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Este texto representa um pouco do aprendizado recebido e das experiéncias vividas
durante a execugdo deste trabalho de doutorado. E-mail escrito da Franga para o grupo
NNI, em 12/11/2004.

Sete dias se passaram...

Imaginem s0, hoje ¢ sexta-feira, eu acabei de terminar o experimento. Sdo16:54h, estou
acabado, mas estou feliz. Na sexta-feira da semana passada sai de casa pensando “hoje € o ultimo
dia antes do inicio da - manip - (experimento), vou fazer um treino para dar os ultimos retoques”.
Trabalhei com Nassimi, outro doutorando da professora Chantal, que nunca havia feito antes o teste
de reflexo e que estava comigo para aprender, por recomendacdo da professora.

Eu falava para Nassimi o que ele deveria fazer. Ele fazia e conseguia respostas lindas no
osciloscopio. Quando eu tentava, ao contrario de Nassimi, ndo conseguia. Fiquei estressado, parei o
treino e disse para mim mesmo, “vou relaxar, eu sei fazer, preciso descansar”. Tratei de mandar um
e-mail para meus amigos pedindo oragdes e esqueci da “manip” até a segunda-feira. Detalhe: eu ja
tinha feito todos os preparativos, era s6 chegar a segunda e fazer os testes.

Pois bem, a segunda chegou e eu ja sabia que a professora Chantal ndo estaria 14 para me
ajudar. Ela estaria em Paris durante quase toda a semana, mas tudo bem. Eu ainda tinha M-jo, que ¢
muito competente e conhece bem a “manip”. Eu s6 ndo contava que um amigo dela morresse no
domingo e ela tivesse que ir ao veldrio exatamente na hora do experimento. “Caramba, eu estava
ferrado!”. Fiz a “manip” sozinho, uma agonia desgragada. Comecei as 8:10h e acabei de 12:30h,
com um torcicolo danado por conta da tensdo, mas pensando que aquele era o primeiro dia e que se
desse alguma coisa errada eu teria os outros para compensar.

Na terca pensei que iria ser melhor, teria M-jo para ajudar. Comecei o experimento com ela
e tudo estava indo bem até o ultimo rato (PAE desnutrido DBR) soltar o eletrodo de referéncia e M-
jo, ao tentar recolocar, arrancar a cauda do rato. “Que merda, logo um rato DBR!” Tive que parar a
“manip”, rato estressado nao tem boa resposta reflexa. Minha cabeca ficou fervendo.

Na quarta-feira tive aula de manha com o professor Canon, trabalhei na “manip” apenas ‘a
tarde. Minha gente, este foi o pior dia que passei! Trés horas e quarenta minutos dentro da sala com
M-jo. Troquei um por um os cabos dos aparelhos, alterei a posi¢cao dos eletrodos, troquei eletrodos,
mexi, puxei... Fiz uma coisa de cada vez, “como manda a metodologia cientifica” e nada de
encontrar a resposta reflexa. Falei com Raul no MSN realmente estressado, ele me aconselhou e
disse que eu estava aprendendo mais do que em todo tempo que ja havia passado aqui.

Sai da faculdade de cabeca quente, fui comer um KEBAB, comprei uma garrafa de vinho,
uma caixa de chocolate e um queijo Camambert. Total: cinco Euros. Cheguei em casa, chamei meu
vizinho africano Marie-Londry para brindar e pedi para ele colocar uma musica da terra dele.
Comecei a dancar, o que me fez lembrar do meu pai, de quando nos ficavamos fazendo “macacada”
e falando para mamae: “eu sou africano, eu sou negdo”. Também lembrei de Cecilia, Pedro e todos
que amo... Na metade do primeiro copo de vinho parei para dormir (21:30h). Finalmente eu
conseguiria dormir, eu ja estava queimado, ra rara ra ... L4 pelas 00:00 h o telefone tocou, era Raul
perguntando como eu estava, ele tinha certeza que eu nio estava dormindo por estar preocupado
com a “manip”. Doce ilusdo do meu chefe e amigo, até que eu estava dormindo bem até ali. Depois
do telefonema ndo conseguir dormir mais, fiquei repassando passo a passo o experimento,
analisando o que poderia estar errado.

Cheguei a faculdade na quinta-feira, comecei a trabalhar, e tudo comegou a dar certo.
Terminei a seqiiéncia dos animais e a repeti com os que tinha dado errado. Chantal entrou no
laboratorio e ao me ver trabalhando disse que achava que eu iria terminar a semana bem melhor do
que tinha comegado. Verdade, ela tinha razdo eu estava cansado mas estava feliz!
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RESUMO

Foram averiguados os efeitos da desnutrigdo neonatal sobre o desenvolvimento da
excitabilidade reflexa (ER) e da atividade locomotora (AL) em ratos. Foram realizados trés
estudos: 1- Efeitos da desnutricdo sobre reflexo Hoffmann (H) e reflexo Tendinoso (T) ao
desmame. Observamos que a relagdo Hmax/Mmax foi menor em desnutridos. A relacao
Tmax/Mmax foi menor nos tratados com dieta basica regional (DBR) que nos controles. 2-
A maturagdo reflexa ¢ afetada pela desnutricao? Investigamos, entre o desmame e a idade
adulta, a maturacao da ER. Nos desnutridos houve redugdo na laténcia do Reflexo H e no
indice de velocidade de condu¢do nervosa, mas ndo da ER em todas as idades estudadas,
exceto do Reflexo T aos 21 dias. 3-Efeitos da suplementagdo protéica de dieta deficiente
sobre evolugdo da AL. Avaliamos a suplementagdo de dieta deficiente durante aleitamento.
Houve redugdo de peso nos desnutridos independentemente da suplementagao protéica. Na
AL, observamos menor velocidade e percurso no 14° dia em desnutridos DBR, mas nao
nos suplementados. A poténcia muscular aos 21 dias de idade foi menor nos desnutridos,
embora tenha sido maior naqueles suplementados. Concluimos que: A desnutrigcdo afeta a
ER avaliada no desmame e parece ndo alterar de maneira permanente a ER em ratos
recuperados apds o desmame; A suplementacdo protéica da DBR minimiza os efeitos
negativos desnutri¢do sobre o desenvolvimento somatico e locomotor.

Palavras Chaves: Desnutricdo neonatal; Excitabilidade reflexa; Atividade locomotora;
Rato.

RESUME

Les effets de la dénutrition néonatale sur le développement de 1’excitabilité reflexe (ER) et
de ’activité locomotrice (AL) chez les rats ont été evalués. Trois études ont été réalisées :
1- Effets de la dénutrition sur les reflexes de Hoffmann (H) et Tendineux (T). Nous avons
trouvé que les rapports Hmax/Mmax et Tmax/Mmax étaient diminués pour le groupe
dénutri. 2-La maturation des reflexes est-elle affecté par la dénutrition ? Ce travail a étudié
la maturation de ’ER dés I’age du sévrage jusqu’a 1’age adulte. Les dénutris ont presenté
une réduction de la latence du réflex H et de I’index de vitesse de conduction nerveux, mais
pas de changements de I’ER dans toutes les ages, exception fait le reflex T a 21 jours. 3-
Effets de la supplementation protéique d’une di¢te déficiente sur I’évolution de I’AL. Nous
avons évalué la supplementation d’une di¢te déficiente pendant I’allaitement. Le poids
corporel était réduit chez les dénutris, malgré la supplementation protéique. Em ce qui
concerne I’évaluation de I’AL, la vitesse et la distance parcourue étaient réduites chez les
dénutris, mais pas chez les supplementés. La puissance musculaire était réduite chez les
dénutris, mais de fagon moins prononcée chez les supplementés. Nous avons conclu : que la
dénutrition pendant 1’allaitement affecte ’ER a 1’age du sévrage ; la dénutrition n’altére
pas de mani¢re permanente 1°ER si la récuperation nutritionel est induite aprés la période du
sévrage ; la supplementation protéique de la DBR réduit ses effets indesirables de la
dénutrition sur le développement corporel et locomoteur.

Mots clés : Dénutrition néonatale ; Excitabilité reflexe ; Activité locomotrice ; Rat.
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ABSTRACT

The effects of neonatal malnutrition on the developement of reflex excitability (RE) and
locomotor activitity (LA) were evaluated. Three studies were realised : 1- The effect of
denutrition on the Hoffmann (H) and tendon (T) reflex. For this study, we found that the
ratio Hmax/Mmax and Tmax/Mmax were decreased for the malnutrition group. 2-Is reflex
maturation affected by denutrition ? This study quantified the maturation of RE from
weaning up to adulthood in rats. The denutriton group showed a reduction in latency of the
H reflex and the nerv conduction velocity index, but no changes in RE at all ages.
Exceptional, the T reflex was modified at the age of 21 days. 3-The effect of protein
supplementation on the evolution of LA. For this study, we evalued the protein
supplementation of a defective diet during the breath feeding period. Although the
supplemenation with protein, body mass was reduced in the malnutrition group. As for LA
evaluation, the velocity and the distance were reduced in the malnutrition group, but not in
the protein supplemented group. Muscular power was reduced in the denutrition group, but
this reduction was less pronounced in the protein supplemented goup. In conclusion :
Malnutrition during the breath feeding period affect RE at weaning ; denutrition did not
alter in a permanent way RE, when nutritional recuperation starts after the weaning period ;
the protein supplementation for the DBR diet reduced the undesirable malnutrition effects
on the body and locomotor developpement.

Keyword : Neonatal malnutrition ; Reflex excitability ; Locomotor activity ; Rat.
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INTRODUCAO GERAL

A Universidade Federal de Pernambuco - UFPE/Brasil, através do Departamento de
Nutricdo e do grupo de pesquisa Nutri¢cdo, Neuropsicofarmacologia e Imunidade / NNI
(Ref: UFPE.0217), tem se dedicado ao longo dos anos ao estudo, em modelos animais, dos
efeitos de manipulagdes dietéticas e/ou farmacologicas durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso (SN), sobre parametros comportamentais e
imunologicos.

Tais estudos tém produzido diversos trabalhos publicados em revistas indexadas,
discutindo aspectos como a maturagao de indicadores de desenvolvimento somatico e
neural (DEIRO et al., 2004), a maturagio da atividade locomotora (BARROS et al., 2006)
o comportamento depressivo (MENDES ez al., 2001), e o comportamento agressivo
(BARRETO MEDEIROS et al., 2004). Estes estudos experimentais demonstram que a
desnutri¢dao constitui, para o organismo vivo, uma agressao com multiplas conseqiiéncias.
Além disso, contribuem para estabelecer o embasamento de estratégias de prevengdo e
combate as seqiielas impostas pela desnutricdo. Enfim, em paises subdesenvolvidos como o
Brasil, a desnutricdo ainda pode ser considerada um problema grave de satde publica
(BATISTA FILHO & RISSIN, 2003).

Por outro lado, a Universidade de Tecnologia de Compiegne - UTC/Franga, através
do Departamento de Biomecénica e Engenharia Biomédica - UMR6600, tem uma vasta
experiéncia no estudo do tema Neuromecénica e Sinais Eletrofisioldgicos, com énfase para
a plasticidade muscular e controle motor. Desta experiéncia resultaram a concepgdo e a
elaboragdo de equipamentos, como ergdmetros especificos para aquisicdo de dados em

humanos e animais, necessarios ao estudo de demandas funcionais de interesse
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(hipoatividade, hiperatividade, envelhecimento, desnutricdo etc), produzindo varios
trabalhos cientificos de relevante importancia (PEROT & ALMEIDA-SILVEIRA, 1994;
ALMEIDA-SILVEIRA et al.1996; ANDERSON et al., 1999; LAMBERTZ et al., 2001,
2002, 2003).

Assim, este trabalho se insere no contexto do projeto CAPES/COFECUB (n°
417/03) de cooperagdo internacional entre a UFPE e a UTC, que objetiva propor uma
melhor avaliacdo dos impactos da desnutricdo sobre os sistemas organicos, com destaque
para o sistema neuromuscular. Nosso trabalho se propde a avaliar os aspectos do
desenvolvimento da excitabilidade reflexa e do controle motor em ratos desnutridos durante
o periodo neonatal. Apesar de importantes, sao raros os trabalhos que tratam deste assunto
numa perspectiva direcionada para o estudo da maturag@o reflexa em animais jovens até a
idade adulta.

No primeiro capitulo desta tese, tratamos da revisdo bibliografica referindo alguns
aspectos relacionados ao desenvolvimento neuromuscular, a quantificagdo da atividade
reflexa e do comportamento locomotor e finalmente, dos impactos da desnutri¢do neonatal
sobre 0 organismo.

O segundo capitulo é dedicado a apresentagao dos resultados referentes ao trabalho
relacionado aos efeitos da desnutri¢cdo neonatal sobre excitabilidade reflexa em ratos ao
desmame. Este trabalho levou a preparagdo do artigo intitulado: “Malnutrition during
brain growth alters the H- and T-reflexes in weaning rats” e submetido a revista
Nutritional Research.

No terceiro capitulo, abordamos os aspectos relacionados a maturacdo da

excitabilidade reflexa em ratos desnutridos durante o periodo neonatal, o que também
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conduziu a preparacdo do artigo intitulado: “Is reflex maturation in rats affected by
neonatal malnutrition?”, submetido a revista Nutritional Neuroscience.

O quarto capitulo ¢ consagrado ao estudo da atividade locomotora de ratos
desnutridos submetidos a uma dieta suplementada com proteina e conduziu a preparagao do
artigo intitulado: “Effects of protein supplementation on a devoid diet in the locomotor
activity evolution in rats” que foi submetido ao Journal of Motor Behavior.

O quinto Capitulo ¢ consagrado a discussao geral e conclusdes, ¢ a apresentagao das

perspectivas.
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INTRODUCTION GENERALE

L’Universit¢ Fédérale de Pernambuco — UFPE/Brésil, par son Département de
Nutrition et son groupe de recherche Nutrition, Neuropsychopharmacologie et Immunité
/NNI (Ref : UFPE.0217), s’est intéressée depuis de longues années a 1’étude, chez I’animal,
des effets de manipulations diététiques et/ou pharmacologiques pendant la période critique
du développement du systetme nerveux (SN), sur des paramétres comportementaux et
immunologiques.

Ceci a amené la production de divers articles publiés dans des revues indexées ou
sont discutés des aspects comme la maturation des indicateurs du développement somatique
et neural (DEIRO et al., 2004), I’évolution de 1’activité locomotrice (BARROS et al., 2006)
, le comportement dépressif (MENDES et al, 2001) et le comportement agressif
(BARRETO MEDEIROS et al., 2004). De telles études expérimentales ont ainsi démontré
que la dénutrition constituait, pour l’organisme vivant, une agression aux multiples
conséquences. Ces études ont contribué¢ a 1’établissement d’une base de stratégies de
prévention et de combat des séquelles imposées par la dénutrition. Enfin, dans des pays en
voie de développement comme le Brésil, la dénutrition reste toujours un probléme grave de
santé publique.

D’autre part, I’Universit¢ de Technologie de Compiegne-UTC/France, par son
Unité de Biomécanique et Génie Biomédical (UMR CNRS 6600), posséde une vaste
expérience dans 1’¢tude d’'un théme associant Neuromécanique et Signaux
Electrophysiologiques en se focalisant, notamment, sur la plasticit¢ musculaire et le

contrdle moteur.
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Ceci a entrainé la conception et 1’élaboration d’équipements spécifiques comme des
ergométres et des dispositifs de réflexologie pour le recueil de données - tant chez
I’Homme que chez I’animal — lors de variations de la demande fonctionnelle (hypoactivité,
hyperactivité, viellissement, dénutrition etc). Ceci a amené la publication d’articles dans
des revues indexées (PEROT & ALMEIDA SILVEIRA, 1994; ALMEIDA SILVEIRA et
al., 1996; ANDERSON ef al.,1999; LAMBERTZ et al., 2001, 2002, 2003).

Ainsi le présent travail s’insére dans le contexte du projet CAPES/COFECUB (n°
417/03) de coopération internationale entre I'UFPE et I'UTC, dont 1’objectif est de
proposer une meilleure évaluation des effets de la dénutrition sur les systémes organiques et
notamment le systéme neuromusculaire.

Notre travail se propose d’étudier, chez le rat dénutri pendant la période néonatale,
le développement de I’excitabilité réflexe et du controle moteur. Malgré I’'importance de
cette thématique, rares sont les travaux s’y référant dans la perspective du suivi de la
maturation des réflexes chez I’animal, de la naissance a 1’age adulte.

Le premier chapitre de cette thése a trait a une étude bibliographique portant sur
quelques aspects du développement neuromusculaire, la quantification des activités réflexes
et du comportement locomoteur et finalement les impacts de la dénutrition néonatale sur
’organisme.

Le deuxiéme chapitre est dédi¢ a la présentation des résultats ayant trait aux effets
de la dénutrition néonatale sur I’excitabilité réflexe des rats sevrés. Ces résultats ont amené
a la preparation de I’article intitulé “Neonatal malnutrition change the H- and T-reflexes
in weaning rats” est soumis a Nutritional Research.

Dans le troisieme chapitre nous abordons les aspects de la maturation de

I’excitabilité réflexe chez le rat dénutri pendant la période néonatale. Ce travail a amené a
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la préparation de I’article intitulé: “Is reflex maturation in rats affected by neonatal
malnutrition?” est soumis a Nutritional Neuroscience.

Le quatriéme chapitre comporte I’étude de 1’évaluation de I’activité locomotrice
chez le rat dénutri soumis a une diet supplementet avec proteine et a conduit a la preparation
de T’article intitulé: “ Effects of protein supplementation on a deficient diet in the
evolution of locomotor activity in rats” est soumis au Journal of Motor Behavior.

Le cinquiéme chapitre est consacré a la discussion générale et conclusions, et a la

présentation des perspectives.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

I.  OS COMPONENTES DO REFLEXO DE ESTIRAMENTO:
DESENVOLVIMENTO E ALTERACOES IMPOSTAS PELA

DESNUTRICAO.

1. O fuso neuromuscular:

1.1.1 Morfologia geral

Os fusos neuromusculares sdo receptores mecanicos capazes de detectar a variacao do
comprimento do musculo, bem como a velocidade desta variagdo (BARKER et al.,1973;
HUNT, 1990; MAIER, 1997). Um fuso neuromuscular consiste de um numero variavel de
fibras musculares intrafusais, que sdo inervadas por axonios sensoriais € motores, ¢ esta
disposto paralelamente as fibras musculares extrafusais (BARKER et al.,1973; MAIER,
1997). As fibras intrafusais sdo revestidas por uma capsula fibro-conjuntiva que permite o
seu isolamento mecanico e elétrico em relagdo as fibras extrafusais (BARKER 1974;
MAIER, 1997). No seu interior, a capsula ¢ essencialmente preenchida pelo acido
hialurénico, que confere ao seu interior um potencial negativo importante para o
funcionamento dos aferentes fusoriais (FUKAMI, 1986). Através do controle da variagdo das
espécies i0nicas no espago intracapsular, a capsula fusorial contribui para o melhor
funcionamento das terminacdes sensoriais (FUKIMA, 1986). O fuso neuromuscular ¢
dividido em trés regides: a regido equatorial, a regido justa equatorial e a regido polar (Figura

1.
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Figura 1. Representagdo esquematica do fuso neuromuscular; fibras intrafusais em saco e cadeia nuclear;
Ia, axdnio sensorial primario; II, axonio sensorial secundario; inervagdo gama (y) e beta () (Barker,

1973).
Fibras intrafusais

E possivel identificar trés tipos de fibras intrafusais: as fibras em saco nuclear Bag I
(dindmicas), as fibras em saco nuclear Bag II (estaticas) e as fibras em cadeia nuclear
(SOUKUP, 1976; HUNT, 1990) (Figura 1). Estes trés tipos de fibras correspondem
parcialmente as fibras extrafusais do tipo I, IIA e IIB respectivamente (OVALLE & SMITH,
1972). As fibras intrafusais em sua regido equatorial sdo preenchidas pelos nucleos celulares
e nas regioes polares sdo encontradas as proteinas contrateis actina e miosina. As fibras em
saco nuclear Bag I apresentam um tempo de contracdo mais lento e uma for¢a de contragao
menor que as fibras Bag I1 (BODY, 1976; WALRO & KUCERA, 1990). As fibras em cadeia
nuclear s3o menores, menos espessas € possuem um nimero menor de ntcleos alinhados na

regido central da fibra. Elas apresentam caracteristicas das fibras em saco Bag II revelando as
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mesmas propriedades mecanicas das fibras rapidas (BOYD, 1976; GLADDEN, 1976). A
composi¢ao das fibras intrafusais varia de acordo com musculo avaliado, a sua fungao e tipo
de unidade motora (SCOTT & YOUNG, 1987).

Conteudo de miosina das fibras intrafusais

Ao contrario do que se observa nas fibras extrafusais do musculo, que apresentam uma
atividade mATPasica de maneira uniforme sobre toda a fibra (BROOKE & KAISER, 1970).
As fibras intrafusais ndo expressam uniformemente a atividade mATPasica ao longo de toda
a sua extensao, e isto foi verificado no rato (KHAN & SOUKUP, 1988), no gato (KUCERA
& WALRO, 1989) e no homem (ERIKSSON et al.,1994). Também ¢ possivel determinar as
diferentes isoformas de miosina (MyHC: Myosin Heavy Chain): varios estudos de
imunohistoquimica permitem estabelecer uma cartografia precisa das isoformas de MyHC

contidas nas partes contrateis das fibras intrafusais.
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A figura 2 resume o conteudo de MyHC das fibras intrafusais dos fusos
neuromusculares do musculo solear de ratos adultos. Cada fibra intrafusal tem seu proprio e

unico painel de expressao de MyHC e sua propria distribuicao longitudinal de MyHC. Isto
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foi igualmente observado nos fuso neuromusculares de outras espécies como o gato

(KUCERA & WALRO, 1989), 0 homem (ERIKSSON et al., 1994).

1.1.2 Inervacao sensorial do fuso neuromuscular

A inervagdo sensorial do fuso neuromuscular ¢ realizada por dois tipos de fibras
aferentes: fibras aferentes primarias (Ia) e fibras aferentes secundarias (II) (Figura 1). Esta
classificacdo obedece ao tamanho, a velocidade de condugdo ¢ as modalidades de respostas
ao estiramento (SCOTT, 1990; HUNT, 1990). As fibras aferentes Ia t€m um didmetro de 12 a
20 micrometros, com uma velocidade de condugdo entre 80 e 120 m/s (MATTHEWS, 1963).
Penetram no fuso neuromuscular pela regido equatorial, onde se dividem em vdrios espirais
que se enrolam em torno da regido nuclear de cada fibra intrafusal. Eles apresentam como
principal caracteristica uma importante sensibilidade dindmica (velocidade da variagdo do
estiramento), além de apresentarem a sensibilidade estatica (variagdo do comprimento do
musculo). As fibras secundarias (II) tém um diametro de 4 a 12 micrometros com uma
velocidade de conducdo entre 20 ¢ 70 m/s. Penetram no fuso neuromuscular ao lado das
fibras Ia e se distribuem preferencialmente sobre as fibras de cadeia nuclear (BANKS et al.,
1981), apresentando sensibilidade estatica (variacdo do comprimento do musculo) e reduzida

sensibilidade dindmica (variag@o da velocidade do estiramento) (Figura 3).

Figura 3: Resposta dos aferentes
fusoriais ao estiramento do
Estiramento em rampa Estiramento sinusoidal misculo. Os disparos  dos
aferentes Ia e II sdo observados
nos dois tipos de estiramento de
grande amplitude, aplicados na

/\.//\\/\/ auséncia da atividade

fusomotora. A freqiiéncia dos

) disparos do aferente la e II
Dispara aferente Ia ! “l” ””"” |||| I“ || H L cresce com a amplitude do

estiramento. Durante a fase

Disparo aferente IT dindmica do estiramento, oS
J | I HI “! [” ” l Hl H I disparos do  aferente Ia
apresentam grandes variagdes

(Matthews, 1964).
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1.1.3 Inervaciao motora do fuso neuromuscular

Dois grupos de fibras nervosas eferentes realizam a inervagdo motora do fuso
neuromuscular, os motoneurdnios fusomotores y € os motoneurdnios esqueléticos-fusomotor
. Os motoneurdnios fusomotores y sdo de pequeno didmetro (2 a 8 um) e com baixa
velocidade de condugdo. Sao classificados por parametros histofisiologicos (CROWE &
MATTHEWS, 1964; HUNT, 1990) em dois grupos: os motoneuronios fusomotores y
dinamicos (y4) que inervam seletivamente as fibras em saco nuclear do tipo I e terminam ao
nivel da regido polar; os motoneurdnios fusomotores y estaticos (ys) que inervam tanto as
fibras em cadeia nuclear quanto as fibras em saco nuclear do tipo II e terminam ao nivel da
regido juxta-equatorial (Figura 1).

