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1 INTRODUCAO

Cerca de 800 milhdes de pessoas no mundo apresentam algum tipo de
desnutricdo, sendo a desnutricdo protéico-caldrica o tipo mais comum (Waterlow,
1996), que afeta principalmente as criancas de paises ndo desenvolvidos, as
quais apresentam reducdo de peso e altura quando comparadas a criancas
saudaveis, de acordo com os padrdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

(Tomkins, 2000; Golden, 2002).

No Brasil, estudos recentes tem apontado o nivel de inseguranca alimentar,
onde cerca de 40,1 milhdes de pessoas convivem com a forma leve de
inseguranca alimentar (20,9% da populacao total); 14,3 milhdes estdo na situacao

moderada e 11,2 milhdes de pessoas passam pela privacdo de alimentos, e
inseguranca alimentar grave (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —

IBGE, 2010).

A desnutricdo € uma das principais causas de mortalidade infantil no Brasil,
e é definida, segundo a OMS, como uma variedade de condi¢Bes patoldgicas
decorrentes das deficiéncias de carboidratos e proteinas em proporc¢des variadas.
E uma doenca multifatorial cujas raizes se encontram na pobreza. Pode iniciar
precocemente na fase intra-uterina ou no inicio da infancia, cuja principal causa &
a interrupcdo do aleitamento materno antes do previsto (United Nations
Administrative Committee on Coordination / SubCommittee on Nutrition-

ACC/SCN e Food Policy Research Institute - IFPRI, 2000).
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Algumas outras condi¢cfes, além da dieta deficitaria, podem acarretar em

desnutricdo, como a ma absorcéo intestinal, perda anormal de nutrientes por meio

de diarréia, hemorragia, insuficiéncia renal ou sudorese excessiva (Schiesser et

al., 2008).

Issler et al. (1996) relatam que criangcas de familias com extrema baixa
renda apresentam menor peso ao nascimento, maiores taxas de mortalidade,
internacdes hospitalares e, principalmente, maiores indices de desnutricdo. O
estudo de Guardiola et al. (2001) mostrou que crian¢as matriculadas em escolas
municipais apresentam mais frequentemente déficit de peso para altura quando
comparadas com criancas das escolas particulares. Além disso, Issler et al.
(1996) apontam que os efeitos da desnutricdo sdo negativos por toda a vida do
individuo; cerca de 20% dos desnutridos atingem a vida adulta com uma estatura
inferior ao esperado e ainda quando inseridos no mercado de trabalho
apresentam limitacdes no desenvolvimento e desempenho de tarefas e, por isso,
menores salarios.

A desnutricdo € classificada em trés niveis, segundo Gomez (1946):
Primeiro grau, na qual o déficit de peso é superior a 10% da média considerada
normal; a de segundo grau, na qual o déficit de peso € superior a 25% e a de
terceiro grau, na qual o déficit de peso é superior a 40%. A desnutricdo de terceiro
grau € a mais grave e pode ser subdividida em outras duas categorias. A primeira
€ 0 marasmo, caracterizado pela perda de tecido muscular e adiposo, com
diminuicdo de 60% do peso corporal esperada pela idade (Truswell, 1981); a
segunda & Kwashiorkor, caracterizada pela perda do tecido muscular, porém o

tecido adiposo é preservado (Waterlow, 1984). As caracteristicas clinicas podem
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ser. edema, dermatose, alteracbes dos cabelos e hepatomegalia (Marcondes,
1986).

A glicemia pode apresentar valores normais ou reduzidos em criancas que
apresentam marasmo ou Kwashiorkor (Waterlow e Alleyne, 1974). As proteinas
plasmaticas sdo marcadoras da desnutricdo, ja que estdo diretamente
relacionadas com a disponibilidade de aminoacidos para a sintese protéica (Reid
e Campbell, 2004).

O termo desnutricdo implica que um ou mais nutrientes essenciais esta
ausente da alimentacdo ou presente, porém em proporc¢des inadequadas. Embora
a falta de vitaminas e minerais possa afetar a maturacdo do cérebro, a falta de
proteinas parece ser o mais critico (Morgane, 2002).

Na literatura, destaca-se a desnutricao proteica (DP), onde a concentracao
de proteinas plasmaticas é marcadora da desnutricdo (Reid e Campbell, 2004). A
proteina é um nutriente de grande importancia e as principais funcdes estéo
relacionadas com a formacao de enzimas, anticorpos, horménios, equilibrio acido-
basico, transporte de oxigénio, coagulacdo do sangue e atividade muscular (Neiva
et al., 1999).

As proteinas adquiridas durante a alimentacdo sdo uma fonte importante
de aminoacidos essenciais para o bom funcionamento do organismo e podem
servir como antioxidante intracelular. Portanto, a restricdo pode levar a um
aumento de danos oxidativos por diminuir as defesas antioxidantes de tecidos
(Bonatto et al., 2005).

A DP imposta no inicio da vida (desnutricdo posnatal) produz alteracdes no
cérebro, incluindo as neurofisiolégicas (Lukoyanov e Andrade, 2000; Fukuda et

al., 2002), morfologicas (Diaz-Cintra et al.,1991; Debassio et al.,, 1996) e
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neuroquimicas (Alamy et al.,, 2005) e parece afetar o desenvolvimento do
encéfalo, interferindo com o nascimento de novas células, migracdo e
diferenciacéo celular, mielinizacdo e formacao de sinapses (Debassio et al.,1994;
Lukoyanov e Andrade, 2000). Chopra et al. (1986) observaram em estudo que
incluiu 43 criancas desnutridas, uma reducéo da velocidade de conducao nervosa
periférica, assim como um retardo na mielinizacdo; desmielinizacdo segmentar e
espaco internodal menor.

Em condi¢des de nutricdo normal a captacéo e utilizacdo de nutrientes pelo
organismo estdo em equilibrio, assegurando, desta forma, o metabolismo celular
adequado; crescimento, duplicacdo, maturacdo e fendbmenos que influenciam
todas as fases do desenvolvimento, desde a gestacao até a fase adulta (Alves et
al., 2008).

Uma alimentacdo que ndo supre as necessidades de proteinas e calorias,
provocando alteracdes em todo o metabolismo na crianca e o0 organismo cria
mecanismos eficientes para economizar energia, evitando assim risco para a
sobrevivéncia, diminuindo a velocidade de crescimento e, em alguns casos
extremos, anulando-o completamente (Moysés e Lima, 1983).

Foi demonstrado que, em sala de aula, a criangca desnutrida apresenta
dificuldade de concentracao, de coordenacédo motora, dificuldade para aquisicao e
formulacdo do aprendizado, ou seja, a fome reduz de uma forma geral o
rendimento do aluno na escola (Frota et al., 2009). Além disso, € possivel que a
fome cause modificagbes comportamentais, tais como altera¢cées emocionais, de
motivacdo e ansiedade. Ocorrem também altera¢des intelectuais que prejudicam
definitivamente o aprendizado e memdéria, podendo a crianca apresentar um

desenvolvimento inferior ao esperado para a idade (Levitasky e Strupp, 1995).
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Em laboratdrio, algumas técnicas podem ser utilizadas para induzir a
desnutricdo em ratos; restricdo protéico-calérica, aumento do numero de filhotes
na ninhada e restricdo do periodo de amamentacéo dos filhotes. Morgane et al.
(2002) relatam que estudos realizados com ratos submetidos a DP, reproduziu
efeitos similares aos encontrados em alguns paises subdesenvolvidos, incluindo
alteracdes neuroanatbémicas, neuroquimicas e comportamentais.

Estudos realizados por Jahnke e Bedi (2007) demonstram que ratos
submetidos a DP durante o desmame apresentaram uma reducdo do peso
corporal de 50-73%. Nascimento et al. (1990) relatam que os ratos desnutridos
apresentam reducao do peso corporal em até 50% comparado com o rato nutrido,
diminuicdo de pélos, aumento da curvatura dorsal, sdo mais ativos e também
agressivos.

