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RESUMO

A desnutricdo € um problema de saulde publica, sendo a principal causa de mortalidade
infantil no Brasil. Suas consequéncias podem perdurar por toda a vida. O sistema nervoso
central é altamente sensivel a desnutricdo, sofrendo diminuicdo de massa e modificacoes
funcionais. Além da desnutricdo, a lesdo nervosa periférica é outra situagcdo que acarreta
intensa reorganizagdo cortical, principalmente no co6rtex motor. Os microtibulos e
neurofilamentos tem sua estrutura comprometida nas duas condicdes (desnutricdo e
desnervacao), o que pode alterar a imunorreatividade das proteinas a eles associadas.
Entretanto, ndo foram identificados estudos que avaliem a imunorreatividade das proteinas
associadas aos microtubulos (MAP2) e aos neurofilamentos (PAN) na condicdo de
desnutricao e lesdo nervosa periférica. Este estudo avaliou os efeitos da desnutricao proteica
e da axoniotmese sobre a imunorreatividade de MAP2 e PAN, nos cértices motores primario
(M1) e secundario (M2), por serem areas responsaveis 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 imunohistoquimica, sendo as diferencas de densidade
integrada (DI) destas proteinas entre os grupos analisada pelo teste de Mann-Whitney. Para
andlise das diferencas de DI unilateral aplicou-se o teste Anova (um critério) seguido de
Tukey. Considerou-se o nivel de significancia 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 relagdo ao CN em M1 e M2 (p=0,02). Em andlise bilateral, a DI de MAP2 e PAN
em M1 e M2 foi menor em CD em relagédo a CN tanto no lado controle quanto no experimental
(p<0,05). Apos leséo periférica, a DI média de MAP2 e PAN reduziu em LD em comparacao
ao LN (p=0,02). Em andlise unilateral, a DI no lado experimental foi sempre menor que no
lado controle (p<0,01), em M1 e M2, sendo a redugdo mais severa nos grupos desnutridos.
Conclui-se que a desnutricdo promoveu reducdo da imunorreatividade de MAP2 e PAN nos
cortices M1 e M2; a lesdao nervosa, mesmo em condigdo nutricional normal, promoveu
redug@o da imunorreatividade de MAP2 e PAN nos cortices M1 e M2 contralateral a lesédo; a
desnutricao associada a axoniotmese potencializou a reducao da DI das proteinas analisadas
no cértex motor primario e secundario, sugerindo que a recuperacao funcional em animais
submetidos a axoniotmese e desnutridos seria ainda mais prejudicada. Estes resultados séo
relevantes para a definicdo de estratégias especificas para reabilitagdo da lesdo nervosa
periférica na condicao de desnutrigao.

Palavras-Chave: Desnutricao Proteica, Regeneragdo Nervosa Periférica, Axoniotmese,
Proteinas Estruturais, Cortex 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. INTRODUCAO
1.1 Sistema Nervoso Central (SNC)

O processo de desenvolvimento do SNC em humanos se estende do periodo
embrionario até a puberdade e estd em constante modificacdo devido as experiéncias e
exposicao a fatores ambientais. O SNC humano possui particularidades e semelhancas em
relacdo ao de outros animais. Em ratos, seu desenvolvimento segue um ciclo de dias,
semanas ou meses em relagdo ao de humanos, mas, mesmo com esta diferenca de periodo
de maturacdo neural, o crescimento das regides encefalicas entre as duas espécies é
semelhante. O fechamento do tubo neural € uma das semelhancas entre as espécies,
havendo diferenca em relagdo ao momento em que ocorre: no rato ocorre entre o 10°e 11°
dia gestacional; no homem, entre 0 26° e 28° dia. A maturacdo e desenvolvimento do SNC
apdés o fechamento do tubo neural segue o mesmo ciclo, no qual regides mais caudais
(metencéfalo, rombencéfalo e mielencéfalo) se desenvolvem mais cedo que regides rostrais,
tanto em humanos quanto nos ratos. Assim como os humanos, animais também tem um
periodo caracteristico de desenvolvimento do SNC e também estdo expostos a
neuroplasticidade a partir de experiéncias ou fatores ambientais (Rice e Barone Junior, 2000).
1.1.1 Desnutricdo x Sistema Nervoso Central

A desnutricao é uma das principais causas de mortalidade infantil no Brasil, sendo
definida pela Organizacao Mundial de Saude como uma variedade de condicdes patolégicas
decorrentes das deficiéncias de carboidratos e proteinas em proporcdes variadas. E uma
doenga multifatorial cujas raizes se encontram na pobreza. Pode iniciar precocemente na fase
intrauterina ou no inicio da infancia, sendo, neste caso, a principal causa, a interrupgao 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 desnutricao significa que um ou mais nutrientes essenciais esta ausente da
alimentacdo ou presente em proporgoes inadequadas. A falta de vitaminas e minerais pode
afetar a maturacao do SNC, porém, a falta de proteinas se constitui no fator mais critico para
este tipo de alteracao (Morgane, Mokler e Galler, 2002).

A prevaléncia de desnutricao total em criangcas menores de 5 anos de idade no Brasil
era de 2,8% no periodo de 2008/2009 (Brasil, 2012). Apesar de parecer uma porcentagem
insignificante, corresponde a aproximadamente 470.000 criancas desnutridas, pois, segundo a
Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) realizada pelo IBGE em 2010, o numero de
criangas de 0 a 5 anos no Brasil até entdo era de 16.558.666 (Brasil, 2010). Em numeros, 842
milhées de pessoas no mundo apresentam algum tipo de desnutricdo (The State of Food
Insecurity in the World, 2013).

A proteina € um nutriente fundamental para a formagdo de enzimas, anticorpos,
hormdnios, equilibrio &cido-basico, transporte de oxigénio, coagulagdo do sangue e atividade
muscular (Neiva e Mello, 1999; Oishi et al., 2002; Wild et al., 2010).

A desnutricdo proteica na fase pds-natal promove alteragées neurofisiolégicas
(Lukoyanov e Andrade, 2000; Fukuda, Francolin-Silva e Almeida, 2002) que incluem
alteragcdes morfolégicas (Diaz-Cintra et al.,1991; Debassio et al., 1996) e neuroquimicas
(Alamy et al., 2005) no SNC, comprometendo seu desenvolvimento, interferindo com o
surgimento de novas células, migracao e diferenciacao celular, mielinizacdo e formacao de
sinapses (Debassio et al.,1994; Lukoyanov e Andrade, 2000).

A desnutricao no inicio da vida traz impactos negativos a saude dos individuos, sendo

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



alteragdes da estatura na fase adulta, deficiéncias nas habilidades intelectuais, alteragdes na
performance reprodutiva, doencas metabdlicas e cardiacas, entre outras (Black et al., 2008).

A desnutricdo € um dos fatores que pode influenciar a neuroplasticidade, pois
proporciona importantes mudangas na organizacao e reorganizacao do SNC em humanos,
podendo resultar em alteragdes irreversiveis, principalmente quando ocorrem antes do
segundo ano de vida. Os danos principais estao relacionados a neurogénese, migracao e
diferenciacdo celular (Vasconcelos, Fazan e Valenca, 2009). Em ratos, as principais
alteracdes estruturais causadas ao SNC pela desnutricdo sdo a atrofia ventricular, atraso na
mielinizacao, alteragdes nos dendritos e na formacao de sinapses no hipocampo, alteracao na
orientacdo das células piramidais do neocortex, ma formacao dos nucleos hipotalamicos,
alteragdes no cértex somatossensorial. Consequéncias funcionais sao diversas quando a
desnutricdo proteica esta instalada, observando-se alteracbes relacionadas a cognicao,
comportamento, déficits visuais e auditivos (Chaudhary et al., 2013).

