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RESUMO

Nesta tese avaliamos as repercussdes da desnutricdo intra-uterina sobre o desenvolvimento do
sistema locomotor em ratos. Foram utilizados ratos Wistar neonatos provenientes de maes que
receberam dieta controle (Grupo Controle — C, 17% de proteina) ou uma dieta hipoprotéica e
1socaldrica (Grupo Desnutrido — D, 7,8% de proteina). Apds o nascimento os animais receberam
a dieta normoprotéica até as respectivas idades experimentais. Os componentes contrateis e
elasticos em série e em paralelo foram estudados no soleus e extensor digitorum longus (EDL)
aos 25 € 90 dias de vida. A analise histologica das fibras musculares foi também realizada. Do 1°
ao 21° dia de vida, os animais foram avaliados quanto ao seu crescimento somatico, maturagio de
caracteristicas fisicas e de reflexos. No 8%, 14° 17°, 21° e 90° a atividade locomotora e a
trajetoria desempenhada pelos animais foram analisadas. O Grupo D apresentou atrofia muscular
e diminuicdo da forca muscular no musculo aos 25 e 90 dias. Houve aumento na velocidade
maxima de encurtamento no soleus e EDL aos 25 ¢ 90 no grupo D. A rigidez do componente
elastico em série nos desnutridos foi aumentada no soleus, enquanto que no EDL foi observada
uma diminui¢ao dessa rigidez aos 25 dias de vida. Houve aumento da rigidez dos elementos
elasticos em paralelo em ambos nos musculos de desnutridos aos 25 dias. A andlise das
proporgdes dos tipos de fibras no grupo D aos 25 e 90 dias revela aumento nas fibras tipo Ila no
soleus e aumento das fibras IIb e diminuicdo das fibras Ila no EDL. Houve reducdo do
crescimento somatico e retardo na maturacdo das caracteristicas fisicas ¢ dos reflexos nos
desnutridos. Na avaliacdo da atividade locomotora houve aumento da distancia percorrida, da
velocidade e da poténcia média no 14° ¢ 17° dia de vida nos desnutridos. O tempo que o animal
desnutrido permaneceu parado diminuiu do 14° ao 21° dia, aumentando o niimero de paradas e
diminuindo a durag¢do média em cada parada no 14° ¢ 17° dia de vida. Na analise da trajetoria
desses animais observa-se que aos 14° e 17° dias os permanecem mais tempo nas areas mais
periféricas do campo e esse comportamento se inverte aos 90 dias de idade no grupo D. A
persisténcia de certas alteragdes estruturais e funcionais revela que a adaptagdo intra-uterina do
sistema musculo-esquelético, para enfrentar a desnutri¢do, tem conseqiiéncias permanentes o que
pode comprometer a locomog¢ao do animal.

Palavras-chave: Desnutricdo, “Programming”, misculo esquelético, sistema locomotor



RESUME

Dans cette thése nous avons évalué les effets de la dénutrition intra-utérine sur le développement
du systéme locomoteur chez le rat. Nous avons utilisé des rats nouveau-nés dont les méres ont
recu une alimentation contrdle (groupe de Controle - C, 17% de protéines) ou une alimentation
hypoproteique et isocalorique (groupe Dénourri - D, 7,8% de protéines) pendant la gestation.
Apres la naissance les animaux ont recu 1’alimentation normoproteique. Les composantes
contractile, élastique série et élastique paralléle ont été ¢tudiées dans les soleus et I’Extensor
Digitorum Longus (EDL) a 25 et 90 jours de vie en conditions isolées. L'analyse histologique des
muscles a également eu lieu. Du 1% au 21°™ jour de vie, la croissance somatique, la maturation
des caractéristiques physiques et des réflexes ont été évalués. A 8, 14, 17, 21 et 90 jours, l'activité
locomotrice et la trajectoire des animaux ont été examinées par analyse vidéo du déplacement de
I’animal dans un champ circulaire. Le groupe D a montré une atrophie musculaire, une
diminution de la force ainsi qu’une augmentation de la vitesse maximale de raccourcissement des
muscles soleus et EDL a 25 et 90 jours de vie. La raideur de I'élément élastique en série est
augmentée dans le soleus, tandis que I’EDL a subit une diminution de raideur a 25 jours de vie
dans le groupe D. Il y a eu une augmentation de la raideur passive dans les deux muscles du
groupe D a 25 jours. L'analyse hystologique a montré, sur le soleus de 25 et 90 jours une
augmentation du pourcentage de fibres de type Ila, alors que ’EDL s’enrichit en fibres de type
IIb au détriment des fibres de types Ila a 25 et 90 jours. Il y a une réduction de la croissance
somatique et un retard de la maturation physique et des réflexes chez les animaux du groupe D.
L’analyse de l'activité locomotrice a montré une hyperactivité chez les rats du groupe D a 14 et
17 jours alors qu’a 1’dge adulte, il est noté une hypoactivité locomotrice. L’ensemble de ces
résultats montre que la dénutrition feetale provoque de nombreuses altérations de la fonction
musculaire et de la maturation somatique et sensorielle. La persistance de certains changements
fonctionnels montre que l'ajustement intra-utérin du systéme muscle-squelettique pourra avoir
des conséquences a long terme et compromettre la locomotion de l'animal.