O tecido muscular esquelético é um reservatorio de proteina, por isso
segundo Nascimento et al. (1990), quando ha déficit protéico na dieta, o tecido é
alvo de deplecdo, ou seja, diminuicdo. Algumas alteracbes foram observadas,
como por exemplo, o diametro da fibra muscular foi reduzido, nestas fibras
encontraram 0s espacos intercelulares alargados contendo vasos capilares e
fibroblastos, escasso colageno fibrilar e ndo houve aumento do colageno
intersticial e ainda estrutura miofibrilar e miofilamentar mantida.

Alteracdes hormonais também foram constatadas para manter a
homeostasia energética através da glicose e lipdlise aumentadas, maior
mobilizacdo de aminoacidos, preservacdo das proteinas viscerais, através da
maior utilizacdo das proteinas musculares, diminuicdo do armazenamento de

glicogénio, gorduras e proteinas e diminuicdo do metabolismo (Sampaio, 2009).
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A recuperacdo proteica pode reverter alguns déficits gerados pela
desnutricdo, como por exemplo: o peso corporal, peso cerebral e alteracdes
sinapticas, enquanto que a reducdo no numero de células, menor reatividade a
medicamentos, alteragbes comportamentais como a hiperatividade e baixa
interacdo social sdo irreversiveis mesmo apos uma dieta adequada (Lukoyanov e
Andrade, 2000; Hernandes et al.,2005; Camargo e Almeida, 2005; Souza et al.,
2008).

Animais submetidos a desnutricdo e posteriormente a reabilitacdo
nutricional ndo apresentam diferenca no peso cerebral, a diferenca existe quando
se compara animais desnutridos e nutridos. Outro achado importante é em
relacdo ao peso corporal, a diferenca é menor no grupo desnutrido mesmo apos a
reabilitacdo nutricional (Nunes et al., 2002).

O sistema nervoso periférico (SNP) apresenta uma boa capacidade
regenerativa, porém, a recuperacdo funcional apds lesdo geralmente é
prolongada e dificil. Atualmente, 0 homem tem sido cada vez mais exposto a esse
tipo de lesdo, considerando o aumento da violéncia urbana, acidentes de transito,
acidentes domeésticos e lesdes em esportes de alta complexidade (Mendonca,

Barbieri e Mazzer, 2003).

As lesdes nervosas periféricas apresentam uma recuperacao lenta, que
depende da natureza, extensdo e grau da lesdo. Quanto mais precoce a
reinervacéo, melhor é o prognostico (Eberstein e Eberstein, 1996). Esse tipo de
lesdo causa uma diminuicdo ou perda da sensibilidade e motricidade no territorio
inervado, gerando diversas alteracfes histologicas, como por exemplo, a atrofia

muscular e proliferacdo do tecido conjuntivo no musculo (Fernandes et al., 2005).
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Seddon (1943), citado por Burnett e Zager (2004), estabeleceu uma
classificacdo para as lesGes nervosas periféricas, utilizando como critério o grau
de comprometimento estrutural e o progndéstico de recuperacdo, qual seja:
Neuropraxia (tipo 1), caracterizada por um bloqueio localizado da conducéo
nervosa, com leve comprometimento da bainha de mielina e preservacdo da
continuidade axonal, sendo reversivel em aproximadamente 30 dias, de forma
espontanea; Axoniotmese (tipo Il), considerada uma lesdo grave, caracterizada
por compressdo ou esmagamento do nervo, com interrupcdo da continuidade
axonal, estando os envoltorios conjuntivos e a microcirculacdo preservados, na
qgual se observa a presenca de degeneracdo Walleriana e a regeneracao axonal
ocorre de forma processual; Neurotmese (tipo Ill), considerada a mais grave,
caracterizada pela ruptura completa do nervo, com consequente descontinuidade
entre o sistema nervoso central e a periferia, que exige reconstrucao cirargica.

Em lesBes caracterizadas como axoniotmese, alteracbes estruturais,
bioquimicas, celulares e moleculares acontecem em toda a célula, no sentido de
recuperar a funcdo do nervo danificado (Burnett e Zager, 2004). Entre as
alteracdes estdo a cromatdlise, o aumento de volume do corpo celular, a
migracdo do nucleo para a periferia da célula e alteracdes metabdlicas (Burnett e
Zager, 2004). Quarenta e oito horas apos a lesdo ndao se evidenciam fibras
nervosas normais, estando presente a desintegracdo do citoesqueleto axonal
(Ferreira e Martinez, 2000).

O processo de regeneracdo € iniciado horas apds a lesdo. Os axdnios da
porcdo proximal a lesdo formam os primeiros brotos ou neuritos nos locais
correspondentes aos nodos de Ranvier, a chamada zona germinativa (Ferreira,

2001), de onde dois a trés neuritos, mediados por fatores troficos sintetizados
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pelas células de Schwann, como a laminina e a fibronectina, seguem em direcdo
ao Orgao-alvo (Fawcett e Keynes, 1990; Ide, 1996).

A reinervacdo muscular apds axoniotmese em ratos tem inicio
aproximadamente 15 dias apo0s a lesdo, quando se observa a poliinervagdo. O
periodo que corresponde ao pico de poliinervacdo € entre o 21° e o 25° dia. A
partir do momento em que 0 contato sinaptico € recuperado, a sintese de
receptores extrajuncionais e a liberacdo de fatores troficos pelo musculo é
diminuida, iniciando-se a eliminacao sinaptica, na qual a extremidade dos neuritos
regenerados se transforma em terminal nervoso (Carmignoto et al., 1983; Gorio et
al., 1983) e os demais neuritos sofrem um processo de retracdo e degeneram
(Sanes e Lichtman, 1999). A partir disso, as fibras musculares tornam-se
monoinervadas (Gorio et al., 1983) e a funcdo do musculo é recuperada.

O processo de regeneracdo nervosa e consequente reinervagdo muscular
em animais desnutridos é pouco conhecido. Assim, considerando a literatura
estudada, que aponta que a desnutricdo proteica gera diversas alteracdes
organicas que persistem por toda a vida, influenciando diretamente na qualidade
de vida dos sujeitos e considerando que ndo foram identificados estudos que
analisassem as caracteristicas do nervo regenerado em animais desnutridos, nem
tampouco em animais desnutridos e submetidos a recuperacdo nutricional, este
estudo se prop0Os a testar a hipotese de que a desnutricdo, mesmo quando 0s
animais sdo recuperados com dieta normal, pode comprometer a regeneracao

nervosa e recuperacgéao funcional apos axoniotmese.
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2 OBJETIVO

Realizar uma avaliagdo morfométrica e funcional do nervo isquiatico de

ratos submetidos a desnutricdo e renutricdo dietética, apos axoniotmese.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos
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O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Metodista de Piracicaba — UNIMEP — Protocolo CEUA n° 01/12

(anexo 1).

3.2 Grupos Experimentais

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, recém-desmamados (21 dias),

divididos aleatoriamente em 6 grupos, conforme representado na tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo dos animais em grupos experimentais.

Grupo Sigla Descricao
Controle Normal CN Animais sem lesao
nervosa e com
dieta normal
Controle Animais sem lesdo
. CD
Desnutrido nervosa e
desnutridos
Controle Animais sem lesdo
Desnutrido CDR nervosa,
Recuperado desnutridos e
recuperados
Animais com dieta
Lesado Normal LN normal e
submetidos a lesao
do nervo isquiético
Animais
Lesado Desnutrido LD desnutridos e
submetidos a lesédo
do nervo isquiatico
Animais
Lesado Desnutrido DR desnutridos e
Recuperado recuperados

submetidos a leséo
do nervo isquiético
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Todos os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas coletivas
contendo 3 a 5 animais cada, recebendo agua e alimentacdo ad libitum e
mantidos em ambiente com temperatura controlada de 23 °C + 2 °C e iluminacéao
adequada, ciclo claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a partir das 6h00.

3.3 Procedimento para Desnutricdo e Recuperagédo Nutricional

Durante o experimento foram empregadas dietas normoproteica (AN 93M -
14%) e hipoproteica (AN - 6%) comercializadas por PragSolucbes Servigos e
Comércio Ltda; CNPJ: 03.420.938/0001-59 / |IE: 401.091.476.112-ME

(composicao descrita na tabela 2).

