objetivando a manutencao das marcas olfatdrias e consequentemente a
estabilidade da hierarquia social dos animais em cada gaiola, reduzindo possiveis
picos de estresse (RODRIGUES et al., 2013).

Ainda, durante todo o periodo experimental, os animais foram
continuamente expostos de forma sistematica/organizada a diferenciadas condigdes
de ambiente enriquecido, considerando orientagcdes previamente publicadas
(RODRIGUES et al., 2013), a fim de minimizar a monotonia da confinacdo e
proporcionar maior possibilidade de interacBes naturais da espécie no que diz
respeito as questdes ambientais e sociais. Reconhecidamente, a condi¢do de ambiente
enriquecido, apresenta potencial para minimizar o nivel de estresse e,
consequentemente, aumento das possibilidades de obtencdo de animais mais estaveis
com relacdo aos parametros fisioldgicos e psicoldgicos (SIMPSON; KELLY, 2011),
assegurando melhores resultados cientificos.

Os animais foram tratados de acordo com as recomendacdes do Guide for
Care Use of Laboratory Animals (National Research Council, 1996), sendo o trabalho
aprovado pela Comissdo de Experimentacdo Animal da Universidade Metodista de
Piracicaba (UNIMEP) sob protocolo de numero 04/16.

Grupos Experimentais

Apo6s o periodo de desmame dos animais, 0s mesmos foram aleatoriamente
divididos em 10 grupos, contendo 7 animais em cada, assim denominados: Controle
(C), Controle 45 dias (C45), Controle 90 dias (C90), Controle Treinado (CT),
Controle Treinado e Irradiado (CTLa), Desnutrido 45 dias (DR45), Desnutrido
Recuperado 90 dias (DR90), Desnutrido Recuperado (DR), Desnutrido Recuperado
Treinado (DRT), Desnutrido Recuperado e Irradiado (DRTLa).

Desenho Experimental
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Inicialmente os grupos C45, C90, C, CT, CTLa passaram pela dieta
normoproteica (AN 93 M 14%) durante todo o experimento e 0s grupos DR45, DR90,
DR, DRT, DRTLa, passaram por uma dieta hipoprotéica (AN 6%) por 45 dias,
causando o estado de desnutricdo proteica e foram recuperados com dieta
normoprotéica durante 45 dias.

Os grupos C45 e DR45 passaram pelas coletas no dia 45 de experimento,
sendo que os grupos C90 e DR90, passaram pelas coletas no dia 90 de experimento.

Os grupos CT, CTLa, DRT e DRTLa, ao atingirem o 83° dia de experimento,
0S grupos passaram por um protocolo de adaptacdo na esteira e, posteriormente, por
um programa de treinamento fisico, o qual se inicia no dia 90° e dura 36 dias.

Os grupos CTLa e DRLa receberam irradiacdo de laser de baixa intensidade
apoés cada sessdo de treinamento. Vide Figura 1 para melhor visualizacdo do desenho

experimental.

| Periodo de adaptacdo

m I'LE | Perlodo de treino |
I

AN 93 M (14%) (6%) : ] :
-C == DR — { 1 > T
11 — I Analises: Teste de
= CT = DRT :—::| Treino fisico |:—:—> exaust3o,
—— | ,
CTla + DRTLa T—TT Tremc.) f(lismo —l—|—> hematocn:cos,
| 1 aSs0Clado como 1 I Iactato apos
PBEM 1 ~
i | | exaustio,
LI . | glicogénioe
Dias 0 45 83 90 118 126 | MFEL

Periodo de recuperacdo
nutricional

Andlise de glicogénio e Analise de glicogénio,
hematécritos hematdcritos e MFEL.

Figura 1 - Desenho experimental, seguindo uma linha temporal com as anélises que foram realizadas
em cada momento.

Protocolo de Desnutricdo e Recuperacdo Nutricional

Os animais dos grupos C45, C90, C, CT e CTLa foram alimentados com
dieta normoproteica AIN 93 M, contendo 14% de proteina, enquanto os animais dos
grupos DR45, DR90 DR, DRT, DRTLa foram alimentados com dieta hipoproteica
AN contendo 6% de proteina por 45 dias, alimento comercializado pela PragSolugdes
Servigos e Comercio Ltda; CNPJ: 03.420.938/0001-59 / IE 401.091.476.112-ME.
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Posteriormente, 0s animais passaram pelo processo de recuperacdo nutricional, sendo
alimentados com dieta normoproteica AIN 93 M, contendo 14% de proteina pelo

periodo de 45 dias. As composicBes das referidas dietas estdo previamente descritas

(Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo das dietas (g/Kg) utilizadas para desnutricdo recuperacdo nutricional.

Dieta AN 93 M -14%

Dieta AN - 6% proteina (desnutricéo)

Ingredientes p/1 Kg Ingredientes
Amido de milho 465.700  Amido de milho
Caseina 140.000 Caseina

Amido dextrinizado 155.000 Amido dextrinizado
Sacarose 100.000  Sacarose

Oleo de soja 40.000  Oleo de soja

Fibra (Cel. Microcrist.) 50.000 Fibra (Cel. Microcrist.)
L-cistina 1.800 L-cistina

Cloreto colina 2.500 Cloreto colina

Mix mineral G 35.000  Mix mineral G

Mix vitaminico 10.000  Mix vitaminico

TOTAL

1000.0

TOTAL

p/1 Kg
508.000
66.000
166.500
121.000
40.000
50.000
1.000
2.500
35.000
10.000
1000.0

Esteira e Adaptacdo dos Animais

Para realizar os programas de treinamento fisico, foi utilizada uma esteira
ergométrica da marca Rebook TR2 Premierrun Treadmill® (Adidas do Brasil, Embd,
SP, Brasil), apresentando 8 raias, com marcacéo de velocidade em metros por minuto
(m/min) e inclinacdo automatica. Os animais receberam treinamento passaram pela
adaptacdo na esteira na ultima semana de recuperagdo nutricional representando os
dias 83 até o dia 90 de experimento. O protocolo de adaptacdo consistiu na colocacao
dos animais na esteira durante uma semana, sem inclinagdo, com aumento
progressivo da velocidade até alcangar 18m.min* (valor médio da primeira semana
de treinamento), com aumento progressivo do tempo de corrida até alcancar 15

minutos.
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Programa de Treinamento Fisico Periodizado com Polimento Linear

O protocolo de treinamento aerobio foi realizado diariamente, de segunda-

feira a sexta-feira, durante 36 dias, no periodo da tarde. Este protocolo apresenta

periodizacdo do volume e da intensidade obedecendo periodos de descanso ativo

(Tabela 2).

Esta graduacdo tem o intuito de possibilitar uma adaptacéo dos animais ao

treinamento, preconizando, assim, um predominio do treinamento aerdébio. Sua

intensidade foi calculada seguindo os niveis de lactato encontrado nos estudos de

Ferreira et al. (2007) e Brito-Vieira et al. (2014) e no teste de maxima fase estavel de

lactato (MFEL).

Tabela 2 - Protocolo de treinamento, demonstrando a duracéo do treino em minutos, velocidade em

metros por minuto (m.min-!) e a carga de treino.

Dia Volume Intensidade Carga de treino
' (Volume x intensidade) =
(min)
u.a.)
! 20 16 320
2 30 17 510
3 40 18 720
! 45 19 855
° 50 20 1000
6 0 ) ]
7 0 ) ]
] 60 20 1200
? 60 20 1200
10 60 20 1200
1 60 20 1200
12 60 22 1320
13 0 ) ]
14 0 ) ]
o 60 22 1320
1o 60 24 1440
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17 60 22 1320

18 60 24 1440
19 60 22 1320
20 0 - -
21 0 - -
22 60 24 1440
23 60 24 1440
24 60 24 1440
25 60 24 1440
26 60 24 1440
27 0 - -
28 0 - -
29 0 - -
30 50 24 1200
31 40 24 960
32 35 24 840
33 30 24 720
34 25 24 600
35 0 - -
36 0 - -

O inicio do treinamento foi realizado com carga de trabalho menor (10% de
velocidade e tempo predeterminados para o dia) como forma de aquecimento,

conforme previamente preconizado (SIU et al., 2003).

Fotobiomodulacéo

Foi utilizado o laser de baixa intensidade GaAlAs (MM Optics, Sdo Carlos,
SP, Brasil), sendo este calibrado e aferido antes do procedimento experimental, ,
seguindo os parametros do estudo de Brito-Vieira et al. (2012) (Tabela 3).

As irradiagdes foram realizadas de modo pontual, no ventre muscular do
tibial anterior imediatamente ap0s as sessdes do exercicios fisicos, visando aproveitar

as condigdes de “estresse fisico” e, consequentemente, de alteracdes metabdlicas do
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animal, tendo em vista maior eficacia do laser nessas condi¢cdes (FERRARESI et al.,
2015).

Todos os animais foram tricotomizados na regido em que receberam as
irradiacoes, e durante a aplicacdo foi utilizada uma manta de algoddo para conter o

animal.

Tabela 3 - Parametros de aplicacdo do laser de baixa intensidade GaAlAs

Parametros Valores
Poténcia (mW) 70
Comprimento de Onda (nm) 780
Mode de Aplicagéo Continuo
Area transversa de saida do laser (cm?) 0.04
Densidade de energia (J/cm?) 214
Tempo (s) 122
Energia (J) 8,54

Determinacdo do Peso
Semanalmente, os animais foram pesados através da balanga digital
(Industria Filizola, Sao Paulo, SP, Brasil).

Determinacdo do Desempenho Fisico

Para a determinacdo do desempenho fisico, o mesmo foi avaliado
inicialmente sob a perspectiva da méaxima fase estavel de lactato (MFEL), seguindo
0s parametros ja publicados (FERREIRA et al., 2007; BRITO VIEIRA et al., 2014)
via cinética do lactato a uma carga especifica de esforco.

A maxima fase estavel de lactato foi feita nas velocidades 20m/min,
22m/mint e 24m/min, assim era o lactato no iniciou da MFEL e a cada 5 minutos
de treino até completar 25 minutos.

Houve também a avaliacdo do desempenho fisico a partir de um teste de
exaustdo que se caracteriza nos animais realizarem exercicio fisico na esteira
ergométrica na intensidade de 20 m/min! pelo maior tempo possivel, sendo que a
exaustdo foi definida como ponto em que 0s animais estavam incapazes de continuar
a passada continua durante 1 minuto (CALDERS et al., 1999). Ao final do teste de

exaustéo foi mensurado a concentracéo de lactato sanguineo.
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Determinacdo da Concentragdo Circulante de Lactato e Hematocritos

Para a determinacdo da concentracéo circulante de lactato, foi realizada um
corte na extremidade distal da cauda dos animais, em cerca de 2 mm ao final da
mesma, sendo posteriormente procedida uma massagem na cauda no sentido do anus
até o fim da cauda, para puncionar uma gota de sangue, o qual foi coletado para
realizar a maxima fase estavel de lactato e ao final do teste de exaustdo, considerando
orientacdes previamente publicadas (RODRIGUES et al., 2013), sendo, para tanto,
utilizado um lactimetro digital portatil e respectivas fitas da marca Roche® (Produtos
Roche Quimico e Farmacéuticos, Sao Paulo, SP, Brasil), com os resultados expressos
em mmol/L.

Para a determinacdo do hematocrito foi preenchido um capilar heparinizado
da marca Perfecta®-Brasil, com aproximadamente 75% do volume total e realizada a
centrifugacdo do mesmo por 5 minutos em aparelho da marca Fanem 241® (Fanem,
Séo Paulo, SP, Brasil), com os resultados interpretados por meio da utilizacdo do
cartdo de leitura de hematocrito da marca Fanem® (Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil),
sendo os resultados expressos em porcdo relativa (%) do componente sélido do
sangue em comparagéo ao plasma. Essa metodologia foi realizada, seguindo cuidados
e especificacdes padrdo (BANFI; DOLCI, 2003).

Determinacdo do Conteudo de Glicogénio

Para coleta das amostras, os ratos foram anestesiados com mistura de
cloridrato de ketamina (Dopalen®)(Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinea, SP,
Brasil), e cloridrato de xilazina (Rompun®)(Bayer S.A., S&o Paulo, SP, Brasil), via
intraperitoneal, considerando as orientacdes previamente publicadas de 0,1mL.100g"
1 ¢ 0,07mL.100g?, respectivamente (RODRIGUES et al., 2013). Sendo confirmado
a inexisténcia de estimulos dolorosos, procedeu-se a decapitacdo e retirada dos
tecidos, os quais foram congelados no biofreezer a -70°C.

Para determinacdo do contetdo de glicogénio, ap0s o descongelamento das
amostras do figado, musculo cardiaco, diafragma, s6leo, gastrocnémio (por¢éo
branca e vermelha) e tibial anterior, as mesmas foram submetidas a digestdo em
hidroxido de potassio (KOH) 30% a quente e o glicogénio foi precipitado a partir da
passagem por etanol a quente. Entre uma fase e outra da precipitagdo, as amostras

foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos, com o glicogénio submetido a
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hidrolise acida na presenca de fenol, considerando orientacdes previamente
publicadas (LO; RUSSELL; TAYLOR, 1970a), sendo os resultados expressos em
mg/100mg de tecido umido.

Analise Estatistica

Os dados coletados foram tabulados e posteriormente analisados pelo
software estatistico “GraphPad Prism 7”. A analise estatistica foi procedida pela
aplicacdo do teste Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade.

Os dados que se demonstraram paramétricos passaram pela andlise de
variancia de uma via (one-way ANOVA), quando foi o caso, de duas vias (two-way
ANOVA) seguido do teste de Tukey, enquanto as variaveis que se demonstrarem nao
paramétricas passaram pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. Em

todos os céalculos foi fixado um nivel critico de p<0,05 para significancia estatistica.

RESULTADOS

Massa Corporal

Cvs.DR(Cvs.CT|Cvs. DRT (Cvs. CTLa |Cvs. DRTLa |DRvs. CT (DR vs. DRT DR vs. CTLa DR vs. DRTLa |CTvs. DRT |CT vs. CTLa |CT vs. DRTLa |DRT vs. CTLa
valor 0 >09 >09 >09 >0,9 >09 >09 >09 >09 >09 >09 >09 >09 >09
ajustado 45 | <00001| 00013 | <0,0001 | 09398 <0,0001 <0,0001 >09 <0,0001 >09 <0,0001 0,0034 <0,0001 <0,0001
de p o0 | <0,0001 | 06278 | <0,0001 | 09622 <0,0001 <0,0001 | 09976 <0,0001 0,9636 <0,0001 09773 <0,0001 <0,0001

126 |<0,0001 | 01265 | <0,0001 | <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,6952 0,0065 0,9102 <0,0001 0,002 <0,0001 <0,0001

600+

550- - C
S 500- = DR
= 450 - CT
k.
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1™
8 350 - CTlLa
& 3001 DRTL
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©
= 200-
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Figura 2 - Massa corporal dos animais ao longo do tempo juntamente com os valores ajustado de p.

Ao analisarmos a massa corporal, € visivel que houve diferenca estatica entre
0s grupos C, CT, CTLa em relacdo aos grupos DR, DRT e DRTLa, desde 45 dias até

completarem 90 dias, sugerindo que a desnutricdo ocorreu nos primeiros 45 dias de
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experimento e gque mMesSmMO (que esseS animais passem por uma recuperacao
nutricional, a massa corporal ndo é completamente recuperada (p<0,05; Figura 2),
mostrando uma diferenca de 44,71% entre o peso médio dos grupos que passaram
por desnutricdo e recuperacdo nutricional em relacdo aos que ndo passaram. Ainda,
apoés o treinamento fisico, associado ou ndo com a PBM, 0s grupos que passaram por
desnutri¢do proteica ndo se igualam aos grupos que tiverem nutricdo normal, por mais
que tenham aumentado o peso (p<0,05; Figura 2). Por fim, o CTLa teve diferenca
estatistica dos C e CT, demonstrando que a PBM influenciou diretamente na

diminuicdo da massa corporal quando associado ao exercicio (p<0,05; Figura 2).

MFEL
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Figura 3 - A: Maxima fase estavel de lactato em diferentes velocidades (20m.mint, 22m.min,
24m.min) no dia 90 de experimento. B: Maxima fase estavel de lactato no com 24m.min! no dia
126 de experimento. * p<0,05 entre 0s grupos.
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Na figura 3-A, mostra a expressdo das curvas de lactato sanguineo dos ratos
submetidos ao exercicio fisico aerdbico na esteira, ap0s a fase de adaptacdo. O teste
MLSS foi feito para adquirir o valor correto da intensidade que deveria comegar 0
treino periodizado dos animais, desta maneira foi feito trés velocidades diferentes
tanto para o grupo CT90 (controle treinado, representado o dia 90 de experimento),
quanto para o grupo DRT90 (Desnutrido e recuperado treinado, representado o dia
90 de experimento), sendo elas: 20m.min, 22m.min, 24m.min. Ao final do teste nédo
houve diferenca estatistica entre os grupos, ainda, o nivel de lactato encontrado esta
proximo a 3,87 mmMol/ml, como definido por Barro Machado et al. (2006), para
preconizar que o exercicio esta sendo aerobico.

Ja na Figura 3-B, foi feito a MFEL para averiguar que no final do periodo de
treinamento, os ratos ainda estivessem realizando exercicios aerébicos e se os valores
de Lactato sérico diminuiriam ao longo do treino. Desta maneira, ndo foi vista
diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos CT90 (24m.min) e DRT90 (24m.min)
em relacdo aos grupos que completaram o treinamento fisico aerdbico, tanto com
auxilio ou sem da PBM (CT126, CTLal26, DRT126, DRTLal26). Houve apenas
diferenca estatistica (p=0,0422) entre os CTLal26 e DRTlal26.

Nivel sérico de Hematocritos:

A porcentagem relativa do hematdcrito no sangue teve diferenca
significativa apenas ao se comparar os animais do grupo DR, DRT e DRTLa, cujo
estavam no final do processo de desnutricdo proteica, representado pelo dia 45 de
experimento, em relacdo aos grupos C, CT, CTLa (p<0,0001), demonstrando que o
nivel se hematdcritos é recuperado ao longo da recuperacao nutricional e ao realizar
atividade fisica aerobica, tanto com PBM, quanto sem, esse nivel ndo foi alterado em

nenhum dos grupos (p>0,05), como visto na Figura 4-A.

Teste De Exaustédo E Nivel De Lactato Sérico:
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Figura 4 - A: demonstra o nivel de hematdcrito no sangue (%) nos dias 45, 90 e 129 de experimento,
sendo * diferenca estatistica entre os grupos com p<0,05. B: demonstra o valor de lactato sérico
(mmol/ml) no final do teste de exaustdo, sendo * p<0,05 com diferenca estatistica em relacdo ao
grupo C90; o p<0,05 em relagdo ao grupo DRIO; B p<0,05 em relagdo ao grupo C; y p<0,05 em
relacdo ao grupo DR. C: Tempo até a exaustdo (min), sendo * p<0,05 com diferenca estatistica em
relag@o ao grupo C90; a p<0,05 em relacdo ao grupo DRIO; B p<0,05 em relagdo ao grupo C.
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No teste de exaustao (Figura 4-C), foi possivel quantificar a performance dos
animais frente ao exercicio fisico aerébico, desta maneira é visivel que 0s grupos
sedentarios C e DR, tiveram resultados com diferenca significativa em relacdo aos
grupos treinados (p<0,0001 em relacdo a essas comparacdes), demonstrando
resultados de baixa performance aerdbica, sendo que ao final do teste, quando foi
feita a andlise de lactato (Figura 4-B). Este estava com valores elevados (acima de
3,87 mmMol/ml) nos grupos C90, DR90, C e DR, demonstrando que o exercicio
estava sendo anaerobico. Ainda, por mais que no teste de exaustdo nao apresente
diferenca estatistica entre o grupo C e DR, os niveis de lactato do DR foram menores
(C vs DR; p=0,0019).

Ainda, o teste de exaustdo (Figura 4-C) demonstrou que os grupos CT e DRT
ndo apresentaram diferenca estatistica (p=0,963), nem no nivel sérico de lactato
(p>0,999) (Figura 4-B), sugerindo que a desnutricdo seguida da recuperacao
nutricional ndo influéncia os resultados relacionados a performance aerobica.

Finalmente, os grupos CTLa e DRTLa, demonstram que a irradiacdo pode
melhorar a performance, visto que apresentaram resultados estatisticamente
significativos em relacdo aos grupos CT e DRT (CT vs CTLa; p= 0,0031, com
melhora de 78,65% e DRT vs DRTLa; p= 0,0154, com melhora de 63,68%), no teste
de exaustdo (Figura 4-C). Vale ressaltar que ndo foi demonstrado diferenca

significativa ao se comparar o nivel de lactato destes grupos (Figura 4-B).
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Tabela 4 - Glicogénio dos tecidos musculoesquelético, coragdo e figado em mg/100mg.

Grupos Coragéo GB GV Soleo lelél Diafragma  Figado
anterior
C45 0,34+0,09 0,22+0,19 0,33+0,7 0,57+0,25 0,50+0,19 0,28+0,12 3,35%0,71
DR45 0,12+0,01 0,17+0,08 0,15+0,01 0,13+0,02 0,15+0,01 0,1+0,01 0,92+0,09
C90 0,13+0,01 0,58+0,08 0,38+0,02 0,34+0,01 0,36+0,02 0,14+0,01 2,97+0,33
DR90  0,27+0,02 0,33+0,03 0,56+0,12 0,58+0,09 0,42+0,06 0,44+0,08 3,65+0,60
C 0,17+0,01 0,33+0,05 0,33+0,06 0,37+0,02 0,32+0,05 0,16+0,04 2,62+0,07
DR 0,24+0,03 0,43+0,04 0,34+0,03 0,46+0,05 0,38+0,03 0,25+0,02 2,96+0,73
CT 0,16+0,01 0,19+0,04 0,16+0,02 0,14+0,01 0,05+0,02 0,1+0,02 0,9+0,04
DRT 0,22+0,03 0,17+0,02 0,21+0,03 0,25+0,04 0,20+0,03 0,10+0,02 2,04+0,09
CTLa 0,18+0,02 0,3+0,01 0,39+0,01 0,38+0,03 0,39+0,05 0,26+0,09 1,3+0,14
DRTLa 0,24+0,03 0,27+0,02 0,41+0,04 0,41+0,04 0,41+0,03 0,28+0,09 2,51+0,20

Os valores sdo expressos em média + desvio padrdo. Gastrocnémio Branco (GB), gastrocnémio
vermelho (GV).

Inicialmente, o glicogénio do miocardio (Tabela 4) se apresentou baixo no
DR45 em relagdo ao C45 (p=0,0008), demonstrando que a desnutri¢cdo proteica gera
efeitos deletérios no metabolismo cardiaco. No entanto, a recuperacdo nutricional foi
feita e ndo houve diferenca entre os grupos C90, DR90, C e DR (p>0,05).

