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Resumo

Avaliou-se a regeneracdo nervosa periférica, em animaisoadglie foram
submetidos a desnutricao protéica durante o periodo conhecido porcjdtiedade
desenvolvimento. Utilizamos 20 ratos machos, adultos, da linhatfestar.
Durante o periodo de aleitamento, partes das maes recebiganhipoproteica
(caseina 8%) formando o grupo de filhotes desnutridos (10 animais),némqua
outra parte recebeu dieta normoproteica (caseina 17%), formando o dgupo
filhotes normonutridos (10 animais). Apds este periodo, os animasn for
alimentados com dieta padrdo de biotério até o término do expéoimsem
restricbes de agua e comida. A evolucdo ponderal foi regstd@tiamente
durante 21 dias de vida, e apés este periodo registrada aos 30,e6R10@@lias.
Aos 90 dias de vida, os animais (05 por grupo) foram pré-anekies@m
Atropina e anestesiados com solugcdo de Cloridato de ketamina (5@ i)
Xilasina a 2% (20 mg) (0,2 mL/100g). O nervo ciatico foi smwdo
aproximadamente 1 cm anteriormente a bifurcagcdo dos nervos tibtalipog
fibular comum. Apés a lesado, os fragmentos nervosos foram sutueadas tubo
de polietileno (10 mm) preenchido com solucdo salina e matrigehcbBrdo com a
presenca ou ndo da lesdo nervosa, os animais foram divididos nos Nuipdo
Sem Lesdo (GNSL), Nutrido Les&o (GNL), Desnutrido Sem Le&doS() e
Desnutrido Lesdo (GDL). Cento e vinte dias ap0s a lesdo nefviosaletado o
tecido nervoso neoformado, fixado em solucdo Karnowisky por 24h a 4°C, pos
fixados com solucéo de tetroxido de 6smio e processados para obtergitese
semi-finos (0,5um), corados com azul de toluidina. Foram alaslia area de
seccdo transversa do nervo ciatico, a quantidade, denstddadépo de fibras
nervosas mielinicas e o nimero total de vasos sanguineos. geasihtistica foi
realizada utilizando a média dos valores + desvio-padrao ste T&udent para
dados paramétricos, e valores da mediaearo-padrao e teste Teste U de Mann-
Whitney para dados ndo paramétricos, sendo p < Q,@&so corporal manteve-se
reduzido a partir do 3° dia de vida e por todo 0 experimento no grupo desnutr
N&o foram observadas diferengas dos parametros analisados egrinpasGNSL

e GDSL. Observou-se um aumento na quantidade de vasos no GDQ,@p22)
em relacdo ao GNL. O grupo GNSL em relagdo ao GNL apmsemha maior
area de seccdo transversa (p = 0,0002), maior quantidade aerfilalinicas (p =
0,004), menor densidade de fibras (p=0,009) e maior propor¢do de fibras d
tamanho intermediario (p < 0,05), entretanto houve uma menor quantidealsode
sanguineos (p = 0,01). O GDL apresentou padrao regenerativo semednant
relacdo ao GNL. Diante destes resultados, pode-se concluir quanimoais
adultos, submetidos a desnutricdo protéica durante o periodo de aleitacoen
posterior periodo de reposi¢cdo nutricional, ndo houve altera¢festrntug do
tecido nervoso periférico, assim como na resposta regeneradinte dla injuria
deste tecido, apos 120 dias de leséo.

Palavras-chave: Desnutricdo protéica, nervo ciatico, exge@io nervosa periférica.



Abstract

The study evaluated the peripheral nerve regeneration in adufals that were
submitted to protein malnutrition during the period known as the criicadow of
development. We used 20 male rats, adult, Wistar line. Dutiegperiod of
lactation, parts of the mothers received diet hypoproteic (©&@9%ij) forming the
group of malnourished pups (10 animals), while another part havedceormal
diet (casein 17%), forming the group of nourished pups (10 animalggr. this
period, the animals were fed with standard diet until the a@nithe experiment,
without restrictions of water and food. The evolution of weight veasrded daily
for 21 days, and after this period registered at 30, 60, 90 and 210Ad&sdays,
the animals (05 per group) were pre-anesthetized with atropine rexsthatized
with a solution of chloride of ketamine (50 mg) and Xilasina to (2@ mg) (0.2
mL/100g). The sciatic nerve was cut about 1 cm above the Hifuncaf the
posterior tibial nerve and common fibular. After the injury, nemegrhents were
sutured to a tube of polyethylene (10 mm) filled with saline and igehtr
According to the presence or absence of nerve injury, the Enwwese divided into
groups Nourished Without Injury (GNSL), Nourishing Injuriated (GNL),
Undernourished Without Injury (GDSL) and Undernourished injuriated (GDL).
One hundred and twenty days after the nerve injury was call¢lote neoformed
nervous tissue, fixed at Karnowisky solution for 24h at 4 ° C, meast-fwith
solution of osmium tetroxide and processed to obtain semi-thin slice i),
stained with toluidine blue,. We evaluated the cross-sedtiarea of the sciatic
nerve, the quantity, type and density of nerve fibers myelinfatbtal number of
blood vessels. Statistical analysis was performed usingvdrage of the values *
standard deviation and Student T test for parametric data, amdettien value *
standard error test and U test Mann-Whitney for non paramedta; dnd 0.05.
Body weight remained low from the 3rd day of life and throughoueiperiment
in group malnourished. There were no differences of the paramatalyzed
between groups GNSL and GDSL. There was an increase in the nohvassels
in the GDL (p = 0.0022) compared to GNL. The group GNSL on the GNL showe
greater cross-sectional area (p = 0.0002), increased amoumgetih fibers (p =
0004), lower fiber density (p = 0009) and greater proportion of filvath
intermediate size (p <0.05), however there was a smalleuainof blood vessels
(p = 0.01). The GDL showed regenerative similar pattern iaticgl to GNL. In
light of these results, we can conclude that in adult animajecal to protein
malnutrition during the lactation, with subsequent period of o
replacement, no changes in the structure of the peripheral netigsuge, and
regenerative response in the face of this tissue injétar, 220 days of injury.

Keywords:Protein malnutrition, sciatic nerve, peripheral nervesregation.
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1. INTRODUGCAO

Ao longo dos anos uma atencéo especial tem sido dada na tentatiwa de
reverter ou minimizar as consequéncias morfofuncionais provoqaias lesdes
do nervo periférico. Estas lesbes em geral, sdo decor@aigigum trauma fisico
ou processo degenerativo que acomete a estrutura do nervo (MEESTRA,
DEN DUNNENZet al., 1999; OGUN, OZDEMIR, SENARAN al., 2003; DE SA,
MAZZER, BARBIERI et al., 2004; KINGHAM e TERENGHI, 2006;
LUNDBORG e ROSE, 2007) e dependendo do grau de acometimento que o nerv
seja exposto, a recuperacdo apresenta maior probabilidadehde @&IAGGI,
LOWE e MACKINNON, 2003).

Apés a injaria nervosa periférica, uma série de eventodaimentais para o
processo regenerativo se inicia no corpo celular, no axénio proximalaxonio
distal. No corpo celular ha a cromatélise além do processo derdmmieacao
neuronal enquanto que no coto proximal, células de Schwann juntamente com
macréfagos promovem a degradacdo axonal proxima a lesdo. Mergegdistal,

h& um processo degenerativo conhecido por Degeneracdo Wallerianaéloiteke ¢
de Schwann fagocitam fragmentos axonais e de bainha de madéimade liberar
fatores quimiotaticos para atracdo de células inflamajéres especial o
macrofago (PEARSE, PEREIRA, MARCILL& al., 2002; BURNET e ZAGER,
2004).

O processo regenerativo se inicia logo apds a ocorrénciadta s corpo
celular, enzimas regenerativas séo liberadas em direcéii@ da lesdo, ao passo
que as células de Schwann, no axoénio, além de promover um supnorterast
para a regeneracdo, liberam fatores que vao auxiliar oiroe#®o axonal em
direcdo ao coto distal, conhecidas por fatores neurotréficos (NEHRY, RUDE
e THOMAS, 1992; BARBACID, 1995; CHEN, COHEN e HALLETT, 2002)

Visando uma recuperacdo de forma mais eficaz, varias tecasliggn sido
desenvolvidas com o objetivo de auxiliar o sistema nervoso peviféigste
processo de regeneracdo. Dentre elas a técnica de tuéolizagde o coto
proximal e o distal encontram-se unidos por um tubo guia, tem denumstra
beneficios para pacientes com lesdo nervosa periféricAM8ZT e LEACH,
2003; GAMA, MATTAR JR, DA SILVAet al., 2000).
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Entretanto, alguns fatores interferem neste processo regjgoerdentre
eles a idade do individuo, a proximidade do local da lesdo egéoeto corpo
celular, o micro-ambiente no qual o nervo esteja inserido) ekt acdo eficaz dos
mecanismos regenerativos (VERDU, BUTI e NAVARRO, 1995; SES
BRENNER, MYCKATYN et al., 2006).

Alguns fatores podem afetar drasticamente a composicdo daturest
organicas. Dentre eles se destaca a desnutricdo a quahsteriza por um estado
de deficiéncia nutricional relacionada a falta de varios commpesecomo
proteinas, carboidratos e vitaminas. Esta falta de nutrienteggar severas
consequéncias para a formacédo e o desenvolvimento de Orgatmmasisientre
eles o sistema nervoso (NUNES, BATISTA, MICHE# al., 2002; PALMER,
PRINTZ, BYUTLERC, et al., 2004; ALMEIDA, SILVEIRAM, GUEDESet al.,
2005; BARROS, MANHAES-DE-CASTRO, DE-SOUZA, 2006; TATLIA,
GUZELA, KIZILB et al., 2007).

No sistema nervoso periférico, em humanos, o periodo no qual ocorre a
maior quantidade de eventos celulares responsaveis pela donmipicipalmente
mielinizacdo, ocorre durante os primeiros anos pos-natais.f&staé conhecida
por janela critica de desenvolvimento. Em animais, maiciispenente em ratos
— modelo experimental mais utilizado — este periodo compreende esrqsi 21
dias de vidas poés-natais, correspondentes ao periodo de aleitdB@RIROS,
MANHAES-DE-CASTRO, DE-SOUZA, 2006; MORGANE, MILLER, KEPER
etal., 1978).

Estudos tém demonstrado danos ao tecido nervoso periférico quando
submetido a um processo de desnutricdo protéica e protéico-caléridasem
precoces do desenvolvimento do organismo. Além de alteracfesir@ssraomo
diminuicdo na espessura e na organizacao da bainha de mieliifzxramservosas
(DELANEY, SAMORAJSKI, FULLER et al., 1981; OLDFORS e PERSSON,
1982; CORNBLATH e BROWN, 1988; ALMEIDA, SILVEIRAM, GUEDE&
al., 2005), podem ser identificadas também alterac6es na \adiecde conducéo
nervosa (OLDFORS e ULLMAN, 1980; OLDFORS e PERSSON, 1982; DA-
SILVA, COSTA F, COSTA Jet al., 1987; RANA, CHOPRA, MEHTAet al.,
1991; VARGAS V, VARGAS R, MARQUEZet al., 2000; SEGURA,
GUADARRAMA, PRATZ et al., 2004).
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O modo pelo qual o processo de regeneracao nervosa periférica @pos
uma lesdo no sistema nervoso periférico, em individos que aofréesnutricdo
precoce e posterior reposicdo nutricional ainda ndo foi esdaretirnando-se
pertinente a investigacdo desse tema.

Sendo a desnutricdo ainda uma morbidade bastante presente nogrpaises
desenvolvimento, esses estudos poderdo fornecer informacdesamgmricerca
da acdo do processo regenerativo sobre o tecido nervoso perifguigadio por
deficiéncia nutricional durante seu desenvolvimento, além de pragsultados
proveitosos que sem duvida contribuirdo para estratégias deitagabilnervosa

morfofuncional.
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2. Hipodtese

A capacidade de regeneracdo nervosa em animais que sofiesantricdo
protéica durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema mervos
periférico e, posteriormente, foram submetidos a leséo totao ciatico na fase
adulta, poderia estar comprometida, ndo permitindo uma reestéAdurac
morfolégica do tecido nervoso periférico regenerado semelhanstriétueacdo

nervosa dos ratos eutroficos.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar a capacidade de regeneracdo do tecido nervoscémmrjf em
animais adultos que foram submetidos a desnutricdo protéica (cemmac&96o)

durante o periodo conhecido por janela critica de desenvolvimento.