Considerando que a nutrigdo no inicio da vida € uma das principais variaveis
relacionadas ao crescimento, formacao e organizagdo funcional do organismo, uma dieta
inadequada durante o primeiro periodo da vida pode comprometer o desenvolvimento do
SNC, resultando em alteragdes em sua estrutura e funcao (Laus et al., 2011). Apesar de um
consumo inadequado de carboidratos, lipideos, vitaminas e oligoelementos poder alterar a
estrutura do SNC, o consumo reduzido de proteinas € a maior condicao que leva a tais
alteracbes (Morgane et al., 1978; 1992; 1993; 2002).

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

consequéncias dependem diretamente do tipo, gravidade da privacao (grau da desnutricao),



fase (pré ou pos-natal), duracdo do insulto nutricional e, ainda, da interagdo com fatores

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

1.2 Aspectos anatomicos do cértex motor

Roedores e humanos apresentam semelhangas no desenvolvimento do cortex cerebral,
sendo que em ambos o desenvolvimento ocorre no periodo fetal, podendo continuar durante
um curto espago de tempo na fase pds natal, com a proliferacdo de células gliais e
microneurdnios. Especificamente em relagao a estrutura do cértex motor, no rato este € liso e
pequeno, enquanto no homem é volumoso devido a alta expansao filogenética do neocértex
(Rice; Barone Junior, 2000).

A seguir, aspectos anatdomicos e funcionais do cértex motor, uma das estruturas
encefalicas envolvida na plasticidade apds lesdo nervosa periférica, serdo considerados com
vistas a compreensdo de possiveis adaptacées quando a lesdo nervosa é associada a
condi¢édo de desnutricdo.

O cértex motor € um analisador cinético e é considerado uma &rea sensoriomotora. E
uma area que recebe, e integra informacdes sobre motricidade (inputs) e envia estimulos para
acao 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 cortex cerebral é dividido em 6 camadas, cada uma com suas caracteristicas especificas,
porém, mantendo uma ligacao distinta com as areas vizinhas. A camada 1 possui poucos
neurdnios, que apresentam carater associativo; as camadas 2 e 3 recebem projecdes de

suas respectivas camadas do cortex sensorial (2 e 3) e possuem fibras de carater associativo;

as camadas 4 e 5 possuem projecoes de suas respectivas camadas no cértex 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 projecao que vao em direcdo ao talamo (Mao et
al., 2011).

No homem, o cértex motor € dividido em duas regides: area motora primaria (M1) e
area motora secundaria (M2). O cértex M1 esta localizado no terco médio do l|6bulo
paracentral, regido superior do giro pré central e regido anterior do sulco central, enquanto o
cortex de M2 estd localizado na regido medial do giro frontal, logo a frente de M1
(Redemacher et al., 1992). Estas areas sao responsaveis diretamente, por exemplo, pela
conducao de impulsos para a acao muscular dos membros inferiores durante a marcha, e
acordo com uma revisao da literatura publicada por Petersen et al. (2012).

Para a coordenacado das agdes entre os musculos e articulagdes, a area motora
primaria decompde os movimentos em componentes simples com base no mapa corporal.
Estes componentes de movimentos sdo, entdo, transmitidos para a medula espinal para a
execucdo da acdo (Graziano, 2006). Ja a area motora secundaria possui certas
especificidades, como foi observado por Chung et al. (2005), que analisaram, por meio de
Ressonancia Nuclear Magnética, a area motora secundaria de 16 individuos e identificaram
que esta regido tem participacdo em diversas tarefas funcionais, como por exemplo:
motricidade, sensibilidade, fala e memdria de tarefas especificas.

O cértex motor do rato, assim como dos primatas, também é composto por uma area
motora primaria (M1), responsavel pelo envio de estimulos referentes a acado muscular, e por
areas motoras suplementares (area motora secundaria — M2), responsavel por integrar e

organizar informacoes relativas a 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 importancia da recuperagao da funcionalidade apdés
lesdo nervosa periférica, analisada neste estudo por meio das adaptacdes do coértex motor,
identificadas pela imunorreatividade de proteinas estruturais. A regidao do cortex motor
primario e secundario que foi analisada neste estudo é a camada piramidal interna, que
representa 66% de todas as células do neocértex. Esta area é “atravessada” por fibras de
projecéo e de associacao, tanto na direcao ascendente quanto descendente (Williams et al.,
1995).

Na situacdo de desnutricdo proteica, o cortex motor sofre alteracbes no seu
desenvolvimento, o que induz mudangas na maturagdo do tecido nervoso, as quais podem
afetar sua estrutura e funcionalidade (Cordero et al., 1993). De acordo com Cordero et al.
(1993), a desnutricdo durante o primeiro més de vida pode afetar o crescimento de células
piramidais, especialmente na formagéo de seus dendritos.

Em estudo que realizou analise histologica do cortex motor de criangas, observou-se
que a desnutricdo proteica promoveu diminuicdo da arborizacdo dendritica das células
piramidais do cortex motor primario quando comparado as células da mesma area em

criancas nao desnutridas (Cordero et al., 1993).

1.2.1 Microtubulos e Neurofilamentos

Os Microtubulos (MTs) e neurofilamentos (NFs) sdo componentes predominantes do
citoesqueleto de neurbnios maduros (Bunge, 1986).

Os MTs sao estruturas instaveis, sendo que as Proteinas Associadas aos Microtubulos

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



integridade de processos que necessitam de MTs estabilizados, como por exemplo, transporte
axonal rapido (Goedert, Crowther e Garner, 1991). A MAP2 é uma vertente estrutural das
MAPs, que junto com MAP4 forma a familia “classica” de marcadores em mamiferos. Cada
membro da familia de MAP2 contém repetidas ligacbes com microtubulos através de um
terminal carboxilico (Dehmelt e Halpain, 2004). A MAP2 é expressa em mamiferos através
dos neurénios, mas possui uma ligacao fraca nos percussores neurais, portanto, esta proteina
necessita de um periodo de 24 horas para conseguir agir de uma forma mais consistente na
estrutura. Esta proteina é expressa tanto nos estagios de desenvolvimento neural quanto na
fase adulta e tem como fungao se ligar aos MTs, através da alteracdo do seu comportamento
dindmico (Dehmelt e Halpain, 2004). Outra particularidade dos microtubulos é sua ligagdo com
proteinas (MAPs) e proteinas Tau, que induzem a polimerizacdo e aumentam a sua
estabilizagdo na regido encefalica (Bunge, 1986), o que sugere um importante papel das
MAPs na determinacdo da morfologia e plasticidade neural (Goedert, Crowther e Garner,
1991).

Os NFs sdo os maiores componentes do citoesqueleto axonal, estando presentes no
SNC e SNP. Estas proteinas sdo expressas em diferentes tipos de células e tecidos e no
SNC, estas sao classificadas de acordo com sua densidade: filamentos leves (61 kDa),
filamentos intermédiarios (90 kDa) e filamentos pesados (115 kDa) (Siedler et al., 2014). Os
NFs também estao relacionados a manutencao da rede neuronal, conservacao da estrutura e
plasticidade do citoesqueleto axonal e regulacdo do potencial de acdo do impulso nervoso
(Hollenbeck, 1989).