N&ao houve diferenca estatistica em relacdo ao glicogénio do cora¢do nos
entre os grupos C, CT, CTLa, DR, DRT e DRTLa (Tabela 4).

Em relacdo ao musculo gastrocnémio (branco e vermelho), tibial anterior,
soleo e diafragma, foi visto que valores baixos e estatisticamente significativos
(p<0,05) quando se comparou 0 DR45 com o C45. No termino da recuperacao
nutricional, dado pelo dia 90 de experimento, foi possivel analisar que ndo houve
recuperacdo do glicogénio nos musculos GB, Soleo e diafragma ao se comparar o
C90 com DR90 (p<0,05). Ao contrario dos muasculos GV e tibial anterior (p>0,05)
(Tabela 4).

Gastrocnémio Branco: A analise do gastrocnémio porcdo branca houve
diferenca estatistica entre os grupos: C vs DRT (p=0,0046), DR vs CT (p=0,0002) e
DR vs DRT (p<0,0001) (Tabela 4).

Gastrocnémio Vermelho: A andlise do gastrocnémio porcdo vermelha houve
diferenca estatistica entre os grupos: C vs CT (p=0,0005), C vs DRT (p=0,0222), DR
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vs CT (p=0,0111), CT vs CTLa (p=0,0001), CT vs DRTLa (p<0,0001), DRT vs CTLa
(p=0,0084) e DRT vs DRTLa (p=0,0006) (Tabela 4).

Soleo: A andlise do so6leo houve diferenga estatistica entre os grupos: C vs
CT (p<0,0001), DR vs CT (p<0,0001), DR vs DRT (p=0,0013), CT vs CTLa
(p<0,0001), CT vs DRTLa (p<0,0001) e DRT vs DRTLa (p=0,0474) (Tabela 4).

Tibial Anterior: A analise do tibial anterior houve direnca estatistica entre
0s grupos: C vs CT (p<0,0001), C vs DRT (p=0,0252), DR vs CT (p<0,0001), DR vs
DRT (p=0,0025), CT vs CTLa (p<0,0001), CT vs DRTLa (p<0,0001), DRT vs CTLa
(p=0,0018) e DRT vs DRTLa (p=0,0002) (Tabela 4).

Diafragma: A analise do diafragma houve diferenca estatistica entre 0s
grupos: DR vs CT (p=0,253), CT vs CTLa (p=0,0006), CT vs DRTLa (p=0,0002),
DRT vs CTLa (p=0,0054) e DRT vs DRTLa (p=0,0025) (Tabela 4).

Durante a analise do glicogénio hepatico, ficou evidente que houve
diminuicdo da reserva no DR45 vs C45 (p<0,0001), no entanto, depois de ocorrer a
recuperacdo nutricional os valores de glicogénio hepatico ficaram mantidos entre 0s
grupos C90 e DR90 (p>0,05). Ao final do programa de treinamento fisico foi feita
uma nova analise, a qual mostrou que os grupos DRT e DRTLa tiveram maiores
reservas se comparado aos grupos CT e CTLa, 126,6% (p=0,01) e 93,07% (p=0,0119)
respectivamente (Tabela 4).

DISCUSSAO

No que diz respeito a evolugdo da massa corporal, os resultados
demonstraram que o modelo de desnutri¢do proteica, quando aplicado nos estagios
iniciais e criticos do desenvolvimento, neste caso, foi nos primeiros 45 dias do
experimento, apresentou potencial para modular o desenvolvimento do peso, visto
que os animais tiveram menores valores. Tais resultados sdo decorrentes da baixa
disponibilidade de aminoacidos (REIS et al., 1997), confirmando o potencial da
referida dieta para inducdo do quadro de desnutri¢do proteica nos grupos DR, DRT e
DRTLa, ainda, pela diferenca ser maior de 40% da massa corporal, essa diminuicéo
caracteriza uma desnutricdo de terceiro grau em humanos (GUERI; GURNEY;
JUTSUM, 1980). Os resultados do presente estudo, no que diz respeito a evolucéo da
massa, corroboram com os achados de diversos estudos (PEZOLATO et al., 2015;
JERONIMO et al., 2016; PERTILLE etal., 2016; LOPES et al., 2017), demonstrando
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a importancia da ingestdo de proteinas para a 6tima evolucdo da massa corporal nos
estagios inicias e criticos do desenvolvimento.

Na etapa seguinte, ao se iniciar a recuperacdo proteica, foi visto que houve
evolucdo parcial da massa corporal, visto que ao os animais chegara no final da fase
adulta, ainda sim houve diferenca estatistica entre todos 0s grupos que passaram pela
desnutri¢do proteica, em relacdo aos grupos que fizeram uma dieta normoproteica,
confirmando o potencial da referida dieta para indu¢do do quadro de desnutri¢do
proteica e alteracbes estruturais associadas, possivelmente de maneira permanente
(REIS et al., 1997; LATORRACA et al., 1998).

Interessantemente, o grupo CTRLa teve menor massa corporal quando
comparado aos grupos C e CT, demonstrando que a PBM associado ao exercicio pode
diminuir a gordura corporal, uma vez que os fotons do laser vermelho e infravermelho
podem ser absorvidos pela citocromo C oxidase, levando um aumento do potencial
da membrana mitocondrial, aumentando o consumo de oxigénio, de trifosfato de
adenosina (ATP), aumento transitorio de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
liberando 6xido nitrico (NO) (NEIRA et al., 2002; AVCI et al., 2013). Isto acontece
na mitocondria da célula adiposa, como resposta a estes fatores, ocorre 0 aumento 0s
niveis de monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), a qual ativa a proteina quinase
(PKA), fosforilando a Lipase hormdnio sensitiva (LSH), enzima que ir4 converter o
triglicerideo em glicerol e acidos graxos, os quais podem ser usados na betaoxidacao
(NEIRA et al., 2002; AVCl et al., 2013; JANKOWSKI et al., 2017).

O MFEL é um dos melhores testes para marcar a capacidade de resisténcia
aerobica (SVEDAHL; MACINTOSH, 2003). A importancia do MSLL ¢ para definir
a intensidade do exercicio, uma vez que se houver acumulo de lactato, a glicolise
pode exceder a demanda de utilizacdo do piruvato na respiracdo mitocondrial, por
esse motivo, podemos definir se o exercicio fisico esta utilizando fontes energéticas
aerébicas ou anaerdbicas (FERREIRA et al., 2007). O teste foi utilizado para
averiguar qual seria a intensidade para montar o programa de treinamento
periodizado linear, como visto na Figura-3A, assim, por ndo haver diferenca
estatistica e o valores estarem abaixo de 4mmMol/ml (DE BARROS MANCHADO
et al., 2006), o exercicio foi caracterizado como aerdbico e a intensidade alcancada
foi de 24m.min, tanto para 0 grupo que passou por dieta normoproteica, quando para
0 grupo que passou por desnutricdo e recuperacdao nutricional. Assim, o estudo é

pioneiro em definir a MFEL em animais desnutridos e recuperados.
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Nossa pesquisa colabora com Pezolato et al. (2015), visto que 0s niveis de
hematdcritos foram significativamente baixo no grupo DR45 em relagdo ao C45,
demonstrando que a falta de aminoacidos pode gerar uma deficiéncia no perfil
sanguineo, o qual foi recuperado, quando os animais fizeram uma dieta
normoproteica. Ainda, o exercicio aerobico pode alterar o nivel dessas células, cuja
concentracdo esté correlacionada com o desempenho fisico em exercicios de longa
duracdo, sendo que seu aumento € influenciado pela reducdo do volume do plasma
(CONVERTINO, 1991; SANTHIAGO et al.,, 2009). Nosso desenho de treino
periodizado, ndo ocorreu sua diminuicdo, visto em outros programas de treino
aerdbico (SANTHIAGO et al., 2009), ainda a PBM ndo mostrou aumentar 0s niveis
de hematdcritos, assim essa ndo é a via que justificaria 0 aumento da performance
fisica no teste de exaustdo ao se comparar o grupo DRT com o DRTLa, e o grupo CT
com o CTLa.

O aumento da performance fisica aerobica dos grupos irradiados corrobora
com diversas pesquisas (LEAL JUNIOR et al., 2009; DE MARCHI et al., 2012;
FERRARESI; HAMBLIN; PARIZOTTO, 2012; FERRARESI et al., 2015; SILVA et
al., 2015; GUARALDO et al., 2016), porém essa € pioneira em averiguar os efeitos
da PBM em ratos desnutridos e recuperados nutricionalmente, visto que esta
informacdo é importante, uma vez que grande parte dos corredores sdo de paises que
possuem um altissimo nivel de desnutricdo infantil (SIMIYU NJORORAI, 2010).
Desta maneira, o perfil metabdlico oxidativo do grupo DRTLa ndo teve prejuizos que
afetem sua performance, uma vez que ndo houve diferenca em relagdo ao grupo
CTLa, tanto no teste de exaustdo, quanto no nivel de lactato sérico.

O glicogénio do miocardio parece sofrer com os efeitos da desnutricdo
proteica, no entanto € um tecido de possivel recuperacdo, pois seus niveis voltaram
ao normal, ap6s a recuperacdo nutricional, como ja visto em andlises
eletrocardiogréaficas e no tecido sanguineo (PEZOLATO et al., 2013a, 2015). Ainda,
esse 0rgdo mantém o nivel de glicogénio, por mais que tenha grupos que fizeram
atividade fisica aerobica, sendo irradiado ou néo.

Por mais que 0 exercicio aerébico aumente a expressdo de AKT, a
fosforilacdo da AKT e fosforilagdo da glicogénio sintetase quinase-3f no miocardio
(ZHANG et al., 2007), essas reservas ndo ficam elevadas, pois o uso continuo do
musculo, ainda mais durante a atividade fisica aerdbica, deve nivelar as reservas de

glicogénio, demonstrando que esse é um tecido extremamente versatil.
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Sobre o glicogénio muscular, € visto que a desnutricdo proteica deixa essa
concentracdo baixa, a qual foi recuperada, menos nos musculos diafragma,
gastrocnémio branco e séleo. A diminui¢do de glicogénio muscular no diafragma é
visto quando se ha privacdo de nutrientes (LEWIS et al., 1986), agora, as fibras
brancas do gastrocnémio, apresentam menores reservas, possivelmente, pois a
desnutricdo auxilia na criacdo de fundo metabdlico oxidativo, sendo que o primeiro
tecido muscular a sofrer o catabolismo na desnutri¢do séo as fibras glicoliticas (LO;
RUSSELL; TAYLOR, 1970b; JEEJEEBHOY, 2012).

Nossos resultados do aumento da performance dos grupos irradiados (CTLa
e DRTLa), provam ser reais, uma vez que os niveis de glicogénio muscular, tanto do
gastrocnémio vermelho, quanto no séleo, mdsculos predominantemente vermelhos,
sdo superiores ao se comparar com 0s grupos CT e DRT, assim permitindo ter
melhora da resisténcia a fadiga, mostrando que o laser de baixa intensidade pode
atuar de maneira direta na sinalizacdo de insulina, possivelmente, aumentando as
enzimas fosforililadoras de glicogénio, cujo foi uma limitacdo da presente pesquisa
néo dosar.

Ainda, todos os grupos CT e DRT, tiverem menores concentracbes de
glicogénio muscular GB, GV e Séleo, em relacdo aos grupos C e DR, por mais que 0
exercicio aerobico aumente a expressdo de AKT, a fosforilagdo de AKT e a
fosforilagdo do glicogénio sintetase quinase-3 (ZHANG et al., 2007), assim
justificamos o resultado pelo pouco tempo de repouso, 3 dias, que 0s animais tiveram
apos realizarem o teste de exaustdo, ndo recuperando o glicogénio completamente,
mais uma vez enaltecendo a importancia do laser no exercicio fisico aerdbico,
demonstrando melhora da recuperacdo do glicogénio muscular, ja que ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos DRTLa, CTLa com os grupos C e DR.
CONCLUSAO

E possivel que os efeitos deletérios causados pela desnutri¢io proteica no
afetem a performance fisica durante um exercicio aerébico, visto que ao passar pela
recuperacdo nutricional, grande parte das caracteristicas analisadas foram
normalizadas, principalmente pelo aumento do glicogénio dos musculos vermelhos e
do figado, podendo ser essa uma condi¢do adaptativa, a qual justifique 0 mesmo
desempenho. Ainda, a PBM é capaz de aumentar as reservas de glicogénio muscular,
possibilitando um aumento da resisténcia a fadiga, promovendo melhora nos
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resultados esportivos, uma vez que foi tracada a maxima fase estavel de lactato de
animais que passam por uma dieta normoproteica, quanto em animais que passam por
uma desnutricdo e recuperacdo nutricional, a qual pode ser utilizada para estudos

futuros, auxiliando a delinear estratégias de treinamento periodizados.
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RESUMO

A desnutricdo proteica pode ocorrer devido a falta dos macros nutrientes
como proteinas, carboidratos e/ou lipideos e/ou micronutrientes. A caréncia destes
nutrientes pode ocasionar deficiéncia da massa e estatura corporal bem como retardo
no desenvolvimento neuropsicomotor. Recentes estudos tém buscado observar as
consequéncias da desnutricao e da recuperacao proteica no organismo de individuos
com lesdes musculares, destacando que a prética de exercicios fisicos associados a
recursos terapéuticos como a fotobiomodulacdo (PBM) sdo capazes de acelerar a
recuperacdo destes individuos. Assim esse estudo teve como objetivo averiguar quais
as consequéncias da desnutricdo seguida da recuperacdo proteica em animais com
lesGes musculares, além de observar a acdo do exercicio fisico associado, ou ndo, a
PBM nesses animais. Setenta e dois ratos Wistar foram utilizados, sendo divididos
em oito grupos, controle (C), controle treinado (CT), controle treinado e lesado
(CTL), controle treinado lesado e irradiado (CTLLa), desnutrido recuperado (DR),
desnutrido recuperado treinado (DRT), desnutrido recuperado e lesado (DRTLa),
desnutrido recuperado treinado lesado e irradiado (DRTLLa). Foi realizada a lesdo
muscular através da técnica de criolesdo no ventre do musculo tibial anterior. Foi
utilizada esteira ergométrica para os grupos treinados e um laser infravermelho
(780nm) para os grupos irradiados. Foram realizadas as analises de ensaio mecanico
de tracdo e determinacdo do conteudo glicogénio, creatinina, globulinas, albumina e
proteinas totais. Os resultados do teste de tracdo demonstraram que 0s animais
recuperados, treinados e tratados com a PBM apresentaram resultados positivos,
porém os animais desnutridos apresentavam menor resisténcia que os demais e com
relacdo a concentracdo de glicoproteinas os animais irradiados apresentaram
melhores resultados. Assim podemos concluir que a desnutricdo afeta de forma direta
a resisténcia muscular, mas com o auxilio da PBM e do exercicio fisico pode-se obter

uma melhora significativa.

Palavras-chave: lesdo muscular, desnutricdo, fotobiomodulacgéo
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ABSTRACT

Protein malnutrition may occur due to lack of macro-nutrients such as
proteins, carbohydrates, lipids and micro-nutrients. The deficiency of these nutrients
can cause deficiency of body mass and stature as well as retardation in the neuro-
psycho-motor development. Recent studies have sought to observe the consequences
of malnutrition and protein recovery in the body of individuals with muscular
injuries, emphasizing that the practice of physical exercises associated with
therapeutic resources such as photobiomodulation (PBM) are able to accelerate the
recovery of these individuals. Thus, this study aimed to investigate the consequences
of malnutrition followed by protein recovery in animals with muscle injuries, in
addition to observing the action of physical exercise associated or not with PBM in
these animals. Seventy-two Wistar rats were used, divided into eight groups, control
(C), trained control (CT), trained and injured control (CTL), trained and irradiated
trained control (CTLLa), recovered malnutrition (DR), recovered trained
malnutrition (DRT), recovered and injured malnourished (DRTLa), recovered
malnourished trained injured and irradiated (DRTLLa). Muscle injury was performed
through the cryosurgery technique in the belly of the anterior tibial muscle. Exercise
treadmill was used for the trained groups and an infrared laser (780nm) for the
irradiated groups. Mechanical tensile tests and determination of glycogen content,
creatinine, globulins, albumin and total proteins were performed. The results of the
traction test showed that the animals recovered, trained and treated with the PBM
showed positive results, but the malnourished animals showed less resistance than
the others and in relation to the concentration of glycoproteins the irradiated animals
showed better results. Thus, we can conclude that malnutrition directly affects
muscular endurance, but with the aid of PBM and physical exercise a significant

improvement can be obtained.

Keywords: muscle injury; malnutrition; photobiomodulation.
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INTRODUCAO

Comer ¢ algo essencial para vida humana, uma vez que esse ato é capaz de
suprir nossas necessidades metabdlicas diérias, sendo que um habito errado alimentar
é um problema de satde publica, podendo gerar grandes deficiéncias (BLOSSNER
et al., 2005).

Assim a desnutricdo proteica € um problema comum nos paises em
desenvolvimento, podendo levar a um retardo no crescimento infantil, gerando
alteracBes metabdlicas severas nessas criangas, as quais podem estar associadas na
reducdo de liberacdo de insulina e perturbacdo da homeostase da glicose,
caracteristica essas que comprometem o desenvolvimento muscular frente ao
exercicio fisico (GALDINO et al., 2000).

O exercicio fisico ira se beneficiar com o correto funcionamento metabolico,
mesmo quando um individuo para pela desnutricdo proteica e se recupera
nutricionalmente, mas ha poucas informacdes sobre como o exercicio fisico pode
afetar o organismo desses sujeitos.

Obviamente, toda atividade fisica pode gerar les6es musculotendineas, ainda,
pouco se sabe sobre como o0 organismo que passou por uma desnutricdo proteica nas
principais fases do desenvolvimento corporal se ajusta para se recuperar de lesdes
musculares, visto que estudos mostram alteracdes na cinética de lactato frente ao
esfor¢co agudo(VOLTARELLI; GOBATTO; MELLO, 2007), bem como, mudancgas
na resposta da insulina, albumina e oxidacdo de glicose diminuida no musculo séleo,
assim como a concentracdo de glicogénio(PRADA; MACEDO; MELLO, 2007,
OLIVEIRA et al., 2015).

LesBes musculares sdo consequéncias comuns nas areas esportivas e laborais,
sendo que sua severidade pode afetar a funcdo muscular ocasionando
comprometimento esportivo, podendo acarretar em contraturas, quadros dolorosos
levando a atrofia muscular e aumentado a chance de uma re-lesdo(FILIPPIN et al.,
2011; RENNO et al.,, 2011). Estudos recentes tem demonstrado que a
fotobiomodulagdo (PBM) apresenta resultados positivos no tratamento de reparo
muscular, devido ao aumento da atividade do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), do fator de regulacdo miogénica (MyoD), ainda, diminuindo a concentracao
de colageno tipo I, evitando fibrose(ASSIS et al., 2013)., A PBM ainda é capaz de

gerar a diminuicdo de marcadores de dano muscular creatina quinase (CK), do
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Lactato desidrogenase (LDH), do aumento de estimulacdo mitocondrial,
principalmente da citocromo C Oxidase, melhorando os indices de fadiga muscular e
desempenho fisico, principalmente, aerobico (FERRARESI; HAMBLIN;
PARIZOTTO, 2012).

Desta maneira, a condi¢do da recuperacao de lesdo muscular em situagdes de
desnutricdo proteica com subsequente, recuperacdo nutricional, durante a pratica de
atividade fisica aerobica de longa duragdo, ainda é desconhecida, abrindo novas
perspectivas de investigacdo sobre o comportamento mecanico e metabolico,
associado ou ndo com estratégias de tratamento através de agentes bioeletrofisicos.

Assim, esse estudo teve como objetivo averiguar se a desnutricdo proteica,
seguida de recuperacdo nutricional pode deixar sequelas, as quais comprometam a
recuperacdo ap6s uma lesdo muscular ou diminuam a resisténcia muscular a tracao
podendo facilitar uma re-lesdo, ainda, mensurando se a FBM ¢é capaz de alterar o

comportamento energético muscular, auxiliando para uma reabilitacdo precoce.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Foram utilizados 84 ratos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var, albinus,
Rodentia, Mamalia), desmamados no 21° dia de vida, provenientes da empresa
Anilab® (Paulinia-SP). Os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas coletivas
contendo 5 e 7 animais, as quais tinham ambiente enriquecido que visa implementar
interesses continuos evitando a monotonia, para isso é realizado a colocacdo de
brinquedos como: bolas e tubos, semanalmente. Ainda, proporcionar maior
possibilidade de interacBes naturais da espécie no que diz respeito as questdes
ambientais e sociais (RODRIGUES et al., 2013). Esse ambiente foi escolhido pois
apresenta potencial para minimizar o nivel de estresse e, consequentemente, aumento
das possibilidades de obtencdo de animais mais estaveis com relacdo aos parametros
fisiologicos e psicoldgicos (SIMPSON; KELLY, 2011), assegurando melhores
resultados cientificos.

Ademais, 0s animais receberam agua e racdo ad libitum e foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada de 23 + 2 °C e iluminacdo adequada, ciclo

claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a partir das 6:00 horas
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Os animais foram tratados de acordo com as recomendacfes do Guide for
Care Use of Laboratory Animals (National Research Council, 1996), sendo o trabalho
aprovado pela Comissdo de Experimentacdo Animal da Universidade Metodista de
Piracicaba (UNIMEP) sob protocolo de numero 04/16.

Grupos experimentais

Apbs o periodo de desmame dos animais, os mesmos foram aleatoriamente
divididos em 12 grupos, contendo 7 animais em cada, assim denominados: Controle
45 dias (C45), Controle 90 dias (C90), Controle (C), Controle Treinado (CT),
Controle Treinado e Lesado (CTL), Controle Treinado Lesado e Irradiado (CTLLa),
Desnutrido 45 dias (DR45), Desnutrido Recuperado 90 dias (DR90), Desnutrido
Recuperado (DR), Desnutrido Recuperado Treinado (DRT), Desnutrido Recuperado
e Lesado (DRTLa), Desnutrido Recuperado Treinado Lesado e Irradiado (DRTLLa).
O grupo C e DR no dia 45 de experimento serd titulado como C45 e DRA45,
respectivamente, no dia 90 de experimento, C90 e DR90, respectivamente. O periodo
total de experimento foi de 129 dias, sendo que do dia 90 até o dia 126 houve o

treinamento fisico, e o Ultimo dia, as coletas.

Desenho Experimental

Inicialmente os grupos C45, C90, C, CT, CTL e CTLLa passaram pela dieta
normoprotéica (AN 93 M 14%) e os grupos DR45, DR90, DR, DRT, DRTL e
DRTLLa passaram por uma dieta hipoprotéica (AN 6%) por 45 dias, causando o
estado de desnutricdo proteica e foram recuperados com dieta normoprotéica durante
45 dias.