3.2 Especificos

» Determinar o numero e a densidade de fibras mielinicas do ciético;
» Quantificar o nimero de vasos sanguineos presentes no neio; ciat
» Determinar a area de secc¢dao transversa do nervo ciatico;

» Classificar as fibras mielinicas quanto ao diametro.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Lesdo nervosa periférica

Lesdes Nervosas Periféricas afetam a capacidade demissdo do
estimulo pelos nervos periféricos, causando prejuizos motorasitivses e
autondmicos, 0s quais podem estar associados a déficits funcrangigtios ou
permanentes (BELKAS, SHOICHET e MIDHA 2004). Estas legimiem ser
causadas por um estiramento excessivo, onde a forca de wap&oa a
extensibilidade do nervo; por compressado ou por isquemia, nas quaisragao
reversivel na conducdo nervosa; e por laceracdo, onde se eresatraotal ou
parcial do nervo (BURNETT e ZAGER, 2004)

Estas injarias, de acordo com sua severidade, podem seficcldas de
modo geral, em: neuropraxia (¢ a mais leve de todas, ndo emolperda da
continuidade nervosa, porém com alteracdo funcional transit@@notmese
(quando ha completa interrupcdo do axdnio e mielina circundante, porém com
epineuro e perineuro preservados); e neurotmese (ocorre rupturacateina,
com completa perda funcional) (BURNETT e ZAGER, 2004).

Em conseqliéncia da injaria nervosa periférica, uma compléraraente
regulada seqiéncia de eventos comeca a ocorrer no tecido lestprdeesso
inclui alteracdes no corpo celular, no axénio proximal e no axoénio ,distal
modificacbes estas que dao suporte para o desenvolvimento do @rocess
regenerativo (MAGGI, LOWE e MACKINNON, 2003; FLORES, LARBIA e
OWENS, 2000).

As alteragBes que ocorrem no corpo celular e na fibra nervosanat
dependem da severidade da injuria, bem como da proximidade dwerdeg
injuriado do corpo celular, onde quanto mais proximo do corpo celulairgira,
maiores serdo os danos. No segmento proximal, células de Schwaadadegr
axbnio e a mielina proximos a area da lesdo, 0os quais sentoetauzidos em
tamanho. Esta degradacdo proximal pode ser minima ou atingio tagignio em
direcdo ao corpo celular (BURNETT e ZAGER, 2004). No corpo cehdanmma
série de eventos conhecidos por reacdo neuronal onde ocorre o destocdm
ndcleo em direcdo a periferia do corpo celular e a retracadetuhitos, além da
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cromatolise neural que compreende a liberacdo de polirribossoenos
ribonucleotideos no citoplasma, os quais se encontravam aderidati@dor
endoplasmatico rugoso (NAVARRO, VIVO e VALERO-CABRE, 2007). Um
aumento no volume celular pode estar presente em decorréncia éatauma
producdo de RNA e de enzimas regenerativas, que se inioclamandeira geral,
guatro dias apos a injuria (DUCKER e KAUFFMAN, 1977).

No fragmento nervoso distal a lesdo, ocorre um processo conhecido com
degeneracdo Walleriana. Neste processo ha a degradacdoedgueleto, seguida
da dissolugcéo da membrana celular e degradacéo da mielind(5TH LEACH,
2003). Esses eventos permitem a retirada de fatores inibitdaioggeneracao
associados a mielina, principalmente glicoproteinas assecigdamesma
(GUERTIN, ZHANG, MAK et al., 2005). As células de Schwann desnervadas
sofrem alteracdes fenotipicas e sado capazes de fagoagareintos de axénio e de
mielina, porém esta capacidade € limitada, sendo neieead@reracdo de fatores,
como citocinas, que irdo atrair os principais agentes fagosita macréfagos -
para o local da lesédo. Se um processo de regeneracdo nao cEstrecoto
terminal pode tornar-se uma massa edemaciada compostaulde ci& Schwann,
capilares, fibroblastos, macrofagos e fibras de colagenoARCE; PATTERSON,
JESSENgt al., 2002).

4.2 Processo regenerativo ap0s injuria nervosa periférica

Apés as alteracbes em decorréncia da lesdo no nervo perifénc
complexo processo regenerativo se inicia no local da lesdo, poderatodeur
meses a anos para acontecer por completo (BURNET e ZAGER, g2004gio da
regeneracdo neural ocorre a partir da degeneracdo Wallegamacria um
microambiente favoravel ao crescimento axonal, onde as célelaSchwann
alinham-se dentro do tubo neural para formar uma estrutura demlanbaada de
Biingner que promove o suporte para o alongamento axonal (NAVARR@ EIV
VALERO-CABRE, 2007) (Fig. 01).

Fibras mielinizadas e n&o mielinizadas brotam espontaneaapatér dos

Nodos de Ranvier do axoénio proximal a lesdo, em direcdo ao axonio distal
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7

formando a unidade regenerativa que é rodeada por lamina basalmc
(MORRIS, HUDSON e WEDDEL, 1972).

De acordo com Makwana e Raivich (2005), o crescimento axonal requer
uma quantidade adequada de fatores tdpicos (locais) e tréficesadbs pela
célula de Schwann reativa e pela matrix extracelular deddrocoto distal
degenerado. Como importantes moléculas presentes no loedadadestacam-se
as proteinas da matriz extracelular (principalmente colagdmminina e
fibronectina) e moléculas de adeséo celular (molécula decadasélula neural)
(SECKEL, 1990).
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Figura 1. Esquematizagdo dos principais eventos que ocoapds a lesdo nervosa total. (A) Fibra
nervosa normal em contato com seu 6rgdo alvo. @)cBes neurais decorrentes de lesdao nervosa total,
onde no axodnio pode ser identificada a degeners¢diteriana, através da presenca de macréfagos e
células de Schwann e no corpo celular h4 a cromat@ a reacdo neural. (C) Inicio do processo
regenerativo, onde células de Schwann podem satifidadas dando suporte ao crescimento axonal —
bandas de Biingner. (D) Reconexdo do ax6nio condggo alvo e maturacdo da fibra nervosa. Fonte:
NAVARRO, VIVO e VALERO-CABRE, 2007.

Estudos destacam a acdo de fatores neurotréficos na manutencdo e
sobrevivéncia dos neurdnios e na promocdo da regeneracdo axondésHms
nervosa, ja que quando se unem com receptores especificos) atipartante
sinalizacdo e ativacdo intracelular (TERENGUI, 1999, MARKUWRATEL e
SNIDER, 2002; BELKAS, SHOICHET e MIDHA, 2004). Apos a leséo aleur

estes fatores sdo liberados de forma autécrina ou parderiras principais
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envolvidos na regeneracao axonal sdo: Fator de Crescimento ({Nmad Growth
Factor - NGF), Fator Neurotréfico Derivado de Cérebro (BrRienivated
Neurotrophic Factor — BDNF), Neurotrofina 3 (NT-3), Fator NeuratmiCiliar

(Ciliary Neurotrophic Factor — CNF), Fator de Crescimento derobiasto
(Fibroblast Growth Factor — FGF) e o Fator Neurotrofico derivad@élelas da
Glia (Glial cell line-derivated Neurotrophic Factor - GDNNAVARRO, VIVO e

VALERO-CABRE, 2007).

4.3 Técnica de tubulizacao

Uma especial atencdo tem sido dada para o estudo de meios que
proporcionem um auxilio na capacidade regenerativa do tecidoosoerv
principalmente em situagcdes em que este processo apreseardasgchances de
falhar. Segundo Hall (1989), a reparagdo tem mais chance derogoando a
lesdo se d& por esmagamento ou por secc¢ao nervosa quando existt leepaco
(até 0,5 cm) entre as extremidades dos cotos, e maisdatérde fracassar quando
0 espaco entre os cotos torna-se maior que 1 cm.

Ao longo dos anos, varias técnicas tém sido propostas panataereverter
a lesdo, podendo ser classificadas em duas categoriagueasncluem as
neurorrafias término-terminais; e as que incluem os autoenxarsstécnicas de
tubulizacdo (SANDERS, 1942; BRAGA-SILVA, GEHLEN, ROMAdtlal., 2006;
CHEN, OU, LIAO et al., 2007). A utilizacdo das neurorrafias término-terminais,
além de favorecer um tracionamento no local da sutura, pode ndo pramuve
exata aproximacdo do tubo endoneural do coto proximal com o coto distal,
alterando a recuperacéo funcional da lesdo (SCHMIDT e LER0BB).

O uso do auto-enxerto apresenta a vantagem do fragmento a sémdenxer
conter células de Schwann e lamina basal do tubo endoneural, quecéaa
liberacao de fatores neurotréficos, auxiliando na regeneracédo azt¥ral,de ser
um material natural, com menores possibilidades de rejeicdo KB&L
SHOICHET e MIDHA, 2004). Porém algumas desvantagens existeasamalo
autoenxerto, dentre elas assim como na neurorrafia térmmaitdy a dificuldade
em promover um correto alinhamento dos tubos endoneurais; a obtengdo de um

nervo doador promove uma nova lesdo nervosa em outro local, tendo como
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consequéncia a formacdo de tecido cicatricial e dor neurop&ailém da
necessidade de ajustar o comprimento e o diametro do nervo doadorexeptor
(MACKINNON e HUDSON, 1992).

Estratégias de bioengenharia para o Sistema NervoseérRexifém focado
o desenvolvimento de tratamentos alternativos para o enxertosonefg@xemplo,
canais de orientacdo nervosa ou técnica de tubulizacdo), éseedtea para
maiores lesdes, com 0 objetivo de promover um aumento na red@peragos
resultados funcionais (SCHMIDT e LEACH, 2003). O uso de calaisibo guia,
suturados entre os cotos neurais proximal e distal tem sido bastdingslo por
ndo haver a necessidade de um segundo procedimento cirdrgicoopetea de
material, além de obter melhores resultados regenera®&GKEL, 1990). Outros
beneficios atribuidos a técnica de tubulizacao € que os tubos util@@etam os
axonios em crescimento em dire¢do ao coto distal, além dmizamia infiltracdo
de tecido cicatricial fibroso, que poderia atrapalhar no proceggnmerativo, ao
passo que pode maximizar o acumulo de fatores neurotréficos produzidos pelos
cotos neurais, importantes no processo regenerativo (LUNDBQEES).

Mesmo diante de esse avanco tecnolégico, a resposta reilyenefiahz vai
depender de varios fatores, entre eles a idade, o tempo decdsilesédo, a
proximidade da lesdo em relagcdo ao corpo celular, a técnicapdeoy além da
presenca de um microambiente adequado (VERDU, BUTI e NAV@RFO95;
BELKAS, SHOICHET e MIDHA, 2004; NAVARRO, VIVO e VALERGABRE,
2007).

4.4 Interacdo desnutricdce tecido nervoso periférico

Uma das possiveis formas de alterar a composi¢do deste ntigeotené
através da agressado nutricional (OLDFORS, 1981). A desinitdgum processo
caracterizado por um desequilibrio e/ou uma deficiéncia de nesiend
organismo, freqientemente produzida pela deficiéncia relativaprdeeinas,
carboidratos e gorduras como fontes de energia e micronutriergadp s
reconhecidamente um grave problema mundial, principalmente nesspam
desenvolvimento. Quando incide em criancgas, ela constitui umeprabdie saude

publica, ocorrendo isoladamente ou associada a outros fatores quetaamnae
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morbidade e a mortalidade (DUNCAN, BROOKS-GUNN e KLEBANQS94).
Essas deficiéncias sdo seguidas de alteracdes fisiopadslogiee primeiro
traduzem-se em prejuizo funcional e, posteriormente, em danos rbicoglie
fisicos (GURMINI, CECILIO, SCHULER al., 2005).

De acordo com Morgane, Miller, Kempetral., (1978), a ma-nutricdo é um
fator ndo-genético que interfere no processo de desenvolvinmigue se refere
ao sistema nervoso central, a deficiéncia nutricional no in&cidh é mais grave,
principalmente porque nesta fase o crescimento e o desenvolvidess® sistema
estdo ocorrendo com grande intensidade, através dos processqzenkasia,
hipertrofia e mielinizagdo. Durante este periodo, a rapida idelde de eventos
celulares induz a um aumento na vulnerabilidade do sistema neNO&ACK,
EISEMANN 1981). O aumento na vulnerabilidade do sistema nervoso neste
periodo recente, e a possibilidade de repercussdes permanefii@egdmdo SN
originadas destas adversidades, ddo a este periodo o0 nome de pétitmae
desenvolvimento do sistema nervoso (BARROS, MANHAES-DE-CASTRE-
SOUZAet al., 2006).

De acordo com Dobbing (1971) este periodo critico de desenvolvimento
ocorre nos homens poucos meses antes (Ultimo trimestre @&dggse apos o
nascimento (3 a 4 anos), da mesma forma que a mielinizacaovdopeegiférico
ocorre pré e pos-natal. Porém, nos ratos, que sdo 0s animais aumutiizados
em estudos experimentais, o rapido crescimento cerebnalpéda mielinizacdo do
nervo periférico ocorrem nos primeiros 21 dias de vida, correspondefade ae
aleitamento (DOBBING; SANDS, 1971; MORGANE, MILLER, KEMR et al.,
1978).

