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RESUMO

MENDONCA, L. P. Repercussdes morfolégicas da subnutricido proteica e da
dieta padrao de Mogambique no nervo isquiatico de ratos nos periodos pré e
pos-natal. [Morphological effects of protein undernutrition and diet pattern of
Mozambique in sciatic nerve of rats during periods pre and pos-natal]. 2015. 81 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A subnutricdo é um quadro caracterizado por escassez proteico-calérica e sua
manifestacédo na Republica de Mogambique é responsavel por um terco das mortes
de criancas com idade inferior a 5 anos. E a responsavel pela falha no crescimento
nos primeiros anos de vida e no Brasil, até 2011, era considerada um problema
grave de saude publica. O objetivo deste trabalho foi investigar possiveis
repercussdes no tecido nervoso periférico de ratos Wistar subnutridos, comparando-
0s com aqueles que receberam a dieta padrao de Mocambique (baseada em
proteina vegetal) e com aqueles que receberam nutricdo balanceada. Para a
realizacao deste estudo foram utilizados 15 ratos machos da linhagem Wistar e as
técnicas utilizadas foram: Microscopia Eletrébnica de Transmissdo e Varredura,
possibilitando a aquisicdo de dados quantitativos e qualitativos, utilizando ainda
principios estereoldgicos. Os resultados demonstraram alteragées morfoldgicas nos
grupos S e M, assim como diferencas quanto ao contorno das fibras nervosas e a
disposicdo das camadas de mielina. Em relagcdo ao peso e a ASTn, os trés grupos
sao diferentes estatisticamente. Ao contrario, quanto a densidade de fibras nervosas
mielinicas e ao numero total estimado de fibras mielinicas, ndo houve diferenca
significante entre os grupos. Em relagdo a ASTax do nervo isquiatico, houve
significAncia entre os trés grupos, ja na andlise da ASTbm e da ASTfm, houve
diferenca apenas entre os grupos S # N, M # N. Foi concluido, portanto que a
subnutricdo promoveu alteragdes morfoldgicas na estrutura do nervo isquiatico e nas
fibras nervosas mielinicas que podem ser irreparaveis, e numericamente gerou um
mecanismo compensatério de aumento de densidade em relagdo a area do nervo,
ou seja, um nervo de area menor, porém com fibras nervosas mais proximas, nao

havendo diferenca na quantidade de fibras por nervo.

Palavras-chave: Subnutrigcdo proteica. Dieta de Mogambique. Nervo isquiatico.



ABSTRACT

MENDONCA, L. P. Morphological effects of protein undernutrition and diet
pattern of Mozambique in sciatic nerve of rats during periods pre and pos-natal.
[Repercussbes morfolégicas da subnutricdo proteica e da dieta padrédo de
Mocambique no nervo isquiatico de ratos nos periodos pré e pos-natal]. 2015. 81 f.
Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Undernutrition is a condition characterized by protein-calorie shortage and its
manifestation in the Republic of Mozambique is responsible for a third of deaths of
children under the age of 5 years. It is responsible for growth failure early in life and in
Brazil until 2011, was considered a serious public health problem. The objective of this
study was to investigate possible effects on peripheral nerve tissue of Wistar rats
undernourished, comparing them with those who received standard diet of Mozambique
(based on vegetable protein) and those who received balanced nutrition. For this study
were used 15 male rats of the Wistar and techniques used were: Transmission Electron
Microscopy and Scanning, enabling acquisition of quantitative and qualitative data,
using stereological principles. The results showed morphological changes in S and M
groups as well as differences in the contour of nerve fibers and of the layers of myelin.
In terms of weight and ASTn, the three groups are statistically different. Rather, density
of myelinated nerve fibers and the estimated total number of myelinated fibers, not
present significant difference between groups. Regarding ASTax sciatic nerve, there
was significant difference between the three groups, and in the analysis of ASTms and
ASTmf, there was difference only between the groups. It was concluded therefore that
malnutrition promoted morphological changes in the sciatic nerve structure and myelin
nerve fibers that may be irreparable, numerically generating a compensatory
mechanism of density increase in relation to nerve area, in other words, a nerve smaller

area but with next nerve fibers, with no difference in the number of nerve fibers by.

Key-words: Undernutrition protein. Diet Mozambique. Sciatic nerve.
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MENDONCA, L. P. Introducgéo 19

1 INTRODUGAO

A pobreza mundial ainda € um fator que exerce grande influéncia no estado
nutricional dos individuos com baixa renda. Entre os anos de 2010 e 2012, uma em
cada oito pessoas no mundo (aproximadamente 870 milhdes) ndo consumiu em
uma dieta, alimentos em quantidade suficiente para atender a exigéncia minima de
energia que seu corpo demanda. Destas, 852 milhdes residiam em paises em
desenvolvimento. Porém, mesmo ainda com numeros alarmantes, pode-se dizer que
a subnutricdo caiu 36% em relacdo aos anos de 1990 a 1992, referéncia
estabelecida pelas metas de desenvolvimento do milénio (FAO, 2012).

A subnutricdo, de acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude (WHO, 1982)
€ um quadro caracterizado por escassez proteico-calorica, e considerado um estado
deficitario de nutrientes decorrente da ma alimentacdo ou da baixa capacidade em
absorver ou em utilizar os nutrientes ingeridos (STRATTON, 2005). Além de ser uma
das principais causas de morte, a desnutricdo cronica pode trazer danos
irreversiveis a saude durante todo o ciclo de vida, tais como: baixa estatura que da
origem ao fraco potencial fisico para o trabalho; diminuicdo da fung&o cognitiva
resultando em um mau desempenho escolar, e maiores riscos de doencgas
degenerativas, como diabetes e obesidade (WHO, 2010).

Gobatto (1993) verificou em seres humanos e outros mamiferos, modificagcdes
metabdlicas e endocrinologicas devido a baixa ingestédo caldrica ou proteica. Barker
et al. (1993) e Barker (1997) afirmam que a desnutricdo em diferentes etapas da
gestacdo pode ter como consequéncias alteracdes estruturais e fisioldgicas
irreversiveis, atraso no crescimento embrionario, diminuicdo do peso ao nascimento,
além da ocorréncia de diabetes, hipertenséo e outras doengas na fase adulta.

A manifestagdo da subnutricdo na Republica de Mogambique, de acordo com
publicacdo oficial’, é responsavel por um terco das mortes de criangas com idade
inferior a cinco anos, e é a responsavel por interferir no processo de crescimento
durante os primeiros anos de vida, determinando uma condi¢do conhecida como

nanismo.

' Republica de Mogambique. 2010. Plano de ag&o multisetorial para a redugdo da desnutrigdo crénica
em Mogambique 2011-2014 (2020). 111 paginas
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Como a desnutrigdo cronica € reconhecida como sendo o melhor indicador da
qualidade do desenvolvimento humano, durante a Cupula Mundial da Alimentacao,
em Roma no ano de 1996, as autoridades de Mogambique se comprometeram em
reduzir, até 2015, a 50% o numero de pessoas desnutridas, um compromisso que),
vem sendo concluido com relativo sucesso, devido aos problemas sociais que o
Pais enfrenta (WHO, 2010).

Os efeitos da subnutricdo tém sido analisados em diferentes 6rgaos e tecidos
em pesquisas envolvendo ratos jovens submetidos a desnutricdo pré e pds-natal,
principalmente em relagcao a escassez proteica.

No sistema nervoso, foram verificados efeitos deletérios da desnutricdo
principalmente em componentes centrais - SNC (CORDERO, 1986; MORGANE,
1993; GONCALVES, 2001; MORGANE, 2002; BOLINA-MATOS; 2012) sendo
constatada diminuigdo significativa no peso do encéfalo (CORDERO et al., 1986),
além de reducdo da espessura cortical e das areas dos neurdnios corticais e
nitrérgicos (BOLINA-MATOS, 2012).

Em relacéo aos efeitos da desnutricdo na parte periférica do sistema nervoso
(SNP), poucos autores realizaram efetivamente pesquisas morfoldgicas nos
diferentes tipos de nervos constituintes do organismo. Assim, Shrader e Zeman
(1973) afirmam que em animais submetidos a desnutricdo, a perda de peso e a
dificuldade em alcangar o peso ideal com o desenvolvimento, determina
modificagdes sobre os nervos em geral. Hedley-Whyte e Meuser (1971) analisaram
0 nervo isquiatico de ratos e concluiram que a desnutricdo pds-natal provoca
alteragdes no crescimento circunferencial do axdnio e no desenvolvimento da bainha
de mielina. Para Sima et al. (1971) ha uma diminuigdo no aumento do diametro das
fibras nervosas, apontando provavel diminuicdo no processo de mielinizagcdo, bem
como alteragédo na permeabilidade da barreira do perineuro,

Em nervos cranianos, a subnutricdo proteica promoveu uma diminuigdo no
didmetro dos axdénios do nervo Optico (SIMA; SOURANDER, 1974), um atraso no
desenvolvimento de fibras mielinicas do nervo alveolar inferior (BINOTTI, 2003) e
diminuicdo na area dos corpos celulares dos neurbnios constituintes do nervo
trigémeo (SIMOES et al., 2009).

Pelo exposto, particularmente na parte periférica do sistema nervoso (SNP),
os efeitos da desnutricdo ainda é tema a ser explorado, quer seja em nervos

espinais, cranianos ou autbnomos. Desta forma, o presente trabalho visa contribuir
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para esse importante assunto, que ainda permanece como um problema de saude

publica, mormente em paises subdesenvolvidos ou em vias de desenvolvimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo dedica-se a descrigcdo da literatura a partir de um levantamento
bibliografico detalhado sobre os assuntos envolvidos no estudo, sendo subdividido

em topicos.

2.1 SUBNUTRICAO: TERMINOLOGIA E CONCEITOS

Quando realizada a busca pelo significado do termo “desnutricdo”, o dicionario
Aurélio, escrito por Ferreira (2010) o conceitua como nutricdo insuficiente ou nula.
Quanto se refere ao termo “subnutricdo”, remete-se ao estado de nutricdo
insuficiente de um individuo e n&do nutricdo nula. J& quando o termo empregado é
ma nutricdo remete-se a ideia de alimentacdo inadequada e ineficiente em relagéo
aos componentes nutricionais.