Os grupos C45 e DR45 passaram pelas coletas no dia 45 de experimento,
sendo que os grupos C90 e DR90, passaram pelas coletas no dia 90 de experimento.

Ao atingirem o 83° dia de experimento, 0s grupos passaram por um protocolo
de adaptacdo na esteira e, posteriormente, por um programa de treinamento fisico, o
qual se inicia no dia 90° e dura 36 dias, com excecdo dos grupos C e DR.

Os grupos CTL, CTLLa, DRTL e DRTLLa sofreram a criolesédo no 118° dia
de experimento, ficando de repouso por 3 dias até voltarem ao programa de
treinamento fisico, sendo que os grupos CTLLa e DRTLLa receberam irradiacdo de
laser de baixa intensidade ap0s cada sessdo de treinamento depois que sofreram a

criolesdo. Vide Figura 1 para melhor visualiza¢io do desenho experimental.
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Figura 1 - Desenho experimental, seguindo uma linha temporal com as anélises que foram realizadas

em cada momento.

Protocolo de Desnutricdo e Recuperacdo Nutricional

Os animais dos grupos C45, C90, C, CT e CTL e CTLLa foram alimentados
com dieta normoproteica AIN 93 M, contendo 14% de proteina, enquanto os animais
dos grupos DR45, DR90, DR, DRT, DRTL e DRTLLa foram alimentados com dieta
hipoproteica AN contendo 6% de proteina por 45 dias, alimento comercializado pela
PragSolucbes Servicos e Comércio Ltda; CNPJ: 03.420.938/0001-59 / IE
401.091.476.112-ME. Posteriormente, 0s animais passaram pelo processo de
recuperacdo nutricional, sendo alimentados com dieta normoproteica AIN 93 M,
contendo 14% de proteina pelo periodo de 45 dias. As composi¢des das referidas
dietas estdo previamente descritas (Tabela 1).

Tabela 5 - Composicdo das dietas (g/Kg) utilizadas para desnutrigdo recuperagdo nutricional.

Dieta AN 93 M -14% Dieta AN - 6% proteina (desnutricéo)
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Ingredientes p/1 Kg Ingredientes
Amido de milho 465.700  Amido de milho
Caseina 140.000 Caseina

Amido dextrinizado 155.000 Amido dextrinizado
Sacarose 100.000  Sacarose

Oleo de soja 40.000  Oleo de soja

Fibra (Cel. Microcrist.) 50.000 Fibra (Cel. Microcrist.)
L-cistina 1.800 L-cistina

Cloreto colina 2.500 Cloreto colina

Mix mineral G 35.000  Mix mineral G

Mix vitaminico 10.000  Mix vitaminico
TOTAL 1000.0 TOTAL

p/1 Kg
508.000
66.000
166.500
121.000
40.000
50.000
1.000
2.500
35.000
10.000
1000.0

Esteira e Adaptacdo dos Animais

Para realizar os programas de treinamento fisico, foi utilizada uma esteira
ergométrica da marca Rebook TR2 Premierrun Treadmill® (Adidas do Brasil, Emb,
SP, Brasil), apresentando 8 raias, com marcacgéo de velocidade em metros por minuto
(m/min) e inclinacdo automatica. Os animais que receberam treinamento passaram
pela adaptacdo na esteira na Ultima semana de recuperacao nutricional representando
os dias 83 até o dia 90 de experimento. O protocolo de adaptacdo consistiu na
colocagéo dos animais na esteira durante uma semana, sem inclinagdo, com aumento
progressivo da velocidade até alcancar 18 m.mint (valor médio da primeira semana
de treinamento), com aumento progressivo do tempo de corrida até alcancar 15
minutos.

Programa de Treinamento Fisico Periodizado com Polimento Linear

O protocolo de treinamento aerdbio foi realizado diariamente, de segunda-
feira a sexta-feira, durante 36 dias, no periodo da tarde. Este protocolo apresenta
periodizagdo do volume e da intensidade obedecendo periodos de descanso ativo
(Tabela 2).

Esta graduacdo tem o intuito de possibilitar uma adaptacdo dos animais ao

treinamento, preconizando, assim, um predominio do treinamento aerdbio. Sua
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intensidade foi calculada seguindo os niveis de lactato encontrado nos

estudos (FERREIRA et al., 2007; BRITO VIEIRA et al., 2014).

referidos

Tabela 6 - Protocolo de treinamento, demonstrando a duracéo do treino em minutos, velocidade em

metros por minuto (m.min-!) e a carga de treino.

Dia

Volume

(min)

Intensidade

(m.min™)

Carga de treino

(Volume x intensidade) =

u.a.)

© 00 N oo o1 B~ W N e

NN R N R R N S e e T e e T e o
O B W N B O © 0 N o U A W N Fk O

20
30
40
45
50

60
60
60
60
60

60
60
60
60
60

60
60
60
60

16
17
18
19
20

20
20
20
20
22

22
24
22
24
22

24
24
24
24

320
510
720
855
1000

1200
1200
1200
1200
1320

1320
1440
1320
1440
1320

1440
1440
1440
1440
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26 60 24 1440

27 0 - -

28 0 - -

29 0 - -

30 50 24 1200
31 40 24 960
32 35 24 840
33 30 24 720
34 25 24 600
35 0 - -

36 0 - -

O inicio do treinamento foi realizado com carga de trabalho menor (10% de
velocidade e tempo predeterminados para o dia) como forma de aquecimento,

conforme previamente preconizado(SIU et al., 2003).

Fotobiomodulacéo

Foi utilizado o laser de baixa intensidade GaAlAs (MM Optics, Séo Carlos,
SP, Brasil), sendo este calibrado e aferido antes do procedimento experimental,
seguindo os parametros ja publicados (BRITO VIEIRA et al., 2012) (Tabela 3).

As irradiagdes foram realizadas de modo pontual, no ventre muscular do
tibial anterior e triceps sural imediatamente apds as sessbes do exercicios fisicos,
visando aproveitar as condi¢des de “estresse fisico” e, consequentemente, de
alterac6es metabdlicas do animal, tendo em vista maior eficacia do laser nessas
condigbes (FERRARESI et al., 2015).

Todos os animais foram tricotomizados na regido em que receberam as
irradiaces, e durante a aplicacdo, foi utilizada uma manta de algodao para conter o

animal.

Tabela 7 — Para

metros de aplicacdo do laser de baixa intensidade GaAlAs

Parametros Valores

74



Poténcia (mW) 70
Comprimento de Onda (nm) 780
Mode de Aplicacgédo Continuo
Area transversa de saida do laser (cm?) 0.04
Fluéncia (J/cm?) 214
Tempo (s) 122
Energia (J) 8,54

Determinacao do Peso
Semanalmente, os animais foram pesados através da balanca digital
(Industria Filizola, Sao Paulo, SP, Brasil).

Determinacdo do Desempenho Fisico

Para a determinacdo do desempenho fisico, os animais passaram por um teste
de exaustdo, que se constitue em observar o0 maximo tempo que o animal consegue
passar correndo, assim 0s animais realizaram exercicio fisico na esteira ergométrica
na intensidade de 20 m/mint, sendo que a exaustédo foi definida como ponto em que
0S animais estavam incapazes de continuar a passada continua durante 1 minuto

(CALDERS et al., 1999), tinha apenas um animal por raia.

Técnica cirurgica e protocolo de criolesédo

Os animais foram anestesiados de acordo com o peso corporal com injecéo
intraperitoneal de solucdo composta de Cloridrato de Ketamina (0,05mg/Kg) e
Cloridrato de Xilasina (0,03 mg/Kg). Em seguida, a pele que recobre o masculo foi
tricotomizada e higienizada para que fosse realizada uma incisdo longitudinal de,
aproximadamente, 1,5cm na regido correspondente ao ventre do musculo tibial
anterior.

Na literatura encontram-se o estudo de Miyabara et al. (2006) que utilizou a
criolesdo (lesdo tecidual induzida por resfriamento) para realizar a lesdo muscular.
Assim, foi escolhido esse protocolo, pois é facilmente reprodutivo e gera uma lesdo
homogénea (ndo difusa) comparado a outras técnicas por cargas mecanicas, COmo
lesdo por estiramento através de exercicio concéntrico (MALAGUTI et al., 2009) e
excéntrico (LIMA-CABELLO et al., 2010).

A crioleséo foi realizada na regido do ventre do masculo tibial anterior. Para

isso, um bastdo de ferro com ponta de 0,5cm? foi previamente imerso em nitrogénio
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liquido por 10 segundos, posteriormente pressionado perpendicularmente contra o

ventre muscular por 30 segundos. Apds um novo resfriamento do bastdo por 10

segundos, esse procedimento foi repetido e, ao final, a pele foi suturada (Fio de Nylon
3-0 SHALON Ltda.) e limpa com alcool iodado.

Figura 2 - A: Tricotomizacdo da regido, a qual foi realizada a criolesdo. B: Processo de exposicdo do
ventre muscular do tibial anterior. C: Colocagéo da haste, a qual passou pelo nitrogénio liquido, sobre
o ventre muscular. D: Final do processo da criolesdo.

Periodo de repouso pds-cirargico

Devido a dor e ao incbmodo da lesdo nas primeiras horas pos-cirurgicas, 0s
animais ficaram impedidos de realizar os exercicios fisico. Dessa maneira,
permaneceram em repouso em suas gaiolas com tratamento medicamentoso com 8
gotas de Metamizol (Dipirona®) (Germed Pharma, Campinas, SP, Brasil) dissolvidas

em 500ml de &gua, por um periodo de 3 ias pds-cirargicos.
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Ensaio Mecénico de Tragéo

Ocorreu a desarticulacdo da coxofemoral dos ratos, sendo que 0s musculos
da perna foram completamente extraidos com excecdo do tibial anterior e, em outra
perna, 0s musculos séleo e gastrocnémio, formando o triceps sural. Os 0ssos da perna
(tibia e fibula) foram seccionados 5 milimetros acima da articulagdo do tornozelo e
5 milimetros abaixo da origem do musculo. As caracteristicas mecanicas dos
musculos foram analisadas na maquina universal de ensaios DL 2000 (EMIC, Sao
Paulo, SP, Brasil), pertencente ao Laboratdério de Materiais de Construgdo Mecanica
da Faculdade de Engenharia, Arquitetura e Urbanismo da Universidade Metodista de
Piracicaba (UNIMEP), campus de Santa Barbara d’Oeste. Para a realizagdo do
ensaio, foi usado um dispositivo para a fixacdo do fémur a pingca movel e do pé a
pinca fixa da maquina, mantendo o musculo posicionado longitudinalmente a forca
de tracdo aplicada. Todas as amostras foram pré-tensionadas com 0,15N e a
velocidade estabelecida para o ensaio foi de 5 milimetros por minuto, com as medidas
realizadas a cada 0,5 milimetros (LIMA et al., 2007). A temperatura do laboratorio

de ensaios mecanicos foi controlada a 23+3°C.

Determinacdo do Conteudo de Glicogénio

Para coleta das amostras, 0s ratos

foram anestesiados com mistura de cloridrato de ketamina
(Dopalen®)(Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinea, SP, Brasil), e cloridrato de
xilazina (Rompun®) (Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil), via intraperitoneal,
considerando as orientages previamente publicadas de 0,1mL.100g? e
0,07mL.100g, respectivamente (RODRIGUES et al., 2013). Sendo confirmado a
inexisténcia de estimulos dolorosos, procedeu-se a decapitacdo e retirada dos tecidos,
os quais foram congelados no biofreezer a -70°C.

Para determinacdo do contetdo de glicogénio, apés o descongelamento das
amostras do mdasculo séleo, gastrocnémio (porcdo branca e vermelha) e tibial
anterior, as mesmas foram submetidas a digestdo em hidréxido de potassio (KOH)
30% e o glicogénio foi precipitado a partir da passagem por etanol a quente. Entre
uma fase e outra da precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante
15 minutos, com o glicogénio submetido a hidrolise acida na presenca de fenol,
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considerando orientacdes previamente publicadas (LO; RUSSELL; TAYLOR,

1970a), sendo os resultados expressos em mg/100mg de tecido umido.

Determinacdo da Concentracdo de Creatinina, Globulinas, Albumina e
Proteinas Totais

Para a determinagdo da creatinina, globulinas, albumina e proteinas totais,
procederam-se as técnicas de rotina de laboratérios de hematologia, sendo o0s

resultados expressos em pmol/L, g/dL, g/dL e g/dL, respectivamente.

Anélise Estatistica

Os dados coletados foram tabulados e posteriormente analisados pelo
software estatistico “GraphPad Prism 7”. A analise estatistica foi procedida pela
aplicacdo do teste Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade.

Os dados que se demonstraram paramétricos passaram pela analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA), quando foi o caso, de duas vias (two-way
ANOVA) seguido do teste de Tukey, enquanto as varidveis que se demonstrarem ndo
paramétricas passaram pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos teste de Dunn.
Em todos os célculos foi fixado um nivel critico de p<0,05 para significancia
estatistica.

RESULTADOS

Massa Corporal

Tabela 4 — Massa Corporal (g) dos animais nos diferentes periodos do experimento. * p<0,05 quando
comparado ao grupo C no dia 126 de experimento; # p<0,05 quando comparado ao grupo DR no dia

126 de experimento.

Dia DR CT DRT CTL DRTL CTLLa DRTLLa
0 40,6=3.1 39.1=1.6 40,3=1.3 38,8=35 39.6=3.2 37,1=15 41.3=23 39.8+23

45  305,2+313 59.5=9.4 24378 39.4=15.1 300.2=223 62.4=83 239.2+6.7 589=141
90 393x44.3 223.3£175 416.8=155 216,6=20.1 415,4=16.7 217.4=145 402.6=15.8 223.8+19.7

126

459,6=48.7 304,78=315%  421=£27%*%  282.6=34.8%  399=89%z 250.2=185%2 416.8=20%2 230,6=147%%

Os valores sdo expressos em média + desvio padréo

Analisando os dados da massa corporal, no momento inicial do experimento
(dia 0), ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) ao se comparar 0s grupos, no entanto
do dia 45 até o dia 126 de experimento, todos os grupos que realizaram a dieta
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hipoproteica (DR, DRT, DRTL e DRTLLa), tiveram uma diminui¢cdo do peso
corporal estatisticamente significativa (p<0,05) ao se comparar com 0S grupos que se
alimentaram, somente, da dieta normoproteica (C, CT, CTL, CTLLa), evidenciando
que a desnutri¢do proteica afeta, definitivamente, a massa corporal mesmo apés a
recuperagdo proteica.

O grupo C, no dia 126 de experimento, se demonstrou com valores maiores
de massa corporal em relacéo aos grupos CT, CTL, CTLLa (p=0,0487, p<0,0001,
p=0,0181, respectivamente), demonstrando que o exercicio fisico auxilia na
diminuicdo do peso corporal (tabela 4).

O grupo DR, no dia 126 de experimento, apresenta ter valores maiores de
massa corporal em relagcdo aos grupos DRTL e DRTLLa (p=0,0007 e p=0,0098,

respectivamente) (tabela 4).

Globulina, Albumina, Proteinas Totais e Creatinina
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Figura 3 - A: Nivel sérico de globulina. B: Nivel sérico de albumina. C: Proteinas totais no sangue.
D: Nivel sérico de creatinina. * diferenca estatistica em relagdo ao grupo C, sendo p<0,05; a diferenga
estatistica em relagdo ao grupo DR, sendo p<0,05; B diferenga estatistica em rela¢do ao grupo CT,
sendo p<0,05; y diferenga estatistica em relagdo ao grupo DRT, sendo p<0,05; & diferenga estatistica
em relagdo ao grupo CTL, sendo p<0,05; ¢ diferenca estatistica em relagdo ao grupo DRTL, sendo
p<0,05; ¢ diferenca estatistica em relagdo ao grupo CTLLa, sendo p<0,05; y diferenga estatistica em
relagdo ao grupo DRTLLa, sendo p<0,05; n diferenga estatistica em relacdo ao grupo C45, sendo
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p<0,05; ¢ diferenca estatistica em relagdo ao grupo DR45, sendo p<0,05; 1 diferenca estatistica em
relacdo ao grupo C90, sendo p<0,05.

Em relacdo a concentracao de globulina (figura 3-A), é visto que o grupo C
teve menores concentragdes ao se comparar com os grupos CT (p=0,038), DRT
(p=0,0253), CTL (p=0,004), DRTL (p=0,006) e DR90 (p=0,042).

Ja a concentracao de albumina (figura 3-B) foi muito baixa no grupo DR45,
mostrando que ha diferenca estatistica (p<0,05) ao se comparar com todos 0s outros
grupos. No entanto, o grupo DR90, obteve maiores concentracdes de albumina
(p<0,05) ao se comparar com os grupos C, DR, CT, DRT, DRTL, DRTLLa, C45 e
C90. J& o grupo CTLLa obteve maiores concentragdes de albumina em relagdo aos
grupos C45 (p=0,026) e C90 (p=0,045).

Ao analisar a concentracdo de proteinas totais, o grupo DR45 obteve as
menores quantidades ao se comparar com todos o0s outros grupos (p<0,05). Diferente
do grupo DR90, o qual possuiu maiores concentragées (p<0,05) ao se comparar com
os grupos C, DR, CT, DRTLLa, C45 e C90. Ainda, o grupo C, teve valores reduzidos
de proteina total ao se comprar com os grupos CTL (p=0,026) e CTLLa (p=0,034).

Finalmente, é visto que o grupo C45, C90 e C, tem uma menor concentracao
de creatinina ao se comparar com 0s demais grupos. O oposto acontece com 0s niveis
dos grupos DR45 e DR90, os quais possuem maiores concentra¢des(p<0,05) ao se
compararem com os demais, ndo tendo diferenca entre si (p>0,999).

Sobre a creatinina, o grupo DR apresentou niveis superiores de concentracdo
em relagdo aos grupos CT (p<0,001), CTL (p<0,001), CTLLa (p<0,001) e DRTLLa
(p<0,001). J4 o grupo CT teve menor quantidade de creatinina quando se comparado
aos grupos DRT (p<0,001), CTL (p<0,001), DRTL (p<0,001) e DRTLLa (p<0,001).
O grupo DRT teve menores concentragdes ao se comparar com o grupo DRTL
(p=0,006) e maiores concentra¢des em relacdo aos grupos CTL (p<0,001), CTLLa
(p<0,001) e DRTLLa (p=0,040).

Ainda, o grupo CTL teve menores concentracdes em relacdo aos grupos
DRTL (p<0,001) e DRTLLa (p=0,002) e maior concentragcdo ao se comparar com 0
grupo CTLLa (p<0,001). J&4 o grupo DRTL teve sua concentragdo maior em relagdo
aos grupos CTLLa (p<0,001) e DRTLLa (p<0,001), por fim, o grupo CTLLa teve

uma menor concentragdo ao se comprar com o DRTLLa (p<0,001).
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Teste de Tracgéo
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Figura 4 - A: Teste de tracdo do musculo tibial anterior (AT). B: Teste de tragdo do musculo triceps
sural (TS). C: Deformacgdo até a ruptura do musculo AT. D: Deformacéo até a ruptura do masculo
TS. * diferencga estatistica em relacdo ao grupo C, sendo p<0,05; a diferenga estatistica em relagdo
ao grupo DR, sendo p<0,05; B diferenga estatistica em relagdo ao grupo CT, sendo p<0,05; y diferenca
estatistica em relagdo ao grupo DRT, sendo p<0,05; 3 diferenca estatistica em relacdo ao grupo CTL,
sendo p<0,03; ¢ diferenca estatistica em relacdo ao grupo DRTL, sendo p<0,05; ¢ diferenca estatistica
em relagdo ao grupo CTLLa, sendo p<0,05; y diferenga estatistica em relagdo ao grupo DRTLLa,
sendo p<0,05; n diferenga estatistica em relacdo ao grupo C45, sendo p<0,05; ¢ diferenca estatistica
em relagdo ao grupo DR45, sendo p<0,05; 1 diferenga estatistica em relagdo ao grupo C90, sendo
p<0,05.

Em relacdo ao teste de tragdo, o qual visa mensurar a forca de tracdo maxima
até o rompimento total do musculo, como também, quanto ele se deformou para que
isto aconteca, foram analisados os dados e assim, demonstrando que o grupo DR45
resistiu a menores Kgfs até o rompimento do musculo em relagdo ao C45, tanto para
0 musculo tibial anterior (p<0,001)(figura 3-A, quanto para o musculo triceps sural
(p<0,001)(figura 4-B). Esse parametro se manteve mesmo apds a recuperacao
nutricional, visto que o C90 apresentou resultados superiores em relagdo ao DR90
(p<0,001) somente no masculo tibial anterior (figura 3-A).

Agora, 0 musculo tibial anterior do grupo C resistiu mais ao teste de tracao
quando foi comparado aos grupos DR, DRT, CTL, DRTL, CTLLa e DRTLLa, sendo
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p<0,05 para todas as comparac@es. Ja o grupo DR resistiu a menos Kgfs quando
comparado ao CT (p<0,001) e DRTLLa (p<0,001) (figura 4-A).

Jaogrupo CT, seu musculo tibial anterior foi capaz de aguentar a tragdo com
maiores cargas quando comparado aos grupos DRT, CTL, DRTL, CTLLa, sendo
p<0,05 para todas as comparacdes. Ainda, o grupo DRTLLa resistiu a maiores cargas
ao se comprar com os grupos DRT (p=0,024) e DRTL (p<0,001) (figura 4-A).

Ao analisar o musculo triceps sural, o grupo C teve maior resisténcia a tracao
quando comparado aos grupos CTL (p=0,011) e DRTL (p<0,001). Jao grupo CTLLa
conseguiu resistir a maior carga de tensdo quando se comparou ao CTL (p=0,001) e
DRTL (p<0,001). Por fim, o grupo DRTLLa superou a carga de tensdo do grupo
DRTL (p=0,016), mostrando que a PBM auxilia na resisténcia a tracdo, tanto para os
animais que se alimentaram com dieta normoproteic, quanto para os que nédo (figura
4-B).

Sobre a deformacdo do musculo tibial anterior até seu momento de
rompimento total, o grupo C conseguiu se alongar mais que os grupos DR (p<0,001),
DRT (p<0,001), CTL (p=0,005) e DRTL (p<0,001). O grupo CT também obteve
resultados de maior deformacdo ao se comparar com os grupos DRT (p=0,047) e
DRTL (p=0,001). Ainda, a PBM pode auxiliar no ganho da deformagdo muscular,
uma vez que o grupo DRTL apresentou menores resultados ao se comprar com 0S
grupos CTLLa (p=0,018) e DRTLLa (p=0,007). J& os grupos C45, DR45, C90 e
DR90, ndo apresentaram diferencas entre si.