Segundo Silva e Almeida (2006) uma série de alteracdes sam@tieurais
ocorre devido a uma deprivacdo alimentar, principalmente prpt@mgperiodos
precoces da vida. Entre as alteragces estruturais, agpprinse referem a reducéo
do peso corpéreo, menor nimero e tamanho de células cerebrais,cagsim
alteracdes na ramificacdo dendritica e na camada de migdimaneurénios
(MORGANE, MILLER, KEMPERZet al., 1978). Do ponto de vista funcional, a
desnutricdo influencia aspectos como a emocao, a motivacansedade, além de
alterar processos envolvidos na memoria, na linguagem e na iapgend
(LEVITSKY e STRUPP, 1995). Quanto as alteracbes neuroquimaasye
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alteracdo no nivel de neurotransmissores e de receptores seajiotmné
dopaminérgico, gabaérgico e colinérgico, além de prejuizos reticlade
singptica (ALMEIDA, TONKISS e GALLER, 1996). Uma das possive
explicacbes para este acometimento é que a sintese de preidsrais, o
crescimento, a organizacdo funcional e a producédo de neurotram&missrebrais
dependem da disponibilidade de aminoacidos essenciais contidos nasmprdeei
dieta (MORGANE, MILLER, KEMPER:t al., 1978)

Semelhantemente ao sistema nervoso central, alteracfes hoagplim
morfolégicas e funcionais estao presentes no sistema nervooiper{SNP) em
decorréncia da desnutricdo no periodo critico de desenvolvimento promovendo
desmielinizacdo segmental, degeneracdo axonal, além da reduca@mtidage de
lipideos na sintese da mielina. Estudos experimentais com gabosetidos a
processo de desnutricdo precoce e posteriormente reabilitados tdodgowista
nutricional demonstraram resultados controversos quanto a ocorrélecia
recuperacdo de estruturas do SNC e SNP previamente damsfi¢AdJNES,
BATISTA, MICHELI et al., 2002). Oldfors e Sourander (1977) observaram que o
comportamento do sistema nervoso diante de uma recuperacagonakritdo
ocorreu de forma homogénea, ja que o calibre das fibras do cordidioa¢spssim
como das fibras motoras do trato piramidal foi recuperado, poréaeesiperacao
nao se mostrou tdo evidente nas fibras do nervo oOptico. Por outroQktfors
(1981) verificou que a velocidade de conducéo nervosa, que frequenttoneate
se reduzida em quase 50% nos ratos desnutridos, atingiu a normalidgdase
normalidade apds algumas semanas de reposi¢cao nutricional.

Essas divergéncias de dados da literatura a respeito dadedat@as
agressoras da desnutricdo precoce em relacdo as estrututasidio nervoso
central e periférico podem ser decorrentes de diferentesd@dgetas e épocas de

analise das possiveis consequéncias.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animais

Foram utilizados 20 ratos mach&®ttus norvegicus albinus, da linhagem
Wistar, provenientes da coldnia de criacdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidustédo de
origem em gaiolas plasticas de propileno (49x34x16cm), com temperdur
23+1°C, em ciclo claro/escuro, com luzes acesas no periodo dd8thas agua e
racaoad libitum.

5.2 Manipulagé&o nutricional

Para formacdo dos grupos experimentais, durante o periodoitdenatgo
(21 primeiros dias de vida), partes das maes receberamhgpefaoteica (caseina
8% Roshter ®-Brasil) formando o grupo de filhotes desnutridos (10 apjimais
enguanto outra parte recebeu dieta normoproteica (caseina 17% Ro8m&sil®
formando o grupo de filhotes nutridos (10 animais) (Anexo B). Apo6s ste e
periodo, os animais foram separados de suas maes e alimeaaddigta padréo
de biotério (Labina-Purina do Brasil S/A) durante todo o prosseguimergstuido
(Anexo B). Durante o periodo de aleitamento, foi padronizado o niumeseisle
filhotes/mae, ja que de acordo com Passos, Ramos, Te&eata (2001), esta
proporgdo promove uma maior performdeetacional. Apds este periodo, este
namero passou a ser de trés animais por gaiola.

Para a obtencdo da evolucdo ponderal, o peso corporal dos animais foi
registrado diariamente nos primeiros 21 dias de vida, sendo aeriodo
registrado aos 30, 60, 90 (sendo esta Ultima a data de ¢éalida procedimento
cirtrgico inicial) e 210 dias (data de coleta do material biothgm estudo). Para
tal andalise foi utilizada balanca digital (FILIZOLA, medd MS-3, com capacidade
para 3 Kg e sensibilidade de 0,59).
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5.3 Procedimento Cirargico

Inicialmente os animais (5 por grupo nutricional) foram pré-anasies
com Atropina (0,044 mg/Kg de peso) diluida em agua para injéagamdo uma
dose de 0,16 mL/100g do peso corporal do rato, por via intramusculaintsn
antes da administracdo do anestésico. Em seguida foram atEstesom uma
mistura de 1 mL de Cloridato de ketamina (50 mg) e 1 mL ¢thsi¥a a 2% (20
mg), dessa mistura obtendo-se uma dose de 0,2 mL/100g de pesecaipsr
animais injetados por via intramuscular (MASSONE, 1988). ApOsatesia, foi
realizada tricotomia e assepsia com solucdo digermante eg@®es glatea e
posterior da pata direita (figura 2-A). De acordo com a mebg@olsugerida por
Braga-Silva, Gehlen, Romaat al., (2006), foi realizada a incisdo na regido acima
referida, tomando por referéncia a crista iliaca direita. Apiigisao, os musculos
gluteos e isquitibiais foram disjuncionados, expondo o0 nervo ciatico §&y&).

O nervo ciatico foi seccionado aproximadamente 1 cm anteriorraeifercacéao
dos nervos tibial posterior e fibular comum (Figura 2-C). Apés lasdo, o0s
fragmentos nervosos foram suturados, com fio de sutura 7-0, tabarestéril e
flexivel de poliestireno, com comprimento de 10 mm, preenchido smocao
salina e matrigel (Matrig&/' BD Bioscience), que serviu como ponte entre os dois
fragmentos, formando um espaco de suporte para o crescimento donecidso
regenerado (Figura 1-D). Em seguida foi realizada a sutuawhada muscular e
da pele.

Apo6s o procedimento cirurgico, 0s animais receberam doses [Esioa
(dipirona sédica — 0,1 mL/100g de peso) e de antibiético (cefalsfidea - 0,1
mL/100g de peso), ambos por via intra-muscular e foram mantidosiem@ro de 3
animais por gaiola, até completados 120 dias apés a cirurgita-delaoleta do
material a ser analisado.

De acordo com a presenca ou ndo da lesdo nervosa, os anindargiidos
nos seguintes subgrupos: Grupo Nnutrido Sem Lesao (GNSL), Grupo Nutrido
Lesdo (GNL), Grupo Desnutrido Sem Lesao (GDSL) e Grupo Desnuiesao

(GDL). Todos os grupos contendo 5 animais cada.
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Figura 0Z. Procedimento cirdrgico para secc¢do e reparo deoneatico. Tricotomia e
assepsia locgld); Exposicdo do nervo ciatidd); Seccdo do nerv(C); e Colocagéo do
tubo de poliestireno unindo os fragmentos nervésetag (D).

5.4 Coleta do Material e Processamento Histoldgico

Quatro meses apos a lesédo nervosa inicial e posterior implaritébo de
poliestileno, um novo procedimento cirdrgico foi realizado, seguindmessnas
orientacBes para pré-anestesia e anestesia que o prraenlimento.

Apés a exposicdo do nervo ciatico, uma pré-fixacdo foi realizada
solucdo Karnowisky (solucdo de 2,5% de glutaldeido, 4% de parafieichal e
0,1M de tampéo cacodilato de sédio, pH=7,4), através de gotefamhert mL
desta solucdo no nervo ciatioositu. O tecido nervoso neoformado presente na
regido central do tubo foi coletado e encaminhado para procegsanigoldgico.
Apés a coleta do material, os animais foram eutanasiadosyegao intracardiaca
de cloreto de potassio (1 mL/animal).
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Para o processamento histologico dos cortes semi-finos, foiaddlia
técnica sugerida por Chen, Ou, Lietoal., (2007). Os fragmentos nervosos foram
fixados em solucdo Karnowisky por 24h a 4°C. Apds este procedimento, 0s
fragmentos foram lavados com solucdo aquosa de tampéo cacdoeilatmio e
pos-fixados com solucdo contendo 1% tetroxido de 6smio por 1hora e 30 minutos,
em temperatura ambiente. Em seguida o material foi desildr&m concentracdes
crescentes de solugdo aquosa de acetona, (50%, 70%, 90% e 100%), sendo
embebido em resina Epon 812 (Polysciences®). Para a réalidas cortes semi-
finos nos fragmentos de nervo ciatico emblocados, foi utilizadtiramicrétomo
(ULTRACUP, LEICA), onde foram realizados cortes transversam espessura
de 0,5 pm. Os cortes semi-finos foram corados com azul de mayitho), corante

especifico para estruturas ricas em lipidios, como a bainimetiaa.
5.5 Anélise Histomorfométrica

Para quantificagdo das fibras nervosas mielinicas e dos sasgsineos,
utilizou-se o microscopio 6ptico (Olympus — BX50), objetiva de 4@xmento de
400X, conectado a uma video-camera (Samsung — SHC-410 NAD) enarsoft
TV Tuner Application. Através das imagens capturadas (figurafoBpossivel
realizar a quantificacdo total dos vasos sanguineos por varredakalo campo
microscopico na prépria tela do computador, enquanto que para a gagébfido
namero de fibras mielinicas foi utilizado o programa Mesurim Prad@pdnivel
gratuitamente na internet). Para as duas analisegoutde todos ao campos
microscoépicos obtidos a partir do corte semi-fino do fragméatoervo ciatico.

Para anélise do diametro das fibras nervosas mielinizadasaeeadotal
ocupada pelas fibras, utilizou-se o programa Scion Image for WasdBeta
4.0.2). As fibras pequenas apresentavam diametro entre 1-5agirfipras
intermedidrias diametro entre 6-9 um e as fibras grandestt@superior al10 pm
de acordo com a metodologia estabelecida por CHOPRA, DHAND, MEdtal.,
(1986). Para o célculo da densidade das fibras utilizou-segioeéntre o nUmero
de fibras mielinizadas e a area total ocupada pelas fjbrad) (ENDO, 2002).

Para a analise dos diametros das fibras nervosas maslificram escolhidas
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randomicamente, 5 imagens de campos histolégicos por cada animabdeslas

fibras presentes nestas imagens foram analisadas.

Figura 03. Fotomicrografia da secgdo transversa do nentoidJtilizada para a analise
histomorfométrica, onde o corte semi-fino (0.5pot)cbrado com azul de toluidina.

5.6. Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&@iAni
do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal aefeambuco
(protocolo 004721/2007-95), estando de acordo com as normas internacionais
estabelecida pelo National Intitute of Health Guide for eawe use of Laboratory
Animals (Anexo B).

5.7 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados encontrados, utilizoussegrama
Bioestat 5.0 (disponivel gratuitamente na internet), onbieste-t Student foi usado
para os valores paramétricos, enquanto que, para os valores aa@tpaos, foi
utilizado o Teste U de Mann-Whitney. Os Resultados sdo expressosedia +
desvio padrdo (paramétricos) e em mediana = erro-padrdo (ndogpacas),
utilizando 95% como nivel de significancia.
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6. RESULTADOS

6.1 Evolucao ponderal

A andlise do peso corporal foi utilizada como parametro para idegéf
do estado nutricional dos animais. O registro diario do peso corpOreanihogis
demonstrou que nos primeiros dois dias de nascido, ndo houve diferemca ent
peso dos grupos nutricionais. Porém, a partir do terceiro dia pdsosmanimais
nutridos (GN) apresentaram valores médios de peso corpéreo mamigqueo de
animais desnutridos (GD) (9,15 + 1,39 e 8,15 £ 0,62 respectivansemgo p <
0,02), perdurando por todo periodo de aleitamento, ou seja, até o 21°uilia de
(GD = 34,7 +4,6 e GN = 58,05 + 4,02, com p< 0,0001) (Figura 04).

70 -
> 60

50 +

40 1 ——GN

—0—GD

30 A

20 A
10 -

Média do peso corporal

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

Dias de nascimento

Figura 04. Evolucao ponderal dos animais durante o periodalelamento. Expressa
em valores médios + desvio-padrdo, sendo GN — Gmptiido e GD — Grupo
Desnutrido * p< 0,02 (Teste T-Student).