Tabela 2: Composicéo das dietas (g/Kg) utilizadas para desnutricdo

Dieta AN 93 M -14% Dieta AN - 6% proteina
(ingredientes para 1 Kg) (ingredientes para 1 Kg)
Amido de milho 465.700 Amido de milho 508.000
Caseina 140.000 Caseina 66.000
Amido dextrinizado 155.000 Amido dextrinizado 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. Microcrist.) 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

Fonte: Reeves, Nielsen e Fahey, (1993).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nielsen%20FH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8229312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fahey%20GC%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8229312
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O grupo CN apenas recebeu a dieta normoproteica AN 93 (14% de

proteina) durante 45 dias.

O grupo CD foi tratado com dieta hipoproteica (6% de proteina) por um

periodo de 45 dias.

O grupo LN recebeu a dieta normoproteica AN93 (14% de proteina) por um
periodo de 45 dias e, no 46° dia teve o nervo isquiatico esquerdo esmagado,

sendo acompanhado por 21 dias recebendo ragéo normoproteica.

O grupo LD foi tratado com dieta hipoproteica (6% de proteina) durante 45
dias e, no 46° dia, foi realizado o esmagamento do nervo isquiatico. Os animais

foram acompanhados por 21 dias, recebendo dieta hipoproteica.

Os grupos CDR e LDR foram tratados com dieta hipoproteica (6% de
proteina) por 45 dias. Apés este periodo foi iniciada a recuperacao nutricional por
meio da dieta AN 93-14% por mais 45 dias. No 91° dia o grupo LDR foi submetido
ao esmagamento do nervo isquiatico, sendo acompanhado por 21 dias,

recebendo dieta normoproteica.

A tabela 3 resume os procedimentos para desnutricdo, renutricdo, leséo
nervosa e coleta do nervo isquiatico nos diferentes grupos estudados.
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Tabela 3: Cronograma de desnutricdo, renutricdo, lesdo nervosa e coleta do material nos
animais dos grupos Controle Normal (CN), Controle Desnutrido (CD), Lesado Normal
(LN), Lesado Desnutrido (LD), Controle Desnutrido Recuperado (CDR) e Lesado
Desnutrido Recuperado (LDR).

Grupos 0 dias 45 dias 66 dias 90 dias 111 dias
CN H :X H H H

O — : : :

CDR . H H H :X

LN H H :X ; ;

LD _ _X

LDR _ _X

[ -Racdo 14%

B -Ragio6%

- | -Cirurgia (axoniotmese)

X! -Coleta do material

3.4 indice Funcional do Ciatico (IFC)

Previamente, todos os animais foram treinados a caminhar na passarela de
marcha, um corredor medindo 42 x 8,2 cm, que termina numa caixa com fraca
luminosidade no interior (Figura 1-A), onde o animal procura se abrigar apos o
percurso (De Medinaceli et al., 1982; Bain, Mackinnon e Hunter, 1989). Ap6s o
treinamento, foi obtido o registro pré-operatorio das impressdes das pegadas, que
constituem parametro inicial de avaliagcdo, para comparacdo com o0s registros pos-

operatorios no 7°, 14° e 21° dia.

Para obter as impressdes das pegadas, a face plantar das patas
posteriores dos animais foi pintada com tinta preta de impressédo digital e, a
seguir, os animais foram colocados para caminhar na passarela, deixando suas

pegadas impressas em tiras de papel sulfite A4 branco, com a dimensao
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adequada do corredor (De Medinaceli et al., 1982; Varejao et al. 2004), conforme

figura 1B.

Figura 1. Aparato de analise da marcha (A); Registro das impressdes plantares
das patas normal e experimental do rato (B).

Para o célculo do indice Funcional do Ciatico (IFC) utilizou-se um
paquimetro digital (MITUTOYO®), registrando-se a distancia entre a extremidade

do terceiro dedo e o calcaneo - Comprimento da Pegada (PL); a distancia entre o

primeiro e 0 quinto dedo - Largura da Pegada (TS) e a distancia entre o segundo
e quarto dedo - Largura Intermediaria da Pegada (ITS) das patas experimental (E)
e normal (N), como sugerido por Bain, Mackinnon e Hunter (1989) e Varejéo et al.

(2004), conforme pode ser visualizado na figura 2.
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Figura 2. Parametros para mensuragdo das pegadas. PL:
(Print Length); ITS: Intermediate Toes Spread; TS: Toe
Spread. Fonte: Varejao et al. (2004).

A figura 3 mostra as caracteristicas das pegadas dos animais utilizados

neste estudo, nos diferentes periodos de analise, para o grupo LD.
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Figura 3: Imagem da impressdo da pata normal (N) e experimental (E), no periodo pré-
operatorio (A), no 7° dia pos-operatério - PO (B), no 14°dia PO (C) e no 21° dia PO
(D).Observar as variagcdes nas distancias (PL, IT, ITS), nos diferentes periodos de
andlise.



26

Os valores encontrados foram organizados na formula a seguir, definida

por Bain, Mackinnon e Hunter (1989):

SFI= - 38.3 (EPL-NPL) + 109.5 (ETS-NTS) + 13.3 (EITS-NITS) - 8.8
NPL NTS NITS

Os dados obtidos expressam a perda funcional em termos percentuais,
sendo que valores entre 0 e -20 (zero e menos vinte) representam funcéo normal
ou auséncia de disfuncéo e, entre -21 e -100 (menos vinte e um e menos cem),
perda da funcéo, sendo que, quanto mais préximo de -100 (menos cem), maior a

disfungéo (Bain, Mackinnon e Hunter; 1989).

3.5 Lesdo Nervosa

Os animais dos grupos LN, LD e LDR foram submetidos a cirurgia para
esmagamento do nervo isquiatico, recebendo anestesia intraperitoneal de uma
mistura de cloridrato de cetamina (1,16 g/10 mL) e cloridrato de xilazina (2 g/100
mL), na proporgéo de 3:2, em dose de 0,09 mL/100 g de massa corporal e 0,06

mL/100 g de massa corporal, respectivamente.

Em seguida, foi realizada a tricotomia na regido glatea esquerda e, com 0s
animais posicionados em decubito ventral, fez-se uma incisdo de
aproximadamente 2 cm sobre a pele da regido glitea e os musculos foram
divulsionados até a exposicdo do nervo isquiatico. O nervo foi delicadamente
separado do tecido conjuntivo adjacente e esmagado com uma pinga hemostéatica
previamente preparada (figuras 4 e 5). Foram realizados quatro pingamentos com

duracédo de 20 segundos e intervalo de um segundo entre eles, de acordo com
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Fernandes et al. (2005). O esmagamento foi realizado a uma distancia de 5 mm

proximal ao ponto de ramifica¢cdo do nervo isquiético.

Figura 4: Método utilizado para lesao do nervo.

Figura 5: Aspecto macroscopico do nervo
imediatamente apds 0 esmagamento. Notar a presenca
de lesdo axonal sem perda da continuidade dos
envoltdrios conjuntivos.
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Ao término desse procedimento, os planos muscular e cutaneo foram

fechados com fio de sutura Ethicon 6-0.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, submetidos a
ciclo/escuro de 12 horas e livre acesso a racdo e agua, durante 21 dias. Nos
dois primeiros dias poOs-operatorios 0os animais receberam 4 ulL de Dipirona

Saddica (500 mg/mL) - via oral, com efeito analgésico.

3.6 Coleta do Material

Apos 21 dias da lesdo nervosa os animais foram novamente anestesiados
conforme descrito para a lesdo nervosa, o nervo isquiatico esquerdo foi exposto e
fixado in situ a 4°C, durante 10 minutos com fixador de Karnovsky (1965)
modificado, contendo 1% de paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em tampé&o
cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7.3. Em seguida, os animais foram eutanasiados

por deslocamento cervical.