Ja em relacdo ao masculo triceps sural, é possivel observar que o grupo C
resistiu a maior deformacéo até seu rompimento total, em relagdo aos grupos DR
(p=0,007), DRT (p=0,036), CTL (p<0,001) e DRTL (p<0,001). Ja o grupo CTLLa,
resistiu a maior deformacdo quando se comparado ao CTL (p=0,041). J& 0s grupos

C45, DR45, C90 e DR90, néo apresentaram diferencas entre si.
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Glicogénio Muscular e Teste de Exaustéo
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Figura 5 - A: Glicogénio muscular. B: Teste de exaustdo. * diferenca estatistica em relacdo ao grupo
C, sendo p<0,035; a diferenca estatistica em relacdo ao grupo DR, sendo p<0,05; B diferenca estatistica
em relacdo ao grupo CT, sendo p<0,05; y diferenca estatistica em relagdo ao grupo DRT, sendo
p<0,05; 3 diferenga estatistica em relacdo ao grupo CTL, sendo p<0,05; ¢ diferenca estatistica em

relacdo ao grupo DRTL, sendo p<0,05.

Sobre o glicogénio muscular, é visivel que o grupo C e DR, possuem maiores
concentrac@es de glicogénio muscular no GB, GV, Séleo e Tibial Anterior em relagdo
aos grupos CT, DRT, CTL e DRTL, para todas as comparagdes p<0,05 (figura 5-A).

Ja os grupos que sofreram irradiacdo apos passarem pela criolesdo (CTLLa
e DRTLLa), apresentaram maiores valores de glicogénio nos musculos GB, GV,

Soleo e Tibial anterior, quando se comparado aos grupos CT, DRT, CTL e DRTL,
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para todas as comparacfes p<0,05, demonstrando que a PBM pode auxiliar na
recuperacdo metabdlica muscular.

Ainda, nos musculos séleo e tibial anterior, os grupos DRT e DRTL
obtiveram maiores concentraces de glicogénio em relacdo aos grupos CT e CTL,
para todas as comparacdes p<0,05.

Sobre o teste de exaustdo que visou observar o desempenho fisico dos
animais para mensurar a performance apés uma lesdo muscular, afim de comparar
com grupos treinados para averiguar se houve uma recuperacdo completa, foi visto
que os grupos C e DR, obtiveram resultados inferiores aos demais grupos que
passaram pelo programa de treinamento fisico, ainda, o grupo DRTLLa, obteve
melhor performance em relagdo ao grupo CT (p=0,031). As demais comparagfes ndo

tiveram diferencas significativas (figura 5-B).

DISCUSSAO

A diminuicdo da massa corporal € um dos pardmetros para justificar o
modelo de desnutri¢do proteica, esse modelo quando aplicado nos estagios iniciais
do desenvolvimento pode acarretar em alteracbes fisicas permanentes, o que
justamente foi relatado em nossos resultados, visto que os grupos desnutridos e
recuperados nutricionalmente nunca alcangaram o peso dos animais que realizaram a
dieta normoproteica, certamente obviamente a baixa disponibilidade de aminoacidos
confirmou a inducdo do quadro de desnutricdo (REIS et al., 1997), ainda, por possuir
uma diferengca maior de 40% da massa corporal nos momentos 45 e 90 dia de
experimento, essa diminui¢do caracteriza uma desnutricdo de terceiro grau em
humanos (GUERI; GURNEY; JUTSUM, 1980). Esses achados colaboram com as
diversas pesquisas (PEZOLATO et al., 2015; JERONIMO et al., 2016; PERTILLE et
al., 2016; LOPES et al.,, 2017), evidenciando a importancia da ingestdo de
aminoacidos nos estagios iniciais de desenvolvimento para que a massa corporal
evolua adequadamente e ndo ocorra alteracbes permanentes, como Visto nesta
pesquisa.

Ainda, o exercicio aerdbico é capaz de diminuir a massa corporal, como foi
relatado no presente estudo, uma vez que 0s grupos sedentarios obtiveram valores
elevados do peso, isto porque este tipo de treinamento € capaz de aumentar a
sensibilidade da insulina, estimular a lipolise por aumento da circulacdo de

catecolaminas, aumento dos acidos graxos livres, do horménio do crescimento e do
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glicerol (NASSIS et al., 2005; GOTO et al., 2007). Isto s6 ndo ocorreu ao se comparar
0 grupo DR com o DRT, demonstrando que o fator da lesdo pode acarretar na
diminuicdo da massa corporal, visto que ocorre respostas hormonais como a
diminuicdo da sensibilidade a insulina no local, a qual pode promover a perda
muscular e a forca muscular (WALL; MORTON; VAN LOON, 2015), ainda, 0 grupo
DRTLLa, além de passar pela lesdo muscular foi irradiado, assim a PBM pode ter
auxiliado na diminuicdo da massa corporal, j& que é capaz de ativar os cromoforos
da mitocondria, aumentando o consumo de oxigénio, consequentemente, aumentando
as espécies reativas de oxigénio (ROS), liberando oxido nitrico (NO), fatores esses
que auxiliam na lipdlise (AVCI et al., 2013).

O nivel de globulina esté diretamente ligado com os anticorpos circulantes,
sendo um fator importante para protecdo contra infecc@es, ainda seu nivel pode ser
elevado quando ocorre lesdes teciduais, por uma resposta inflamatoria, assim é
normal que os niveis de globulina sejam maiores em situagcdes de atividade fisica
aerdbica, ou mesmo lesdo muscular (GARRETT; KIRKENDALL, 2000; MEIER et
al., 2006), justificando porque o grupo C teve menores concentracdes.

Ja o nivel de albumina e proteinas totais foi baixo no grupo DRA45,
demonstrando que a insuficiéncia de aminodcidos na dieta pode acarretar nesta
condicdo, ao contrario do grupo DR90 que possui altos niveis, podendo ser justificada
pela deficiéncia de absorcdo das mesmas, visto que pode diminuir o diametro das
fibras muscular, gerar deficiéncias contrateis do musculo s6leo e TA, induzindo uma
predominéncia de fibras oxidativas (ALVES; DaMASO; DAL PAI, 2008;
ALAVERDASHVILI; LI; PATERSON, 2015; LOPES et al., 2017)

A creatinina € um subproduto do metabolismo da creatina fosfato, fonte de
elevada energia, essencial no processo de contracdo muscular, porém é um marcador
de insuficiéncia renal, desta maneira, é visto seus niveis mais elevados em praticantes
de atividade fisica (KNOCHEL; DOTIN; HAMBURGER, 1974), como relatado nos
grupos treinados do presente artigo, no entanto, os grupos que foram desnutridos e
recuperados nutricionalmente sempre mantiveram seus niveis mais altos em
comparagdo com 0s seus controles, assim podendo predizer dano renal, sequela,
possivelmente, adquirida pelo quadro de limitacdo de aminoacidos nas fases de
desenvolvimento corporal. Infelizmente, a falta de analises mais profundas da

funcionalidade renal ndo foram feitas, sendo esta uma limitagdo do presente estudo.
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A desnutricdo parece influenciar a formagdo muscular, uma vez que o
musculo tibial anterior e triceps sural do grupo DR45 resistiram pouca carga de
tensdo no teste de tracdo mecénica. Mais uma vez enaltecendo a importancia da
ingestdo de aminoacidos nas fazer inicias de desenvolvimento. Ainda, por mais que
tenha sido realizada a recuperagdo nutricional, o musculo tibial anterior suportou
menor carga do grupo DR90 em relacdo ao seu controle, demonstrando as sequelas
que a desnutricdo pode deixar, podendo facilitar uma lesdo muscular, sendo
justificado pelas modificacdes contrateis e elasticas do tecido mudsculo esquelético
frente as modulagcbes na sintese de colageno e titina nos estados inicias do
crescimento que se penduraram até a faze adulta (TOSCANO; MANHAES-DE-
CASTRO; CANON, 2008).

Ainda, podemos afirmar que os grupos CTL e CTLLa, ndo tiveram uma
recuperacdo completa do masculo tibial anterior, visto a diferenca em relagdo ao
grupo CT, cujo o prazo possa ter sido curto para isto acontecer, diferente do DRTLLa,
0 qual atingiu a recuperacdo completa muscular visto seus resultados no teste de
tracdo, uma vez que a fotobiomodulacdo (PBM), pode ter aumentando a atividade do
VEGF, do MyoD, ainda, auxiliando na sintese correta do colageno(ASSIS et al.,
2013), diferente do CTLLa, a desnutricdo pode gerar aumento de fibras do tipo I e
Ila, com menores proporgdes do tipo Ilb (TOSCANO; MANHAES-DE-CASTRO;
CANON, 2008), visto que o laser de baixa intensidade é capaz de ativar a
mitocéndria, melhorando a respiracdo celular (FERRARESI; HAMBLIN;
PARIZOTTO, 2012), pelas fibras de tipo | e lla terem mais mitocondrias, pode ter
acelerado o processo regenerativo.

Os resultados da deformacéo so6 enaltecem a dificuldade dos grupos DRT,
DRTL em nédo conseguirem atingir o nivel de elasticidade de um musculo comum,
ainda, o grupo DRTLLa obteve melhores resultado em relacdo ao DRT e DRTL, mais
uma vez pelas alteracdes ditas da PBM (TOSCANO; MANHAES-DE-CASTRO;
CANON, 2008; FERRARESI; HAMBLIN; PARIZOTTO, 2012; ASSIS et al., 2013).

Os grupos CT e DRT, tiverem menores concentracbes de glicogénio
muscular WG, RG e S, em relacdo aos grupos C e DR, por mais que o exercicio
aerobico aumente a expressao de AKT e da fosforilagdo do glicogénio sintetase
quinase -3p (ZHANG et al., 2007), isto pode ter ocorrido pelo curto periodo de
repouso apds o teste de exaustdo (3 dias), no entanto os grupos CTLLa e DRTLLa,

obtiveram maiores reservas de glicogénio ao se compararem aos CTL e DRTL,
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demonstrando que o poder da luz pode aumentar as reservas de glicogénio e auxiliar
em uma recuperacdo precoce, ainda mais pelo fato que o teste de exaustdo
demonstrou que o grupo DRTLLa obteve melhores resultados em relagdo ao CT.
Ainda, o exercicio fisico precoce a lesdo muscular é capaz de manter os parametros
de performance no exercicio aerobico de longa duracdo, como visto na figura 4-B,
reforcando a intervencdo precoce nesses casos, ainda mais com o auxilio da PBM
para aumentar as reservas de glicogénio. Por fim, parece que a desnutricdo e
recuperacdo nutricional, ndo afetam, negativamente, a recuperacdo apds uma lesdo
muscular nos parametros de performance, mas podem gerar danos permanentes nos
rins e na estrutura contrétil e de deformacdo muscular, possibilitando uma maior

chance de lesdo.

CONCLUSAO

A desnutricdo proteica é capaz de gerar danos permanentes no crescimento
corporeo e nas estruturas relacionadas a resisténcia muscular a tensdo, podendo
facilitar o rompimento muscular com uma menor carga imposta, no entanto, com a
utilizacdo da PBM, ¢é visivel a melhora na resisténcia, podendo ele ser utilizado nos
protocolos de reabilitacdo, juntamente com o treino fisico. Ainda mais, por ser capaz
de aumentar as reservas de glicogénio, facilitando a recuperagdo para uma melhora
precoce na performance em exercicios aerobicos de longa duracdo. Por fim, a PBM
parece ser capaz de diminuir o nivel sérico de creatinina, porém esse parametro deve

ser melhor investigado.
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4. Estudo 111

Acompanhamento da condigédo cardiaca frente ao exercicio aerébico com
periodizagéo linear, associado ou ndo a fotobiomodulagdo em ratos desnutridos

e recuperados nutricionalmente.
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RESUMO

A desnutricdo proteica pode ocorrer devido a falta de proteinas, carboidratos e/ou
lipidios. Essa caréncia pode acarretar em um quadro com déficits neuropsicomotor,
sendo que grande parte deles ndo sdo recuperados ao realizar uma recuperacao
nutricional. Desta maneira, este estudo visou observar os efeitos deletérios da
desnutricdo no musculo cardiaco, observando se a recuperacao proteica, associada ou
ndo com exercicios fisicos aerobicos podem ser suficientes para ter uma reabilitacdo
completa, ainda mais quando for associado com a fotobiomodulagdo. Sessenta e trés
ratos Wistar foram utilizados, sendo aleatoriamente divididos em 6 grupos, contendo
7 animais em cada, assim denominados: Controle (C), Controle Treinado (CT),
Controle Treinado e Irradiado (CTLa), Desnutrido Recuperado (DR), Desnutrido
Recuperado Treinado (DRT), Desnutrido Recuperado e Irradiado (DRTLa). Foi
realizado um treino periodizado com polimento linear, juntamente, ou ndo, com a
fotobiomodulacdo com fluéncia de 214J/cm?, poténcia de 100mW e comprimento de
onda de 780nm. Assim, foram feitas analises eletrocardiograficas em diferentes
momentos, além de colesterol total e triglicerideos. Os resultados demonstram que
0s grupos irradiados possuem maior frequéncia cardiaca que os demais grupos
treinados, ainda, os parametros do eletrocardiograma demonstram que animais que
passam pela desnutricdo proteica possam ter quadros de extra-sistole, arritmia,
momentos de taquicardia e bradicardia, sendo que essas alteracdes sao corrigidas ao
iniciar o treinamento fisico aerdbico. Desta maneira, a fotobiomodulacdo pode
aumentar a frequéncia cardiaca em animais treinados e esse treinamento pode corrigir

as alteragdes negativas impostas no perfil elétrico cardico pela desnutri¢do proteica.

Palavras-chave: desnutrigdo, exercicio fisico, eletrocardiograma
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ABSTRACT

Protein malnutrition can occur due to lack of protein, carbohydrates and / or lipids.
This deficiency can lead to neuro-psycho-motor deficits, and most of them are not
recovered during nutritional recovery. In this way, this study aimed to observe the
deleterious effects of malnutrition on the cardiac muscle, observing whether protein
recovery, associated or not with aerobic physical exercises may be enough to have a
complete rehabilitation, even more when it is associated with photobiomodulation.
Sixty-three Wistar rats were randomly divided into six groups, containing 7 animals
each, so-called: Control (C), Controlled Trained (CT), Trained and Irradiated Control
(CTLa), Recovered Malnourished (DR), Malnourished Recovered Trained (DRT),
Malnourished Recovered Trained and Irradiated (DRTLa). A periodic training with
linear polishing was carried out, together or not, with photobiomodulation with
fluence of 214J / cm?, power of 100mW and wavelength of 780nm. Thus,
electrocardiographic analyzes were performed at different times, in addition to total
cholesterol and triglycerides. The results show that the irradiated groups have a
higher heart rate than the other trained groups; however, the electrocardiogram
parameters show that animals suffering from protein malnutrition may have
extrasystoles, arrhythmia, moments of tachycardia and bradycardia and these changes
are corrected when beginning aerobic physical training. In this way, the
photobiomodulation can increase the heart rate in trained animals and this training
can correct the negative changes imposed in the electric cardic profile by protein

malnutrition.

Keywords: malnutrition, physical exercise, electrocardiogram
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INTRODUCAO

A desnutricdo proteica € uma condicdo patologica decorrente das
deficiéncias de substratos energéticos e proteinas, a qual atinge em sua maioria as
criancas, principalmente do continente africano (WHO, 2018).

Na literatura cientifica é visivel que dentre os indmeros modelos
experimentais aplicados ao estudo sobre desnutricdo, o modelo de desnutri¢édo
cronica precoce, por restricdo proteica na ingesta alimentar, podendo até ser
caracterizada como Kwashiorkor, é o mais semelhante ao que acontece na populacao
infantil e merecedor de maiores estudos devido sua importancia social e cientifica
(NUNES et al., 2002; ABALAN et al., 2010).

Visto a importancia da ingestdo correta de aminoacidos nos estagios iniciais
do desenvolvimento, uma vez que sua falta pode alterar o funcionamento celular,
com maior ou menor intensidade, dependendo do tecido, isso ir4 gerar grande
comprometimento na funcionalidade para se manter a homeostasia, levando até danos
irreparaveis (Xl et al., 2011).

O coracdao é um dos tecidos que sofrem com os efeitos deletérios da
desnutricdo, de forma similar do efeito catabdlico produzido no musculoesquelético,
podendo levar a um corac¢édo hipotréfico (DROTT; LUNDHOLM, 1992). Importante
ressaltar que, no que diz respeito a recuperacao nutricional, ndo ha consenso, havendo
autores que indicam reversdo do quadro, enquanto outros observam somente
recuperacdo parcial (SILVERMAN et al., 2016 ; EL-SAYED et al., 2006).

Ainda, paises da Africa, como a Republica da Quénia, sofrem com elevados
indices de desnutricdo infantil, sendo que parte desses individuos passam por uma
recuperacdo nutricional, ainda, esses paises migram muitos dos seus atletas para
outros locais mais desenvolvidos, realcando que ao se falar de corrida de longa
duracdo, seus atletas sdo os grandes campedes nos ultimos anos (SIMIYU
NJORORAI, 2010; WHO, 2018).

Visto que esses corredores sdo baixos, finos, com a quantidade de gordura
corporal minima, com baixo desenvolvimento do tecido muscular, ainda assim
possuem uma extrema capacidade em provas de longa duracdo, principalmente
corrida, possivelmente, por mobilizarem, mais facilmente, o glicogénio muscular e
terem uma alta oxidacgéo de carboidratos, sendo que essas condigdes, sdo muitas vezes

justificadas pelas condigfes sociais, culturais, econdmicas que fizeram esses atletas
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passarem por extrema dificuldade em sobreviver (BLOSSNER et al., 2005;
EKSTEROWICZ; NAPIERALA; ZUKOW, 2016; WHO, 2018).

As caracteristicas fisicas destes quenianos se deparam com as caracteristicas
de individuos, os quais passaram pela desnutricdo proteica e recuperacdo nutricional,
desta maneira, ha um leque sobre a falta de informacdes que correlacionam esse perfil
metabdlico com o exercicio fisico de alta duragdo, assim como o funcionamento
cardiaco ao longo de todo o processo.

Ainda, sabendo que a fotobiomodulacdo (PBM) no exercicio fisico é capaz
de melhorar a performance aerdbica, reduzindo o estresse oxidativo, diminuindo o
indice de fadiga (DE MARCHI et al., 2012), diminuindo o nivel sérico de lactato
(ASSIS et al., 2015), aumentando o processo da angiogénese (ADABBO et al., 2016),
estimulando as células satélites (FERRARESI; HAMBLIN; PARIZOTTO, 2012),
aumentando a forca muscular (FERRARESI; OLIVEIRA; ZAFALON, 2011),
diminuindo os marcadores inflamatérios (ZAGATTO et al., 2016), é necessario que
pesquisas desmistifiquem se a fotobiomodulacdo poderia auxiliar o tecido
musculoesquelético em situacdo de desnutricdo e recuperacdo nutricional.

Desta maneira, este estudo visa observar se os efeitos deletérios no musculo
cardiaco causado pela desnutricdo proteica sdo reversiveis tanto em condicdes
normais, quando em associacao ao treinamento fisico periodizado, ainda, averiguar
se a PBM é capaz de acelerar esse processo, ou mesmo contribuir com funcionamento

cardiaco.

MATERIAL E METODOS
Animais:

Foram utilizados 63 ratos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var,
albinus, Rodentia, Mamalia), desmamados no 21° dia de vida, provenientes da
empresa Anilab® (Paulinia-SP). Os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas
coletivas contendo 5 e 7 animais por gaiola para os animais submetidos a adequada
condigdo nutricional proteica e aos animais submetidos a condigdo de
desnutrigdo/recuperacéo proteica, respectivamente.

Ademais, os animais receberam agua e racdo ad libitum e foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada de 23 + 2 °C e iluminagédo adequada, ciclo
claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a partir das 6:00 horas. Ressalta-se que, com

relacdo a limpeza das gaiolas, foi adotado o procedimento de se transferir pequena
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porcdo do material da gaiola suja (maravalha com fezes e urina) para a gaiola limpa,
sendo em seguida, adicionada mais maravalha limpa e realizada a homogeneizacgéo
da maravalha objetivando a manuten¢ao das marcas olfatérias e consequentemente a
estabilidade da hierarquia social dos animais em cada gaiola, reduzindo possiveis
picos de estresse (RODRIGUES et al., 2013).

Ainda, durante todo o periodo experimental, os animais foram
continuamente expostos de forma sistematica/organizada a diferenciadas condi¢fes
de ambiente enriquecido, considerando orientacdes previamente publicadas
(RODRIGUES et al., 2013), a fim de minimizar a monotonia da confinacdo e
proporcionar maior possibilidade de interagdes naturais da espécie no que diz
respeito as questdes ambientais e sociais. Reconhecidamente, a condigdo de ambiente
enriquecido, apresenta potencial para minimizar o nivel de estresse e,
consequentemente, aumento das possibilidades de obtencao de animais mais estaveis
com relacdo aos parametros fisioldgicos e psicoldgicos (SIMPSON; KELLY, 2011),
assegurando melhores resultados cientificos.

Os animais foram tratados de acordo com as recomendacdes do Guide for
Care Use of Laboratory Animals (National Research Council, 1996), sendo o trabalho
aprovado pela Comissdo de Experimentagdo Animal da Universidade Metodista de
Piracicaba (UNIMEP) sob protocolo de niumero 04/16.

Experimental Groups

Apos o periodo de desmame dos animais, 0s mesmos foram aleatoriamente
divididos em 6 grupos, contendo 7 animais em cada, assim denominados: Controle
(C), Controle Treinado (CT), Controle Treinado e Irradiado (CTLa), Desnutrido
Recuperado (DR), Desnutrido Recuperado Treinado (DRT), Desnutrido Recuperado
e Irradiado (DRTLa). O grupo C e DR no dia 45 de experimento serd titulado como
C45 e DR45, respectivamente, no dia 90 de experimento, C90 e DR90,
respectivamente. O periodo total de experimento foi de 129 dias, sendo que do dia

90 até o dia 126 houve o treinamento fisico, e o Ultimo dia, as coletas.
Desenho Experimental

Inicialmente os grupos C, CT, CTLa passaram pela dieta normoproteica (AN

93 M 14%) durante todo o experimento e os grupos DR, DRT, DRTLa, passaram por
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uma dieta hipoproteica (AN 6%) por 45 dias, causando o estado de desnutricdo
proteica e foram recuperados com dieta normoproteica durante 45 dias.

Ao atingirem o 83° dia de experimento, 0s grupos passaram por um protocolo
de adaptacdo na esteira e, posteriormente, por um programa de treinamento fisico, o
qual se inicia no dia 90° e dura 36 dias, com excec¢do dos grupos C e DR.