A literatura traz discussbes pouco consensuais sobre essa terminologia.
Morgane et al. (2002) define o termo subnutricgdo (undernutrition) a desnutricao
energética, ou seja, uma alimentagdo incapaz de gerar energia suficiente para o
desenvolvimento de uma pessoa, havendo uma defasagem geral de nutrientes. Ja
quando se fala de ma nutricdo (malnutrition) relaciona-se a um desequilibrio de
nutrientes nas refeigdes, nem sempre relacionada a escassez, podendo também
indicar excesso. Monteiro (1995) ja afirma que o termo desnutricdo abrange todo e
qualquer estado de deficiéncia quantitativa ou qualitativa, ndo diferenciando aquele
individuo que se alimenta de forma errada daquele individuo que ingere pouca
quantidade de nutrientes.

Existe ainda, segundo a FAO (2012), a inadequacgéo alimentar, que quando
tem sua prevaléncia comparada a prevaléncia de subnutricdo, também inclui
individuos com um déficit de fornecimento de energia pelos alimentos, ou seja, que
nao seriam consideradas subnutridas pela falta de nutrientes, mas que pode se
tornar parte deste grupo quando se realiza o intenso esforgo fisico durante seu
trabalho. Em alguns paises, a diferenca entre a prevaléncia de desnutricdo e a

prevaléncia de inadequacao alimentar parece significativa, mostrando que uma parte
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consideravel da populacdo esta sofrendo de ingestdo inadequada de alimentos,
apesar de subnutricao crénica ndo ser generalizada.

Ha décadas a expressao “subnutrido” é capaz de englobar diversos termos que
envolvem deficiéncia nutricionais. Em1986, Nobrega ja descrevia como sinénimos:
kwashiorkor, marasmo, sindrome subnutricional aguda, despigmentacéo, pelagra
infantil, edema de amido, ma nutricdo maligna, marasmo do desmame, caquexia
edematosa, entre outros que descrevem a subnutricdo de acordo com seus efeitos,
sinais e sintomas.

Sendo esta uma abordagem complexa em que diferentes repercussdes
ocorrem simultaneamente, optou-se neste estudo pela utilizagdo do termo

subnutricdo para designar a deficiéncia proteica.

2.2 SUBNUTRICAO NO MUNDO E A DIETA PADRAO DE MOGAMBIQUE

A subnutricdo é um problema de saude publica, indicado como um marcador
de pobreza vigente, que acomete consideravelmente criangas em areas
subdesenvolvidas do mundo (UNCF, 2015). Entre os anos de 2011 e 2014, alguns
paises tiveram prevaléncia de desnutricdo superior ou igual a 35% da populagéo
total, e estdo entre eles: Angola, Etiopia, Mogambique, Republica Democratica do
Congo, Republica Centro-Africana, Chad, Zambia, todos localizados no continente
africano. Segundo o Instituto Nacional de Estatistica, Mogambique &€ um pais da
Africa Sub-Sahariana que em 2015 esta composto por aproximadamente 25 milhdes
e meio de habitantes e esta situado no sudoeste africano (Instituto Nacional de
Estatistica, 2015) (Figura 1).

Na década de 90, de acordo com Julien et al. (1995), a subnutricdo ocupava o
quarto lugar no motivo de internagbes no Departamento de Pediatria do Hospital
Central capital do pais, Maputo, depois de doengcas como a malaria, diarreia e
infeccdo respiratoria. Os autores observam uma alta incidéncia de subnutricdo
grave, fazendo com que o pais tivesse uma das maiores taxas de mortalidade,

chegando a 20%.
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Em 2010, a manifestagdo da subnutricdo crénica na Republica de Mogambique
de acordo com publicagéo oficial®, foi responsavel por um terco das mortes de
criangas com idade inferior a cinco anos, e quando n&o chegam ao 6&bito, deixa
consequéncias irreversiveis como a baixa estatura, a menor capacidade fisica
produtiva, redugado da fungéo cognitiva que leva a um menor rendimento escolar, e
riscos elevados de acometimento por doengcas como a diabetes e a obesidade
(BLACK et al., 2008).

As medidas antropométricas, de acordo com a FAO (2012), sdo elementos
importantes e fazem parte de um conjunto de indicadores de seguranca alimentar.
Elas passam informagdes sobre as consequéncias mais dramaticas e de longa
duracédo de desnutricdo cronica e aguda. Essas medidas em criangas menores de
cinco anos de idade podem estimar o estado nutricional de uma populac¢ao, sendo o
nanismo possivel resultante de uma nutricdo inadequada prolongada e / ou
infeccbes repetidas. Entre 2005 e 2011, um a cada quatro paises africanos
relataram uma taxa de desnutricdo de pelo menos 40%, o que é considerado pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) uma prevaléncia muito alta. Os paises com
altas taxas de baixa estatura e baixo peso estdo espalhados por toda a Africa, sendo
o continente que mais se destaca (FAO, 2012).

A disponibilidade de alimentos numa determinada regido nem sempre é
sinbnimo de seguranga alimentar.

Nas ultimas décadas, as tendéncias na producado de alimentos foram positivas
de maneira geral em todo o mundo. No entanto, as taxas de crescimento na Africa
tem sido menor nos ultimos 20 anos, com excegdes de algumas regides. Em média,
a produgao agricola na Africa tem aumentado a um pouco menos de 1% ao ano, em
comparagdo com cerca de 2% nos paises em desenvolvimento em geral. Dicas
sobre segurancga alimentar podem ser percebidas através de indicadores. O gasto
energético da populacdo em geral aumentou nos ultimos 20 anos e quando refere-se
a participacado da energia fornecida por cereais, raizes e tubérculos, diminuiu 51%
em 2007-2009 e a quantidade de proteina utilizada por pessoa, por dia aumentou

em 13% a nivel mundial no mesmo periodo (FAO, 2012).

? Republica de Mogambique. 2010. Plano de agéo multisetorial para a reducéo da desnutrigdo cronica
em Mogambique 2011-2014 (2020). 111 paginas
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Figura 1 - Localizagdo de Mogambique no Continente Africano

Fonte: (WORLD ATLAS, 2015).
Legenda: Mogambique se localiza no sudoeste africano.

Enquanto a tendéncia de outras regides € reduzir a oferta energética
basicamente vegetal, a Africa mostra tendéncia em manter esse indicador, como
mostra a figura 2. A participagdo dos produtos pecuarios no fornecimento de
proteina vem crescendo a nivel global, com os paises em desenvolvimento fazendo
grandes progressos. Na maioria dos paises e regides, a alta disponibilidade de
alimentos esta associada a taxas relativamente baixas de subnutricdo. No entanto, a
alta disponibilidade de alimentos nem sempre garante a seguranca alimentar
elevado. No Egito, por exemplo, o nanismo afeta 31% das criangas menores de
cinco anos de idade, enquanto a adequacgao do fornecimento da dieta é 45% maior
do que a necessidade média (FAO, 2012).

Situacdes semelhantes acontecem em Benin, Malawi, Niger e Cazaquistdo

onde a baixa estatura de sua populacéo indica problemas nutricionais, afetando 20 a
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45% da populacao. Estes dados podem indicar a presenca de grupos especificos da
populacdo que sofrem de subnutricdo, apesar de abundantes fontes de alimento de
origem vegetal (FAO, 2012).

Figura 2 — Representagdo grafica do suprimento energético derivada de cereais, raizes e tubérculos
(1990-1992 e 2007-2009)

. 1990-1992 . 2007-2009

Fonte: (FAO, 2012).
Legenda: O continente Africano se destaca entre os anos de 2007-2009. *LAC: América Latina e
Caribe.

No Brasil, até 2011 a subnutricdo ainda era considerada um problema grave de
saude publica, sendo responsavel por uma porcentagem alta na morte de criangas
no mundo, dado que pode ser ilustrado em um mapa da fome, publicado pela WFP
(2014) — World Food Programme, que coloca o Brasil em um indice de 5 — 9% em
2011, reduzindo para >5% em 2014. Mogambique apesar de que ter também ter
reduzido esta porcentagem nos anos avaliados, ainda ha grande preocupagao em
relacdo ao estado nutricional de seus habitantes, estando em uma média de 25-
34,9% da populagéo (WFP, 2014) (Figura 3).

A dieta basica de oferecida a populacédo de Mogambique, tem como principal
fonte de proteinas o0 amendoim, além de outros componentes como farinha de milho,
couve liofilizada. O amendoim pode variar seu conteudo de proteina de 21,0 a
36,4% (WOODROOF, 1983).
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Segundo Hiane et al. (2006), a digestibilidade determina a qualidade proteica
da dieta, medindo a fragcdo de proteinas hidrolisadas por enzimas digestivas e
absorvidas pelo organismo na forma de aminoacidos, ou de outro composto
nitrogenado. Macedo e Damico (2000) descrevem que proteinas que possuem
ligacdes peptidicas que ndo sao hidrolisadas pelo processo digestivo, sao
excretadas nas fezes ou sofrem transformagdes no intestino grosso. Sendo assim,
uma significativa parte das proteinas de origem animal proporcionam uma boa
absorcao de aminoacidos, como especificamente a caseina, que apresenta teor
proteico de 81,57% (PIRES et al., 2006), e digestibilidade de cerca de 96%
(SGARBIERI, 1987). As proteinas de origem vegetal sdo mais resistentes a acao de
enzimas, havendo um prejuizo dessa caracteristica tdo importante (CARIAS et
al.,1995).

2.3 TIPOS DE SUBNUTRICAO

A subnutricdo crdénica, ainda conhecida pelo termo “desnutricdo crénica” (DC),
de maneira geral, é determinada pela baixa estatura em relacdo a idade, diferente
da “desnutricdo aguda” (DA), definida como baixo peso em relacdo a altura. A DC é
ocasionada pela DA né&o tratada no tempo entre a concepg¢ao do individuo e os
primeiros dois anos de vida, fase critica do desenvolvimento, deixando sequelas
irreversiveis ap6s os dois anos de idade. A DC, portanto, &€ causada por desnutricdo
materna, durante a lactagcéo e no periodo de dois anos pds-natal. A DA é passivel de
ser manifestada em qualquer fase da vida, podendo haver recuperacao (LI et al.,
2003).
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Figura 3 — Mapa da fome
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Fonte: (WFP, 2011, 2014).
Legenda: Diferencgas do Indice de subnutricdo no mundo em 2014 comparado a 2011.
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De acordo com Martins (2008), existem indicadores de desnutricdo que séo:

1- DC: E considerada por varios autores como a mais significativa e exerce
influéncia sobre o crescimento da crianga. Reflete a situagdo alimentar da familia e
da sociedade e € medida pela relagao altura/idade (com desvio padrdao menor do
que 2).

