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RESUMO 

 

A desnutrição é um problema de saúde pública, sendo a principal causa de mortalidade 
infantil no Brasil. Suas consequências podem perdurar por toda a vida. O sistema nervoso 
central é altamente sensível à desnutrição, sofrendo diminuição de massa e modificações 
funcionais. Além da desnutrição, a lesão nervosa periférica é outra situação que acarreta 
intensa reorganização cortical, principalmente no córtex motor. Os microtúbulos e 
neurofilamentos tem sua estrutura comprometida nas duas condições (desnutrição e 
desnervação), o que pode alterar a imunorreatividade das proteínas a eles associadas. 
Entretanto, não foram identificados estudos que avaliem a imunorreatividade das proteínas 
associadas aos microtúbulos (MAP2) e aos neurofilamentos (PAN) na condição de 
desnutrição e lesão nervosa periférica. Este estudo avaliou os efeitos da desnutrição proteica 
e da axoniotmese sobre a imunorreatividade de MAP2 e PAN, nos córtices motores primário 
(M1) e secundário (M2), por serem áreas responsáveis pela motricidade. Dezesseis ratos 
Wistar foram divididos nos grupos: Controle Nutrido (CN), Controle Desnutrido (CD), Lesado 
Nutrido (LN) e Lesado Desnutrido (LD). A massa corporal foi aferida semanalmente e os 
dados submetidos ao teste t, seguido de Anova (um critério). A imunorreatividade de MAP2 e 
PAN foi avaliada pela técnica de imunohistoquímica, sendo as diferenças de densidade 
integrada (DI) destas proteínas entre os grupos analisada pelo teste de Mann-Whitney. Para 
análise das diferenças de DI unilateral aplicou-se o teste Anova (um critério) seguido de 
Tukey. Considerou-se o nível de significância de 5%. A massa corporal dos grupos CD e LD 
foi menor que nos respectivos controle (p<0,01). A média da DI de MAP2 e PAN foi menor no 
grupo CD em relação ao CN em M1 e M2 (p=0,02). Em análise bilateral, a DI de MAP2 e PAN 
em M1 e M2 foi menor em CD em relação à CN tanto no lado controle quanto no experimental 
(p<0,05). Após lesão periférica, a DI média de MAP2 e PAN reduziu em LD em comparação 
ao LN (p=0,02). Em análise unilateral, a DI no lado experimental foi sempre menor que no 
lado controle (p<0,01), em M1 e M2, sendo a redução mais severa nos grupos desnutridos. 
Conclui-se que a desnutrição promoveu redução da imunorreatividade de MAP2 e PAN nos 
córtices M1 e M2; a lesão nervosa, mesmo em condição nutricional normal, promoveu 
redução da imunorreatividade de MAP2 e PAN nos córtices M1 e M2 contralateral à lesão; a 
desnutrição associada à axoniotmese potencializou a redução da DI das proteínas analisadas 
no córtex motor primário e secundário, sugerindo que a recuperação funcional em animais 
submetidos a axoniotmese e desnutridos seria ainda mais prejudicada. Estes resultados são 
relevantes para a definição de estratégias específicas para reabilitação da lesão nervosa 
periférica na condição de desnutrição. 
  

Palavras-Chave: Desnutrição Proteica, Regeneração Nervosa Periférica, Axoniotmese, 
Proteínas Estruturais, Córtex Cerebral, Plasticidade. 

 

 

 



ABSTRACT 

Malnutrition is a public health problem and is the leading cause of infant mortality in Brazil. Its 
consequences can last for a lifetime. The central nervous system is highly sensitive to 
malnutrition, suffering from decreased mass and functional changes. In addition to malnutrition, 
peripheral nerve injury is another situation that causes intense cortical reorganization, 
especially in the motor cortex. Microtubules and neurofilaments has impaired its structure in 
both conditions (malnutrition and denervation), which can change the immunoreactivity of 
proteins associated with them. However, were not identified studies that assess the 
immunoreactivity of proteins associated with microtubules (MAP2) and neurofilament (PAN) in 
the malnutrition condition and peripheral nerve injury. This study evaluated the effects of 
protein malnutrition and axonotmesis on immunoreactivity of MAP2 and PAN in primary (M1) 
and secondary (M2) motor cortices, being areas responsible for motor function. Sixteen Wistar 
rats were divided into groups: Nourished Control (NC), Malnourished Control (MC), Injured 
Nourished (IN) and Injured Malnourished (IM). The body mass was measured weekly and the 
data submitted to t test, followed by ANOVA (a criterion). The immunoreactivity of MAP2 and 
PAN was evaluated by immunohistochemistry, and the differences of integrated density (ID) of 
these proteins among the groups analyzed by the Mann-Whitney test. For the analysis of 
unilateral ID differences, ANOVA (a criterion) followed by Tukey test were applied. We 
considered the significance level of 5%. The body mass of the NC and IM group was lower 
than in corresponding controls (p < 0.01). The ID of MAP2 and PAN was lower in the MC 
group compared to the NC, in both M1 and M2 motor cortex (p = 0.02).In bilateral analysis, the 
ID of MAP2 and PAN, in both M1 and M2 motor cortex was lower in MC compared to NC 
group, in both cerebral hemispheres (p <0.05). Following peripheral injury, the ID of MAP2 and 
PAN was lower in IM group compared to the IN (p = 0.02). In unilateral analysis, the ID on the 
experimental side in IN and IM groups, was always lower than in the control side (p <0.01) in 
M1 and M2, being the most severe reduction in the malnourished groups. We conclude that 
malnutrition promoted reduction of immunoreactivity of MAP2 and PAN in M1 and M2 cortices; 
nerve damage, even in a normal nutritional status, promoted a reduction in immunoreactivity of 
MAP2 and PAN in M1 and M2 cortices contralateral to the lesion; malnutrition associated with 
axonotmesis enhanced the reduction of the ID proteins analyzed in primary and secondary 
motor cortex, suggesting that functional recovery in animals submitted  to crush injury and 
malnourished would be further impaired. These results are relevant to the definition of specific 
strategies for rehabilitation of peripheral nerve injury in malnutrition condition. 

 

 

Key Words: Protein malnutrition, Peripheral nerve regeneration, Axoniotmesis, Structural 
proteins, Cerebral cortex, Plasticity. 



1. INTRODUÇÃO  

1.1 Sistema Nervoso Central (SNC) 

O processo de desenvolvimento do SNC em humanos se estende do período 

embrionário até a puberdade e está em constante modificação devido às experiências e 

exposição a fatores ambientais. O SNC humano possui particularidades e semelhanças em 

relação ao de outros animais. Em ratos, seu desenvolvimento segue um ciclo de dias, 

semanas ou meses em relação ao de humanos, mas, mesmo com esta diferença de período 

de maturação neural, o crescimento das regiões encefálicas entre as duas espécies é 

semelhante. O fechamento do tubo neural é uma das semelhanças entre as espécies, 

havendo diferença em relação ao momento em que ocorre: no rato ocorre entre o 10° e 11° 

dia gestacional; no homem, entre o 26° e 28° dia. A maturação e desenvolvimento do SNC 

após o fechamento do tubo neural segue o mesmo ciclo, no qual regiões mais caudais 

(metencéfalo, rombencéfalo e mielencéfalo) se desenvolvem mais cedo que regiões rostrais, 

tanto em humanos quanto nos ratos. Assim como os humanos, animais também tem um 

período característico de desenvolvimento do SNC e também estão expostos à 

neuroplasticidade a partir de experiências ou fatores ambientais (Rice e Barone Junior, 2000). 

1.1.1 Desnutrição x Sistema Nervoso Central 

A desnutrição é uma das principais causas de mortalidade infantil no Brasil, sendo 

definida pela Organização Mundial de Saúde como uma variedade de condições patológicas 

decorrentes das deficiências de carboidratos e proteínas em proporções variadas. É uma 

doença multifatorial cujas raízes se encontram na pobreza. Pode iniciar precocemente na fase 

intrauterina ou no início da infância, sendo, neste caso, a principal causa, a interrupção do 

aleitamento materno antes do previsto (United Nations Administrative Committee on 



Coordination / SubCommittee on Nutrition- ACC/SCN e Food Policy Research Institute - IFPRI, 

2000). O termo desnutrição significa que um ou mais nutrientes essenciais está ausente da 

alimentação ou presente em proporções inadequadas. A falta de vitaminas e minerais pode 

afetar a maturação do SNC, porém, a falta de proteínas se constitui no fator mais crítico para 

este tipo de alteração (Morgane, Mokler e Galler, 2002). 