Ap6s o desmame, o peso corporal dos animais desnutridos se manteve
menor aos 30 (GN =102,35 +10,2e GD =79,7 £7,77), 60 (GN = 291,35 + 27,2 e
GD =240+ 18,7),90 (GN =385,6 £ 11,45 e GD = 308,7 £ 21,7) e 210 dids ( G
=510,1 + 21,87 e GD = 415,2 + 18,12)<(p,0001), (Figura 05).
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Figura 05. Evolucéo ponderal dos animais aos 30, 60 90 elizdde vida, sendo este
ultimo o periodo de coleta dos fragmentos nerv@sa pbtencao dos cortes semi-finos.
Valores médios * desvio-padrao, sendo GN — Grupiiddue GD — Grupo Desnutrido.
* p <0,0001 (Teste T-Student).

6.2 Numero total de fibras nervosas mielinicas

N&o houve diferenca do numero total de fibras mielinicas estigrupos
nutridos e desnutridos sem lesdo (GNSL = 6,8%103 x 1Ge GDSL = 6,9 x 19
+ 6,4 x 1G sendo p = 0,91, valores expressos em mediana), da mesma forma que
nao foi encontrada diferenca (p = 0,44) nos valores médios dadpdmtotal de
fibras entre o grupo nutrido lesdo e desnutrido lesdo (4,3 x 1® x 1Ge 5,1 x
10°+ 9 x 10, respectivamente), (Figura 06)

No grupo de animais normonutridos, valor médio do numero total de fibras
mielinicas foi maior (p = 0,004) nos animais sem lesdo ( 6,9°x 1(3 x 10)
quando comparados aos que sofreram les&o nervosa (43 &,20« 16).

Nos animais desnutridos durante o periodo de lactagdo, com posterio
reposicao nutricional, os dados apresentaram comportamento semelbadbd
grupo nutrido, onde o grupo néo lesionado (6,9 %+16,2 x 16) apresentou um
valor médio de fibras maior (p = 0,006) que o grupo lesionado(Bji+ 9 x 1G).
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Figura 06- NUmero total de fibras nervosas mielinicas. Relagdtoe 0 Grupo Sem
Lesé@o (GSL) e o Grupo Lesao (GL), nos animais dosgrie desnutridos. Para dados
paramétricos, valores expressos em média * deswddp, utilizando Teste T-
Student e para os ndo paramétricos, mediana ipadio, utilizando o teste U de
Mann-Whitney. * p< 0,001.

6.3 Area de seccéo transversa do nervo ciatico

Comparando-se os grupos nutridos e desnutridos, ndo foi observada
diferenca dos valores da area de secc¢ao transversa do erdtiEegrupos GSL (p =
0,561), assim como entre os animais dos grupos GL (p = 0,93).

Nos animais do grupo nutrido a area de seccéo transversa docidico
foi menor no grupo lesdo, em compara¢ao ao grupo sem lesdo (GNR.=1184
mm? e GNL = 6,4 + 2,8 mM p = 0,0002), (Figura 08). Da mesma forma, nos
animais que foram desnutridos precocemente, 0 grupo sem lesdmtprasea
area nervosa de seccao transversa, maior (p < 0,0001 ) que o grugoi que
submetido a les&o nervosa (GDSL = 16,2 + 0,76 e@DL = 6,63 + 1,52 mf)
(Figura 7).
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Figura 07. Area de seccéo transversa do nervo ciatico dosasioio Grupo
Nutrido (GN) e do Grupo Desnutrido (GD), sendo aiér sem Lesdo e o Grupo
Lesdo representados, respectivamente por (GSL) lg. (Gs valores foram
expressos em média + desvio-padrao<*(90002 (Teste T-Student).

6.4 Densidade de fibras nervosas mielinizadas

Nao houve diferenca na densidade de fibras mielinicas entggupss
nutrido e desnutrido sem (p = 0,25) e com a leséo ( p = G@®psa no ciatico

Os animais nutridos do grupo GNL apresentaram densidade de fibcas ma
que os do grupo GNSL (7,6 x 4@ 3,5 x 16 e 4,6 x 16 + 55 x 10,
respectivamente, sendo p = 0,009). Da mesma forma, o grupo desrernidEsdo
(GDSL) apresentou uma densidade menor (4,4°x107 x 10, p = 0,009) que o
grupo GDL ( 7 x 16x 1,32 x 16) ( Figuras 08 e 09).
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Figura 08. Densidade de fibras mielinica por nfnde &rea de seccéo transversa do
nervo ciatico, nos Grupos Nutrido (GN) e Desnutri@D). Valores expressos em
mediana + erro-padréo, sendo GSL — Grupo Sem Lesa@hd — Grupo Lesé&o. * p =
0,009 (Testdvlann-Whitney).

Figura 09. Fotomicrografia de fibras mielinicas do nervo iciét dos grupos
experimentais: GNSL (Grupo Nutrido Sem Les&o), Q&lkupo Nutrido com Leséo),
GDSL (Grupo Desnutrido Sem Leséo) e GDL (Grupo Dafto com Leséo). Cortes
semi-finos (0,5 um) - Azul de Toluidina.
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6.5 Classificacdo das fibras mielinicas

O didametro das fibras mielinicas presentes no nervo cidtisoanimais
adultos ndo lesionados, em ambos 0s grupos normonutridos e desnutridos
precocemente, apresentou aspecto semelhante, onde a magoenaant fibras
pequenas e intermediarias. J& nos animais que foram submeli@® &lo nervo
ciatico, houve uma predominancia de fibras de pequeno didmetnelagfio aos
demais, tanto nos animais normonutridos quanto naqueles que sofrsrartrigao
no periodo de aleitamento. A comparacdo entre 0s grupos lesionadimsumos

aspecto semelhante quanto a classificacdo das fibras remasiénicas (Tabela
1).

Tabela 1. Classificagdo das fibras mielinicas presentesaneo ciatico, de acordo com seu
diametro, em Fibras Pequenas (FP), Fibras Intedrédi (FI) e Fibras Grandes (FG),
presentes nos grupos Nutrido Sem Lesdo (GNSL),idduttom Lesdo (GNL), Desnutrido

Sem Lesdo (GDSL) e Desnutrido com Lesao (GDL).e%sa‘sa’C’e correspondem a analise

entre os grupos GNSL e GNLbed’f entre os grupos GDSL e GDL Teste-t Student, com
valores expressos em média + desvio-padrao, corf,p5<

Tipos de Grupos
Fibras GNSL GNL GDSL GDL P
% <0,0001
FP 263+76.7 699+101.6 299+64.1 586+61.33
b <0.0001
. 4  ©<0,0001
FI 220+40.7 06+13.4° 212+7.79 95+16.08
4 <0,0001
. f €<0,009
FG 26+10.1 2+1.48 39+21 5+1.92 .
<0,009

6.6 Quantificacdo dos vasos sanguineos

A quantidade de vasos sanguineos presentes nos cortes semi-finos de
animais normonutridos, quando comparada com a de animais desnutridos
precocemente, ndo mostrou diferengca entre os grupos (GNSL = %+
GDSL = 67,8 + 14,7).
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Em relacdo aos animais que foram submetidos a seccéo totakido, @éa
guantidade de vasos foi maior no grupo nutrido, assim como no grupo desnutrido,
guando comparados com seus respectivos grupos de animais que ragamsof
lesdo (GNL = 83 = 12.4 e GNSL = 62.4 +5.94, p = 0,01; GDL = 109 + 15,7 e
GDNL 67,8 + 14,7, p = 0,0022).

Diante da comparacdo do namero total de vasos presentes nesseEgde
nervo ciatio regenerados, o grupo GDL (109 * 15,7) apresentou uma maior

guantidade de vasos, p = 0,003, em relagéo ao grupo GNL (83)+(Exg. 10).

140 -
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Figura 10. Numero total de vasos sanguineos presentes nossceemi-finos de

fragmento de nervo ciatico, sendo GN (Grupo NujidaD (Grupo Desnutrido), GSL

(Grupo Sem Leséo) e GL (Grupo Lesédo). Os valoreanfoexpressos em média +
desvio-padréo. * g 0,01. (Teste T-Student).
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7 DISCUSSAO

Em nosso estudo, avaliamos histomorfometricamente o processo de
regeneracdo nervosa periférica em animais que foram desnytrigtmecemente,
com posterior reposicado nutricional.

Diversos modelos de manipulagcdo nutricional tém sido utilizadoa p
promover a desnutricdo em animais, podendo ocorrer pela manipulagi&teddas
ratas pro-genitoras durante a gestacdo e/ou aleitamenton assno pela
manipulacdo da dieta nos proprios filhotes apés o periodo de desmame
(OLDFORS, 1981; DA-SILVA, COSTA F, COSTA & al., 1987; PASSOS,
RAMOS e MOURA 2000; NUNES, BATISTA, MICHELIet al., 2002; ALIPPI,
META, OLIVERA et al., 2002; BARROS, MANHAES-DE-CASTRO, DE-
SOUZAget al., 2006; SILVA, BARROS, CUNH/¢t al., 2006; MINANA-SOLIS e
ESCOBAR, 2008).

No presente estudo foi utilizado o modelo de inducdo de desnutricao,
através da oferta de uma dieta hipoproteica (caseina 8% salumtante o0 periodo
de aleitamento dos filhotes, que se mostrou eficiente ppradiezir o modelo de
desnutricdo necessario ao estudo. Para confirmacdo do estdadoional,
utilizamos a evolucdo do peso corpéreo do animal como sugerido porvaa-Sil
Costa F, Costa & al., (1987). A avaliacdo do peso corporeo € preconizada como
um dos parametros para identificacdo do estado nutricional (MRLEEERMAN,
1999; ALLIPI et al., 2002; NUNES, BATISTA, MICHELIet al., 2002; BARROS,
MANHAES-DE-CASTRO, DE-SOUZA et al., 2006; MINANA-SOLIS e
ESCOBAR 2008.).

A partir do 3° dia pds-natal os animais desnutridos apresentadagao do
peso corporal em relagdo ao grupo normonutrido, que perdurou por todo o periodo
de aleitamento (21 primeiros dias de vida). Esses resul@mdgmam os de
Ramos, Lima, Teixeiraet al. (1987) e Passos, Ramos e Moura (2000) que
observaram, através do uso do mesmo modelo de manipulacao nutricidngéio
no peso dos filhotes durante o periodo inicial da fase de alei@mpentanecendo

até o término da mesma.
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Apbs a reposicao nutricional, a reducao do peso corporal persisgrupo
de animais desnutridos precocemente por todo o periodo de estudo (2d@ dias
vida pds-natais). Esse resultado também esta de acordo com esttelmses, 0s
guais demonstraram que a introducdo de um longo periodo de reposigéiomaltri
nao foi suficiente para corrigir as alteragdes permanemtestado nutricional dos
filhotes de maes submetidas a restricdo protéica durante agdactlevando a
acreditar que este periodo pode ser uma fase critica que ideteomestado
nutricional futuro desses animais (RAMOS, LIMA, TEIXEIR& al., 1997,
PASSOS, RAMOS E MOURA2000; PASSOS, RAMOS, TEIXEIR#t al., 2001,
BARROS, MANHAES-DE-CASTRO, DE-SOUZAet al., 2006; SILVA e
ALMEIDA , 2006).

Algumas teorias foram postuladas na tentativa de explicareganismos
pelos quais a desnutricdo protéica ou protéico-caldrica promoveedugédo do
peso corporeo nos filhotes. Dentre elas destacam-se atteragfualidade do leite
materno, proveniente da reducdo na quantidade de aminoacidos eicedati
enzimatica de proteinas presentes no leite (STURMAN, REYRESNICKet al.,
1986), assim como, alteracdes prejudiciais no metabolismo dentegri@lém da
possibilidade de alteracbes danosas em estruturas intestinaisfilhotes,
promovendo assim ma absorcao e perda de nutrientes (SAWAYA, 2006).

Alguns estudos vém sendo realizados com o objetivo de avaliar as
alteracdes estruturais e funcionais no Sistema Nervoso ierifESNP) em
organismos desnutridos durante seu desenvolvimento. Essas alepag@m ser
avaliadas a curto-prazo, ou seja, logo apds ou durante o perioddud@a da
desnutricdo (HEDLEY-WHYTE e MEUSER, 1971; REDDY, DAS, SASTR
1979; CORNBLATH e BROWN, 1988; VARGAS V, VARGAS R, MARQUEZ
al., 2000), ou ap0Gs periodos de reposi¢cdo nutricional (SIMA e SOURANDER,
1978; DA-SILVA, COSTA F, COSTA ét al., 1987, RANA, CHOPRA, MEHTA
etal.,1991; ALMEIDA, SILVEIRAM, GUEDESet al., 2005).