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

disposicao descontinua, o segundo comeca e termina dentro do préprio axdnio, mas nenhum



dos dois acompanha toda a extensdo do canal axonal. A figura 1 mostra um exemplo da
disposicdo dos microtibulos e neurofilamentos na 52 camada do cortex motor de ratos

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

o/
b ed ;
Figura 1: Imagem digital de cortes coronais do cortex motor ‘de animais controle (sedentarlos), para

analise da densidade integrada de MAP2 e NF.
Fonte: Garcia et al. (2012).

1.3 Sistema Nervoso Periférico (SNP) e Desnutricao

A leséo nervosa periférica é comum na clinica e
esta geralmente relacionada a uma incapacidade (Gigo-Benato, Geuna e Rochkind, 2005;
Gigo-Benato et al., 2010), como perda ou diminuigdo da sensibilidade e da motricidade no
territério inervado (Machado, 2000). Tais lesGes sao frequentemente decorrentes de acidentes
automobilisticos e do esporte, seguidos de traumas penetrantes e lesdes ao nascimento por

tracdo nervosa excessiva (lJkema-Paassen et al., 2004).



A lesdo nervosa periférica pode acarretar diversas alteracbes na estrutura e
funcionalidade do nervo, podendo estas alteracbes serem agravadas por situagdes que

prejudiqguem a recuperagdo do nervo como por exemplo, a gravidade da lesao.

A recuperacao funcional apds lesdo nervosa periférica € um desafio para a
reabilitacdo, especialmente nos casos em que o nervo é seccionado, havendo perda de
continuidade do tecido. A regeneracao nervosa € possivel, mas ocorre lentamente (Burnett e
Zager, 2004), permanecendo a perda funcional por varios meses (Oliveira et al., 2008),
limitando as atividades de vida diaria e laborais, além de exigir afastamento do trabalho por
tempo prolongado (Lopes, 2000), causar aumento de encargos ao empregador (Burt, 2005),
necessidade de mudanca de funcao e, as vezes, aposentadoria precoce (McAllister et al.,

1996).

Seddon (1943), citado por Burnett e Zager (2004), estabeleceu uma classificagdo para
as lesdes nervosas periféricas, utilizando como critério o grau de comprometimento estrutural
e 0 prognéstico de recuperacao: Neuropraxia (tipo |) caracterizada por um bloqueio localizado
da condugado 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 compressao ou
esmagamento do nervo, com interrupcao da continuidade axonal, estando os envoltérios
conjuntivos e a microcirculacao preservados, na qual se observa a presenca de degeneragéao
Walleriana e a regeneragdo axonal ocorre de forma processual; Neurotmese (tipo ),
considerada mais grave, caracterizada pela ruptura completa do nervo, com consequente
descontinuidade entre o sistema nervoso central e a periferia, que exige reconstrugao

cirurgica.



Um estudo realizado nos EUA mostrou que 50.000 pessoas sofrem lesdes
traumaticas de nervos a cada ano (Millesi, 2000; Evans, 2001; Gigo-Benato et al., 2010), o
que representa um importante problema de saude publica. No Brasil, o estudo mais atual
sobre 0 assunto, classificou 456 casos de lesdo nervosa e mostrou que a axoniotmese era o

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

Os mecanismos que envolvem a regeneragao do nervo sdo bem descritos. Quando a
continuidade das fibras nervosas é interrompida, o coto nervoso distal sofre degeneragao
Walleriana (Lundborg, 2005), caracterizada pela desintegracdo da mielina e dos ax6nios, com
preservacao dos nucleos das células de Schwann, que sofrem intensa atividade mitética e
atuam na sintese de fatores troficos que sustentam a regeneragéao axonal (Lundborg, 2000). A
partir de modificagées do corpo celular, com aumento de seu volume, reducao da ramificacéo
dendritica, descentralizacdo do nudcleo e aumento da sintese proteica, o coto do axonio
proximal pode, entdo, regenerar ao longo do trajeto do nervo distal e alcangar seu alvo

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

Um dos fatores que podem limitar a regeneracao nervosa é a cicatriz que se forma na
area da lesdo. 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 lesdo nervosa periférica quanto a central possuem suas particularidades em
relagcdo a expressdo da MAP2: nas lesbes do SNC as alteragbes na expressdao de MAP2
ocorrem dentro da primeira semana, enquanto nas lesées do SNP tais altera¢cdes ocorrem

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



Além de consequéncias nas estruturas periféricas, uma lesdo no nervo resulta numa
reorganizacao em niveis corticais e subcorticais (Chen, Cohen e Hallett, 2002; Lundborg,
2000; 2003). Esta reorganizacao € prolongada, inicia logo apos a lesao e inclui diversos
mecanismos que auxiliam na recuperagado, mas o resultado final € sempre incompleto (Erturk
et al., 2007).

Observacodes clinicas indicam que o SNC apresenta capacidade consideravel para
reorganizacao funcional, dispondo de mecanismos compensatoérios Uteis nos casos de
cegueira, acidente vascular encefdlico e lesdo nervosa periférica (Bach-y-Rita, 1990).
Merzenich e colaboradores identificaram evidéncias neurofisiolégicas de reorganizacdo do
cortex somatossensorial de primatas adultos, que podem ser induzidas por modificacées na
experiéncia sensorial e performance da mao ou por diferentes tipos de deaferentagdo, como
amputacdo ou lesdo nervosa periférica (Merzenich et al., 1978; Merzenich et al., 1983;
Merzenich et al., 1984; Merzenich; Nelson; Kaas, 1987). Apdés uma transeccdo nervosa
experimental do nervo mediano em primatas, informagbes aferentes ndo sao recebidas nas
areas de projecao correspondentes aos dedos. Como resultado da plasticidade cerebral,
estas areas rapidamente se tornam “ocupadas” por inputs tateis de areas adjacentes, que
permanecem inervadas por outro nervo (Lundborg, 2000).

Assim como o cortex somatossensorial, o coértex motor também pode reorganizar
rapidamente sua representacao em resposta a lesdo nervosa periférica ou blogueio isquémico
do nervo (Sanes et al., 1988; Donoghue et al., 1990; Brasil-Neto et al., 1992, 1993; Ziemann
et al., 1998) ou durante a pratica motora (Classen et al., 1998; Bitefisch et al., 2000) ou
aprendizado motor (Pascual-Leone et al., 1994; 1995). Os estudos citados incluem ratos e

humanos.



A plasticidade apéds a lesédo se deve, principalmente, ao desmascaramento de sinapses
nao funcionais, responsaveis pela expansao adjacente, tanto cortical quanto subcortical apos
deaferentacdo. Logo apéds a lesdo nervosa periférica sdo desencadeados processos inibitorios
e neuromodulatérios nas regides corticais e subcorticais, sendo uma das principais alteracoes
fisiolégicas a inibicao de sinapses excitatdrias por meio da diminuicao do nivel de inibidores
do acido gama amino butirico (GABA), principal neurotransmissor inibitério do SNC,
caracterizando a fase inicial deste processo. As alteracbes relacionadas a este
neurotransmissor podem durar meses, sugerindo sua extrema importancia para a manutencao
da representagao cortical do territério inervado pelo nervo lesado (Lundborg, 2003).