A prevalência de desnutrição total em crianças menores de 5 anos de idade no Brasil 

era de 2,8% no período de 2008/2009 (Brasil, 2012). Apesar de parecer uma porcentagem 

insignificante, corresponde a aproximadamente 470.000 crianças desnutridas, pois, segundo a 

Pesquisa de Orçamentos Familiares (POF) realizada pelo IBGE em 2010, o número de 

crianças de 0 a 5 anos no Brasil até então era de 16.558.666 (Brasil, 2010). Em números, 842 

milhões de pessoas no mundo apresentam algum tipo de desnutrição (The State of Food 

Insecurity in the World, 2013). 

A proteína é um nutriente fundamental para a formação de enzimas, anticorpos, 

hormônios, equilíbrio ácido-básico, transporte de oxigênio, coagulação do sangue e atividade 

muscular (Neiva e Mello, 1999; Oishi et al., 2002; Wild et al., 2010). 

A desnutrição proteica na fase pós-natal promove alterações neurofisiológicas 

(Lukoyanov e Andrade, 2000; Fukuda, Françolin-Silva e Almeida, 2002) que incluem 

alterações morfológicas (Díaz-Cintra et al.,1991; Debassio et al., 1996) e neuroquímicas 

(Alamy et al., 2005) no SNC, comprometendo seu desenvolvimento, interferindo com o 

surgimento de novas células, migração e diferenciação celular, mielinização e formação de 

sinapses (Debassio et al.,1994; Lukoyanov e Andrade, 2000). 

A desnutrição no início da vida traz impactos negativos à saúde dos indivíduos, sendo 

que, em curto prazo, pode haver incapacidade, morbidade e morte e, em longo prazo, 



alterações da estatura na fase adulta, deficiências nas habilidades intelectuais, alterações na 

performance reprodutiva, doenças metabólicas e cardíacas, entre outras (Black et al., 2008).  

A desnutrição é um dos fatores que pode influenciar a neuroplasticidade, pois 

proporciona importantes mudanças na organização e reorganização do SNC em humanos, 

podendo resultar em alterações irreversíveis, principalmente quando ocorrem antes do 

segundo ano de vida. Os danos principais estão relacionados à neurogênese, migração e 

diferenciação celular (Vasconcelos, Fazan e Valença, 2009). Em ratos, as principais 

alterações estruturais causadas ao SNC pela desnutrição são a atrofia ventricular, atraso na 

mielinização, alterações nos dendritos e na formação de sinapses no hipocampo, alteração na 

orientação das células piramidais do neocórtex, má formação dos núcleos hipotalâmicos, 

alterações no córtex somatossensorial. Consequências funcionais são diversas quando a 

desnutrição proteica está instalada, observando-se alterações relacionadas à cognição, 

comportamento, déficits visuais e auditivos (Chaudhary et al., 2013). 

Considerando que a nutrição no início da vida é uma das principais variáveis 

relacionadas ao crescimento, formação e organização funcional do organismo, uma dieta 

inadequada durante o primeiro período da vida pode comprometer o desenvolvimento do 

SNC, resultando em alterações em sua estrutura e função (Laus et al., 2011). Apesar de um 

consumo inadequado de carboidratos, lipídeos, vitaminas e oligoelementos poder alterar a 

estrutura do SNC, o consumo reduzido de proteínas é a maior condição que leva a tais 

alterações (Morgane et al., 1978; 1992; 1993; 2002).  

A desnutrição proteica afeta negativamente o SNC em desenvolvimento, porém as 

consequências dependem diretamente do tipo, gravidade da privação (grau da desnutrição), 



fase (pré ou pós-natal), duração do insulto nutricional e, ainda, da interação com fatores 

genéticos e ambientais (Laus et al., 2011).   

 

1.2 Aspectos anatômicos do córtex motor 

Roedores e humanos apresentam semelhanças no desenvolvimento do córtex cerebral, 

sendo que em ambos o desenvolvimento ocorre no período fetal, podendo continuar durante 

um curto espaço de tempo na fase pós natal, com a proliferação de células gliais e 

microneurônios. Especificamente em relação à estrutura do córtex motor, no rato este é liso e 

pequeno, enquanto no homem é volumoso devido à alta expansão filogenética do neocórtex 

(Rice; Barone Junior, 2000). 

A seguir, aspectos anatômicos e funcionais do córtex motor, uma das estruturas 

encefálicas envolvida na plasticidade após lesão nervosa periférica, serão considerados com 

vistas à compreensão de possíveis adaptações quando a lesão nervosa é associada à 

condição de desnutrição. 

 O córtex motor é um analisador cinético e é considerado uma área sensoriomotora. É 

uma área que recebe, e integra informações sobre motricidade (inputs) e envia estímulos para 

ação muscular para a periferia (output) (Rice; Barone Junior, 2000). 

 De acordo com Brodmann (1909) citado por Funkhouser (1915) e por Mao et al. (2011), 

o córtex cerebral é dividido em 6 camadas, cada uma com suas características específicas, 

porém, mantendo uma ligação distinta com as áreas vizinhas. A camada 1 possui poucos 

neurônios, que apresentam caráter associativo; as camadas 2 e 3  recebem projeções de 

suas respectivas camadas do córtex sensorial (2 e 3) e possuem fibras de caráter associativo; 

as camadas 4 e 5 possuem projeções de suas respectivas camadas no córtex sensorial (4 e 



5), sendo que a camada 4 possui fibras aferentes e a 5° camada possui fibras eferentes; a 6° 

camada possui alta densidade de fibras de projeção que vão em direção ao tálamo (Mao et 

al., 2011). 

No homem, o córtex motor é dividido em duas regiões: área motora primária (M1) e 

área motora secundária (M2). O córtex M1 está localizado no terço médio do lóbulo 

paracentral, região superior do giro pré central e região  anterior do sulco central, enquanto o 

córtex de M2 está localizado na região medial do giro frontal, logo à frente de M1 

(Redemacher et al., 1992). Estas áreas são responsáveis diretamente, por exemplo, pela 

condução de impulsos para a ação muscular dos membros inferiores durante a marcha, e 

acordo com uma revisão da literatura publicada por Petersen et al. (2012). 

Para a coordenação das ações entre os músculos e articulações, a área motora 

primária decompõe os movimentos em componentes simples com base no mapa corporal. 

Estes componentes de movimentos são, então, transmitidos para a medula espinal para a 

execução da ação (Graziano, 2006). Já a área motora secundária possui certas 

especificidades, como foi observado por Chung et al. (2005), que analisaram, por meio de 

Ressonância Nuclear Magnética, a área motora secundária de 16 indivíduos e identificaram 

que esta região tem participação em diversas tarefas funcionais, como por exemplo: 

motricidade, sensibilidade, fala e memória de tarefas específicas. 

 O córtex motor do rato, assim como dos primatas, também é composto por uma área 

motora primária (M1), responsável pelo envio de estímulos referentes à ação muscular, e por 

áreas motoras suplementares (área motora secundária – M2), responsável por integrar e 

organizar informações relativas à motricidade (Rice; Barone Junior, 2000). 



A 5° camada cortical foi escolhida para ser analisada neste estudo, por contar com 

fibras eferentes (Mao et al., 2011) e pela importância da recuperação da funcionalidade após 

lesão nervosa periférica, analisada neste estudo por meio das adaptações do córtex motor, 

identificadas pela imunorreatividade de proteínas estruturais. A região do córtex motor 

primário e secundário que foi analisada neste estudo é a camada piramidal interna, que 

representa 66% de todas as células do neocórtex.  Esta área é “atravessada” por fibras de 

projeção e de associação, tanto na direção ascendente quanto descendente (Williams et al., 

1995). 

Na situação de desnutrição proteica, o córtex motor sofre alterações no seu 

desenvolvimento, o que induz mudanças na maturação do tecido nervoso, as quais podem 

afetar sua estrutura e funcionalidade (Cordero et al., 1993). De acordo com Cordero et al. 

(1993), a desnutrição durante o primeiro mês de vida pode afetar o crescimento de células 

piramidais, especialmente na formação de seus dendritos. 

Em estudo que realizou análise histológica do córtex motor de crianças, observou-se 

que a desnutrição proteica promoveu diminuição da arborização dendrítica das células 

piramidais do córtex motor primário quando comparado às células da mesma área em 

crianças não desnutridas (Cordero et al., 1993).  

 

1.2.1 Microtúbulos e Neurofilamentos  

 Os Microtúbulos (MTs) e neurofilamentos (NFs) são componentes predominantes do 

citoesqueleto de neurônios maduros (Bunge, 1986). 