Os fragmentos do nervo isquiatico dos animais dos 6 grupos foram
mantidos em solucédo fixadora (Karnovsky) por 24 horas e poés-fixados em
tetroxido de ésmio a 1% em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7.3, por duas
horas, imersos em uranila 5% durante 24 horas, para coloracdo em bloco,
desidratados em solucdes crescentes (30% a 100%) de acetona e incluidos em

resina Araldite (UEGAMA).

Cortes transversais de 1lum foram obtidos em ultramicrotomo LKB e
corados com Azul de Toluidina a 1%, em solucdo aquosa de bérax a 1%, para

microscopia de luz.
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3.7 Anélise Morfométrica do Nervo

A analise morfométrica foi realizada a partir dos cortes transversais da
porcdo distal do nervo regenerado nos animais de todos 0s grupos, em
microscopio de luz Olympus (BX 41- BF) acoplado a um sistema analisador de
imagens que utiliza o software Image-Pro Plus 6.2 — Media Cybernetics®. A
calibracdo do sistema de andlise de imagens para obtencdo de medidas na
unidade de micrébmetros (um) foi realizada com o auxilio de uma lamina de

calibracdo micrometrada ZEISS 5.100/100 mm.

Foi analisado um corte por animal em cada grupo, do qual foram obtidas
imagens em objetiva de 10x, para a observacao de todo o nervo e em objetiva de
100X, para a selecdo dos campos para amostra. A amostra foi constituida de 5

campos aleatoriamente definidos em cada corte.

As medidas foram realizadas de forma semi-automatica, sendo que em
cada fibra nervosa mielinica foram obtidos valores do diametro (um) do axdnio e
da fibra nervosa (Figura 6). A partir desses dados, a espessura da bainha de

mielina foi calculada.
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Figura 6: Interface do software Image Pro-Plus 6.2 — Media Cybernetics®,
mostrando o procedimento utilizado para mensuracdo do didmetro dos
axonios (1) e das fibras nervosas (2). Aumento = 1000x

Os valores referentes a medida de cada axonio foram transferidos para o

Excel e constituiram uma lista de dados.

O diametro médio dos axbnios de cada nervo foi obtido a partir da
somatoria dos diametros dos axoénios, dividido pelo numero de axbénios
mensurados. O calculo do diametro médio das fibras nervosas mielinicas seguiu a
mesma ldgica. Os valores de espessura das bainhas de mielina foram obtidos
subtraindo-se o diametro do axdénio do diametro da fibra e, em seguida, dividindo-
se por dois. A espessura meédia das bainhas de mielina também foi obtida
dividindo-se a somatdria das espessuras das bainhas de mielina pelo numero de

fibras nervosas analisadas.
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O valor da razdo G foi calculado pela divisdo do diametro do axénio pelo

didmetro da fibra nervosa.

A seguir, sdo apresentadas as formulas utilizadas para calcular o diametro
meédio dos axobnios, diametro médio das fibras, espessura média da bainha de

mielina e razéo G, respectivamente:

2, didmetro axdnios

Didmetro médio axénios = —
N° axoOnios

2 didmetro fibras
Ne fibras

Didmetro médio fibras =

didmetro da fibra — didmetro do axdnio
2

Espessura da bainha mielina =

didmetro do axdnio (média)
didmetro da fibra (média)

Razao G=

3.8 Anélise do niumero de axonios

O ndmero total de axdnios em cada nervo foi calculado a partir da
somatoria do niumero de axbnios obtido nos 5 campos, em objetiva de 100X,
sendo estabelecida uma proporgédo desse valor com a area total do nervo, obtida

em objetiva de 10X.
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Y. rea dos campos

amostra (%) = 100

Y area do nervo

Y N° axdnios

N° total de axdnios = 100

amostra (%) i

3.9Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com uso do IBM® SPSS® (software
statistical package for the social sciences) STATISTICS for windows versao 20.

Para analise morfométrica, a normalidade foi verificada através do teste
Shapiro-Wilk e a homocedasticidade através do teste de Levene. Para as
variaveis que atenderam as pressuposi¢des de normalidade e homocedasticidade
das variancias, foram adotados métodos da estatistica paramétrica: analise de
variancia ANOVA-F(um fator) seguido do teste de comparacdo multipla de médias
- teste de Tukey HSD e para as variaveis que ndo atenderam a pressuposicao da
homocedasticidade das variancias, foi adotado o teste de Tamhane.

Para analise do IFC (intergrupos e intragrupo) foram utilizados os testes de
normalidade de Shapiro-Wilk seguido do teste ANOVA-F (medidas repetidas para
dois fatores) seguido do teste de Tukey para analise intergrupos e Bonferroni para

analise intragrupos.
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Para avaliacdo da massa corporal dos animais, foram utilizados os testes
de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido do teste t de Student para a
comparacao entre 2 grupos.

Assim, foram considerados significativos os parametros e/ou funcdes
lineares de seus niveis, tais que p < 0,05.

Os dados foram apresentados por meio de média e desvio padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal dos Animais

Os animais dos grupos CN e CD foram pesados no inicio do experimento e
no 45° dia; os grupos LN e LD no inicio e no 66° dia do experimento e 0S grupos
CDR e LDR no inicio e no 111° dia do experimento.

A massa corporal média dos animais de todos o0s grupos no inicio do

experimento, ou seja, com 21 dias de vida, foi de 53,06 £3,2 g.
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Figura 7: Valores médios +DP da massa corporal dos animais dos grupos Controle
Normal (CN), Controle Desnutrido (CD), Lesado Normal (LN), Lesado Desnutrido
(LD), Controle Desnutrido Recuperado (CDR) e Lesado Desnutrido Recuperado
(LDR).

(*) Difere de todos os demais grupos; (**) Difere do grupo CN;(t) Difere do grupo
LN e (%) Difere do grupo CDR.
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Os animais de todos 0s grupos apresentaram aumento de massa corporal
em relacdo a massa inicial, apos 45, 66 e 111 dias da leséo.

Todos os grupos submetidos a desnutricdo apresentaram massa corporal
menor quando comparados aos grupos normalmente nutridos (p<0,05).

A massa corporal média dos animais do grupo CD foi 68% menor quando
comparado ao CN. O mesmo foi observado quando comparamos o grupo LN com

0 LD (43%) e o grupo CDR com LDR (19%).

4.2 indice Funcional do Ciatico (IFC)

Para o IFC a andlise de variancia foi realizada considerando-se, além do
fator intergrupo, o fator intragrupos, com o objetivo de verificar a existéncia de
interacdo entre eles, buscando assim investigar a possivel ocorréncia de

comportamentos diferentes no decorrer do tempo, de acordo com o grupo.
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4.2.1 Analise Intergrupo

A Tabela 4 mostra os valores médios do IFC nos diferentes grupos e nos

diferentes tempos da avaliagao funcional.

Tabela 4 — Valores de média +DP do indice Funcional do Ciatico (IFC) nos grupos
Lesado Normal (LN), Lesado Desnutrido (LD) e Lesado Desnutrido Recuperado (LDR)
nos diferentes tempos de analise, para comparacao entre 0S grupos.

Grupos
Periodos LN LD LDR
Pré-operatorio -10,87 8,1 -13,61+3,4 -8,39 7,4
72 PO -79,20 +13,8 -61,33 +12,4 71,99 +12,7
142 PO -79,99 £7,0 -40,73 £19,9* -76,39 £16,6
212 PO -29,80 19,39 -22,24 +15,2 -30,43 19,4

* Difere do grupo Lesado Normal (LN) no respectivo periodo; PO: P6s-operatorio.

No periodo pré-operatério todos os grupos apresentaram valores entre 0 e
-20, indicando funcdo normal. Porém estes valores diminuiram no 7° e 14° dia
pos-operatorio (PO), representando uma perda funcional. No 21° dia PO os
valores estavam préximos do indice de normalidade em todos 0s grupos.

No 14° dia PO o grupo LD apresentou IFC mais proximo da normalidade

que o grupo LN (p < 0,008).



37

4.2.2 Analise intragrupos

A tabela 5 aponta a analise do resultado do IFC intragrupos.