Chopra, Dhand, Mehtet al., (1986) estudando o nervo ciatico de criancas
submetidas a desnutricdo protéico-calérica, com idade entre 62 meses,
verificaram redugdo no ndmero de fibras nervosas e na datteide conducéo
motora no nervo tibial e sensitiva no nervo ulnar. Assim comdpo@le& Person

(1982), analisando, logo apds o término do periodo de indugdo da desnutricdo aos
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filhotes, a ultra-estrutura de nervos da cauda de ratos adultosesdos a dieta
hipoproteica a partir da 62 até a 15% semana de vida, enconaatenulo de
filamentos em axoénios distendidos com bainha de mielina desintegranfa,
algumas fibras mostrando agregacdo anormal de organelas e Hainhelina
destruida, sinais estes sugestivos de desmielinizagdo @&prelizos funcionais.
Esses dados demonstram a acdo agressiva da desnutricio na sietenso
periférico, em animais que ndo foram submetidos a reposicacioni.

No presente estudo, néo foi realizada uma anélise estruturahetmciatico
logo ap6s o término da inducdo da desnutricdo, assim como duransesgiéa
crescimento dos animais em virtude da necessidade de reprodmaodelo
experimental de regeneracdo na fase adulta do animal. Dessa, floéo foi
possivel verificar a existéncia de quaisquer alteracOestnatiga do nervo nas
fases precoces do seu desenvolvimento.

Na andlise a longo-prazo, observamos que apés a inducdo da dasnutri¢
protéica em periodos precoces de vida pos-natal, seguido por pegicgizodicdo
nutricional, a restricdo protéica ndo provocou alteracdes histométrioas no
desenvolvimento do nervo ciatico dos animais adultos, dadojest@sideram ser
confirmados através da mensuracao da area, do numero, da depgidatiigo das
fiboras mielinicas. Corroborando com nossos resultados, um estudo erecent
utilizando dieta hipoproteica a base de caseina durante o periodzstdedg e
aleitamento, também ndo observou diferencas no perimetro do n&tieo, o
namero, na prevaléncia de fibras de maior ou menor tamanho ensidate de
fibras mielinicas em animais normonutridos e desnutridos, quandosadatas a
reposicao nutricional (QUEIROZ, 2008).

Estes dados também estdo de acordo com os achados de Sima e Sourander
(1978) que utilizando animais desnutridos, durante o periodo gestaciateal e
aleitamento, por restricdo na quantidade de alimento, postente submetidos a
180 dias de reposicao nutricional, encontraram correspondénciansaragio da
circunferéncia axonal e no crescimento axonal de fibras nzatlas no sistema
nervoso central. Ainda de acordo com nossos resultados, AlmeidajreBily
Guedeset al., (2005) analisando cortes semi-finos de nervo Optico de animais
jovens (60 dias) que foram submetidos a desnutricdo proteico-caiibnaate o

periodo de aleitamento e posterior reposi¢cdo nutricional,icagaim ndao haver
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alteracdes na citoarquitura e no calibre do nervo entre os grup@sichais
nornutridos e desnutridos.

A auséncia de alteracbes morfologicas no tecido nervoso pagiféri
associada ao permanente déficit de peso corporal nos anireamitritdos
precocemente nos leva a inferir que, durante o periodo de repasigiional,
(180 dias), deve ter havido um maior gasto energético do organistentativa de
poupar estruturas nobres como os componentes do sistema nervoso. iBssa idé
respalda nos achados de Bennis-Taleb, Remacle, #&loat.,, (1999), que
verificaram a recuperacdo do peso da massa cerebral, emetétr de outros
orgaos, apos 90 dias de reposicdo nutricional, em ratos gerados pajuaderam
alimentadas com dieta hipoproteica no periodo gestacional.

A hipétese do isolamento funcional, descrito inicialmente por sleyie
Barnes (1972) nos ajuda a entender os eventos ocorridos apds o periodo de
desnutricdo. Esses autores consideravam que taxas diminuidagsoomento
corporeo dos animais seriam decorrentes da adaptacdo do orgardssrutiicao
precoce. Além disso, essa adaptacdo poderia estar envaluida conservacao de
energia, de forma que o individuo pudesse utilizar a energia naenefatde
fungdes vitais do organismo.

Além dessa resposta adaptativa, o periodo de reposi¢cao nutrpioieater
promovido um aumento nos niveis de substancias importantes na <siatese
mielina. Reddy, Das e Sastry (1979) analisando a composicédo da Haintielina
em animais que foram desnutridos durante o periodo de aleitamecdotraram
uma recuperacao nos niveis da enzima 2°,3"- nucleotideo cicldssf8hidrolase
e de proteolipideos naqueles animais submetidos a reposicdoonatridtssas
substancias tém sido utilizadas como um marcador para aapedisente no SNC
e no SNP (OULTON e MEZEI, 1976; REDDY, DAS, SASTRY 1979; EGWI
CHO e KUMMEROW 1986).

Outro fator que pode ser sugerido para explicar a permanéncia nosspadroe
estruturais no nervo ciatico dos animais adultos, entre os grupo®maridos e
desnutridos precocemente, seria a auséncia de alteracdes;aa tlas células de
Schwann, jA que as mesmas sdo responsaveis pelo processo nieagéeli das
fibras nervosas do sistema nervoso periférico, e dessa,fanfhaenciando no

calibre axonal, assim como na &area de seccao transversa do peiférico
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(FLORES, LAVERNIA e OWENS, 2000; NAVARRO, VERDU, RODRUEZ et
al, 2001; NAVARRO, VIVO, e VALERO-CABRE, 2007). No entanto, emsws
estudo ndo analisamos a fungéo das células de Schwann mazagél do nervo
ciatico dos animais adultos normonutridos e nos desnutridos precocemente

Outros estudos, entretanto, demonstraram a permanénciatedacdds
morfologicas e funcionais nos animais adultos, apdés o periodo de ¢éposi
nutricional. Segura, Guadarrama, Prettal., (2004) observaram que, em animais
gerados por ratas que foram submetidas a restricdo alimentgodguantitativa
(50% da quantidade de comida oferecida ao grupo controle) por um periodo preé-
gestacional, gestacional e pdés-natal, mesmo apds longo periodepacao
nutricional, apresentaram reducéo no diametro do nervo sural, notidizarenal,
na espessura da mielina e na area do potencial de ac&olanuporém, foi
observada equivaléncia no numero de ax6nios entre os grupos avalie@desrdo
com 0s mesmo autores, esses resultados indicam que uma grandedprajeor
fibras que formam o nervo sural de animais desnutridos perdbeatiledade de
gerar e ou propagar potencial de a¢ao, enquanto que um pequeno numere de fibra
mantém habilidade de evocar e transmitir o potencial de acaculausa
deprivacao protéico-calorica perinatal.

Ainda de acordo com a mesma idéia, Sima e Sourander (197fiavam
gue, em animais adultos (180 dias de vida), que as mées $folametidas a
desnutricdo por restricdo na quantidade de alimentos disponiveissaquostnte
reabilitados nutricionalmente a partir do nascimento, o calibrdildas do nervo
Optico era menor nos animais desnutridos.

No presente estudo, ndo houve alteracbes morfolégicas no tecidsme
periférico de animais adultos normonutridos e também aqueles quen fora
submetidos a desnutricdo exclusivamente protéica no aleitamentopasterior
reposi¢ao nutricional.

Confrontando os dados deste trabalho com os acima citados, pezgiee
a restricdo da quantidade de alimentos as maes durantedopgestacional e/ou
lactacdo induziria nos filhotes um estado de desnutricdo proi@icoea
(BOXWELL, AYSON e RAMENOFSKY, 1993; NUNES, BATISTA, MICELI
et al.,, 2002; SILVA e ALMEIDA 2006). Dessa forma, esse modelo de desnutricdo
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(protéico-caldrica) ocorrendo em periodos precoces de vida poderiaoyer
alteracdes morfolégicas e funcionais irreversiveis na fibmeosa.

Essas divergéncias nos achados podem ser decorrentes dostedifere
modelos experimentais utilizados no que concerne aos métodos de inducdo a
desnutricdo durante diferentes periodos precoces da vida e ao tenypagho da
reposi¢ao nutricional a qual os animais foram impostos.

Além dos dados referentes a morfologia da fibra nervosa, tanibém
avaliada a quantidade de vasos sanguineos presentes no inter@waleiatico.
N&do foi observada diferenca na quantidade de vasos sanguineoesegtigos
normonutridos e desnutridos, apds o periodo de reposicao nutricional. Apesar
escassez de dados na literatura relacionados ao estudo deanzesgid na
regeneragao nervosa periférica em animais desnutridos pneeoiee vale destacar
resultados semelhantes encontrados em outras estruturas demomstrattgdos
gue relacionaram a desnutricdo precoce com a vascularizegdioal.

Bennis-Taleb, Remacle, Hoett al.,(1999), observaram reducdo na
vascularizacao de ilhotas pancreaticas, do duodeno e do cértexatereeprimeiro
dia de vida poés-natal, em animais gerados de maes alimentadasdieta
hipoproteica durante a gestacdo. No entanto, Boujendar, Arahyt Hil, (2003)

e Khorram O, Khorram N, Momeet al., (2007) perceberam em seus estudos que
animais submetidos a reposicdo nutricional, demonstraram res@uraa
guantidade de vasos sanguineos no pancreas e duodeno. Segundo aquedes autore
esta recuperacao pode estar relacionada com o aumento na exgeckgéares que
estimulam a angiogénese e o crescimento dos vasos, como dd-&mscimento
Endotelial Vascular (Vascular Growth Endothelial Factor — VE&PBglo Fator de
Crescimento tipo — Insulina (Insulin — like Growth Factor — IG&ipries estes que

se encontravam reduzidos nos animais desnutridos logo apos o téanintuciio

da desnutricdo

A técnica de tubulizacdo vem sendo bastante utilizada naemgéo de
nervos periféricos. De acordo com Oliveira, Pierucci e Ref@004) o material
usado na confec¢do do tubo deve ser biocompativel, orientar ac@oigralular
assim como o crescimento axonal, e permitir a vascularizagi@@&imulo de

fatores neurotroficos entre 0s cotos neurais.
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Foi constatado neste estudo, a presenca do processo regenécazvams
04 meses de lesdo nervosa em ambos 0s grupos de animais nodo®reitr
desnutridos. Dessa forma, o uso do tubo de polietileno mostrou-se d&astant
adequado para a regeneracdo do nervo periférico, jA que seendques
imunocompativel, auxiliar no crescimento axonal e na prevencao wenmes,
além de evitar a invasdo de tecido conjuntivo no local da léséidp este que
poderia prejudicar o crescimento axonal (SCHMIDT e LEAQAO03). Varios
outros estudos também demonstraram a eficacia do uso do msiteéto como
um tubo guia no processo regenerativo no nervo periférico (TANTUWAY
BAILEY, SCHMIDT et al., 1997; CHEN, HSIEH, TSAét al., 2000; IKEGUCHI,
KAKINOKI, MATSUMOTO et al., 2003; BRAGA-SILVA, GEHLEN, ROMAN
et al., 2006; SILVA e ALMEIDA 2006;CHEN, OU, LIAQet al., 2007).

Além da utilizacdo da prétese tubular, outro fator que podeotwrilcuido
para 0 sucesso do processo regenerativo foi o uso do matrigelé quea
substancia viscosa composta de elementos presentes naaxiaficelular, dentre
eles o colageno e a laminina. Esses componentes encontrantasgebasvolvidos
no processo regenerativo: a laminina € produzida pelas célulashdearth e o
colageno esta presente em toda matrix extracelular (CHENEHHSISAI et al.,
2000). Ambas formam um tecido de suporte facilitando o crescimeot@la Fato
este que foi observado por Chen, Hsieh, Teaal., (2000), utilizando tubo
preenchido com colageno, laminina e fibronectina. Esses autorasavhse que
apos seis semanas da lesdo no nervo ciatico, houve um aumepiantidade de
fibras mielinicas no segmento nervoso neoformado, assim como nalgdarde
vasos em relacdo aos animais que utilizaram o tubo sem preentbs dos
componentes de matrix extracelular. Da mesma forma, Dialigtv, Pereira,
Filippo et al., (2008) a partir da comparagdo da resposta regenerativa de nervos
periféricos em eqlinos com o uso de tubo de silicone associado ou ndo ao
colageno, obtiveram uma regeneracdo nervosa mais orgamzaads eficaz nos
fragmentos de nervo com tubo e colageno.

No presente estudo, quando realizada a avaliagdo da estretvmsan
neoformada entre os cotos neurais do nervo ciatico dos animais nubrichos,
apos 120 dias da lesdo, observou-se uma menor area de sacg@ersa do nervo

ciatico, uma menor quantidade e menor densidade de fibras o@sliassim como
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uma maior proporcdo de fibras de pequeno calibre. Em relacdo asos v
sanguineos, 0os animais submetidos a lesédo do nervo ciatico apegsentaa
maior quantidade de vasos que o grupo sem lesao.