Os MTs são estruturas instáveis, sendo que as Proteínas Associadas aos Microtúbulos 

(MAPs) e a Tau tem a importante função de estabilizar estas estruturas e, com isso, manter a 



integridade de processos que necessitam de MTs estabilizados, como por exemplo, transporte 

axonal rápido (Goedert, Crowther e Garner, 1991). A MAP2 é uma vertente estrutural das 

MAPs, que junto com MAP4 forma a família “clássica” de marcadores em mamíferos. Cada 

membro da família de MAP2 contém repetidas ligações com microtúbulos através de um 

terminal carboxílico (Dehmelt e Halpain, 2004). A MAP2 é expressa em mamíferos através 

dos neurônios, mas possui uma ligação fraca nos percussores neurais, portanto, esta proteína 

necessita de um período de 24 horas para conseguir agir de uma forma mais consistente na 

estrutura. Esta proteína é expressa tanto nos estágios de desenvolvimento neural quanto na 

fase adulta e tem como função se ligar aos MTs, através da alteração do seu comportamento 

dinâmico (Dehmelt e Halpain, 2004). Outra particularidade dos microtúbulos é sua ligação com 

proteínas (MAPs) e proteínas Tau, que induzem a polimerização e aumentam a sua 

estabilização na região encefálica (Bunge, 1986), o que sugere um importante papel das 

MAPs na determinação da morfologia e plasticidade neural (Goedert, Crowther e Garner, 

1991). 

Os NFs são os maiores componentes do citoesqueleto axonal, estando presentes no 

SNC e SNP. Estas proteínas são expressas em diferentes tipos de células e tecidos e no 

SNC, estas são classificadas de acordo com sua densidade: filamentos leves (61 kDa), 

filamentos intermédiários (90 kDa) e filamentos pesados (115 kDa) (Siedler et al., 2014). Os 

NFs também estão relacionados à manutenção da rede neuronal, conservação da estrutura e 

plasticidade do citoesqueleto axonal e regulação do potencial de ação do impulso nervoso 

(Hollenbeck, 1989). 

Estruturalmente, NF e MT diferem entre si, pois enquanto o primeiro tem uma 

disposição descontínua, o segundo começa e termina dentro do próprio axônio, mas nenhum 



dos dois acompanha toda a extensão do canal axonal. A figura 1 mostra um exemplo da 

disposição dos microtúbulos e neurofilamentos na 5ª camada do córtex motor de ratos 

considerados sedentários no estudo de Garcia et al. (2012). 

 
Figura 1: Imagem digital de cortes coronais do córtex motor de animais controle (sedentários), para 
análise da densidade integrada de MAP2 e NF. 
Fonte: Garcia et al. (2012). 

 

 

 

1.3 Sistema Nervoso Periférico (SNP) e Desnutrição 

A lesão nervosa periférica é comum na clínica e 

está geralmente relacionada a uma incapacidade (Gigo-Benato, Geuna e Rochkind, 2005; 

Gigo-Benato et al., 2010), como perda ou diminuição da sensibilidade e da motricidade no 

território inervado (Machado, 2000). Tais lesões são frequentemente decorrentes de acidentes 

automobilísticos e do esporte, seguidos de traumas penetrantes e lesões ao nascimento por 

tração nervosa excessiva (IJkema-Paassen et al., 2004). 



A lesão nervosa periférica pode acarretar diversas alterações na estrutura e 

funcionalidade do nervo, podendo estas alterações serem agravadas por situações que 

prejudiquem a recuperação do nervo como por exemplo, a gravidade da lesão. 

A recuperação funcional após lesão nervosa periférica é um desafio para a 

reabilitação, especialmente nos casos em que o nervo é seccionado, havendo perda de 

continuidade do tecido. A regeneração nervosa é possível, mas ocorre lentamente (Burnett e 

Zager, 2004), permanecendo a perda funcional por vários meses (Oliveira et al., 2008), 

limitando as atividades de vida diária e laborais, além de exigir afastamento do trabalho por 

tempo prolongado (Lopes, 2000), causar aumento de encargos ao empregador (Burt, 2005), 

necessidade de mudança de função e, às vezes, aposentadoria precoce (McAllister et al., 

1996). 

Seddon (1943), citado por Burnett e Zager (2004), estabeleceu uma classificação para 

as lesões nervosas periféricas, utilizando como critério o grau de comprometimento estrutural 

e o prognóstico de recuperação: Neuropraxia (tipo I) caracterizada por um bloqueio localizado 

da condução nervosa, com leve comprometimento da bainha de mielina e preservação da 

continuidade axonal, sendo reversível em aproximadamente 30 dias, de forma espontânea; 

Axoniotmese (tipo II), considerada uma lesão grave caracterizada por compressão ou 

esmagamento do nervo, com interrupção da continuidade axonal, estando os envoltórios 

conjuntivos e a microcirculação preservados, na qual se observa a presença de degeneração 

Walleriana e a regeneração axonal ocorre de forma processual; Neurotmese (tipo III), 

considerada mais grave, caracterizada pela ruptura completa do nervo, com consequente 

descontinuidade entre o sistema nervoso central e a periferia, que exige reconstrução 

cirúrgica.  



Um estudo realizado nos EUA mostrou que 50.000 pessoas sofrem lesões 

traumáticas de nervos a cada ano (Millesi, 2000; Evans, 2001; Gigo-Benato et al., 2010), o 

que representa um importante problema de saúde pública. No Brasil, o estudo mais atual 

sobre o assunto, classificou 456 casos de lesão nervosa e mostrou que a axoniotmese era o 

tipo de lesão mais comum estando presente em 45% da amostra (Kouyoumdjian et al., 2006). 

Os mecanismos que envolvem a regeneração do nervo são bem descritos. Quando a 

continuidade das fibras nervosas é interrompida, o coto nervoso distal sofre degeneração 

Walleriana (Lundborg, 2005), caracterizada pela desintegração da mielina e dos axônios,  com 

preservação dos núcleos das células de Schwann, que sofrem intensa atividade mitótica e 

atuam na síntese de fatores tróficos que sustentam a regeneração axonal (Lundborg, 2000). A 

partir de modificações do corpo celular, com aumento de seu volume, redução da ramificação 

dendrítica, descentralização do núcleo e aumento da síntese proteica, o coto do axônio 

proximal pode, então, regenerar ao longo do trajeto do nervo distal e alcançar seu alvo 

periférico, as fibras musculares e os receptores sensoriais (Lundborg, 2003). 

Um dos fatores que podem limitar a regeneração nervosa é a cicatriz que se forma na 

área da lesão. A barreira cicatricial, na maioria das vezes, impede que as fibras nervosas de 

um dos cotos encontrem uma passagem para se reconectar ao coto distal, desta forma 

restringindo ou impedindo o “recrescimento” axonal (Erturk et al., 2007).  

Tanto a lesão nervosa periférica quanto a central possuem suas particularidades em 

relação à expressão da MAP2: nas lesões do SNC as alterações na expressão de MAP2 

ocorrem dentro da primeira semana, enquanto nas lesões do SNP tais alterações ocorrem 

após a primeira semana (Book at al., 1996). 



Além de consequências nas estruturas periféricas, uma lesão no nervo resulta numa 

reorganização em níveis corticais e subcorticais (Chen, Cohen e Hallett, 2002; Lundborg, 

2000; 2003). Esta reorganização é prolongada, inicia logo após a lesão e inclui diversos 

mecanismos que auxiliam na recuperação, mas o resultado final é sempre incompleto (Erturk 

et al., 2007). 

 Observações clínicas indicam que o SNC apresenta capacidade considerável para 

reorganização funcional, dispondo de mecanismos compensatórios úteis nos casos de 

cegueira, acidente vascular encefálico e lesão nervosa periférica (Bach-y-Rita, 1990). 

Merzenich e colaboradores identificaram evidências neurofisiológicas de reorganização do 

córtex somatossensorial de primatas adultos, que podem ser induzidas por modificações na 

experiência sensorial e performance da mão ou por diferentes tipos de deaferentação, como 

amputação ou lesão nervosa periférica (Merzenich et al., 1978; Merzenich et al., 1983; 

Merzenich et al., 1984; Merzenich; Nelson; Kaas, 1987). Após uma transecção nervosa 

experimental do nervo mediano em primatas, informações aferentes não são recebidas nas 

áreas de projeção correspondentes aos dedos. Como resultado da plasticidade cerebral, 

estas áreas rapidamente se tornam “ocupadas” por inputs táteis de áreas adjacentes, que 

permanecem inervadas por outro nervo (Lundborg, 2000).  

 Assim como o córtex somatossensorial, o córtex motor também pode reorganizar 

rapidamente sua representação em resposta à lesão nervosa periférica ou bloqueio isquêmico 

do nervo (Sanes et al., 1988; Donoghue et al., 1990; Brasil-Neto et al., 1992, 1993; Ziemann 

et al., 1998) ou durante a prática motora (Classen et al., 1998; Bütefisch et al., 2000) ou 

aprendizado motor (Pascual-Leone et al., 1994; 1995). Os estudos citados incluem ratos e 

humanos. 