A desnutricdo pode gerar alteragées 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 mielinizacdo de axoénios
apds desnutricdo pds natal. Ja Delaney et al. (1981) ndo encontraram diminui¢ao significativa
na mielinizagdo dos ax6nios em animais desnutridos, mas o numero de fibras mielinizadas no
grupo desnutrido era 40% menor que no controle, sugerindo que este resultado se deve a
uma “falha” no estimulo de células formadoras de mielina, devido a desnutricdo. Mais
recentemente, Segura et al. (2001) observaram que a desnutricao perinatal (6% de proteina)
causa reducao na amplitude, area e velocidade do potencial de acéo, além de diminuicdo da
espessura da bainha de mielina no SNP de ratos, porém nao altera o nimero ou o didmetro
dos axdnios. Em estudo desenvolvido por Kitamura (2013), ratos tratados com dieta 6% de
proteina no periodo pds natal (do 21° ao 66° dia de vida) tiveram reducao significativa da
espessura da bainha de mielina, no diametro dos axénios e no diametro das fibras nervosas

no nervo isquiatico, sem alteragdo no numero de axénios, quando comparados a animais que



receberam nutricdo normal (dieta 14% de proteina). Entretanto, ndo foram encontrados
estudos que relatassem sobre as respostas do SNC a lesdo nervosa periférica na condigao de

desnutricdo.

1.4 Justificativa

Considerando que a desnutricao pode promover alteracdo da conformacado das
proteinas associadas aos neurofilamentos e microtdbulos no cértex motor de ratos, a reacao
destas proteinas com anticorpos especificos ficaria comprometida na condi¢cdo experimental

proposta neste estudo, reduzindo sua imunorreatividade.

Nesse sentido, torna-se importante analisar o efeito da desnutricdo e da desnutricao
associada a lesao nervosa periférica, assim como compreender 0s mecanismos de reparo

nestas condigdes.

Os dados deste estudo poderdo subsidiar futuras investigacdes sobre as respostas
fisiolégicas que visam a aceleracdo da regeneracdo nervosa periférica e recuperagao

funcional em animais e humanos.



1.5 Hipotese

A associacao entre lesdo nervosa periférica e desnutricdo prejudicaria a reorganizagao
dos neurofilamentos e microtubulos dos neurdnios corticais durante a regenera¢ao nervosa

periférica, 0 que poderia comprometer a recuperagao da lesao.



2. OBJETIVO

Geral

Avaliar as adaptagbes do cértex motor de ratos por meio de analise qualitativa e
quantitativa da imunorreatividade de proteinas estruturais na condicao de axoniotmese e de

desnutricdo.

Especificos
e Quantificar a massa corporal dos animais nos diferentes grupos;

e Avaliar a imunorreatividade da proteina associada aos neurofilamentos (PAN) nas

areas M1 e M2;

e Avaliar a imunorreativadade da proteina associada aos microtubulos (MAP2) nas areas

M1 e M2.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Aspectos Eticos
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), sob protocolo n® 02/2014 (ANEXO 1) —

3.2 Grupos Experimentais e Composicao 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 nao foi incluido um grupo Sham, pois dados obtidos pelo grupo de
pesquisa em estudos anteriores (Teodori et al., 2011) mostraram que a exposi¢ao cirurgica do
nervo isquiatico, sem que seja realizada a lesdo, ndo alterou as caracteristicas morfoldgicas
do nervo isquidtico em animais normalmente nutridos, o que implicaria na auséncia de
alteragdes relacionadas a morfologia das areas motoras corticais.

Os grupos CN (45 dias nutricdo) e LN (66 dias de nutricdo) foram trados com dieta
normoproteica, composta por 14 % de proteina (AN93M-14% proteina) e os grupos CD (45
dias de desnutricdo) e LD (66 dias de desnutricdo) receberam dieta hipoproteica (desnutricéo),
com 6 % de proteina (AN-6% proteina), de acordo com Reeves, Nielsen e Fahey Jr (1993). As
dietas foram obtidas de Prag Solucbes Servigcos e Comércio Ltda; CNPJ: 03.420.938/0001-59

/ 1E: 401.091.476.112-ME (composicao descrita na tabela 1).



Tabela 1: Composicao das dietas (g/Kg) utilizadas para desnutricao.

Dieta AN 93 M -14% proteina 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).

3.3 Tratamento Nutricional

O protocolo de alimentacao dos ratos teve inicio no 21° dia p6s natal. Os ratos do
grupo CN foram alimentados com racdo normoproteica por 45 dias, sendo realizada a
eutanasia no 46° dia; os ratos do grupo CD foram alimentados com racao hipoproteica por 45
dias, sendo realizada a eutanasia no 46° dia; os ratos do grupo LN foram alimentados com
racdo normoproteica por 45 dias, no 46° tiveram o nervo isquiatico esmagado e
permaneceram por 21 dias com dieta normoproteica, sendo eutanasiados no 66° dia; os ratos
do grupo LD foram alimentados com rag¢ao hipoproteica por 45 dias, no 46° dia tiveram o
nervo isquiatico esmagado e permaneceram por 21 dias com dieta hipoproteica, sendo

eutanasiados no 66°dia.



O protocolo de desnutricdo utilizado neste estudo é idéntico ao utilizado por Pezolato et
al. (2013).
A figura 2 resume os periodos de desnutricdo, lesdo nervosa e coleta dos encéfalos

nos diferentes grupos estudados.

Grupos 0 dias (21° Pos natal) 45 dias (66° Pos natal) 66 dias (87° Pds natal)

CN

CD

LN

LD

M Racdo 14%
M Racdo 6%
Les&o (Axoniotmese)

Coleta do material

Figura 2: Cronograma de desnutri¢cdo, lesdo 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 inicio quando os animais alcangaram 21 dias de vida, época do
desmame. Neste momento, foi realizada a primeira afericdo de massa corporal, que foi
repetida semanalmente até a data da coleta de material, utilizando-se uma balanca digital

para ratos (Gehaka ® - modelo BG 1000).



3.5 Lesao Nervosa Periférica

Para a lesao do nervo isquiatico, 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
proporcao 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 regido glutea esquerda e, com os animais
posicionados em decubito ventral, fez-se uma incisdo de aproximadamente 2 cm sobre a pele
da regido glutea e os musculos foram divulsionados até a exposicao do nervo isquiatico. O
nervo foi delicadamente separado do tecido conjuntivo adjacente e esmagado com uma pinca
hemostatica de 12 cm (Erwin Guth®), com as extremidades protegidas por esparadrapo, para
evitar que as serrilhas causassem interrupgao do epineuro. A uma distancia de 5 mm proximal
ao ponto de ramificagdo do nervo isquiatico, foram realizados quatro pingamentos com
duragao de 20 segundos e intervalo de um segundo entre eles, de acordo com Fernandes et
al. (2005). A figura 3 mostra o aspecto anatbmico do nervo imediatamente apdés o

esmagamento.



Figura 3: Imagem macroscopica do nervo apdés o
esmagamento. Observa-se a presenca de lesdo axonal sem
ruptura dos envoltérios conjuntivos.

Ao término desse procedimento, os planos muscular e cutaneo 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 a racdo (de acordo com 0 grupo
experimental) e agua, durante 21 dias. Nos dois primeiros dias pds-operatorios os animais
receberam 4 uL de Dipirona Soédica (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-histoquimica.