A presenca, em maior quantidade, de fibras pequenas, e@oréladibras
intermediarias e grandes, no tecido nervoso neoformado no logglida hervosa
tem sido reportado em periodos de andlise morfolégica anterieras)hantes e
posteriores ao utilizado neste estudo.

Hashimoto, Suzuki, Kitadet al., (2002) estudando a resposta regenerativa
em ratos, 08 semanas ap0s a secc¢ao do nervo ciatico e posteaior através da
tubulizacéo, verificou maior quantidade de fibras com di&drettre 0-2 um. Em
uma analise morfométrica pdés-lesdo, semelhante ao utilipedte trabalho,
Yamano (1981) observaram que havia maior proporcado de fibras comtrdiame
entre 1-5um, no nervo ciatico de coelhos, apos leséo nervaka tobulizacdo.

Da mesma forma que Fields e Ellisman (1986), em estudos com
camundongos que sofreram lesdo no nervo ciatico, 10 meses aps&oaele
tubulizacdo, constataram uma maior quantidade de fibras de pecplére nos
nervos regenerados. Diante de todos esses resultados, € possieber que o
didmetro dos axoénios regenerados permanece menor por um periodongajs
apos a injdria nervosa e posterior reparo, do processo retjemera

No presente estudo, apos 120 dias de seccéo total do nervo eiatic
posterior reparo por tubulizacdo e uso de matrigel, observou-se manar
guantidade de fibras nervosas mielinicas no tecido nervoso neoforseado, esta
correspondente a, aproximadamente, 63 % da quantidade de fibras elasonts
animais sem lesdo. Dados estes que coincide com os aclea@sen, Cohen e
Hallett (2002), que através da analise morfologica do nervo ciéggenerado de
ratos adultos, encontrou valores médios da quantidade de fibrasica®l 6
semanas ap0s a lesdo, menores que dos animais controles.sPa foema,
Hashimoto, Suzuki, Kitadat al., (2002) encontraram uma quantidade de fibras
correspondente a 55,8% da quantidade presente nos animais contooesnaihas
apos lesédo nervosa total do nervo ciatico de ratos adultos.

A reducdo da quantidade de fibras mielinicas durante os prinddinoeses
pos-lesdo poderia ser explicada por uma menor taxa de crescimemioah@este
periodo. Isso pode ter ocorrido, segundo Lauders e Altenburg (2003)afelbof
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processo de coleta de fragmentos de mielina e restos axorsascetpletar trés
meses apos o inicio da degeneracdo Walleriana. Durante éstibperacrofagos e
células de Schwann estariam responsaveis pela fagocitess diébris de axbnio e
mielina a0 mesmo tempo em que estdo liberando fatores neicagréipds este
tempo, o acumulo destes fatores estariam envolvidos no deseremtiwire
maturacao das fibras nervosas neoformadas, onde, a longo prazotidageate
fibras mielinicas no tecido regenerado poderia se igualar aprardgidade presente
nos animais controles. Isto foi observado por Hashimoto, Suzuki, Kiada
al.,(2002), no tecido nervoso neoformado, em ratos adultos com 21 meses apés a
lesédo nervosa que apresentou uma quantidade de fibras mielanoalbante aos
animais néo lesionados.

Outro parametro analisado na regeneracdo nervosa foi alarasugéo,
onde foi possivel observar um maior nimero de vasos sanguineos dm teci
nervoso neoformado. Dado este que corrobora com os achados de Conpolat e
colaboradores (1999) que, da mesma forma, durante o processo regenerativ
encontrou uma maior quantidade de vasos sanguineos nos animais iqne hav
sofrido les&o do nervo.

E bem conhecido que durante o processo de degeneracdo Walteriana
macréfagos endoneurais e de origem sanguinea liberam umaeséiiecthas que
estdo envolvidas no processo regenerativo, dentre elas, destac&aer de
Crescimento associado a Insulina (IGF — Insulin-like GrowtttdFg que esta
relacionado com a angiogénese (TOFARIS, PATTERSON, JESEBN 2002,
MAKWANA e RAIVICH, 2005) Dessa forma, sugere-se que o0 aumeard
namero de vasos observado no grupo de animais que sofreram lesao ao nerv
ciatico, tenha ocorrido tanto por uma maior necessidade de sulgortetrientes
gue O processo regenerativo requer, bem como pela acdo deb#ekdd pelos
macrdéfagos.

Diante de todos estes achados é de se esperar que com & dloaca
processo regenerativo, ocorra 0 aumento da area do nerve,cégsim como do
namero, do tamanho e da densidade das fibras mielinicas. Estaisneo podera
ser bastante importante no processo de recuperacdo da funcumalmlaervo

ciatico.
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Os mesmos parametros do processo regenerativo foram utilipadas
avaliacdo da regeneracdo nos animais que foram submetidos aig@smrbtéica
durante a janela critica de desenvolvimento do sistema nervosériper com
posterior recuperagcao nutricional. Constatou-se que a respgeteerativa, diante
da lesdo do nervo ciatico, dos animais desnutridos precocemens&ourse
bastante semelhante aquela encontrada nos animais nutridos.

Foi observado que o nervo ciatico dos animais desnutridos sem lesdo
apresentava area de seccdo transversa maior que a do riragmervoso
neoformado dentro do tubo de polietileno. Aqueles animais ainda ajares®
uma maior quantidade e densidade de fibras nervosas miglisécalo estas fibras,
em maior proporcao, de calibre intermediario.

Para que o processo de regeneracdo nervosa ocorra de foomadaded
preciso uma acéo eficaz de proteinas axoplasmaticas, das a@ubchwann e dos
macrofagos (FLORES, LAVERNIA e OWENS, 2000; LANDERS e
ALTENBURGER, 2003; MAGGI, LOWE e MACKINNON, 2003; BURNETT e
ZAGER, 2004).

As proteinas axoplasméaticas desempenham um importante papel no
transporte de substancias no interior dos axonios (NAVARRO, VIVAIERO-
CABRE, 2007). Ap6s a injdria nervosa, essas proteinas tornam-se atieadas
promovem o transporte de substancias, como os fatores neurotréfmeniente
de células de Schwann e macréfagos do coto proximal em direcéopaodos
neurbnios e vice-versa. Da mesma forma que, as proteinagsgEmsaveis em
auxiliar estruturalmente o crescimento axonal, como, por exeasplubulinas, que
sdo proteinas presentes no citoesqueleto, que servem como sgiot@dia o
alongamento (NAVARRO, VIVO e VALERO-CABRE007).

Dessa forma, a auséncia de sequelas observada no processvatege
120 dias ap0s a seccao nervosa total do nervo ciatico, nos adiesaistridos
precocemente, nos leva a sugerir que, pelo menos a longo-praEsnutricio
protéica durante o aleitamento ndo provocou alteragées na funcdo dasaprote
relacionadas com 0 processo nheuro-regenerativo. Entretamb@ analise
biomolecular dessas proteinas e funcional €é necessaria, paramaior
entendimento em relacdo a acao da desnutricdo precoce seglodgaleeriodo

de reposicao nutricional, sobre essas moléculas envolvidagem@eracao nervosa.
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Outros dois elementos que demonstram importdncia Nno processo
regenerativo sao as células de Schwann e os macréfagos.

A capacidade fagocitaria das células de Schwann em reaeli®s de
ax6nio e mielina tem sido verificada (REICHERT, SAADA e FBBIENKER
1993; PERRIN, LACROIX, AVILES-TRIGUEROSt al., 2005). Recentemente,
Perrin, Lacroix, Avilés-Trigueros e colaboradores (2005) analisaa funcao
fagocitaria de células de Schwann presentes no segmento neofosods
degeneracdo Walleriana, em animais mutantes, utilizandmwgras especificos, e
observaram uma reducgédo no recrutamento de macrofagos, proveniestegyde,
para o local da lesdo. Constatou-se que, com a funcéo redozigaacréfagos, as
células de Schwann fagocitavam os débris de mielina, poé&nteom a mesma
intensidade que os macrofagos. Dessa forma acredita-se gsituagies onde a
funcdo fagocitaria dos macrofagos se encontra reduzida, aascélel Schwann
assumam este papel, no entanto, o processo regenerativo o@nrendenor
velocidade.

Estudos anteriores demonstram que um dos fatores que podem prgjudica
capacidade fagocitaria dos macréfagos durante o processo idiitebma a
desnutricdo protéica ou protéico-calérica (BORELLI, SOUZA,REIJEVIC et
al.,. 1998; SOUZA, KANG, NARDINELLIet al., 2001; PRESTES-CARNEIRO,
LARAYA, SILVA et al., 2006; FOCKet al., 2008). Souza, Kang, Nardinedtial.,
(2001) verificaram que a desnutricdo protéica precoce, duraei®dp de
aleitamento, induziu alteragdes permanentes na funcéo fagodt@imacréfagos
e na mobilizacdo destas células para o local da respolstaabdria de animais
adultos.

Diante desses achados, acredita-se que, no processo regerdatervo
cidtico em animais desnutridos, uma maior quantidade de mausOfegyia
necessaria para efetivagdo do reparo nervoso. Este dado ppdtfiaar os
resultados encontrados no grupo que sofreu lesdo, onde os animais desnutridos
precocemente necessitaram de uma maior quantidade de vasoseasgioi que
0s animais normonutridos provavelmente para favorecer uma mspandilidade
de macréfagos para a regido em reparacao.

Outro fator que também poderia justificar a presenca de umar mai
guantidade de vasos nos animais desnutridos seria a liberacdo @ml@kveis
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normais. Um estudo realizado por Boujendar, Arany, éidll., (2003) analisou a
liberagdo de IGF no pancreas de animais desnutridos precocermemtdiata
hipoproteica (caseina 8%). Os niveis desta citocina apaesense bastante baixos
guando foram analisados logo apds o término da inducdo da desnutricdo,
recuperando valores normais apos a instalacao da reposicamnatrici

Devido a escassez de estudos que correlacionem o processoutegdes
protéica ou protéico-caldérica com a resposta regenerativa stemsi nervoso
periférico, ndo foi possivel realizar uma comparacdo entreacbsidos deste
trabalho com outros dados da literatura.

Diante deste fato, outros estudos devem ser realizados para um
esclarecimento mais aprofundado da relacdo entre a desnutrica@aprené
periodos precoces de vida dos animais (periodo de grande vulnedzbitida
sistema nervoso periférico), a andlise de componentes ne@iéripos e o
processo de regeneracdo nervosa periférica apos sec¢@io togavo.

Por fim, destaca-se a importancia do presente estudo na codtilpaia o
entendimento dos mecanismos de resposta, frente a lesbesaagreatericas, de
organismos adultos que foram desnutridos durante fases precoces de seu

desenvolvimento.
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8. Conclusodes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho conclui-se giesraitricdo
protéica, a base de caseina 8%, induzida durante a faséa®aeho dos animais,

seguida por reposicao nutricional até os 210 dias de vida:

> Ndo alterou nem a estrutura do tecido nervoso periférico dos animais
adultos nem a quantidade de vasos no interior do nervo;

> O padrdo da resposta regenerativa diante da injaria nervosariparifé
mostrou aspectos semelhantes quanto aos componentes estruturais do nervo
periférico entre os grupos normonutridos e desnutridos precocemente

> A vascularizagdo no tecido nervoso neoformado apds a lesdo no nervo
cidtico se mostrou maior nos animais que foram desnutridos preeots
provavelmente, em decorréncia da resposta adaptativasdasiseais a agressao

nutricional precoce.
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9. Perspectivas

Diante das questdes ainda esclarecidas, o presente estudousasc

interesse para as seguintes investigacdes complementares:

» Avaliar o papel das células de Schwann no processo regenerativavdo ne

periférico de animais desnutridos precocemente;

» Avaliar a funcdo do nervo periférico;

» Avaliar no animal desnutrido precocemente, as caractedgstisauturais do

nervo periférico imediatamente apds o término da inducdo da de&aut



52

Referéncias

ABERNETHY, D.A.; RUD, A; THOMAS, P.K. Neurotropic infence of the distal
stump of transected peripheral nerve on axonal regeneraticncebsf
topographic specificity in adult nervéournal of anatomy, 180:395-400, 1992.

ALIPPI, R.M.; META, M.D.; OLIVERA, M.l.; BOZZINI, C.;SCHNEIDER, P.;
META, I.F.; BOZZINI, C.E. Effect of protein-energy nmaitrition in early life on
the dimensions and bone quality of the adult rat mand¥hives of Oral
Biology,47: 47-53, 2002.

ALMEIDA, M.F.L.; SILVEIRAM A.C.D; GUEDES, R.C.A.; H®&OC, J.N.;
MARTINEZ, A.M.B. Quantitative ultrastructural evidence oy@in malformation
in optic nerves of rats submitted to a multideficient.diitritional neuroscience,
8(2): 91-99, 2005.