Os motoneuronios esqueléticos-fusomotores 3 sdo neurdénios de maior didmetro (8 a
12um) e apresentam suas terminagdes localizadas nas extremidades das fibras intrafusais
(BARKER et al., 1970). De acordo com a velocidade de condugao e o tipo de fibras que os
inervam, os motoneurdnios 3 também sdo divididos em: motoneuronios 3 dinamicos (Bq) €
motoneurdnios P estaticos (Bs) (EMONET-DENAND et al., 1977). Os motoneurdnios B4
apresentam uma velocidade de condugao lenta e inervam as fibras em saco nuclear do tipo I e
as fibras extrafusais de contracao lenta. Os motoneuronios [ estaticos t€ém uma velocidade de
condu¢@o mais rapida e inervam as fibras em cadeia nuclear, as fibras em saco nuclear do
tipo II e as fibras extrafusais do tipo rapido.

Os neurdnios fusomotores tém a fungdo de manter a terminagdes anulo-espirais dos
aferentes sensoriais, em posi¢do que lhe permita responder a variagdo de comprimento do
musculo mesmo durante uma contragdo (GRANIT, 1975). A estimulacdo dos motoneurdnios

Ys induz a contragdo nas zonas polares que mantém abertas as terminagdes anulo-espirais Ia,
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aumentando sua sensibilidade a variagdo do comprimento, embora diminua sua sensibilidade
dindmica (PROSKE, 1997). Além disso, a estimulacdo dos motoneurdnios y4 aumenta a
sensibilidade das terminagdes, entretanto de maneira oposta a realizada pelos motoneuronios
vs (PROSKE, 1997). Os motoneurdnios y4 inervam seletivamente as fibras tipo I e,
contrariamente aos motoneuronios ys, sua estimulagao elétrica promove uma fraca contragao
das regides polares, aumentando o numero das pontes de actina e miosina formadas e
conseqiientemente a rigidez das fibras intrafusais, sem deformar a parte central sensorial da
fibra (PROSKE, 1997). Este aumento da tensdo intrafusal é responsavel pelo aumento da
sensibilidade dinamica das fibras intrafusais (CROWE & MATTHEWS, 1964). Quando os
motoneurdnios Yq € ¥s sdo ativados simultaneamente, o efeito estatico prevalece.

A estimulacdo dos motoneuronios B4 provoca um aumento da resposta dinamica dos
aferentes la, enquanto que uma estimulagao dos motoneurdnios s promove um aumento da
sensibilidade estatica dos aferentes la e II, sem modificar a resposta dindmica das fibras Ia.
Assim, os neurdnios fusomotores permitem ao fuso neuromuscular conservar suas
propriedades sensoriais em qualquer que seja a condicdo de contracdo muscular.
(HULLIGER et al.,1977a, 1977b; MATTHEWS, 1981).

1.2 O desenvolvimento do fuso neuromuscular

1.2.1 Desenvolvimento morfologico geral

O periodo de aparecimento dos fusos musculares durante o desenvolvimento varia de
acordo com o musculo analisado e a espécie estudada (MAIER, 1997). Os animais mais
freqlientemente utilizados para o estudo do fuso neuromuscular sdo o camundongo, o rato € o
gato, que apresentam periodos de gestagdo correspondentes a 19-21, 21 e 63 dias

respectivamente. O conjunto das fibras intrafusais estda completo ao nascimento no
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camundongo (KUZEKA & ONTELL, 1981) e no gato (MILBURN, 1984). No rato isto
ocorre por volta do 4° dia pés-natal (MILBURN, 1973; KUCERA & WALRO, 1990). A
primeira fase de desenvolvimento do fuso neuromuscular ¢ a de formagdo, havendo o
agrupamento dos miotubos precursores das fibras intrafusais, que exprimem as mesmas
isoformas de miosina de cadeia pesada que os miotubos precursores de fibras extrafusais
(KUCERA & WALRO, 1990). A segunda fase ¢ a de transformagdo dos miotubos
precursores das fibras intrafusais em fibras em saco nuclear tipo I, tipo II e em cadeia nuclear
exprimindo as isoformas de miosina caracteristicas do fuso (KUCERA & WALRO, 1989a).
O surgimento das fibras intrafusais do tipo saco nuclear ¢ um evento precoce, que ocorre
entre 1-3 dias apds a chegada do axonio sensorial (KUZEKA & ONTELL, 1981; KUCERA
et al., 1988). A terceira e ultima fase ¢ a de maturacdo das fibras intrafusais, onde elas
adquirem as caracteristicas histoquimicas e imunohistoquimicas das fibras intrafusais adultas
(KUCERA & WALRO, 1989b).

Inicialmente, os miotubos intrafusais sdo tdo grandes ou maiores que os miotubos
extrafusais (MAIER & ELDRED, 1974; SWATLAND, 1974), mas com o crescimento pos-
natal o tamanho das fibras intrafusais ¢ rapidamente ultrapassado pelas fibras extrafusais
(MAIER & ELDRED, 1974; MAIER, 1993). A maturagdo dos fusos neuromusculares dos
musculos de ratos se estendem do 17-18 dias de gestacdo até a 4" semana pds-natal
(ZELENA, 1964). Em ratos idosos o nimero de fibras extrafusais se reduz, mas o nimero de
fibras intrafusais por fuso neuromuscular permanece constante (HARTUNG & ASMUSSEN,
1988).

1.2.2 Desenvolvimento da Inervacido Sensorial
O desenvolvimento da inervagdo sensorial ¢ muito importante para formagao do fuso

neuromuscular, uma vez que os miotubos intrafusais ndo podem ser identificados antes da
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chegada dos aferentes primarios (MAIER, 1997). Inicialmente, uma rede de axodnios
amielinizados (LANDON, 1972; KUCERA & WALRO, 1988), de maior ¢ menor calibre,
movem-se na direcdo de uma suposta fibra intrafusal indiferenciada e dos mioblastos
(ZELENA, 1957). Varios axoOnios fazem contato com os miotubos e o ponto de juncao
miossensorial entre o maior aferente (futuro aferente primario Ia) e o miotubo intrafusal
(futura fibra intrafusal tipo II) sera a regido equatorial. Apds o contato, varios nucleos
celulares aparecem no centro do miotubo intrafusal tipo 2, comegando a formar a regido
equatorial. Além disso, os mioblastos se alinham para formar o miotubo intrafusal tipo 1. Os
aferentes secundarios também fazem contato com os miotubos distais e o aferente primario
comeca a se enrolar em torno dos miotubos intrafusais (ZELENA, 1964, KUZEKA &
ONTELL, 1981; KUCERA & WALRO, 1988). Estudos sugerem que os aferentes fusoriais
competem pelos miotubos intrafusais disponiveis (KUCERA & WALRO, 1989). No musculo
solear do rato, sdo observados varios aferentes durante o desenvolvimento ¢ mesmo apos o
nascimento (KUCERA & WALRO, 1989). As fibras intrafusais em roedores recebem sua
inervagdo sensorial na ordem em que sdo formadas. As fibras em saco nuclear do tipo II
sempre sdo as primeiras a serem inervadas (KUCERA & WALRO, 1994). A ordem padrao
de ramificagdo dos aferentes primarios e secundarios (KUCERA & WALRO, 1988) e a base
morfologica da jungcdo miossensorial se estabelecem antes da primeira semana pds-natal
(LANDON, 1972; KUCERA & WALRO, 1988). A figura 4 apresenta uma representagao
esquematica dos principais eventos nos estagios iniciais do desenvolvimento sensorial.
1.2.3 Desenvolvimento da Inervacio motora
Em roedores, os terminais motores nao sao observados até depois dos primeiros axonios
sensoriais terem feito contato com as fibras intrafusais (MILBURN, 1973; KUZEKA &

ONTELL, 1981). Assim como os axOnios sensoriais, os axdnios fusomotores gama
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inervam as fibras intrafusais na ordem com que elas sdo formadas, a fibra em saco nuclear

tipo II ¢ sempre a primeira a ser inervada (KUCERA & WALRO, 1989).

Figura 4. Representagao
esquematica dos principais eventos
nos estagios iniciais do

desenvolvimento sensorial. Uma
rede amielinizada (nn); miotubos
intrafusais indiferenciados (umt);
mioblastos (mb); axdnios sensoriais
(SA); miotubo primdrio intrafusal
(B1); miotubo secundério intrafusal
(B,); aferente primario (la);
aferente secundario (II); mioblastos
que originardo miotubos intrafusais
do tipo cadeia nuclear (mb CH). A
— Aproximagdo dos axonios
amielinizados em relagdo ao
miotubo intrafusal indiferenciado e
os mioblastos. B — Contato dos
axOnios sensoriais com o miotubo
intrafusal indiferenciado e os
mioblastos, os nucleos celulares
comegam a aparecer no centro do
miotubo intrafusal. C — O aferente
8. primario Ia comeca a formar o
espiral em torno do miotubo
intrafusal e o aferente secundario
faz contato com o miotubo mais

I /ge/* TR » cisst em reasio a primeira regiso

. sensorial (MAIER, 1997).
<w > < Tw > <= rmbCH

i

Do vigésimo dia de vida embriondria até o nascimento, os terminais motores no rato
sdo essencialmente limitados as fibras em saco nuclear tipo II (KUCERA & WALRO,
1988a), ou elas podem ser completamente ausentes (LANDON, 1972). Durante o periodo
neonatal, aproximadamente 4 dias apos o aparecimento dos aferente primario, a inervagao
eferente se estende para as fibras em saco nuclear tipo I e tipo II. As fibras em cadeia nuclear
no rato sdo bem supridas com axodnios fusomotores por volta do quarto dia pos-natal
(KUCERA & WALRO, 1988b). No rato, em nenhum momento existe sobreposi¢ao entre as
terminagdes sensoriais e motoras, enquanto os axonios motores sdo amielinizados ao quarto

dia pos-natal (KUCERA & WALRO, 1988b). Contudo, no gato isto parece existir
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(MILBURN, 1984): prolongamentos das células de Schwann cobrem as termina¢des motoras
assim que elas sao reconhecidas no fuso neuromuscular (MILBUN, 1984).

Os motoneuronios gama entram no fuso neuromuscular junto com as fibras sensoriais,
na regido equatorial. Apds sua entrada, a capsula do fuso neuromuscular separa os axonios
gama dos aferentes sensoriais formando agrupamentos motores, sendo que cada agrupamento
contém varios axonios. Estes agrupamentos progressivamente vao se aproximando das
regides polares que sdo usualmente supridas por diferentes agrupamentos motores (KUCERA
& WALRO, 1988b). Nos estagios iniciais do desenvolvimento, as fibras intrafusais tipo II
recebem um numero maior de terminais motores que as fibras tipo I, mas por volta do quarto
dia pos-natal esta distribuicdo se inverte (KUCERA & WALRO, 1988a). Tipicamente, as
fibras em cadeia nuclear ndo adquirem mais que um axonio motor por regido polar. Devido
ao crescimento longitudinal pds-natal das fibras intrafusais, os terminais motores sdo mais
removidos da regido equatorial no fuso neuromuscular adulto. Encontram-se mais axdnios
motores no fuso neuromuscular imaturo do que no adulto, indicando que ocorre a retracao de
alguns axonios (KUCERA & WALRO, 1988), possivelmente devido a competi¢ao por
miotubos disponiveis.

1.3 Plasticidade do fuso neuromuscular e possivel relacio com a desnutri¢io.

Alguns estudos tém demonstrado que o fuso neuromuscular pode se adaptar a diferentes
situagdes. Mudangas na estrutura das fibras intrafusais podem ser produzidas pela
desnervacdo (ZELENA, 1957), pela imobilizacdo (JOZSA et al., 1988) e pela exposicao a
microgravidade simulada (DE-DONCKER et al., 2002). Um nimero menor de trabalhos tém
demonstrado um aumento nos disparos dos aferentes fusoriais, em resposta a contragdo

muscular apos imobilizacao (GIOUX & PETIT, 1993) ou exposicdo a microgravidade



FREITAS SILVA SR Desnutri¢ao neonatal e desenvolvimento neuromuscular... 17

simulada (DE- DONCKER et al., 2002). Estes estudos sugerem que mudangas na rigidez
passiva do musculo contribuem para estas alteragdes nos aferentes fusoriais. Rosant et al.
(2006a) observaram um aumento nos disparos dos fusos neuromusculares do musculo solear
de ratos, apods 21 dias de exposicdao a microgravidade simulada, sugerindo que isto deve ter
ocorrido devido a adaptacdes tanto ao nivel fusorial, quanto ao nivel da rigidez da unidade
musculo-tendinosa. Igualmente, os efeitos do envelhecimento sobre o fuso neuromuscular
sdo pouco documentados. Em humanos, um estudo menciona um aumento da espessura
capsular do fuso neuromuscular de idosos (SWASH & FOX, 1974). Alteragdes na
sensibilidade estatica dos aferentes fusoriais de ratos idosos também foram observadas
(MIWA et al.,1995). Liu et al. (2005) estudaram o biceps braquial de humanos idosos, e
encontraram poucas fibras em cadeia nuclear e muitas mudancas no contetido intrafusal de
MyHC. Mais recentemente, um estudo documentou alteragcdes no fuso neuromuscular de
ratos idosos ¢ demonstrou que alteragdes nas propriedades elasticas dos elementos musculo-
tendinosos produzidas pelo envelhecimento modificam a ativagcdo do fuso neuromuscular
(ROSANT et al., 2006b).

Finalmente, alguns estudos tenham relatado alteracdes no sistema muscular em
decorréncia da desnutri¢do, como alteragdo do reticulo sarcoplasmatico e da mitocondria
(PARK ef al., 1983). Também ¢ relatada uma reducdo da seccdo transversa e um atraso na
diferenciacdo dos tipos de fibras musculares no gastrocnémio em ratos desnutridos no
periodo do aleitamento (SILVADO & WERNECK, 2006) nenhum trabalho foi encontrado
referindo especificamente os efeitos da desnutri¢do sobre o fuso neuromuscular.

2. As Unidades Motoras

2.2.1 Caracteristicas estruturais:
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A unidade motora (UM) ¢ definida como o axdnio do motoneuronio (originado no
corno anterior da medula espinhal) e todas as fibras musculares por ele inervadas (Figura 5)
(LIDDELL & SHERRINGTON, 1925). A funcao bésica da UM ¢ de transformar a sinapse
recebida pelo motoneur6nio em uma resposta mecanica pelo musculo (HECKMAN &
ENOKA, 2003). Assim, a menor contra¢ao natural do musculo, corresponde a ativagao de
uma Unica unidade motora. Embora uma fibra muscular seja inervada por um unico
motoneurdonio, cada motoneurdnio inerva mais de uma fibra muscular (FEINTEIN et al.,

1955).

Medula espinhal Term inzis monzis 20 nival Figura 5.  Unidades
l de jung S0 mewweascul motoras. Cada unidade
motora consiste de um
motoneurénio e todas as
fibras musculares por ele
inervadas. Representacdo
esquematica de  duas
unidades motoras. Os
corpos  celulares  dos
motoneurénios
localizam-se na medula
espinhal, e seus axoOnios
se estendem até a
medula. No interior do
musculo, cada axonio se

gl
Mseulo ﬁ ramifica em um certo
‘ ‘ ﬁ Fibra Mzenlar numero de terminagdes
‘ ‘ w axonais, que se juntam as

\ TUnidzd=  Unidad=
Pl s ' motor2]l  motorz 2

Corpocdularde Axfnio do

motonaurinio  motonsurdnio

! fibras musculares
e me—— disseminadas no musculo
(Marieb, 2005).

Dependendo das suas propriedades histoquimicas e mecanicas, as unidades motoras
podem ser classificadas em trés grupos (BURKE et al., 1971; 1999): as UMs de contragao
lenta (S/ow-S), que sdo muito resistentes a fadiga e possuem fibras do tipo [; as UMs de
contragdo rapida e resistentes a fadiga (Fast fatigue resistant - FR) que apresentam fibras do

tipo Ila e, finalmente, as UMs de contracdo rapidas e pouco resistentes a fadiga (Fast
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fatigable - FF) que apresentam fibras do tipo IIb (Figura 2). Esta classificacao ¢ observada
tanto em animais (BURKE et al., 1971), quanto em humanos (GARNETT et al., 1979).

Existe uma relacdo entre as propriedades das fibras musculares e as caracteristicas
eletrofisiologicas dos motoneurdnios o que as inervam (BURKE & EDGERTON, 1975). A
densidade de aferentes Ia sobre o motoneurdénio o ¢ maior nas unidades motoras S,
comparadas as unidades motoras FR e FF respectivamente (BURKE & EDGERTON, 1975).
A amplitude do potencial pds-sindptico excitatorio ¢ maior nas unidades motoras S, quando
comparado as unidades FR e FF respectivamente (BURKE & EDGERTON, 1975). H4 um
aumento progressivo no diametro do axonio do motoneuronio o e das fibras musculares por
ele inervadas, nas unidades motoras S, FR e FF, respectivamente (BURKE & EDGERTON,
1975). Finalmente, as unidades motoras FF apresentam abalo mecanico rapido e baixa
resisténcia a fadiga, enquanto as unidades FR possuem abalo mecanico com tempo
intermedidrio e sdo resistentes a fadiga, e as unidades S tém um tempo de abalo maior e sdo
resistentes a fadiga (Figura 6) (BURKE & EDGERTON, 1975). A composi¢ao do musculo
em tipos de unidades motoras depende das caracteristicas funcionais do musculo analisado.
Musculos ricos em fibras lentas tém fungdo estatica na manutencao da postura, enquanto os
ricos em fibras rapidas participam de movimentos dinamicos (COOPER & ECCLES, 1930;
EDGERTON et al., 1975).

2.2.2 Recrutamento das unidades motoras.

A forca produzida pelo musculo durante uma contragdo voluntaria depende do nimero
de unidades motoras recrutadas e da freqiiéncia em que essas unidades disparam potenciais

de agdo (THOMAS et al., 1991; MACELFIELD et al., 1996). Este recrutamento ocorre no
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plano espacial, pelo aumento crescente do numero de unidades motoras requisitadas e no
plano temporal, na medida em que cresce a freqiiéncia de disparos pelos motoneurdnios.

De acordo com o “Principio do Tamanho”, inicialmente os motoneurdnios menores sao
recrutados e posteriormente os maiores, na medida em que a forca de contracdo aumenta

(HENNEMAN & OLSON, 1965).

Tipo de unidade
motora

FF FR

4 Aferente Ia

Y ¢

F 100% ¢
Fadiga 100%
_K‘ 100?1—4—1
0} 0 T f:—l' o

- - - - - :
0 2 4 6min 0 2 4 6 60min O 2 4 6 60 min

Figura 6. Esquema resumido das caracteristicas funcionais das unidades motoras lentas e
radidas. A : densidade dos aferentes Ia sobre o motoneurdnio; B: amplitude do potencial
pos-sinaptico excitatorio induzido por neurénios de tamanho diferentes; C: diferenca no
diametro dos axonios; D: diferen¢a no didmetro das células musculares inervadas; E abalo
mecanico; F: resisténcia a fadiga. FF: rapidas e pouco resistentes a fadiga (Fast fatigable);
FR: rapidas e resistentes a fadiga (Fast Fatigue Resistant); S: lentas (Slow). Segundo
Burke & Edgerton, 1975.

A influéncia do tamanho sobre a ordem de recrutamento ¢ explicada pela lei Ohm’s, que se
baseia no argumento de que a mudanca no potencial da membrana em resposta a corrente
sinaptica ¢ proporcional a resisténcia de entrada do motoneurdonio. Assim, como 0s

motoneurdnios menores tém uma alta resisténcia de entrada, eles sdo despolarizados com
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mais facilidade, sendo os primeiros a serem recrutados (HENNEMAN & OLSON, 1965). Por
outro lado, os motoneurdnios maiores apresentam uma resisténcia de entrada menor e
necessitam de um impulso maior para o seu recrutamento. Como conseqiiéncia desta relacao,
as unidades motoras menores tendem a ser ativadas antes das unidades motoras maiores
(HENNEMAN & OLSON, 1965). A ordem de recrutamento durante o reflexo de estiramento
segue o “Principio do tamanho” (CALANCIE & BAWA, 1984).

Entretanto, o tamanho do neurdénio ndo ¢ o unico determinante da ordem de
recrutamento. O tipo de unidade motora, se lenta ou rapida, ¢ também importante, em
associagdo com as propriedades elétricas dos motoneurdnios e as propriedades mecanicas das
fibras musculares das UMs (FLESHMAN et al., 1981). Porém, a ordem de recrutamento das
UMs ¢ diferente em decorréncia da natureza involuntaria da ativa¢ao do musculo com uma
estimulagdo (ERLANGER & GASSER, 1937), onde a ativagdo do musculo ¢ realizada sem
estimular diretamente os terminais nervosos. A resisténcia de entrada dos axonios maiores,
que inervam as fibras rapidas, ¢ menor do que as dos ax6nios menores, que inervam as fibras
lentas (ERLANGER & GASSER, 1937). Assim, as unidades motoras maiores sao recrutadas
antes da unidades motoras menores (HENNEMAN & MENDEL, 1981), situacdo inversa
daquela observada durante uma contragdo voluntaria, de acordo com o “Principio do
Tamanho” proposto por Henneman & Olson (1965). Trabalhando com humanos, Garnett &
Spephens (1981) observaram que a estimulagdo elétrica de receptores cutaneos, induz por via
reflexa a ativagdo dos motoneuronios maiores e, portanto, das UM maiores.

Explicacdes sobre os elementos determinantes do “Principio do Tamanho” podem ser
encontradas nos artigos de revisdo de Paillard et al. (2005) ou de Duchateau et al. (2006). O
efeito sobre o desenvolvimento da forga pelo recrutamento de varias unidades motoras e de

sua freqiiéncia de disparos pode ser observado na figura 7.
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Portanto, o recrutamento temporal corresponde ao aumento da freqiiéncia de disparos
do motoneuronio a fim de promover um aumento da tensdo de uma mesma UM. A freqiiéncia
de disparos depende de diferentes fatores: o musculo analisado, as modalidades de contragao
e o nivel de contragdo. Durante uma contragdo lenta em rampa, as unidades motoras
recrutadas disparam primeiramente a uma freqiiéncia de descarga base e, durante o aumento

da forga, a freqiiéncia de disparos aumenta até atingir o maximo (Figura 8).

Figure 7: Somacgdo da atividade de 3
unidades motoras por ativagdo
sucessiva em fungdo do nivel de
forga requisitado (Doutreloux, 1998).