Os grupos CTLa e DRLa receberam irradiacédo de laser de baixa intensidade
apos cada sessdo de treinamento. Vide Figura 1 para melhor visualizagdo do desenho

experimental.

| Periodo de adaptacdo

lll | Periodo de treinamento
1

AN 93 M (14%) | AN (6%)
-Cc = DR

v

Analises: Peso corporal,
frequéncia cardiaca,
triglicerideos, colesterol,

v

= CT == DRT — 1T Treino fisico

— CTLa + DRTLa 111 ] Treino fisico 3| peso tecidual e ECG.
I I 1] associadoa PBM |
11 I
P11 |
Dias 0 45 83 90 126

—

Periodo de recuperacdo

nutricional

Analises: Peso corporal,
frequéncia cardiaca,
triglicerideos, colesterol,
peso tecidual e ECG.

Figura 6 - Desenho experimental, sequindo uma linha temporal com as analises que foram realizadas
em cada momento.

Protocolo de Desnutricdo e Recuperacdo Nutricional

Os animais dos grupos C, CT e CTLa foram alimentados com dieta
normoproteica AIN 93 M, contendo 14% de proteina, enquanto 0s animais dos grupos
DR, DRT, DRTLa foram alimentados com dieta hipoproteica AN contendo 6% de
proteina por 45 dias, alimento comercializado pela PragSolugbes Servicos e
Comeércio Ltda. Posteriormente, 0s animais passaram pelo processo de recuperacao
nutricional, sendo alimentados com dieta normoproteica AIN 93 M, contendo 14%
de proteina pelo periodo de 45 dias. As composi¢Bes das referidas dietas estdo

previamente descritas (Tabela 1).
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Tabela 8 - Composicdo das dietas (g/Kg) utilizadas para desnutri¢do recuperacdo nutricional.

Dieta AN 93 M -14% Dieta AN - 6% proteina (desnutricdo)
Ingredientes p/1 Kg Ingredientes p/1 Kg
Amido de milho 465.700 Amido de milho 508.000
Caseina 140.000 Caseina 66.000
Amido dextrinizado 155.000 Amido 166.500
Sacarose 100.000 Sacarose 121.000
Oleo de soja 40.000 Oleo de soja 40.000
Fibra (Cel. Microcrist.) 50.000 Fibra (Cel. 50.000
L-cistina 1.800 L-cistina 1.000
Cloreto colina 2.500 Cloreto colina 2.500
Mix mineral G 35.000 Mix mineral G 35.000
Mix vitaminico 10.000 Mix vitaminico 10.000
TOTAL 1000.0 TOTAL 1000.0

Esteira e Adaptacdo dos Animais

Para realizar os programas de treinamento fisico, foi utilizada uma esteira
ergométrica da marca Rebook TR2 Premierrun Treadmill® (Adidas do Brasil, Embd,
SP, Brasil), apresentando 8 raias, com marcagéo de velocidade em metros por minuto
(m/min) e inclinagdo automatica. Os animais receberam treinamento passaram pela
adaptacdo na esteira na ultima semana de recuperacao nutricional representando os
dias 83 até o dia 90 de experimento. O protocolo de adaptacdo consistiu na colocacao
dos animais na esteira durante uma semana, sem inclinacdo, com aumento
progressivo da velocidade até alcancar 18 m.min (valor médio da primeira semana
de treinamento), com aumento progressivo do tempo de corrida até alcancar 15

minutos.
Programa de Treinamento Fisico Periodizado com Polimento Linear

O protocolo de treinamento aerdbio foi realizado diariamente, de segunda-

feira a sexta-feira, durante 36 dias, no periodo da tarde. Este protocolo apresenta
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periodizacdo do volume e da intensidade obedecendo periodos de descanso ativo

(Tabela 2).

Tabela 9 - Protocolo de treinamento, demonstrando a duracéo do treino em minutos, velocidade em

metros por minuto (m.min-!) e a carga de treino.

Dia Volume Intensidade carga
treino
_ _ (Volume
(min) (m.min-1) )
intensidade) = u.a.)

1 20 16 320

2 30 17 510

3 40 18 720

4 45 19 855

5 50 20 1000
6 0 - -

7 0 - -

8 60 20 1200
9 60 20 1200
10 60 20 1200
11 60 20 1200
12 60 22 1320
13 0 - }

14 0 - }

15 60 22 1320
16 60 24 1440
17 60 22 1320
18 60 24 1440
19 60 22 1320
20 0 - -

21 0 - }

22 60 24 1440
23 60 24 1440
24 60 24 1440
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25 60 24 1440

26 60 24 1440
27 0 - -

28 0 - -

29 0 - -

30 50 24 1200
31 40 24 960
32 35 24 840
33 30 24 720
34 25 24 600
35 0 - -

36 0 - -

Esta graduacdo tem o intuito de possibilitar uma adaptacéo dos animais ao
treinamento, preconizando, assim, um predominio do treinamento aerdbio. Sua
intensidade foi calculada seguindo os niveis de lactato encontrado nos estudos de
Ferreira (FERREIRA et al., 2007) e Brito Vieira (BRITO VIEIRA et al., 2014) e no
teste de maxima fase estavel de lactato (MFEL).

O inicio do treinamento foi realizado com carga de trabalho menor (10% de
velocidade e tempo predeterminados para o dia) como forma de aquecimento,

conforme previamente preconizado (SIU et al., 2003).

Fotobiomodulacéo

Foi utilizado o laser de baixa intensidade GaAlAs (MM Optics, Sdo Carlos,
SP, Brasil), sendo este calibrado e aferido antes do procedimento experimental, ,
seguindo os parametros do estudo de Brito Vieira (BRITO VIEIRA et al., 2012)
(Table 3).

As irradiacbes foram realizadas de modo pontual, no ventre muscular do
tibial anterior e triceps sural imediatamente apds as sessdes do exercicios fisicos,
visando aproveitar as condi¢des de “estresse fisico” e, consequentemente, de
alteracbes metabolicas do animal, tendo em vista maior eficacia do laser nessas
condigOes (FERRARESI et al., 2015).
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Todos os animais foram tricotomizados na regido em que receberam as
irradiagOes, e durante a aplicacéo foi utilizada uma manta de algoddo para conter o

animal.

Tabela 10 - Pardmetros de aplicacdo do laser de baixa intensidade GaAlAs

Parametros Valores
Poténcia (mW) 70
Comprimento de Onda (nm) 780
Mode de Aplicacdo Continuo
Area transversa de saida do laser

(cm) 0.04
Fluéncia (J/cm2) 214
Tempo (s) 122
Energia (J) 8,54

Determinacdo do peso corporal, da altura corporal e calculo do indice de massa
corporal (IMC)

Os animais foram pesados através da balanca digital (Industria Filizola, So
Paulo, SP, Brasil) nos dias 0, 45, 90 e 126 de experimento. O tamanho foi
similarmente avaliado nos mesmo momentos, sendo o0s resultados expressos em cm,
utilizando-se para tanto, uma régua flexivel da marca Nitrogéme Agropeclaria
(Nitrogéme, Sdo Paulo, SP) e considerando orientacdes previamente publicadas
(NOVELLI et al., 2007). Ademais, foi avaliado o IMC através da divisao dos valores
da massa corporal pelo tamanho elevado ao quadrado de cada animal, sendo os
resultados expressos em g.cm? (NOVELLI et al., 2007).

Determinacdo do eletrocardiograma de repouso, coleta e massa dos tecidos e
determinacédo do indice da massa dos tecidos

Para coleta das amostras, os ratos foram anestesiados com mistura de
cloridrato de ketamina (Dopalen®)(Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinea, SP,
Brasil), e cloridrato de xilazina (Rompun®)(Bayer S.A., S&o Paulo, SP, Brasil), via
intraperitoneal, considerando as orienta¢des previamente publicadas de 0,1mL.100g
1 ¢ 0,07mL.100g?, respectivamente (RODRIGUES et al., 2013). Sendo confirmado

a inexisténcia de estimulos dolorosos, procedeu-se ao monitoramento do
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eletrocardiograma (ECG), em seguida decapitacdo e retirada dos tecidos, 0os quais
foram congelados no biofreezer a -70°C.

Para determinar o peso dos tecidos, os mesmos foram pesados em uma
balanca digital da marca Mettler Toledo PB303. Em seguida, para determinar o indice
da massa dos tecidos, foi realizado a divisdo da massa tecidual pela massa corporal
momentanea de cada animal.

Para determinagdo do ECG de repouso, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico, via intraperitoneal. A analise do ECG seré procedida por meio
do eletrocardidgrafo da marca HeartWare® e pelo programa Heart Ware System®.
Para tanto, os eletrodos foram conectados aos canais de um computador, e
devidamente posicionados ao animal, sendo registradas trés derivagdes bipolares (DI,
DIl e DIII) e nas trés derivacdes amplificadas (aVR, aVL e aVF) com velocidade de
50 mm/s. O intervalo QT sera medido em dez batimentos consecutivos, do inicio do
complexo QRS ao ponto de retorno da onda T isoelétrica. Ademais, o intervalo QT
sera corrigido pela frequéncia cardiaca usando a formula de Bazett. Os valores
referidos sdo da derivacdo DII.

Determinacdo do Colesterol Total e Triglicerideos

Para a determinacdo do LDL-colesterol, HDL-colesterol, colesterol total,

serdo utilizadas as técnicas de rotina de laboratérios de hematologia, sendo os

resultados expressos em mg/dL.

Anélise Estatistica

Os dados coletados foram tabulados e posteriormente analisados pelo
software estatistico “GraphPad Prism 7”. A analise estatistica foi procedida pela
aplicacdo do teste Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade.

Os dados que se demonstraram paramétricos passaram pela analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA), quando foi o caso, de duas vias (two-way
ANOVA) seguido do teste de Tukey, enquanto as variaveis que se demonstrarem nédo
paramétricas passaram pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. Em

todos os céalculos foi fixado um nivel critico de p<0,05 para significancia estatistica.
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RESULTADOS
IMC e indice de massa dos tecidos

Ao observar os resultados oriundos do indice de massa corporal, € visivel
que houve diferenca estatistica do grupos C45 em relacéo ao grupo DR45 (p<0,0001),
sugerindo que a desnutricdo pode afetar, negativamente o IMC, no entanto, depois de
iniciado a recuperagdo nutricional, o IMC no dia 90 de experimento ndo teve
diferenca estatistica entre os grupos C90 e DR90 (p=0,2906), sugerindo que o indice
de massa em relacdo a altura foi recuperado (Figura 2-A). N@o houve diferenca ao se
comparar 0s demais grupos do experimento.

Ja o indice de peso do coracdo é maior nos animais desnutridos em relacdo
ao grupo controle no momento do dia 45 de experimento (C45 vs DR45 p<0,0001),
ainda, o grupo DRTLa, obteve maiores valores ao se comparar com o grupo C e CT
(p=0,011 e p=0,0335, respectivamente), sugerindo que o quadro de desnutri¢éo,
juntamente com o efeito da PBM, podem acarretar em niveis mais elevados do indice
de massa do coracdo em relacdo a animais que passaram por dieta normoproteic e sdo
sedentarios, ou mesmo treinados (Figura 2-B).

Ainda, ao observar o indice de massa do pulméo, o grupo C45 apresenta
diferenca estatistica em relacdo ao grupo DR45 (p<0,0001), e mesmo que o animal
seja recuperado nutricionalmente a diferenca se mantém, como visto entre 0s grupos
C90 e DR90 (p=0,0051). Para finalizar, o grupo CT, obteve valores inferiores ao se
comparar com o grupo DR e DRT (p=0,0467 e p=0,0021, respectivamente),
demonstrando que a desnutri¢do pode influenciar o indice de massa pulmonar (Figura
2-C).
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Figura 7 — A: indice de massa corporal (IMC), B: indice de massa do coragéo, C: indice de massa do
pulm@o. Para todos os graficos foi atribuido * para p<0,05 em relagdo ao grupo C45, o para p<0,05
em relagdo ao grupo C90, B para p<0,05 em relagdo ao grupo C, d para p<0,05 em relagdo ao grupo
CT.

Frequéncia cardiaca (FC), colesterol total e triglicerideos
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Apos os 45 dias de ingestdo de dieta hipoproteica, o grupo DR45 apresenta
diferenca estatica em relacdo ao grupo C45 (p<0,0001), sendo que esse quadro sera
mantido até o dia 90 de experimento, quando é observado que o grupo DR90
apresenta valores inferiores ao grupo C90 (p<0,0001) (Figura 3-A).

Ao final do periodo de treinamento, os grupos DR, CT, DRT e DRTLa,
mostraram terem menores valores de frequéncia cardiaca em relacdo ao grupo C,
demonstrando que o exercicio pode diminuir a FC (p<0,0001, p=0,0037, p<0,0001 e
p=0,0491, respectivamente).

Ainda, o grupo DR tem menores valores de FC em relacdo ao grupo CT
(p=0,004), CTLa (p<0,0001) e DRTLa. (p<0,0001) (Figura 3-A).

No entanto, 0s grupos que passaram por irradiacdo apds o exercicio fisico
apresentam maiores valores de FC, em relacdo aos animais que so realizam o treino
periodizado, visto as diferencas entre CT e CTLa (p=0,003) e DRT e DRTLa
(p=0,0109) (Figura 3-A).

Ja o nivel de colesterol, somente o grupo CT apresentou valores inferiores
em relacdo aos grupos C (p<0,0001), DR (p<0,0001), DRT (p=0,0031) e CTLa
(p<0,0001), vide Figura 3-B.

Em relacdo ao nivel sérico de triglicerideos, o grupo DR45 apresenta
menores concentracdes em relagdo ao grupo C45 (p=0,0099), algo que foi revertido
ao andar do desenvolvimento corpdoreo com a dieta normoproteica, no entanto o grupo
DR apresenta valores maiores se comparado ao grupo DRT (p=0,0268), mostrando
que o exercicio pode modular os valores do triglicerideos em animais que passaram

por desnutri¢do e recuperacdo nutricional (Figura 3-C).
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Figura 8 — A: frequéncia cardiaca. B: Colesterol Total. C: Triglicerideos. Para todos os graficos foi
atribuido * para p<0,05 em relacdo ao grupo C45, a para p<0,05 em relagdo ao grupo C90, B para
p<0,05 em relagdo ao grupo C, y para p<0,05 em relagdo ao grupo DR, o para p<0,05 em relacdo ao
grupo CT, ¢ para p<0,05 em relag¢do ao grupo DRT, ¢ para p<0,05 em relacdo ao grupo CTLa.
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Eletrocardiograma
Analisando o ECG, ao observar as ondas de maneira isolada (Figura 4), é
visivel que ndo a diferencas estatisticas entre 0s grupos ao observar a onda P, o

complexo QRS, o intervalo PR, o segmento ST e o intervalor QTc, no entanto a onda

R tem sua voltagem elevada ao se comprar os grupos DR (p=0,0026), CT (p=0,0090)
e DRTLa (p<0,0001) em relagdo ao C (Figura 5-C).

Figura 9 — Demonstracdo das ondas isoladas do ECG, nos diferentes grupos, sendo apontadas 0s picos
de cada onda.

Agora, ao analisarmos o registro inteiro, é visto sinais de bradicardia,
arritmia, seguida de taquicardia e extra-sistoles no grupo DR45, assim como sinais
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de extra-sistole no grupo DR90 e DR, sugerindo que a desnutricdo proteica, nos
estagios inicias do desenvolvimento pode acarretar em alteracdes na conducgdo
elétrica cardiaca, mesmo que haja recuperacdo nutricional adequada. No entanto, nos
grupos treinados, mesmo os DRT e DRTLa, ndo apresentaram sinais negativos no

registro completo do ECG (Figura 6).
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Figura 10 — A: Onda P do ECG. B: Complexo QRS. C: Pico de onda R. D: Intervalo PR. E: Segmento
PR. F: Intervalor QT corrigido. Para todos os graficos foi atribuido B para p<0,05 em relagdo ao
grupo C, € para p<0,05 em relacdo ao grupo DRT, ¢ para p<0,05 em relacéo ao grupo CTLa.
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Figura 11 — Alteragbes da condugdo cardiaca encontrada nos grupos DR45, DR90 e DR, nas
derivacdes DII, DI e AVL.
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DISCUSSAO

Diversos artigos apontam que a desnutricdo proteica, acarreta em menor
massa corporal, assim como menor altura, tanto nos estagios iniciais quanto ao
decorrer do crescimento corpéreo, mesmo que o animal obtenha fontes de proteina
adequada (REIS et al., 1997), sendo que nos primeiros 45 dias de experimento isso
se tornou alarmante, uma vez que houve diferenca em relagdo aos animais que
consumiram dieta normoproteica. Notoriamente, no dia 90 em diante do experimento,
ndo houve mais diferencas estatisticas, visto que esses animais ndo desenvolveram
uma altura adequada, assim como a massa, porém ficaram com o IMC dentro da
normalidade. Outros artigos mostram que ha uma diminuicdo instalada da massa
corporal em relacdo aos animais que ndo passaram por esse tipo de dieta,
caracterizando o quadro de desnutricdo proteica (PEZOLATO et al., 2015;
JERONIMO et al., 2016; PERTILLE et al., 2016; LOPES et al., 2017).

No que diz respeito ao indice de massa do coragdo, a qual se apresenta maior
no grupo DR45, a desnutricdo proteica esta associada com a perda muscular, perda
de massa 6ssea e gordurosa, porém ha um aumento da taxa metabolica basal
(AMARE; HAMZA; ASEFA, 2015), isto pode estar associado com quadros de baixa
quantidade de albumina sérica, elevando os niveis de nitrogénio uréico sérico e
proteina C-reativa, condicdo, a qual, pode levar a uma parada cardiaca (HORWICH
et al., 2008), esta situacdo pode gerar essa falha cardiaca pelo mal funcionamento do
ventriculo esquerdo (FLOREA et al., 2004), desta maneira, essa sobrecarga continua,
juntamente com um baixo peso pode levar ao aumento do indice do coracéo.

Sabe-se que a funcionalidade pulmonar é limitada em individuos com
desnutricdo proteica quando é realizado testes do volume expiratério for¢ado e da
capacidade vital forcada (LELIJVELD et al., 2017), ainda mais que sua formagao,
nas fases iniciais do desenvolvimento, compromete as fibras de elastina e de
colageno, necessarias para criar os alvéolos, muitas vezes, fazendo o pulmaéo
apresentar menor massa (GAULTIER, 1991), desta maneira, 0s animais do grupos
DRA45, estavam com sua massa corporal muito diminuida para apresentar o valor de
indice da massa pulmonar maior que o grupo C45.

Sobre a condicdo da FC, tem sido destacada que a desnutri¢do proteica € a
responsavel por potencializar as condigfes de bradicardia, reducdo da ejecdo
cardiaca, hipotrofia cardiaca (MARTINS; CHIANCA; FERNANDES, 2011), como
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visto nesta pesquisa, uma vez que as FC continuam baixas mesmo ao chegar no final
da fase adulta (grupo DR), no entanto, ao ocorrer o treinamento fisico associado a
PBM, a FC sobe, uma vez que ao analisar a variabilidade da frequéncia cardiaca,
frente ao treinamento associado a PBM, foi visto que essa irradiacdo foi capaz de
aumentar os indices da alta frequéncia, demonstrando maior controle simpatico
(PAOLILLO et al.,, 2014). Ademais, 0s grupos que se submeteram a dieta
normoproteica e foram treinados, apresentaram menores FC de repouso em relacdo
ao grupo C, pois o exercicio fisico aerobico é capaz de aumentar a modulacdo do
sistema parassimpatico, diminuir a rigidez arterial e gerar hipertrofia do ventriculo
esquerdo (GOLDSMITH; BLOOMFIELD; ROSENWINKEL, 2000), somente o
grupo CTLa obteve maiores FC devido a irradiagédo do laser e aumento da modulagéo
simpatica (PAOLILLO et al., 2014).

Sobre os niveis de colesterol total, é sabido que a atividade fisica aerdbica
influencia diretamente os niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL), sendo que
0 tempo da atividade esta diretamente relacionada ao aumento, sendo preconizado,
23-74 minutos de exercicio corrido para ter aumento significativo (KODAMA et al.,
2007), justicando os valores dos grupos que passaram pelo treinamento periodizado
serem semelhantes aos grupos C e DR, exceto o CT, que pode ter se beneficiado do
aumento do HDL e também do aumento da lipase lipoprotéica, a qual pode diminuir
0s niveis serios dos triglicerideos e da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(GRANDJEAN; CROUSE; ROHACK, 2000).

Em relacdo aos triglicerideos, o nivel se encontra baixo em casos de
desnutricdo, ja que o funcionamento do figado é restrito (IBRAHIM et al., 1994),
como visto no grupo DR45 em relacdo ao C45 e o DR em relacdo ao DRT, porém o
exercicio fisico aerdbico, associado ou ndo com a PBM, parece ndo ter influenciado
significativamente nos niveis séricos.

Sobre o eletrocardiograma, este estudo é pioneiro em acompanhar a evolucgéo
cardiaca ao longo da desnutricdo proteica e recuperacao nutricional, desta maneira,
ao analisar as ondas do ECG isoladamente, foi visto um aumento da amplitude da
onda R dos grupos DR, CT e DRTLa ao se comparar com o controle, visto que esta
onda representa o pico da contracdo ventricular na derivacdo DII, que, juntamente
como aumento da onda QRS, poderiam justificar hipertrofia do ventriculo esquerdo
(PERONNET et al., 1980), a qual ndo possivel confirmar no presente estudo, sendo
esta uma limitacdo da pesquisa.
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No entanto, € visto sinais de arritmia, bradicardia, taquicardia e extra-sistoles
enquanto os animais ndo fizeram uma recuperacao nutricional, sendo justificada pelo
aumento metabdlico basal, hipotrofica cardiaca e modulagGes parassimpaticas que
podem ocorrer na desnutricdo (DROTT; LUNDHOLM, 1992; FAGARD, 2003;
MARTINS; CHIANCA; FERNANDES, 2011), porém o exercicio fisico aerdbico é
capaz de aumento a forca de injecdo de sangue nos tecidos, melhorando a oxidacéo
celular, de gerar um aumento da atividade parassimpatica, realizando alteragbes no
sistema de conducdo elétrica cardiaca, oferecendo o suporte necessario para eliminar
as condicOes negativas impostas pela desnutri¢do proteica, a qual se alongou até o
grupo DR e foram eliminadas nos grupos treinados (GARRETT; KIRKENDALL,
2000; FAGARD, 2003). Ainda, por mais que o PBM possa modular o sistema

simpatico, ndo acarretou em alteracdes nos registros de ECG.