ALMEIDA, S.S.; TONKISS, J.; GALLER, J.R. Malnutritiomd reactivity to
drugs acting in the central nervous syst&muroscience & Biobehavioral
Review20(3): 389-402, 1996.

BARBACID, M. Neurotrophic factors and their receptd@sirrent Opinion in
Cell Biology, 7:148-1 55, 1995.

BARROS, K.M.F.T.; MANHAEDE-CASTRO, R.; DE-SOUZA, S;IMATOS,
R.J.B.; DEIRO, T.C.B.J.; CABRAL-FILHO, J.E.; CANOIR, A regional model
(Northeastern Brazil) of induced mal-nutrition delays ontogemgftéxes and
locomotor activity in ratsNutritional Neuroscience,1-6, 2006.

BELKAS, J.S.; SHOICHET, M.S.; MIDHA, R.; Axonal GuidanC&annels in
Peripheral Nerve Regeneratiddperative techniques in Orthopaedics190-198,
2004.

BENNIS-TALEB, N.; REMACLE, C.; HOET, J.J.; REUSENB, A Low-Protein
Isocaloric Diet During Gestation Affects Brain Developmand Alters
Permanently Cerebral Cortex Blood Vessels in Rat OffsphNyitional
Neurosciences129: 1613-1619, 1999.

BORELLI, P.; SOUZA, |.P.; BOROJEVIC, R.; DAGLI, M.E.; KANG, H.C.
Protein malnutrition: some aspects of the in vitral adhesigeritoneal mouse
macrophagesAnnals of Nutrition & Metabolism ,42:367-373, 1998.

BOUJENDAR, S.; ARANY, E.; HILL, D.; REMACLE, C.; RESENS, B. Taurine
supplementation of a low protein diet fed to rat dams nornsalize vascularization
of the fetal endocrine pancredsurnal of Nutrition , 133: 2820-2825, 2003.

BOXWELL, J.; AYSON, P.; RAMENOFSKY, M. Growth and metaicol
parameters in pups of undernourished tactating Pdigsiology & Behavior, 57
(3): 469 — 475, 1995.



53

BRAGA-SILVA, F.; GEHLEN, D.; ROMAN, J.A.; MENTA,C.ATKINSON,

E.A.; MACHADO, D.C.; VIEZZER, C.; BARBOSA, G.L.; BAE, C.V.W,;

SILVA, V.D.; COSTA, J.C. Efeitos das células tronco aakile medula 6ssea e do
plasma rico em plaquetas na regeneracao e recuperacdo aimgoosa em um
modelo de defeito agudo em nervo perfiférico em rafota Ortopédica

Brasileira, 14(5): 273-275, 2006.

BURNETT, M. G.; ZAGER, E.L. Pathophysiology of peripheralveeinjury: a
brief review,Neurosurgery Focus,16 (5):1, 2004.

CONPOLAT, L.; KUKNER, A.; CONPOLAT, |.; OZAN, E. Wastructural and
morphometric analysis of peripheral nerve regeneration witicone tubes,
Turkish Journal of Medical Sciences 29, 203-209, 1999.

CHEN, R.; COHEN, L.G.; HALLETT. M. Nervous system rganization
following injury. Neuroscience 111,(4):761-773, 2002.

CHEN, Y.S.; HSIEH, C.L.; TSAI, C.C.; CHEN, T.S.; &NG, W.C.; HU, C.L;
YAO, C.H. Peripheral nerve regeneration using silicone rubbambers filled
with collagen, laminin and fibronectiBiomaterials, 21: 1541-1547, 2000.

CHEN, C.J.;; OU, Y.C,; LIAO, S.L.; CHEN, W.Y.; CHEN,Y.; WU, C.W,;
WANG, C.C.; WANG, W.Y.; HUANG, Y.S.; HSU, S.H. Traplentation of bone
marrow stromal cells for peripheral nerve repdtxperimental Neurology,
204:443-453, 2007.

CHOPRA, J.S.; Neurological-consequences of protein and pioadorie
undernutrition Critical Reviews in Neurobiology.6(2):99-118, 1991.

CHOPRA, J.S.; DHAND, U.K.; MEHTA, S.; BAKSHI, V..,A S YAVATI RANA,;
MEHTA, J. Effect of protein calorie malnutrition on peripalenervesBrain,
109:307-323, 1986.

CORNBLATH, D.R.; BROWN, M.J. Influence of malnutrition developing rat
peripheral nerve€xperimental neurology, 99:403-411, 1988.

DA-SILVA, A.T.; COSTA, F.B.R.; COSTA, J.A.; TEODOSI N.R.; CABRAL-
FILHO, J.E.; GUEDES, R.C.A. ciatic nerve conduction viyoof malnourished
rats fed the human “basic regional diet” of the northeaBratil. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research20:383-392, 1987.

DELANEY, A.J.; SAMORAJSKI, T.; FULLER, G.N; WIGGINSR.
Amorphometric comparison of central and peripheral hypomyelinatiduced by
postnatal undernourishment of ratsurnal of Nutrition , 111: 746-754, 1981.
1981.

DELISTOIANOV, N; PEREIRA, R.N.; FILIPPO, P.A.D.; DRA, R.G.S;;
ALESSIII, A.C.Implante de tubo de silicone com e sem colageno na regemeraca
de nervos em equino€iéncia Rural, 38(6): 1667-1674, 2008.



54

DE SA, JM.R.; MAZZER, N.; BARBIERI, C.H.; BARREIRAA.A. The end-to-
side peripheral nerve repair Functional and morphometric study trengeroneal
nerve of ratsJournal of Neuroscience Methods136:45-53, 2004.

DOBBING J, SANDS J. Head circumference, biparietatrdiger and brain growth
in fetal and postnatal lifé&carly Human Development 2:81-87, 1978.

DUCKER, T.B.; KAUFFMAN, F.C. Metabolic factors in surges/peripheral
nervesClinical Neurosurgery, 24:406-424, 1977.

DUNCAN, G.J.; BROOKS-GUNN, J.; KLEBANOS, P.K. Econordieprivation
and early childhood developmefithild Development 65: 296-318, 1994.

ENDO C. Estudo dos efeitos do tratamento com laser num mexiedsimental de
lesdo nervosa por esmagamento do nervo ciatico em bassertacao de
Mestrado. S&o Paulo (SP): USP; 2002.

FIELDS, R.D.; ELLISMAN, M.H. Axons regenerated throughcsitie tube
splices. Il — Functional morphologkxperimental Neurology, 92(6): 61-74, 1986.

FLORES, A.J.; LAVERNIA, C.J.; OWENS, P.W. Anatomy grtay/siology of
peripheral nerve injury and repaithe American Journal of Orthopedics: 167 —
173, 2000.

FOCK, R. A; RAMIREZ, V. M. A,; RABELLO, C. A.; NAKAIMA, K;
MACEDO, R. M.; BORELLI, P.Protein-energy malnutritiorodifies the
Production of interleukin-10 in response to lipopolysaccharide (ifP&)murine
model.Journal of nutritional science and vitaminology 54(5):371-7, 2008.

GAMA, S.A.M.; MATTAR JR, R.; DA SILVA, C.F. Estudo egpimenatl
comparativo da agéo das neurocinas cardiotrofina — e oncostatima—
regeneragao nervosa perifériéata Ortopédica Brasileira, 8(2): 55-69, 2000.

GUERTIN, A.D.; ZHANG, D.P.; MAK, K.S.; ALBERTA, J.AKIM, H.A.
Microanatomy of Axon/Glial Signaling during Wallerian Degeniera The
Journal of Neuroscience 25(13):3478 —3487, 2005.

GURMINI, J.; CECILIO, W.A.C.; SCHULER, S.L.; OLANDSKI, M.;
NORONH, L. Desnutri¢do intra-uterina e suas alteracdastastino delgado de
ratos Wistar ao nascimento e ap0s a lactaiiffoal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial , 41(4):271-8, 2005.

IKEGUSHI, R.; KAKINOKI, R.; MATSUMOTO, T.; TSUJI, HISHIKAWA, J.;
NAKAMURA, T. Rat nerve regeneration through a silicone chanimplanted
with negative carbon ion®evelopmental Brain Research140: 127-131, 2003.

HALL, S.M. Regeneration in the peripheral nervous systéauropathology and
Applied Neurobiology, 15(6): 513-529, 1989.



55

HASHIMOTO, T.; SUZUKI,Y.; KITADA, M. Peripheral nerve generation
through alginate gel: analysis of early outgrowth and late aserén diameter of
regeneration axongxperimental Brain Research 368: 356-368, 2002.

HEDLEY-WHYTE, E.T.; MEUSER, C.S. The effect of underitign on
myelination of rat sciatic nervéaboratory investigation, 24(2):156-161,1971.

HESS, J.R.; BRENNER, M.J.; MYCKATYN,T.M.; HUNTER,. B;
MACKINNON, S.E. Influence of Aging on Regeneration in Endside
NeurorrhaphyAnnals of Plastic Surgery 57(2): 217-222, 2006.

KINGHAM, P.J.; TERENGHI, G. Bioengineered nerve regatien and muscle
reinnervationJournal of anatomy, 209:511-526, 2006.

KHORRAM, O.; KHORRAM, N.; MOMENI, M.; HAN, G.; HALEM].; DESAI,
M.; ROSS, M. Maternal undernutrition inhibits angiogenesiséndffspring: a
potential mechanism of programmed hypertensfonerican Journal of
Physiology, 1-31, 2007.

LANDERS, M.; ALTENBURGER, P. Peripheral nerve injuAdvances in
physiotherapy, 5: 67-82, 2003.

LEVITSKY, D.A.; BARNES, R.H. Nutritional and Environmentalteractions in
the Behavioral Development of the Rat: Long-Term Effestsence 176: 68-71,
1972.

LEVITSKY, D.A.; STRUPP, B. Malnutrition and Brain: Chanconcepts, Chan in
concertsJournal of Nutrition , 125 (8 suppl.):2210-2220, 1995.

LUNDBORG G: Nerve regeneration, in Lundborg G (ed): Nervarinand Repair.
London, UK,Churchill Livingstone, 149-195, 1988.

LUNDBORG, G.; ROSE’'N, B. Hand function after nerve repatta Physiology
189: 207-217, 2007.

MACKINNON, S.E.; HUDSON, A.R. Clinical application of ppheral nerve
transplantationPlastic and Reconstrutive Surgery90:695-699, 1992.

MAGGI, S.P.; LOWE, J.B.; MACKINNON, S.E. Pathophysiologyneirve injury.
Clinical Plastic Surgery, 30:109-126, 2003.

MAKWANA, M.; RAIVICH, G. Molecular mechanisms in suessful peripheral
regenerationThe FEBS Journal 272: 2628-2638, 2005.

MARKUS, A.; PATEL, T.D.; SNIDER, W.D.Neurotrophic factors and axonal
growth. Current Opinion in Neurobiology, 12:523-531, 2002.



56

MASSONE, F.Anestesiologia Veterinaria: Farmacologia e Técnicagd.
Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, RJ, 235 p, 1988.

MEEK, M.F.;DIJKSTRA, J.R.;DEN DUNNEN, W.F.A.; IJKEMA-PAASSEN, J;
SCHAKENRAAD, J.M.; GRAMSBERGEN, A.; ROBINSON, P.HERCS.
Functional assessment of sciatic nerve reconstruction: biodé&tggutaly (DLLA-
e-CL) nerve guides versus autologous nerve gnditsosurgery, 19:381-388,
1999.

MILLER, J; GERMAN, R. Protein malnutrition affects tgeowth trajectories of
the craniofacial skeleton in ratisournal of Nutrition , 129:2061-2069,1999.

MINANA-SOLIS, M.C.; ESCOBAR, C. Post-Weaning Protein Kiatkition in the
Rat Produces Short and Long Term Metabolic Impairment, in Gtritr&arlier
and Later Perioddnternational Journal of Biology and Sciences4:422-432,
2008.

MORGANE, P.J.; MILLER, M.; KEMPER, T.; STERN, W.; FBES, W.;

HALL, R.; BRONZINO, J.; KISSANE, E.; HAWRYLEWICZ, ERESNICK, O.
The effects of protein malnutrition on the developing centralmes system in the
rat. Neuroscience & Biobehavioral Review2:137—-230, 1978.

MORRIS, J.H., HUDSON A.R., WEDDELL, G. A study of degeation and
regeneration in the divided rat sciatic nerve based otrefemicroscopyZ
Zellforsch Mikrosk Anat 124:165-203, 1972.

NAVARRO, X.: VIVO, M.; VALERO-CABRE, A.: Neural plagtity after
peripheral nerve injury and regenerati®nogress in Neurobiology82: 63-201,
2007.