Mecanogram a

Urnidode motora T

Freaiiéncia de disparos

i Primeira u.m (0,4gr) g

20

Forga Voluntdria (gr)

Figure 8: Freqiiéncia de disparos de unidades motoras dos extensores dos dedos registrados no
momento de uma contragdo isométrica voluntaria. A maior parte das unidades motoras tém uma
freqiiéncia de disparos ao nivel dos 8Hz. A freqiiéncia de disparos aumenta até 16-24Hz em fungéo
do aumento da forga e da relagdo forca-freqiiéncia de disparos ¢ mais elevado para as unidades
motoras com alto nivel. u. m : unidade motora (Monster & Chan, 1977).
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Embora a taxa de disparos do motoneurdnio de potenciais de acdo aumente linearmente
com a corrente de despolarizagao recebida (KERNELL, 1965; SCHWINDT, 1973), existe
uma relagdo sigmoide entre a taxa de disparos a forga muscular (ERIM et al., 1996;
MORITZ et al., 2005). A taxa minima, na qual a maioria dos motoneurdnios disparam
potenciais de agdo repetitivamente durante uma contracdo voluntaria, ¢ em torno de 8
pulsos por segundo (pps) (VAN CUTSEM et al., 1997), mas as taxas maximas de disparos
varia de acordo com os musculos. As taxas médias de 30 — 50 pps tém sido relatadas para a
maioria dos musculos durante contragcdes isométricas (ENOKA & FUGLENAND, 2001),
enquanto taxas de aproximadamente 10 pps tem sido observadas para o musculo solear, de
contragdo lenta (BELLEMARE, 1983). As freqliéncias de disparos instantdneos durante
uma contragdo rapida, contudo, pode chegar aos valores de 100 — 200 pps (DESMEDT &
GODAUX, 1977; VAN CUSTSEM & DUCHATEAU, 2005).
2.2.3 Desenvolvimento da inerva¢ao muscular
Durante o periodo embrionario, o processo de inervagdo do musculo esquelético leva a
formacao da juncdo neuromuscular (WITZEMANN, 2006), num processo de interagao
coordenada e seqiiencial, entre o nervo e o musculo (SANES & LICHTMAN, 2001). Cada
fibra muscular neonatal apresenta um sitio sindptico, oriundo de uma pré-padronizagdo dos
receptores do neurotransmissor acetilcolina, que ¢ freqiientemente contatado por varios e
diferentes nervos (WITZEMANN, 2006). Durante o desenvolvimento pos-natal, mudangas
nas caracteristicas funcionais e estruturais da placa motora sdo observadas. No inicio da
neuro-ontogénese, as fibras musculares sdo inervadas por varios axdnios, um processo
chamado de inervagdo polineuronal e que foi demonstrado em ratos (BALICE-GORDON &
THOMPSON, 1988; BENNETT et al., 1986). Com o desenvolvimento pds-natal, a inervagao

polineuronal ¢ substituida por uma inervacdo mononeuronal (BALICE-GORDON &
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THOMPSON, 1988). O percentual de fibras musculares que recebem mais do que uma
sinapse de entrada, reduz rapidamente durante a segunda semana apds o nascimento
(BROWN et al.., 1976). A duragdo dessa regressdo ¢ diferente de acordo com o musculo
analisado: no musculo solear do rato, se inicia em torno do 10° dia perdurando até o 16° dia
de vida pos-natal (BROWN et al, 1976) (Figura 9). O mecanismo envolvido com a
eliminacdo da inervacdo polineuronal ¢ provalmente ligado ao aumento geral na atividade
dos animais aliada a demanda funcional do musculo (REDFERN, 1970).

Durante as primeiras semanas de vida, quando o animal se torna gradativamente mais
ativo, ocorre o aumento da atividade motoneuronal e um conseqiliente aumento na liberagao
da acetilcolina na placa motora (O’BRIEN ez al., 1978). A acetilcolina, por sua vez, induz a
liberagdo de enzimas proteoliticas, que efetuam a eliminagdo de alguns terminais neuronais

(O’BRIEN et al.. 1978).
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Figura 9. Percentual de fibras do musculo solear do rato inervadas por mais de um
axOnio em diferentes idades: regressio da inervag@o polineural, determinada por

registros intracelular em misculos curarizados (BROWN et al., 1976).

Embora o musculo solear seja um musculo lento e, portanto, diferente do ponto de

vista da composi¢ao de suas fibras e na sua propriedade de contracdo, em relacdo aos
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musculos rapidos (BURKE, 1981). O trabalho de Balice-Gordon & Thompson (1988) indica
que o processo de eliminagdo de sinapses nos musculos obedece a um esquema basico,
documentado a partir do musculo solear. A eliminagdo da inervagdo polineuronal ndo produz
alteracdo substancial do ntiimero dos motoneurdnios ou das fibras musculares, havendo
apenas uma redu¢do do ntimero de fibras musculares inervadas por cada neuronio (BALICE-
GORDON & THOMPSON 1988). Ao nascimento, os tipos de fibras musculares ndo podem
ser distinguidos com base nas suas propriedades de contracdo, antes da conclusdo da
eliminacdo das sinapses (BALICE-GORDON & THOMPSON 1988). Somente apds a
maturagdo do reticulo sarcoplasmatico, juntamente com a mudanca do nivel de atividade
muscular (DRACHMAN & JOHNSTON, 1973) e de uma maior expressdao de diferentes
isoformas de miosina (REISER et al, 1985), ¢ que as unidades motoras podem ser
identificadas.

2.3 Plasticidade das fibras musculares: possivel relacio da desnutricio com as
propriedades das unidades motoras.

o Plasticidade das fibras musculares durante a maturacao

As fibras musculares e as UMs podem sofrer mudangas fenotipicas impostas por
alteragdes na demanda funcional (BALDWIN & HADDAD, 2001), como a propria
maturagdo dos musculos (CRAMER & VAN ESSEN; 1995). Durante a maturacao pos-natal
do musculo, o momento destas mudancas fenotipicas vai depender do musculo analisado
(ELDER & KAKULAS, 1993). Nos musculos flexores plantares do homem, a diferenciagao
dos tipos de fibras ja estd completa aos 3 anos de vida (ELDER & KAKULAS, 1993)
correspondendo ao final do periodo critico do desenvolvimento do SN. Em ratos, o processo
de diferenciagdo das fibras que define as propriedades funcionais dos musculos ocorre

durante o periodo neonatal (PUNKT et al., 2004). O refinamento das unidades motoras
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parece estar relacionado a especificagao neural dos tipos de fibras e a eliminagao de sinapses
inapropriadas durante o periodo neonatal (CRAMER & VAN ESSEN, 1995).
e Plasticidade das fibras musculares e atividade fisica
O nivel de atividade fisica pode produzir mudangas nas propriedades de contragdao das
fibras musculares e conseqiientemente das unidades motoras de contragdo rapida ou de
contragdo lenta (EDSTROM & GRIMBY, 1985). O treinamento de salto produziu uma
redu¢do no conteudo de fibras do tipo I em relacdo as fibras do tipo II, no musculo solear de
ratos (POUSSON et al, 1991). Também, foi observadas mudangas semelhantes na
composi¢ao do tipo de fibras musculares no solear de ratos, apos trés semanas de exposicao a
microgravidade simulada (CANON & GOUBEL, 1995; ANDERSON et al, 1999). A
atividade dos motoneurdnios tem um papel importante na determinacdo das caracteristicas
das unidades motoras. Por exemplo, Foehring et al. (FOEHRING ef al., 1986) observaram no
gato, que quando a inervagao do musculo gastrocnémio (musculo heterogéneo: 75% de fibras
do tipo rapido e 25% de fibras do tipo lento) foi trocada com a do musculo solear (musculo
homogéneo: 100% fibras lentas), 31% das unidades motoras do musculo solear
transformaram-se em unidades motoras rapidas e que 52% das unidades motoras no musculo
gastrocnémio tornaram-se lentas. Munso et al. (1997) observaram a conversao de unidades
motoras rdpidas em lentas, apos ativacdo cronica de baixa freqiiéncia do musculo
gastrocnémio no gato.
e Plasticidade das fibras musculares e o envelhecimento
Ratos idosos também parecem apresentar alteragdes mecanicas e morfoldgicas nas
propriedades das unidades motoras de seus musculos (EDSTROM & LARSSON, 1987;

EINSIEDEL & LUFF, 1992; LARSSON 1995). Estes estudos tem demonstrado que
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mudangas nas propriedades das unidades motoras com a avanco da idade sdo produzidas
por diversos fatores, como alteragdes degenerativas do motoneuronio e fibra muscular, os
processos de desnervagdo e de reinervacdo, e também a diferenciacdo das fibras
musculares. Além disso, tem sido sugerido que o envelhecimento atinge de maneira
diferente as unidades motoras lentas em relagdo as unidades répidas (SUGIURA &
KANDA, 2004). Estudando as propriedades das unidades motoras do musculo
gastrocnémio de ratos da idade de 4 a 36 meses, Sugiura & Kanda (2004) observaram que
o numero de fibras do tipo I ndo apresentou variacdo com o envelhecimento, enquanto as
fibras do tipo II apresentaram redugdo. Estes mesmos autores observaram uma redugdo na
velocidade de condug@o dos motoneuronios o das unidades motoras rapidas em relacdo as

unidades motoras lentas, com o envelhecimento.

o Plasticidade das fibras musculares e desnutricao

Viérios trabalhos t€ém demonstrado que a desnutricdo ¢ capaz de afetar os musculos
(LEWIS & SIECK, 1992; LANZ et al, 1992; OCKEN & GRUNEWALD, 1988;
ALMURSHED & GRUNEWALD, 2000). Durante a desnutricdo protéico-energética, a
massa muscular ¢ reduzida, o tamanho e a distribuicdo dos tipos de fibras musculares
(DWYER & STICKLAND, 1992; OLIVEIRA et al., 1999). Os principais trabalhos sobre a
histoquimica e a morfologia das fibras musculares tém avaliado os impactos da desnutrigao
durante a gestacao e o periodo de aleitamento. Estes trabalhos tem demonstrado uma redugao
na area de sec¢do transversa do musculo (BEDI et al., 1982; CAVALIERE et al., 1996;
HALTIA et al., 1978; HOWELLS et al., 1978) e um atraso na diferenciag¢ao do tipo de fibra
muscular, predominante sobre as fibras tipo 2 (CAVALIERE et al., 1996; HALTIA et al.,

1978). Ratos com a idade de 24 dias e desnutridos durante o periodo de aleitamento,
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apresentaram no musculo gastrocnémio uma reducdo no diametro das fibras tipo Ila e IIb,
mas o didmetro das fibras I ndo foi diferente quando comparado ao grupo controle
(SILVADO & WERNECK, 2006). Neste mesmo estudo, o percentual da distribui¢do dos
diferentes tipos de fibras musculares também foi diferente para o grupo desnutrido quando
comparado ao grupo controle (Figura 10). Estudos tém sugerido que a diferenca no contetdo
das fibras de contragao lenta, em relagao as fibras de contracdo rapida, pode ocorrer como
uma resposta fisiolégica para economizar energia frente a desnutricdo (CROW &
KUSHMERICK, 1982; HENRIKSSON, 1990). Outro trabalho, onde foi induzida desnutri¢ao
gestacional, também observou uma atrofia seletiva na fibras do tipo II em relagdo as fibras do
tipo I (OLIVEIRA et al., 1999). A explicacdo proposta por estes autores ¢ que as fibras do
tipo I sdo originadas a partir dos miotubos primarios, que sdo resistentes as influéncias
ambientais, enquanto que as fibras tipo II teriam grande propor¢do de fibras musculares
provenientes dos miotubos secundarios, mais suscetiveis aos agravos nutricionais (WARD &

STICKLAND, 1991; DASTUR et al., 1979; GOODMAN et al., 1981).
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3 - ATIVIDADE REFLEXA — Resposta do musculo ao estiramento.

3.1 Resposta do musculo a uma estimulaciio elétrica: Reflexo de Hoffmann.

Originalmente descrito por Paul Hoffmann, no inicio do século 20 (Hoffmann, 1918),
foi chamado reflexo de Hoffmann ou reflexo H, em homenagem ao autor da sua primeira
descricdo (MAGLADERY & MC DOUGAL, 1950). Este reflexo ¢ obtido pela estimulacao
elétrica de um nervo misto periférico, que contém axonios sensoriais € axonios motores
(HOFFMANN, 1918) (Figura 11). E considerado um analogo do reflexo de estiramento, mas
que nao ¢ influenciado pela atividade do motoneurénio y sobre o fuso neuromuscular
(SCHIEPPATI, 1987). A estimulagdo elétrica para evocar o reflexo H envolve os aferentes
(do ponto de estimulagdo para medula espinhal) e os eferentes (do motoneurénio o, na
medula espinhal, para a jungdo neuromuscular), como também, a resposta motora direta ou
resposta M (do ponto de estimulagdo no motoneuronio para a jungdo neuromuscular) (Figura
12). Hoffmann (1918) sugeriu que a primeira resposta a surgir nesta condi¢do € a resposta M
obtida pela ativagdo direta do motoneuronio o, enquanto que a segunda resposta representa o
reflexo H, considerado como uma resposta indireta do motoneurdnio o, que ¢ recrutado de
maneira reflexa através da ativacao dos aferentes fusoriais la (Figura 12). A natureza precisa
do reflexo H foi esclarecida por estudos realizados em animais: ela corresponde
principalmente a excitacdo monosinaptica do motoneurdnio o pelos aferentes la do musculo
(MAGLADERY & MC DOUGAL, 1950 ; MAGLADERY et al., 1951; PAILLARD, 1955).

Varios trabalhos de revisao publicados recentemente t€ém consagrado sua atengdo para
os principais interesses e limites do estudo do reflexo H (PIERROT-DESEILLIGNY &
MAZEVET, 2000; ZEHR, 2002; MISIASZEK, 2003; VOERMAN et al., 2005). Assim, suas

principais caracteristicas serao abordadas nos paragrafos seguintes.
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Devido a grande natureza monossinaptica do circuito reflexo H, ele tem sido muito
utilizado em pesquisas de neurofisiologia clinica. Na verdade, a compreensao simplificada do
circuito reflexo H pode conduzir a erros de interpretacao sobre a sua real representacdo da
excitabilidade motoneuronal. Tecnicamente, mudancas na amplitude do reflexo H podem ser
explicadas em trés possibilidades: 1- alteragdes na excitabilidade dos motoneurdnios; 2 —
alteracdo na quantidade de neurotransmissor liberado pelo terminal aferente; ou 3- variagao
nas propriedades intrinsecas dos motoneurdnios. Entretanto, o reflexo H ndo ¢ um reflexo
monossinaptico puro originado somente do grupo aferente Ia, mas ¢ confundido pela
contribuicao de oligosinapses do aferente la e outros aferentes de grande didmetro. Apesar
disso, o reflexo H pode e deve ser usado como um instrumento nas pesquisas clinicas ou

experimentais, desde que respeitadas as suas limitagdes.

Inibgiio pré-

Mo reuromuscular sindptica

Corpo celulor do
aferente Tn

Maotoneiurina o
— Percurso
para evocar o reflaee H -
24 5%
- < i

%

&— Resposta M. Ponto de actimulacds

MUSCULD

Figura 11. Esquema simplificado dos componestes do reflexo H. O ponto de estimulagdo
elétrica para ativar o nervo periférico ¢ representado pela menor elipse cinza. A ativagdo do
nervo ¢ demonstrada pela propagacao ortodromica no axdnio motor para evocar a M onda, e a
propagacdo ortodromica no axdnio sensorial (demonstrando que a comunicagdo anuloespiral
do aferente Ia sobre o fuso neuromuscular) para evocar o reflexo H via conexdo monossinaptica
com o motoneuronio o (Adaptado de Zehr, 2002)
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Eletromiografia: EMG

S = Artefato de estimulagdo
M = Resposta motora
H = Reflexe Hoffmann

Figura 12. Eletromiografia (EMG) do Artefato de estimulagdo, Resposta motora e Reflexo Hoffmann.

3.1.1 Curva de recrutamento da resposta M e do reflexo H

Quando um axdnio ¢ estimulado eletricamente, de forma experimental, o potencial de
acdo gerado no ponto de estimulacdo se propaga nos dois sentidos do axonio (condugdo
ortodromica e condugao antidromica). Na direcdo ortodromica, que corresponde ao sentido
do aferente Ia para o motoneurénio o e na direcdo antidromica que corresponde ao sentido
contrario. Aumentando progressivamente a intensidade da estimulacdo elétrica sobre o
axonio, ¢ possivel obter a curva de recrutamento das respostas H e M, pela relagdo entre a
intensidade do estimulo e a amplitude das respostas registradas (Figura 13). Assim, os
primeiros motoneurdnios a serem recrutados sdo os de menor limiar de excitabilidade,
aqueles de maior didmetro (aferente Ia), aparecendo a reflexo H. Com o aumento progressivo
da intensidade de estimulagdo, os neurdénios de maior limiar de excitabilidade e menor
diametro (motoneurdnio o) comegam a ser recrutados, aparecendo a resposta M. A condugao
antidromica gerada sobre o motoneuronio o colide com o potencial de a¢ao ortodromico
gerado sobre o aferente la, determinando o seu bloqueio progressivo. Assim, o aumento da
intensidade de estimulagdo eleva a amplitude da resposta M e reduz a amplitude da resposta

H (PIERROT-DESEILLIGNY & MAZEVET, 2000).



FREITAS SILVA SR Desnutri¢ao neonatal e desenvolvimento neuromuscular... 32
Figura 13. (G) Curva
de recrutamento no

= =
das

E‘ D F musculo  solear
respostas He M. A - F
corresponde a
' ali sion -
representagio
esquematica dos
L L I L' L M s acontecimentos
Y relativos ao aumento

da intensidade da
estimulagdo e ao

8
o

]
g
1
¥ E surgimento das
= respostas H e M
E &2 maximas (Pierrot-
-g a Deseilligny &
Fi Mazevet, 2000).
L=
¥ a a5 1 15 2
T

Stimulus intensity [x motoer thresheld, MT)

O reflexo H ¢é usualmente expresso em parametros de laténcia e amplitude. A laténcia
corresponde ao tempo necessario entre a estimulagdo elétrica e o primeiro registro do sinal.
Ela representa a soma do tempo de condugao do impulso aferente e eferente, mais o tempo de
transmissao sindptica na medula espinhal. A amplitude ¢ calculada pela diferenca em mV

entre o pico positivo e negativo do sinal EMG (Figura 14).

AH

Figura 14. Pardmetros avaliados
no reflexo H e resposta M.

LM

LH

Respostas H e M: Pardmetros amplitude e laténcia.
S: Artefato de estimulagde

M: resposta metora

LM: laténcia do M

AM: Amplitude do M

H: reflexec Hoffmann

LH: laténcia de H

AH: Amplitude do H
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3.1.2 Resposta motora maxima (Mmax) e sua variabilidade.

Uma estimulacdo de forte intensidade sobre o nervo misto produz a resposta M, que
corresponde a ativacao direta dos motoneurdnios oo (HOFFMANN, 1918; MAGLADERY &
MC DOUGAL, 1950; PIERROT-DESEILLIGNY & MAZEVET, 2000; TURKER, et al.,
2005). No musculo solear humano, a resposta M apresenta um tempo de laténcia de
aproximadamente 7 ms (KUDINA & ALEXEEVA, 1992). No rato, a laténcia média da
resposta motora é em torno de 1 ms (PEROT & ALMEIDA-SILVEIRA, 1994). A resposta
motora maxima (Mmax) ¢ obtida com o aumento da intensidade de estimulagdo até o ponto
onde a amplitude da resposta M nao se altera, o que corresponde a ativagao total do musculo
(HUGON, 1973; HWANG, 2002). Esta resposta ¢ frequentemente utilizada como fator de
normalizagdo do reflexo H, que ¢é expresso em fracdo da resposta Mmax (H/Mmax)
(TUCKER & TURKER, 2004; PIERROT-DESEILLIGNY & MAZEVET, 2000; ZEHR,
2002). Tem sido demonstrado que a magnitude da reposta Mmax do musculo pode mudar
consideravelmente quando o membro ¢ colocado em diferentes posicoes (SIMONSE &
DYHRE-POULSEN, 1999; SIMONSE et al., 1995) ou durante diferentes niveis de contragao
muscular (TURKER & TURKER, 2004). Esta variagdo ¢é atribuida a alteracdo do angulo das
fibras musculares (GERILOVSKY et al., 1989), ou mudancas na efetividade da estimulacao
(FUMOTO et al., 2002; SIMONSE & DYHRE-POULSEN, 1999). A magnitude da resposta
Mmax também pode reduzir significativamente com o prolongamento da experimentagdo e o
aparecimento do cansago pelo sujeito (CRONE ef al.,, 1999). Além disso, o horario da
experimentacdo (CASTAINGTS ef al., 2004), a temperatura do musculo (DEWHURST et

al., 2005), o acamulo de fluido intersticial no membro testado (CASTAINGTS et al., 2004)
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e a reducdo da eficiéncia da bomba de sddio e potassio, que pode ocorrer com a repetida

ativacao das unidades motoras (NIELSEN & CLAUSEN, 2000), podem afetar a resposta M.

3.1.3 Reflexo Hoffmann (Hmax) e sua variabilidade.

A descrigdo dos resultados do estudo do reflexo H deve ser muito cuidadosa devido a
significante influéncia pré-sinaptica e pos-sinaptica sobre a alga reflexa. A magnitude do
reflexo H ¢é conhecida por ser modulada a partir de fatores centrais e periféricos
(MISIASZEK, 2003).

e Inibicao Pré-sinaptica.

Frank & Fuortes (1957) descreveram uma depressao dos potenciais monossinapticos
pos-sinapticos excitatorios (EPSPs) Ia, que ocorreu sem qualquer mudanga na condutividade
e no potencial de membrana do motoneurdnio. Esta inibi¢do pré-sinaptica (PSI), que ¢
acompanhada pela despolarizagdo do aferente primério (DAP), ¢ causada por sinapses
gabaérgicas axo-axonais (para revisdao ver RUDOMIN, 1990), transmitidas pelos
interneurdnios relacionados com a DAP. No gato, este processo resulta na depressdo do
reflexo monossindptico por varias centenas de ms e pode ser muito dréastica (ECCLES et al.,
1962). No Homem, mudangas altamente significativas na inibi¢do pré-sinaptica dos terminais
Ia tem sido observadas durante movimentos voluntarios (HULTBORN et al., 1987) e apds
estimulagdo cortical (MEUNIER & PIERROT-DESEILLIGNY, 1989). Mudanga na inibigao
pré-sinaptica do terminal Ia, bem como na excitabilidade do motoneurdnio, podem produzir
alteragdes na amplitude do reflexo monossinaptico. Significante modulacdo inibitoria da
amplitude do reflexo H solear ocorre com a mudanca postural: deitado, sentado ou em pé
(GOULART et al., 2000; ZEHR, 2006). O esquema da figura 15 representa os efeitos da

mudanca postural sobre a inibi¢do do reflexo H. A amplitude do reflexo H ¢ maior quando o
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individuo estd deitado e reduz progressivamente na medida em o individuo fica em pé,

caminha ou corre, o que corresponde ao aumento gradual da inibi¢ao pré-sinaptica .

Reflexo H
Resposta M 4

l’l - L

!\ - Fal Y N
—_—N e | —N | ; \—"\ # \ "N s

PSI ___-‘ PSI

Figura 15. Efeito da inibi¢do pré-sindptica (PSI) sobre o padrao do reflexo H solear. Mudangas no
PSI do aferente Ia produzem altera¢des na amplitude do reflexo H e dependem da atividade motora.
A figura acima apresenta a performance em 4 posi¢des diferentes com a correspondente reducdo na
amplitude média do reflexo H e o aumento no PSI (asteriscos correspondem a atividade inibitoria
dos interneurdnios no aferente la). Observe que a intensidade do estimulo é mantida constante e
resposta M permanece constante a cada mudancga da posi¢@o corporal (Zehr et al., 2006).

O aumento na amplitude do reflexo H, observado quando o individuos encontra-se na
posi¢do deitado, ¢ atribuido a uma reducgdo da inibi¢do pré-sinéptica. Duchateau (1995), ao
testar o reflexo H de individuos mantidos na posicao deitado, sugeriu que o aumento
observado na amplitude do reflexo H, deve-se a uma remoc¢ao parcial do fenomeno pré-
sinaptico inibitério, que produz um aumento da eficécia sindptica sobre o motoneurdnio.
Lambertz et al. (2003) também atribuiu ao aumento da efic4cia sindptica, pela reducao da
inibigdo pré-sindptica, a possivel explicagdo para a maior excitabilidade reflexa observada em
cosmonautas ap6s longo periodo no espacgo, ou seja, em hipoatividade.

Além disso, a influéncia da inibi¢do pré-sinaptica sobre o reflexo H pode ser confirmada
através de trabalhos que comparam a amplitude do reflexo H de individuos jovens ou idosos
em diferentes posi¢des (EARLES et al., 2001; TSURUIKE et al., 2003). Tsuruike et al.