Tabela 5: Valores de média £DP de IFC dos grupos Lesado Normal (LN), Lesado
Desnutrido (LD) e Lesado Desnutrido Recuperado (LDR) nos diferentes tempos de
analise para comparacao intragrupos.

Grupos
Periodos LN LD LDR
Pré-operatdrio -10,8748,1 -13,61+3,4 -8,39+7,4
72 PO -79,20+13,8* -61,33+12,4* -71,99+12,7*
142 PO -79,99+7,0* -40,73+£19,9* -76,39+16,6*
21° PO -29,80+9,39t% -22,24+15,2t -30,43+19,4%

*Difere do Pré-operatério; T Difere do 7°PO; ¥ Difere do 14°PO.

Todos os grupos apresentaram valores de IFC menores no 7° e 14° PO
guando comparados ao pré-operatério (p<0,05), o que indica uma perda funcional
expressiva neste periodo.

No grupo LN o valor do IFC no 21° PO foi maior quando comparado ao 7°
(p=<0,000) e 14° PO (p=<0,045). No grupo LD o valor de IFC no 21° PO foi maior
guando comparado ao 7° PO (p<0,013), enquanto no grupo LDR o IFC foi melhor
guando comparado ao 14° PO (p=<0,020).

Vale ressaltar que no 21° PO nenhum dos grupos atingiu os valores de

normalidade, mas o grupo LD foi o que mais se aproximou dos valores normais.

4.3 Anédlise histoldgica

Na figura 8 observam-se as caracteristicas histolégicas do nervo isquiatico

nos grupos CN, CD, CDR, LN, LD e LDR.
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Figura 8: Micrografia em corte transversal do nervo isquiatico dos animais dos
grupos: Controle Normal (CN), Controle Desnutrido (CD), Lesado Normal (LN),
Lesado Desnutrido (LD), Controle Desnutrido Recuperado (CDR) e Lesado
Desnutrido Recuperado (LDR). Observar os diametros do axbnio e da fibra
nervosa, bem como a espessura da bainha de mielina (seta). Bar = 10 pm.

O grupo CN apresentou caracteristicas histoldgicas de um nervo normal,
incluindo o didmetro dos axénios, o didmetro das fibras nervosas e a espessura
das bainhas de mielina. Nos grupos CD, LN, LD, LDR o didmetro dos axénios e
das fibras nervosas aparentam ser menores que do grupo CN, assim como a

espessura das bainhas de mielina, enquanto o grupo CDR apresenta
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caracteristicas morfolégicas semelhantes a do grupo CN.

4.4 Andlise quantitativa e morfométrica

A tabela 6 representa os resultados da analise quantitativa e morfométrica

do nervo isquiatico nos diferentes grupos.

Tabela 6: Valores médios +DP do numero de axénios, didametro dos ax6nios (& Axbnio),

didmetro das fibras (& Fibra), espessura das bainhas de mielina e razédo G, nos grupos
Controle Normal (CN), Controle Desnutrido (CD), Controle Desnutrido Recuperado
(CDR), Lesado Normal (LN), Lesado Desnutrido (LD) e Lesado Desnutrido Recuperado
(LDR).

Grupo N° Axonios = Axdnio = Fibra Espessura Razdo G

Mielina

CN  10124,80+1703,10 5,73 +0,29 9,35+0,45 1,74 +0,11 0,60 +0,01

CD 9218,28 £2040,51 4,21 +0,88* 6,43 £1,49*  1,12+0,32*; 0,65 +0,02*
CDR  8201,60+£1137,17 7,15+0,56*f 11,33 +0,94f 2,08 +0,227 0,62 +0,01
LN 0355,20 £2428,23 3,79 +0,18*f 5,77 £0,18*}f 0,97 +0,11*} 0,65 +0,02
LD 9050,20 +£3386,35 4,18 +0,92*f 6,32 +1,49*; 1,06 +0,28*f 0,66 +0,01*

LDR  7967,11+2738,21 4,37 +100%; 6,60 £2,12*; 1,13+0,53*1 0,66 +0,03*}

*Difere do CN; fDifere do CD; iDifere do CDR.

N&o houve diferengca no nimero de axoénios, em todos os grupos (p<0,05).
Quanto ao diametro dos axbnios, todos 0s grupos apresentaram valores menores
que o grupo CN (p<0,05), com excec¢ao do grupo CDR, cujo valor foi superior ao

do grupo CN (p=<0,05).



40

O diametro das fibras nervosas nos grupos CD, LN, LD, LDR foi menor que
no grupo CN (p<0,05). Quando comparados ao grupo CDR, os grupos LN, LD e

LDR apresentaram menores diametros das fibras (p<0,05).

A espessura das bainhas de mielina foi menor nos grupos CD, LN, LD e
LDR em relagdo ao grupo CN (p<0,05). Quando comparados ao grupo CDR,

estes mesmos grupos apresentaram espessura de mielina menores (p<0,05).

A razdo G nos grupos CD, LD, e LDR foi maior em relacdo ao grupo CN
(p=<0,05). O mesmo ocorre quando se compara o grupo LDR ao CDR (p=<0,05).
Apesar da diferenca estatistica encontrada entre os grupos, todos os valores

estao dentro da normalidade.

4.5 Histograma representativo dos didmetros das fibras nervosas mielinicas

A figura 9 mostra o numero de fibras nervosas mielinicas em relagdo aos
respectivos didmetros no nervo isquiatico dos ratos dos grupos CN, CD, CDR, LN,
LD e LDR. Nos grupos CN e CDR ha predominio de fibras com 10 um de
didametro, enquanto nos grupos LN, CD, LD e LDR predominam fibras entre 5 e 6

um.



1200 e U

vy

?

g 1000

>

S

o 800

c

@ 600

o

o

V \ LN
S 200 \ LDR
e \ LD

0 \ CN
00a 05 a (DR
05 10 10a 15a cD

15 20a
20 55 25a 30a

30 35
Diametro das fibras nervosas (um)

Figura 9: Histograma mostrando a distribuicdo dos calibres das fibras mielinizadas
dos nervos isquiaticos dos animais dos grupos Controle Normal (CN), Controle
Desnutrido (CD), Controle Desnutrido Recuperado (CDR), Lesado Normal (LN),
Lesado Desnutrido (LD) e Lesado Desnutrido Recuperado (LDR).
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5 DISCUSSAO

5.1 Dieta Hipoproteica

Neste estudo foram utilizadas as dietas normoproteica (AN 93M - 14%) e
hipoproteica (AN - 6%) proposta por Reeves, Nielsen e Fahey Jr. (1993). As duas
dietas diferem apenas no conteudo proteico, sendo preparadas de acordo com as
recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo. A fonte de proteina utilizada
foi a caseina, adequando-se os valores normais recomendados pelo autor.
Segundo Reeves, Nielsen e Fahey Jr. (1993), esse tipo de dieta possui um

equilibrio de nutrientes e é adequada para a dieta de roedores.

5.2 Massa corporal

A desnutricdo proteica aplicada no inicio da vida (no momento do
nascimento), foi descrita por Fukuda et al. (2002), que mantiveram filhotes
durante o periodo de lactacdo e apds desmame, até o 49° dia de vida, em gaiolas
com dieta deficiente em proteina, contendo 6% de caseina, enquanto que a dieta
rica em proteinas normais continha 16% de proteina. Este modelo de desnutricao
interferiu no desenvolvimento da massa corporal, que se apresentou 40% menor
guando comparada ao grupo gque consumiu a ragao normoproteica.

Bengelloun (1990) realizaram estudo com ratos desnutridos apos o
desmame, onde o grupo desnutrido recebeu uma racdo com 8% de proteina,
enquanto o grupo controle recebeu uma dieta com 21% de proteina. Apos 60 dias
0 grupo desnutrido apresentou massa corporal 50% menor em relagcdo ao grupo

controle.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763412000590#bib0265
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Neste estudo, a desnutricdo foi iniciada apds o desmame e, em relacdo aos
estudos citados, promoveu reducdo mais agressiva da massa corporal (68%), por
periodo mais curto de tempo (45 dias). Reeves, Nielsen e Fahey (1993) afirmam
que esta dieta apresenta equilibrio de nutrientes essenciais, se caracterizando

como a melhor escolha para estudos de longo ou curto prazo com roedores.