Os animais foram anestesiados e submetidos a perfusao transcardiaca com solugao
salina 0,9%, seguida de solucéo fixadora constituida de paraformaldeido 2% dissolvido em
tampao fosfato 0,1 M (PB, pH 7,4). Apdés a perfusdo, os encéfalos foram coletados e
armazenados em paraformaldeido 2% por 4 horas. Apds este periodo, o material foi

transferido para uma solucao crioprotetora de sacarose a 30% em PB. Apds no minimo 24



horas, os tecidos foram cortados com espessura de 40 um em micrétomo deslizante de
congelamento. Os cortes histolégicos foram colocados em placa de cultivo, em solucao anti
freezing (anti congelamento), e mantidos em geladeira a 4 °C até o momento do procedimento
de imuno-histoquimica. Os cortes contendo o cértex motor (primario e secundério) foram
selecionados e submetidos a metodologia de imuno-histoquimica com anticorpos primarios
especificos. MAP2 (anticorpo monoconal de camundongo dirigido contra a proteina MAP2 —
Chemicon Temecula, CA, EUA) na concentracdo de 1:500 e neurofilamentos (anticorpo
monoclonal de camundongo dirigido contra NFs — Zymed Laboratories, San Francisco, CA,
EUA) na concentracao de 1:500. Os cortes foram lavados em tampao fosfato (PB 0,1 M) por
seis vezes de 10 minutos para cada lavagem, e foram entdo incubados com anticorpos
primarios especificos em PB com 0,3% de Triton X-100 e 5% de soro normal do animal que foi
produzido o secundario, ou seja, soro normal de cabra (normal goat serum — NGS). Os cortes
foram incubados por um periodo de 14 a 18 horas a temperatura ambiente (24 °C) (Garcia et
al., 2012).

Os cortes foram lavados novamente, trés vezes com duracao de 10 minutos para cada
lavagem, em tampdo fosfato a temperatura ambiente e incubados por duas horas com
anticorpo secundario biotinilado contra as imunoglobulinas do animal no qual foi feito o
anticorpo primario, ou seja, anti-camundongo feito em cabra (oa-ms gt b) em uma
concentracao de 1:200. Apés nova série de lavagens a temperatura ambiente, os cortes foram
colocados por duas horas numa solucao de Triton X-100 0,3% em tampao 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 incubacdo. Ap6s nova série de

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



contendo 3-3’diaminobenzidina (DAB-Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) 0,05% em
tampao fosfato 0,1 M por 5 minutos. Foram acrescentados 3 ml de uma solucéo de H.O- a
0,1% em agua destilada, mantendo-se os cortes neste banho até que a reacado fosse
evidenciada. Atingida a imunorreatividade desejada com o desenvolvimento de coloracédo
marrom, os cortes foram removidos da solugdo com DAB e imersos em tampao PB 0,1 M.
Depois de nova série de lavagens (seis lavagens com duracdo de 10 minutos cada) em
tampéo fosfato 0,1 M com o objetivo de remocao do excesso de reagente, os cortes foram
colocados sobre laminas de vidro gelatinizadas e colocadas em placa quente, e apds secarem
foram hidratadas em agua destilada por 1 minuto, fixados em solucao de tetroxido de 6smio
0,1% por 1 minuto, hidratadas novamente em agua destilada e desidratadas por uma série de
alcoois em concentragdes crescentes, clareadas com Hemo-De (Fisher) e cobertas com
laminulas, tendo como meio de montagem o Permount (Sigma) (Garcia et al., 2012). Para
andlise semiquantitativa foram capturadas imagens digitais em microscopio 6ptico (E1000,
Nikon) acoplado a uma camera digital e ao programa Nikon Imaging Software ACT-U. Foram
obtidas imagens do cortex de 4 animais de cada grupo. A imunorreatividade foi analisada em
microscopio de luz e quantificagdes da marcacao foram realizadas com o programa Image J
(NIH).

No cortex motor foram selecionadas as areas motora primaria (M1) e motora
secundéria (M2), bilateralmente, utilizando-se de 5 cortes encefélicos (10 areas corticais).
Estas areas foram analisadas por estarem envolvidas diretamente com a execugao e
planejamento motor, respectivamente, sendo analisada a camada V e suas imediagdes, uma
vez que esta camada contem células eferentes do cortex. As regides de interesse foram

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



2005), sendo o cértex motor analisado entre 2.52-1.56 da area de bregma. Em seguida,
realizou-se a quantificacdo da densidade integrada da marcacdo de cada area, utilizando-se
um quadrado de 235.872 pm?. Foi realizada a média bilateral dos cértices M1 e M2 e com os
valores das médias fez-se uma razdo (média da densidade integrada dos hemisférios
cerebrais, independente do grupo) obtendo-se um valor final para cada animal.

A Densidade integrada, dos microtubulos e neurofilamentos associados a proteina,
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 representacado da regidao do Cortex motor

primario (M1) e secundario (M2), areas onde foi analisada a densidade integrada da

marcacao.
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Figura 4 - Esquema llustrativo do encéfalo de ratos destacando a regiao do cértex 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 obtencao dos dados

Como nao foi realizada a marcacao do lado experimental dos grupos lesados no
momento da coleta, apds a andlise quantitativa, os lados experimentais foram identificados
através da diferenca da imunorreatividade das proteinas na analise 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 adaptacao

nas areas corticais contralaterais a lesdo nervosa periférica (Lundborg, 2000; 2003).

3.8 Analise Estatistica

Os dados referentes a massa corporal foram submetidos ao Teste T para analise da
normalidade e posteriormente, ao teste Anova (um critério) para analise da significancia entre
0s grupos. Para a analise das diferencas de densidade integrada bilateral entre os grupos foi

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

Para analise de diferengcas 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 padréao,

considerando-se o nivel de significancia de 5%.



4. RESULTADOS

4.1 Massa corporal

Os dados relacionados a massa corporal dos animais nos diferentes grupos sao

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 relagdo a do grupo CN. Para os
animais submetidos a lesdo nervosa, o grupo LD apresentou massa corporal 64,5 % menor

em relagdo ao grupo LN.



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

os dados estao apresentados no gréfico 1.

Evolucdo semanal da massa corporal

400,00

300,00

200,00

Massa {(gramas)

100,00

7 dias l4dias 21dias 28dias 35dias 45dias 52dias 59dias 66dias

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 Proteinas Associadas aos Microtubulos (MAP2) e aos
Neurofilamentos (PAN)
4.2.1 Grupos Controle - MAP2

A densidade integrada de MAP2, foi quantificada pela imunorreatividade desta proteina,
foi menor no grupo CD quando comparado ao grupo CN, tanto no cértex motor primario (M1 —

73% menor) quanto no secundario (M2 — 74 % menor), conforme mostra a figura 6.
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Além da analise bilateral dos cortices (M1 e M2), foram realizadas as analises
unilaterais para constatar a semelhangca de densidades integradas nos cortices motores

primarios e secundarios dos grupos controle. Os resultados sdo apresentados na figura 7.
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4.2.2 Grupos Submetidos a Axoniotmese — MAP2
Grupos Lesao

A imunorreatividade da proteina MAP2 foi menor no grupo LD quando comparado ao
grupo LN, tanto no cortex motor primario (M1 - 71% menor) quanto no secundario (M2 — 70%

menor), conforme mostra a figura 8.
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A anadlise unilateral da imunorreatividade de MAP2 nos cértices motores primarios e
secundarios também foi realizada nos grupos submetidos a axoniotmese, conforme mostra a

figura 9.