(2003) estudaram a amplitude do reflexo H de individuos jovens e adultos, na posicao deitada
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ou na posi¢do em pé. Os individuos jovens demonstraram uma diferenca significativa na
amplitude do reflexo H, entre as posi¢cdes deitado ou em pé, enquanto os individuos idosos
nao apresentaram a mesma diferenca. Estes dados indicam que com o envelhecimento parece
haver uma redugdo da influéncia pré-sinaptica inibitoéria em relagdo a condi¢do postural

(Figura 16).
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Figura 16. Redu¢do do reflexo H em diferentes posigdes: deitados e em pé, expresso
pela relagio Hmax/Mmax de individuos jovens e idosos. O reflexo H diminui na
posi¢do em pé nos individuos jovens, e ndao ocorre diferenca nos individuos idosos
(Tsuruike et al., 2003).

e Depressao Pés-ativacao

Outro mecanismo inibitorio pré-sinaptico ¢ a depressdo pos-ativagdo, que consiste na
redu¢do da quantidade de neurotransmissor liberado pelo aferente Ia, que foi previamente
ativado, no terminal pré-sinaptico (HULTBORN et al., 1996; PIERROT-DESEILLIGNY &
MAZEVET, 2000). O efeito da depressdo pos-ativagdo com conseqiiente redugdo da
amplitude do reflexo H persiste por aproximadamente 8s (MAGLADERY & McDOUGAL,
1950). A depressao pos-ativagao € um fator importante ligado a alteragdes na amplitude do
reflexo H, e particularmente durante o movimento. A mudanga do comprimento do musculo

durante o movimento, ativa o fuso neuromuscular que resulta na ativagao dos aferentes Ia,
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que também sdo requisitados durante o reflexo H (HULTBORN et al.,, 1996). Assim, a
ativacdo do aferente la pode esta ligada a supressao do reflexo H (HULTBORN et al., 1996).
Deve-se lembrar que a ativacdo do aferente Ia pode produzir algum efeito refratario pela
estimulagdo elétrica do nervo, reduzindo a transmissdo do arco reflexo H pelo menor
recrutamento do aferente Ia (BURKED, 2002)

e Excitabilidade do motoneurénio

Como discutido anteriormente (ver 2. As Unidades Motoras), os motoneurdnios menores
sdo mais excitaveis e inervam as fibras do tipo I (HENNEMAN & OLSON, 1965). Como o
musculo solear ¢ rico em fibras tipo I, ele apresenta uma excitabilidade reflexa bastante
elevada, sendo muito estudado sobretudo em condi¢do de repouso. Assim, alteragdes no
reflexo H possivelmente demonstram adaptacdes das unidades motoras, que podem ser
produzidas por mudangas nas propriedades intrinsecas dos motoneuronios.

Nao existem duvidas que a excitabilidade do motoneurdnio tem um papel substancial na
determinagdo da amplitude do reflexo H. Com a convergéncia de eventos pds-sinapticos
excitatorios e inibitérios, o nivel de despolarizagdo dos motoneurdnios pode reduzir ou
aumentar, produzindo alteragdes na amplitude do reflexo H (MISIASZEK, 2003). Variacdes
na amplitude do reflexo H podem ocorrer por variacdes nas propriedades intrinsecas dos
motoneurdnios. O musculo solear de individuos submetidos ao treinamento de resisténcia
demonstrou um aumento no reflexo H (GINET et al, 1975) em relagdo a individuos
sedentarios. Contrariamente, programas de treinamento de for¢a produzem uma redugdo no
reflexo H solear (CASABONA et al., 1990; NIELSEN et al., 1993). Estudos tém sugerido
que a excitabilidade motoneuronal pode ser alterada pelo treinamento em resisténcia:
alteragdes no reflexo H podem ser vistas quando comparados os reflexos obtidos antes e apds

o periodo de treinamento (PEROT et al., 1991). Contudo, outro trabalho demonstrou que a
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eletroestimulacao dos musculos solear e gastrocnémio, durante 4 semanas de treinamento,
ndo promoveu alteragdo significativa no reflexo H (MAFFIULETTI et al., 2003), indicando
que a eletroestimulagao ndo afeta a excitabilidade do motoneurénio. Além disso, mudangas
de curto prazo também podem modificar as propriedades do motoneurdnio. Por exemplo, o
neurotransmissor 5-hydroxytryptamina (5-HT ou serotonina) ¢ capaz de modificar a
propriedades de disparos do motoneuronios (LEE et al., 2007). Existem muitas evidéncias de
que esta substancia contribui para gera¢ao de potenciais platd nos motoneuronios, alterando
as propriedades de disparos dos motoneuronios (LEE et al., 2007). A implicagdo € que estas
mudancas impostas pelo treinamento em longo prazo ou pela modulagdo de neutransmissores
a curto prazo podem alterar as propriedades dos motoneuronios afetando sua capacidade de
ganho de recrutamento para o reflexo H.
3.1.4 Reflexo H em modelos animais: adaptacdes.

A eletrofisiologia ¢ uma excelente ferramenta para a investigacdo ndo invasiva da
fungdo axonal. Modelos experimentais tem sido bastante empregados nos estudos das
neuropatias periféricas, no nervo ciatico em ratos (DE KONING, 1987; SHARMA &
THOMAS, 1974; VAN MEETEREN, 1997). Algumas publicagdes tém se focalizado sobre a
relacdo da idade com a velocidade de conducao motora. Stanley (1980) estudou a laténcia e a
velocidade de conducdo dos nervos sensoriais € motores com o reflexo H, usando ratos com
peso corporal variando entre 100 — 600g, e idade variando entre 1 - 18 meses. Neste trabalho,
foi observado uma redugdo da laténcia do reflexo H, e também um aumento da velocidade de
condugdo com o crescimento do rato. Em ratos hibridos, a velocidade de condu¢ao motora e a
laténcia do reflexo H foram analisadas no nervo tibial aos 6, 18, 30 e 32 meses
(WINEINGER et al, 1995). Foi observado que ndo havia diferenga significativa da

velocidade de conducdo entre a idade de 32 meses e as idades de 6 ¢ 18 meses. Mais
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recentemente, Hort-Legrand et al. (2001) estudaram a velocidade de condugdo sensorial, a
velocidade de conducdo motora e a amplitude do potencial sensorial (reflexo H) de ratos
normais, entre as idades de 1 — 23 meses. Os resultados deste trabalho revelaram haver um
rapido aumento dos parametros de velocidade de condugdo e amplitude entre o 1° més e o0 5°
més, seguido de uma estabilizacdo entre 6° més e o 13° més e, por fim, uma diminuigdo
destes parametros a partir do 14° més (HORT-LEGRAND, 2001). A figura 17 apresenta a
regressao linear da amplitude do potencial sensorial em relagdo ao aumento da idade em

ratos, obtida no estudo de Hort-Legrand (2001).
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Figura 17. Regressdo linear da amplitude do potencial sensorial pelo aumento da idade em ratos. Os
dados correspondem a uma parabola que representa os diferentes estagios da evolugdo da amplitude
do potencial sensorial (HORT-LEGRAND, 2001).

Novos métodos para evocar o reflexo H (ou analogos) tém sido documentados, tanto em
humanos (ERTEKIN et al., 1996; MACCABEE et al., 1996; PEASE et al., 1997) como em
animais (PEROT & ALMEIDA-SILVEIRA, 1994; GOZARIU et al., 1998; DE-DONCKER
et al., 2006).

Em seu trabalho, Pérot & Almeida-Silveira (1994) descreveram com sucesso a
transposicdo da metodologia reflexa aplicada em humanos para o rato, permitindo a

utilizacdo de um método ndo invasivo e sem o emprego de anestésicos nos animais para o
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estudo reflexo H. Mais recentemente, De-Doncker et al. (2006) obtiveram o registro
neurografico de um analogo do reflexo H induzido pela estimulagdo elétrica do nervo solear,
ao nivel da vértebra Ls.

O uso de modelos animais em estudos da excitabilidade reflexa também permite avaliar
as adaptagoes do reflexo H em decorrénciade alteragdes na demanda funcional. Tém sido
descritas adaptagdes a longo prazo na magnitude do reflexo H em modelos animais,
induzidas pelo treinamento (WOLPAW, 1997, WOLPAW & TENNISSEN, 2001). Ratos
submetidos a treinamento de contra¢do rapida apresentaram uma reduc¢do no reflexo H
(ALMEIDA-SILVEIRA et al., 1996). Um resultado oposto, onde foi observado um aumento
da amplitude reflexa e um aumento relativo das fibras tipo I, foi observado em ratos treinados
em corrida (PEROT & ALMEIDA-SILVEIRA, 1995). Assim, mudancas na demanda
funcional do musculo induzidas pelo exercicio produzem adaptagdes da excitabilidade
reflexa.

A suspensao dos membros posteriores (microgravidade simulada) em ratos ¢ muito
utilizada como um modelo de desuso. Este modelo ¢ conhecido por perturbar as propriedades
mecanicas dos musculos posturais. Apos suspensdo dos membros posteriores (SMP), o
musculo solear, de contragdo lenta, apresenta um aumento na velocidade de contracdo
(DIFFEE et al., 1991; FITTS et al., 1986), bem como uma redugao na elasticidade (CANON
& GOUBEL, 1995), havendo uma redugao na propor¢ao de fibras do tipo I e relagdo as fibras
do tipo II (DESPLANCHES et al., 1987). Com base nestes achados, a hipotese de Anderson
et al. (1999) em seu trabalho, foi de que haveria uma redugdo no reflexo H de ratos Sprague-
Dawley apos trés semanas de SMP. Contudo, os seus resultados revelaram um aumento na
amplitude do reflexo H ap6s a SMP, indicando que a hipoatividade induzida pelo SMP

provavelmente deve aumentar a eficiéncia sinaptica entre as fibras la e o motoneurdnio a.
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Em outro estudo, apds 14 de SMP foi observada uma redugdo no analogo neurografico do

reflexo H em ratos Wistar (DE-DONCKER et al., 2006).

3.2 Resposta do misculo a uma estimulagdo mecénica: Reflexo Tendinoso.

A estimulagdo mecanica do tenddo produz o reflexo tendinoso ou reflexo T. A
deformacao produzida pela percussdo do tenddo se propaga pelo musculo e estimula os
aferentes Ia, no fuso neuromuscular, gerando um impulso nervoso que percorre os neuronios
sensorais, até¢ a medula espinhal onde atinge os motoneurdnios o, que conduzem o impulso
at¢ o musculo produzindo uma contracdo curta (Figura 18). O eletromiograma permite
detectar esta resposta tendinosa de curta duragdo e curta laténcia que no musculo solear do
homem ¢ de aproximadamente 30 a 35 ms (PAILLARD, 1955) e no musculo solear do rato ¢
de aproximadamente 8 a 10 ms (PEROT & ALMEIDA-SILVEIRA, 1994). O reflexo T,
portanto, representa a ativacao da alga reflexa monossinaptica Ia-a (PAILLARD, 1955).
Tradicionalmente, o reflexo T ¢ considerado como monossinaptico embora oligossinapses
possam interferir no seu surgimento, como citado anteriormente (ver reflexo H). Os
principais parametros avaliados com o reflexo T sdo a laténcia e a amplitude. A laténcia
corresponde ao tempo entre a percussao do tendao e o surgimento do sinal eletromiografico.
Na experimentacdo com animais, 0 momento exato do contato do martelo com a pele do
animal pode ser obtido com o auxilio de um captor de for¢a para registrar o mecanograma. A
amplitude ¢ calculada pela diferenca pico a pico entre o pdlo negativo e o polo positivo no
sinal EMG (Figura 19). Varios tenddes nos membros superiores e inferiores sdo adequados

para evocar o reflexo T em individuos saudaveis.
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Figura 18. Esquema simplificado dos componentes do reflexo T. Percussdo do tenddo para ativar o aferente Ia é
representada pelo martelo. A ativagdo do aferente la é demonstrada pela propagagdo ortodromica no axdnio
sensorial (demonstrando a comunicagdo anuloespiral do aferente Ia sobre o fuso neuromuscular) e a conexao

monossinaptica com o motoneurénio o para evocar o reflexo T (Adaptado de Zehr, 2002).

Contudo, em geral o reflexo T € evocado nos membros inferiores especificamente no

joelho (reflexo Patelar) e no tornozelo (reflexo de Aquiles). Nos membros superiores a

obtencdo do reflexo T ¢ usualmente mais dificil, mas a percussdo do tenddo pode ser

realizada sobre o tenddo do supinador, do pronador, do biceps, do triceps, dos flexores dos

dedos e do maxilar (para revisao ver VOERMAN et al., 2005).
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Sinal EMG

Momento da
Percussdo

Mecanograma

Figura 19. Sinal EMG do reflexo T. Principais parametros avaliados, com L representando a laténcia e A

representando a amplitude do reflexo T respectivamente. Mecanograma apresentando o momento exato da
percussao do tendao.

O significado clinico do reflexo T (especialmente: o Patelar e o de Aquiles) ¢
principalmente o de determinar o grau de funcionalidade do arco reflexo (KURUOGLU &
OH, 1993), e avaliar o sistema motor (TOFT, 1995), sendo utilizado como uma ferramenta
para avaliagdo de alteracdes neurologicas e neuromusculares (UYSAL et al., 1999;
KAWASAKI et al., 2004). Experimentalmente, o reflexo T pode ser utilizado para avaliar as
repercussdes de diferentes demandas funcionais como: o treinamento fisico em diferentes
modalidades esportivas (MAFFIULETTI et al., 2003; ALMEIDA-SILVEIRA et al., 1996), a
maturagdo ¢ o envelhecimento (KAMEN & KOCEJA, 1989; PEREON et al, 2004;
GROSSET et al., 2007) e do desuso (ANDERSON et al., 1999; LAMBERTZ et al., 2003),
sobre a excitabilidade reflexa.

3. 2.1 Variabilidade do reflexo T
Na literatura o reflexo T e o reflexo H sdo usualmente empregados como métodos

capazes de identificar o padrao de excitabilidade do motoneurénio o.. Assim, os processos
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discutidos anteriormente sobre a variabilidade do reflexo H também se aplicam ao reflexo T
(ver reflexo H e sua variabilidade). Contudo, o reflexo T envolve diferentes parametros com
a participagao do musculo como: as propriedades visco-eldsticas das estruturas musculo-
tendinosas e articulares (RACK et al., 1983, 1985), a eficiéncia do fuso neuromuscular
(PAILLARD, 1955) e o proprio tonus muscular (AL-FALAHE & VALLBO, 1988; RIBOT-
CISAR et al., 2000).

A influéncia das propriedades visco-elasticas das estruturas musculo-tendinosas e
articulares foram bem estudadas por Joyce et al. (1974) e também, por Rack et al. (1983;
1984; 1985). Como resultado destes trabalhos, atualmente ¢ proposto que a perturbagdo
mecanica pode ser transmitida integralmente ou ndo ao fuso neuromuscular, que por sua vez
pode responder de maneira mais ou menos importante. A elasticidade relativa do tenddo em
relagdo as fibras musculares determina a taxa de perturbagdo detectada pelos fusos
neuromusculares. Tenddes maiores, mais flexiveis e menos rigidos, transmitem menos a
deformagao as fibras musculares e fusoriais, enquanto os tenddes menores, menos flexiveis e
mais rigidos, transmitem quase que integralmente a deformagao.

A eficiéncia do fuso neuromuscular ¢ preservada pela ativagdo dos neuronios
fusomotores quem tornam o fuso neuromuscular mais sensivel ao estiramento em qualquer
que seja a condi¢do de contragdo (HULLIGER et al., 1977a, 1977b; MATTHEWS, 1981).
Alteragdes no funcionamento do sistema fusomotor podem interferir na eficiéncia do fuso
neuromuscular. A variabilidade da resposta ao estiramento pode também ser modificada pelo
nivel de vigilancia do individuo, que influéncia o tonus fusomotor e o nivel de descargas
tonicas dos aferentes la (AL-FALAHE & VALLBO, 1988; RIBOT-CISAR et al., 2000). O que
em ratos pode ser induzido pelo nivel de estresse ao qual o animal ¢ submetido durante a

experimentacao.
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Sao raros os dados na literatura concernentes a avaliacdo da maturagdo do reflexo T no
homem e no rato do periodo neonatal até a idade adulta. No homem, alguns trabalhos sdo
dedicados a comparar as laténcias do reflexo T, de criangas lactantes e individuos adultos,
por diferentes grupos musculares, como o triceps e o biceps braquial (MC DONOUGH et al.,
2001) ou o musculo solear (PEREON et al., 2004). Estes trabalhos indicam um aumento da
laténcia com a idade associada a um aumento da velocidade de condugao pela maturagdo dos
processos de mielinizagdo. Mais recentemente Grosset et al. (2007) também observaram que
existe uma relagdo diretamente proporcional entre a laténcia do reflexo T e o aumento da

idade em criangas pré-adolescentes (Figura 20).

Figura 20. Relagao entre a laténcia
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Neste mesmo trabalho foi observado que a amplitude do reflexo T também aumenta
com o aumento da idade nos pré-adolescentes. No musculo solear houve um aumento de 15,6
*+ 1,8% aos 7 anos para 20,3 £ 3,7% aos 11 anos de idade, e no musculo triceps sural o
aumento foi de 7,5 £ 1,5% aos 7 anos para 13,4 + 1,8% aos 11 anos de idade. Entretanto, os

valores permaneceram inferiores aos do adulto de 28,0 = 4,3% no solear e
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18,3 = 2,4% no triceps sural (Figura 21). Estes dados sdo importantes, pois fornecem

informacdes sobre o reflexo T em uma janela temporal até entdo ainda ndo estudada.
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Figura 21. Relagdo T/Mmax e a idade de pré-adolescentes nos miisculos solear (A) e triceps sural (B). A
relagdo T/Max foi correlacionada significativamente com a iadade dos pré-adolescentes (0) (A: r = 0.94,
n=>5;p<0.05 B:r=0.96,n=5; P <0.05). A relagdo T/Mmax dos musculos solear ¢ triceps sural de
todas as criangas foram menores que nos adultos (e). Dados sdo expressos em médias = SE. (¥)
representa diferenga significativa entre os pré-adolescentes e (§) representa diferenga significativa entre
os adultos e todos os pré-adolescentes ANOVA (p <0.05) (GROSSET et al., 2007).

Na experimentacdo com ratos, o nosso levantamento bibliografico ndo encontrou
nenhum trabalho referindo a maturagdo do reflexo T, possivelmente dada a dificuldade de
padronizacdo da técnica em animais de pequeno porte. Os dois Unicos trabalhos que nos

encontramos referindo o estudo do reflexo T em ratos foram conduzidos pela equipe de
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pesquisa do Departamento de Engenharia Biologica da Universidade de Tecnologia de
Compieégne — Fr. O primeiro trabalho publicado por Pérot & Almeida-Silveira (1994),
descreve uma técnica inovadora para transposi¢do do método utilizado para obtengdo do
reflexo T no homem para o rato. E no segundo trabalho, publicado por Anderson et al.
(1999), foi observado que animais submetidos durante 9 semanas a microgravidade
simulada pela técnica de SMP, apresentaram reducdo no reflexo T, o que foi atribuido a
possiveis mudangas nos componentes periféricos do reflexo de estiramento como por
exemplo o fuso neuromuscular.

3.3 Efeitos da desnutriciao sobre a excitabilidade reflexa do musculo.

Segundo encontramos em nosso levantamento bibliografico, varios trabalhos tem
demonstrado que a desnutrigdo ¢ capaz de alterar a velocidade de conducao nervosa tanto em
criangas (SINGH et al., 1976; GHOSH et al., 1979) quanto em animais (SEGURA et al.,
2001; 2004; DA-SILVA et al., 1987). Nos trabalhos desenvolvidos por Segura et al. (2001,
2004), foi demonstrado que defici€ncias nutricionais durante o periodo perinatal resultam em
redu¢do na velocidade de condugdo e na amplitude do potencial de acdo evocado em nervos
sensoriais de ratos. Estes achados sdo atribuidos a uma alteragdo no desenvolvimento pos-
natal da bainha de mielina em axonios de animais desnutridos. Outro estudo (DA-SILVA et
al., 1987) demonstrou que ha redugdo na velocidade de condug¢do do impulso nervoso em
ratos adultos submetidos a desnutrigdo cronica. Neste trabalho, os resultados encontrados sao
atribuidos a quantidade da dieta e a qualidade ou a quantidade do contetido protéico presente
na dieta. Contudo, quando a desnutricao ¢ imposta na idade adulta, ela ndo parece interferir
na velocidade de conducao do impulso nervoso (DA-SILVA et al., 1987). Uma boa revisao
sobre as conseqiiéncias neuroldgicas da desnutricdo em humanos e animais pode ser

encontrada no trabalho de Chopra (1991). Caréncias especificas em vitaminas do complexo B
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também interferem na condu¢ao somatossensorial em ratos (CLAUS et al., 1984; ZEGERS
DE BEYL et al., 1988). Além disso, alteragdes estruturais e metabodlicas podem ocorrer nos
musculos na presenca da desnutrigdo (BEDI et al., 1982; ARDAWI et al., 1989; SILVADO
et al., 2006; WARD & STICKLAND, 1991; ALMURSHED & GRUNEWALD, 2000;
OLIVEIRA et al., 1999).

Embora mudangas na excitabilidade reflexa possam ocorrer por alteracdes das
propriedades intrinsecas dos motoneurdnios ou das propriedades elasticas dos musculos,
curiosamente, nenhum trabalho foi encontrado referindo os efeitos da desnutricdo sobre a

excitabilidade reflexa, pela medida do reflexo de Hofmann ou do reflexo Tendinoso em ratos.

A ATIVIDADE LOCOMOTORA

1- Desenvolvimento da atividade locomotora.

Os comportamentos locomotores estdo estreitamente relacionados a sobrevivéncia dos
mamiferos e requerem uma coordenacao fina e precisa da atividade simultdnea das diversas
vias motoras. A atividade integrativa do SN torna possivel as agdes que envolvem o
comportamento proposicional, e depende de uma hierarquia entre os sistemas motores. As
habilidades funcionais vao se aperfeigoando a medida que se estende o processo de
desenvolvimento, com as mudancas complexas e interligadas que acompanham o
crescimento e maturagdo dos sistemas organicos (PURVES, 1994, MASSION, 1998). Assim,
a ocorréncia de distirbios na forma de doengas, limitagbes a livre movimentagdo ou
restrigdes nutricionais podem afetar negativamente o processo de desenvolvimento. A

avaliagdo da ontogénese motora ¢ uma ferramenta bastante utilizada no diagnostico de
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disfungoes relacionadas a alteragdes do desenvolvimento neuromuscular ¢ psicomotor no
inicio da vida (BARROS et al., 2006; EICKMAN et al., 2003).

E interessante ressaltar que os eventos relacionados ao desenvolvimento motor seguem
uma seqiiéncia pré-determinada e caracteristica em cada espécie. Em ratos e camundongos,
foi igualmente verificada uma sequéncia ontogenética para o desenvolvimento motor (FOX,
1965; SMART & DOBBING, 1971, GRAMSBERGEN, 1998). Observa-se um periodo
inicial de movimentacdo reflexa, fortemente voltada para atividades envolvendo a
conservagdo da temperatura corporal e a obtengdo do alimento. A seguir, outro periodo ¢
marcado pela inibicdo dos reflexos primitivos e a obtencdo de um controle aparentemente
mais voluntario (FOX, 1965). Ao final da segunda semana de vida, os padroes de movimento
e locomog¢do tornam-se mais semelhantes aos do animal adulto. Ao desmame, o rato
apresenta um repertorio completo de movimentos semelhante ao do rato adulto, embora este
repertorio ainda evolua durante a fase de crescimento e maturagdo sexual, no sentido de
refinamento na coordenagcdo (WALTON et al., 1992).

Na primeira semana de vida, a principal atividade locomotora no rato consiste num
rastejar ineficiente no deslocamento do corpo contra a gravidade, suficiente apenas para guiar
o animal, a partir de estimulos olfatdrios, na busca do mamilo materno para se alimentar, e se
manter em contato com a ninhada buscando equilibrio térmico (JAMON & CLARAC, 1998).
A maturacao vestibular sera crucial para a evolu¢do motora, tendo sido demonstrado que este
desenvolvimento se dard de forma importante entre o oitavo dia de vida embriondria até o
15° dia pos-natal (CLARAC et al., 2004 ).