2. DA: Revela situagdes de crise alimentar, determinada pelo emagrecimento
da crianga e ndo € pouco expressiva em Mogambique. Sua medida é calculada pela
relacdo Peso/Altura (com desvio padrao menor do que 2).

3. Peso para a idade: Este € um indicador misto de DC e DA, ndo mostrando
muita especificidade, porém é o que tem relevancia nas Metas dos Objetivos do
Milénio em Mogambique, dado relevante na regido. Sua interpretacdo é mais

complexa.

2.3.1 Outros tipos de subnutrigcao

Um dos tipos de subnutricdo é a desnutricdo energético-proteica (DEP) que
tem maior incidéncia em criangas em fase de amamentagéo e com menos de 5 anos
de idade (GIBSON et al., 2003). E uma sindrome que abrange diversos sintomas,
cada um relacionado especificamente a um nutriente (proteinas, iodo ou calcio). A
DEP é determinada pela existéncia de um desequilibrio celular entre o fornecimento
de nutrientes e energia, e a necessidade que o organismo tem para garantir o
crescimento e a manutencgédo de fungdes vitais (JAHOOR et al., 2008).

Existe também a desnutricdo proteico-calérica (DPC) que subdivide-se em trés
formas: DPC seca, na qual o individuo aparenta magreza e desidratagdo; DPC
molhada, também chamada kwashiorkor, em que o individuo apresenta inchaco
decorrente da retencdo hidrica; e a DPC intermediaria que € consequente de um
quadro tipico de “fome” e é também chamada de marasmo (NOBREGA, 1986).

No marasmo a criangca ingere uma quantidade de alimento pequena,
apresentando uma magreza extrema proveniente da perda de massa muscular e
gordura, e estando debilitado, também esta susceptivel a qualquer tipo de infeccao
(NOBREGA, 1986).
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O nome kwashiorkor, significa “mal da primeira crianga”, porém so6 se aplica ao
primeiro filho ap6s o nascimento do segundo filho, pois entende-se que o primeiro foi
deixado de lado ao ser desmamado para dar lugar ao segundo. Fisiologicamente,
este estado de subnutricdo em que ha caréncia proteica é mais relevante que a
deficiéncia caldrica, pois acarreta a redugdo de proteinas plasmaticas, reduzindo
também a presséo coloidosmoética e por fim, o fluxo osmético através das paredes
dos capilares, justificando a retencéo de fluidos (edema generalizado), doengas de
pele e despigmentacéo do cabelo (VINCENT; RADERMECKER,1959) (Figura 4).

Em um estagio intermediario,b ha a DPC denominado kwashiorkor -
marasmatico. Criangas com esse tipo de subnutricdo retém fluidos em quantidade
menor, mas possuem mais gordura corporal que aquelas exclusivamente
marasmaticas (RACELA et al., 1966; JAHOOR et al., 2008).

De acordo com Jahoor et al. (2008), a caréncia proteica exerce influéncia no
desenvolvimento corporal, na imunidade, na cicatrizagdo e produgédo de enzimas e

hormonios.

Figura 4 — Criangas com DPC tipo marasmo e kwashiorkor

SN

Fonte A: www.ichrc.org ([200-7]).
Fonte B e C: www.realhopeforhaiti.org ([200-7?]).
Legenda: Diferentes manifestagbes da DPC marasmatica e kwashiorkor.
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2.4 EVIDENCIAS SOBRE A INFLUENCIA DA SUBNUTRICAO NO SISTEMA
NERVOSO

A maturagdo e o desenvolvimento do sistema nervoso dependem
fundamentalmente de trés fatores: potencial energético, estimulo ambiental e de
uma nutricdo adequada (MORGANE et al.,, 1993). O terceiro fator, quando nao
comtemplado, pode determinar alteracdo no crescimento e elaboragédo de circuitos
neuronais (MORGANE et al., 2002).

Alguns autores estudaram possiveis alteracbes decorrentes da subnutrigdo.
Parada-Sim&o et al. (2011) analisaram a musculatura estriada esquelética e
perceberam reducéo da area transversal do gastrocnémio. Spanheimer et al. (1991),
avaliando as articulagbes de animais submetidos a restricdo alimentar parcial,
observaram diminuigdo da sintese da matriz de colageno da cartilagem articular.

Foram vistas ainda, modificacées estruturais e ultra-estruturais no complexo
polpa-dentina e nos componentes do periodonto de dentes molares em ratos
desnutridos (GONCALVES et al., 2009).

Sima e Sourander (1974) calcularam o didmetro das fibras mielinicas dos
nervos Opticos de ratos desnutridos comparando-os com animais nutridos.
Concluiram que aos 20 dias de vida extra-uterina, a quantidade de fibras com
diametro menor que 0,75um era maior em ratos desnutridos do que em ratos
nutridos, porém, ao completarem 90 dias de vida extra-uterina, essa diferenca era
menor. Aos 180 dias, a comparacéo foi realizada entre animais nutridos, desnutridos
e renutridos, havendo diminuicdo do didmetro das fibras de animais desnutridos,
demonstrando irreversibilidade. O resultado foi relacionado pelos autores a uma
reducao da bainha de mielina.

Bedi e Warren (1983) buscaram analisar o nervo 6ptico de ratos desnutridos,
com restricdo alimentar a partir do 18° dia de gestacéo até o 100° dia de vida extra-
uterina, e observaram que no 25° dia de vida extra-uterina, ocorreu uma diminuigéo
de 36% no numero total de fibras do nervo destes animais, sendo a maior parte das
fibras, com didmetro médio reduzido para a idade.

Ja Conradi et al. (1989), estudaram o didmetro, quantidade e mielinizacéo de
axobnios do nervo optico de ratos com restrigdo alimentar proteica nos periodos pré e

pos-natal. Os animais foram avaliados aos 5, 12, 20 e 30 dias de vida extra-uterina e
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perceberam que quanto ao numero total de axdnios, ndo houve significancia quando
comparados animais nutridos e desnutridos, porém foi visto uma redu¢cado do numero
total de axénios maiores que 0,52 um, assim como o numero total de fibras nervosas

mielinicas.

2.5 A PARTE PERIFERICA DO SISTEMA NERVOSO E O NERVO ISQUIATICO

O tecido nervoso € composto por trés tipos de células: neurdnios (células
nervosas), lemocitos e neuroglia. Tratando-se apenas do neurdnio, pode-se afirmar
que € o componente essencial do sistema nervoso, tanto em relacdo a estrutura
quando a funcéo, e tem a competéncia de responder a estimulos, originando e
conduzindo sinais elétricos. Cada neurénio é constituido por um corpo celular e um
ou mais prolongamentos contendo citoplasma. O prolongamento de varios neurbnios
unidos entre si por bainhas de tecido conjuntivo constituem um nervo. Cada fibra
nervosa é envolvida por uma fina bainha de tecido conjuntivo chamado endoneuro e
os prolongamentos dos neurdnios s&o separados em conjuntos por outra bainha de
tecido conjuntivo, o perineuro. Cada conjunto de fibras nervosas envolvidas pelo
perineuro € chamado de fasciculo. Por fim, varios fasciculos envoltos por bainha de
tecido conjuntivo é chamado epineuro (SPENCE, 1991).

Os nervos e ganglios formam o sistema nervoso periférico (SNP) e estas
estruturas estdo localizadas fora do sistema nervoso central. Os nervos unem ao
sistema nervoso central os receptores que ficam localizados em todo o corpo, e os
ganglios sdo grupos de corpos de neurbnios associados aos nervos. Ao SNP
pertencem 12 pares de nervos cranianos originados no cérebro e tronco encefalico,
e 31 pares de nervos espinhais que saem da medula espinhal, deixam o canal
vertebral através de forames intervertebrais. Os pares de nervos espinhais sdo 8
cervicais, 12 toracicos, 5 lombares, 5 sacrais e 1 coccigeo. Além disso, o SNP pode
ser dividido funcionalmente em um componente aferente (sensitivo) e um
componente eferente (motor) (GRAY, 1988).

De acordo com Martini, Timmons, Tallitsch (2009), nervo isquiatico € o maior
nervo do corpo e é formado pelo principal ramo do plexo sacral, sendo formado por

dois nervos envoltos por uma mesma bainha de tecido conjuntivo: o nervo fibular
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comum e o nervo tibial, ilustrada na figura 5. Ao sair da pelve é conduzido

inferiormente pela face posterior da coxa, inervando os musculos e apele da regido.

Figura 5 — Representagdo da localizagdo do nervo isquiatico

12® nervo torécico

Nervo (lo-hipogéstrico

Nervo flo-inguinal

Nervo pudendo

i Nervo obturatério
Nervo cuténeo

(a)

Nervo clético da coxs

Fonte: (SPENCE, 1991).
Legenda: Observar o nervo fibular comum e o nervo tibial formando o nervo isquiatico.
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3 OBJETIVOS

Ao considerar o panorama advindo dos efeitos da subnutricdo sobre 6rgaos e
tecidos vitais para o desenvolvimento humano, torna-se necessario elucidar as reais
repercussdes causadas sobre o sistema nervoso periférico, investigando em sua

morfologia possiveis alteragdes.
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, no tecido nervoso periférico de ratos Wistar, as possiveis
repercussdes morfoldgicas dos efeitos da subnutricdo proteica, comparando com
animais submetidos a dieta padrdo de Mogambique (hipoproteica) e com animais

que receberam nutricao proteica balanceada.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sendo a desnutricdo um fator que pode modificar o desenvolvimento e
estrutura de nervos em geral, objetiva-se analisar nos segmento do nervo isquiatico
de ratos submetidos a desnutricdo proteica (5% caseina) e a dieta de Mogambique:

a) A estrutura e a ultra-estrutura dos componentes do nervo;
b) A area seccional transversa do nervo;
c) A densidade das fibras nervosas mielinicas;
d) O numero total estimado de fibras nervosas mielinicas;
e) A area seccional transversa dos axénios, das bainhas de mielina e das

fibras nervosas mielinicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este topico compreende a descricdo detalhada da metodologia do estudo, de
acordo com a cronologia dos acontecimentos. A presente pesquisa foi desenvolvida
no Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da
Universidade de Sao Paulo (ICBIII-USP).