MAP2 - M1 MAP2- M2

— 1.5' [ | 15"
= =
] L]
] ]
b= -
£ 1.0- g
= -
c =
@ & @
T 0.5- - *
3 * 1 = T
B * = 0 ——— *® o
2 e nwrrrrnnJr 3 mm}m
Q g,0- . | o - |
..
'0“9 :P& e'lg ooo '0"&
> S0 2 N4

Figura 9 — Imagens ilustrativas do cértex motor e valores médios + DP da densidade
integrada de proteina associada aos microtubulos (MAP2) nos grupos Controle Nutrido
(CN) e Controle Desnutrido (CD), nas areas motoras primaria (M1) e secundaria (M2),
nos hemisférios esquerdo (controle) e direito (experimental).

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

1 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
proteina, foi menor no grupo CD quando comparado ao grupo CN, tanto no cértex motor
primario (M1 — 87% menor) quanto no secundario (M2 — 85% menor), conforme mostra a

figura 10.
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Os resultados referentes a andlise unilateral da densidade integrada de PAN nos lados

controle e experimental dos grupos CN e CD estao apresentados na figura 11.
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4.2.4 Grupos Submetidos a Axoniotmese — PAN

A imunorreatividade da proteina PAN, foi menor no grupo LD quando comparado ao
grupo LN, tanto no cértex motor primario (M1 — 81% menor) quanto no secundario (M2 — 81%

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

axoniotmese estao apresentados na figura 13.
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Figura 13 — Valores médios + DP da densidade integrada de proteina associada aos
neurofilamentos (PAN) nos grupos Controle Nutrido (CN) e Controle Desnutrido (CD),
nas areas motoras primaria (M1) e secundaria (M2), nos hemisférios esquerdo
(controle) e direito (experimental).

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

1 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. DISCUSSAO
5.1 Modelo Experimental

O modelo experimental de desnutricao proteica ap6s o desmame é um dos que melhor
reflete a realidade de nossa populagdo de criangas, as quais, frequentemente experimentam
desnutricao proteica e caldrica durante os primeiros 2 anos de vida, com inicio logo apods o
desmame (Nunes et al., 2002).

A utilizacao 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 andlises fisiolégicas, anatémicas, de comportamento, entre outras. (Mouse
Genome Sequencing Consortium, 2002). Além disso, mais de 80% dos estudos com
experimentagcdo animal sédo 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 conteudo
proteico e foram preparadas de acordo com as recomendacdes do Instituto Americano de
Nutricdo. Ambas as dietas apresentam equilibrio de nutrientes e sdo adequadas para
roedores. A fonte de proteina utilizada foi a caseina, adequando-se os valores normais
recomendados pelos autores.

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

com 6% de caseina no periodo de lactacdo e apés desmame, até o 49° dia de vida,



observando sua efetividade pela redugdo de 40% da massa corporal dos animais em relagao
aqueles que receberam dieta normal.

Apesar da variacdo na porcentagem de proteina nas dietas consideradas hipoproteicas
(5 a 10%) e normoproteicas (14 a 24%) identificadas na literatura consultada (Araujo et al.,
2003; Merino-Sanjuan 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 equilibrio de nutrientes, a adequacéao
a roedores e os estudos que utilizaram a mesma porcentagem de proteinas em dieta
hipoproteica, alcangando os objetivos de desnutrir os animais experimentais (Pezolato et al.,

2013; Kitamura, 2013).

5.3 Massa Corporal

A racao aplicada neste estudo é hipoproteica/isocalérica, tendo diminuicdo apenas no
nivel de caseina em relagdo a racao normoproteica (Reeves; Nielsen; Fahey Jr., 1993).

A desnutricao proteica aplicada no inicio da fase p6s natal interfere no desenvolvimento
da massa corporal. Estes achados foram observados por Fukuda, Francolin-Silva e Almeida
(2002), que acompanharam filhotes de ratos desde o nascimento até o 49° dia de vida,
submetidos a dieta contendo 6% de caseina. Os animais apresentaram massa corporal 40%
menor quando comparados ao grupo que consumiu racao contendo 16% de proteina (dieta
normoproteica).

Ja 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 0 grupo

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



Neste estudo os animais receberam dieta hipoproteica apdés o desmame (apds o 21°
dia de vida), sendo respeitado o periodo de lactacao normal, o que provocou uma reducao de
61,31 % da massa corporal nos animais ndo submetidos a lesdo nervosa e de 64,5 %
naqueles que sofreram lesao nervosa. Esses resultados se assemelham aos encontrados por
Bengelloun (1990), que estudou ratos desnutridos (8% de proteina) apdés o desmame e
observou massa corporal 50% menor que o0 grupo normalmente nutrido (21% de proteina).

A reducdo de massa corporal observada nos animais deste estudo, os quais sofreram
restricdo proteica apos o desmame, acompanha os resultados observados por outros autores
(Medeiros et al., 2001; Fukuda, Francolin-Silva e Almeida, 2002; Silva e Almeida, 2006),
mesmo quando a restricdo proteica ocorre no inicio da vida pos natal (1° dia de vida
extrauterina), o que fortalece a hipétese de Neiva e Mello (1999) de que neste periodo da vida
pds natal o suprimento ideal de aminoacidos que agem na formacao de horménios e enzimas
que atuam no desenvolvimento ponderal e crescimento poderia ser comprometido pela
desnutricdo.

Neste estudo néo foi possivel comparar a massa corporal dos grupos CN e CD com os
grupos LN e LD, pois os primeiros tiveram sua massa corporal computada apés 45 dias de
sobrevida, enquanto os ultimos tiveram valores de massa corporal aferidos apds 66 dias de

sobrevida, devido a necessidade de acompanhar a recuperacao da leséao.

5.4 Imunorreatividade de MAP2 e PAN x Desnutricao



A desnutricdo causou diminuicao significativa da imunorreatividade de MAP2 e PAN,
nos cértices M1 e M2, quando observados os valores médios dos dois hemisférios cerebrais,
havendo uma redugdo de 73% no cortex motor primario (M1) e 74% no cértex motor
secundario (M2) para MAP e de 87% no co6rtex motor primario (M1) e 85% no cortex motor
secundario (M2) para PAN.

Quando estes valores sao analisados unilateralmente, nota-se que nos animais do
grupo CD a reducao da imunorreatividade de MAP2 e PAN ocorre em ambos os hemisférios
em relacao ao CN, de forma homogénea.

Segundo Morgane et al. (1978), a maturagao pds 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 proliferagdo da arborizacdo dendritica e axonal e de contatos
sindpticos desde o nascimento até 21 dias de vida pos natal no rato, quando a fase adulta é
atingida. Ja Cordero et al. (2003), citam que neurbnios imaturos de ratos completam seu
desenvolvimento axonal e dendritico aos 28 dias pds natal, sendo que desde o nascimento
até este periodo o sistema nervoso estd exposto a altera¢des na formagéao dendritica e axonal
advindas de fatores ambientais, nutricionais e hormonais. Cordero et al. (1986) identificaram
que a desnutricao aplicada na fase pds natal gera alteracées na arborizacdo dendritica das
células piramidais (52 camada) do neocértex. Estas alteracbes podem ser agravadas na
medida em que se amplia o tempo de desnutricdo, ndo podendo ser revertidas pela
recuperacao nutricional (Cordero et al., 2003).