Gramsbergen (1998) resumiu os achados mais freqiientes relacionados ao
desenvolvimento motor no rato. No 16° dia de vida embrionaria, ¢ possivel observar as

primeiras movimentagdes de tronco € membros, € movimentos com certa coordenagdo entre
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as patas pode ser visto no 20° dia embrionario. Se o rato for colocado na agua, podem ser
vistos movimentos ritmicos com as patas, semelhantes aos de natagao, no 1° dia de vida pos-
natal. No 4° ou 5° dia, movimentos nas quatro patas produzem um rastejar sem grande
sucesso para deslocamento, mas que leva ao pivoteamento do corpo do animal, e influencia
movimentos laterais de tronco. Ao 8° dia, gragas ao maior controle postural e coordenacao de
grupos, conforme demonstrado por EMG, o rato consegue sustentar-se sobre as quatro patas,
podendo realizar alguns passos. Concordando com citagdes anteriores, observa-se ao final da
segunda semana, no 15-16° dias pos-natais, um melhor padrio de marcha, com maior
abducao de patas posteriores oferecendo melhor base de sustentagdo e maior velocidade. No
EMG, identifica-se nesta fase a expressdo de um padrdo reciproco de ativacdo de grupos
musculares flexores e extensores nas patas.

O EMG permite observar também a evolugao da associagdo de movimentos de tronco
e patas no desenvolver da marcha em ratos. No 15° dia poés-natal, hé ativagdo dos musculos
extensores do tronco, relacionada com o ciclo de apoio e balango na marcha. Esta atividade
se mostra como conseqiiéncia da estabilidade postural necessaria a marcha, que caracteriza o
inicio do padrao adulto de locomogdo. O padrao de recrutamento dos extensores de tronco
atingido no 21° dia pés-natal, idade de desmame no rato, ndo difere do adulto, o que
confirma a hipotese de que o periodo do aleitamento, que corresponde as trés primeiras
semanas de vida no rato, pode ser considerado um periodo critico para o desenvolvimento da
locomogao (WALTON et al., 1992; GRAMSBERGEN, 1998).

E interessante observar que estudos experimentais demonstram que os padrdes de
locomog¢ao em desenvolvimento no rato sdo influencidveis pela experiéncia sensorio-motora:
animais que sofreram restricdes a locomocao livre nesta idade precoce, a segunda semana

pos-natal, tiveram alteracdes permanentes no padrdo de movimentacao das patas posteriores
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(WALTON et al., 1992). Essa correlagdo entre periodo de intensa maturagdo estrutural e
funcional remete ao conceito de periodo critico para o desenvolvimento, conforme descrito
para o SN (MORGANE et al., 1978), estendendo este conceito também ao sistema muscular
(WALTON et al., 1992).

O adequado desempenho das fungdes motoras, assim, envolve a integracdo € o
desenvolvimento normal de diversos sistemas organicos. Além do papel fundamental do SN
na coordenagdo e controle da acdo motora, o sistema muscular assume papel de destaque por
sua funcdo de geracdo da for¢a mecanica que vai permitir o deslocamento de segmentos e do

corpo como um todo.

2. Efeitos da desnutriciao sobre a atividade locomotora.

A reducao da atividade locomotora tem sido comumente associada a diminuig¢do da
interacdo social (SALAS et al., 1998), ou a alteragcdes no comportamento emocional de ratos
neonatos (SMART & DOBBING, 1971). Estes ultimos autores, observaram um aumento de
movimentos de rotacdo em ratos desnutridos, que seria um fator que influencia
negativamente o padrao de desenvolvimento do movimento organizado. Nagy et al. (1977)
apresentaram os resultados similares, associando esta "agitacdo comportamental" a uma falta
da inibicdo do comportamento locomotor. Ratos desnutridos podem apresentar uma redugao
do crescimento cerebelar e mudangas no padrao de movimentagao (LYNCH et al., 1975).

Mais recentemente Barros et al. (2006), puderam observar que animais submetidos a
desnutri¢do, durante o periodo de aleitamento, apresentaram uma redu¢do na atividade
locomotora (Tabela 1). Embora os animais desnutridos tenham demonstrado uma evolugao
na atividade locomotora ao longo do periodo neonatal, os valores, em termos de nimeros de

quadrados invadidos no open-field, foram inferiores aos do animais controles com 21 dias de
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vida (BARROS e col, 2006). Estes autores também observaram um atraso no crescimento
somatico ¢ na maturagdo de reflexos, dos animais desnutridos, alteracdes capazes de

prejudicar as experiéncias do movimento.

Grupos Idade (dias)
D7 D14 D21
Controle .06 +£0.15 13.24 £ 1.14* 54.68 +2.80*
Desnutrido [.L13+£0.15 849+ 0.68 *  44.54 + 3 08*

Tabela 1. Evolugao da atividade locomotora de ratos controle ¢ desnutridos aos 7, 14 ¢ 21
dias de vida. valores em média * dp, * significa diferenca intragrupos nas idades destintas

e # significa diferenca entre os grupos, revelando efeito do tipo de nutrigdo (p < 0,05)
(barros et al; 2006).

Em humanos, o histérico da ocorréncia de desnutri¢do precoce também pode estar
relacionado ao atraso no desenvolvimento psiquico € motor em criangas. Por exemplo, nos
relatos de Ivanovic et al. (1996) e Benefice et al. (1999), que correlacionaram baixos escores
escolares a sinais de desnutricdo pregressa, € reducao na coordenacdo motora em criangas
desnutridas, respectivamente. Assim, a desnutricdo precoce no humano também ¢ capaz de
influenciar negativamente o desenvolvimento infantil (BENITEZ-BRIBIESCA, 1999;
GRANTHAM-MCGREGOR et al., 1987; DREWETT et al., 2001, LAURENTINO et al.,
2006), como por exemplo na evolugdo de comportamentos motores (BHATIA et al., 1979;

BENEFICE et al., 1999).

I11. CONSIDERACOES RELEVANTES SOBRE A DESNUTRICAO

1- Desnutricio neonatal e suplementacio de dietas
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Entre os fatores exdgenos passiveis de influenciar o desenvolvimento, a nutricdo
ocupa papel de destaque. Um suprimento adequado de nutrientes é imprescindivel para a
manutengdo do crescimento em todos os sistemas organicos, assim como para o
desenvolvimento de suas respectivas funcoes (MORGANE, 1993; PESSOA et al., 2000;
PARK et al., 2003). Por exemplo, durante esse desenvolvimento do sistema nervoso foram
identificados “periodos criticos”, nos quais este sistema estd mais vulneravel a agressoes
(MORGANE et al, 1978). O primeiro periodo critico se refere a multiplicacdo e
organizacdo iniciais de neuroblastos que, nos mamiferos, acontece no periodo pré-natal
(MORGANE et al., 1993). O segundo ¢ aquele correspondente ao crescimento rapido do
cérebro, com migra¢do e diferenciagdo neuronal, sinaptogénese, multiplicacdo glial e
mielinizagdo evidentes (DOBBING, 1964; MORGANE et al., 1978). No rato, todo o
segundo periodo critico ¢ pos-natal durante a fase de aleitamento (WINICK & NOBLE,
1966). No homem, esse periodo inicia-se no terceiro trimestre do desenvolvimento intra-
uterino, continuando-se por dois a quatro anos ap6s o nascimento (MORGANE et al.,
1978). Ao longo das décadas, a teoria do periodo critico do desenvolvimento do sistema
nervoso, vem sendo cada vez mais ampliada e atualmente pode ser aplicada para todos os
sistemas organicos. Em virtude de, no rato os primeiros 21 dias de vida pos-natal
corresponderem ao segundo periodo critico de desenvolvimento, muitos trabalhos
experimentais tém utilizado este modelo animal para o estudo do desenvolvimento.

Portanto, a desnutricdo neonatal ¢ capaz de alterar o padrio dos eventos
morfogenéticos que ocorrem nesta fase, com conseqiiéncias deletérias para o
desenvolvimento e aquisicao de padrdes fisiologicos maduros no organismo (RESNICK et
al., 1979; NOBACK & EISENMAN, 1981). Neste particular, alguns trabalhos realizados

pelo grupo de pesquisa Nutricdo, Neuropsicofarmacologia e Imunidade da UFPE, tem
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recentemente trazido mais esclarecimentos sobre os impactos da desnutricdo neonatal ao
desenvolvimento e funcionamento do organismo. Barreto-Medeiros et al. (2004)
observaram que animais desnutridos durante o periodo neonatal apresentavam alteragdes
nos padrdes de respostas comportamentais agressivas e alimentares, quando atingiam a
idade adulta. A desnutricao neonatal também reduziu os neuronios do plexo mioentérico do
colon descendente em ratos adultos (MARINHO et al., 2004). Alteragdes no crescimento
somatico sdo também produzidas pela desnutrigdo neonatal, tendo sido proposto um
protocolo para medida de indicadores do desenvolvimento somatico em ratos (SILVA e
col., 2006). Estes estudos certamente servem de base para a elaboracdo de estratégias de
prevencdo e combate a desnutricdo. Como, por exemplo, a elaboracdo de suplementos
alimentares para atender a demanda nutricional em populagdes carentes.

Técnicas de enriquecimento de alimentos sao utilizadas em paises subdesenvolvidos
como o Brasil, na tentativa de combater os efeitos deletérios das caréncias nutricionais
(TEODOSIO et al., 2000). Alguns estudos tém apresentado bons resultados a partir da
suplementacdo de dietas carentes com macro e micronutrientes (NESTEL et al, 2003;
KELLY et al., 2003, BEINNER & LAMOUNIER, 2003). Estes trabalhos discutem a
biodisponibilidade, bem como a melhor forma de incorporagdo destes nutrientes aos
alimentos (NESTEL et al, 2003). Bons resultados foram obtidos, com a utilizacdo da
proteina do soro do leite para suplementar uma dieta carente em calcio, com o objetivo
favorecer o processo de formagao do osso em ratos (KELLY et al., 2003). A fortificagdo de
alimentos com ferro também pode ser empregada com bastante sucesso no combate a
anemia (BEINNER & LAMOUNIER, 2003). Além disso, a Organizacdo das Nagoes
Unidas para a Agricultura e a Alimenta¢do, bem como a Organizacdo Mundial de Saude

(FAO/WHO, 1991), preconizam a suplementacdo de alimentos com proteinas de alto valor
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biologico para combater a desnutricdio em todo mundo. O consumo de aminoécidos
essenciais ¢ empregado para promover o incremento do ganho de peso e altura em
populagdes carentes (ALLEN et al., 1991), sabendo-se que as proteinas tém marcante
contribuicdo para o desenvolvimento das estruturas do organismos (SCHRIER &
PORATH, 1965; STEWART et al.,1975; MORGANE, 1993).

Além disso, a presenga de evidéncias epidemioldgicas de que doengas metabodlicas
que ocorrem durante a fase adulta, em individuos recuperados nutricionalmente, mas que
foram desnutridos no inicio da vida, tornam ainda mais importante o estudo da desnutri¢ao

neonatal e da recuperagdo nutricional.

2 - Hipotese do fendtipo protetor

A associagdo entre agressdes no periodo critico do desenvolvimento e repercussoes
tardias surgiram a partir do modelo da influéncia fenotipica, segundo o qual o organismo se
adaptaria favoravelmente a um ambiente hostil durante a fase precoce da vida (HALES &
BARKER, 1992). Evidéncias epidemiologicas indicam que a desnutri¢do no periodo fetal e
na infancia predispde o individuo adulto a uma série de doengas, como a diabetes tipo Il e
hipertensao (FORSDAHL, 1977; RAVELLI et al., 1998). A desnutrigdo pode atuar no
periodo critico do desenvolvimento como estimulo ambiental para desenvolver uma
“programacgdo”, que tera efeito subseqiliente sobre estruturas e fungdes de sistemas
organicos (LUCAS et al., 1999). No estudo acima, foi observado que o organismo se
adapta a desnutricdo perinatal, programando o metabolismo da insulina (HALES &
BARKER, 1992). Esta adaptacdo tende a aumentar a capacidade do organismo para um
provavel ambiente agressivo subseqiiente (BARKER, 1998). Propondo uma programagao

do padrdo metabdlico do organismo, a partir de agressdes nutricionais em periodos
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sensiveis e criticos do desenvolvimento, esta hipdtese fornece elementos para entender a
origem de determinadas enfermidades, as quais tomaram proporgdes epidemiologicas
(OZANNE & HALES, 1999). Embora essa teoria justifique alteracdes metabdlicas
referentes a um determinado mecanismo, a expressao de alteracdes tardias relacionadas, por
exemplo, as alteragdes estruturais e do equilibrio de neurotransmissores na idade adulta, em
animais que sofreram agressdes nutricionais durante o periodo critico do desenvolvimento
(BLATT et al.,, 1994; CHEN et al., 1995), pode expandir esta idéia para outros sistemas
organicos.

Em tese, a desnutrigdo poderia, portanto, produzir alteragdes no sistema neuro-musculo-
esquelético, que permitiriam ao organismo maior chance de sobrevivéncia durante a agressao,
mas que poderiam limitar sua capacidade funcional. Entretanto, as evidéncias sobre a
influéncia desta hipotese fenotipica sobre outros sistemas ainda sdo escassas. Da mesma
forma, sdo relativamente escassas referéncias sobre agressdes durante o periodo precoce do
desenvolvimento sobre o desenvolvimento estrutural e funcional do sistema muscular. Nesse
sentido, levando em consideragdo a vulnerabilidade a agressdes neste periodo devido a
velocidade dos eventos celulares, deve ser igualmente considerado o risco de modificacdes
sobre o desenvolvimento estrutural em sistemas organicos e nas fungdes a eles relacionadas,

a exemplo das fun¢des neuromusculares.



OBJETIVOS
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IV. PROPOSTA DO ESTUDO - OBJETIVOS

GERAL:
Estudar os efeitos da desnutri¢do neonatal sobre o desenvolvimento da

excitabilidade reflexa e do controle motor em ratos.

ESPECIFICOS:

e Analisar, ao desmame, a excitabilidade reflexa dos musculos flexores plantares
no periodo neonatal.

e Avaliar a maturagdo da excitabilidade reflexa dos musculos flexores plantares
aos 21, 40, 60 e 90 dias de idade.

e Examinar o desenvolvimento da atividade locomotora em ratos alimentados

com uma dieta suplementada com proteina.



HIPOTESES




FREITAS SILVA SR Desnutri¢do neonatal e desenvolvimento neuromuscular... 60

V. HIPOTESES

e A desnutricdo neonatal reduz a excitabilidade reflexa de ratos ao desmame.

e A desnutricao neonatal retarda a maturagdo da excitabilidade reflexa de ratos

durante o desenvolvimento.

e A desnutricdo neonatal induz a “programag¢ao” no sistema neuromuscular de

ratos.

e Os efeitos da desnutricdo neonatal sobre o desenvolvimento da atividade

locomotora em ratos sao reduzidos pela suplementacao protéica.



CAPITULO 2

Artigo: 1 “Malnutrition during brain growth alters the H- and T-reflexes in weaning rats”
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Malnutrition during brain growth alters the H- and T-reflexes in weaning rats.
Sebastido Rogério de Freitas Silva®*, Raul Manhdes-de-Castro®, Chantal Pérot®.
*Departamento de Nutri¢do, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

PUMR CNRS 6600,Université de Technologie de Compiégne, 60205 Compiégne, France.

ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the effects of neonatal malnutrition on the
hoffmann reflex (H-reflex) and achilles tendon reflex (T-reflex) of weaning rats. Male
Wistar rats (n=18) were divided, during suckling period, into three groups: casein 17%
(C17, n=6), casein 8% (C8, n=6) and “regional basic diet” (RBD, n=6), with 7.8% protein.
At weaning (21 days) the reflex excitability of the ankle plantarflexors was tested in non-
invasive conditions, using surface stimulating and recording electrodes. Electrical
stimulations of the sciatic nerve were applied to the wakeful rat to obtain the maximal
direct motor response (mmax) or the maximal H- reflex responses (hmax). Percussions of
the achilles tendon induced the T-reflex. the five highest responses were averaged to give
the mmax, hmax and tmax responses, characterized in peak-to-peak amplitude. The hmax
and tmax reflexes were expressed in percentage of mmax. body weight was measured daily
from the day of birth to weaning. The body weight gain was lower on the 3 day (p<0.05)
in the RBD group and on the 10" day (p<0.05) in the C8 when compared to the C17 group.
There was no difference in mmax peak-to-peak amplitude among groups. The hmax/mmax
ratio was lower in the rbd and C8 groups (p<0.05) when compared to the C17 group. the
tmax/mmax ratio was lower only in the rbd group (p<0.05), when compared to the C17
group. We conclude that neonatal malnutrition affects the reflex excitability measured at

weaning period in rats.

Key words: malnutrition; critical development period; neonate rats; reflex maturation;
programming
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INTRODUCTION

Among the exogenous factors able to influence growth and development, nutrition
plays an eminent role [1,2]. Acting during the critical development period of the nervous
system [1], malnutrition is able to alter the development and the acquisition of normal
physiological patterns in the organism [3-5]. During this period, constituent cellular
processes occur at high speed and intensity, which makes the nervous system more
vulnerable to aggressive stimuli [6-1]. In rats, the critical development period of the
nervous system corresponds to the first 21 days of life [1]. Malnutrition may act as a
stimulus during development, producing a permanent effect on the definitive structure and
on its function in the organism, a mechanism called “programming” [7, 8]. Animals
submitted to neonatal malnutrition showed a delayed reflex ontogeny and evolution of
locomotion patterns [5]. The consolidation of the movement and locomotion patterns in rats
occurs gradually from the third week (end of the neonatal period) to adulthood [9, 10]. It is
also known that perinatal malnutrition may affect some aspects of neuromuscular function,
particularly sensory action potential conduction [11].

Monosynaptic stretch reflex circuit development starts during embryonic life and
extends to postnatal life [12]. In rats, during the neonatal period both a regression of
polyneural innervations and changes in the properties of motor units occur [13]. However,
there is a dearth of studies aimed at analyzing the impact of malnutrition on the reflex
excitability. In this study, the non-invasive method for testing reflex excitability in wakeful
rats [14] was adapted to measure H- and T- reflexes in very small rats (aged 21 days),

whether submitted or not to neonatal malnutrition.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and Diets

Male Wistar rats (n=18) were used. The animals were kept at a temperature of
234+2°C, in a light-dark cycle (lights on from 6 am. to 6 p.m.). After mating and
confirmation of gestation, the female rats were housed individually in polypropylene cages,
with free access to water and a standard diet (Harlan Teklad Global 18% Protein Rodent
Diet) containing 18% protein, 5% fat, 57% carbohydrate and 340 Kcal% (see
http://www.teklab.com). The male neonates were randomly distributed, constituting litters
of 6 pups per mother and were breastfed during the first 21 postnatal days (lactation
period). The experiment was approved by the Ethical Committee of the Center of
Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, and followed the Guidelines for
Care and Use of Laboratory Animals.

The nutritional groups were constituted according to the diet given to the mother
during the lactation period: casein 17% (C17, n=6), which received the 17% protein, casein
8% (C8, n=6), which received the 8% protein and the “regional basic diet” (RBD, n=6),
which received the 7.8% protein. The detailed constituents of the three diets are given in
Table 1. The casein 17% diet was elaborated according to the recommendations of the
American Institute of Nutrition [15]. The casein 8% diet was designed to be hypoproteic,
but isocaloric. RBD diet has a low protein content (7.8%), a low fat content, and was also

deficient in vitamins and some minerals [16].



FREITAS SILVA SR Desnutri¢do neonatal e desenvolvimento neuromuscular... 65

Weight Evolution
Body weight was measured daily on a digital scale (Sartorius 1264 MP®, 0.01g

sensibility), to determine weight evolution in the experimental groups.

Table 1. Centesimal composition of casein 17% (C17), casein 8% (C8) and regional basic

diet (RBD) diets.
Centesimal Composition (g)
1 1 0, . o
Diet Ingredients g% Prowi Carbohy- Fats Ash Fibres Vitamins Minerals Keal’o
n drates

Cc17’ Casein (> 92,5) 18.38 17.00 -- - - -- - - 68.00
Maisena 64.57 -- 58.11 -- -- -- -- -- 23244
Soybean oil 7.00 -- -- 7.00 -- -- -- -~ 63.00
Fibres 5.00 - -- - - 5.00 - - -
Mix vit 1.00 -- -- -- -- -- 1.00 -- --
Mix min. 3.50 -- -- -- -- -- - 3.50 --
Bit. Cholin 0.25 - - -- -- -- 0.25 -- -
L-Metionin 030  0.30 -- -- -- -- - -- --
TOTAL 100.00 17.30 58.11 7.00 -- 5.00 1.25 3.50 363.44

cs’ Casein (> 92,5) 8.65  8.00 - - - - - - 32.00
Maisena 743 -- 66.87 -- -- -- -- 267.48
Soybean oil 7.00 -- - 7.00 - -- -- - 63.00
Fibres 5.00 -- -- -- - -- - 5.00 --
Mix. vit 1.00 - - - -- 1.00 - - -
Mix. min. 3.50 -- -- -- -- -- 3.50 -- --
Bit. Cholin 0.25 -- -- -- -- 0.25 -- -- --
L-Metionin 030  0.30 -- - - -- - - -
TOTAL 100.00 8.30 66.87  7.00 -- 1.25 3.50 5.00 362.48

RBD* Beans® 18.34  3.99 10.66 024 0.57 1.09 - - 60.76
Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 043 5.64 - -- 198.80
Dried and salted 374 274 -~ 0.06 0.06 - - ~ 1150
meat
Dried arzlld salted 035 _ 035 _ _ _ _ 315
meat fat
Sweet potato 12.76  0.30 999 0.03 0.20 0.48 - - 4143
TOTAL 100.00  7.87 69.24 0.80 1.26 7.21 -- - 315.64

§ AIN -93 based diets, except for the protein content of diet C8.
* Regional basic diet from northeast Brazil [17].

* Cooked in water and dried.
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Procedures in reflex testing

The method of recording the reflexes was noninvasive, and the rats were tested in
the wakeful state, without the use of an anaesthetic [14]. The reflexes were elicited in all
21-day-old rats (weaning age), always at the same time of day, in the morning, bearing in
mind that a circadian rhythm of the H reflex has been described in the rat [17].

The reflex excitability of the plantar-flexor muscles was evaluated in both hind legs
of rats in each experimental group. Following shaving the legs, surface Ag-AgCl electrodes
(2 mm in diameter) were positioned in a mid-leg position, in the area overlying the soleus
muscle, and kept in position by sticking plaster. The use of surface electrodes for
electromyogram (EMG) recordings was preferred to inserted electrodes in order to limit
stress and to facilitate keeping the rats in the quiet state required for conducting the reflex
testing. Throughout the experiment, the EMG was observed on a control oscilloscope
(Tektronix TDS 3014™); this allowed the application of the electrical or mechanical
stimulus only during rest phases attested by flat EMGs. The reference electrode was a
needle pricked in the tail. After fixation of the electrodes, the rat was placed in a recumbent
position, in ventral decubitus, on the ergometer platform. The sole of the foot was placed
on a plate covered with adhesive tape. Knee and ankle were flexed to about 90°. The
experimenters placed a hand on the back of the animal and a finger on the foot. Thus,
comfortably maintained in place, the rat accepted the stimuli, almost always without trying

to escape.
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M wave and H-reflex

The stimulating electrodes (two rigid and cranked copper electrodes, 0,8 mm wide
and 2 mm apart) were positioned along the sciatic nerve, parallel to the femur and held in
position by the experimenter. The electrical stimulations were 0.2 ms in duration and
around 2 - 10 mA in intensity. The intensity of stimulations was gradually increased to
obtain either the maximal H response or the maximal M wave on the oscilloscope. Around
thirty electrical stimuli were applied with at least 3 seconds’ rest after each stimulus.

T-Reflex

The mechanical stimulations were applied on the Achilles tendon by means of an
electromagnetic hammer adapted to the size of the animal. The tendon tap was adjusted in
intensity to be painless and its intensity was constant for all animals. The hammer was
positioned 1 mm from the tendon. When switched on, it moved forward about 2 mm,
striking the tendon for about 20 ms. At least 20 tendon taps were imposed.