CONCLUSAO

A limitagdo da ingesta de amino&cidos nas fases iniciais do desenvolvimento
pode acarretar em alteracdes nos indices de massa cardiaca e pulmonar, assim como
gerar quadros deletérios para o coracdo, sendo que essas sequelas cardiacas, mesmo
que haja uma recuperagdo nutricional, podem se pendurar até o estagio final de
crescimento corpéreo, no entanto, elas sdo completamente extintas, quando é
aplicado um programa de treinamento fisico periodizado de longa durac¢éo, sendo que
a PBM pode auxiliar a modular o sistema simpatico, aumentado a frequéncia

cardiaca, levando-a para um nivel de normalidade.
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5.Considerac@es Finais

Com base nas condi¢des experimentais que compde a presente tese, com destaque
para os resultados expostos, € possivel apresentar as seguintes consideracgdes:

e A desnutricdao proteica pode acarretar em diversos déficits nas estruturas
bioldgicas, como alteracdo no perfil elétrico cardiaco, menor deformidade,
elasticidade e resisténcia a tracdo muscular, niveis de glicogénio muscular e
hepatico inferiores e menor massa corporal e altura fisica.

e Avrecuperacdo nutricional é capaz de reverter alguns dos problemas gerados
pela desnutri¢ao proteica, como o perfil sanguineo e metabdlico, porém, no
que diz a respeito da massa e altura corporal, isso ndo foi possivel.

e A prépria desnutricdo proteica seguida de recuperacdo nutricional, parece
afetar o perfil metabdlico, melhorando o glicogénio muscular das fibras
vermelhas e do figado, melhorando o desempenho fisico de longa duracao,
sendo que isso pode ser elevado caso haja PBM.

e A PBM, tanto no perfil de desnutricao e recuperac¢ao nutricional, quanto em
um ambiente que os animais ingeriram uma racdo imitando as dietas
normais, foi efetiva para melhorar a concentragao de glicogénio, melhorar a
maxima fase estdvel de lactato e melhorar a resisténcia a fadiga.

e Esse estudo definiu uma nova fase estavel de lactato para animais
desnutridos e recuperados, além de colaborar com outros estudos de
exercicios aerdbico na esteira ergométrica.

e O teste de tracdo muscular, relatou que a PBM pode auxiliar no ganho de
deformacdo e resisténcia muscular, tanto em uma condi¢do normal, quanto
em uma condicdo de desnutricdo e recuperagdo nutricional.

e A lesdo muscular ocasionada por uma criolesdo, parece ser mais

rapidamente reabilitada, quando se associa PBM no treinamento fisico,
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sendo uma semana, o tempo suficiente para ndo ter prejuizo na

performance.

123



6. Limitacdes do Estudo

124



6. LimitacOes do Estudo

O Estudo I, responsavel por avaliar o perfil metabdlico, da méaxima fase
estavel de lactato e da performance aerdbica, tanto na condicdo de desnutricdo e
recuperacdo proteica, quanto em um ambiente com uma dieta normoproteica, poderia
ter investigo outros aspectos metabdlicos, 0s quais responderiam questdes mais
profundas sobre a manutencao energética. Assim, se tratando em esclarecer as vias
envolvidas na relacdo sintese/degradacdo proteica, poderiam ser analisadas as
proteinas-chave da via mTOR, como RAG A GTPase, PKB/Akt, mTOR, P70s6k1,
IRS-1, desta maneira definiriamos com as vias de sinalizacdo de insulina estdo
agindo.

No Estudo Il, visto que foi avaliado a regeneracdo muscular ap6s uma
criolesdo, observando se seria possivel recuperar essa lesdo mais rapidamente
utilizando ao PBM para que ndo haja diminuicdo da performance, além de avaliar a
condicdo muscular frente a um teste de tracdo mecéanica. Seria interessante um estudo
histologico para ver o alinhamento muscular, assim como o comportamento dos
fibroblastos, relatando a quantidade de colageno e elastina que foi depositado no
periodo apds a lesdo. Ainda, quantificar os marcadores séricos inflamatérios, como
IL-6, IL-10 e TNF-alfa.

No Estudo Ill, foi avaliado a condicdo elétrica do coracdo frente a desnutricéo
proteica e recuperacdo nutricional, visto que houve alteracGes significativas, as quais
foram sanadas ao introduzir o exercicio fisico aerébico, porém, uma analise mais
apurada dos tipos de colesterol, além dos horménios relacionados ao desempenho
cardiaco, como o préprio cortisol e testosterona, deveriam ser investigados.

Vale ressaltar que durante o desenvolvimento da presente tese, a conjuntura

econdmica do pais exigiu adequacBes orgcamentarias diante a falta de fomento para
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analises mais primorosas.

Ainda, por mais que haja milhares de individuos passando pelo processo de
desnutri¢do, sendo que uma porcentagem consegue ter uma recuperacgdo nutricional,
no que diz respeito sobre as alteragdes bioldgicas relacionadas a atividade fisica, ha
uma escuriddo nas pesquisas clinicas e experimentais, enaltecendo a importancia
desta tese, visto que ela pode influencias novas condutas terapéuticas e abrir novos
caminhos e oportunidades para estudos de relevancia para a comunidade da area da

saude.
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7. Perspectivas Futuras
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7. Perspectivas futuras

Visto os resultados apurados, é viavel partir para pesquisas clinicas,
observando a recuperacdo de uma lesdo muscular, juntamente com a PBM no tecido
muscular, ndo somente para diminuir o processo inflamatério, mas sim ndo diminuir
a performance fisica e melhorar as reservas de glicogénio, aumentar a circulacdo
local, diminuindo, assim, o tempo de recuperacao.

Ainda, observar a diferenca da irradiacdo do laser de baixa intensidade em
individuos que tenham passado por desnutricdo proteica e recuperacdo nutricional
para comparar os resultados de performance, com individuos que ndo tenham
passado.

Por fim, é esperado que essa tese auxilie nas diversas hipoteses que tentam
justificar por que os individuos africanos tém melhor condicao fisica para fazerem

exercicios aerobicos de longa duracéo.
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ABSTRACT

Malnutrition is defined as a condition in which the body is unbalanced and/or
energy deficient. Experimental studies that evaluate the conditions of physical
exercise in undernourished organisms have been highlighted in the literature with the
objective of evaluating the impact of this condition on the protein recovery and
exercise performance. This study aimed to evaluate the impact of malnutrition on
aerobic physical exercise associated or not with Photobiomodulation (PBM), being
this resource widely discussed in the literature about its effects on physical exercise.
Sixty-three Wistar rats were divided into six groups, control (C), trained control (CT),
trained and irradiated control by PBM (CTLa), Recovered malnourished (DR),
recovered malnourished trained (DRT), malnourished recovered and irradiated by
PBM (DRTLa). An Ergometric treadmill was used for the trained groups and an
infrared laser (780nm) for the irradiated groups. The evaluations were determination
of physical performance, determination of lactate and glycogen concentration. For
the physical performance it was observed that the irradiated groups presented
superior results to the other groups and in relation to the lactate level the trained
groups associated or not the PBM presented values higher than the others. In the
evaluation of the hepatic glycogen, better results were observed for the groups that
underwent the process of malnutrition trained with or without PBM. Thus, this study
demonstrated that the deleterious effects of malnutrition may not interfere with
physical performance in trained individuals and that the association of PBM with

exercise is capable of improving the individual’s resistance.
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INTRODUCTION

Malnutrition is defined as a condition in which the body is imbalanced and/or
energy deficient in the recognized macro-nutrients such as proteins, carbohydrates
and/or lipids and/or micro-nutrients[1]. This condition induces different magnitudes
with regard to body mass and height, as well as delayed neuropsychosocial
development[2] and other clinical alterations associated with energy deficiency[2—
5]. Physical exercise concomitant with proper balanced protein intake, are considered
as primary components for the optimization of muscle function throughout the aging
process[5] and these conditions can be influenced by the negative influence of
malnutrition.

Concerned about the high infant mortality rates due to malnutrition, recently
demonstrated by the World Health Organization (WHO) [2], it has been praised in
several studies with experimental animals that proteins are important constituents for
cellular homeostasis, being that deficiency in ingestion and/or absorption through
establishment of a malnutrition condition delineated in the early and critical stages
of development potentially negatively modulates the functioning and/or development
of the most varied tissues[2, 6-8].

Studies that have proposed a critical analysis on proteins recovery
subsequent to a malnutrition condition delineated primarily in the early and critical
stages of the development of the animals undergoes partial recovery of the most
varied tissues [6, 7, 9-11]. Few studies have focused on the impact of physical
exercise on acute modulations and/or chronic adaptations against these nutritional
conditions, and, nevertheless, not inferring any analysis regarding the possible
strategies related to laser photobiomodulation in association with exercise.

Photobiomodulation (PBM), also called low level laser therapy (LLLT), was
used in clinical practice to improve muscular performance in relation to physical
activity, with a decrease muscle damage markers like creatine kinase (CK), lactate
dehydrogenase (LDH), besides stimulating the mitochondrial metabolism, mainly
cytochrome C oxidase, demonstrating positive results in the improvement of muscle

fatigue indexes and physical performance, mainly aerobic[12]. In this way, it is
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possible that the PBM can aid in the metabolic recovery against protein malnutrition
and nutritional recovery, also, improving the physical capacity.

When faced with the reality of aerobic exercise of long duration, such as
marathons, it is apparent that the Kenyans or individuals in Africa have gained most
of the evidence in recent years. There is evidence that body proportions, especially
longer legs with lower fat percentage, racial differences, ability to perform a hip
extension with lower oxygen consumption, higher concentrations of enzymes, which
make lipoxidation and glycogen burning, directly influence the result[13].

Since most of the individuals in these countries go through the process of
protein malnutrition and nutritional recovery[2], it is possible for this characteristic
to change the metabolic pathways by altering the energy profile during aerobic
exercises, opening new perspectives of research on the triad, malnutrition and protein
recovery, aerobic physical exercise and strategies to increase performance via
biophysical agents.

The aim of this study was to determine if protein malnutrition, followed by
nutritional recovery, may lead to negative changes in performance during aerobic
physical activity, as well as to measure if PBM is able to improve the metabolic
profile, consequently, physical performance both in the condition of hypoproteic and

normoproteic diets.

MATERIAL AND METHODS

Experimental Animals:

Sixty-three Wistar rats (Rathus novergicus var, albinus, Rodentia, Mamalia)
were weaned on the 21st day of life from Anilab® (Paulinia, SP, Brazil). The animals
were kept in the bioterro in collective cages containing 5 and 7 animals for the
animals submitted to adequate protein nutritional condition and to the animals
submitted to malnutrition/protein recovery condition, respectively.

In addition, the animals received water and feed ad libitum and were kept in
an environment with controlled temperature of 23 + 2 °C and adequate lighting,
light/dark cycle of 12 hours, with light on after 6:00 hours. It should be pointed out
that, with regard to cleaning the cages, the procedure was adopted was to transfer a
small portion of the material from the dirty cage (shavings with faeces and urine) to

the clean cage, followed by the addition of more clean shavings aiming at the

138



maintenance of olfactory marks and, consequently, the stability of the social
hierarchy of the animals in each cage, reducing possible stress peaks[14].

Also, throughout the experimental period, the animals were continuously
exposed in a systematic/organized way to different enriched environment conditions,
considering previously published guidelines [14], in order to minimize the monotony
of the confinement and provide greater possibility of natural interactions of the
species with regard to environmental and social issues. Admittedly, the condition of
enriched environment has the potential to minimize the level of stress and,
consequently, increase the possibilities of obtaining more stable animals in relation
to the physiological and psychological parameters [15], ensuring better scientific
results.

The animals were treated according to the recommendations of the Guide for
Care of Laboratory Animals (National Research Council, 1996), and the work was
approved by the Animal Experimentation Commission of the Methodist University
of Piracicaba (UNIMEP) under protocol number 04/16.

Experimental Groups

After the weaning period, the animals were randomly divided into 6 groups,
containing 5-7 animals each, so-called: Control (C), Trained Control (CT), Trained
and Irradiated Control (CTLa), Malnourished and Recovered Nutritionally (DR),
Malnourished and Recovered Nutritionally and Trained (DRT), Malnourished and

Recovered Nutritionally, Trained and Irradiated (DRTLa).

Experimental Design

The groups C, CT, CTLa underwent the normoprotein diet (AN 93 M 14%)
throughout the experiment and the DR, DRT, DRTLA groups underwent a
hypoproteic diet (AN 6%) for 45 days, causing the protein malnutrition and were
recovered with a normoprotein diet for 45 days.

Upon reaching the 83rd day of the experiment, the groups underwent an
adaptation protocol on the treadmill and, later, a physical training program, which
starts on day 90 and lasts 36 days, except for groups C and DR.

Groups CTLa and DRLa received low intensity laser irradiation after each

training session. See Figure 1 for a better visualization of the experimental design.
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Figure 1 - Experimental design, following a time line (days) with the analyzes that were performed

at each moment.

Rest Period

Malnutrition and Nutrition Recovery Protocol

The animals of groups C, CT and CTLa were fed an AIN 93 M normoprotein
diet containing 14% protein, while the DR, DRT and DRTLA groups were fed an AN
hipoprotein diet containing 6% protein for 45 days, food commercialized by
PragSolucbes Servicos e Comércio Ltda; CNPJ: 03,420,938 / 0001-59 / IE
401,091,476,112-ME. Subsequently, the animals went through the nutritional
recovery process, being fed a normoprotein diet AIN 93 M, containing 14% protein

for the period of 45 days. The compositions of said diets are previously described

(Table 1).

Table 1- Composition of the diets (g / kg) used for malnutrition and nutritional recovery.

Diet AN 93 M -14% protein

Diet AN - 6% protein (malnutrition)

Ingredients for 1 Kg

Corn starch

Casein

Dextrinized Starch

Sucrose

Soybean Oil

Grams Ingredients for 1 Kg
465.700 Corn starch

140.000 Casein

155.000 Dextrinized Starch
100.000 Sucrose

40.000 Soybean Oil

Grams
508.000
66.000
166.500
121.000
40.000
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Fiber 50.000 Fiber 50.000

L-cystine 1.800 L-cystine 1.000
Chloride Choline 2.500 Chloride Choline 2.500
Mineral Mix 35.000 Mineral Mix 35.000
Vitamin Mix 10.000 Vitamin Mix 10.000
TOTAL 1000.0 TOTAL 1000.0

Treadmill and Adaptation of Animals

In order to carry out the physical training programs, a treadmill of the brand
Rebook TR2 Premierrun Treadmill® (Adidas do Brasil, Embu, SP, Brazil) was used,
presenting 8 lanes, with speed marking in meters per minute (m/min-t) and automatic
tilt. The animals received training undergoing the adaptation on the treadmill in the
last week of nutritional recovery representing by 83rd-90™ day of experiment. The
adaptation protocol consisted of placing the animals on the treadmill for one week,
without inclination, with progressive increase of velocity until reaching 18 m.min!
(mean value of the first week of training), with progressive increase of the running

time until reaching 15 minutes.

Periodized Physical Training Program with Linear Polishing

The protocol of aerobic training was performed daily, from Monday to
Friday, during 36 days, in the afternoon. This protocol presents periodization of
volume and intensity obeying periods of active rest (Table 2).

This graduation intends to allow an adaptation of the animals to the training,
thus advocating a predominance of aerobic training. Its intensity was calculated
following the lactate levels found in the studies of Ferreira[16] and Brito Vieira[17]
and in the test of Maximal Lactate Steady State (MLSS). The periodized physical

training program with linear polishing was based on the book of Prestes [18].
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Table 2 - Training protocol, showing the volume (training duration) in minutes (min), Intensity in

meters per minute (m.mint) and training load (u.a) over the days.

Day Volume Intensity Workout load (Volume x
(min) (m.min?) intensity = u.a)
1 20 16 320
2 30 17 510
3 40 18 720
4 45 19 855
5 50 20 1000
6 0 - -
7 0 - -
8 60 20 1200
9 60 20 1200
10 60 20 1200
11 60 20 1200
12 60 22 1320
13 0 - -
14 0 - -
15 60 22 1320
16 60 24 1440
17 60 22 1320
18 60 24 1440
19 60 22 1320
20 0 - -
21 0 - -
22 60 24 1440
23 60 24 1440
24 60 24 1440
25 60 24 1440
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26 60 24 1440

27 0 - -
28 0 - -
29 0 - -
30 50 24 1200
31 40 24 960
32 35 24 840
33 30 24 720
34 25 24 600
35 0 - -
36 0 - -

The beginning of the training was carried out with a lower workload (10%
of predetermined speed and time for the day) as a form of heating, as previously
recommended[19].

Photobiomodulation

We used a low-intensity laser GaAlAs (MM Optics, San Carlos, SP, Brazil),
which is calibrated and measured prior to the experimental procedure, the following
study parameters Vieira Brito[20] (Table 3).

The irradiation was performed in a punctual way, in the muscle belly of the
anterior tibial and triceps sural immediately after the sessions of physical exercises
aimed to enjoy the conditions of "physical stress™ and metabolic changes, given more
effective under these features[21].

All animals were trichotomized in the region where they received the
irradiations, and during the application, a cotton blanket was used to contain the

animal.

Table 3 - GaAlAs laser parameters used:

Parameters Values

Power (mW) 70
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Wavelength (nm) 780
Mode of Action Continuous
Beam transverse area (cm2) 0.04
Energy Density (J/cm?) 214
Time (s) 122
Energy (J) 8,54

Determination of Body Weight
Weekly, the animals were weighed through the digital scale (Industria
Filizola, Sao Paulo, SP, Brazil).

Determination of Physical Performance

For the determination of the physical performance, it was initially evaluated
from the perspective of the MLSS, following the parameters of Ferreira [16] and
Brito Vieira [17] via lactate kinetics at a specific stress load. For this, the animals
performed physical exercise on the treadmill at intensity of 20 m/min, and
exhaustion was defined as the point where the animals were unable to continue the
continuous course for 1 minute [22]. At the end of the exhaustion test the blood

lactate concentration was measured.

Determination of Lactate and Hematocyte Circulating Concentration

To determine the circulating concentration of lactate, a cut was made at the
distal end of the tail of the animals, at about 2 mm at the end of it, and a tail massage
was carried out from the anus to the tail end to puncture a drop of blood, which was
collected to perform the MLSS and at the end of the exhaustion test, considering
previously published guidelines [14]. A portable digital lactometer and its ribbons of
the Roche brand (Produtos Roche Quimico e Farmacéuticos, Sdo Paulo, SP, Brazil)
were used, with results expressed in mmol/L.

For the determination of the hematocrit, a Perfecta® heparinized capillary
(Perfecta, Sao Paulo, SP, Brazil) was filled with approximately 75% of the total
volume and centrifuged for 5 minutes in a Fanem 241® (Fanem, S&o Paulo, SP,
Brazil), with the results were interpreted using the Fanem® hematocrit reading card
(Fanem, S&o Paulo, SP, Brazil), the results being expressed as the relative portion
(%) of the solid component of the blood compared to the plasma. This methodology

was performed, following standard care and specifications[23].
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Determination of Glycogen Content

To collect samples, the rats were anesthetized with a mixture of ketamine
hydrochloride (Dopalen®) (Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinea, SP, Brazil),
and xylazine hydrochloride (Rompun®) (Bayer SA, Sdo Paulo, Brazil),
intraperitoneally, considering previously published guidelines of 0.1mL.100g™* and
0.07mL.100g, respectively[14]. With no pain stimuli being confirmed, the animals
were decapitated and tissue removed, which were frozen in the biofrezer at -70°C.

To determine the glycogen content, after thawing of liver, heart muscle,
diaphragm, soleus, gastrocnemius (white and red portion) and anterior tibial samples,
the samples were subjected to 30% hot potassium hydroxide (KOH) digestion and
the glycogen was precipitated from the passage through hot ethanol. Between one
phase and another of the precipitation, the samples were centrifuged at 3000 rpm for
15 minutes, with the glycogen submitted to acid hydrolysis in the presence of phenol,
considering previously published guidelines[24], being the results expressed in

mg/100mg of wet tissue.

Statistical Analysis

The data collected were tabulated and later analyzed by the statistical
software "GraphPad Prism 7". Statistical analysis was performed using the Shapiro-
Wilk test to verify normality.

Parametric data were analyzed by one-way ANOVA, when it was the case,
thow-way ANOVA, followed by the Tukey test, while non-parametric variables
passed the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's post-test. In all calculations a

critical level of p <0.05 was set for statistical significance.

RESULTS
Body Mass
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Figure 2 - Variation of body mass (grams) in relation to time (days), as well as the adjusted
p value (p <0.05).

When analyzing body mass, it was observed that there was a static difference
between groups C, CT, CTLa in relation to DR, DRT and DRTLa groups, from 45th
day to 90th day, suggesting that malnutrition occurred during the first 45 days of
experiment suggesting that malnutrition occurred during the first 45 days of the
experiment and that even if these animals undergo nutritional recovery, the body
mass is not completely recovered (p<0.05, Figure 2), showing a difference of 44.71%
between the average weight of the groups that went through malnutrition and
nutritional recovery in relation to those that did not pass. Also, after physical training,
associated or not with PBM, the groups that suffered from protein malnutrition did
not match the groups that had normal nutrition, even though they increased their
weight (p<0.05; Figure 2). Finally, CTLa had lower body mass when compared to
groups C and CT, demonstrating that PBM had a direct influence on the decrease of
body mass when associated to exercise (-21% and 14%, respectively, p<0.05; Figure
2).

MLSS
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Figure 3 - MLSS, being figure 3-A on the 90th day of the experiment, investigating different
velocities (20m.min’t, 22m.mint, 24m.min!) in in the groups that followed the protocol of
malnutrition and nutritional recovery and in groups that did not. Figure 3-B, demonstrates the 126th
day of experiment, investigating differences between groups that were trained and groups that were
trained and irradiated with the same velocity (24m.min-1), both in the normoprotein diet groups and
in the groups with a hypoprotein diet. * Statistical difference between groups, p <0.05.

Figure 3-A shows the expression of the blood lactate curves of the rats
submitted to aerobic exercise on the treadmill after the adaptation phase. The MLSS
test was done to acquire the correct value of the intensity that should start the periodic
physical training of the animals, in this way was done three different speeds for the
groups CT90 (trained control, represented by 90th day of experiment), and for the

group DRT90 (malnourished and recovered nutritionally and trained, represented by
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90'™" day of experiment), being: 20m.min’t, 22m.min*, 24m.min"t. At the end of the
test there was no statistical difference between groups, yet it is close to 3.87 mmol/ml,
as defined by Barro Machado[25], in order to predict that the exercise is aerobic.