O mesmo aconteceu quando foram comparados os grupos LD e LN.
Ambos os grupos sofreram esmagamento do nervo isquiatico, porém, o0 grupo que
recebeu dieta hipoproteica apresentou massa corporal 43% menor. Quando a
massa corporal do grupo LD foi comparada a do grupo CD, ndo se observa
diferenca significativa, sugerindo que a lesdo nervosa nao interferiu com a massa
corporal dos animais, possivelmente porque a lesdo compromete apenas 0S
musculos inervados pelo nervo lesado, mas a desnutricdo promoveu reducédo da
massa corporal.

Outros métodos de desnutricdo tem sido utilizados por diferentes autores.
Jahnke e Bedi (2007) demonstraram que ratas submetidas a restricdo de
alimentos durante toda a gestacao (21 dias), geraram filhotes com peso corporal
73% menor apos 21 dias do nascimento. Souza et al. (2008) observaram que
filhotes de ratas que passaram por um periodo de restricdo alimentar ingerindo
ragcdo com baixa porcentagem de proteinas e &cidos graxos durante a gestacao e
lactacéo e cujos filhotes consumiram a mesma racdo por 70 dias, apresentaram
desnutricdo severa e peso corporal 83% menor. No mesmo estudo, foi realizada
uma recuperacao nutricional na fase p6és desmame e o grupo desnutrido na fase

fetal e recuperado na fase pés desmame apresentou massa corporal semelhante

ao grupo controle no 70° dia.
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Diferentemente dos resultados de Souza et al. (2008), Amaral (2005)
observou que a desnutricdo nas fases iniciais da vida compromete de forma
irreversivel o padrdo de crescimento, por afetar permanentemente a proliferacédo
celular, comprometer o desenvolvimento dos animais e promover diminuicdo da
massa muscular e corporal.

No presente estudo, ndo foi possivel comparar a massa corporal dos
grupos CDR e LDR ao grupo CN, pois a massa corporal final dos animais dos
grupos CDR e LDR foi obtida no 111° dia de vida, enquanto o grupo CN teve a
massa corporal aferida no 45° dia. Porém é interessante que a massa corporal
dos grupos CDR e LDR néo atingiu os valores do grupo CN, mesmo sendo 0s
animais 66 dias mais velhos. Desta forma, pode-se considerar que a recuperacao
nutricional durante 45 dias nao foi efetiva para garantir a recuperacdo da massa
corporal, corroborando os resultados observados por Souza et al. (2008).

Gobatto (1991) relata que quando animais desnutridos passam pelo
processo de reabilitacdo nutricional, € esperado um aumento significativo da
massa corporal, porém o restabelecimento pode ser total ou ndo, dependendo
principalmente de dois fatores fundamentais: a duracdo da desnutricdo e o
periodo do desenvolvimento no qual teve inicio a desnutricdo. De fato, quanto
mais cedo for iniciada a desnutricdo menor seré a evolucédo da massa corporal.

Independente do modo e fase da vida em que foi realizado o processo de
desnutricdo, todos os estudos citados anteriormente observaram um percentual
menor de massa corporal, coincidindo com os achados do presente estudo, todos
em comparacao com seu respectivo grupo controle.

Uma das principais caracteristicas da desnutricio € a massa corporal

reduzida, caracteristica também identificada no estudo de Zanin (2003), onde a
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dieta hipoproteica promoveu reducdo no desenvolvimento corporal. ISso poderia
ser justificado pelo fato de a dieta hipoproteica ndo oferecer o suprimento ideal de
aminoacidos para a formacéo de hormonios e enzimas que atuam diretamente no
desenvolvimento ponderal e de crescimento (Neiva e Mello, 1999).

O menor crescimento e ganho de peso dos animais alimentados com dieta
hipoproteica abre possibilidade para diversas formas de discussdo que estdo
relacionadas a mudancas funcionais dos érgdos, como por exemplo, alteracées
morfologicas do epitélio intestinal, comprometendo a digestdo e a absor¢cdo dos
nutrientes (Galdino et al., 2001;Natali et al., 2005; Souza, 2006; Moreira et al.,
2008). Neste estudo também se observa que 0 nervo periférico sofreu
significativas modificacbes em seu processo de maturacéo, o que sera discutido a

seqguir.

5.3 Morfologia do nervo isquiatico

No que se refere a andlise morfométrica, inicialmente foi feita uma
comparacao dos grupos CD e CDR com o grupo CN, para compreensdo das
alteracdes causadas pela desnutricdo e desnutricdo/recuperacdo nutricional e,
posteriormente, observagdo do comportamento frente a lesdo do nervo isquiatico.

O numero de axbnios néo foi diferente entre os grupos, corroborando com
o estudo realizado por Cornblath e Brown (1988), que avaliaram ratos desnutridos
com lesdo do nervo tibial posterior e relataram que o numero de axénios foi
idéntico ao grupo controle, ndo havendo evidéncia de degeneracdo ou
desmielinizacdo apds quatro semanas de lesdo. O mesmo estudo relatou ainda
gue o grupo desnutrido apresentou areas endoneurais menores, menor nimero

de fibras de grande diametro e espacgos internodais mais curtos que 0S nervos
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dos animais controle. Entretanto, as diferencas encontradas ndo afetaram a
velocidade de conducdo nervosa. A desnutricdo prejudicou o crescimento
somatico, interferindo com a maturacdo das fibras mielinizadas, mas sem causar
alteracdes eletrofisiolégicas e no padrao funcional do nervo.

Neste estudo, o grupo CD apresentou alteragcdes na maturagédo do nervo
isquiatico, com diametro da fibra nervosa, didametro do axénio e espessura da
bainha de mielina menores quando comparados aos dados do grupo CN,
corroborando os achados de Morgane et al. (1993), que relataram que a
desnutricdo pré-natal (8% de proteina) alterou o desenvolvimento normal do
cérebro, particularmente a maturacédo, afetando diretamente o desenvolvimento
coordenado de varios tipos de células, provocando mudancas na formacao de
circuitos neuronais e o inicio da atividade dos neurotransmissores.

Lukoyanov e Andrade (2000) relatam que a privacdo de proteina em longo
prazo em ratos adultos induz perda acentuada de neurbnios e sinapses na
formacdo do hipocampo e que as alteracbes morfoldégicas podem causar
alteracdes comportamentais. Referem ainda que a reabilitacdo nutricional de ratos
adultos privados de proteina leva a reorganizacao da estrutura do hipocampo e
melhora parcialmente as deficiéncias comportamentais, apoiando a visdo de que
o SNC maduro apresenta um notavel potencial de recuperacdo estrutural e
funcional ap6s esse tipo de insulto nutricional.

Debassio et al. (1994) descreveram que a desnutricdo parece afetar o
desenvolvimento do cérebro, incluindo o nascimento, migracdo e diferenciacao
celular, alterando a mielinizacdo e sinaptogénese. Lecours et al. (2001) também
descreveram que cérebros de ratos desnutridos sdo imaturos tanto metabdlica

qguanto funcionalmente, devido ao menor nimero de neurénios, células gliais, a
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alteracbes das conexfes sinapticas e mielinizacdo das fibras nervosas,

diminuindo a velocidade de condugéo neural.

O sistema nervoso periférico e o central sdo funcionalmente integrados em
relacdo as consequéncias de uma lesdo nervosa, sendo que a lesdo do nervo
periférico sempre resulta em profundas e duradouras modificacbes e
reorganizacdo do sistema nervoso central (Kaas, 1991; Wall et al., 2002; Kaas e

Collins, 2003).

Conexdes neuronais ao longo do sistema nervoso desempenham um papel
importante na regulacdo da expressdo de caracteristicas neuronais adequadas,
incluindo a morfologia dendritica e axonal, propriedades elétricas das membranas,
producgéo de neurotransmissores e metabolismo molecular (Navarro et al., 2007).