Mots-clé: Dénutrition, “Programming”, muscle squelettique, systéeme locomoteur.



ABSTRACT

In this thesis, we studied the effects of intra-uterine undernutrition on the development of
locomotor system of rats. It was used offspring from mothers fed either with a control diet
(control group — C, 17%, protein) or with a low-protein isocaloric diet (undernourished group -
D, 7.8%, protein) during gestation. After birth, all animals received normoproteic diet. At 25 and
90 days of age, the contractile and elastics properties of soleus and extensor digitorum longus
(EDL) muscles were studied under isolated conditions. The histological analyses of muscles were
also performed. Somatic growth, maturation of physical features, and reflexes of offspring were
daily analyzed over the st to 21st of age. At 8th, 14th, 17th, 21st and 90th day of age, locomotor
activity and the trajectory of animals were examined by the analysis of the movement of animals
in a circular field. The D group showed a muscular atrophy, reduced strength, and an increase of
shortening maximal velocity of soleus and EDL muscles at 25th and 90th days of age. In the D
group, the stiffness of series elastic component was enhanced in the soleus muscles, while EDL
muscles showed a decrease at 25th day of age. Similarly, at 25th days of age, D group showed an
increase in the passive stiffness of both muscles. The histological analysis showed an increase in
the proportion of Type Ila fibers in soleus muscles at 25th and 90th days of age, while EDL
showed an increase of type IIb fibers at 25th and 90th days of age. There was a reduction in the
somatic growth, as well as a delay in the physical reflex maturation in the D group. The analysis
of locomotor activity showed hyperactivity in rats of D group at 14th and 17th days of age. In
contrast, it was seen a locomotor hypo-activity in adult age. The data show that fetal
undernutrition induces several alterations in the muscle functions and in the somatic and sensorial
maturation. The long-term effects of some functional alterations show that the intra-uterine
adaptations of skeletal muscles system can impair the locomotion of animal.

Keywords: Undernutrition, Programming, skeletal muscle, locomotor system.
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1.INTRODUCA

RESUMO EM FRANCAIS

1. INTRODUCTION

La dénutrition est un probléme de santé publique, elle compromet le développement
physique et mental de l'individu, en perturbant la croissance €économique et sociale des
communautés (Chaves, 1978). Les effets nuisibles d'une nutrition inadéquate pendant la gestation
et I'allaitement constituent des facteurs du risque séveres pour la santé (Morgane et al., 1993). La
dénutrition pendant ces phases peut compromettre définitivement le développement et la
croissance de 1’individu (Holemans et al., 2003) en programmant des modifications durables dans
plusieurs systemes de l'organisme (Hales et Baker, 2001). La période de gestation a une
importance considérable sur le développement du systeéme locomoteur (Maltin et al., 2001).
Pendant cette période, le systéme locomoteur peut souffrir des conditions nutritionnelles
défavorables (Gramsbergen et Westerga, 1992). Le grand intérét pour le systéme locomoteur
implique aussi 1’é¢tude de la biomécanique musculaire (Zernicke et Schneider, 1993). Le but de ce
travail est donc d’étudier I’impact d’un apport nutritionnel inadapté pendant la gestation. Cet
impact sera apprécié par I’étude des caractéristiques mécaniques musculaires, par 1’analyse du
développement somatique et sensorielle ainsi que par ’examen du développement de I’activité

locomotrice.
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1.1. DEVELOPPEMENT DU SYSTEME LOCOMOTEUR