In Figure 3-B, the MLSS was done to verify that at the end of the training
period, the rats were still performing aerobic exercises and if serum lactate values
decreased during the training period. Thus, no statistically significant difference (p
>0.05) was observed between groups CT90 (24m.min) and DRT90 (24m.min) in
relation to groups that completed aerobic physical training, either with or without
PBM (CT126, CTLal26, DRT126, DRTLal26). There was only statistical difference
(p=0.0422) between CTLal26 and DRTIlal26.

Hematocrit Serum Level:

The relative percentage of hematocrit in the blood had a significant
difference only when comparing the animals from the DR, DRT and DRTLA groups,
which were at the end of the protein malnutrition process, represented by 45" day of
the experiment, in relation to groups C, CT, CTLa (p <0.0001), demonstrating that
the hematocrit level is recovered during nutritional recovery and when performing
aerobic physical activity, both with PBM and without, this level was not altered in
any of the groups (p> 0.05 ), as seen in Figure 4-A.

Exhaustion Test and Level of Serum Lactate:
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Figure 4 - First, Figure 4-A demonstrates the level of blood hematocrit (%), in the experimental
moments (45th, 90th and 135th day), being * Statistical difference between groups, p <0.05. Figure
4-B demonstrates the level of blood lactate (mmol/ml) at the end of the exhaustion test, in the
different groups, being * p<0,05 in relation to the C90, a p<0,05 in relation to the DR90, B p<0,05
in relation to the C, y p<0, in relation to the DR. The test of exhaustion (min,) is seen in Figure 4-C,
being * p<0,05 between groups, a p<0,05 in relation to the other groups less DR, B p<0,05 in relation
to the other groups less C.

In the exhaustion test (Figure 4-C), it was possible to quantify the performance
of the animals in relation to the aerobic physical exercise, in this way it is clear that
the sedentary groups C and DR had results with a significant difference in relation to
the trained groups (p<0,0001 in relation to CT, CTLa, DRT and DRTLa), showing
results of low aerobic performance (Figure 4-B). Regarding the lactate level at the

end of the exhaustion test, it was high (above 3.87 mmol/ml) in groups C90, DR90,
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C and DR, demonstrating that the exercise was not only aerobic. Although, in the
exhaustion test there was no statistical difference between group C and DR, but the
levels of lactate in DR group was lower (C vs DR, p=0.0019).

Furthermore, the exhaustion test (Figure 4-C) showed that the CT vs DRT
groups showed no statistically significant difference (p=0.963), nor in the serum
lactate level (p>0.999) (Figure 4-B), suggesting that malnutrition followed by
nutritional recovery does not influence the results related to aerobic performance.

Finally, the CTLa and DRTLA groups demonstrate that irradiation may
improve performance, since they presented statistically significant results in relation
to the CT and DRT groups (CT vs CTLa; p=0.0031, with a 78.65% improvement and
DRT vs DRTLa, p=0.0154, with improvement of 63.68%), in the exhaustion test
(Figure 4-C). It is noteworthy that no significant difference was demonstrated when

comparing the level of lactate of these groups (Figure 4-B).

Dosage of Glycogen
Table 4 — Muscle and Liver Glycogen represented in mg/100mg:

Groups Heart WG RG Soleus Ahtén?r Diaphragm Liver
Tibialis

C45 0,34+0,09 0,22+0,19 0,33+0,7 0,57+0,25 0,50+0,19 0,28+0,12 3,35+0,71
DR45 0,12+0,01 0,17+0,08 0,15+0,01 0,13+0,02 0,15+0,01 0,1+0,01 0,92+0,09
C90 0,13+0,01 0,58+0,08 0,38+0,02 0,34+0,01 0,36+0,02 0,14+0,01 2,97+0,33
DR90  0,27+0,02 0,33+0,03 0,56+0,12 0,58+0,09 0,42+0,06 0,44+0,08 3,65+0,60
C 0,17+0,01 0,33+0,05 0,33+0,06 0,37+0,02 0,32+0,05 0,16+0,04 2,62+0,07
DR 0,24+0,03 0,43+0,04 0,34+0,03 0,46+0,05 0,38+0,03 0,25+0,02 2,96+0,73
CT 0,16+0,01 0,19+0,04 0,16+0,02 0,14+0,01 0,05%+0,02 0,1+0,02  0,9+0,04
DRT 0,22+0,03 0,17+0,02 0,21+0,03 0,25+0,04 0,20+0,03 0,10+0,02 2,04+0,09
CTLa 0,18+0,02 0,3%+0,01 0,39+0,01 0,38+0,03 0,39+0,05 0,26+0,09 1,3+0,14
DRTLa 0,24+0,03 0,27+0,02 0,41+0,04 0,41+0,04 0,41+0,03 0,28+0,09 2,51+0,20

Data are means (£SD), and all p values are in Appedix I. White Gastrocnemius

(WG), Red Gastrointestinal (RG), Anterior Tibialis (TA).

Initially, myocardial glycogen (Table 4) was low in DR45 compared to C45

(p=0.0008), demonstrating that protein malnutrition causes deleterious effects on

150



cardiac metabolism. However, nutritional recovery was performed and there was no
difference between groups C90, DR90, C and DR (p> 0.05).

There was no statistically significant difference in heart glycogen between
groups C, CT, CTLa, DR, DRT and DRTLa (Table 4).

In relation to the gastrocnemius muscle (white and red portion), tibialis
anterior, soleus and diaphragm, it was observed that the values were low and
statistically significant (p <0.05) when compared DR45 with C45. At the end of the
nutritional recovery, given by 90" day of the experiment, it was possible to analyze
that there was no recovery of glycogen in WG, Soleus and diaphragm muscles when
comparing DR90 with C90 (p<0.05), unlike the RG and tibialis anterior muscles (p>
0.05) (Table 4).

For the other comparisons, as there are many data, they were separated into
topics.

White Gastrocnemius: The analysis was statistically different between the
groups: C vs DRT (p=0,0046) , DR vs CT (p=0,0002) e DR vs DRT (p<0,0001)
(Table 4).

Red Gastrocnemius: The analysis was statistically different between the
groups: C vs CT (p=0,0005), C vs DRT (p=0,0222), DR vs CT (p=0,0111), CT vs
CTLa (p=0,0001), CT vs DRTLa (p<0,0001), DRT vs CTLa (p=0,0084) e DRT vs
DRTLa (p=0,0006) (Table 4).

Soleus: The analysis was statistically different between the groups: C vs CT
(p<0,0001), DR vs CT (p<0,0001), DR vs DRT (p=0,0013), CT vs CTLa (p<0,0001),
CT vs DRTLa (p<0,0001) e DRT vs DRTLa (p=0,0474) (Table 4).

Tibialis anterior: The analysis was statistically different between the groups:
C vs CT (p<0,0001), C vs DRT (p=0,0252), DR vs CT (p<0,0001), DR vs DRT
(p=0,0025), CT vs CTLa (p<0,0001), CT vs DRTLa (p<0,0001), DRT vs CTLa
(p=0,0018) e DRT vs DRTLa (p=0,0002) (Table 4).

Diaphragm: The analysis was statistically different between the groups: DR
vs CT (p=0,253), CT vs CTLa (p=0,0006), CT vs DRTLa (p=0,0002), DRT vs CTLa
(p=0,0054) e DRT vs DRTLa (p=0,0025) (Table 4).

During the analysis of hepatic glycogen, it was evident that there was a
decrease in the reserve of DR45 vs C45 (p <0.0001), however, after nutritional
recovery, hepatic glycogen values were maintained between groups C90 vs DR90

(p>0.05). At the end of the physical training program, a new analysis was performed,
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which showed that the DRT and DRTLa groups had greater reserves when compared
to the CT and CTLa groups, 126.6% (p=0.01) and 93.07% (p=0.0119) respectively
(Table 4).

DISCUSSION

Regarding the evolution of body mass, the results showed that the model of
protein malnutrition, when applied in the early and critical stages of development, in
this case was in the first 45 days of the experiment, presented potential to modulate
the development of weight, since the animals had lower values.These results are due
to the low availability of amino acids [26], confirming the potential of this diet for
induction of protein malnutrition in the DR, DRT and DRTLa groups, even though
the difference is greater than 40% of body mass, this decrease characterizes a third
degree malnutrition in humans [27].

The results of the present study, regarding the evolution of the mass,
corroborate with the findings of several studies[6, 7, 10, 11] demonstrating the
importance of protein ingestion for the optimal evolution of body mass in the early
stages and development.

In the next step, when the protein recovery started, it was observed that there
was a partial evolution of the body mass, since when the animals arrived at the end
of the adult phase, there was still a statistical difference between all the groups that
went through the protein malnutrition, in relation to the groups that did a
normoprotein diet, confirming the potential of the protocol for induction of protein
malnutrition, still generating associated structural changes, possibly permanently[26,
28].

Interestingly, the CTRLa group had lower body mass when compared to
groups C and CT, demonstrating that exercise-associated PBM may decrease body
fat, since red and infrared laser photons can be absorbed by cytochrome C oxidase,
leading to an increase in mitochondrial membrane potential, increasing oxygen
consumption, adenosine triphosphate (ATP), transient increase of reactive oxygen
species (ROS) and releasing nitric oxide (NO)[29, 30]. This may occur in adipose
cell mitochondria. In response to these factors, increases in levels of cyclic adenosine
monophosphate (CAMP), which activates protein kinase (PKA), phosphorylating
hormone sensitive lipase (HSL), an enzyme that will convert the triglyceride to

glycerol and fatty acids, which can be used in beta-oxidation[29-31].
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The MSLL is one of the best tests to mark the aerobic endurance capacity
[32]. The importance of MSLL is to define exercise intensity, since if there is lactate
accumulation, glycolysis may exceed the demand for pyruvate in mitochondrial
respiration, so we can define whether physical exercise is using aerobic or anerobic
energy sources[16]. The test was used to ascertain the intensity of the periodized
training program, as shown in Figure-3A, as there was no statistical difference and
the values were below 4 mmol/ml[25], the exercise was characterized as aerobic and
the intensity reached was 24m.min?, both for the group that went through a
normoprotein diet, and for the group that went through malnutrition and nutritional
recovery. Thus, the study is pioneer in defining MSLL in malnourished and recovered
animals in treadmill.

Our research collaborates with Pezolato [11], since hematocrit levels were
significantly lower in the DR45 than in C45, demonstrating that the lack of amino
acids can generate a deficiency in the blood profile, which was recovered when the
animals did a normoprotein diet. Furthermore, aerobic exercise can alter the
concentration of these cells, which is correlated with physical performance in long-
term exercises, and its increase is influenced by the reduction of plasma volume[33,
34]. Our periodic training design, did not occur its decrease, seen in other programs
of aerobic training [33], moreover, the PBM showed no increase hematocrit levels,
so this is not the way to justify the increased physical performance in the exhaust test
when comparing the group DRT with DRTLa, and the CT with CTLA.

The increase in the aerobic physical performance of the irradiated groups
corroborates with several studies[12, 21, 35-38], but this is a pioneer in investigating
the effects of PBM in malnourished and nutritionally recovered rats, since this
information is important, since most of the runners are from countries that have a
very high level of child malnutrition[13]. In this way, the oxidative metabolic profile
of the DRTLa group had no impairments affecting its performance, since there was
no difference in relation to the CTLa group, both in the exhaustion test and in the
serum lactate level.

Myocardial glycogen seems to suffer from the effects of protein
malnutrition, however, it is a tissue of possible recovery, since its levels returned to

normal, after nutritional recovery, as already seen in electrocardiographic and blood
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tissue analyzes[8, 11]. Also, this organ maintains the same level of glycogen, even
though it has groups that did aerobic physical activity, being irradiated or not.

Although aerobic exercise increases the expression of AKT, AKT
phosphorylation and Glycogen synthase Kinase-3f phosphorylation in the
myocardium [39], these reserves are not elevated, since the continuous use of the
muscle, even during aerobic physical activity, should balance the glycogen reserves,
demonstrating that this is an extremely versatile tissue.

Regarding muscle glycogen, it is seen that protein malnutrition leaves this
low concentration, which was recovered, except in the diaphragm, white
gastrocnemius and soleus muscles. Decreased muscle glycogen in the diaphragm is
seen when there is nutrient deprivation[40], now, the white fibers of the
gastrocnemius, present less reserves, possibly, because malnutrition helps in the
creation of oxidative metabolic background, and the first muscle tissue to undergo
catabolism in malnutrition are glycolytic fibers[41, 42].

The results of the increased performance of the irradiated groups (CTLa and
DRTLa), prove to be real, since the levels of muscle glycogen, tandem of the red
gastrocnemius, and in the soleus, predominantly red muscles, are superior when
compared to the CT and DRT groups, thus allowing an improvement in fatigue
resistance, showing that the low level laser can act directly on insulin signaling,
possibly increasing the glycogen phosphorylating enzymes, which was a limitation
of the present study non-dosage.

Furthermore, CT and DRT have lower concentrations of muscle glycogen
WG, RG and Soleus than groups C and DR, although aerobic exercise increases the
expression of AKT, AKT phosphorylation and Glycogen synthase Kinase-3§
phosphorylation[39], thus justifying the result due to the short rest period, 3 days,
that the animals had after performing the exhaustion test, not recovering the glycogen
completely, once again extolling the importance of the PBM in the aerobic physical
exercise, demonstrating an improvement of the muscular glycogen recovery, since
there was no statistical difference between the groups DRTLa, CTLa with groups C
and DR, again, justifying the results of improvement of the performance of the

irradiated groups in relation to the groups that were not irradiated.

CONCLUSION
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It is possible that the deleterious effects caused by protein malnutrition do
not affect the physical performance during an aerobic exercise, since in the course of
nutritional recovery, most of the analyzed characteristics were normalized, mainly
by the increase of the glycogen of the red muscles and the liver, which may be an
adaptive condition, which justifies the same physical performance among the groups
that have gone through the malnutrition and protein recovery protocol, and those who
did not pass. Still, the PBM can increase muscle glycogen reserves, enabling
increased resistance to fatigue, promoting improvement in sporting results, as seen
in the exhaustion test, in this way, biophysical resources should be implemented in

physical training programs.

Finally, MSLL was traced to animals that underwent malnutrition and
nutritional recovery, which can be used for future studies, helping to delineate

periodized training strategies
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ABSTRACT

Protein malnutrition may occur due to lack of macro-nutrients such as
proteins, carbohydrates, lipids and micro-nutrients. The deficiency of these nutrients
can cause deficiency of body mass and stature as well as retardation in the neuro-
psycho-motor development. Recent studies have sought to observe the consequences
of malnutrition and protein recovery in the body of individuals with muscular
injuries, emphasizing that the practice of physical exercises associated with
therapeutic resources such as photobiomodulation (PBM) are able to accelerate the
recovery of these individuals. Thus, this study aimed to investigate the consequences
of malnutrition followed by protein recovery in animals with muscle injuries, in
addition to observing the action of physical exercise associated or not with PBM in
these animals. Seventy-two Wister rats were used, divided into six groups, trained
control (CT), trained and injured control (CTL), trained and irradiated trained control
(CTLLa), recovered malnutrition (DR), recovered trained malnutrition (DRT),
recovered and injured malnourished (DRTLa), recovered malnourished trained
injured and irradiated (DRTLLa). Muscle injury was performed through the
cryosurgery technique in the belly of the anterior tibial muscle. Exercise treadmill
was used for the trained groups and an infrared laser (780nm) for the irradiated
groups. Mechanical tensile tests and determination of glycogen content, creatinine,
globulins, albumin and total proteins were performed. The results of the traction test
showed that the animals recovered, trained and treated with the PBM showed positive
results, but the malnourished animals showed less resistance than the others and in

relation to the concentration of glycoproteins the irradiated animals showed better

161



results. Thus, we can conclude that malnutrition directly affects muscular endurance,
but with the aid of PBM and physical exercise a significant improvement can be

obtained.

Keywords: muscle injury; malnutrition; photobiomodulation.

INTRODUCTION

Eating is something essential for human life, since this act is able to supply
our daily metabolic needs and a wrong food habit is a public health problem, which
can generate major deficiencies[1].

The lack of macro-nutrients like proteins, carbohydrates and/or lipids and/or
micronutrient, may generate a framework of protein malnutrition, being capable of
inducing differentiated magnitudes with regard to body mass and stature deficiency
as well as delayed neuro-psycho-motor development, in addition to alterations
associated with the energetic balance of the body[2-5]. Still, physical exercise
concomitant with own protein intake are considered as primordial components for
the optimization of muscle function through the aging process, [5] conditions can be
influenced by the negative ballast of malnutrition[6].

Given the relationship of physical exercise and protein nutrition, in recent
years the first placed of large races of long duration, such as marathons, are Kenyan
or individuals of the African continent, whose has the highest levels of
malnutrition[4]. There are several hypotheses, which try to justify this, as the
proportions of the body, mainly longer legs with lower percentage of fat, racial
differences, ability to perform an extension of the hip with lower oxygen
consumption, higher concentrations of enzymes, which make the lipoxiation and
burning of glycogen, directly influencing the result[7].

However, little is known about how the organism that has undergone a
protein malnutrition in the main phases of body development adjusts itself to recover
from muscular injuries, since studies show changes in lactate kinetics in the face of
acute exertion[8], as well as changes in insulin response, albumin and decreased
glucose oxidation in the soleus muscle, as well as the concentration of glycogen|[9,
10].
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Muscular injuries are common consequences in the sports and labor areas,
and its severity may affect the muscular function causing sports impairment, which
may result in contractures, pain, leading to muscular atrophy and increased the
chance of a re-injury[11, 12]. Recent studies have shown that Photobiomodulation
(PBM) presents positive results in the treatment of muscular repair, due to the
increased activity of vascular endothelial growth factor (VEGF), the myogenic
regulation factor (MyoD), still reducing the concentration of type I collagen, avoiding
fibrosis[13]. PBM is still able to generate the decrease of muscle damage markers
creatine kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH), increased mitochondrial
stimulation, mainly from the cyto chromium C oxidase, improving the indices of
muscle fatigue and physical performance, mainly, aerobic [14].

Thus, the condition of recovery of muscular injury in situations of protein
malnutrition with subsequent, nutritional recovery, during the practice of long-term
aerobic physical activity, is still unknown, opening new perspectives of research on
the mechanical and metabolic behavior, associated or not with treatment strategies
through biophysical agents.

Thus, this study aimed to ascertain whether protein malnutrition, followed
by nutritional recovery can leave sequelae, which compromise recovery after a
muscular injury or decrease muscle resistance to traction and may facilitate a re-
injury, still measuring if the PBM is able to alter the energetic muscular behavior,

aiding for an early rehabilitation.

MATERIAL AND METHODS
Experimental Animals:

Seventy-two Wistar rats (Rathus novergicus var, albinus, Rodentia,
Mamalia) were weaned on the 21st day of life from Anilab® (Paulinia-SP). The
animals were kept in the vivarium in collective cages containing 5 and 7 animals, for
animals submitted to adequate protein nutritional status and to animals submitted to
malnutrition/protein recovery conditions, respectively.

Furthermore, the animals received water and feed ad libitum and were kept
in an environment with controlled temperature of 23 + 2 °C and adequate lighting,
light/dark cycle of 12 hours, with light on after 6:00 hours. It should be pointed out
that, with regard to cleaning the cages, the procedure was adopted to transfer a small

portion of the material from the dirty cage (shaving with faeces and urine) to the
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clean cage, after which, more clean shavings were added and the homogenization was
carried out of the wood with the aim of maintaining the olfactory marks and
consequently the stability of the social hierarchy of the animals in each cage,
reducing possible peaks of stress [15].

Still, during the entire experimental period, the animals were continuously
exposed systematically/organized to differentiated conditions of enriched
environment, considering previously published orientations[15], in order to minimize
the monotony of confination and provide greater possibility of natural interactions of
the species with regard to environmental and social issues. Acknowledged, the
condition of enriched environment, has the potential to minimize the level of stress
and, consequent, mind increased possibilities of obtaining more stable animals in
relation to physiological and psychological parameters[16], ensuring better scientific
results.

The animals were treated according to the recommendations of the Guide for
Care Use of Laboratory Animals (National Research Council, 1996), being the work
approved by the Committee on Animal Experimentation of the Methodist University
of Piracicaba (UNIMEP) under protocol number 04/16.

Experimental Groups

After the weaning period of the animals, the same were randomly divided
into 6 groups, containing 7 animals in each, so-called: control (C), trained control
(CT), trained control and injured (CTL), trained control Injured and irradiated
(CTLLa), Recovered malnourished (DR), trained recovered malnourished (DRT),
recovered malnourished and injured (DRTL), recovered malnourished injured and
irradiated (DRTLLa). Group C and DR on day 45 of the experiment will be titrated
as C45 and DR45, respectively, on day 90 of experiment, C90 and DR90,
respectively. The total period of experiment was 129 days and from the day 90 until

the day 126 there was physical training, and the last day, the experimental collections.

Experimennial Design

In Groups C, CT, CTL and CTLLa Passed through the normoproteic diet
(AN 93 M 14%) and the groups DR, DRT, DRTL and DRTLLa went through a
hypoproteic diet (AN 6%) for 45 days, causing the state of protein malnutrition and

were recovered with a normoproteic diet for 45 days.
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When they reach 83 © day of experiment, the groups have undergone an
adaptation protocol on the treadmill and subsequently by a physical training program,
which day 90 and lasts 36 days, with the exception of groups C and DR.

The groups CTL, CTLLa, DRTL and DRTLLa suffered the cryolesion on the
118 day of the experiment, resting for 3 days until they returned to the physical
training program, and the CTLLa and DRTLLa groups received low-intensity laser
irradiation after each training session after they suffered the cryolesion. See Figure 1

for better visualization of the experimental design.
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’l\ Training Period | Recovery Period |
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Figure 1 - Experimental design, following a time line with the analyzes that were performed at each
moment.

Malnutrition and Nutritional Recovery Protocol

The animals of groups C, CT and CTL and CTLLa were fed with the AIN 93
M normoproteic diet, containing 14% protein, while the animals of the groups DR,
DRT, DRTL and DRTLLa were fed a hypoproteic diet containing 6% protein for 45
days, food commercialized by Pragsolucdes services and trade LTDA; Fiscal 1D
(CNPJ): 03.420.938/0001-59/IE 401,091,476,112-ME. Subsequently, the animals

went through the process of nutritional recovery, being fed with a normoproteic diet
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AIN 93 M, containing 14% of protein for the period of 45 days. The compositions of

the aforementioned diets are described previously (Table 1).

Table 1- Composition of the diets (g / kg) used for malnutrition and nutritional recovery.