The total duration of the experiment for one rat (both legs) did not exceed 30
minutes, including the rest and nursing periods between the tests.

Data acquisition and treatment.

The electromyographic data were sent to an acquisition software program, Data
Translation (DT9800), and digitized at a sample frequency of 10 kHz. Individual M-, H- or
T- responses were quantified in peak-to- peak amplitudes and the five highest responses of
each type were then averaged to give the Mmax, Hmax and Tmax responses. Hmax or
Tmax responses were expressed in percent of Mmax. For each group of rats, results were
expressed as means + standard deviation (SD). A one-way analysis of variance (ANOVA)

was performed to compare mean values of the three groups of rats; the ANOVA was
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followed by Fisher’s least significant difference test (LSD). The level of significance was
setat p <0.05.
RESULTS

The body weight increased regularly for the three groups of rats until the 21% day of
life but, compared with the C17 group, the increase was lower as early as the 3™ day
(p<0.05) for the RBD group and the 10" day (p<0.05) for the C8 group (Figure 1).

Table 2 summarizes the electromyographical data recorded for the three groups.
there was no significant difference in the peak-to-peak amplitude in mmax between the
groups; the hmax/mmax ratio was lower in the rbd and c8 groups (p<0.05) in comparison
with the c17 group, whilst the tmax/mmax ratio was lower only in the rbd group (p<0.05)

when compared with the c17.
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Body Weight (g)
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10.0

OO T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Figure 1: Evolution of body weight in rats during the suckling period. The animals were
separated according to the diet the mother received: casein 17% (C17, n=6, 0), casein 8%
(C8, n=6, 0), and the “regional diet basic” (RBD, n=6, m). The animals were weighed daily.
Data are expressed in means and standard deviation (SD). ANOVA was used to analyse
differences between the groups. * =P <0.05 compared to the casein 17%.
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Table 2. Effects of neonatal malnutrition on the amplitude of the maximal M-wave (Mmax)
and on the Hmax/Mmax and Tmax/Mmax ratios measured on wakeful weaning rats. Values
represent mean + SD, * significantly different from the C17% at P < 0.05.

RESPONSE GROUPS AMPLITUDE
C17% 32.33+£4.18 mV
Mmax C8% 31.72 £4.20 mV
RBD 31.76 £ 6.12 mV
C17% 0.18 £0.03
Hmax/Mmax C8% 0.15+£0.03 *
RBD 0.14+£0.03 *
C17% 0.26 £ 0.06
Tmax/Mmax C8% 0.23£0.05
RBD 0.20 £0.05 *

DISCUSSION

The present study reports some effects of neonatal malnutrition on the body weight
and reflex excitability in weaning rats. For rats with a mother receiving a diet poor in
protein (C8 group), the Hmax/Mmax ratio was lower and for rats with a mother receiving a
diet poor in protein, vitamins and minerals (RBD group), both the Hmax/Mmax and the
Tmax/Mmax ratio were lower than in the control group (C17).

Studies have already reported a reduction in body weight due to malnutrition during
the critical period of development [18, 5]. The effects of neonatal malnutrition seem to have
a persistent effect on growth in animals [19, 6]. Likewise, epidemiological evidence
suggests that malnutrition during fetal and postnatal life predisposes to a high rate of

diseases in adult life [20, 21]. These findings extend the idea that a critical development
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period occurs [19] that affects the nervous system and, as reported in the present study,
segmental motor control.

The average values of Mmax amplitude did not show any differences between the
groups. It seems that malnutrition did not alter the direct activation of motor axons, the
neuro-muscular coupling or the propagation of muscular action potentials (MAP). In fact,
from the largely lower body weight of rats in groups C8 and RBD, smaller M responses
were expected, bearing in mind that muscle fibre diameter increases with growth [22] and
that MAP are of greater amplitude for muscle fibres of greater diameter [23]. However, the
surface amplitude of the M wave did not seem very sensitive to this growth process.
Recently, Grosset et al. [24] have reported the constancy of the peak-to-peak amplitude of
the M wave for prepubescent children of different ages and for adult subjects. To explain
this constancy of the M wave, the authors considered that surface electrodes of the same
size and receptor field depict a relatively higher number of MAP in the case of a lower
muscular mass and this higher number of MAP may compensate for their respective lower
amplitude.

The analysis of the Hmax/Mmax ratio showed that motoneuron reflex excitability
was lower in the C8 and RBD groups when compared with the C17 group. Changes in the
amplitude of the reflex can be accounted for by at least three possibilities: 1- alteration in
the excitability of the motoneurons; 2- variation in the amount of neurotransmitter released
by the afferent terminals; or 3- variation in the intrinsic properties of the motoneurons [25,
26]. Thus, some of these processes can be induced by malnutrition. In the same way, at
birth, the process of differentiation of different types of muscle fibres is not complete and
there seems to be a relatively higher amount of Type II fibres than Type I fibres [27, 28]. In

rats, the soleus muscle has approximately 73% type IIA and 26% type I fibres at both 6 and
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11 days of age. However, type IIA fibres decrease to 44% and type I fibres increase to 56%
at 16 days of age. This rapid shift in fibre composition continues up to 31 days of age,
when the distribution becomes 25% for type IIA and 74% for type I fibres [27]. Hennemen
and Olson [29] have shown that Type II fibres are less excitable than type I fibres because
the former are innervated by the larger motoneurones. Thus, our results can be justified by
a possible delay in the malnutrition-induced process of maturation of muscle fibres.
Moreover, a number of studies have shown that perinatal malnutrition can interfere in the
sensory action potential propagation in rats through alterations caused on the myelin sheath
[11, 30]. However, it is still not clear how malnutrition can alter the intrinsic properties of
motoneurones and the process of synaptic transmission between the Ia afferent and o-
motoneurone.

The Tmax/Mmax ratio revealed a diminution only in the RBD group and none in
the C8 group in comparison with the C17 group. Neuromuscular spindle sensibility
depends on y fusimotor motoneuron control [31] and changes in y activation capacity may
interfere with the tendinous reflex. Neuromuscular spindle maturation in rats extends from
the gestation period to the first few weeks of postnatal life [32, 33]. It is possible that
neonatal malnutrition may interfere with the neuromuscular spindle maturation process,
interfering with the action of molecules that are important in spindle development [34].
Malnutrition alters some muscular characteristics [35, 36, 37] and thus may interfere with
the viscoelastic properties musculotendinous, thereby altering the T-reflex [38].

The difference noticed in the RBD group - but not in the C8 group, when compared
with the C17 group must have been due to the difference in nutritional content between the

two diets . The RBD diet is hypoproteic, containing only 7.8% low biological level protein,
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besides being deficient in vitamins and minerals [16]. But in addition to being hypoproteic,
the C8 diet contains 8% high biological level proteins (casein) and a balanced amount of
vitamins and mineral. Therefore, the RBD diet may cause more serious harm to developing
organisms. Thus, the best quality C8 diet appears to induce a positive balance in the
peripheral muscle process involved in the T reflex. It can compensate for the central
alterations seen in the H reflex.

The phenotypic influence model proposes that the organism adapts favourably to an
aggressive environment [20]. Epidemic evidence suggests that malnutrition during the fetal
period and infancy predisposes the adult to a series of illnesses, such as type 2 diabetes and
hypertension [8, 21, 39]. Malnutrition may act in the critical development period as an
environmental stimulus to develop a “programming”, which will have subsequent effects
upon the functions and structures of organic systems [8]. In the above study, it was
observed that the organism adapts to perinatal malnutrition by programming the insulin
metabolism [20, 39]. This adaptation tends to increase the organism’s resistance to a
possible subsequent aggressive environment [7]. In theory, malnutrition could thus produce
alterations to the neuromuscular system that would give the organism a better chance of
survival during the aggression represented by malnutrition, although they might limit its
functional capacity.

Conclusion
In conclusion, our findings confirm that neonatal malnutrition interferes with the

reflex excitability of weaning rats. Nonetheless we do not yet know whether such changes
are reversible after nutritional recovery.
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ABSTRACT

We have demonstrated previously that neonatal malnutrition reduces the reflex
excitability in weaning rats. In the present study we investigated the maturation of reflex
excitability, in rats submitted to a neonatal malnutrition, by measuring the H and T reflexes
between weaning and adulthood. Rats were submitted to a diet with 18% protein (control
group, n=6) or 7.8% (malnourished group, n=6), during suckling. The weight of the
animals was measured and electrical stimulations of the sciatic nerve were applied in
wakeful rats of different ages (21, 40, 60, and 90 days) to obtain the max direct motor
response (Mmax) or the max Hoffman reflex (Hmax). Percussions on the Achilles tendon
induced the T reflex. The Mmax, Hmax and Tmax responses in the triceps surac were
analysed and characterized in latency and peak-to-peak amplitude. The knee-ankle external
length was related to the H-latency value to express an indirect velocity index of nervous
conduction along the reflex pathway. Neonatal malnutrition reduced body weight gain, H
reflex latency, velocity index of nervous conduction but not reflex excitability as attested
by two Hmax/Mmax or Tmax/Mmax ratios, with the exception of the Tmax/Mmax ratios at
21 days. Moreover, the reflex excitability increased with age in both groups, and there were
no differences between the groups at the studied ages, though the Hmax/Mmax showed a
delay in maturation in the malnourished group. In conclusion, our study suggests that
neonatal malnutrition does not produce an irreversible diminution in reflex excitability in

rats submitted to a normal diet after weaning.

Keyword: H reflex; T reflex; Nutritional deficiency; Development; Animal model.
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INTRODUCTION

Neonatal malnutrition is liable to induce alterations in developmental
morphogenetic events and interfere with the acquisition of adult physiologic patterns in the
organism (Smart & Dobbing, 1971; Morgane et al. 1978). There is evidence that rats
submitted to pre- or postnatal malnutrition show a retardation in the evolution of locomotor
patterns (Gramsbergen & Westerga, 1992; Barros et al. 2006). It is also known that
malnutrition and/or lack of vitamins can affect some aspects of neuromuscular function, for
example the conduction of the sensorial action potentials (Da-Silva et al. 1987; Segura et al.
2004; Claus et al. 1984; Zegers de Beyl et al. 1988). We haved demonstrated previously
that neonatal malnutrition reduces reflex excitability in weaning rats (Freitas-Silva et al.
2007). Changes in reflex excitability have been demonstrated in rats after a period of
training (Almeida-Silveira et al. 1996) or hypoactivity (Anderson et al. 1999) by the
quantification of H, T and M responses in wakeful rats using the method proposed by Pérot
and Almeida-Silveira (1994). The same method will be transferred to immature rats to
evaluate reflex maturation in rats aged 21 and 90 days, and the possible repercussions of
early malnutrition. The maturation of reflex control in children has been investigated by the
characterization of H reflexes, especially in latency (Cruz Martinez et al. 1983; Prakash &
Bhatia, 1997). The changes in H reflex latencies during the first few months of life were, in
children, ascribed to an increase in conduction velocity due to the completion of the process
of myelinisation (Cruz Martinez et al. 1983; Prakash & Bhatia, 1997). A number of studies
have demonstrated that the process of myelinisation is affected by malnutrition (Da-Silva et

al. 1987; Segura et al. 2004). The Hmax/Mmax quantification in children signaled a lower
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in reflex excitability during the first year of life, followed by a slight increase in reflex
excitability until the children were 4 years old, but it remained lower than adult values
(Vecchierini-Blineau & Guiheneuc, 1981). In prepubescent children the values of the
Hmax/Mmax ratio did not change with age and did not differ from adults values, whereas
the T/Mmax ratio increased with age but remained significantly lower than in adults
(Grosset et al. 2007). In control rats, between the 1% and the 5" months, there was a rapid
increase in the amplitude of H reflexes (Hort-Legrand et al. 2001), followed by a
diminuition in this parameter from the 14™ month. However, it is not known in what way
neonatal malnutrition affects reflex maturation. The aim of this paper was to assess the

maturation of reflex excitability in rats submitted to neonatal malnutrition.

METHODS

Animals

Male Wistar rats (n=12) were used. Animals were kept at a temperature of 23+2°C,
in a light-dark cycle (lights on from 6 a.m. to 6 p.m.). After mating and confirmation of
gestation, the female rats were housed individually in polypropylene cages, with free access
to water and a standard diet (Harlan Teklad Global 18% Protein Rodent Diet - 2018),
containing in percentage terms, 18% protein, 5% fat, 57% carbohydrate and 340 Kcal%
(see http://www.teklab.com). The neonates were randomly distributed, constituting litters
of 6 pups per mother; they were breastfed during the first 21 postnatal days (lactation
period); after weaning, all animals were given the standard diet. In the end of the study all
the animals were killed by letal dose of anesthesic (urethane 0.5 mg/ml/100g bw ).The

experiment was approved by the Ethical Committee of the Center of Biological Sciences,
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Federal University of Pernambuco, and followed the Guidelines for Care and Use of
Laboratory Animals.

The nutritional groups were constituted according to the diet given to the mother
during lactation control or well-nourished (C, n=6), which continued to receive the standard
diet, or malnourished (M, n=6), which received the “regional basic diet” (RBD) starting
from the day of birth. The constituents of the RBD are given in Table 1. This diet has a low
protein level (7.8%), a low fat content and is also deficient in vitamins and some minerals

(Teodosio et al. 1990).

Table 1: Centesimal Composition of Regional Basic Diet (RBD), a = cooked in water and
dried.

Centesimal Composition
Protein Carbolmy- Fats  Ash  Fibers Water- Fat- Ecal%

Diet Ingredients g%

N - drates spluble  scluble
sitamins vitamins

EED EBeans® 1834 390 10.66 024 0.357 1.09 - -— 60.76
Manioc flour 64 .81 0.84 48.59 0.12 0.43 5.64 - -— 198 80
Diried and 3.7 2.74 — 0.06 0.06 — - -— 11.30
salted meat®
Diried and 0.35 — — 033 — — - -— 3135
salted meat fat®
Sweet potato 1276  0.30 90 0.03 0.20 048 — -— 41.43
TOTAL 10000  7.87 60.24 0.80 1.26 721 - -— 31564

Teoddsio, 1990.

Weight Evolution

Body weight was measured daily on a digital scale (Sartorius 1264 MP®, 0.01g sensibility),

to determine weight evolution in the experimental groups.

Procedures in reflex testing

Since the method to record the reflexes was a noninvasive technique, without the

use of an anaesthetic (Pérot & Almeida-Silveira, 1994), the reflexes were elicited and
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followed in the same rats at different ages: 21 (age of weaning), 40, 60 and 90 days, always
at the same time of day.

The reflex excitability of the plantar-flexor muscles was evaluated in both hind legs
of rats in each experimental group. After trichotomy, surface Ag-AgCl electrodes (2 mm in
diameter) were positioned on the gastrocnemius lateralis and kept in position by sticking
plaster to record the electromyogram (EMGQG). The use of surface electrodes for EMG was
preferred to the implantation of electrodes in order to limit stress and facilitate keeping the
rats in the quiet state that is required for conducting reflex testing. Throughout the
experiment the EMG was observed on a control oscilloscope (Tektronix TDS 3014®). The
reference electrode was a needle pricked in the tail. After fixing the electrodes, the rat was
placed in a lying position, in ventral decubitus, on the ergometer platform and kept in place
manually. The paw sole of the paw was placed on a plate covered with adhesive tape. Leg
withdrawal was avoided by placing a finger on the paw. The footplate was moved back and

forth in order to adjust the knee and paw angles to about 90°.

M wave and H reflex

The stimulating electrodes (two rigid and cranked copper electrodes, 0.8 mm wide
and 2 mm apart) were positioned along the sciatic nerve, parallel to the femur and
maintained in position by the experimenter. The electrical stimulations were 0.2 ms in
duration and between 2 - 10 mA. Stimuli were applied when the rat was quiet, and this
quiet state was assessed by the lack of background EMG. The intensity of stimulations was
gradually changed to obtain either maximum H responses or M wave in the oscilloscope.

Around thirty electrical stimuli were applied.
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T Reflex

The mechanical stimulations were applied on the Achilles tendon by means of an
electromagnetic hammer adapted to the size of the animal. The tendon tap was adjusted in
intensity to be painless and its intensity was constant for all animals. The hammer was
positioned 1 mm from the tendon. When switched on, it moved forward about 2 mm,
striking the tendon for about 20 ms. The hammer included a miniature force captor (FGP
sensors -XFTC300") which dated its contact with the skin. At least 20 tendon taps were
imposed.

Data acquisition and treatment.

The electromyographic data were sent to an acquisition software program (Data
Translation DT9800), with a sample frequency of 10 kHz, connected to a computer. Fifteen
responses to each test were stored, and the 5 highest were chosen to make an average that
gives a mean value for determining Hmax and Tmax. The same was done with Mmax, to
which 10 responses were stored. The latency and peak-to-peak amplitude of each response
were characterized. The mean Hmax or Tmax responses were expressed in percentages of the
mean Mmax response. To indicate nerve conduction velocity, we created an index, named
D/L (D= distance, in m, between knee and heel joints, L= latency of H reflex minus the
latency of the M wave, in s). Results are expressed in means and standard deviation (SD).
ANOVA was for comparison between the groups, followed by Fisher’s least significant

difference test (LSD). The nivel of significance was set at p < 0.05.
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RESULTS

Body weight was lower in the M group, at all ages, than in the C group (Table 2).

There was no difference in latency in Mmax between the groups at all ages (Table 2).

Hmax latency was decreased in the M group at the age of 21, 40 and 60 days, when

compared with the C group (Table 2). The D/L index was lowest at all ages in the M group

(Table 2).

Table 2. Evolution of body weight BW (g), Mmax latency (ms), Hmax latency (ms) and D/L index (D = distance
(m) between knee and heel joints; L = latency of Hmax reflex minus the latency of Mmax, in (s) during the
maturation (21 - 90 days) in control (C) and malnourished (M) rats. Data are expressed in means and standard
deviation (SD). ANOVA was for comparison between the groups, followed by Fisher’s least significant
difference test (LSD). (*=p < 0.05).

Time (days)

Groups 21 40 &0 a)
BW (g) C T20£41  2145=154  353.8£233 44272277

M 23T 244% 1234=46% 2558=146% 33522150+
Latency C 10+004 005006  093+0.10 0.97 £ 0.05
Mmax
(ms) M 095+008 092+010  094%080 0.96 * 0.13
Latency Hmax € 70+03 §8+03 §5=03 §5=02
(ms)

M FA=D3* O=D3* FO=02* 63=04
Index D/ c 66=06 87205 98205 125204
(m/s)

M 53204 Ble4+* D3£03* DO LD+
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The amplitude of Mmax increased progressively with age in both groups, but no

statistical differences were seen (Figure 1).

Mmazx amplitude (m\)
50

40 1

30

20 1

10 ~

G0
21 40 Age (days)

Fig. 1: Evolution of Mmax amplitude during the maturation of control (white histograms) and malnourished (black
histograms) rats. Data are expressed in means and standard deviation (sd). Anova was for comparison between the

groups, followed by Fisher’s least significant difference test (LSD) (p < 0.05). No significant differences were found.

The Hmax/Mmax ratio increased progressively with age, showing a difference at
the ages of 21 and 40 days, when compared with 90 days in both C and M groups. No

differences were seen when comparing the C and M groups (Figure 2).
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Fig. 2: Evolution of the Hmax/Mmax ratio during the maturation of control (white histograms) and malnourished (black
histograms) rats. Data are expressed in means and standard deviation (sd). Anova was for comparison between the groups,

followed by Fisher’s least significant difference test (LSD) * indicated adifference within the group (p < 0.05).

The Tmax/Mmax ratio increased non progressively in both groups, showing
differences at 21 and 40 days when compared with 90 days in both C and M groups. Only

at 21 days was a difference seen when comparing the C and M groups (Figure 3).
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Fig 3: Evolution of the Tmax/Mmax ratio during the maturation of control (white histograms) and malnourished
(black histograms) rats. Data are expressed in means and standard deviation (sd). Anova was for comparison between
the groups, followed by Fisher’s least significant difference test (LSD), * indicates a difference within the groups and

# a difference between groups (p < 0.05).

DISCUSSION

The malnutrition imposed during the neonatal period induced a reduction in body
weight both in the neonatal period and in adulthood, even after a long period of nutritional
recovery. There was also a reduction in latency of the H reflex, which was reverted only in
adulthood. No changes in either latency or amplitude were seen for the M-wave. Early
malnutrition caused a persistent decrease in the nerve conduction velocity index. The

analysis of Hmax/Mmax ratios indicated that the motoneuronal reflex excitability increased
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progressively, reaching maturation value at the age of 60 days in the control group but not
in the malnutrition group. However, Tmax/Mmax ratios point to a possible delay in the
development of the muscle spindles and/or in the musculotendinous structures of the series-
elastic component. On the 21" postnatal day a decrease in reflex excitability was observed
in the malnourished groups as compared with the control group through the Tmax/Mmax
ratio.

Reduction in body weight in neonatal malnourished animals in this study continued
into adult age. The relationship between early nutrition and its consequences in adult life
has been widely demonstrated. In 1960, Widdowson and Mccance demonstrated the
permanent effect of early nutrition on the size of adult rats. Other studies have also shown
that insults suffered during the nursing period can induce a growth reduction in rats
(Teodosio et al. 1990; Barros et al. 2006).

It is worth pointing out that the effects of malnutrition at a time as critically
important for development as the neonatal period (Morgane et al. 1978) may persist into
adult life, even if the malnutrition occurred during this early period. The theory of a critical
period for development, initially elaborated to describe the irreversible effects of early
malnutrition on the development of the brain (Morgane et al. 1978), has been widened. One
particular study supports epidemiological evidence that malnutrition during fetal life and in
childhood predisposes to a wide range of diseases in adult life (Hales & Barker, 1992,
2001). The basic mechanism in this theory has been referred to “programming”, where an
environmental stimulus at a certain moment of development could have a permanent effect
on the definitive structures and their functions in the organism (Hales & Barker, 1992,

2001). Thus, even if it was only temporary, neonatal malnutrition could produce permanent
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alterations in the organism. The present study analyses M waves, H and T reflexes to
provide a basis for the possible repercussions of malnutrition on reflex excitability.

The mean values of latency and amplitude of Mmax in our study did not show any
differences between controls and malnourished rats. It is reported that there is an increase
in Mmax responses during fetal life and early life in humans and rats, due to hyperplasia of
muscle fibres (Antonio & Gonyea, 1993). An increase in muscle fibre diameter also leads
to changes in velocity conduction and in the amplitude of action potentials in motor units
(De Luca, 1997). However, these changes were not seen in our study. It is possible that
alterations in fibre diameter or in subcutaneous tissue thickness could explain our results.
Moreover, experiments were conducted after the breastfeeding period, the time when
malnutrition was imposed.

In our study, the analysis of the Hmax/Mmax ratio showed that reflex excitability
increased progressively, reaching its maturation pattern at the age of 60 days in group C.
Concerning work in humans, Vecchierini-Blineau and Guiheneuc (1981) studied the
amplitude of the monosynaptic reflex in children. They observed a gradual decrease in the
amplitude of the H reflex throughout the first few years of life, followed by a slight
increase up to the age of 4 years. However, these values remain lower than those observed
in adults. In prepubescent children (7 to 11 years old), it was noted that the values of the
Hmax/Mmax ratio did not change with age and did not differ from adult values (Grosset et
al. 2007). These alterations in the amplitude of the H reflex during early childhood could be
attributable to maturation processes in the nervous system and to changes in presynaptic
inhibitory phenomena and in synaptic efficacy (Pierrot-Dseilligny & Mazevet, 2000;
Vecchierini-Blineau & Guiheneuc, 1981). In rats, it was observed that the amplitude of the

H reflex increases rapidly between the 1st and the 5th months, during the maturation of the
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peripheral nervous system (Hort-Legrand et al. 2001). Thus, for nourished rats, the
progressive increase in reflex excitability up to the age of 60 days may correspond to the

normal maturation of neuromuscular structures.