4.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados Ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos e fémeas, com
peso entre 280 e 320 gramas, obtidos do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP) e acondicionados em gaiolas
de polipropileno, dispostos em estante vertical, no Biotério do Departamento de
Anatomia do mesmo Instituto. Os animais foram mantidos em salas climatizadas
com temperatura controlada entre 23 e 25 C, e em ciclo de claro/escuro de 12 horas.

Tendo como base a dieta AIN-93G (REEVES, 1993) foram preparadas, por
um laboratério bioquimico especializado®, as seguintes dietas: uma contendo 5% de
caseina (S); outra contendo 20% de caseina (N), e uma terceira, com componentes
que simularam aquela fornecida a populacédo de Mocambique (M), cujo conteudo
proteico vegetal € extraido do amendoim.

Depois de ambientados no biotério, os animais foram acasalados e
permaneceram 1 macho para 2 fémeas em uma mesma gaiola, por um periodo de
10 dias (Sistema Poligamico), sendo oferecidas a grupos distintos sem restricbes de
agua, as dietas N, S e M. Decorrido o periodo de acasalamento, durante a gestacao,
as fémeas foram separadas em gaiolas individuais de acordo com as respectivas
dietas, e mantidas durante o periodo de amamentacéo juntamente com os filhotes.
Para evitar possiveis diferencas no numero de filhotes, foi padronizado um numero
minimo de 4 e numero maximo de 8 animais por ninhada. Para isso, foram

desprezadas aquelas com menos de 4 filhotes; os excedentes de ninhadas com

* Rhoster Industria e Comércio Ltda, Aragoiaba da Serra, SP, Brasil.
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mais de 8 filhotes; ninhadas cujas méaes alimentaram-se dos filhotes, e os filhotes do
sexo feminino. Ao completarem 21 dias de vida extra-uterina, época determinada
para o desmame, os filhotes de cada grupo (N, S, M) foram preparados para a coleta
dos nervos isquiaticos, posteriormente submetidos as diferentes técnicas.

O fluxograma da figura 6 ilustra os procedimentos para a obtencdo dos

animais de todos os grupos experimentais (N, S e M).

Figura 6 — Fluxograma do periodo experimental - 2013
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Fonte: (MENDONCA L. P., 2015).
Legenda: Representacdo esquematica da obtencdo de animais de todos os grupos experimentais (N,
SeM).
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4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Apds anestesiados com injecao subcutdnea de um coquetel de anestésicos
contendo xilazina (10 mg/ Kg de peso animal) e cetamina (50mg/Kg de peso animal),
foi realizado em trés animais de cada grupo (N, S, M) uma incisao longitudinal da
parede anterior da caixa toracica, a fim de se expor o coragdo. Em seguida, foi
realizado a partir do ventriculo esquerdo, uma perfusdo de solugdo de Karnovsky
modificada (2% de paraformoldeido, 25% de glutaraldeido e solugdo tampéo
cacodilato a 1M, pH 7,4).

A parte medial do membro posterior esquerdo de todos os animais foi entdo
dissecada afastando-se os tecidos moles até a visualizagdo do nervo, de onde foi
retirado um segmento de aproximadamente 1 cm, proximal a sua origem. Os
segmentos foram imersos na mesma solugao fixadora por um periodo de 24 horas a
4°C, lavados em tampao fosfato de sodio (PBS - 0,1M pH 7,3) e processados de

acordo com as técnicas descritas a seguir.

4.2.1 Técnica do Hidréxido de Soédio (NaOH)

Realizada de acordo com Ohtani et al. (1988), essa técnica de maceracao
celular foi utilizada para demonstrar a organizagdo tridimensional das fibrilas
colagenas dos envoltérios conjuntivos constituintes do nervo isquiatico (epi, peri e
endoneuro) em trés fragmentos de aproximadamente 0,5cm de cada nervo isquiatico
de todos os grupos (N, S e M). Assim, os mesmos foram imersos em solucdo
aquosa de hidréxido de sédio (NaOH) a 10% por 3 dias a temperatura ambiente.
Apds esse tratamento, os espécimes foram lavados em agua destilada por 24 horas
a 4°C, pos-fixados em tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% por 2 horas a 4°C, lavados
em agua destilada e desidratados em série crescente de alcoois, a partir do alcool

70% até o absoluto.
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4.2.2 Técnica do Acido Cloridrico (HCI)

Para a preparagédo dos componentes do tecido conjuntivo, trés fragmentos de
aproximadamente 0,5cm de cada nervo isquiatico de todos os grupos (N, S e M).
foram submetidos a técnica de digestdo do material extracelular preconizada por
Evan et al. (1976). Desta forma, apos a lavagem em PBS, foram imersos em solugao
de acido cloridrico (HCI) 8N a 60°C durante 50 minutos. Ao final desse periodo, os
espécimes foram lavados em PBS, pos-fixados em tetroxido de ésmio (OsO4) a 1%
por 2 horas a 4°C, lavados novamente no mesmo tampé&o e desidratados em série
crescente de alcoois (do 70% ao absoluto).

Apds a desidratacdo, todos os espécimes utilizados nos itens 3.2.1 e 3.2.2
foram secos utilizando-se diéxido de carbono (CO2) liquido®, montados em bases
metalicas apropriadas, cobertos com ions de ouro®, e examinados e fotografados em
microscopio eletronico de varredura® do Departamento de Anatomia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (VCI-
Anatomia/FMVZ-USP).

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para esse procedimento, segmentos de aproximadamente 0,5cm do nervo
isquiatico de cinco animais de cada grupo (N, S, M) obtidos de acordo com o
descrito no item 3.2, foram mantidos em uma solugao fixadora (glutaraldeido a 2,5%,
por 4 horas a 4°C), Ap6s serem lavados em PBS, os segmentos foram pés-fixados
durante 2 horas a 4°C por imers&o em solugéo de tetréxido de 6smio (OsOy4) a 2%,
lavados em PBS e mantidos em solugdo aquosa de acetato de uranila a 0,5%, por
um periodo de 12 horas a temperatura ambiente e local escuro. Em seguida, para
que ocorresse a substituicdo da agua do material por um fluido miscivel tanto na

agua quanto na resina (6xido de propileno), os segmentos foram desidratados em

* Balzers SCD 030
® Balzers, SPD 040
® Jeol, JSM — 6100, do Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.
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série crescente de alcoois (1x em alcool 70%, 80%, 90%, 95%; 4x em alcool
absoluto; 2x em 6xido de propileno), permanecendo 15 minutos em cada banho.

Apo6s a desidratagédo, os fragmentos permaneceram sob agitagdo em uma
solugcédo de resina e 6xido de propileno na propor¢céo de 1:1 por 4 horas, que foi
trocada por resina pura (1x em um periodo de 18 horas e 1x durante 60 minutos). A
inclusdo dos fragmentos foi realizada em moldes retangulares preenchidos por
resina e mantidos por 5 dias em estufa a 60°C, para que ocorresse a polimerizagéao
dos blocos.

Em seguida, os blocos foram trimados e com o uso de ultramicrétomo, foram
obtidos cortes semifinos de 300nm corados com azul de toluidina a 1% para analise
em microscopia de luz. Selecionada a area de interesse do fragmento, foram
realizados cortes ultrafinos de 50nm em trés espécimes de cada grupo, coletados
em telas de cobre de 200 “mesh” contrastados com solugdo aquosa de acetato de
uranila a 4% por 3 minutos, lavados com agua destilada, contrastados com solugéo
aquosa de citrato de chumbo a 0,4% por 3 minutos e novamente lavados com agua
destilada. As telas foram analisadas em microscopio eletrénico de transmissdo’ do
Departamento de Anatomia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (VCI-Anatomia/FMVZ-USP).

4.4 MORFOMETRIA E ESTEREOLOGIA

Para essas metodologias morfoquantitativas foram utilizados trés cortes
semifinos dos nervos isquiaticos de cada um dos cinco animais dos diferentes
grupos (N, S, M) processados para a microscopia eletronica de transmisséo corados

com azul de toluidina a 1% e montados entre lamina e laminula (Item 3.3).

" FEI Morgani 268 (D). USA.
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4.4.1 Determinagao da area seccional transversa do nervo isquiatico (ASTn)

Através de um microscopio com objetiva de 10x (Axioscope 40) munido de
uma camara (Axiocam) acoplada a um sistema computadorizado de captura e
imagens (Axiovision Rel. 4.6, Carl Zeiss, Géttingen, Alemanha) a ASTn (em mm?) foi
determinada em fotomicrografias de cada corte. Os valores, inicialmente obtidos em

pm? foram posteriormente convertidos em mm? (Figura 7).

Figura 7 - Determinagdo da area seccional transversa do nervo isquiatico (ASTn)
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Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).
Legenda: Demonstragao de como é feita a medida de area seccional transversa de um nervo.

4.4.2 Determinagdo da densidade e do numero total estimado de fibras

nervosas mielinicas no nervo isquiatico

Esses parametros foram determinados utilizando-se um modelo estereoldgico
denominado “disector” bidimensional (db), descrito por Geuna et al. (1999), cujo
principio esta associado a um esquema de amostragem aleatorio e sistematico, com

analise a partir do calculo do coeficiente de erro (Figura 8).
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Figura 8 — Esquema ilustrativo do procedimento utilizado para a obtencdo dos campos de
amostragem ou dbs

3O,

° 20
52,
Fonte: (BINOTTI, 2003).

Legenda: Demonstragédo de como é feita a selegao dos dbs.