Diet AN 93 M -14% protein

Diet AN - 6% protein (malnutrition)

Ingredients for 1 Kg Grams

Corn starch 465.700
Casein 140.000
Dextrinized Starch 155.000
Sucrose 100.000
Soybean Oil 40.000
Fiber 50.000
L-cystine 1.800
Chloride Choline 2.500
Mineral Mix 35.000
Vitamin Mix 10.000
TOTAL 1000.0

Ingredients for 1 Kg
Corn starch
Casein
Dextrinized Starch
Sucrose

Soybean Oil

Fiber

L-cystine
Chloride Choline
Mineral Mix
Vitamin Mix

TOTAL

Grams
508.000
66.000
166.500
121.000
40.000
50.000
1.000
2.500
35.000
10.000
1000.0

Treadmill and Animal Adaptation

To perform the physical training programs, an ergometric treadmill of the
brand Rebook TR2 Premierrun Treadmill® (Adidas do Brasil, Embu, SP, Brazil) was

used, featuring 8 lanes, with speed marking in meters per minute (m/mint) and

automatic tilt. The animals who received training passed by adaptation on the

treadmill in the last week of nutritional recovery representing the days 83 until the

day 90 of the experiment. The adaptation protocol consisted of placing the animals

on the treadmill for one week, without inclination, with a progressive increase of the

velocity until reaching 18 m.min! (mean value of the first week of training), with a

progressive increase in the running time until reach 15 minutes.

Periodizated Physical Training Program with Linear Polishing
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The Aerobic Training protocol was performed daily, from Monday to Friday,
for 36 days in the afternoon. This protocol presents periodization of volume and
intensity following active rest periods (table 2).

This graduation aims to enable an adaptation of animals to training, thus
recommending a predominance of aerobic training. Its intensity was calculated
according to the lactate levels found in the studies by Ferreira[17] and Brito
Vieira[18].

The beginning of the Training was performed with a lower workload (10%
speed and predetermined time for the day) as a form of warming, as previously

recommended[19].

Photobiomodulation

It was used o low-intensity laser GaAlAs (MM Optics, Sdo Carlos, SP,
Brazil), ans this was calibrated and gauged before the experimental procedure, by
following the parameters the study of Brito Vieira[20] (Table 3).

The irradiations were performed in a punctual way, in the muscular belly of
the anterior tibial and triceps sural immediately after the sessions of the physical
exercises, in order to seize the conditions of "physics stress” and, consequently,
metabolic alterations of the animal, with a view to greater efficacy of the laser in
these conditions[21].

All animals were trichotomized in the region where they received the
irradiations, and during the application, a cotton blanket was used to contain the

animal.

Table 3 - GaAlAs laser parameters used:

Parameters Values
Power (mW) 70
Wavelength (nm) 780
Mode of Action Continuous
Beam transverse area (cm2) 0.04
Energy Density (J/cm?) 214
Time (s) 122
Energy (J) 8,54

Weight determination
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Weekly, the animals were weighed through the digital scale (Industria

Filizola, Sdo Paulo, SP, Brazil).

Physical Performance Determination

For the determination of physical performance, the same was evaluated
initially from the perspective of the maximal lactate stable phase, following the
parameters from Ferreira [17] and Brito Vieira [18] through the lactate kinetics at a
specific stress load. For this purpose, the animals performed physical exercise in the
treadmill at the intensity of 20 m/min-?, being the exhaustion was defined as the point

at which the animals were unable to continue the stride for 1 minute[22].

Surgical Technique and Cryolesion Protocol

The animals were anesthetized according to body weight with intraperitoneal
injection of a solution composed of Ketamine Hydrochloride (0.05mg / kg) and
Xilasine Hydrochloride (0.03mg / kg). Then, the skin covering the muscle was
trichotomized and sanitized so that a longitudinal incision of approximately 1.5 cm
was made in the region corresponding to the belly of the anterior tibialis muscle.

In the literature are the study of Miyabara [23] that used cryolesion (tissue
injury induced by cooling) to perform muscle injury. Thus, this protocol was chosen
because it is easily reproductive and generates a homogeneous (non-diffuse) lesion
compared to other techniques by mechanical loads, such as stretching injury through
concentric exercise[24] and eccentric[25].

Cryolesion was performed in the belly region of the anterior tibialis muscle.
For this, an iron rod with a tip of 0.5cm? was previously immersed in liquid nitrogen
for 10 seconds, then pressed perpendicularly against the muscular womb for 30
seconds. After a further cooling of the stick for 10 seconds, this procedure was
repeated and, at the end, the skin was sutured (3-0 nylon SHALON Ltda.) and cleaned

with iodized alcohol.
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Figure 2 - A: Trichotomization of the region, which was carried out in the cryolesion. B: Process of
exposure of the muscularis of the tibialis anterior. C: Placement of the stem, which passed through
the liquid nitrogen, on the muscular belly. D: End of the cryolesion process.

Post-surgical rest period

Due to the pain and discomfort of the lesion in the first postoperative
hours, the animals were unable to perform physical exercises. Thus, they remained
in rest in their cages with drug treatment with 8 drops of Metamizol (Dipirona®)
(Germed Pharma, Campinas, SP, Brazil) dissolved in 500 ml of water, for a period

of 3 postoperative days.

Mechanical Traction Test

Disarticulation of the coxofemoral rats occurred, and the leg muscles were
completely removed except for the anterior tibialis and, in another leg, the soleus and
gastrocnemius muscles, forming the triceps sural. The bones of the leg (tibia and
fibula) were sectioned 5mm above the ankle joint and 5mm below the origin of the
muscle. The mechanical characteristics of the muscles were analyzed in the universal
testing machine DL 2000 (EMIC, Séo Paulo, SP, Brazil), belonging to the Laboratory
of Mechanical Construction Materials of the School of Engineering, Architecture and
Urbanism of the Methodist University of Piracicaba (UNIMEP). campus of Santa
Barbara d'Oeste. In order to perform the test, a device was used for the fixation of
the femur to the mobile caliper and the foot to the fixed caliper of the machine,
maintaining the muscle positioned longitudinally the applied tensile force. All

samples were pre-tensioned with 0.15N and the set speed for the test was 5
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millimeters per minute, with measurements taken every 0.5 millimeters [26]. The

temperature of the mechanical test laboratory was 23+3°C.

Determination of Glycogen Content

To collect samples, the rats were anesthetized with a mixture of ketamine
hydrochloride (Dopalen®) (Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinea, SP, Brazil),
and xylazine hydrochloride (Rompun®) (Bayer SA, S&o Paulo, Brazil),
intraperitoneal route, considering previously published guidelines of 0.1mL.100g™
and 0.07mL.100g™?, respectively[15]. Since no pain stimuli were confirmed, the
animals were decapitated and the tissues were removed, which were frozen in the
biofrezer at -70°C.

To determine the glycogen content, after thawing of samples of the soleus,
gastrocnemius (white and red portion) and anterior tibial muscle, the samples were
submitted to digestion in potassium hydroxide (KOH) 30% and the glycogen was
precipitated from the passage through hot ethanol. Between one phase and another of
the precipitation, the samples were centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes, with the
glycogen submitted to acid hydrolysis in the presence of phenol, considering
previously published guidelines [27], being the results expressed in mg / 100mg of

wet tissue.

Determination of the Concentration of Creatinine, Globulins, Albumin and Total

Proteins

The routine techniques of hematology laboratories were determined for the
determination of creatinine, globulins, albumin and total proteins. The results were

expressed as pumol/L, g/dL, g/dL and g/dL, respectively.

Statistical Analysis

The data collected were tabulated and later analyzed by the statistical
software "GraphPad Prism 7". Statistical analysis was performed using the Shapiro-
Wilk test to verify normality.

Parametric data were analyzed by one-way ANOVA, when it was the case,
thow-way ANOVA, followed by the Tukey test, while non-parametric variables
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passed the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's post-test. In all calculations a

critical level of p <0.05 was set for statistical significance.

RESULTS
Body Weight
Table 3 - Body mass (g) of the animals, in the different periods of the experiment. Values are means

and standard desviations. * p<0,05 when comparing with group C on day 126 of experiment; # p<0,05

when comparing with group DR on day 126 of experiment

Dia C DR CT DRT CTL DRTL CTLLa DRTLLa
0 40,6=3,1 39.1=1.6 40,3=1,5 38,8=35 39,6=3,.2 37,115 41.3=235 39.8£23
45 305,2+313 59,594 243=7.8 59.4=15.1 300,2=223 62.4=83 239,267 589=14.1

90 393443 2235175 416.8=15.5 216,6=20.1 415,4=16,7 21742145 402,6=15.8 2238+19.7
126  459,6=48.7 304,78=315%  421=27%*% 282 6=348% 390=8.9%%  2502=18,5%2 416,8=20%2 230,6=147%%

Analyzing the body mass data, at the initial moment of the experiment (day
0), there was no statistical difference (p>0.05) when comparing the groups, however
from day 45 to day 126 of experiment, all groups that hypoproteic diet (DR, DRT,
DRTL and DRTLLa), had a statistically significant (p<0.05) body weight decrease
when compared to the groups that fed only the normal protein diet (C, CT, CTL,
CTLLa), evidencing that protein malnutrition definitely affects the body mass even
after protein recovery.

Group C, on day 126 of the experiment, was shown to have higher values of
body mass in relation to the groups CT, CTL, CTLLa (p=0.0487, p<0.0001,
p=0.0181, respectively), demonstrating that physical exercise helps in reducing body
weight (Table 4).

The DR group, on day 126 of the experiment, presented higher values of
body mass in relation to the DRTL and DRTLLa groups (p=0.0007 and p=0.0098,
respectively) (Table 4).

Globulin, Albumin, Total Proteins and Creatinine
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Figure 3 - A: Serum globulin level. B: Serum albumin level. C: Total proteins in the blood. D: Serum
creatinine level. * statistical difference in relation to group C, where p<0,05; o statistical difference
in relation to group DR, where p<0,05; B statistical difference in relation to group CT, where p<0,05;
y statistical difference in relation to group DRT, where p<0,05; & statistical difference in relation to
group CTL, where p<0,05; ¢ statistical difference in relation to group DRTL, where p<0,05; ¢
statistical difference in relation to group CTLLa, where p<0,05; v statistical difference in relation to
group DRTLLa, where p<0,05; n statistical difference in relation to group C45, where p<0,05; ¢
statistical difference in relation to group DR45, where p<0,05; 1 statistical difference in relation to
group C90, where p<0,05.

In relation to the globulin concentration (Figure 3-A), it was seen that group
C had lower concentrations when compared to CT groups (p=0.038), DRT
(p=0.0253), CTL (p=0.004) , DRTL (p=0.006) and DR90 (p=0.042).

The albumin concentration (Figure 3-B) was very low in the DR45 group,
showing that there is a statistical difference (p<0.05) when comparing with all other
groups. However, the DR90 group had higher concentrations of albumin (p<0.05)
when compared to groups C, DR, CT, DRT, DRTL, DRTLLa, C45 and C90. The
CTLLa group had higher albumin concentrations than the C45 (p=0.026) and C90
(p=0.045) groups.  When analyzing the total protein concentration, the DR45 group
had the smallest amounts when compared to all other groups (p<0.05). Differently
from the DR90 group, which had higher concentrations (p<0.05) when compared to
groups C, DR, CT, DRTLLa, C45 and C90. Furthermore, group C had reduced total
protein values when purchased with the CTL (p=0.026) and CTLLa (p=0.034)
groups.

Finally, it is seen that the C45, C90 and C groups have a lower creatinine

concentration when compared to the other groups. The opposite occurs with the levels
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of DR45 and DR90, which have higher concentrations (p<0.05) when compared to
the others, with no difference between them (p>0.999).

On the creatinine level, the DR group presented higher levels of
concentration in relation to the CT groups (p<0.001), CTL (p<0.001), CTLLa
(p<0.001) and DRTLLa (p<0.001). The CT group had lower amounts of creatinine
when compared to the DRT (p<0.001), CTL (p<0.001), DRTL (p<0.001) and
DRTLLa (p<0.001) groups. The DRT group had lower concentrations when
compared to the DRTL group (p=0.006) and higher concentrations in relation to the
CTL (p<0.001), CTLLa (p<0.001) and DRTLLa (p=0.040) groups.

Still, the CTL group had lower concentrations in relation to the DRTL (p
<0.001) and DRTLLa (p=0.002) groups and higher concentration when compared to
the CTLLA group (p<0.001). The DRTL group had a higher concentration in relation
to the CTLLa (p<0.001) and DRTLLa (p<0.001) groups. Finally, the CTLLa group
had a lower concentration when purchased with DRTLLa (p<0.001).

Traction Test
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Figure 4 - A: Traction test of the anterior tibial muscle (TA). B: Triceps muscle stiffness test (TS).
C: Deformation until rupture of AT muscle. D: Deformation until TS muscle rupture. * statistical
difference in relation to group C, where p<0,05; a statistical difference in relation to group DR, where
p<0,05; B statistical difference in relation to group CT, where p<0,05; y statistical difference in
relation to group DRT, where p<0,05; & statistical difference in relation to group CTL, where p<0,05;
¢ statistical difference in relation to group DRTL, where p<0,05; ¢ statistical difference in relation
to group CTLLa, where p<0,05; vy statistical difference in relation to group DRTLLa, where p<0,05;
n statistical difference in relation to group C45, where p<0,05; ¢ statistical difference in relation to
group DR45, where p<0,05; 1 statistical difference in relation to group C90, where p<0,05.
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In relation to the traction test, which aims to measure the maximum traction
force until the total rupture of the muscle, as well as how it was deformed for this to
happen, the data were analyzed and thus demonstrating that the DR45 group resisted
lower Kgfs until muscle disruption to C45, both for the anterior tibial muscle
(p<0.001) (figure 3-A) and for the triceps muscle (p<0.001) (Figure 4 -B). This
parameter was maintained even after nutritional recovery, since C90 presented
superior results in relation to DR90 (p<0.001) only in the anterior tibial muscle
(figure 3-A).

Now, the anterior tibial muscle of group C was more resistant to the traction
test when compared to the DR, DRT, CTL, DRTL, CTLLa and DRTLLa groups, with
p<0.05 for all comparisons. The DR group, however, resisted at less Kgfs when
compared to CT (p<0.001) and DRTLLa (p<0.001) (figure 4-A).

On the other hand, the CT group, their anterior tibial muscle, was able to
withstand the traction with higher loads when compared to the DRT, CTL, DRTL,
and CTLLa groups, being p<0.05 for all comparisons. Furthermore, the DRTLLa
group resisted higher loads when compared with the DRT (p=0.024) and DRTL
(p<0.001) groups (Figure 4-A).

When analyzing the triceps sural muscle, group C had higher tensile strength
when compared to CTL (p=0.011) and DRTL (p<0.001) groups. The CTLLa group
was able to withstand the higher stress load when compared to CTL (p=0.001) and
DRTL (p<0.001). Finally, the DRTLLa group overcame the tension load of the DRTL
group (p=0.016), showing that the PBM assists in tensile strength, both for animals
fed on a normoproteic diet and for those that did not (Figure 4- B).

On the deformation of the anterior tibial muscle until its total rupture, group
C was able to stretch more than the DR (p<0.001), DRT (p<0.001), CTL (p=0.005)
and DRTL groups (p<0.001). The CT group also obtained results of greater
deformation when comparing with the DRT (p=0.047) and the DRTL (p=0.001)
groups. Furthermore, PBM may aid in the gain of muscle deformation, since the
DRTL group presented lower results when compared with the CTLLa (p=0.018) and
DRTLLa (p=0.007) groups. Groups C45, DR45, C90 and DR90 did not present any
differences.

Regarding the triceps muscle, it was possible to observe that the C group
resisted the greatest deformation until its total rupture, in relation to the DR
(p=0.007), DRT (p=0.036), CTL (p<0.001) and DRTL (p<0.001). On the other hand,

174



the CTLLa group resisted the greatest deformation when compared to CTL
(p=0.041). Groups C45, DR45, C90 and DR90 did not present any differences.

Muscle Glycogen and Exhaustion Test
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Figure 5 - A: Muscle glycogen. B: Exhaust test. * statistical difference in relation to group C, where
p<0,05; a statistical difference in relation to group DR, where p<0,05; B statistical difference in
relation to group CT, where p<0,05; y statistical difference in relation to group DRT, where p<0,05;
o statistical difference in relation to group CTL, where p<0,05; ¢ statistical difference in relation to
group DRTL, where p<0,05.

On muscle glycogen, it is clear that the C and DR groups have higher
concentrations of muscle glycogen in WG, RG, Soleus and Tibial Anterior than in
the CT, DRT, CTL and DRTL groups, for all comparisons p<0.05 (Figure 5-A).

As for the groups who suffered irradiation after going through cryoinjury
(CTLLa and DRTLLa), had higher glycogen values in WG muscles, RG, Soleus and
anterior tibialis, when compared to the CT, DRT, CTL and DRTL groups, for all
comparisons p<0.05, demonstrating that PBM may aid in muscle metabolic recovery.

Also, in the soleus and tibialis anterior muscles, the DRT and DRTL groups
obtained higher glycogen concentrations in relation to the CT and CTL groups, for
all comparisons p<0.05.

On the exhaustion test that aimed to observe the physical performance of the
animals to measure if a muscle injury could affect performance, in order to compare

with trained groups to determine if there was a complete recovery, it was seen that
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groups C and DR, obtained lower results than the other groups that underwent the
physical training program. The DRTLLa group also performed better than the CT
group (p=0.031). The other comparisons did not show significant differences (Figure
5-B).

DISCUSSION

The reduction of body mass is one of the parameters to justify the model of
protein malnutrition, this model when applied in the early stages of development can
lead to permanent physical changes, which was justly reported in our results, since
the nutritionally recovered and undernourished groups never reached the weight of
the animals that performed the normoprotein diet, obviously the low availability of
amino acids confirmed the induction of malnutrition[28], yet, because it has a greater
difference of 40% of the body mass at the 45th and 90th day of the experiment, this
decrease characterizes third degree malnutrition in humans[29]. These findings
contribute to the various[30—33], evidencing the importance of the intake of amino
acids in the initial stages of development so that the body mass evolves properly and
does not occur permanent changes, as seen in this research.

Moreover, aerobic exercise is capable of decreasing body mass, as reported
in the present study, since sedentary groups obtained high weight values, because this
type of training is capable of increasing insulin sensitivity, stimulating lipolysis by
increasing the circulation of catecholamines, increasing free fatty acids, growth
hormone and glycerol[34, 35]. This did not occur when comparing the DR group with
the DRT, demonstrating that the injury factor can lead to a decrease in body mass,
since hormonal responses occur, such as decreased insulin sensitivity at the site,
which may promote muscle loss and muscle strength[36], in addition, the DRTLLa
group, besides passing through the muscle lesion, was irradiated, so the PBM may
have aided in the decrease of the body mass, since it is able to activate the
chromophores of the mitochondria, increasing the oxygen consumption,
consequently increasing the reactive species of oxygen (ROS), releasing nitric oxide
(NO), which help lipolysis[37].

The level of globulin is directly linked with circulating antibodies and is an
important factor for protection against infections, yet its level can be elevated when

tissue lesions occur due to an inflammatory response, so it is normal for globulin
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levels to be higher in situations of aerobic physical activity, or even muscle injury[38,
39], justifying because group C had lower concentrations.

Already the level of albumin and total proteins was low in the DR45 group,
demonstrating that the lack of amino acids in the diet can lead to this condition, unlike
the DR90 group that has high levels and can be justified by their absorption
deficiency, since it can decrease the diameter of the muscular fibers, generate
contractile deficiencies of the soleus muscle and TA, inducing a predominance of
oxidative fibers[30, 40, 41]

Creatinine is a byproduct of the metabolism of creatine phosphate, a source
of high energy, essential in the process of muscle contraction, but it is a marker of
renal failure, in this way its higher levels are seen in physical activity
practitioners[42], as reported in the trained groups of this article, however, groups
that were nutritionally malnourished and recovered always maintained their highest
levels in comparison to their controls, thus being able to predict renal damage, a
sequelae possibly acquired by the amino acid limitation in the stages of body
development. Unfortunately, the lack of deeper analyzes of renal function was not
made, and this is a limitation of the present study.

Malnutrition seems to influence muscle formation, since the anterior tibialis
muscle and the triceps sural of the DR45 group resisted little tension load in the
mechanical traction test. Once again emphasizing the importance of the intake of
amino acids in the early stages of development. However, even though nutritional
recovery was performed, the anterior tibial muscle supported a lower load of the
DR90 group in relation to its control, demonstrating the sequelae that malnutrition
can lead to, and may facilitate muscular injury, being justified by the contractile and
elastic modifications of the skeletal muscle tissue, in face of the modulations in the
synthesis of collagen and titin in the initial stages of growth that hung until the
adulthood[43].

Still, we can affirm that the CTL and CTLLa groups did not have a complete
recovery of the anterior tibial muscle, since the difference in relation to the CT group,
whose term might have been short for this to happen, different from the DRTLLa,
which reached complete muscle recovery seen its results in the tensile test, since
photobiomodulation (PBM) may have increased the activity of VEGF, MyoD, which

aided the correct synthesis of collagen[13], different from the CTLLa, malnutrition
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may generate an increase of type I and Ila fibers, with lower type Ilb ratios[43], since
the low-intensity laser is capable of activating the mitochondria, improving cellular
respiration[14], by type | and lla fibers have more mitochondria, may have
accelerated the regenerative process.

The results of the deformation only exalt the difficulty of the DRT, DRTL
groups in not being able to reach the level of elasticity of a common muscle, yet, the
DRTLLa group obtained better results in relation to the DRT and DRTL, once again
by the said changes of the PBM[13, 14, 43].

The CT and DRT groups had lower concentrations of muscle glycogen WG,
RG and S than groups C and DR, although aerobic exercise increased the expression
of AKT, AKT phosphorylation and Glycogen synthase Kinase-3f3
phosphorylation[44], this may have occurred because of the short rest period after
the exhaustion test (3 days), however the CTLLa and DRTLLa groups obtained
higher glycogen reserves when compared to CTL and DRTL, demonstrating that the
power of light can increase glycogen reserves and assist in an early recovery,
especially because the exhaustion test demonstrated that the DRTLLa group obtained
better results in relation to the CT. Also, early physical exercise in muscle injury is
able to maintain performance parameters in long-term aerobic exercise, as seen in
Figure 4-B, reinforcing early intervention in these cases, even more with the help of
PBM to increase the reserves of glycogen. Finally, it seems that malnutrition and
nutritional recovery do not negatively affect recovery after a muscle injury in the
performance parameters but can generate permanent damage to the kidneys and the

contractile structure and muscle deformation, allowing a greater chance of injury.
CONCLUSION

Protein malnutrition can generate permanent damages in the body growth
and in the structures related to muscular resistance to tension, being able to facilitate
the muscle breakdown with a lower imposed load, however, with the use of PBM,
the improvement in resistance is visible, and it can be used in rehabilitation protocols,
along with physical training. Furthermore, it can increase glycogen reserves,
facilitating recovery for an early improvement in performance in long-term aerobic
exercises. Finally, PBM seems to be able to decrease the serum creatinine level, but
this parameter should be better investigated.
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