NAVARRO, X.; VERDU, E.; RODRIGUEZ, F.J.; CEBALLO®R. Atrtificial nerve
graft for the repair of peripheral nerve injuriedeurology Science22: 7-13,
2001.

NOBACK, C.R.; EISEMANN, L.M. Some effects of protein-gaé undernutrition
on the developing central nervous system of thelta. Anatomical Record 201:
67-73, 1981.

NUNES, M.L.; BATISTA, B.B.; MICHELI, F.; BATISTELLA,V. Effects of
early malnutrition and nutritional rehabilitation in ralsrnal de Pediatria, 78 (1):
39-44, 2002.

OGUN, T.C.; OZDEMIR, M.; SENARAN, H., USTUN, M.E. Erid-side
neurorrhaphy as a salvage procedure for irreparable nerveemjiournal of
Neurosurg, 99:180-185, 2003.

OLDFORS, A. Nerve Fibre Degeneration of the Central amghReral Nervous
Systems in Severe Protein Deprivation in RAtza Neuropathology,54:121-
127, 1981.



57

OLDFORS, A.; PERSSON, M. Peripheral Nerve Fibre Degeioeran Protein-
deprived Young Ratg\cta Neuropathology (Berl),57:1 — 6, 1982.

OLDFORS, A.; SOURANDER, P. The effect of undernutritenspinal ganglion
nerve cell sizeActa Neuropathology, 39:75-80, 1977.

OLDFORS, A.; ULLMAN, M.; Motor Nerve Conduction Velocity amkrve Fibre
Diameter in Experimental Protein Deprivatidgkcta Neuropathology, 51:215-221,
1980.

OLIVEIRA, A.L.R.; PIERUCCI, A.; PEREIRA, K.B.. Pgaheral nerve
regeneration through the nerve tubulization technigu&zilian Journal of
Morphology Science,21(4): 225-231, 2004.

OULTON, M.R.; MEZEI, C. Characterization of myelin dfick sciatic nerve
during developmentlournal of Lipid Reeearch,17: 167-175, 1976.

PALMER, A.A.; PRINTZ, D.J.; BUTLERC, P.D.; DULAWA, .E.; PRINTZ,
M.P.; Prenatal protein deprivation in rats induces changepulse inhibition
and NMDA receptor bindingBrain Research 996: 193-201, 2004.

PASSOS, M. C. F.; RAMOS, C. F.; MOURA, E. G. Short fomty term effects of
malnutrition in rats during lactation on the body weight of rffgg. Nutrition
Research,20 (2):1603-16122000.

PASSOS, M.C.F.; RAMOS C.F.; TEIXEIRA, C.V.; MOURA,&
Comportamento alimentar de ratos adultos submetidos a restricéwam@ijas
maes sofreram desnutricdo durante a lactdR@aista de Nutricdo,14sup:7-11,
2001.

PEARSE, D.D.; PEREIRA, F.C.; MARCILLO, A.E.; BATESI.L.; BERROCAL,
Y.A.; FILBIN, M.T.; BUNGE, M.B.; cAMP and Schwann cellsgmote axonal
growth and functional recovery after spinal cord injudgture medicing 2002.

PERRIN, F.E.; LACROIX, S.; AVILES-TRIGUERO, M. DAVIDS. Involement
of monocyte chemoattractant protein — 1, macrophage inflammatoigin - b
and interleukin - f in Wallerian degeneratioi@rain, 128: 854 — 866, 2005.

PRESTES-CARNEIRO, L.E.; LARAYA, R.D.; SILVA, P.R.MOLITERNO,
R.A.; FELIPE, I.; MATHIAS, P.C. Long-term effect o&By protein malnutrition
on growth curve, hematological parmeters and macrophage funétiats.
Journal of Nutrition Science and Vitaminology, 52(6): 414-420, 2006.

QUEIROZ, L.V.C.Efeitos do treinamento fisico na estrutura do nervo ciatico
de ratos adultos submetidos a dieta hipoproteica durante a&gtacéo e lactacao.
Dissertacdo (Mestrado em Neuropsiquiatria e Ciénicas do Ctanpanto) —
Universidade Federal de Pernambuco, PE, 2008.



58

RAMOS, C.F.; LIMA, A.P.S.; TEIXEIRA, C.V,; BRITO, B.; MOURA, E.G.
Thyroid function in post-weaning rats whose dams were fed gtotein diet
during sucklingBrazilian Journal of Medical and Biological Research30: 133-
137, 1997.

RANA, S.V.; CHOPRA, J.S.; MEHTA, S. CHAND, U.K.; ${RMA, U.
Electrophysiological and histopathological changes in peripheraésa of
postnatally undernourished and rehabilites young rhesus monikdigs journal
of experimental biology,29: 385-390, 1991.

REDDY, P.V.; DAS, A.; SASTRY, P.S. Quantitative arapositional changes in
myelin of undernourished and protein malnourished rat brBirgén research,
161:227-235, 1979.

REEVES, P.G.; NIELSEN, F.H.; FAHEY, G.C. AIN-93 Pigd Diets for
laboratory Rodents: Final Report of the American Institute ofriNon Ad Hoc
Writing Committee on the Reformulation of the AIN-76A RodergtDJournal of
Nutrition , 123: 1939-1951, 1993.

REICHERT, F.; SAADA, A.; ROTSHENKER, S. Peripherahreinjury induces
Schwann cells to express two macrophage phenotypes: phagoeayiosise
galactose-specific lectin MAC-Zhe Journal of Neuroscience14(5): 3231 —
3245, 1994.

SANDERS, F.K. The repair of large gaps in the perighegaves.Brain, 65:281-
337, 1942.

SAWAYA, A.L. Desnutricdo: consequéncias em longo prazo e efeitos da
recuperacao nutriciondkstudos Avangados20 (58): 147-158, 2006.

SCHMIDT, C.E.; LEACH, J.BNeural Tissue Engineering:Strategies for Repair
and Regenerationnual Review of Biomedical Engeneering5:293-347,
2003.

SECKEL, B.R. Enhancement of peripheral nerve regenerailascle Nerve,
13:785-800, 1990.

SEGURA, B.; GUADARRAMA, J.C.; PRATZ, G.; MERCADO,.V
MERCHANT, H.; CINTRA L.; JIME'NEZ, |. Conduction failuref action
potentials in sensory sural nerves of undernourishedNtatgloscience Letters,
354:181-184, 2004.

SILVA, V.C.; ALMEIDA, S.S. Desnutricao protéica no inicio dda prejudica
memodria social em ratos adult&evista de nutricdg 19(2): 195-201, 2006.

SILVA, H.J.; BARROS, K.M.F.T.; CUNHA, D.A.; SANTOS;.A.S.; SOARES,
E.B.; SILVA, C.N.S.; MORAES, S.R.A.; CASTRO, R.M. Nhaitrition and
Somatic Development: Application of Protocol of Mensuration tal&ation of



59

Indicators of Wistar Rat$nternational Journal of Morphology , 24(3):469-474,
2006.

SIMA, A.; SOURANDER, P. The effect of pre- and postnatal umateition and
axonal growth and myelination of central motor fibésta neuropathology,
42:15-18, 1978.

SOUZA, I.P.; KANG, H.C.; NARDINELLI, L.; BORELLI, PDesnutri¢do
protéica: efeito sobre o espraiamento, fagocitose e atividadecida de
macrofagos peritoneaiRevista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticag7(2):
143 — 151, 2001.

STURMAN, J.A.; DEVINE, E.; RESNICK, O.; MORGANE, P .Maternal protein
malnutrition in the rat: effect on protein and two enzynmethe milk. Nutrition
Research 6: 437-442, 1986.

TANTUWAYA, V.S.; BAILEY, S.B.; SCHMIDT, S.E.; VILLADIEGO, A;
TONG, J.X.; RICH, K.M. Peripheral nerve regeneratiootigh silicone chambers
in streptozocin-induced diabetic raBain Research 759: 58-66, 1997.

TATLIA, M.; GUZELA, A.; KIZILB, G.; KAVAKC, V.; YAVU ZB, M. KIZILB,
M.; Comparison of the effects of maternal protein malnatriand intrauterine
growth restriction on redox state of central nervous systeoff$pring ratsBrain
Research1156: 21-30, 2007.

TERENGHI, G. Peripheral nerve regeneration and neurotrophigrgadournal of
anatomy, 194: 1-14 199.

TOFARIS, G.K., PATTERSON, P.H., JESSEN, K.R., MIRSIR. Denervated
Schwann cells attract macrophages by secretion of leukenigian factor (LIF)
and monocyte chemoattractant protein-1 in a process regbhaiaterleukin-6 and
LIF. Journal of Neuroscience22: 6696—6703, 2002.

VARGAS, V.; VARGAS, R.; MARQUEZ, G.; VONASEK, E.; MTEU, L.;
LUZZATI, V.; BORGES, J. Malnutrition and myelin structuem X-ray scattering
study of rat sciatic and optic nerv@$ie European Biophysics Journal29:481-
486, 2000.

VERDU, E.; BUTI, M.; NAVARRO, X. The effect of agingn efferent nerve
fibers regeneration in mic8rain Research 696: 76-82, 1995.

YAMANO, Y. Experimental study of interfascicular graftstire peroneal nerve of
the rabbitArchive of Orthophaedics Traumatic Surgery,99(6): 97-103, 1981.



60

Fontes Consultadas

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. Informac&o
documentacéo — referéncias - apresentacdo: NBR 6023:2005. Rioeil®.]
ABNT, 2005.

. Informacgéo e documentacdo — numeracao progressiva @as dec
um documento escrito — apresentacdo: NBR6024:2003. Rio de JARMND;
2003.

. Informacéo e documentacao — sumario — apresentacao:
NBR 6027:2003. Rio de Janeiro: ABNT, 2003.

. Informacéo e documentacao — citacbes em documentos —
apresentacdo: NBR 10520:2002. Rio de Janeiro: ABNT, 2002

. Informacéo e documentacao — trabalhos académicos — agésenta
NBR 14724:2005. 2.ed. Rio de Janeiro: ABNT, 2005.



61

ANEXOS



62

Anexo A — Composicao nutricional das dietas dos animais

Composicao da dieta & base de casei”

CASEINA a 8% CASEINA a 17%
Ingredientes Quantidade Ingredientes Quantidade por
por Kg de Kg de racéo
racao
Caseina 79,30g Caseina 179,309
Mix de 10,009 Mix de vitamina 10,009
vitamina
Mix de sais 35,009 Mix de sais 35,00g
minerais minerais
Celulose 50,009 Celulose 50,00g
Bitartarato de 2,509 Bitartarato de colina 2,509
colina
DL-metionina 3,009 DL-metionina 3,009
Amido 750,209 Amido 650,209

© fonte: (REEVES, NIELSEN, FAHEY, 1993).

Composicédo da dieta padrdo de biotério - Labina

ENRIQUECIMENTO (Kg D RAGAO)*: * NIVEIS DE GARANTIA*:

Vitamina A 20000Ul Umidade (max.) 13%
Vitamina D; 6000 UI Proteina (min.) 23%
Vitamina E 30 Ul . .

Vitamina K 6 mg Extrato Etéreo (min.) 2.5%
Vitamina B 10 ug Matéria Fibrosa (max.) 9.0%
Vitamina B 8 mg o N . 0
Pantotenato de Célcio 24 mg Matéria Mineral (max.)8.0%
Niacina 95 mg Célcio (max.) 1.8%
Tiamina 4 mg . . o
Colina 2000 mg Fosforo (min.) 0.0%
Piridoxina 6 mg X ;

Biotina 0.1 mg COMPOSIQAO B,-ASICA* (S-egundo a
Acido Fdlico 0.5mg Agribrands do Brasil Ltda)*: Milho, Farelo
Manganés 50 mg de Trigo, Farelo de Soja, Farinha de
lodo 2mg Carne, Farelo de Arroz Cru, Carboneto
F.erro 65 mg de Calcio, Fosfato Bicalcico, Sal, Pré-mix.
Zinco 35mg

Cobre 26 mg

* Composicao da dieta segundo Purina do Brasil
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Anexo B — Parecer do Comité de Etica em pesquisa animal

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Oficio n® 61/07 Recife, 06 de julho de 2007

Da Comiss&o de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Silvia Regina Arruda de Moraes

Departamento de Anatomia - UFPE

Processo n® 004721/2007-95

Os membros da Comiss3o de Etica 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
“AVALIAGAO DA UTILIZAGAO DE CELULAS TRONCO NA REGENERAGAO DO NERVO
CIATICO DE ANIMAIS DESNUTRIDOS?”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Heaith Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo adotadas como critérios de
avaliacdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

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

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

Atenciosamente,
&

Proj. Silene Carneiro do Nascimento
Presidente CEEA

UFPE