No sistema nervoso periférico, Segura et al. (2001) demonstraram que a
desnutricdo perinatal (6% de proteina) causa reducdo na amplitude, area e
velocidade do potencial de acdo. Além disso, observaram diminuicdo da
espessura da bainha de mielina, apesar de néo ter havido alteracdo do diametro
dos ax6nios nem do numero de axdnios. No presente estudo, somente o nimero
de axonios nao diferiu entre os grupos CD e CN.

Estudos anteriores apontam uma reducdo semelhante na bainha de mielina
axonal (Bronzino et al., 1975; Bedi, 1994), nos nervos sensoriais e motores (Sima
e Jankowska de 1976; Oldfords e Ullman, 1980; Cornblath e Brown, 1988 ) e nas
raizes dorsais ( Sima, 1974a; 1974b) de ratos desnutridos.

E fato que, de algum modo, a desnutricio gera alteracdes tanto no sistema
nervoso central quanto periférico, o que € reafirmado neste estudo pelo atraso

observado na maturacéo do sistema nervoso periférico.
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Porém, quando ha recuperacdo nutricional, o diametro dos axo6nios,
diametro das fibras nervosas e a espessura das bainhas de mielina sao
superiores em relacédo aos grupos CD e CN, o que permite argumentar que apos
a recuperacao nutricional o desenvolvimento adequado das caracteristicas
morfolégicas do nervo isquiatico é alcancado. O fato de se tratar de ratos jovens
possivelmente tenha contribuido para esta maturacéao.

A restricdo de proteinas na fase pré-natal, iniciada no momento da
concepcdo e mantida durante as primeiras 2 semanas de gestacdo de ratos
induziu astrogénese retardada, producdo diminuida do &cido hialurénico na matriz
extracelular, diferenciacdo neuronal anormal, diminuicdo da apoptose no cortex e
no cerebelo, bem como sinaptogénese anormal dos ganglios da base, na terceira
semana ap6s o0 nascimento. Porém a analise do cérebro de ratos adultos ndo
revelou alteracdo de sua arquitetura e da diferenciacdo neuronal, sugerindo
elevado grau de plasticidade do cérebro em desenvolvimento (Gressens et al.,
1997).

Os resultados observados neste estudo, no sistema nervoso periférico,
mostram que a desnutricdo gerou atraso no processo de maturagdo, porém, as
condi¢cbes estruturais do nervo foram reestabelecidas ap6s a recuperacao
nutricional. Guthrie e Brown (1968) discutem que restricdes nutricionais iniciadas
em estagios tardios de crescimento resultam em reducéo reversivel do tamanho
celular.

Diante dos resultados que mostram o comportamento do processo de
maturacdo do nervo em condi¢cdes de desnutricdo ou desnutricao/recuperagéo
nutricional, na auséncia de lesdo, o comportamento do sistema nervoso periférico

frente a lesdo por esmagamento do nervo isquidtico também foi analisado,
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comparando-se os grupos LD e LDR ao grupo LN. Observou-se que, apesar de
ter havido recuperacéo funcional em todos os grupos lesados apés 21 dias da
lesdo, a recuperacdo morfolégica do nervo isquiatico regenerado nao foi
alcancada. O grupo LN atingiu 66,14% do diametro dos axonios, 61,71% do
diametro das fibras nervosas e 55,74% da espessura das bainhas de mielina em
relacdo ao grupo CN. O grupo LD atingiu 72,94% do diametro dos axoénios,
67,59% do diametro das fibras nervosas e 60,91% da espessura das bainhas de
mielina em relacdo ao grupo CN. O grupo LDR atingiu 76,26% do diametro dos
axobnios, 70,58% do diametro das fibras nervosas e 64,94% da espessura das
bainhas de mielina em relacéo ao grupo CN.

Outros estudos que analisaram a recuperacdo dos parametros
morfométricos do nervo isquiatico regenerado em animais normalmente nutridos
apos axoniotmese (Oliveira et al., 2008; Takeda et al., 2008; Sobral et al., 2008;
Teodori et al., 2011) apontam que o diametro dos axbnios recuperou entre 52 e
64% dos valores controle, enquanto o diametro das fibras nervosas recuperou
entre 58 e 68% e a espessura das bainhas de mielina entre 62 e 68%. Desta
forma, neste estudo os parametros morfométricos foram recuperados dentro do
previsto para o tipo de lesédo realizada (axoniotmese), sendo que 0S Qrupos
desnutridos e desnutridos recuperados, em geral, apresentaram recuperacao
mais expressiva.

Observou-se, também, que a condi¢cdo nutricional ndo influenciou a
resposta regenerativa, ou seja, a desnutricio compromete a maturacdo do
sistema nervoso periférico, mas ndo atrasa 0 processo de regeneracao nervosa

ap0s axoniotmese.
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Esta capacidade regenerativa de animais desnutridos poderia ser
justificada pela teoria do “fenétipo poupador”, proposta por Hales e Barker (1992),
a qual postula que o ambiente fetal e pds-fetal, especialmente a nutricdo,
desempenham um papel importante na determinacéo da susceptibilidade de um
individuo para a diabetes tipo 2 e outras doencas. Os autores ainda relatam que a
desnutricdo fetal ocorre quando a demanda fetal por nutrientes excede a oferta,
por exemplo, como resultado da desnutricdo materna ou disfungéo
placentaria. Na medida em que o feto responde e se adapta a ma nutricdo, adota
uma série de estratégias para melhorar suas chances de sobrevivéncia pés-
natal. Primeiro 0os nutrientes sdo seletivamente distribuidos para proteger os
tecidos que sdo importantes para a sobrevivéncia imediata, especialmente o
tecido nervoso. Isto ocorre a custa de outros 6rgaos e tecidos como o figado,
pancreas e musculos. Além disso, relatam haver uma programacdo metabdlica
gue leva a alteracdo do metabolismo pds-natal, benéfico para a sobrevivéncia em
condicBes de mé nutricdo pds-natal. Se o feto nasce e sobrevive em condi¢cfes de
ma nutricdo, ndo ha efeitos nocivos para a sua saude em longo prazo. Isso
explicaria a baixa prevaléncia de diabetes em populacdes de zonas rurais da
Africa, ambiente conhecido pela presenca de desnutricdo cronica. No entanto, a
saude em longo prazo é afetada se o feto desnutrido nasce em condi¢des de
nutricdo adequada. Os autores ainda relatam que as diferentes programacodes do
metabolismo no pré e pés-natal somado a fatores como a obesidade,
sedentarismo e o envelhecimento, podem resultar no desenvolvimento de
diabetes tipo 2 e outras caracteristicas de sindrome metabdlica. Isto é evidente

em populacdes que migraram de paises pobres para regides urbanas, onde ha



51

ma nutricdo intrauterina e pds-natal encontrada em regifes pobres, seguida de
uma nutrigdo normal ou “supernutricdo”, caracteristica das areas urbanas.

Nesse sentido, o fato de a desnutricdo ndo ter comprometido de forma
evidente a resposta regenerativa do sistema nervoso periférico pode significar que
esta condicdo de baixa oferta proteica teria direcionado as reservas proteicas, de
forma seletiva, para o tecido nervoso, no sentido de garantir sua funcao.

Embora a desnutricdo cause alteracdes no sistema nervoso periférico, a
razdo G, que corresponde a divisdo do diametro do axénio pelo diametro da fibra
nervosa e que reflete a velocidade de conducdo do impulso nervoso através do
nervo, esta dentro dos padrbes de normalidade para uma velocidade de conducéo
nervosa ideal, ou seja, entre 0,5 e 0,7 (Anssellin, Fink e Davey, 1997),
caracterizando a proporcionalidade entre diametro do axénio e diametro das fibras
nervosas, sugerindo que, em todos os grupos, a velocidade de conducéo nervosa

estaria normal.

5.4 Andlise funcional da marcha

A recuperacdo funcional, avaliada pelo indice Funcional do Ciatico (IFC)
fornece informacdes importantes da pata pélvica do animal, além de ser o método
gue mais se aproxima da avaliagcéo clinica (De Medinacelli et al., 1982). Trata-se
de um método n&o invasivo, confiavel e de facil aplicacdo, que aponta o resultado

efetivo do processo de regeneracdo nervosa periférica.