A metodologia constituiu-se a principio, na visualizacdo e posicionamento
aleatério de um corte transversal semifino de cada nervo com pequeno aumento
(30x), de forma que qualquer direcao de observagédo tenha a mesma chance de ser
selecionada. Apds os cortes serem posicionados, foram obtidas fotomicrografias
com aumento de 100x, os dbs foram obtidos de acordo com as seguintes etapas:

1 — a ASTn foi dividida de acordo com sua dimensdo em um numero variavel de
sub-areas de tamanhos uniformes;

2 — cada sub-area foi dividida em quatro campos de amostragem ou dbs, também
uniformes;

3 — em uma dessas sub-areas, um db inicial (dbi) foi selecionado aleatoriamente,
tendo como referéncia o topo do nervo;

4 — a partir do dbi, foi passado sistematicamente para o db correspondente as
demais sub-areas obtendo-se desta forma, a quantidade de dbs equivalente a
quantidade de sub-areas. Todos os dbs selecionados foram fotografados,
mostrando nas fotomicrografias a area real de cada um deles.

Nas fotomicrografias dos dbs foi feita a contagem do numero de fibras
nervosas mielinicas, contando-se todas aquelas que tiveram seus topos
posicionados em cada um dos dbs selecionados. O topo de cada fibra nervosa
mielinica foi identificado como primeiro ponto de seu contorno que tocar o plano de

observacédo definido (com uma direcdo norte-sul), independente da posicdo das
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partes remanescentes da fibra. Para aquelas fibras que tiveram seus topos
posicionados exatamente em cima das margens do db, foram definidas duas
margens de inclusdo e duas de exclusdo. Desta forma, o topo de uma fibra foi
contado em apenas um db, podendo a fibra ser contada uma unica vez.

A densidade numérica de fibras nervosas mielinicas por mm? a partir de cada

db (N’A) foi entdo, calculada pela seguinte férmula:

N'A=Q/A

em que Q’ corresponde ao numero de fibras nervosas mielinicas somadas em um
determinado db e A, a area do db (em uym?).
O numero total de fibras nervosas mielinicas a partir de cada db (N’), foi

calculado a partir da formula abaixo:

N’=N’A x A [tot]

em que A [tot] corresponde a area seccional transversa real do nervo, excluindo-se
o epineuro. A densidade (NA) e o numero total estimado final (N) de fibras nervosas
mielinicas em cada nervo isquiatico, foram determinados a partir do calculo da
meédia das estimativas obtidas em cada um dos dbs do respectivo nervo, usando as

seguintes féormulas:

NA=Z N'A/n e N=ZN/n

em que n corresponde ao numero de dbs selecionados e analisados em cada nervo.

Por fim, para que seja analisado o esquema de amostragem utilizado e
consequentemente, a precisdo das estimativas da densidade e da quantidade total
de fibras nervosas mielinicas em cada nervo isquiatico, foi devido o calculo do
coeficiente de erro (CE), aplicando-se para o numero de fibras contado em cada db

(Q’), a seguinte formula:

CE=1/ IQ’

em que o valor do resultado deve ser mantido abaixo de 0,10.
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4.4.3 Determinagao das areas seccionais transversas dos axoénios (ASTax), das
bainhas de mielina (ASTbm) e das fibras mielinicas (ASTfm) do nervo

isquiatico

Utilizando-se o sistema analisador de imagens previamente descrito, foram
obtidas trés fotomicrografias com objetiva de 100x sob imerséo, selecionadas
aleatoriamente em cada corte. Em seguida, através de sorteio, foram medidas cinco
fibras em cada fotomicrografia, perfazendo um total de 225 fibras e seus respectivos
axbnios de cada grupo. Uma vez realizadas as mensura¢des em pym? a ASTbm de
cada fibra nervosa foi determinada a partir do calculo da diferenga entre a ASTfm e
a ASTax (Figura 9).

Figura 9 - Determinagdo da area seccional transversa dos axénios (ASTax), das bainhas de mielina
(ASTbm) e das fibras mielinicas (ASTfm) do nervo isquiatico
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Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).

Legenda: Demonstragéo de como ¢ feita a medida de area seccional transversa do axénio e da fibra
mielinica.
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4.5 TRATAMENTO ESTATISTICO

A analise estatistica foi realizada com o objetivo de se comparar os grupos N,
S, e M com relagdo a cada uma das seguintes variaveis: peso corporal dos animais
(9), area seccional transversa do nervo isquiatico (mm?), densidade de fibras
nervosas mielinicas (fibras/mm?), numero total estimado de fibras nervosas
mielinicas (fibras/nervo) e ASTax, ASTbm e ASTfn.

Os dados foram submetidos a uma anadlise de variancia, ANOVA, com um
fator grupo (3 niveis: N, S, M). A suposicdo de homogeneidade das variancias foi
verificada aplicando-se as testes de Cochran, Bartlet e Levene e, quando
necessario, foram feitas comparac¢des multiplas pelo método de Tukey.

A fim de facilitar a interpretagdo foram construidos para todos os grupos de
animais, histogramas nos quais os valores das areas seccionais transversas dos
axoénios, das bainhas de mielina e das fibras nervosas mielinicas, todos obtidos em
pm?, foram distribuidos em intervalo de classes de 2 ym? (axénios e bainhas de
mielina) e 3 ym? (fibras nervosas mielinicas)

O nivel de significancia utilizado para todos os testes empregados foi p<0,05
(ZAR, 1984).



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir das analises qualitativas e quantitativas foram

apresentados através de tabelas (com média £ DP), gréficos e figuras.

5.1 ASPECTOS QUALITATIVOS

Foram observadas algumas diferencas fisicas e comportamentais quando
comparado os animais de cada grupo experimental. Desde o nascimento dos filhotes,
quando ja havia distincdo entre os animais da cada grupo (N, S e M), foram
detectadas diferengas no comportamento da progenitora. Aquelas que receberam a
dieta que caracterizou o grupo subnutrido (S) mostraram-se agitadas e agressivas,
capazes de arrancar os proprios pelos, contrastando com as fémeas do grupo nutrido
(N) que ndo demostraram qualquer alteragdo comportamental. As fémeas submetidas
a dieta de Mogambique (Grupo M) exibiam em alguns momentos comportamento
agitado, porém, muito longe de serem agressivas como as do grupo S.

Quanto aos filhotes, em geral, os processos de aparecimento de lanugem,
deslocamento lateral das orelhas e abertura dos olhos que acontecem em média,
entre 0 3° e 0 12° dias de vida pds-natal, geralmente ocorreu mais tardiamente nos
grupos S e M, ou seja, a partir do 14° dia. Nesses grupos foi nitido, ainda, um ligeiro
atraso no aparecimento da pelagem (que ocorre por volta do 7° dia de vida pés-natal)
com os animais do grupo S exibindo pelos curtos, menos vistosos e de distribui¢cao
escassa, que foi sendo normalizada por volta do 18° dia. A divergéncia quanto a
esses aspectos ficou menos evidente entre os grupos, todavia, principalmente no
grupo S, essas caracteristicas permaneceram em alguns individuos até a eutanasia.

Também em relacdo a atividade de locomocgédo dentro da caixa notou-se
diferencas entre os grupos N e S. Por volta do 14° dia de vida, os animais do grupo N
locomoviam-se livremente, alimentavam-se de maneira independente de leite materno
e da racgéo oferecida. Tal comportamento foi percebido no grupo S somente na fase

proxima a eutanasia (21 dias).
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O numero de natimortos e de morte pés-natal foi alta nos grupos S e M o que
ndo aconteceu no grupo N. Além disso, houve ainda o fendbmeno de canibalismo por
parte da mae e entre os filhotes que aconteceu nos grupos S e M.

Quando o nervo isquiatico foi analisado macroscopicamente notou-se apenas
diferenca em seu comprimento total, mas que estava relacionado em todos os casos
com tamanho do filhote. Os animais do grupo S eram os menores, seguidos dos

animais do grupo M e em seguida os do grupo N (Figura 10).

Figura 10 — Ratos dos grupos N, M e S

Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).
Legenda: Observar o tamanho dos animais e a aparéncia dos pelos.
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5.1.1 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Através da MET, verificaram-se em todos os grupos, fibras mielinicas de
diferentes espessuras, correspondentes as camadas de mielina (Figura 11). Assim,
foram notadas fibras delgadas e espessas e de didmetros variaveis, porém com
caracteristicas que permitiram estabelecer diferengcas entre os grupos. Enquanto no
grupo N predominaram fibras de contorno transversal preferencialmente circular
(Figuras 11A, B), as constituintes do nervo dos animais do grupo M exibiram, em sua
maioria, fibras alongadas e de contorno tortuoso (Figuras 111, J). J& o grupo S
caracterizou-se por apresentar fibras com contornos irregulares, a maioria de aspecto
crenado (Figuras 11E, F).

Ao se analisar, em maior aumento, a disposi¢cdo das camadas de mielina, tanto
no grupo N como no grupo M as mesmas apresentaram-se compactadas, com
poucos espacos entre as mesmas (Figuras 11C, D e 11K, L). No grupo S muitas
fibras continham as camadas de mielina organizadas de forma concéntrica, porém,
com espacos entre si (Figura 11G); aquelas compactadas exibiam espessuras

variaveis ao longo do contorno da fibra (Figura 11H).

5.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Sob MEV, nao foi possivel detectar diferengas significativas entre os diferentes
grupos (N, S, M) quanto ao aspecto tridimensional do nervo isquiatico. Desta forma,
verificou-se que, quanto ao aspecto geral, o nervo estava constituido por axénios
compactados, envolvidos por um epineuro de aspecto homogéneo (Figuras 12A, B).
Ao se remover o epineuro, detectou-se logo abaixo do mesmo, o perineuro exibindo a
forma de uma malha pantografica de tecido colageno de diferentes espessuras
(Figuras 12D, F, G). O endoneuro envolvendo os axdnios também foi observado, com

sua superficie de aspecto homogéneo (Figuras 12E, H).
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Figura 11 — Microscopia Eletrénica de Transmissao

Fonte: (MENDONCGCA, L. P., 2015).

Legenda: Micrografias eletrénicas de Transmissdo do nervo isquiatico de animais dos grupos N (A-D);
S (E-H) e M (I-L). (Barra de calibragédo: A,E,l: 5 ym; B, F, J, H: 1 ym; C, G, K: 0,5 um; D, L:
0,2 uym).
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Figura 12 — Microscopia Eletrénica de Transmissao

Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).