A plasticidade após a lesão se deve, principalmente, ao desmascaramento de sinapses 

não funcionais, responsáveis pela expansão adjacente, tanto cortical quanto subcortical após 

deaferentação. Logo após a lesão nervosa periférica são desencadeados processos inibitórios 

e neuromodulatórios nas regiões corticais e subcorticais, sendo uma das principais alterações 

fisiológicas a inibição de sinapses excitatórias por meio da diminuição do nível de inibidores 

do ácido gama amino butírico (GABA), principal neurotransmissor inibitório do SNC, 

caracterizando a fase inicial deste processo. As alterações relacionadas a este 

neurotransmissor podem durar meses, sugerindo sua extrema importância para a manutenção 

da representação cortical do território inervado pelo nervo lesado (Lundborg, 2003). 

A desnutrição pode gerar alterações no desenvolvimento do sistema nervoso periférico, 

podendo modificar tanto a morfologia e funcionalidade dos nervos. 

No SNP de ratos, Hedley-Whyte (1973) observou atraso na mielinização de axônios 

após desnutrição pós natal. Já Delaney et al. (1981) não encontraram diminuição significativa 

na mielinização dos axônios em animais desnutridos, mas o número de fibras mielinizadas no 

grupo desnutrido era 40% menor que no controle, sugerindo que este resultado se deve a 

uma “falha” no estímulo de células formadoras de mielina, devido à desnutrição. Mais 

recentemente, Segura et al. (2001) observaram que a desnutrição perinatal (6% de proteína) 

causa redução na amplitude, área e velocidade do potencial de ação, além de diminuição da 

espessura da bainha de mielina no SNP de ratos, porém não altera o número ou o diâmetro 

dos axônios. Em estudo desenvolvido por Kitamura (2013), ratos tratados com dieta 6% de 

proteína no período pós natal (do 21º ao 66º dia de vida) tiveram redução significativa da 

espessura da bainha de mielina, no diâmetro dos axônios e no diâmetro das fibras nervosas 

no nervo isquiático, sem alteração no número de axônios, quando comparados a animais que 



receberam nutrição normal (dieta 14% de proteína). Entretanto, não foram encontrados 

estudos que relatassem sobre as respostas do SNC à lesão nervosa periférica na condição de 

desnutrição. 

 

 

1.4 Justificativa 

 Considerando que a desnutrição pode promover alteração da conformação das 

proteínas associadas aos neurofilamentos e microtúbulos no córtex motor de ratos, a reação 

destas proteínas com anticorpos específicos ficaria comprometida na condição experimental 

proposta neste estudo, reduzindo sua imunorreatividade. 

Nesse sentido, torna-se importante analisar o efeito da desnutrição e da desnutrição 

associada à lesão nervosa periférica, assim como compreender os mecanismos de reparo 

nestas condições. 

Os dados deste estudo poderão subsidiar futuras investigações sobre as respostas 

fisiológicas que visam à aceleração da regeneração nervosa periférica e recuperação 

funcional em animais e humanos. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

1.5 Hipótese 

 

 A associação entre lesão nervosa periférica e desnutrição prejudicaria a reorganização 

dos neurofilamentos e microtúbulos dos neurônios corticais durante a regeneração nervosa 

periférica, o que poderia comprometer a recuperação da lesão. 



2. OBJETIVO 

Geral 

Avaliar as adaptações do córtex motor de ratos por meio de análise qualitativa e 

quantitativa da imunorreatividade de proteínas estruturais na condição de axoniotmese e de 

desnutrição. 

 

Específicos 

• Quantificar a massa corporal dos animais nos diferentes grupos; 

• Avaliar a imunorreatividade da proteína associada aos neurofilamentos (PAN) nas 

áreas M1 e M2; 

• Avaliar a imunorreativadade da proteína associada aos microtúbulos (MAP2) nas áreas 

M1 e M2. 

 

 



3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Aspectos Éticos 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), sob protocolo nº 02/2014 (ANEXO 1) –  

 

3.2 Grupos Experimentais e Composição das Dietas 

Ratos da linhagem Wistar foram divididos em 4 grupos (n=4): Controle Nutrido - CN;  

Controle Desnutrido - CD; Lesado Nutrido - LN;  Lesado Desnutrido - LD. 

Neste estudo não foi incluído um grupo Sham, pois dados obtidos pelo grupo de 

pesquisa em estudos anteriores (Teodori et al., 2011) mostraram que a exposição cirúrgica do 

nervo isquiático, sem que seja realizada a lesão, não alterou as características morfológicas 

do nervo isquiático em animais normalmente nutridos, o que implicaria na ausência de 

alterações  relacionadas à morfologia das áreas motoras corticais.  

 Os grupos CN (45 dias nutrição) e LN (66 dias de nutrição) foram trados com dieta 

normoproteica, composta por 14 % de proteína (AN93M-14% proteína) e os grupos CD (45 

dias de desnutrição) e LD (66 dias de desnutrição) receberam dieta hipoproteica (desnutrição), 

com 6 % de proteína (AN-6% proteína), de acordo com Reeves, Nielsen e Fahey Jr (1993). As 

dietas foram obtidas de Prag Soluções Serviços e Comércio Ltda; CNPJ: 03.420.938/0001-59 

/ IE: 401.091.476.112-ME (composição descrita na tabela 1).  

 

 

 

 



Tabela 1: Composição das dietas (g/Kg) utilizadas para desnutrição. 

Dieta AN 93 M -14% proteína 
(ingredientes para 1 Kg) 

 

Dieta AN - 6% proteína 
(ingredientes para 1 Kg) 

Amido de milho 
 

465.700 Amido de milho 508.000 

Caseína 
 

140.000 Caseína 66.000 

Amido dextrinizado 
 

155.000 Amido dextrinizado 166.500 

Sacarose 100.000 Sacarose 121.000 
Óleo de soja 

 
40.000 Óleo 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 vitamínico 
 

10.000 Mix vitamínico 10.000 

TOTAL 1000.0 TOTAL 1000.0 
Fonte: Reeves, Nielsen e Fahey (1993). 

 

3.3 Tratamento Nutricional 

O protocolo de alimentação dos ratos teve início no 21° dia pós natal. Os ratos do 

grupo CN foram alimentados com ração normoproteica por 45 dias, sendo realizada a 

eutanásia no 46° dia; os ratos do grupo CD foram alimentados com ração hipoproteica por 45 

dias, sendo realizada a eutanásia no 46° dia; os ratos do grupo LN foram alimentados com 

ração normoproteica por 45 dias, no 46° tiveram o nervo isquiático esmagado e 

permaneceram por 21 dias com dieta normoproteica, sendo eutanasiados no 66° dia; os ratos 

do grupo LD foram alimentados com ração hipoproteica por 45 dias, no 46° dia tiveram o 

nervo isquiático esmagado e permaneceram por 21 dias com dieta hipoproteica, sendo 

eutanasiados no 66° dia. 



O protocolo de desnutrição utilizado neste estudo é idêntico ao utilizado por Pezolato et 

al. (2013). 

A figura 2 resume os períodos de desnutrição, lesão nervosa e coleta dos encéfalos 

nos diferentes grupos estudados. 

 

Figura 2: Cronograma de desnutrição, lesão nervosa e coleta do encéfalo 
nos animais dos grupos Controle Nutrido (CN), Controle Desnutrido (CD), 
Lesado Nutrido (LN), Lesado Desnutrido (LD). 

 

3.4  Massa corporal  

 O experimento teve início quando os animais alcançaram 21 dias de vida, época do 

desmame. Neste momento, foi realizada a primeira aferição de massa corporal, que foi 

repetida semanalmente até a data da coleta de material, utilizando-se uma balança digital 

para ratos (Gehaka ® - modelo BG 1000). 

  

 

 



3.5 Lesão Nervosa Periférica 

 Para a lesão do nervo isquiático, os ratos dos grupos LN e LD foram anestesiados com 

uma mistura de cloridrato de cetamina (1,16 g/10 mL) e cloridrato de xilazina (2 g/100 mL), na 

proporção de 3:2, em dose de 0,09 e 0,06 mL/100 g de peso corporal, respectivamente.  