In our results there was no differences between the groups, even if a difference was
seen before with the testing procedures. In a previous study, it was observed a reduction of
reflex excitability in the animals submitted to neonatal malnutrition (Freitas-Silva et al.
2007). Nevertheless, only three groups at the same age were compared, what allow us to
think that statistical analyses could be responsible for the absence of statistical diference
between groups. Also, in this work, it was suggested postnatal fiber type diferentiation
processes could be delayed by malnutrition (Ho et al, 1983), so there could be a relatively
higher amount of Type II fibres than Type I fibres. As a consequence, reflex excitability
could also be changed: the higher is type II fiber number, the less would be muscle
excitability response (Hennemen & Olson 1965). Perinatal malnutrition produces a
reduction in the amplitude of the action potencial elicited in the sensory nerves in rats
(Segura et al. 2004). Barros et al (2006) have shown a delay in the ontogeny of reflexes and
locomotor activity in malnourished rats, relating their findings to the impact of malnutrition
on neuromuscular development. The alterations the H reflex are interpreted as changes in
synaptic efficacy in the release of neurotransmitters and/ or motoneuronal excitability
(Misiaszek, 2003; Zehr, 2002; Voerman e col, 2005). However, it is still not clear how
malnutrition can alter the intrinsic process of synaptic transmission between the Ia afferent
and a-motoneurone and the properties of motoneurones.

On the other hand, the stabilization of the reflex amplitude from the age of 4 years

until adulthood may be attributable to the fact that fibre type differentiation in flexor
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muscles of the ankle is already defined by that age (Elder & Kakulas, 1993). According to
our results, a gradual increase in the Hmax/Mmax ratio was seen up to the age of 60 days.
If we compare development in humans and rats, we can see that the muscle system reaches
its maturity at 210 days in the rat, while in humans it occurs at the age of 20 years (Quinn,
2005). This means, with regard to muscle, that the age of 60 days — the end of maturation of
reflex excitability - used in our study corresponds to a stage lasting 5 years in humans,
which seems to correspond to the data of Vecchierini-Blineau and Guiheneuc (1981). It
must be emphasized that the development of several organic systems in the rat follows the
same steps as it does in humans (Morgane et al. 1978).

The Tmax/Mmax ratios also showed an increase with age for both groups. Grosset
et al. (2007) noted that the T/Mmax ratio increased with age but remained significantly
lower in prepubescent children than in adults. Nevertheless, in our results there was no
linear increase in the T reflex between the different ages studies like the one observed in the
H reflex. As is generally known, the T reflex depends not only, as with the H reflex, on
central mechanisms (motoneuronal excitability and synaptic efficacy) but also on peripheral
factors such as the degree of gamma motoneuron activation, muscle spindle sensibility
(Miwa et al. 1995) and muscle spindle solicitation through more or less stiff elastic
tendinous structures (Rack, 1984). Our results in control rats indicate an increase in muscle
spindle solicitation with age, but the mechanisms responsible (one or other of the
mechanisms mentioned above) for this increase cannot be differentiated. Likewise, a
decrease in the T reflex of the undernourished group compared to the controls at 21 days,
may suggest that the spindle solicitation is altered by malnutrition. A number of studies
have demonstrated that malnutrition is able to alter muscle development and structure

(Silvado & Werneck, 2006; Fiorotto et al. 2000). Through the analysis of biomechanical
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aspects of muscle, it was found that malnutrition can alter muscular performance in adult
rats, even if imposed for short periods, by altering characteristics such as tension, relaxation
and fatigue (Bissonetee et al. 1997). It remains to be analysed whether the elastic properties
of tendons and other structures linked to the muscle spindles are also altered by
malnutrition, contributing to the lower T reflexes. Such changes in tendon stiffness have
been related to alterations in T reflex amplitudes in the rat (Almeida-Silveira et al. 1996)
and in humans (Lambertz et al. 2002). It is also possible that malnutrition modifies spindle
efficacy. Even though these effects may be reversed followins nutritional recovery.
Malnutrition seems to produce a reduction in the latency of the h reflex, reversed
only in adulthood. This can be the result of the reduction in length of the sciatic nerve in
undernourished animals, which means a shorter course to be travelled by the action
potential. in humans, it has already been demonstrated that the length of the nerve clearly
affects the latency of the h reflex (cruz martinez et al. 1983). In children, it has been shown
that h reflex latency follows a downward progression from birth during the first year of life,
which is followed by a subsequent increase in this value (prakash & bhatia, 1997). The
decrease during the first few months of the life is explained by the increase in the
conduction velocity of the nerve potentials due to the maturation process of the myelin
sheath. once this process has been completed, h reflex latency increases with the child's
growth. Stanley (1981) reports a reduction in latency of the h reflex and an increase in the
velocity of nervous conduction during growth from the age of 4 weeks to 18 months in
sprague-dawley rats. we have also observed an increase in the d/l index, which represents
the conduction velocity during growth in both groups. however, this increase was lower in
the undernourished group than in the controls. Nevertheless, the reduction in h reflex

latency minus the latency of the m-wave, observed in the undernourished group, cannot be
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attributed to an increase in the velocity of nerve conduction. In this connection, the index
calculated in our study indicates that undernourished animals had a reduction in conduction
velocity of the afferent and efferent messages transmitted along the ia —d pathway and this
result confirms previous data regarding the conduction velocity along the sciatic nerve (da-
silva et al. 1987) and along the sensory sural nerve (segura et al. 2004). These effects on
conduction velocity are attributable to damage to the myelin sheath in postnatal
development (segura et al. 2004). in two studies (da-silva et al. 1987, segura et al. 2004) the
consequences for the nervous function of undernourished animals can be attributed to the
amount or quality of the diet, especially with regard to the protein content. However, when
malnutrition is imposed only in adulthood, it does not appear to modify conduction velocity
(da-silva et al. 1987).

In conclusion, our findings document the maturation of reflex activities in control
rats aged between 21 and 90 days. This study also reports that some reflex parameters are
altered due to malnutrition imposed during the neonatal period. The altered parameters
seem to involve the peripheral components of the reflex pathway such as axonal conduction
velocity and spindle solicitation. Also the central components, such as strong synaptic
connections between ia afferents and alpha motoneurons, the factors mainly responsible for
the h-reflex amplitude, are affected by the malnutrition. Furthermore, our study suggests
that neonatal malnutrition does not produce an irreversible diminution in reflex excitability

in rats submitted to a normal diet after weaning.
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Artigo 3: “Effects of protein supplementation on a devoid diet in the evolution of locomotor
activity in rats”.
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of protein supplementation in a deficient diet, during the
neonatal period, on locomotor activity in rats. Physical variable had been extracted from the
observation of the behavior of rats in an open field, using digital video recording and
processing of the images. Methods: Wistar male rats were divided in to three groups during
the breast-feeding period: Casein 17% (C17, n=20); “Regional Basic Diet” (RBD, n=18,
hypoproteic: 7,8%) and RBD supplemented (RBD s, n=20, supplemented with protein to
reach 17%). At the ages of 8, 14 and 21 days, the weight of the animals was recorded and the
animals were filmed for two minutes in a circular open field (@ 1m), using a combined sistem
consisting of a CCD camera, video card, microcomputer and software. Through techniques of
digital processing of images, average speed, distance covered, average power, number of
stops and period of time which the animal remained motionless during the recording were
calculated. For data comparisons between the groups, a two-way ANOVA was used,
followed by the Holm-Sidak test (*=p<0.05). Result: There was a body weight reduction in
the RBD and RBD g, groups as compared with the C17 group (p<0.05). On day 14, the C17
group achieved a longer distance and had a higher average speed than the RBD group
(p<0.05) and was no different from the RBD g, group. Average power was greater (p<0.05)
on day 21 in the C17 group when compared to the RBD g,;, and RBD groups, and the RBD
sup group showed a greater average power than the RBD group. Conclusions: Protein
supplementation of the RBD diet produced a minimization of the alterations in somatic and
locomotor development normally caused by malnutrition to in weaning rats.
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Introduction

The events related to motor development follow a predetermined sequence that is
typical of each species. Accordingly, an ontogenetic sequence for motor development was
verified in rats and mice (Fox, 1965; Smart & Dobbing, 1971; Gramsbergen, 1998). An
initial period of reflex movement is observed, strongly directed towards activities related to
conserving body temperature and obtaining food (Smart & Dobbing, 1971). The following
period is marked by the inhibition of the primitive reflex and the attainment of an apparently
more voluntary control (Fox, 1965). At the end of the second week of life, the movement
and locomotion patterns become more similar to those of the adult animal (Gramsbergen,
1998). At weaning, the rat shows a complete set of movements that is similar to that of the
adult rat; however this repertoire continue to evolve still evolves during the growth and
sexual maturation phases, towards coordination refinement (Walton et al., 1992). The breast-
feeding period, which corresponds to the rat’s first three weeks of life, can therefore be
considered a critical period for the development of locomotion (Walton et al., 1992;
Gramsbergen, 1998). Nutritional aggressions during the neonatal period can negatively affect
the process of locomotor development (Barros et al., 2006). The evaluation of motor
ontogenesis is a tool largely used in the diagnosis of dysfunctions of neuromuscular and
psychomotor development at the beginning of life (Barros et al., 2006; Eickman et al., 2004).
Moreover, experimental models of malnutrition are used to estimate the harmful effect of the
lack of nutrients and in particular of proteins in laboratory animals (Teodosio et al., 1990;
Lago et al., 1993). Also, supplementation of deficient diets may be used as an important tool
in underdeveloped countries to lessen the deleterious effect of malnutrition (Teodosio et al.,

2000). Even so, too little is known about whether the use of protein supplementation in
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deficient diets can specifically contribute to the development of locomotor activity in neonate
animals. The purpose of this study was to evaluate the effect of protein supplementation in a
deficient diet, on locomotor activity development in malnourished rats during the neonatal
period. Physics variables were extracted from the observation of the behavior of rats in an
open field, using digital video recordings and processing of the images obtained.
Methods
Animals and nutritional treatment
Male Wistar rats were separated into 6 rats per litter after birth. The animals were
kept in an inverted light/dark cycle bioterium (lights on between 21:00h and 09:00h),
temperature of 22 + 2°C and with free access to water and food. Mothers were divided into
three groups during breast-feeding period: the first received the Casein 17% of protein
(C17, n=18) diet; the second received the “Regional Basic Diet” (TEODOSIO et al., 1990)
containning 7.8% of protein, besides being multideficient in mineral and vitamins (RBD,
n=18); and the third received the “Regional Basic Diet” supplemented with casein to reach
a protein content of 17% (RBD g, n=18). The nutritional treatment was imposed on the
litters by the mothers. The ingredients of all the diets are presented in Table 1. The
experiment was approved by the Ethical Committee of the Center of Biological Sciences,
Federal University of Pernambuco, and followed the Guidelines for Care and Use of
Laboratory Animals.
Weight Evolution
Body weight was measured on the day of the experiment on a digital scale (Sartorius 1264
MP®, 0.01g sensibility), to determine weight evolution in the experimental groups.

Recording locomotor activity
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Locomotor activity was studied between 12:00 and 14:00h. The litters were
evaluated during the breast-feeding period at the ages of 8, 14 and 21 days, using a
movement monitoring system. The system consists of a circular open field (ZJ1m),
delimited by walls 30 cm high, on which the animals’ walking pattern is accurately
recorded, during a preset interval of two minutes. From this recording, several physical
variables are extracted and subsequently processed in order to obtain information on the
behavior of the animal.

Table 1: Centesimal Composition of Casein 17% of protein diet (C17), “Regional

Basic Diet” (RBD) and “Regional Basic Diet Supplemented (RBD g,p).

Centesimal Composition (g)

. . 0 i 0
Diet Ingredients g% Prowi Carbohy- Fats Ash Fibres Vitamins Minerals Kealo
n drates

Cc17} Casein (> 92,5) 18.38 17.00 --- --- --- --- --- -~ 68.00
Maisena 64.57 --- 58.11 --- --- --- - -—- 23244
Soybean oil 7.00 --- -- 7.00 --- --- --- -~ 63.00
Fibres 5.00 --- - --- --- 5.00 - - ---
Mix vit 1.00 --- --- --- --- --- 1.00 --- ---
Mix min. 3.50 3.50
Bit. Cholin 0.25 --- --- --- - --- 0.25 --- ---
L-Metionin 030  0.30 --- --- --- --- --- --- ---
TOTAL 100.00 17.30 58.11 7.00 --- 5.00 1.25 3.50 363.44

RBD* Beans® 18.34  3.99 10.66 024 0.57 1.09 - - 60.76
Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 043 5.64 -- -- 198.80
Driedandsalted 5 74 574 - 0.06  0.06 - - ~ 1150
meat
Dried arld salted 0.35 N 035 _ N _ _ 315
meat fat
Sweet potato 12.76  0.30 9.99 0.03 0.20 0.48 - - 4143
TOTAL 100.00  7.87 69.24 0.80 1.26 7.21 -- - 315.64

RBDg,, Beans® 1834  3.99 10.66 024 0.57 1.09 --- -~ 60.76
Manioc flour 5456  0.71 4090 0.10 043 5.64 --- -- 167.34
Dried and 3.7 2.74 --  0.06 0.06 --- --- - 11.50
salted meat®
Dried and 0.35 --- -- 035 --- --- - - 3.15
salted meat fat
Sweet potato 12.76  0.30 999 0.03 0.20 0.48 - - 4143
Casein (> 92,5) 9.95 9.20 --- --- --- --- --- -~ 39.80
L-Metionin 030  0.30
TOTAL 100.00  7.87 69.24 0.80 1.26 7.21 --- --- 323.98

§ AIN -93 based diets, except for the protein content of diet C8.

* Regional basic diet from northeast Brazil (TEODOSIO et al., 1990).

* Cooked in water and dried.
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Filming was started when the animal was located in the center of the open field,
which has a black bottom. The filming was performed with a digital camera (VTR®6638 —
CCTV System) positioned on a line vertical with the center of the open field, fixed to the
ceiling of the room which was 2.65 m high. It is equipped with an infra-red ray sensor and
an illumination LED. The camera has a resolution of 420 lines and a speed of between 1/60
and 1/100 s, and its sensibility allows it to record images with minimum illumination, up to
0.1 lux. It also has a camera which possesses internal synchronization with the video card.
The video is thus sent to a computer equipped with a video capture card and software

dedicated to image recording tasks through an interface (Figure 1).

Figure 1: A — image-recording camera; B — schematical representation of the monitor system
of the locomotor activity in small animals (1 — open field, 2 - camera and 3 — computer for
video recording).

Inside the computer, the video is converted into frames (approximately 180 for each
2-minute recording with a time interval of 0.662s between frames) for later processing. For

the analysis of the recorded images, one frame was selected for each 20 recordings.
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Through digital image processing techniques, each frame was filtered in order to
isolate the holder of the objects in the open field borders (Figure 2). In the following stage
the coordinates of the frame-to-frame image of the animal were determined and thus it was

possible to reconstruct the animals’ walking trajectory.

Figure 2: Image sequence used in the recording of locomotor activity. A) Image of the open field in a light
environment, used for the system calibration; B) Example of an image of a rat in free movement in the open
field, recorded in a dark environment; C) Mask manufactured in the computer when recording the open field
in a light environment, used to isolate the image of the animal in the field from other objects; D) Final image,
used in the processing and calculations.

A set of software was also developed for obtaining and extracting pictures from
several video formats, using the Object Pascal programming language, and a MATLAB®
based system for image processing, semiautomatic segmentation and calculation of the

physical variables of interest. In possession of the trajectory covered, the time interval
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between the frames and the animal’s mass, it was possible to calculate the covered distance,
the average speed, the average power, the number of stops and the period of time during
which the animal remained motionless while the interval was recorded.

Statistical Analysis

The data was analyzed statistically using SigmaStat“software. To compare the effects
of age (maturation) and diet between the groups, Two-way Variance Analysis was used,
followed by the Holm-Sidak test p<0.05.

Results

There was a gradual increase in body mass in the C17 and RBD g, groups over the
days studied (p< 0.05). Only in the RBD group was no significant increase in the mass
observed between the 14™ and 21% days of age. The RBD and RBD sup groups showed a
reduction in body weight at all ages compared with the C17 group (Figure 3). Compared with

the RBD group the RBD g, group showed a greater body mass (p< 0.05) at 14 and 21 days.
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Figure 3 — Ponderal evolution (g) of Casein 17% of protein (C17, white histogram), Regional Basic Diet
supplemented with casein to reach a level of 17% of protein (RBD g, gray histogram) and Regional Basic
Diet 7,8% of protein (RBD, black histogram) rats, on the 8", 14® and 21* days of postnatal life. Two-way
Anova, followed by Holm-Sidak, p< 0.05. * = 8 vs 14 days and 14 vs 21 days; p = C17 vs RBD s,,; §

= C17 vs RBD; #=RBD ,, vs RBD. Data expressed in X + EP.
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The distance covered gradually increased in all the groups at the observed ages (p<
0.05). In the comparison between the groups no difference was found on days 8 and 21,
however, on day 14 day in the C17 group, the distance covered was greater than in the RBD
group and equal to the RBD g, group. The RBD g, group showed a greater distance covered

than the RBD group (p< 0.05) (Figure 4).
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Figure 4 — Covered distance (m) of Casein 17% of protein (C17, white histogram),
Regional Basic Diet supplemented with casein to reach a level of 17% of protein (RBD
Sup, gray histogram) and Regional Basic Diet 7,8% of protein (RBD, black histogram)
rats, in the 8%, 14® and 21% days of postnatal life. Anova Two-way, followed by Holm-
Sidak, p< 0.05. § = C17 vs RBD; # = RBD Sup vs RBD; * =8 vs 14 days and 14 vs 21

davs. Data exnressed in x + FP

The average speed increased gradually in all groups over the days studied (p< 0.05).
In the comparison between groups, similarities with the results of the previous parameters
were observed, no differences being observed on the 8% and the 21 days, but the C17

group showed a higher average speed on day 14 than the DBR group and speed equal to
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that of the RBD g, group. Also, the RBD g, group showed a higher speed in relation to the

RBD group on day 14 (p< 0.05) (Figure 5).
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Figure 5 — Average speed (m/s) of Casein 17% of protein (C17, white histogram), Regional
Basic Diet supplemented with casein to reach a level of 17% of protein (RBD Sup, gray
histogram) and Regional Basic Diet 7,8% of protein (RBD, black histogram) rats, on the gt
14% and 21% postnatal days. Two-way Anova, followed by Holm-Sidak, p< 0.05. § =C17 vs
RBD; #=RBD Sup vs RBD; * =8 vs 14 days and 14 vs 21 days. Data expressed in x + EP.

The average power showed a progressive increase (p< 0.05) in all groups through
the ages studied (Figure 6). There was no difference between the groups on the 8% and 14%
days of age. Compared with the C17 group, the malnourished groups showed a reduction in
this parameter on the day 21* (p< 0.05). However, the RBD s,, group showed a greater

average power in relation to the RBD group on the day 21% (p < 0.05).
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Figure 6 — Average power (mW) of Casein 17% of protein (C17, white histogram), Regional Basic
Diet supplemented with casein to reach a level of 17% of protein (RBD g, gray histogram) and
Regional Basic Diet 7,8% of protein (RBD, black histogram) rats, on the 8%, 14% and 21% days of
postnatal life. Anova Two-way, followed by Holm-Sidak, p< 0.05. § = C17 vs RBD g, and C17 vs
RBD; #=RBD g, vs RBD; * =8 vs 14 days and 14 vs 21 days. Data expressed in X + EP.

The evaluation of the time during which the animal remained motionless during the
recording period showed a progressive reduction in all the groups (p< 0.05) over the days
studied. The C17 animals showed a longer motionless period than the RBD and RBD g,

groups on the 21% day of postnatal life (p< 0.05) (Figure 7).
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Figure 7 — Motionless period (s) of Casein 17% of protein (C17, white histogram) , Regional
Basic Diet supplemented with casein to reach a level of 17% of protein (RBD Sup, gray
histogram) and Regional Basic Diet 7,8% of protein (RBD, black histogram) rats, on the 8%, 14%
and 21* days of postnatal life. Two-way Anova, followed by Holm-Sidak, p< 0.05. § =C17 vs
RBD Sup; #=RBD Sup vs RBD; * =8 vs 14 days and 14 vs 21 days. Data expressed in x + EP.

The evaluation of the number of stops revealed no differences in the evolution of
the C17 group. The RBD g, and RBD groups showed an increase in the number of stops
between days 8 and 14 (p<0.05), no difference being observed between days 14 and 21. In
the comparison between the RBD g,, and RBD groups with the C17 group, a reduction in
the number of stops was observed only at the age of 8 days (Figure 8).
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Figure 8 — Number of stops of Casein 17% of protein (C17, white histogram),
Regional Basic Diet supplemented with casein to reach a level of 17% of protein
(RBD g, gray histogram) and Regional Basic Diet 7,8% of protein (RBD, black

histogram) rats, on 8, 14 and 21 days of postnatal life. Two-way Anova, followed by

Discussion

It is a well-known fact that animals submitted to hypoproteic diets during breast-
feeding period show body weight reduction (Smart & Dobbing, 1971; Silvado & Werneck,
2006; Barros et al., 2006). Thus our findings are in accordance with those studies. In fact,
DBR g, animals showed a higher body weight than DBR animals. FAO/WHO (1991)
recommends high protein level food supplementation to combat malnutrition. A weight
increase in poor populations can be attained by essential amino acid consumption (Allen et
al., 1991). Deficient diet supplementation is therefore an important instrument in
combating the destructive effects of malnutrition (Teodoésio et al., 2000). This accounts for

the differences in corporal mass between the groups in our study.
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The average power developed by all nutritional groups increased gradually in the
period studied, but there was a reduction in the 21-day-old malnourished animals, when
compared to the C17 group. This fact may be explained as a consequence of the lower body
mass, as well as a smaller cross-sectional area in the muscle, since the power developed by
a body is directly proportional to its mass. Nutritional restrictions induced during the first
postnatal week in pigs caused a reduction in the muscle cross-sectional area, but only of
fast fibers, as seen in the lower back longissimus muscle (Lefaucheur et al., 2006). In rats
submitted to malnutrition by the big litters method, the results were similar to the ones for
the gastrocnemius muscle (Silvado & Werneck, 2006). The difference observed between
the RBD g,, and RBD groups is due to the greater availability of protein for the RBD gy,

thereby producing an increase in body mass (Schrier & Porath, 1965; Allen et al., 1991).

According to the parameters observed during this study, the pattern observed in the
evolution of locomotor activity was similar in the different nutritional groups: there was a
gradual increase in the distance covered and average speed of the developed movement,
whereas the time during which the animal remained motionless during the recording time
gradually decreased with age.

Nonetheless, it is important to point out that, on the day 14, the similarities in
distance covered and average speed produced by RBD Sup and C17 animals, where the two
groups were superior to the RBD animals. Our results may reflect a minimised effect of
malnutrition, in the RBD Sup group, produced by protein supplementation. Barros et al
(2006) demonstrated a delay in reflex ontogeny in malnourished animals. It is interesting to
observe that reflexes consist of an initial motor experience in the neonate and contribute to

the evolution of more mature motor patterns. Nagy et al (1977), for their part, observed an
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increase in the locomotor activity of malnourished rats from the 17" postnatal day.
Nonetheless, this finding was associated with a delayed maturation of the CNS structures
that modulate expression of voluntary movement, which are said to act mainly act by
inhibiting associated movements, that is, aiding the expression of orientated movements.

It is important to observe that there are findings on higher emotional instability in
malnourished rats mentioned by Sobotka, Cook, & Brodie (1974) and Teodosio et al.
(1979), who described an increase in the immobilization by fear responses and a decrease
in dodge speed responses. These behavior alterations may potentially negatively influence
the locomotor activity evolution pattern.

In the study by Teodosio et al. (1979) it was mentioned that malnourished rats
showed different motor behaviour when compared to their nourished counterparts. The
authors attributed such alterations to emotional behaviour modifications, with an increase in
stress-related anticipation responses. In this way the rat shows an increase in voluntary
movement without, however, definite a purpose or a directed locomotion (Teododsio et al.,
1979). Malnourished animals would thus spend more time moving around but without

showing an exploratory intention.