1.1.1. Développement du systéme nerveux associé a la motricité

Pendant la vie feetale, le développement morphologique et fonctionnelle adéquat de la

structure nerveuse est indispensable pour I'expression du comportement locomoteur apres la
naissance (Morgane et al., 1993).
Les neurones moteurs et les fibres musculaires dérivent de tissues embryonnaires différents.
Cependant, le controle fin du mouvement dépend de la combinaison de ces deux composants de
I'unité motrice (Oppenheim, 1991). Aprés que le contact entre neurones moteurs et cellules
musculaires ait été établi, il existe une période de mort cellulaire programmée réduisant le
nombre de fibres nerveuses (Oppenheim, 1991). Toute altération dans le développement du tissu
musculaire pendant cette phase peut étre a I’origine d’une diminution du nombre de neurone
moteur par extension ou réactivation de ce processus de mort programmée (Braun et al., 1995).

Par ailleurs, deux périodes sont critiques pour le développement du systéme nerveux des
mammifeéres. La premicre période, prénatale, correspond au phénomeéne de neurogéneése,
gliogénese, migration et différenciation cellulaire (Morgane et al., 1993). Pendant la deuxiéme
période a lieu la croissance rapide du cerveau (Dobbing, 1964; Morgane et al., 1993). Chez le rat,
cette deuxieme période est entiérement post-natale pendant la phase d'allaitement (Winick et
Noble, 1966). Par contre, chez 1'homme, cette période débute au troisiéme trimestre du
développement intra-utérin et se termine deux a quatre ans apres la naissance. (Morgane et al.,

1978; Carver, 1998). Pendant le processus de maturation du systéme nerveux, les réflexes

14



primitifs vont étre inhibés peu a peu; ces activités passent par une phase de transition aboutissant
a la commande volontaire des mouvements (Paine et al., 1964). Chaque réflexe primitif est
associé a l'expression du comportement moteur plus élaboré, en d'autres termes, a la posture et
aux mouvements (Fox, 1965).

Puisque pendant ces “périodes critiques”, le systéme nerveux est plus vulnérable aux
agressions (Morgane et al., 1978), des répercussions au niveau de I’activité locomotrice

volontaires pourront étre attendues.

1.1.2. Développement du systéme musculaire

La myogénése est un processus complexe qui a pour origine les cellules dorsales du
mésoderme. Ces cellules subissent différents processus de différenciation jusqu’a la formation de
myoblastes (Buscher et Belmonte, 1999) (Figure 1). Ensuite, les myoblastes fusionnent pour
constituer une cellule polynuclée fusiforme: le myotube (Barbet et al., 1991). Les myotubes se
distinguent par leur contenu en différents types de myosine (Barbet et al, 1991). Les myotubes
primaires, & 1’origine des fibres lentes, apparaissent entre le 14°™ et le 16°™ jour embryonnaires
chez le rat et entre la 6™ et la 8™ semaine de gestation chez I’homme (Rubinstein ¢ Kelly,
1981; Condon et al., 1990; Barbet et al., 1991). Les myotubes secondaires, qui apparaissent aprés
le 17°™ jour chez le rat ou aprés la 8™ semaine chez I’homme sont quant & eux a I’origine des
fibres rapides (Rubinstein e Kelly, 1981; Condon et al., 1990; Barbet et al., 1991).

Il a été rapporté par différents auteurs que le nombre de fibres musculaires est fixé a la
naissance (Ontell e Dunn, 1978; Ontell e Kozeka, 1984). Cependant, des processus d’hyperplasie

apres la période post-natale ont été mis en évidence (Rayne et Crawford, 1975; Tamaki et al,
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1992, Tamaki et Uchiyama, 1995). Pendant la croissance, le muscle augmente en longueur et en
épaisseur afin de croitre avec le squelette (Maltin et al., 2001).