Em seguida, foi realizada a tricotomia na região glútea esquerda e, com os animais 

posicionados em decúbito ventral, fez-se uma incisão de aproximadamente 2 cm sobre a pele 

da região glútea e os músculos foram divulsionados até a exposição do nervo isquiático. O 

nervo foi delicadamente separado do tecido conjuntivo adjacente e esmagado com uma pinça 

hemostática de 12 cm (Erwin Guth®), com as extremidades protegidas por esparadrapo, para 

evitar que as serrilhas causassem interrupção do epineuro. A uma distância de 5 mm proximal 

ao ponto de ramificação do nervo isquiático, foram realizados quatro pinçamentos com 

duração de 20 segundos e intervalo de um segundo entre eles, de acordo com Fernandes et 

al. (2005). A figura 3 mostra o aspecto anatômico do nervo imediatamente após o 

esmagamento. 

 

 



 

Figura 3: Imagem macroscópica do nervo após o 
esmagamento. Observa-se a presença de lesão axonal sem 
ruptura dos envoltórios conjuntivos. 

 

Ao término desse procedimento, os planos muscular e cutâneo foram fechados com fio 

de sutura Ethicon 6-0. Posteriormente os ratos foram mantidos em gaiolas de polietileno, 

submetidos a ciclo/escuro de 12 horas e livre acesso à ração (de acordo com o grupo 

experimental) e água, durante 21 dias. Nos dois primeiros dias pós-operatórios os animais 

receberam 4 µL de Dipirona Sódica (500 mg/mL) - via oral, a cada 12 horas, com efeito 

analgésico (Takeda et al., 2008). 

 

3.6 Coleta do material e protocolo de imuno-histoquímica. 

Os animais foram anestesiados e submetidos à perfusão transcardíaca com solução 

salina 0,9%, seguida de solução fixadora constituída de paraformaldeído 2% dissolvido em 

tampão fosfato 0,1 M (PB, pH 7,4). Após a perfusão, os encéfalos foram coletados e 

armazenados em paraformaldeído 2% por 4 horas. Após este período, o material foi 

transferido para uma solução crioprotetora de sacarose a 30% em PB. Após no mínimo 24 



horas, os tecidos foram cortados com espessura de 40 µm em micrótomo deslizante de 

congelamento. Os cortes histológicos foram colocados em placa de cultivo, em solução anti 

freezing (anti congelamento), e mantidos em geladeira a 4 ºC até o momento do procedimento 

de imuno-histoquímica. Os cortes contendo o córtex motor (primário e secundário) foram 

selecionados e submetidos à metodologia de imuno-histoquímica com anticorpos primários 

específicos. MAP2 (anticorpo monoconal de camundongo dirigido contra a proteína MAP2 – 

Chemicon Temecula, CA, EUA) na concentração de 1:500 e neurofilamentos (anticorpo 

monoclonal de camundongo dirigido contra NFs – Zymed Laboratories, San Francisco, CA, 

EUA) na concentração de 1:500. Os cortes foram lavados em tampão fosfato (PB 0,1 M) por 

seis vezes de 10 minutos para cada lavagem, e foram então incubados com anticorpos 

primários específicos em PB com 0,3% de Triton X-100 e 5% de soro normal do animal que foi 

produzido o secundário, ou seja, soro normal de cabra (normal goat serum – NGS). Os cortes 

foram incubados por um período de 14 a 18 horas à temperatura ambiente (24 ºC) (Garcia et 

al., 2012). 

Os cortes foram lavados novamente, três vezes com duração de 10 minutos para cada 

lavagem, em tampão fosfato à temperatura ambiente e incubados por duas horas com 

anticorpo secundário biotinilado contra as imunoglobulinas do animal no qual foi feito o 

anticorpo primário, ou seja, anti-camundongo feito em cabra (α-ms gt b) em uma 

concentração de 1:200. Após nova série de lavagens à temperatura ambiente, os cortes foram 

colocados por duas horas numa solução de Triton X-100 0,3% em tampão fosfato 0,1 M com 

0,4 M de NaCl, contendo o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC ELITE kit, Vector Labs., 

Burlingame, CA, EUA), preparada 30 minutos antes da incubação. Após nova série de 

lavagens (3 lavagens com duração de 10 minutos cada), os cortes foram imersos num meio 



contendo 3-3’diaminobenzidina (DAB-Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) 0,05% em 

tampão fosfato 0,1 M por 5 minutos. Foram acrescentados 3 ml de uma solução de H2O2 a 

0,1% em água destilada, mantendo-se os cortes neste banho até que a reação fosse 

evidenciada. Atingida a imunorreatividade desejada com o desenvolvimento de coloração 

marrom, os cortes foram removidos da solução com DAB e imersos em tampão PB 0,1 M. 

Depois de nova série de lavagens (seis lavagens com duração de 10 minutos cada) em 

tampão fosfato 0,1 M com o objetivo de remoção do excesso de reagente, os cortes foram 

colocados sobre lâminas de vidro gelatinizadas e colocadas em placa quente, e após secarem 

foram hidratadas em água destilada por 1 minuto, fixados em solução de tetróxido de ósmio 

0,1% por 1 minuto, hidratadas novamente em água destilada e desidratadas por uma série de 

álcoois em concentrações crescentes, clareadas com Hemo-De (Fisher) e cobertas com 

lamínulas, tendo como meio de montagem o Permount (Sigma) (Garcia et al., 2012). Para 

análise semiquantitativa foram capturadas imagens digitais em microscópio óptico (E1000, 

Nikon) acoplado a uma câmera digital e ao programa Nikon Imaging Software ACT-U. Foram 

obtidas imagens do córtex de 4 animais de cada grupo. A imunorreatividade foi analisada em 

microscópio de luz e quantificações da marcação foram realizadas com o programa Image J 

(NIH). 

  No córtex motor foram selecionadas as áreas motora primária (M1) e motora 

secundária (M2), bilateralmente, utilizando-se de 5 cortes encefálicos (10 áreas corticais). 

Estas áreas foram analisadas por estarem envolvidas diretamente com a execução e 

planejamento motor, respectivamente, sendo analisada a camada V e suas imediações, uma 

vez que esta camada contem células eferentes do córtex. As regiões de interesse foram 

identificadas com base no Atlas: The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinos e Watson, 



2005), sendo o córtex motor analisado entre 2.52-1.56 da área de bregma. Em seguida, 

realizou-se a quantificação da densidade integrada da marcação de cada área, utilizando-se 

um quadrado de 235.872 µm2. Foi realizada a média bilateral dos córtices M1 e M2 e com os 

valores das médias fez-se uma razão (média da densidade integrada dos hemisférios 

cerebrais, independente do grupo) obtendo-se um valor final para cada animal.  

 A Densidade integrada, dos microtúbulos e neurofilamentos associados a proteína, 

reflete a quantidade de pixels de cada imagem, a qual é transformada em valor numérico pelo 

programa Image J. 

A figura 4 destaca, no quadro vermelho, a representação da região do Córtex motor 

primário (M1) e secundário (M2), áreas onde foi analisada a densidade integrada da 

marcação. 

 



Figura 4 - Esquema Ilustrativo do encéfalo de ratos destacando a região do córtex motor (M1 e M2). 
Imagem obtida de: “The rat brain – In Stereotaxic Coordinates – George Paxinos e Charles 
Watson”. Elsevier Academic Press, 2005. 

 

3.7 Procedimentos para obtenção dos dados 

 Como não foi realizada a marcação do lado experimental dos grupos lesados no 

momento da coleta, após a análise quantitativa, os lados experimentais foram identificados 

através da diferença da imunorreatividade das proteínas na análise da densidade integrada. O 

lado com valores menores de densidade integrada de MAP2 e PAN foi identificado como 

sendo o lado experimental deste estudo, considerando que a literatura aponta uma adaptação 

nas áreas corticais contralaterais à lesão nervosa periférica (Lundborg, 2000; 2003). 

 

3.8 Análise Estatística 

 Os dados referentes à massa corporal foram submetidos ao Teste T para análise da 

normalidade e posteriormente, ao teste Anova (um critério) para análise da significância entre 

os grupos. Para a análise das diferenças de densidade integrada bilateral entre os grupos foi 

utilizado o teste de Mann-Whitney. Para estas análises, utilizou-se o programa Biostat 5.3. 

Para análise de diferenças de densidade integrada unilateral foi utilizado o programa 

GraphPad Prism 3.0, aplicando-se o teste de Anova (um critério) seguido de Tukey.  

Todos os dados foram apresentados na forma de média e desvio padrão, 

considerando-se o nível de significância de 5%. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS  

4.1 Massa corporal 

 Os dados relacionados à massa corporal dos animais nos diferentes grupos são 

apresentados na tabela 2. 

         Tabela 2: Média ± DP da massa corporal dos animais dos 
grupos Controle Nutrido (CN), Controle Desnutrido (CD), 
Lesado Nutrido (LN) e Lesado Desnutrido (LD). 