Legenda: Micrografias do nervo isquiatico de animais dos grupos N, S e M observados sob Microscopia
Eletrénica de Varredura. A, B - Aspecto geral do nervo, destacando-se os axdnios (*) e o
epineuro (**). C - Epineuro parcialmente removido (*), evidenciando-se a malha subjacente
do perineuro (**). D, F, G - Em maior aumento, o aspecto caracteristico da disposicdo em
malha esparsa (D) e densa (F) das fibras colagenas do perineuro (*). E - Dois axénios com
poucas fibras do perineuro em sua superficie (seta longa), e o endoneuro subjacente (seta
curta). H - Aspecto caracteristico do endoneuro envolvendo um axénio (setas) (Barra de
Calibragao: A: 100 um; B - D: 30 um; E, G - 10 ym; H: 2 ym).
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5.2 ASPECTOS QUANTITATIVOS

Neste item serdo descritos para todos os grupos experimentais (N, S e M) os dados

referentes as comparacgdes estatisticas entre as médias (£ DP).

5.2.1 Peso corporal dos animais (g)

A média (x desvio padrdo) do peso corporal de animais dos diferentes grupos
(N, S, M) estao ilustradas na tabela 1 e na figura 13.

A analise estatistica desta variavel demonstrou que houve diferenca estatistica
entre os trés grupos quando comparados entre si, sendo S # N (p< 0,05), S # M
(p<0,05) e M # N (p<0,05). Assim, os animais do grupo D foram os que apresentaram
0 menor peso corporal, os do grupo N o maior peso, enquanto que aqueles

submetidos a dieta de Mogcambique exibiram média intermediaria.

Figura 13 — Representagéo gréfica das médias (+ desvio padréo) do peso corporal de animais dos
grupos N, Se M
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Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).
Legenda: Utilizando o método de comparagdes multiplas de Tukey foi verificada diferenca estatistica
(p>0,05) quando comparado o peso corporal € dos animais dos trés grupos.
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5.2.2 Area seccional transversa do nervo isquiatico (mm?)

Na tabela 1 e na figura 14A estdo expressas as médias (x desvio padréo) da
ASTn dos animais dos grupos N, S e M.

Ao ser realizado a analise estatistica desta variavel, verificou-se que ocorreu
diferenca significativa entre os trés grupos, com P<0,001. Comparando-se 0s grupos
entre si com p<0,05, observou-se que S # N; S # M, e M # N, ou seja, os grupos S e N
exibiram, respectivamente, a menor e a maior ASTn e o grupo M, um valor

intermediario.

5.2.3 Densidade de fibras nervosas mielinicas (fibras/mm?)

As meédias (+ DP) para esta variavel dos grupos estudados (N, S, M) estao
expressas na tabela 1 e na figura 14B.

Através da andlise estatistica verificou-se que houve diferenca significativa
entre os grupos S e N, e entre os grupos S e M (p<0,05); porém, entre os grupos M e
N, ndo se detectou diferenca estatistica. Desta forma, os animais do grupo S foram os
que apresentaram a maior densidade de fibras mielinicas, enquanto que no grupo N

foi registrada a menor densidade.

5.2.4 Numero total estimado de fibras nervosas mielinicas (fibras/nervo)

As médias (x DP) do numero total estimado de fibras nervosas mielinicas de
ratos dos grupos N, S e M sao observadas na tabela 1 e na figura 14C.
Estatisticamente, ndo foram detectadas diferengas significativas entre os grupos
(p=0,196).
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Tabela 1 - Valores médios do peso corporal, da area seccional transversa do nervo, da densidade de
fibras nervosas melinicas e do numero total estimado de fibras mielinicas do nervo
isquiatico de animais dos grupos N, Se M

AST do nervo
Grupo Peso (9) Fibras/mm? Fibras/nervo
(mm?)

N  5874+228* 0293+0025* 11.247+1.347 3.306,5+ 559,6

S 14,22 +0,88* 0,193 +0,026* 14.199 +745* 2.746,1+440,6

M 3265+0,89* 0,246+0,025* 12.148+695 2.987,7 +354,1

Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).

Legenda: Os valores correspondem a média + desvio padrdo. Método de comparagdes multiplas de
Tukey.* p<0,05 em comparagdo aos demais grupos estudados. AST= Area Seccional
Transversa.

Figura 14 — Representagdo grafica das médias (+ desvio padrdo) da area seccional transversa do
nervo (A) da densidade das fibras nervosas mielinicas (B) e do numero total estimado de
fibras mielinicas (C) do nervo isquidtico dos animais dos grupos N, Se M
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Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).

Legenda: O método de comparagdes multiplas de Tukey mostrou a existéncia de diferenca significativa
(p<0,05) com relacdo a area seccional transversa do nervo quando comparado os trés
grupos entre si. Quanto a densidade das fibras foi observado diferenca estatistica entre os
grupos S e N e entre os grupos S e M. Com relagdo ao numero total estimado de fibras
mielinicas nio foi detectada diferenga significante entre os grupos.
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5.2.5 Area seccional transversa dos axénios das fibras mielinicas (ASTax) do

nervo isquiatico (um?)

O numero de axdnios mensurados em cada grupo, bem como as médias, os
DP e os valores minios e maximos da ASTax do nervo isquiatico de animais dos
grupos N, S e M estdo expressos na tabela 2. Ao se analisar estatisticamente essa
variavel, verificou-se que houve diferenca significativa entre os trés grupos: S # N, S #
Me M # N (p<0,001). Os axbnios dos nervos dos animais do grupo N e S
apresentaram, respectivamente, a maior e a menor ASTax, com valores
intermediarios para os animais do grupo M.

A distribuicdo de frequéncia das ASTax ilustrada na figura 15 , permitiu verificar
que no grupo S a maior concentragado delas esteve na faixa de 2 a 4 ym? (52%); no

grupo N, entre 2 a 8 um? (68%), e no grupo M, entre 2 e 6 ym? (75%).

Tabela 2 - Médias, devios padrdes, valores minimos e maximos da area seccional transversa (um?) dos
axobnios das fibras nervosas mielinicas do nervo dos animais dos grupos N, Se M

Grupo Média DP Minimo Maximo
N 6,71 3,06 1,09 20,12
S 3,40 1,88 0,77 12,23
M 4,61 1,88 1,09 11,36

Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).
Nota: DP= Desvio Padréo. Método de compara¢des multiplas de Tukey. p<0,001 entre os trés grupos.
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Figura 15 — Representacao grafica da distribuicao de frequéncia da ASTax do nervo isquiatico dos
animais dos grupos N, Se M
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Fonte: (MENDONCGCA, L. P., 2015).

Legenda: A distribuicdo de frequéncia das ASTax permitiu verificar que no grupo S a maior
concentracdo delas esteve na faixa de 2 a 4 ym? (52%); no grupo N, entre 2 a 8 ym? (68%),
e no grupo M, entre 2 € 6 um? (75%).

5.2.6 Area seccional transversa das bainhas de mielina das fibras mielinicas

(ASTbm) do nervo isquiatico (um?)

A tabela 3 expressa as médias (+ DP) e os valores minimos e maximos da
ASTbm do nervo isquiatico de animais dos grupos N, S e M.

Sob o aspecto estatistico, observou-se que S # N e M # N (p<0,001), com o
grupo N exibindo a maior média, bem como o valor maximo atingido para essa
variavel. Em relagdo a distribuicdo de frequéncias (Figura 16), nota-se que no grupo
S, a maior concentracao (52%) esteve na faixa de 3 a 6 um?, e no grupo M, entre 3 e
9 um? (73%). O grupo N exibiu grande variabilidade, distribuindo-se entre 9 e 21 ym?,

num total aproximado de 74%.
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Tabela 3 - Médias, devios padrdes, valores minimos e maximos da area seccional transversa (um?) das
bainhas de mielina das fibras nervosas mielinicas do nervo dos animais dos grupos N, S e

M.

Grupo Média DP Minimo Maximo
N 15,99 5,08 4,94 34,17
S 6,19 3,11 1,0 17,1
M 6,91 2,76 2,31 16,52

Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).
Nota: DP= Desvio Padrdao. Método de comparagdes multiplas de Tukey. p<0,001 entre os grupos Se N

e entre o grupo M e N.

Figura 16 — Representagéo grafica da distribuicdo de frequéncia da ASTbm do nervo isquiatico dos
animais dos grupos N, Se M
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Fonte: (MENDONCGCA, L. P., 2015).
Legenda: Nota-se que no grupo S, a maior concentragdo (52%) esteve na faixa de 3 a 6 ym?, e no
grupo M, entre 3 e 9 um? (73%). O grupo N exibiu grande variabilidade, distribuindo-se entre

9 e 21 ym?, num total aproximado de 74%.
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5.2.7 Area seccional transversa das fibras mielinicas (ASTfm) do nervo

isquiatico (um?)

As médias (tDP) e os valores minimos e maximos da ASTfm do nervo de
animais dos grupos N, S e D estao expressos na tabela 4.

Estatisticamente, verificou-se diferencas entre os grupos S e N, e os grupos M
e N, (p<0,001) com os valores das médias dos grupos S e M muito préximos, e a
média do grupo N com um valor diferenciado e elevado. Ao se analisar a distribui¢cao
de frequéncia da figura 17, nota-se que o grupo S tem a maioria das fibras mielinicas
com areas entre 3 € 9 um? (76%), € o grupo M com éareas entre 6 € 15 um? (81%). Ja
o grupo N mostrou uma distribuicdo bem heterogénea, com as areas variando entre
12 e 30 ym? (71%), com destaque para a faixa entre 15 e 21 ym? (aproximadamente
40%).

Tabela 4 — Médias, devios padrdes, valores minimos e maximos da &rea seccional transversa (um?)
das fibras nervosas mielinicas do nervo dos animais dos grupos N, Se M

Grupo Média DP Minimo Maximo
N 22,71 7,64 7,49 48,08
S 9,59 4,79 2,93 23,33
M 11,52 4,16 4,08 27,05

Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).
Nota: DP= Desvio Padrdao. Método de comparagdes multiplas de Tukey. p<0,001 entre os grupos S e N
e entre o grupo M e N.
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Figura 17 — Representagéo grafica da distribuicdo de frequéncia da ASTfm do nervo isquiatico dos
animais dos grupos N, Se M
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Fonte: (MENDONCA, L. P., 2015).