Neste estudo, no periodo pré-operatério os animais de todos 0s grupos

apresentaram valores de IFC dentro da normalidade, segundo os critérios
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apontados por Hare et al. (1992) e Dash et al. (1996). No periodo pos-operatorio,
0s grupos LN e LDR apresentaram valores proximos a 100 no 7° e 14° PO,
indicando uma perda funcional que ja era esperada devido a lesdo nervosa.
Porém o que chama a atencéo € a melhora funcional apresentada pelo grupo LD
a partir do 14° PO, caracterizada por uma aceleracédo da regeneracao nervosa em
relacdo ao grupo LN no mesmo periodo. No entanto, no 21° PO, apesar de terem
alcancado valores proximos a normalidade, nenhum grupo alcancou valores entre
0 e 20, considerados valores de normalidade.

Considerando a avaliacdo qualitativa do IFC proposta por Constantin et al.
(2012), que classifica valores entre 12 e 12 como “Excelente”; entre 13 e 37
como “Bom”; entre "38 e '62 como “Médio”; entre 63 e '87 como “Insatisfatério” e
entre 88 e 137 como “Déficit completo”, neste estudo os grupos LN e LDR
apresentaram valores de IFC pré-operatério classificados como “Excelente”,
enquanto o grupo LD apresentou valor considerado “Bom”. Ja no 7° PO, os
grupos LN e LDR foram classificados como “Insatisfatério” e o grupo LD como
Médio. No 14° PO a classificacdo dos grupos foi a mesma do 7° PO, enquanto no
21° PO todos os grupos foram classificados como “Bom”. Neste contexto, todos
0S grupos lesados obtiveram boa recuperacdo funcional apés 21 dias da
axoniotmese.

A literatura aponta que o tempo transcorrido entre a lesdo e a reinervagao
muscular é crucial para a recuperacdo funcional, pois a desnervagdo causa
reducdo da area de seccao transversa do musculo (atrofia muscular), bem como
proliferagdo de tecido conjuntivo intramuscular (Fernandes et al., 2005), o qual
atua como barreira mecéanica ao suprimento sanguineo para as fibras musculares,

contribuindo para a atrofia (Caierdo et al., 2008), além de interferir com a
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reinervacdo muscular, atuando como barreira mecéanica a reconexao do terminal
nervoso com os receptores da juncdo neuromuscular (Carter et al., 1998). Torna-
se necessario uma avaliacdo quantitativa da area de seccao transversa das fibras
dos musculos inervados pelo nervo isquiatico, bem como uma analise da
densidade de area de tecido conjuntivo nestes musculos para identificar a
influéncia da desnutricAo e recuperacdo nutricional sobre as caracteristicas

morfologicas dos mesmos. Este estudo sera realizado posteriormente.

5.5 Histograma

Nos nervos periféricos, as fibras motoras somaticas e proprioceptivas sédo
as mielinicas de maior diametro, enquanto que as sensoriais que mediam 0s
impulsos sensitivos sdo as de menor diametro (Johnson, Zoubos e Soucacos,
2005).

Entre as fibras de grande diametro estao as sensitivas Aa que inervam as
terminacdes anulo-espirais dos fusos neuromusculares e 6rgdo neurotendinoso
de Golgi (16 a 17 pm), além das fibras motoras Aa que inervam grandes fibras
musculares esqueléticas (14um). As fibras de menor calibre séo representadas
pelas fibras sensitivas AB e Ay, que inervam receptores tateis cutaneos e
terminagBes nervosas em buqué dos fusos neuromusculares (8 um), além das
fibras Ad que conduzem sensacdes de temperatura, tato grosso e dor em picada
(3 ym) e das fibras motoras Ay que inervam as fibras musculares esqueléticas
intrafusais (5 um) (Guyton e Hall, 2002).

A distribuicdo dos diametros das fibras nervosas nos diferentes grupos
experimentais deste estudo mostra que os grupos CN e CDR, os quais nao foram

submetidos a lesdo nervosa, apresentaram o maior niumero de fibras nervosas
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com calibre entre 10 e 12 um, correspondendo provavelmente as fibras motoras
Aq, que inervam grandes fibras musculares esqueléticas. Nota-se, entretanto, que
no grupo CD, que também néo foi submetido a lesdo nervosa, o maior calibre
apresentado pela maioria das fibras nervosas estava entre 6 e 8 um, reforcando
gue a desnutricdo compromete a maturacdo normal das fibras do nervo isquiatico.
Estes achados reafirmam os resultados de Cornblath e Brown (1988), que
observaram numero reduzido de fibras nervosas de grande diametro em animais
desnutridos.

Nos grupos submetidos a lesdo nervosa, o maior calibre apresentado pela
maioria das fibras nervosas no grupo LN estava entre 5 e 6 um, no grupo LD entre
5e 7 um e no grupo LDR entre 5 e 8 um, sendo que o didametro das fibras
nervosas de nenhum dos grupos lesados alcancou os valores do nervo controle,
confirmando o observado a partir dos dados morfométricos.

Estes dados corroboram os achados de Prodanov e Feirabend (2007) que
realizaram um estudo com 0 nervo isquiatico de ratos sem lesdo e normalmente
nutridos, onde o numero de fibras de menores didmetros foi superior ao das de
grande diametro. More et al. (2011) encontraram um resultado semelhante em um
estudo que avaliou o0 método semi-automatizado para identificar e medir as fibras
nervosas mielinizadas em imagens de microscopia eletrbnica de varredura em
nervo isquiatico de ratos sem leséao.

Os resultados da distribuicao dos calibres das fibras nervosas regeneradas
obtidos neste estudo caracterizam que a regeneracao nervosa € um processo e
gue tanto as fibras de maior calibre no nervo quanto as de menor calibre estdo em
processo de maturacdo, no qual as lamelas de mielina se depositam

progressivamente ao redor dos axbnios até um determinado limite, pois apés
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degeneracdo Walleriana, fibras regeneradas nunca alcancam os diametros de
fibras normais, como foi confirmado nos estudos de Santo Neto et al., 2004;

Oliveira et al., 2008; Takeda et al., 2008; Sobral et al., 2008; Teodori et al., 2011.
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CONCLUSAO

A desnutricdo em ratos recém desmamados causou atraso ha maturacao
do sistema nervoso periférico, o qual apresentou parametros morfométricos
reduzidos em relacdo ao controle;

A recuperacao nutricional apés 45 dias de desnutricAo em ratos recém
desmamados foi efetiva para garantir o restabelecimento das condi¢bes
estruturais do nervo.

ApoGs lesdo nervosa os parametros morfométricos foram reduzidos em
relacdo ao controle, porém, 0s animais que passaram por um periodo de
desnutricdo tiveram a regeneracao nervosa priorizada, apesar da condi¢cao
morfolégica do nervo ndo ter sido alcancada apds 21 dias da lesdo em
guaisquer dos grupos;

O grupo desnutrido apresentou recuperacdo mais precoce da

funcionalidade para a marcha em relagcdo aos demais grupos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo avaliou o comportamento do nervo isquiatico durante o
processo de desnutricdo, desnutricdo/renutricdo e diante de uma lesdo por
esmagamento. Sabe-se que, apesar das profundas modificacbes ocorridas no
nervo periférico apos lesdo, o sistema nervoso central também sofre alteragcdes, o
gue sugere a necessidade de futuros estudos para investigar estas modificacbes
em condi¢des de desnutrigao.

A partir dos dados obtidos neste estudo, o grupo de pesquisa “Plasticidade
Neuromuscular” prevé a investigacdo do comportamento do sistema nervoso
periférico de animais desnutridos diante de diferentes formas de intervencao
fisioterapéutica para tratamento da lesdo nervosa. Tais estudos poderao fornecer
subsidios para uma adequada conduta clinica diante de lesGes nervosas

periféricas em individuos desnutridos ou submetidos a esta condi¢éo na infancia.
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