Grupo Massa Corporal (g) 
CN (45 dias) 239,84 ± 16,12 
CD (45 dias) 92,80 ± 24,53* 
LN (66 dias) 353,90 ± 27,80 
LD (66 dias) 125,65 ± 24,95** 

* Difere do CN (p < 0,01); ** Difere do LN (p < 0,01). Teste T seguido 
de Anova One Way. 

 

A massa corporal do grupo CD foi 61,31 % menor em relação à do grupo CN. Para os 

animais submetidos à lesão nervosa, o grupo LD apresentou massa corporal 64,5 % menor 

em relação ao grupo LN. 



A evolução da massa corporal dos ratos de cada grupo foi mensurada semanalmente e 

os dados estão apresentados no gráfico 1. 

 

 
Figura 5: Valores médios da massa corporal, dos animais dos grupos Controle Nutrido (CN), 
Controle Desnutrido (CD), Lesado Nutrido (LN) e Lesado Desnutrido (LD), semanalmente. 

 

4.2 Imunorreatividade das Proteínas Associadas aos Microtúbulos (MAP2) e aos 

Neurofilamentos (PAN) 

4.2.1 Grupos Controle – MAP2 

A densidade integrada de MAP2, foi quantificada pela imunorreatividade desta proteína, 

foi menor no grupo CD quando comparado ao grupo CN, tanto no córtex motor primário (M1 – 

73% menor) quanto no secundário (M2 – 74 % menor), conforme mostra a figura 6.  
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Além da análise bilateral dos córtices (M1 e M2), foram realizadas as análises 

unilaterais para constatar a semelhança de densidades integradas nos córtices motores 

primários e secundários dos grupos controle. Os resultados são apresentados na figura 7. 
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4.2.2 Grupos Submetidos à Axoniotmese – MAP2 

Grupos Lesão 

A imunorreatividade da proteína MAP2 foi menor no grupo LD quando comparado ao 

grupo LN, tanto no córtex motor primário (M1 - 71% menor) quanto no secundário (M2 – 70% 

menor), conforme mostra a figura 8.  
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A análise unilateral da imunorreatividade de MAP2 nos córtices motores primários e 

secundários também foi realizada nos grupos submetidos à axoniotmese, conforme mostra a 

figura 9. 



 
Figura 9 – Imagens ilustrativas do córtex motor e valores médios ± DP da densidade 
integrada de proteína associada aos microtúbulos (MAP2) nos grupos Controle Nutrido 
(CN) e Controle Desnutrido (CD), nas áreas motoras primária (M1) e secundária (M2), 
nos hemisférios esquerdo (controle) e direito (experimental).  

             * Difere do LN-cont. Anova One Way seguido de Tukey (p=0,0001); 
  † Difere do LN-exp. Anova One Way seguido de Tukey (p=0,0001); 
  • Difere do LD-cont. Anova One Way seguido de Tukey (p=0,0001).  
 
 
 
 
4.2.3 Grupos Controle – PAN 

A densidade integrada de PAN, bilateral, visualizada pela imunorreatividade desta 

proteína, foi menor no grupo CD quando comparado ao grupo CN, tanto no córtex motor 

primário (M1 – 87% menor) quanto no secundário (M2 – 85% menor), conforme mostra a 

figura 10. 
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Os resultados referentes à análise unilateral da densidade integrada de PAN nos lados 

controle e experimental dos grupos CN e CD estão apresentados na figura 11. 
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4.2.4 Grupos Submetidos à Axoniotmese – PAN 

A imunorreatividade da proteína PAN, foi menor no grupo LD quando comparado ao 

grupo LN, tanto no córtex motor primário (M1 – 81% menor) quanto no secundário (M2 – 81% 

menor), conforme mostra a figura 12. 
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Os valores de densidade integrada de PAN, unilateralmente, nos grupos submetidos à 

axoniotmese estão apresentados na figura 13. 

 



Figura 13 – Valores médios ± DP da densidade integrada de proteína associada aos 
neurofilamentos (PAN) nos grupos Controle Nutrido (CN) e Controle Desnutrido (CD), 
nas áreas motoras primária (M1) e secundária (M2), nos hemisférios esquerdo 
(controle) e direito (experimental). 

             * Difere do LN-cont. Anova One Way seguido de Tukey (p=0,0001); 
  † Difere do LN-exp. Anova One Way seguido de Tukey (p=0,0001); 

  • Difere do LD-cont. Anova One Way seguido de Tukey (p=0,0001). 

 

 



5. DISCUSSÃO  

5.1 Modelo Experimental 

 O modelo experimental de desnutrição proteica após o desmame é um dos que melhor 

reflete a realidade de nossa população de crianças, as quais, frequentemente experimentam 

desnutrição proteica e calórica durante os primeiros 2 anos de vida, com início logo após o 

desmame (Nunes et al., 2002). 

 A utilização do rato como modelo experimental se deve ao fato de haver uma analogia 

genética de 80% entre ratos e humanos, sendo os ratos animais ideais para estudos 

envolvendo análises fisiológicas, anatômicas, de comportamento, entre outras. (Mouse 

Genome Sequencing Consortium, 2002). Além disso, mais de 80% dos estudos com 

experimentação animal são realizados em roedores, principalmente em ratos (Sengupta, 

2013). 

  

5.2 Dieta Hipoproteica 

 As dietas normoproteica (AN 93M – 14%) e hipoproteica (NA – 6%), propostas por 

Reeves, Nielsen e Fahey Jr. (1993) e utilizadas neste estudo, diferem apenas no conteúdo 

proteico e foram preparadas de acordo com as recomendações do Instituto Americano de 

Nutrição. Ambas as dietas apresentam equilíbrio de nutrientes e são adequadas para 

roedores. A fonte de proteína utilizada foi a caseína, adequando-se os valores normais 

recomendados pelos autores.  

 Estudo realizado por Fukuda, Françolin-Silva e Almeida (2002) também utilizou dieta 

com 6% de caseína no período de lactação e após desmame, até o 49º dia de vida, 



observando sua efetividade pela redução de 40% da massa corporal dos animais em relação 

àqueles que receberam dieta normal.  

Apesar da variação na porcentagem de proteína nas dietas consideradas hipoproteicas 

(5 a 10%) e normoproteicas (14 a 24%) identificadas na literatura consultada (Araújo et al., 

2003;  Merino-Sanjuán et al., 2011; De Belchior et al., 2012; Ohishi et al., 2012; Rinaldi et al., 

2013; Da Silva et al., 2013; Chaudhary et al., 2013), optou-se neste estudo pela dieta proposta 

por Reeves, Nielsen e Fahey Jr. (1993), considerando o equilíbrio de nutrientes, a adequação 

a roedores e os estudos que utilizaram a mesma porcentagem de proteínas em dieta 

hipoproteica, alcançando os objetivos de desnutrir os animais experimentais (Pezolato et al., 

2013; Kitamura, 2013). 

 

5.3 Massa Corporal 

 A ração aplicada neste estudo é hipoproteica/isocalórica, tendo diminuição apenas no 

nível de caseína em relação à ração normoproteica (Reeves; Nielsen; Fahey Jr., 1993). 

 A desnutrição proteica aplicada no início da fase pós natal interfere no desenvolvimento 

da massa corporal. Estes achados foram observados por Fukuda, Françolin-Silva e Almeida 

(2002), que acompanharam filhotes de ratos desde o nascimento até o 49º dia de vida, 

submetidos a dieta contendo 6% de caseína. Os animais apresentaram massa corporal 40% 

menor quando comparados ao grupo que consumiu ração contendo 16% de proteína (dieta 

normoproteica).  

Já no estudo de Pezolato et al. (2013) o grupo desnutrido, tratado por 45 dias com a 

mesma dieta utilizada neste estudo, apresentou massa corporal 84,6% menor que o grupo 

tratado por 90 dias, com dieta normoproteica (14%).  



 Neste estudo os animais receberam dieta hipoproteica após o desmame (após o 21º 

dia de vida), sendo respeitado o período de lactação normal, o que provocou uma redução de 

61,31 % da massa corporal nos animais não submetidos à lesão nervosa e de 64,5 % 

naqueles que sofreram lesão nervosa. Esses resultados se assemelham aos encontrados por 

Bengelloun (1990), que estudou ratos desnutridos (8% de proteína) após o desmame e 

observou massa corporal 50% menor que o grupo normalmente nutrido (21% de proteína). 

A redução de massa corporal observada nos animais deste estudo, os quais sofreram 

restrição proteica após o desmame, acompanha os resultados observados por outros autores 

(Medeiros et al., 2001; Fukuda, Françolin-Silva e Almeida, 2002; Silva e Almeida, 2006), 

mesmo quando a restrição proteica ocorre no início da vida pós natal (1º dia de vida 

extrauterina), o que fortalece a hipótese de Neiva e Mello (1999) de que neste período da vida 

pós natal o suprimento ideal de aminoácidos que agem na formação de hormônios e enzimas 

que atuam no desenvolvimento ponderal e crescimento poderia ser comprometido pela 

desnutrição. 