Comparando os efeitos da desnutricdo pré e pds natal, Alamy e Bengelloun (2012)
observaram que ambos periodos de desnutricdo diminuem a migracao celular, a neurogénese

e a formacgao sinaptica, mas apenas a desnutricao pds natal afeta as células piramidais, que



constituem a maior parte da extensdo da 5° camada do cértex motor (Molnar e Cheung,
2006), a qual foi analisada neste estudo.

A dieta hipoproteica aplicada a partir do 21° dia pos natal neste estudo comprometeu
apenas a fase final de maturacado cerebral dos animais, entretanto, este comprometimento
pode ter relacdo com o comprometimento do desenvolvimento cerebral, como identificado
pela diminuicdo da imunorreatividade das proteinas estruturais do cortex cerebral (MAP2 e
PAN).

A MAP2 é uma proteina estrutural que atua, juntamente com outros componentes
intracelulares (actina, neurofilamentos e mitocdndria), para manter a neuroarquitetura,
especialmente dos dendritos (Wiche, 1989). Atua também no crescimento, diferenciacéo e
plasticidade de neurdnios (Johnson e Jope, 1992). Portanto, a reducédo da imunorreatividade
de MAP2 nos animais desnutridos neste estudo, no qual a desnutri¢cdo foi imposta no final do
periodo de desenvolvimento neural (21° ao 28° dia pdés natal), pode ser resultado de um
atraso no desenvolvimento do SNC, com comprometimento da neuroarquitetura e,
possivelmente, da fungao neuronal.

Os neurofilamentos, por sua vez, sdo responsaveis por manter a estrutura axonal,
determinar o calibre dos ax6nios (Monaco et al., 1989; Perrot et al., 2008), pela diferenciacao
neuronal, crescimento e regeneracao axonal (Perrot et al., 2008) e por participar do transporte
axonal de metabdlitos do corpo celular as sinapses (Hollenbeck, 1989). A formacao dos
neurofilamentos é influenciada pela concentracdo de sais e ions de metais em solugao
tampao, pelo grau de desnaturacao e pela concentracao de proteinas no organismo (Satoshi,
1990). Falhas na concentracdo de proteinas podem levar a alteracbes funcionais dos

neurofilamentos, bem como diminuigdo do numero de neurofilamentos nos axdénios (Satoshi,



1990; Juranek, 2013), o que pode ter ocorrido neste estudo devido a fase da vida em que os
ratos foram submetidos a desnutrigao.

Em estudo em que ratos foram submetidos a uma dieta de 25% de proteina (caseina) e
outro grupo a uma dieta com 8% de proteina, desde o nascimento até o desmame (21 dias),
para verificar se a desnutricdo precoce afeta a expressédo de subunidades de neurofilamentos
e a incorporacao de fosfato in vitro aos neurofilamentos no cerebelo, foi observado que a
concentracao de proteinas totais nao foi alterada com a desnutricdo. Contudo, a concentracao
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 concluiram que a desnutricao
precoce parece interferir com mecanismos que regulam a formagdo de neurofilamentos
durante o periodo de maximo desenvolvimento do cerebelo (Mattos et al., 1993).

Neste estudo, no grupo CD os ratos contavam com 66 dias, comparavel a 1 ano e seis
meses de idade humana (Quinn, 2005), sendo, portanto, considerados jovens e o foco da
andlise foi o cortex cerebral. Entretanto, é possivel que a redugao da imunorreatividade dos
NFs esteja relacionada a um déficit de formacgao destes devido a desnutri¢ao.

Outro estudo observou, em condigdo de desnutricdo proteica, aumento da expressao
de proteinas associadas aos neurofilamentos no cortex cerebral de ratos adultos que foram
submetidos a desnutricdo proteica (8% de caseina) durante o periodo de lactagdo (do
nascimento até 21 dias), porém, quando observado imediatamente apés a dieta hipoproteica,
nao havia alteragdo na expressao destas proteinas (Paz et al., 1991).

Considerando que a desnutricdo proteica posnatal produz alteragdes neurofisiolégicas
(Lukoyanov e Andrade, 2000; Fukuda, Francgolin-Silva e Almeida, 2002), morfolégicas (Diaz-

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



parece afetar seu desenvolvimento, interferindo com o surgimento de novas células, migragao
e diferenciacdo celular, mielinizacdo e formacdo de sinapses (Debassio et al., 1994,
Lukoyanov e Andrade, 2000), a reducao da imunorreatividade de MAP2 neste estudo sinaliza
que, diante da desnutricdo, o desenvolvimento dendritico teria sido comprometido, o que
implica em conexdes neurais reduzidas, tornando o sistema nervoso susceptivel a disfuncao,
neste caso, de planejamento e execu¢do do movimento.

Neste estudo, a dieta hipoproteica contou com uma reducao de 52,86% de caseina em
relacdo a dieta normoproteica, o que poderia ter promovido, em conjunto com as demais
alteragdes ja citadas, déficit no input elétrico, favorecendo comprometimento da
funcionalidade motora. Portanto, considerando que microtubulos e neurofilamentos tem
importante papel no suporte do input elétrico do SNC (Hollenbeck, 1989), a reducédo da
imunorreatividade de MAP2 e de PAN sugere alteragdes no input elétrico nos animais
desnutridos. Entretanto, testes motores especificos, como o indice Funcional do Ciatico (IFC),

devem ser realizados para comprovar estas hipéteses.

5.5 Imunorreatividade de MAP2 e PAN x Lesao nervosa periférica x desnutricao
Analisando-se os valores médios da densidade integrada de MAP2 e PAN nos cortices
M1 e M2, nota-se significativa diminuicdo da imunorreatividade destas proteinas na condicao
de lesédo nervosa. Entretanto, cabe destacar a aqui que o controle do LD foi o LN, mas néao o
CD, em virtude dos tempos de coleta dos encéfalos nos diferentes grupos, conforme o
cronograma de desnutricdo estabelecido para este estudo. Portanto, uma analise dos valores
médios, sem levar em consideracdo os hemisférios cerebrais, individualmente, mostra um

resultado muito semelhante ao encontrado no grupo CD.



Por outro lado, quando se realiza uma analise unilateral, evidencia-se que apds 21 dias
da axoniotmese o cortex motor do hemisfério contralateral a lesdo (experimental) apresenta
imunorreatividade de MAP2 e de PAN significativamente reduzida em relacdo ao cértex motor
do hemisfério homolateral a lesdo (controle), tanto em M1 quanto em M2, ainda que em
condicao nutricional normal.

Uma agressao a estrutura de um nervo periférico pressupde reorganizacao estrutural
da area do cértex motor, responsavel pela regiao afetada (Chen, Cohen e Hallett, 2002;
Lundborg, 2003). Analisando o cortex motor de individuos com amputacdo de membro
superior, Karl et al. (2001), observaram que a area motora responsavel por estruturas
especificas do membro ausente havia modificado sua localizagdo no encéfalo. No caso da
area do cértex motor responsavel pelo biceps braquial do membro amputado, por exemplo,
estava posicionada medialmente quando comparado a mesma area no hemisfério
contralateral, responsavel pelo membro intacto.

Essa condicao de alteracédo da estrutura cortical se evidencia também nos ratos. Apés
a secgcao de um nervo periférico, a regidao do cértex motor responsavel por aquele nervo
estabelece conexdes com regides ndo lesadas, buscando se estabilizar e diminuir os agravos
advindos da lesdo. Esta reorganizacao pode ser analisada meses apds a lesdo (Donoghue;
Suner; Sanes, 1990; Sanes; Suner; Donoghue, 1990).