Legenda: Observa-se que o grupo S tem a maioria das fibras mielinicas com areas entre 3 € 9 ym?
(76%), e o grupo M com areas entre 6 € 15 uym? (81%). Ja o grupo N mostrou uma
distribuicdo bem heterogénea, com as areas variando entre 12 e 30 ym? (71%), com
destaque para a faixa entre 15 e 21 ym? (aproximadamente 40%).
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6 DISCUSSAO

Neste capitulo serdo discutidos os resultados obtidos neste estudo

relacionados aos aspectos morfolégicos macroscopicos e microscopicos

6.1 OBSERVACOES GERAIS QUALITATIVAS E QUANTITATIVAS SOBRE O
MODELO ANIMAL E O PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Muitos autores utilizam animais de pequeno porte para experimentos e essa
escolha se deve a diversos fatores, como a facilidade na obtencao dos espécimes e
na manipulagdo experimental em laboratério, o facil acompanhamento do animal,
suas intercorréncias, desenvolvimento. Outro fator é a baixa mortalidade, gerando
um custo mais baixo as pesquisas que necessitam maior numero de animais
(AKSQY et al., 2002). Como modelo animal do presente estudo foi utilizado o Rattus
Novergicus da linhagem Wistar heterogéneo que, Segundo Braga (2010) possui em
sua constituicdo genética 90% de heterozigose fato que determina uma alta
diversidade genética em um mesmo grupo, e que permite uma populacao confiavel
de populagdes naturais.

Ha ainda outras justificativas para o uso desse modelo animal, como a
puberdade que acontece a partir de 30 dias, e a maturidade sexual que se da dos 50
a 60 dias, (VIAL et al., 2005), informacdes interessantes para a escolha das idades
ideais para o acasalamento (entre 60 e 90 dias de vida), com vistas a maior taxa de
sobrevivéncia ao se considerar os animais subnutridos, que apresentam maior
instabilidade no momento do acasalamento e menor numero de filhotes nascidos
vivos. Dentre muitos beneficios deste modelo animal, é preciso considerar também,
segundo Noébrega (1986), que quando se transpbe o modelo experimental para
humanos, tem que haver mais cuidado na interpretacéo dos resultados, se tratando
de subnutricdo, sua imposicdo sobre os animais traz efeitos mais intensos
comparado ao ser humano.

Muitos estudos anteriores tém utilizado protocolos experimentais semelhantes
ao aplicado neste estudo (GONCALVES, 2001; CASTELUCCI et al., 2002; BINOTTI,
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2003; BOLDRINI, 2003; BRANDAO et al., 2003; AKAMATSU, 2006; BAUTZ, 2006;
GOMES et al.,, 2006; MIRANDA, 2006; OLIVEIRA, 2006; BAPTISTA, 2008;
CAVALLI, 2010; HABACUQUE, 2010; LUIZ, 2011; VONO, 2011, BOLINA-MATOS,
2012), reduzindo assim a chance de erros. E, ainda com intuito de evitar vieses e
minimizar altos desvios padrbes, buscou-se padronizar o numero de filhotes por
ninhada considerando que havia ninhadas numerosas e isso influenciava quando
comparado a ninhadas menores cuja quantidade de leite oferecido era maior.

Em uma analise qualitativa foi possivel perceber diferengcas comportamentais
da progenitora e dos filhotes, além de diferencas fisicas perceptiveis dos grupos S e
M em comparacao ao grupo N. Quando se discute o ato de canibalismo da mae em
relacéo aos filhotes de dos filhotes entre si observado apenas no grupo subnutrido,
Diaz Del Castilho (1975), afirma que este pode ser um ato associado ao estresse
causado pela escassez proteica aliada a outras situagdes adversas. Andrade, Pinto
e Oliveira (2002), explicam que estas situagbes adversas ocasionam respostas
fisiolégicas no animal e entre elas, pode-se citar: alimentagcdo, mudanca de trocador,
manejo, isolamento, métodos experimentais, barulho excessivo. No presente estudo
todos estes fatores foram cuidadosamente minimizados, mesmo nao sendo possivel
isola-los completamente destes eventos estressante.

Braga (2010) afirma que o rato € um animal muito sensivel as alteragbes de
odor, textura e aparéncias dos alimentos, sendo assim, é preciso considerar que na
fase inicial de acasalamento, as fémeas passam de uma alimentacdo balanceada
para uma dieta hipoproteica, fato que pode contribuir para um estresse cumulativo
que levou ao canibalismo.

Quanto ao atraso no desenvolvimento dos pelos, o estudo Shrader e Zeman
(1969), mostraram que o grupo de ratos subnutridos apresentou ndo s6 esse atraso,
mas também menor densidade numérica e tamanhos menores de pelos comparado
ao grupo controle. Em analise histologica, foi visto que a reatividade enzimatica nas
camadas da epiderme, nas células epiteliais dos brotos rudimentares do pelo, nos
componentes do tecido conjuntivo e nas papilas em formagdo apresentaram
atividade enzimatica consideravelmente reduzida.

Durante a fase de amamentagéo, foi percebido um atraso no desenvolvimento
do processo de locomogéo dos animais subnutridos. Segundo Bolina-Matos (2012)
uma vez reduzida a oferta de proteina para o processo de catabolismo, resultara na

menor oferta de aminoacidos e, desta forma, ndo serao sintetizadas novas proteinas
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por acado do anabolismo, ou seja, ndo havera formagéo de proteinas essenciais para
o desenvolvimento e maturidade adequada dos 6rgéos.

No presente estudo observou-se menor peso corporal dos animais que
receberam dietas com baixo teor proteico, em especial o grupo subnutrido. Segundo
Sawaya (2006) o baixo peso € um dos principais dados adquiridos ao se falar de
qualquer tipo de subnutricdo. A analise estatistica desta variavel neste estudo
demostrou significancia entre os trés grupos e os animais que receberam a dieta de
Mocambique se mantiveram numa posi¢ao intermediaria entre os subnutridos e os
nutridos.

De acordo com Langley-Evans (2001) uma gama de evidéncias
epidemioldgicas indica que a experiéncia da subnutricdo num estagio pré-natal pode
ser um fator determinante para o risco de desenvolvimento de doencga
cardiovascular. Segundo ele, o baixo peso e as desproporgdes corporais ao nascer
decorrente da subnutricdo sdo fortes indicadores de risco elevado para o
desenvolvimento de doengas na vida adulta. O estado nutricional tem sido
determinante para o desenvolvimento do feto. A avaliagédo e validade do conceito de
estado nutricional é altamente depende de estudos experimentais em animais. A
alimentagdo baseada em dietas com baixo teor proteico na gestagcéo resulta em
animais com perturbacgdes no crescimento fetal e peso ao nascimento. Os filhotes de
ratos alimentados com dietas pobres em proteina apresentam uma série de
alteragdes metabdlicas e fisiologicas.

No presente estudo a quantidade e qualidade do leite materno pode ter sido
influenciada pela deficiéncia proteica da dieta oferecida a mae, e essa a principal
fonte de alimento para os filhotes em todo o periodo de avaliagdo. Este fato pode
justificar para o baixo peso apresentado. Hsueh, Agustin e Chow (1967) comprovam
que a quantidade de proteina presente na dieta da méae exerce influéncia sobre o
peso e tamanho dos filhotes. E segundo Marin et al.(1995), em experimento com
subnutricdo materna, foram apresentados dados que comprovam a baixa qualidade
do leite, com menor concentragao de nutrientes essenciais.

Stewart, Preece e Sheppard (1975), na avaliacéo dos efeitos da subnutricdo
proteica de 12 geragdes seguidas de ratos, puderam perceber que na ja na primeira
geracdo o filhote apresentava baixo peso, e a cada geracdo este déficit foi

aumentando progressivamente.
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Corroborando com o presente estudo, Ahmad e Rahman (1975)
apresentaram resultados que comprovam estatisticamente o baixo peso corporal de
filhotes de fémeas subnutridas em comparacdo com o grupo controle. Em
desacordo, o trabalho de Clos et al. (1977) ndo evidenciou resultados significativos
em relagdo ao peso corporal de ratos provenientes de mae subnutridas.

Diaz del Castillo (1975) em estudo com gestantes submetidas a dietas
hipoproteicas, percebeu uma alta incidéncia de aborto, natimortos, mortes neonatais
ou criangas abaixo do peso. Em estudo com humanos, Caulfield et al. (2004)
objetivaram analisar a o risco de morte por causa do baixo peso de recém-nascidos
assim como estimar o numero de mortes atribuidas ao mesmo fator a partir de dados
obtidos da analise de 310 inquéritos nacionais de desnutricdo, as informagbes de
prevaléncia foram entdo calculadas pelas mortes atribuidas exclusivamente a
desnutricdo. Como resultado, concluiram que o risco relativo de mortalidade
decorrente do baixo peso € elevado, no geral, 52,2% de todas as mortes de recém-
nascidos foram atribuidas a desnutricdo e concluir que os esforgos para reduzir a

desnutricdo deve ser uma prioridade politica.

6.2 ASPECTOS MORFOQUANTITATIVOS

Tem sido descrito que a desnutricdo grave que ocorre no periodo pds-natal &
capaz de determinar lesbes cerebrais permanentes, diretamente proporcionais ao
grau da desnutricdo. Estas lesbes sao responsaveis pelo retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor de criangas desnutridas, o qual pode ser
reversivel se a recuperagcdo da desnutricdo se faz em condi¢gdes socioculturais
favoraveis, com estimulacao psicomotora da crianga (CARRAZA, 1994; DANTAS et
al., 2005). Além dos efeitos dessa condicdo na parte central do sistema nervoso
(SNC), estudos com desnutricao proteica em ratos jovens comprovam que a mesma
promove um retardo no desenvolvimento da divisdo autbnoma do sistema nervoso
(SNA), tornando-se reversiveis com a recuperagéo proteica, em fases precoces do
desenvolvimento animal (CASTELUCCI et al., 2002; GOMES et al., 2006).