Neste estudo não foi possível comparar a massa corporal dos grupos CN e CD com os 

grupos LN e LD, pois os primeiros tiveram sua massa corporal computada após 45 dias de 

sobrevida, enquanto os últimos tiveram valores de massa corporal aferidos após 66 dias de 

sobrevida, devido à necessidade de acompanhar a recuperação da lesão. 

 

 

 

5.4 Imunorreatividade de MAP2 e PAN x Desnutrição  



A desnutrição causou diminuição significativa da imunorreatividade de MAP2 e PAN, 

nos córtices M1 e M2, quando observados os valores médios dos dois hemisférios cerebrais, 

havendo uma redução de 73% no córtex motor primário (M1) e 74% no córtex motor 

secundário (M2) para MAP e de 87% no córtex motor primário (M1) e 85% no córtex motor 

secundário (M2) para PAN. 

Quando estes valores são analisados unilateralmente, nota-se que nos animais do 

grupo CD a redução da imunorreatividade de MAP2 e PAN ocorre em ambos os hemisférios 

em relação ao CN, de forma homogênea. 

Segundo Morgane et al. (1978), a maturação pós natal do cérebro do rato requer de 21 

a 23 dias. Blue e Parnavelas (1983), citados por McCormick e Prince (1987), apontam que 

existe uma subsequente proliferação da arborização dendrítica e axonal e de contatos 

sinápticos desde o nascimento até 21 dias de vida pós natal no rato, quando a fase adulta é 

atingida. Já Cordero et al. (2003), citam que neurônios imaturos de ratos completam seu 

desenvolvimento axonal e dendrítico aos 28 dias pós natal, sendo que desde o nascimento 

até este período o sistema nervoso está exposto a alterações na formação dendrítica e axonal 

advindas de fatores ambientais, nutricionais e hormonais. Cordero et al. (1986) identificaram 

que a desnutrição aplicada na fase pós natal gera alterações na arborização dendrítica das 

células piramidais (5ª camada) do neocórtex. Estas alterações podem ser agravadas na 

medida em que se amplia o tempo de desnutrição, não podendo ser revertidas pela 

recuperação nutricional (Cordero et al., 2003).  

 Comparando os efeitos da desnutrição pré e pós natal, Alamy e Bengelloun (2012) 

observaram que ambos períodos de desnutrição diminuem a migração celular, a neurogênese 

e a formação sináptica, mas apenas a desnutrição pós natal afeta as células piramidais, que 



constituem a maior parte da extensão da 5° camada do córtex motor (Molnár e Cheung, 

2006), a qual foi analisada neste estudo. 

 A dieta hipoproteica aplicada a partir do 21º dia pós natal neste estudo comprometeu 

apenas a fase final de maturação cerebral dos animais, entretanto, este comprometimento 

pode ter relação com o comprometimento do desenvolvimento cerebral, como identificado 

pela diminuição da imunorreatividade das proteínas estruturais do córtex cerebral (MAP2 e 

PAN). 

A MAP2 é uma proteína estrutural que atua, juntamente com outros componentes 

intracelulares (actina, neurofilamentos e mitocôndria), para manter a neuroarquitetura, 

especialmente dos dendritos (Wiche, 1989). Atua também no crescimento, diferenciação e 

plasticidade de neurônios (Johnson e Jope, 1992). Portanto, a redução da imunorreatividade 

de MAP2 nos animais desnutridos neste estudo, no qual a desnutrição foi imposta no final do 

período de desenvolvimento neural (21º ao 28º dia pós natal), pode ser resultado de um 

atraso no desenvolvimento do SNC, com comprometimento da neuroarquitetura e, 

possivelmente, da função neuronal. 

Os neurofilamentos, por sua vez, são responsáveis por manter a estrutura axonal, 

determinar o calibre dos axônios (Monaco et al., 1989; Perrot et al., 2008), pela diferenciação 

neuronal, crescimento e regeneração axonal (Perrot et al., 2008) e por participar do transporte 

axonal de metabólitos do corpo celular às sinapses (Hollenbeck, 1989). A formação dos 

neurofilamentos é influenciada pela concentração de sais e íons de metais em solução 

tampão, pelo grau de desnaturação e pela concentração de proteínas no organismo (Satoshi, 

1990). Falhas na concentração de proteínas podem levar a alterações funcionais dos 

neurofilamentos, bem como diminuição do número de neurofilamentos nos axônios (Satoshi, 



1990; Juranek, 2013), o que pode ter ocorrido neste estudo devido à fase da vida em que os 

ratos foram submetidos à desnutrição. 

Em estudo em que ratos foram submetidos a uma dieta de 25% de proteína (caseína) e 

outro grupo a uma dieta com 8% de proteína, desde o nascimento até o desmame (21 dias), 

para verificar se a desnutrição precoce afeta a expressão de subunidades de neurofilamentos 

e a incorporação de fosfato in vitro aos neurofilamentos no cerebelo, foi observado que a 

concentração de proteínas totais não foi alterada com a desnutrição. Contudo, a concentração 

de subunidades de NFs de 200 e 150 KDa aumentou nos ratos jovens (22 dias), mas esse 

efeito estava ausente em ratos adultos (112 dias). Os autores concluíram que a desnutrição 

precoce parece interferir com mecanismos que regulam a formação de neurofilamentos 

durante o período de máximo desenvolvimento do cerebelo (Mattos et al., 1993). 

Neste estudo, no grupo CD os ratos contavam com 66 dias, comparável a 1 ano e seis 

meses de idade humana (Quinn, 2005), sendo, portanto, considerados jovens e o foco da 

análise foi o córtex cerebral. Entretanto, é possível que a redução da imunorreatividade dos 

NFs esteja relacionada a um déficit de formação destes devido à desnutrição. 

Outro estudo observou, em condição de desnutrição proteica, aumento da expressão 

de proteínas associadas aos neurofilamentos no córtex cerebral de ratos adultos que foram 

submetidos à desnutrição proteica (8% de caseína) durante o período de lactação (do 

nascimento até 21 dias), porém, quando observado imediatamente após a dieta hipoproteica, 

não havia alteração na expressão destas proteínas (Paz et al., 1991). 

Considerando que a desnutrição proteica posnatal produz alterações neurofisiológicas 

(Lukoyanov e Andrade, 2000; Fukuda, Françolin-Silva e Almeida, 2002), morfológicas (Díaz-

Cintra et al.,1991; Debassio et al., 1996) e neuroquímicas (Alamy et al., 2005) no encéfalo e 



parece afetar seu desenvolvimento, interferindo com o surgimento de novas células, migração 

e diferenciação celular, mielinização e formação de sinapses (Debassio et al., 1994; 

Lukoyanov e Andrade, 2000), a redução da imunorreatividade de MAP2 neste estudo sinaliza 

que, diante da desnutrição, o desenvolvimento dendrítico teria sido comprometido, o que 

implica em conexões neurais reduzidas, tornando o sistema nervoso susceptível à disfunção, 

neste caso, de planejamento e execução do movimento. 

Neste estudo, a dieta hipoproteica contou com uma redução de 52,86% de caseína em 

relação à dieta normoproteica, o que poderia ter promovido, em conjunto com as demais 

alterações já citadas, déficit no input elétrico, favorecendo comprometimento da 

funcionalidade motora. Portanto, considerando que microtúbulos e neurofilamentos tem 

importante papel no suporte do input elétrico do SNC (Hollenbeck, 1989), a redução da 

imunorreatividade de MAP2 e de PAN sugere alterações no input elétrico nos animais 

desnutridos. Entretanto, testes motores específicos, como o Índice Funcional do Ciático (IFC), 

devem ser realizados para comprovar estas hipóteses.  

 

5.5 Imunorreatividade de MAP2 e PAN x Lesão nervosa periférica x desnutrição 

Analisando-se os valores médios da densidade integrada de MAP2 e PAN nos córtices 

M1 e M2, nota-se significativa diminuição da imunorreatividade destas proteínas na condição 

de lesão nervosa. Entretanto, cabe destacar a aqui que o controle do LD foi o LN, mas não o 

CD, em virtude dos tempos de coleta dos encéfalos nos diferentes grupos, conforme o 

cronograma de desnutrição estabelecido para este estudo. Portanto, uma análise dos valores 

médios, sem levar em consideração os hemisférios cerebrais, individualmente, mostra um 

resultado muito semelhante ao encontrado no grupo CD. 