Apoés lesdo no nervo isquiatico observam-se alteracdes na citoarquitetura das camadas
do cortex motor (Lasko et al., 2013). Especificamente em relagdo a 5° camada cortical, uma
lesdo nervosa periférica pode causar alteragoes irreversiveis de neurdnios, pois as perdas de
alvos sinapticos de neurbnios piramidais e neurdnios pré-motores do cortex que enviariam

informagdes para os motoneurdnios inferiores, desencadeiam alteragées permanentes no



cértex motor contralateral a lesdo (Munera; Cuesta; Troncoso, 2012). As alteracdes
permanentes estao ligadas, principalmente, a retracdo da arborizacdo dendritica em longo
prazo (Troncoso e Munera, 2008; Urrego, Munera e Troncoso, 2011).

Quando a desnutricao foi associada a lesdo nervosa, a densidade integrada de MAP2 e
PAN ja se encontra fortemente reduzida em relacao ao respectivo controle (LN) no hemisfério
homolateral a lesdo, provavelmente devido as alteracdes causadas pela desnutricdo €, no
hemisfério contralateral a lesdo esta reducdo é ainda maior que no grupo LN, ou seja, a
desnutricdo associada a axoniotmese agravou a reducao da densidade integrada de MAP 2 e
PAN em M1 e M2 (exceto no caso de PAN — M1). Estes resultados sugerem que a
recuperacao funcional apos lesdo nervosa periférica em condigdo de desnutricdo estaria ainda
mais prejudicada, pois os neurofilamentos atuam na regulacdo do calibre axonal e,
consequentemente, na velocidade de condugdo nervosa, na diferenciagdo neuronal,
crescimento e regeneracao axonal (Perrot et al., 2008).

A proteina MAP2 esta presente nos dendritos e desempenha um importante papel na
definicdo e estabilizacdo da arquitetura da arborizagdo dendritica, além de ser um sensivel
marcador de alteragdes na estrutura dos dendritos (Tucker, Garner e Matus, 1989; Book et al.,
1996; Bjorkblom et al., 2005). Assim, os dados deste estudo sugerem que houve uma retragao
dendritica, como também foi observado por outros autores (Tucker, Garner e Matus, 1989;
Book et al., 1996).

No SNP esta bem estabelecido que apds uma lesdo por compressao ou secgao, a
porcao distal dos axbnios se desintegra no processo de degeneracdo Walleriana. Nessa

regiao, os neurofilamentos e microtlbulos do axoplasma também se desintegram devido a um



processo proteolitico dependente de calcio e mediado por enzimas ativadas pelo calcio no
axoplasma (Schlaepfer e Hasler, 1979).

Dentre os diferentes estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa Plasticidade
Neuromuscular da Unimep, as caracteristicas morfolégicas do nervo isquiatico tem sido
estudadas na condigdo de desnervacao, incluindo a aplicacdo de recursos fisioterapéuticos
relacionados a estimulagao da regeneracao nervosa (Oliveira et al., 2008; Takeda et al., 2008;
Sobral et al., 2008, Lima et al., 2009), Teodori et al., 20112; 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 estabilizacao do calibre dos axénios e a
reducao de seu calibre esta relacionada, entre outras coisas, a diminuigdo na quantidade de
neurofilamentos (Hoffman et al., 1985).

Lesbdes nervosas periféricas induzem uma cascata de eventos concorrentes em nivel
sistémico, celular e molecular, que tem inicio com a lesdo e progridem para a medula espinal,
nucleos relacionados no tronco encefalico, talamo e cértex cerebral (Navarro; Vivo; Valero-
Cabré, 2007). Devido a profunda integracao funcional entre SNC e SNP, uma lesdo nervosa
periférica sempre resulta em profundas e duradouras modificagdes corticais (Kaas, 1991;
Wall, Xu e Wang, 2002; Kaas e Collins, 2003).

Considerando que nao foram identificados estudos que tenham avaliado a
imunorreatividade de proteinas associadas aos neurofilamentos no cértex cerebral apos lesao
nervosa periférica e que a desnutricdo, assim como a lesdao nervosa podem desorganizar a
citoarquitetura do cortex motor (Wall; Xu; Wang, 2002; Kaas; Collins, 2003, Lundborg, 2003), a
diminuicdo da imunorreatividade de proteinas associadas aos NFs sugere um

comprometimento da fungdo destas estruturas na condicdo experimental estudada, refletindo



na reducéo da velocidade de condugao do impulso nervoso e consequente comprometimento
da funcionalidade.

Estes resultados fornecem subsidios para a investigacdo da acdo de diferentes
recursos fisioterapéuticos que estimulem a plasticidade do coértex motor apos lesao nervosa

periférica.

6. CONCLUSAO

Tanto a desnutricdo quanto a lesdo nervosa, isoladamente, promoveram reducao da
imunorreatividade de MAP2 e de PAN nas areas motoras primaria e secundaria do cértex
contralateral a lesdo, condicdo que foi agravada pela associacdo entre lesdo nervosa e
desnutricdo, sugerindo que a recuperagao funcional em animais desnervados e desnutridos
estaria mais comprometida que em animais desnervados normalmente nutridos.

Estes resultados sdo relevantes para a definicdo de estratégias especificas para
reabilitacdo da lesdo nervosa na condi¢ao de desnutricao.

Estudos futuros devem se voltar a investigacao dos efeitos dos métodos de intervengéao
fisioterapéutica utilizados para recuperacao da lesao nervosa periférica sobre a reorganizagao

do cortex motor, o que poderia potencializar tal recuperacao.



7. LIMITAGCOES DO ESTUDO

Uma das importantes limitagcdes deste estudo foi a auséncia de um grupo CN e CD com
sobrevida de 66 dias, para possibilitar uma analise comparativa entre todos 0s grupos
estudados. Por este motivo apenas foi possivel a comparacao entre os grupos controle e entre
0s grupos submetidos a lesdo nervosa, mas nao dos grupos lesados com os controles.

Também limitou o estudo o fato de nao ter sido coletado o nervo isquiatico para analise
morfométrica, o que poderia sinalizar a relagdo entre neurofilamentos nas &areas motoras
corticais e da medula espinal e calibre axonal. Esta analise nao foi realizada em funcao da
necessidade de perfusdo dos animais com paraformaldeido para coleta do encéfalo e medula,
sendo que para andlise morfométrica do nervo realiza-se fixagao in situ com fixador de
Karnovsky e posterior imersdo no mesmo fixador. Para as etapas subsequentes do
processamento do nervo, a fixacdo com paraformaldeido poderia comprometer a qualidade do
material a ser analisado.

Outra limitacdo foi o fato de ndo ter sido marcado o hemisfério experimental e o
lesado, 0 que precisa ser observado em estudos futuros.

Neste estudo ndo foi realizada a avaliagdo da funcionalidade para a marcha nos
animais submetidos a lesdo nervosa, o que poderia agregar informacdes sobre a recuperacao

da funcao apéds a lesdo e lesao associada a desnutricao.

8. ETAPAS FUTURAS



Em continuidade a este estudo, esta em andamento a uma anélise imunohistouimica
da densidade integrada de MAP2 e PAN no corno anterior da medula espinal lombar (L4 e L5)
de ratos submetidos a desnutricao proteica e axoniotmese, para quantificacdo das alteracoes
citoarquiteturais das células motoras na medula espinal e comparacao na condicao de lesao

nervosa e nutricdo normal com lesao nervosa e desnutrigao.
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