Até seus estudos no inicio da década de 1980, Delanei et al. (1981)

afirmavam que avaliagbes realizadas concomitantemente no encéfalo (SNC) e no
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nervo tibial (SNP) de rato desnutridos n&o tinham sido realizadas. Particularmente
no nervo tibial, os autores detectaram uma tendéncia da circunferéncia das fibras
mielinicas serem menores nos animais desnutridos, o que foi confirmado tanto nos
animais do grupo S, como naqueles do grupo M.

Se sob MEV néo foram detectadas diferengcas entre os grupos no que se
refere aos envoltoérios do nervo, na ultraestrutura (MET), muitas das fibras dos
grupos S e M diferiram do padréo circular presente nos animais do grupo N. Além
disso, deve-se destacar que no grupo S muitas fibras continham as camadas de
mielina organizadas de forma concéntrica, porém, com espacos entre si.

Essas descrigbes corroboram com os estudos de Binotti (2003) que
demonstrou em ratos jovens desnutridos fibras nervosas mielinicas com contorno
irregular, achatado e muitas vezes poligonal; Oldfors e Persson (1982) que relataram
fibras pregueadas em macacos subnutridos, e Roy et al. (1972) que descreveram
em nervos periféricos de ratos subnutridos nédulos nas fibras que se projetavam
para o interior do axoplasma, e invaginagcdes na bainha de mielina.

Em relacdo a ASTn, também verificou-se que ocorreu diferenga significativa
entre os trés grupos, com as animais S e N exibindo, respectivamente, a menor e a
maior area e o grupo M, um valor intermediario; porém, ainda menor do que aquela
do grupo N.

No trabalho de Wiggins et al. (1984) foi observado uma discreta reducgéo
desta variavel no nervo Optico de ratos submetidos a uma restricdo alimentar pés-
natal, e no estudo de Conradi et al. (1989) ratos com 12 dias de vida submetidos a
subnutricdo proteica pré e pos-natal exibiram uma reducdo da area seccional
transversa do nervo 6ptico, que foi maior em animais com 6 meses.

No nervo tibial, Cornblath e Brown (1988) encontraram uma reducao da area
fascicular que chegou a 50% em comparagéo ao grupo de animais nutridos e no
estudo de Binotti (2003) na avaliagdo do nervo alveolar inferior de ratos subnutridos,
as médias da area seccional transversa do grupo subnutrido eram de 25 a 30%
menores que as do grupo nutrido. A autora justifica o fato ndo somente a dieta a
qual eles foram submetidos, mas também ao nervo em questdo, bom como suas
relacbes com estruturas adjacentes, evidenciando que o nervo alveolar exibe
caracteristicas estruturais peculiares ao transitar pelo canal da mandibula.

Essa variabilidade pode estar relacionada ndo somente ao modelo

experimental de subnutricdo empregado neste estudo, mas também se deve atentar
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ao tamanho dos animais como um todo, ou seja, aqueles que receberam dietas
hipoproteicas apresentar retardo em sua maturidade de maneira geral, bem como
nas dimensdes corporais, resultando assim, em um menor tamanho de 6rgaos e
tecidos.

Em relagcdo a densidade de fibras nervosas mielinicas, foi visto que os
animais do grupo S foram os que apresentaram a maior densidade de fibras
mielinicas, enquanto que no grupo N foi registrada a menor densidade, havendo
diferenca significativa entre os grupos S e N, e entre os grupos S e M.

Conradi et al. (1989) encontraram no nervo Optico de ratos subnutridos
durante os periodos pré e pos-natal, com 20 dias de idade, um aumento do numero
de axbnios por area em torno de 25% e aos 6 meses, um aumento de 17% a partir
dos 25%. Cornblath e Brown (1988) encontraram uma densidade de fibras mielinicas
correspondente ao dobro daquela encontrada em animais nutridos. Ha ainda
resultados que nao evidenciaram o mesmo resultado, como o de Rana et al. (1991)
que na analise dos nervos ulnar e tibial de macacos jovens submetidos a
subnutricdo proteica, observaram um valor menor de densidade comparado ao
grupo nutrido.

Em analise, relacionando as duas variaveis anteriores: ASTn e densidade das
fibras nervosas mielinicas, é possivel perceber que elas sao inversamente
proporcionais, o grupo N apresentou a AST menor que os outros grupo e também a
maior densidade de fibras nervosas. Este pode ter sido um fator compensatorio, ou
seja, numa maior quantidade aglomerada de fibras em um nervo com area menor.
Essa compensacgao pode ser advinda da necessidade de condug¢do nervosa né&o
suprida possivelmente por causa da subnutricdo. Ao mesmo tempo, deve-se
destacar que embora haja maior quantidade de fibras numa mesma area nervosa,
essas fibras exibem caracteristicas ndo convencionais como citado na analise
qualitativa.

Quando se trata do numero total estimado de fibras nervosas mielinicas,
estatisticamente, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos. O
que corrobora com o estudo de Bedi e Warren (1983) que ao investigar a
subnutricdo proteica em ratos de 50 dias de idade, também n&o obtiveram

resultados estatisticos para essa variavel.
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No estudo de Hedley-Whyte e Meuser (1971), na avaliagado do nervo o6ptico de
ratos com 18 dias de vida, a desnutricdo diminuiu discretamente o numero total de
fibras mielinicas.

Um fator importante a ser destacado € que, ainda que nao haja diferenca
estatistica nestes valores, os graficos do numero total estimado de fibras nervosas
mielinicas e da densidade das fibras nervosas mielinicas exibiram dados
inversamente proporcionais, remetendo a ideia de que, apesar de serem mais
densos, o0s nervos de animais desnutridos ndo apresentaram um maior numero de
fibras nervosas, o mesmo acontece quando se observa que os nervos dos animais
nutridos apesar de serem menos densos e maiores em area, ndo possuem maior
numero de fibras nervosas. Vale salientar que o grupo que recebeu a dieta padréao
de Mocambique se manteve em ambos os casos em uma posi¢ao intermediaria com
tendéncias a semelhangas com o grupo subnutrido.

Quando se avaliou as areas seccionais transversas ASTax, ASTbm e
ASTfm, foram verificadas diferencas estatisticas entre os grupos. Estes dados
podem ser considerados coerentes, uma vez que a literatura demonstra de maneira
geral, que a subnutricdo determina efetivamente uma reducdo ou retardo no
processo de mielinizagado e no crescimento axonal. Sima et al. (1971), observaram
reducao no didmetro das fibras nervosas do nervo isquiatico de animais subnutridos;
Hedley-Whyte e Meuser (1971) verificaram também no nervo isquiatico, bainhas de
mielina mais delgadas, e Delaney et al. (1981) observaram que a circunferéncia do
axdénio e a espessura da bainha de mielina das fibras nervosas eram menores em
ratos subnutridos.

Os dados aqui expostos concordam com Gopinath et al. (1983) que
observaram no nervo isquiatico de ratos um atraso no desenvolvimento do axénio,
no processo de mielinizacdo, a ocorréncia de uma maior propor¢cédo de fibras
mielinicas de pequeno diametro, e a redugdo na espessura da bainha de mielina,
fato este também verificado por Roy et al. (1972).

Particularmente as ASTbm e ASTfm n&o foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos S e M. Além disso, a proporcao entre a ASTfm/ASTbm,
também diminuiu nesses grupos, comparativamente ao grupo N (N:70%; S:64% e
M:60%), evidenciando uma proximidade entre as consequéncias da subnutricdo
proteica severa decorrente da baixissima quantidade de proteina animal e de uma

dieta baseada apenas em proteina vegetal, como aquela utilizada em Mogambique.
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Desta forma ao se avaliar que pode-se considerar que a dieta de Mogambique pode
produzir efeitos nas fibras mielinicas como a subnutricdo, ou seja, interferir na
formagdo das lamelas, o que de acordo com Segura et al. (2004) resulta em
alteragdes severas na geragao e propagacao dos potenciais de agdo em nervos, e

no SNC facilita episddios convulsivos em animais (Stern et al, 1974).
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7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia aplicada no presente estudo e os resultados
obtidos acerca das repercussdes morfolégicas causadas pela subnutricdo proteica

no nervo isquiatico e seus constituintes, pode-se concluir que:

1. Os animais dos grupos S e M exibiam diferencas comportamentais da
progenitora e filhotes assim como atraso no desenvolvimento corporal. Ao
final do periodo estabelecido para analise, o desmame (21 dias) os filhotes
subnutridos apresentaram também caracteristicas fisicas diferentes dos

animais N;

2. Os grupos subnutridos e Mogambique exibiram caracteristicas morfolégicas

quantitativas diversas em relacéo aos seus respectivos controles nutridos;

3. Comparativamente ao grupo controle (N), as menores médias para o0s
parametros peso corporal e area seccional transversa do nervo, foram
verificadas nos animais subnutridos, ao passo que os animais que receberam

a dieta padrao de Mogambique exibiram médias intermediarias.

4. A subnutricdo n&o alterou numero total estimado de fibras nervosas
mielinicas, porém ha uma inversa proporcionalidade entre a ASTn e
densidade das fibras nervosas mielinicas, sendo o grupo S aquele que

apresentou a menor ASTn e maior densidade

5. As ASTbm e ASTfm ndo demonstraram diferencas significativas entre os
grupos S e M. Além disso, a proporcdo entre a ASTfm/ASTbm, também
diminuiu nesses grupos, mostrando proximidade entre as consequéncias da
subnutricdo proteica severa decorrente da baixissima quantidade de proteina
animal e de uma dieta baseada apenas em proteina vegetal, como aquela

utilizada em Mogambique
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Desta forma, pode-se afirmar que o modelo de restricdo proteica pré e pds-
natal imposta aos animais durante o periodo de crescimento, foi suficiente para
verificar alteragdes morfologicas, e que a subnutricdo afeta o desenvolvimento do
nervo e ainda desenvolve mecanismos compensatdrios para minimizar estes
prejuizos. Sendo assim, diante de todos os resultados e das proposi¢des realizadas,
nao se descarta a hipdtese de que a subnutricdo proteica, em determinados

periodos, seja responsavel por alteragdes irrecuperaveis no nervo isquiatico de ratos

Wistar.
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