Por outro lado, quando se realiza uma análise unilateral, evidencia-se que após 21 dias 

da axoniotmese o córtex motor do hemisfério contralateral à lesão (experimental) apresenta 

imunorreatividade de MAP2 e de PAN significativamente reduzida em relação ao córtex motor 

do hemisfério homolateral à lesão (controle), tanto em M1 quanto em M2, ainda que em 

condição nutricional normal. 

Uma agressão à estrutura de um nervo periférico pressupõe reorganização estrutural 

da área do córtex motor, responsável pela região afetada (Chen, Cohen e Hallett, 2002; 

Lundborg, 2003). Analisando o córtex motor de indivíduos com amputação de membro 

superior, Karl et al. (2001), observaram que a área motora responsável por estruturas 

específicas do membro ausente havia modificado sua localização no encéfalo. No caso da 

área do córtex motor responsável pelo bíceps braquial do membro amputado, por exemplo, 

estava posicionada medialmente quando comparado à mesma área no hemisfério 

contralateral, responsável pelo membro intacto.  

Essa condição de alteração da estrutura cortical se evidencia também nos ratos. Após 

a secção de um nervo periférico, a região do córtex motor responsável por aquele nervo 

estabelece conexões com regiões não lesadas, buscando se estabilizar e diminuir os agravos 

advindos da lesão. Esta reorganização pode ser analisada meses após a lesão (Donoghue; 

Suner; Sanes, 1990; Sanes; Suner; Donoghue, 1990). 

Após lesão no nervo isquiático observam-se alterações na citoarquitetura das camadas 

do córtex motor (Lasko et al., 2013). Especificamente em relação a 5° camada cortical, uma 

lesão nervosa periférica pode causar alterações irreversíveis de neurônios, pois as perdas de 

alvos sinápticos de neurônios piramidais e neurônios pré-motores do córtex que enviariam 

informações para os motoneurônios inferiores, desencadeiam alterações permanentes no 



córtex motor contralateral à lesão (Munera; Cuesta; Troncoso, 2012). As alterações 

permanentes estão ligadas, principalmente, à retração da arborização dendrítica em longo 

prazo (Troncoso e Múnera, 2008; Urrego, Múnera e Troncoso, 2011). 

Quando a desnutrição foi associada à lesão nervosa, a densidade integrada de MAP2 e 

PAN já se encontra fortemente reduzida em relação ao respectivo controle (LN) no hemisfério 

homolateral à lesão, provavelmente devido às alterações causadas pela desnutrição e, no 

hemisfério contralateral à lesão esta redução é ainda maior que no grupo LN, ou seja, a 

desnutrição associada à axoniotmese agravou a redução da densidade integrada de MAP 2 e 

PAN em M1 e M2 (exceto no caso de PAN – M1). Estes resultados sugerem que a 

recuperação funcional após lesão nervosa periférica em condição de desnutrição estaria ainda 

mais prejudicada, pois os neurofilamentos atuam na regulação do calibre axonal e, 

consequentemente, na velocidade de condução nervosa, na diferenciação neuronal, 

crescimento e regeneração axonal (Perrot et al., 2008).  

A proteína MAP2 está presente nos dendritos e desempenha um importante papel na 

definição e estabilização da arquitetura da arborização dendrítica, além de ser um sensível 

marcador de alterações na estrutura dos dendritos (Tucker, Garner e Matus, 1989; Book et al., 

1996; Björkblom et al., 2005). Assim, os dados deste estudo sugerem que houve uma retração 

dendrítica, como também foi observado por outros autores (Tucker, Garner e Matus, 1989; 

Book et al., 1996).  

No SNP está bem estabelecido que após uma lesão por compressão ou secção, a 

porção distal dos axônios se desintegra no processo de degeneração Walleriana. Nessa 

região, os neurofilamentos e microtúbulos do axoplasma também se desintegram devido a um 



processo proteolítico dependente de cálcio e mediado por enzimas ativadas pelo cálcio no 

axoplasma (Schlaepfer e Hasler, 1979).  

Dentre os diferentes estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa Plasticidade 

Neuromuscular da Unimep, as características morfológicas do nervo isquiático tem sido 

estudadas na condição de desnervação, incluindo a aplicação de recursos fisioterapêuticos 

relacionados à estimulação da regeneração nervosa (Oliveira et al., 2008; Takeda et al., 2008; 

Sobral et al., 2008, Lima et al., 2009), Teodori et al., 2011ª; Teodori et al., 2011b). Entretanto, 

nenhum destes estudos avaliou a densidade dos neurofilamentos no SNP ou no SNC. Sabe-

se que os neurofilamentos tem papel fundamental na estabilização do calibre dos axônios e a 

redução de seu calibre está relacionada, entre outras coisas, à diminuição na quantidade de 

neurofilamentos (Hoffman et al., 1985). 

Lesões nervosas periféricas induzem uma cascata de eventos concorrentes em nível 

sistêmico, celular e molecular, que tem início com a lesão e progridem para a medula espinal, 

núcleos relacionados no tronco encefálico, tálamo e córtex cerebral (Navarro; Vivó; Valero-

Cabrè, 2007). Devido à profunda integração funcional entre SNC e SNP, uma lesão nervosa 

periférica sempre resulta em profundas e duradouras modificações corticais (Kaas, 1991; 

Wall, Xu e Wang, 2002; Kaas e Collins, 2003). 

Considerando que não foram identificados estudos que tenham avaliado a 

imunorreatividade de proteínas associadas aos neurofilamentos no córtex cerebral após lesão 

nervosa periférica e que a desnutrição, assim como a lesão nervosa podem desorganizar a 

citoarquitetura do córtex motor (Wall; Xu; Wang, 2002; Kaas; Collins, 2003, Lundborg, 2003), a 

diminuição da imunorreatividade de proteínas associadas aos NFs sugere um 

comprometimento da função destas estruturas na condição experimental estudada, refletindo 



na redução da velocidade de condução do impulso nervoso e consequente comprometimento 

da funcionalidade.  

Estes resultados fornecem subsídios para a investigação da ação de diferentes 

recursos fisioterapêuticos que estimulem a plasticidade do córtex motor após lesão nervosa 

periférica. 

 

 

6. CONCLUSÃO 

Tanto a desnutrição quanto a lesão nervosa, isoladamente, promoveram redução da 

imunorreatividade de MAP2 e de PAN nas áreas motoras primária e secundária do córtex 

contralateral à lesão, condição que foi agravada pela associação entre lesão nervosa e 

desnutrição, sugerindo que a recuperação funcional em animais desnervados e desnutridos 

estaria mais comprometida que em animais desnervados normalmente nutridos. 

Estes resultados são relevantes para a definição de estratégias específicas para 

reabilitação da lesão nervosa na condição de desnutrição.  

Estudos futuros devem se voltar à investigação dos efeitos dos métodos de intervenção 

fisioterapêutica utilizados para recuperação da lesão nervosa periférica sobre a reorganização 

do córtex motor, o que poderia potencializar tal recuperação.  

   

 

 

 



7. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 Uma das importantes limitações deste estudo foi a ausência de um grupo CN e CD com 

sobrevida de 66 dias, para possibilitar uma análise comparativa entre todos os grupos 

estudados. Por este motivo apenas foi possível a comparação entre os grupos controle e entre 

os grupos submetidos à lesão nervosa, mas não dos grupos lesados com os controles.

 Também limitou o estudo o fato de não ter sido coletado o nervo isquiático para análise 

morfométrica, o que poderia sinalizar a relação entre neurofilamentos nas áreas motoras 

corticais e da medula espinal e calibre axonal. Esta análise não foi realizada em função da 

necessidade de perfusão dos animais com paraformaldeído para coleta do encéfalo e medula, 

sendo que para análise morfométrica do nervo realiza-se fixação in situ com fixador de 

Karnovsky e posterior imersão no mesmo fixador. Para as etapas subsequentes do 

processamento do nervo, a fixação com paraformaldeído poderia comprometer a qualidade do 

material a ser analisado.  

 Outra limitação foi o fato de não ter sido marcado o hemisfério experimental e  o  

lesado, o que precisa ser observado em estudos futuros. 

Neste estudo não foi realizada a avaliação da funcionalidade para a marcha nos 

animais submetidos à lesão nervosa, o que poderia agregar informações sobre a recuperação 

da função após a lesão e lesão associada à desnutrição. 

 

 

 

 

8. ETAPAS FUTURAS 



 Em continuidade a este estudo, está em andamento a uma análise imunohistouímica 

da densidade integrada de MAP2 e PAN no corno anterior da medula espinal lombar (L4 e L5) 

de ratos submetidos à desnutrição proteica e axoniotmese, para quantificação das alterações 

citoarquiteturais das células motoras na medula espinal e comparação na condição de lesão 

nervosa e nutrição normal com lesão nervosa e desnutrição. 
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