Conclusion

In our study it was possible to observe the benefits of protein supplementation of
RBD on locomotor activity development in rats, during the neonatal period, which
minimized the changes in somatic and locomotor development normally caused by
malnutrition. Although mineral and vitamin deficiency produced alterations in the animals’
development, protein supplementation was shown to be effective in combating

malnutrition-related sequels.
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Discussao geral e conclusoes

No Brasil, a desnutri¢ao € um problema de satide publica, enraizado em todas as regides
do pais, e que pode ser encontrada tanto nas zonas urbanas como nas zonas rurais. Embora
dados de orgdos governamentais revelem uma reducao em seus indices de incidéncia nos
ultimos anos (FAO, 2000), a desnutri¢do, juntamente com as doencas a ela associadas, ¢
responsavel pela mortalidade de muitas criangas anualmente (UNICEF, 2006). Vale salientar
que grande parte das criangas atingidas pela desnutri¢do consegue sobreviver, constituindo
um grupo de individuos que sdo classificados como portadores de desnutricdo pregressa
(SANTOS et al., 1995).

Nos estudos realizados neste trabalho, foram discutidos alguns aspectos de como a
desnutri¢do neonatal pode interferir no desenvolvimento neuromuscular e no controle motor
do adulto. Ressaltamos que, no rato, o periodo neonatal corresponde a um periodo critico do
seu desenvolvimento nervoso, muscular e motor (WINICK & NOBLE, 1966; SILVADO &
WERNECK, 2006; GRAMSBERGEN & WESTERGA, 1992) pela ocorréncia de intensos
processos estruturais. Assim o modelo de desnutricdo neonatal pode ser considerado uma
ferramenta 1til para avaliarmos os efeitos de uma agressdo nutricional ao desenvolvimento. E
bem verdade que, em virtude da amplitude do nosso tema, dificilmente todos os elementos
envolvidos neste processo poderiam ser abordados. Entdo, foram utilizadas técnicas que
permitiram a avaliagdo do crescimento através de medida murinométrica e também de
desenvolvimento da fun¢do neuromuscular e comportamental. Neste ultimo caso, foram
avaliados, portanto, a evolugdo da excitabilidade reflexa (registro dos reflexos H e T) e da

atividade locomotora.
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No primeiro estudo deste trabalho, observamos redugdo no peso corporal devido a
ocorréncia da desnutrigdo durante o periodo critico de desenvolvimento (BARRETO-
MEDEIROS et al., 2004). Efeitos persistentes da desnutricao neonatal t€ém sido observados
sobre o crescimento em animais (DAVISON & DOBBING, 1968; DOBBING, 1970). A
reducdo do peso corporal nos ratos desnutridos no periodo neonatal, em nosso estudo,
perdurou até a idade adulta. Ha uma aparente relagao entre condigdes nutricionais no inicio
da vida e suas conseqiiéncias na idade adulta. WIDDOWSON & MCCANCE (1960)
demonstraram o efeito permanente da nutricdo neonatal sobre parametros murinométricos
em ratos. Outros estudos tém também demonstrado que insultos sofridos durante o periodo
de aleitamento podem induzir uma redugdo do crescimento em ratos (MORGANE et al.,
1978; TEODOSIO et al., 1990; BARROS et al., 2006).

A teoria dos periodos criticos para o desenvolvimento do SN auxiliou na compreensao
dos efeitos irreversiveis da desnutrigdo precoce sobre o desenvolvimento do cérebro
(MORGANE et al., 1978). Além do mais, hd agora um grande nimero de evidéncias
epidemiologicas apontando a desnutricdo durante a vida fetal e infancia como fatores
predisponentes dos individuos as doencas na idade adulta (RAVELLI et al, 1976,
FORSDALL et al, 1977, BARKER et al, 1988, HALES & BARKER, 1992). Ha inclusive
uma proposi¢ao de que um estimulo ambiental ou insulto durante o periodo critico do
desenvolvimento pode ter um efeito permanente sobre a estrutura definitiva e suas fungdes
no organismo, fendmeno chamado de programagao (LUCAS, 1991).

A desnutri¢do neonatal também reduziu a excitabilidade reflexa em ratos ao desmame.
Mudangas na amplitude dos reflexos H ¢ T podem ser explicadas de trés maneiras: 1-
alteragdo na excitabilidade dos motoneuronios; 2- variagdo na quantidade de

neurotransmissor liberado pelos terminais aferentes; ou 3- variagdes nas propriedades
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intrinsecas dos motoneuronios (MISIASZEK, 2003; ZEHR 2002). Assim, alguns desses
processos podem ser induzidos pela desnutrigdo. Além disso, ao nascimento, o processo de
diferenciagdo dos tipos de fibras musculares nao estd completo, havendo uma maior
proporgao de fibras do tipo II do que fibras do tipo I (HO et al., 1983; WIRTZ et al., 1983).
Em ratos, o musculo solear tem aproximadamente 73% de fibras do tipo Ila e 26% de fibras
do tipo I nos 6° e 11° dias de idade. Entretanto, as fibras tipo Ila diminuem para 44% e as
tipo I aumentam para 56% no 16° dia de idade. Esta rapida transicdo na composi¢do das
fibras continua e no 31° dia de idade, onde existe 25% de fibras tipo Ila e 74% das do tipo |
(HO et al., 1983). Hennemen & Olson (1965) demonstraram que as fibras do tipo II sdo
menos excitaveis que as do tipo I, pois as fibras do tipo I sdo inervadas por motoneurdnios
maiores. Assim, em parte, nossos resultados podem ser justificados por um possivel atraso
no processo de maturagao das fibras musculares induzido pela desnutri¢ao. Em acréscimo,
estudos t€ém demonstrado que a desnutricdo perinatal pode interferir na propagagdo do
potencial de acdo em ratos através de alteracdes produzidas sobre a bainha de mielina
(SEGURA et al., 2004; 2001). Entretanto, ndo ¢ conhecido como a desnutri¢ao pode alterar
as propriedades intrinsecas dos motoneurdnios e o processo de transmissao sinaptica entre o
aferente la e 0 motoneurdnio a.

Em particular, o reflexo T sofre influéncias da ativacdo dos motoneurdnios
fusiomotores 7y sobre sensibilidade do fuso neuromuscular (PAILLARD, 1955). A
manutar¢do do fuso neuromuscular em ratos se extende do periodo gestacional até as
primeiras semanas de vida pos-natal (MILBURN, 1973; JIRMANOVA & SOUKUP,
1995). E possivel que a desnutri¢io neonatal interfira no processo normal de maturagdo do

fuso neuromuscular, agindo em moléculas importantes para o desenvolvimento do fuso
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(TOURTELLOTTE et al, 2001). A desnutricdo altera caracteristicas musculares
(SILVADO & WERNECK, 2006; CONDE MARTEL et al., 1998; WARD &
STICKLAND, 1993) e pode modificar as propriedades viscoelasticas das estruturas
musculo/tendinosas (RACK et al., 1984), o que modifica amplitude do reflexo T.

A ocorréncia da desnutrigdo durante o desenvolvimento pode produzir alteracdes
persistentes ou até mesmo irreversiveis no organismo, fato ja demonstrado em numerosos
trabalhos (SMART & DOBBING, 1971; NOBACK & EISENMAN, 1981; SEGURA et al.,
2001; PAIXAO et al., 2001; MORGANE et al., 2002). Na tltima década, os trabalhos
sobre desenvolvimento tém focalizado sua aten¢do sobre o fendmeno da programacao fetal
(LUCAS, 1991). Ha evidéncias da existéncia de uma plasticidade durante o
desenvolvimento, definida como a habilidade do gendtipo em produzir mais de uma forma
alternativa de estrutura, estado fisiologico e/ou comportamento, em resposta as condigdes
do meio ambiente (SAYER & BARKER, 2003). Segundo Hales & Barker (1992), o
organismo tende a se adaptar favoravelmente a um ambiente agressivo. A desnutricao
perinatal promoveria uma reprogramacao do padrao metabdlico do organismo, aumentando
a resisténcia do organismo para um provavel ambiente agressivo subseqiiente (BARKER,
1998). Esta hipotese fornece elementos para entender a origem de determinadas
enfermidades, as quais tomaram propor¢des epidemiologicas (OZANNE & HALES, 1999).
A relagdo entre as adaptagdes que ocorrem durante o periodo neonatal, e a eliminagdo do
ambiente hostil na idade adulta, seria a base do aparecimento de doengas no adulto, como a
diabetes tipo II e a hipertensdo (RAVELLI et al., 1977, FORSDALL et al, 1978, BARKER
et al., 1988). Esta idéia, embora elaborada para explicar mecanismos associados a
desequilibrios metabolicos, tem sido extrapolada para outros sistemas, como o muscular

(VARDI & PINHAS-HAMIEL, 2000; SAYER & COOPER, 2005), mas ainda sem uma
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determinagdo precisa dos seus mecanismos e conseqiiéncias tardias. Hipoteticamente a
agressao produzida pela desnutricdo neonatal poderia alterar o sistema neuromuscular, para
permitir maior chance de sobrevivéncia ao organismo durante a agressao nutricional, mas
limitaria sua funcionalidade em um novo ambiente ausente do estimulo agressor.

O modelo experimental de desnutri¢do neonatal empregado em nosso estudo parece
reproduzir com certa eficiéncia os elementos associados na “Hipotese do Fenotipo
Protetor”, uma vez que o ambiente hostil produzido pela desnutri¢gao durante o aleitamento
¢ posteriormente substituido por um ambiente adequado, gerado pela recuperacao
nutricional imposta apos o desmame. No Brasil, em relagdo a desnutri¢do, ¢ possivel inferir
que as populagdes carentes t€ém obedecido a esta retorica (MONDINI & MONTEIRO,
1995). A melhora no poder aquisitivo da populacdo brasileira mais carente, observada nos
ultimos anos, ¢ a implementacdo de programas governamentais de assisténcia basica a
saude, podem refletir a transicdo de um ambiente nutricionalmente carente para outro em
melhores condi¢gdes (MONDINI & MONTEIRO, 1995; BATISTA FILHO M & RISSIN,
2003).

Nos resultados do segundo estudo neste trabalho foi acompanhada a maturacdo da
excitabilidade reflexa de ratos desnutridos no periodo neonatal e recuperados apds o
desmame, para analisar a persisténcia dos efeitos da desnutricdo sobre a resposta reflexa.
Neste estudo, ndo foram identificadas alteragdes na excitabilidade reflexa dos animais
desnutridos no aleitamento, ndo sendo possivel afirmar a ocorréncia de processos de
programacdo sobre a evolu¢do da amplitude dos reflexos. Entretanto, as alteracdes
duradouras no peso corporal, na laténcia e no indice de velocidade de condugdo nervosa,
sejam indicios favoraveis de que a influéncia fenotipica tenha ocorrido em parte no

organismo dos animais (SAYER & COOPER, 2005).



FREITAS SILVA SR Desnutri¢do neonatal e desenvolvimento neuromuscular... 124

A desnutri¢do demonstrou produzir uma redugdo na laténcia do reflexo H, revertida
somente na idade adulta. Isto pode ser ocorrido por uma redugao no comprimento do nervo
ciatico nos animais desnutridos, produzindo um menor percurso a ser desenvolvido pelo
potencial de acdo. Em humanos, tem sido demonstrado que o comprimento do nervo afeta
claramente a laténcia do reflexo H (cruz martinez et al. 1983). Em criangas, foi observado
uma redugdo progressiva na laténcia do reflexo H durante o primeiro ano de vida, seguido
por subsequente aumento (prakash & bhatia, 1997). A diminui¢do durante os primeiros
meses ¢ explicada pelo aumento na velocidade de condugdo dos potenciais nervosos devido
ao processo de maturagdo da bainha de mielina. uma vez que este processo se completa, a
laténcia do reflexo H aumentou com o crescimento da crianga. Stanley (1981) relatou uma
redu¢do na latencia do reflexo h e um aumento na velocidade de condugao nervosa durante
o crescimento da 4° semana para 18 meses de vida em ratos sprague-dawley. Nos
observamos também um aumento no indice d/l, indicativo da velocidade de conducao
nervosa em ambos 0s grupos, entretanto, este aumento foi menor no grupo desnutrido que
no grupo controle. Todavia, a redugdo na laténcia do reflexo H menos a laténcia da resposta
m, observada no grupo desnutrido, ndo pode ser atribuida a um aumento na velocidade de
conducao nervosa. O indice calculado em nosso estudo indica que os animais desnutridos
tém uma redugdo na velocidade de condug@o nervosa, confirmada por prévios estudos que
observaram a velocidade de conducdo ao longo do nervo ciatico (da-silva et al. 1987) e
outros nervos sensoriais (segura et al. 2004). Este efeitos sobre a velocidade de conducao
sdo atribuidos por alteragdes do desenvolvimento posnatal da bainha de mielina (segura et
al. 2004). Nos dois estudos (da-silva et al. 1987, segura et al. 2004) os efeitos sobre a
funcdo nervosa dos desnutridos foram atribuidos a quantidade ou qualidade da dieta,

especialmente em relagdo ao conteudo de proteina. Entretanto, quando a desnutri¢do ¢
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imposta somente a fase adulta, ndo ocorrem modificagdes na velocidade de condugdo (da-
silva et al. 1987).

Outro ponto importante de nosso estudo foi o aumento progressivo da excitabilidade
reflexa apresentado por normonutridos e desnutridos. Trabalhando com humanos,
Vecchierini-Blineau e Guiheneuc (1981) estudaram a amplitude do reflexo monossinaptico
em criangas. Eles observaram uma reducao gradual na amplitude do reflexo H ao longo do
primeiro ano de vida, seguida por um aumento até a idade de 4 anos. Entretanto, estes
valores permaneceram menores aos observados em adultos. Em pré-adolescentes (7 a 11
anos de idade), foi observado que os valores da relacio Hmax/Mmax ndo se alteram com a
idade e nao se diferenciam dos valores adultos (GROSSET et al. 2007). As alteragdes na
amplitude do reflexo H no inicio da infincia podem ser atribuidas aos processos de
maturagdo do sistema nervoso, a mudangas nos processos pré-sinapticos inibitérios e na
eficiéncia sinaptica (PIERROT-DSEILLIGNY & MAZEVET, 2000; VECCHIERINI-
BLINEAU & GUIHENEUC, 1981). Em ratos, foi observado que a amplitude do reflexo H
aumentou rapidamente entre o 1° e 5° més de vida, durante a maturacdo do sistema nervoso
periférico (HORT-LEGRAND et al. 2001). Assim, o aumento progressivo na
excitabilidade reflexa observado pode corresponder a maturacdo das estruturas
neuromusculares.

Vale destacar a importancia da recuperagao nutricional como um instrumento util para
combater a desnutricdo e os efeitos de morbi-mortalidade por ela impostos. Em nosso
estudo, independentemente do processo de programacao, o sistema neuromuscular parece
responder de uma maneira diferente aos impactos da desnutrigdo. A recuperagao
nutricional decerto produziu um efeito protetor sobre o organismo dos nossos animais,

corrigindo de alguma forma as alteracdes neuromusculares produzidas pela desnutri¢ao



FREITAS SILVA SR Desnutri¢do neonatal e desenvolvimento neuromuscular... 126

neonatal. Os nossos achados sdo a favor dos efeitos benéficos da recuperacao nutricional,
uma vez que apos sua realizagdo, ndo mais se observou alteracdo na excitabilidade reflexa
entre desnutridos e normonutridos. Foi dentro da perspectiva de intervir nutricionalmente
para produzir alternativas vidveis de combate a desnutricdo, que o terceiro estudo foi
conduzido em nosso trabalho.

Neste terceiro estudo, observou-se que animais desnutridos no periodo neonatal, mas
recebendo uma suplementacdo protéica, apresentam uma reducdo dos efeitos deletérios
impostos pela desnutrigdo ao seu desenvolvimento. Estes achados confirmam as
recomendagdes da FAO/WHO (1991) que preconizam o consumo de proteinas de alto valor
bioldgico para combater a desnutri¢ao. Barros et al. (2006), observaram que a desnutri¢ao
neonatal provoca um retardo no desenvolvimento da atividade locomotora. As melhoras
nos parametros como: peso corporal, distancia percorrida e poténcia muscular sio
evidéncias dos efeitos benéficos da suplementagdo protéica na dieta dos animais
desnutridos.

De acordo com os parametros observados durante este estudo, o padrao verificado na
evolugdo da atividade locomotora foi similar entre desnutridos ¢ normonutridos. Houve um
aumento gradual na distancia percorrida e na velocidade média do movimento
desenvolvido, considerando que o tempo durante o qual o animal permaneceu parado
reduziu gradualmente com a idade.

Todavia, um importante ponto foi observado no 14° dia, onde houve uma similaridade
na distdncia percorrida e na velocidade média apresentada pelos suplementados e
normonutridos, sendo ambos superiores aos desnutridos. Nossos resultados refletem uma
minimiza¢do dos efeitos da desnutricdo nos suplementados com proteina. Barros et al.

(2006) demonstraram um atraso na ontogénese de reflexos em desnutridos. Isto ¢
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interessante de ser observado uma vez que os reflexos representam a experiéncia motora
inicial no neonato e contribui para evolu¢ao de padrdoes motores mais maduros. Nagy et al.
(1977), por outro lado, observou um aumento na atividade locomotora em desnutridos no
17° dia pos-natal. Estes achados foram associados com um atraso na matura¢do das
estruturas do sistema nervoso central que modulam a expressao voluntaria dos movimentos.
Existem achados que revelam uma maior labilidade emocional em ratos desnutridos,
conforme relatado por Sobotka et al. (1974) e Teodosio et al (1979), que descreveram um
aumento das respostas de imobilizagdo por medo e diminui¢do na velocidade das respostas
de esquiva. Estas alteragdes comportamentais podem potencialmente influenciar
negativamente o padrao de evolugdo da atividade locomotora.

O desenvolvimento dos mamiferos compreende todas as mudangas continuas que
ocorrem desde a concep¢do ao nascimento, ¢ deste a morte. Nesse periodo, surgem
processos evolutivos, maturacionais e hierarquizados, no plano bioldgico intrinseco
(genético, por exemplo), ou no plano de interagdo com o meio ambiente. A ocorréncia da
desnutricao durante o desenvolvimento pode produzir alteragdes persistentes ou até mesmo
irreversiveis no organismo. A plasticidade neuronal, capacidade que os neurdnios t€m de
formar novas conexdes a cada momento, de certa forma, protege o individuo dessas
intempéries. Esta caracteristica intrinseca permite a recuperagao gradativa das estruturas
nervosas, constituintes também do sistema locomotor, apdés uma agressao ambiental, as
quais podem chegar a idade adulta sem seqiielas. Por outro lado, haveria também uma outra
forma de plasticidade, a genética, definida como a habilidade do genotipo em produzir mais
de uma forma alternativa de estrutura, estado fisioldgico e/ou comportamento. Assim,
durante o desenvolvimento e em resposta as condi¢des do meio ambiente, o organismo

tenderia a se adaptar favoravelmente a um ambiente agressivo. Contudo, esta situacdo
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promoveria uma reprogramacao do padrdo metabdlico do organismo, aumentando sua
resisténcia para um provavel ambiente hostil subseqiiente. Esta seria a explicagdo de base
para a origem de determinadas enfermidades, as quais tomaram proporgdes
epidemiologicas. A relagdo entre as adaptagdes que ocorrem durante o periodo neonatal e a
eliminacdo do ambiente hostil na idade adulta seria a base do aparecimento de doengas no
adulto. Esta idéia, embora elaborada para explicar mecanismos associados a desequilibrios
metabolicos, tem sido extrapolada para outros sistemas, como o neuromuscular, mas ainda
sem uma determinagdo precisa dos seus mecanismos € conseqiiéncias tardias. A
motricidade ¢, sem divida, uma atividade que caracteriza os mamiferos, permitindo-lhes
tanto ajustar sua postura em fungdo de suas necessidades de relacionamento com o mundo,
como se movimentar neste mesmo mundo para deixar ambientes hostis; buscar locais que
favorecam sua sobrevivéncia, ou mesmo explorar o meio que os cercam. Para organizar
estas atividades, o cérebro utiliza as informac¢des obtidas através de seus sistemas sensoriais
(tanto internos como externos). Por este motivo, existe uma intima associacdo entre o
desenvolvimento da motricidade e da capacidade de processamento sensorial. Nossos
estudos ainda sdo incipientes para que possamos afirmar que um sistema tdo importante
para sobrevivéncia do animal durante todas as fases de sua vida ndo tenha mecanismos
outros que possam lhe proteger de futuras seqiielas. Outrossim, ndo podemos negar a
existéncia de mecanismos condizentes com a teoria do “programming”’, uma vez que nossa
abordagem nesse particular ainda € restritiva. Contudo, parece evidente nesse estudo que o
sistema neuromuscular responde de uma maneira caracteristica aos impactos da
desnutricao. O retorno a um ambiente nutricional normal ndo salientou seqiielas, mas ao
contrario corrigiu de alguma forma grande parte delas. Isso demonstra que o potencial

plastico do sistema neuromuscular € resistente a programacgao, o que revela a importancia



FREITAS SILVA SR Desnutri¢do neonatal e desenvolvimento neuromuscular... 129

para a sobrevivéncia do animal a higidez do sistema que lhe permite o movimento e a
postura. E pela importancia que o sistema locomotor, por conseguinte a motricidade,
assume na estruturagdo, organizacao e regulagdo do movimento e da postura que ele nos
permite compreender a razdo de ser da evolugdo decorrente do ato reflexo a atividade
locomotora.

Assim, os resultados dos estudos realizados no presente trabalho nos permitem concluir

que:

e Ha uma reducdo na excitabilidade reflexa de ratos ao desmame, na ocorréncia da
desnutri¢do neonatal.

e Embora a desnutri¢do neonatal reduza a excitabilidade reflexa de ratos ao desmame,
ndo ocorre alteragdo na maturagdo da excitabilidade reflexa se os animais forem
submetidos a recuperacao nutricional apds o desmame.

e A suplementagdo de proteinas na dieta de ratos desnutridos promove uma redugao
dos efeitos deletérios da desnutricdo neonatal sobre o desenvolvimento da atividade
locomotora.

Além disso, podemos concluir que:
e Ocorre um aumento gradual na excitabilidade reflexa em ratos nos primeiros 90 dias

de vida que independe da desnutrigdo neonatal.



PERSPECTIVAS
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Com base em algumas questdes levantadas neste trabalho que permaneceram sem uma
adequada resposta e visando o aprofundamento do estudo, algumas perspectivas foram

eleboradas no contexto da continuagdo deste trabalho

Assim, as perspectivas de continuacao do presente trabalho sao:

e Realizar estudos neuroquimico da sinapse que ocorre entre o aferente la e

motoneurdnio-o. em ratos desnutridos.

e Averiguar os efeitos da desnutri¢do neonatal sobre as propriedades intrinsecas dos

motoneurdnios-o. em ratos.

e Analisar histologicamente a presenca de atraso no processo de diferenciacdo dos

tipos de fibras musculares pos-natal de ratos desnutridos no periodo neonatal.

e Avaliar se ratos desnutrido no periodo neonatal apresentam alteragdes nas

propriedades elasticas passivas dos musculos.

o Verificar os efeitos da desnutricdo neonatal sobre o desenvolvimento do fuso

neuromuscular.

e Continuar os estudos da maturacdo da excitabilidade reflexa em ratos desnutrido no

periodo neonatal ao longo da vida.
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Avaliar os impactos de diferentes caréncias nutricionais (macro e micronutrientes)

sobre a maturagao da excitabilidade reflexa e atividade locomotora.

Avaliar os efeitos da suplementagdo nutricional (macro e micronutrientes) em dietas
carentes sobre a maturagdo da excitabilidade reflexa e atividade locomotora de ratos

desnutridos.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Oficio n® 14/06 Recife. 20 de abril de 2006

Da Comissio de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Raul Manhies de Castro
Departamento de Nutrigio - UFPE

Os membros da Comissio de Ftica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V. Sa. referente ao
primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “DESNUTRICAO NEONATAL E
SUPLEMENTACAO PROTEICA: DESENVOLVIMENTO E EVENTUAIS CONSEQUENCIAS
COMPORTAMENTAIS".

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagio Animal ¢
com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de avaliagdo ¢ julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil. especialmente a Lei 9.605 — art, 32 ¢
Deereto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favordvel aos protocolos experimentais realizados.

Atenciosamente,

Jeird_ Con s’ A
-f%ﬁﬁwﬁdaﬁmn

Presidente CEEA

IFRE

CCB: Integrar para desenvolver
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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