Une des caractéristiques du muscle strié squelettique est sa composition en differentes
isoformes de chaine lourde de myosine (MHC). Cependant, a la naissance, la proportion dans ces
différentes isoformes n’est pas fixée. Chez le rat, ’apparition des MHC de type I dans les
muscles lents comme le soleus dans le troisiéme semaine post natale coincide avec la diminution
des isoformes embryonnaires (Adams et al, 1999). Dans les muscles rapides, la conversion des
isoformes néonatales en isoformes rapides a été¢ observée pendant le deuxiéme semaine post
natale (Butler-Brown et al, 1982). Chez le rat, ce processus aboutit a un profil myotypologique
bien défini au sevrage, ce profil étant a mettre en relation a la fonction du muscle (Agbulut et al,
2003 ; Punkt et al, 2004). Quoi qu’il en soit, de nombreuses études ont mis en évidence, chez
I’adulte, I’importante plasticité de muscle strié squelettique (Pette et Vrbova, 1985; Grambke et
al., 1983). Ainsi, des adaptations dans les proportions des différents types de fibres peuvent étre
observées chez le rongeur adulte suite a des modifications du statut hormonal, contractile,
nerveux ou nutritionnel (Goubel et Marini, 1987 ; Canon et Goubel, 1995 ; Li et Larsson, 1997 ;

Pette et Vrbova, 1985; Bedi et al., 1982) et avoir des répercussions au niveau fonctionnel.

1.1.3. Développement de 1’ activité locomotrice

Dans chaque espéce, les événements en rapport avec le développement moteur suivent
une séquence caractéristique et prédéterminée (Fox, 1965; Smart et Dobbing, 1971;

Gramsbergen, 1998). Grace a I’utilisation de technique échographique chez ’homme, il a été mis
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en évidence que certains modeles moteurs, semblables a ceux décrits chez le nouveau-né, existent
des la vie feetale (Milani-Comparreti, 1980). Apres la naissance, il existe une période initiale de
mouvements réflexes, les réflexes primitifs, qui permettront 1’acquisition plus tardive des
mouvements volontaires (Fox, 1965). Ainsi, I’ensemble des composants nerveux pour la
production de différents comportements moteurs semble étre disponible trés tot (Milani-
Comparetti, 1980; De Vries et al., 1982).

Chez le rat, dés la fin de la deuxiéme semaine de vie post-natale, les mouvements et
I’activité locomotrice se rapprochent de ceux observés chez I'adulte (Fox, 1965), les différences
devenant pratiquement inexistantes a 1’age du sevrage (Walton et al. 1992). Cependant, ces
modeles de mouvement et de locomotion se développent encore jusqu’a la maturation sexuelle,

avec perfectionnement de la coordination (Walton et al. 1992).
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1.2. DENUTRITION ET SES CONSEQUENCES SUR LE SYSTEME LOCOMOTEUR

1.2.1. “Programming”

Le développement du feetus et du nouveau-né est influencé grandement par de nombreux
facteurs endogenes et exogeénes. Parmi ces facteurs exogenes, le statut alimentaire joue un role
majeur (Morgane et a., 2002). La disponibilité¢ d'éléments nutritifs au foetus est déterminée par la
composition du corps de la mere a la conception et par son alimentation pendant la grossesse
(Bonimenteur, 1999). Les études épidémiologiques chez ’homme et les études expérimentales
chez l'animal ont rapporté que les stimuli de I'environnement se produisant pendant la période
critique de développement (foetal, néonatal ou enfance) ont des conséquences a long terme
pendant la vie adulte (Hales e Barker, 1992; Ozanne et al., 1998). Si la croissance d'un foetus est
influencée par ses geénes, elle est aussi limitée par I’apport des nutriments et de 1’oxygene
(Barker, 1999). 1l a été suggéré des associations entre le faible poids a la naissance et les génes
qui déterminent la faible croissance foetale et les maladies plus tardives (Barker, 1999). Le
mécanisme associé a ces effets est appelé “programmation”; ou une agression de l'environnement
pendant la période critique de développement aurait des effets permanents sur la structure et la
fonction des organes (Lucas et al., 1991). “La programmation” du foetus peut ainsi résulter
d'adaptations invoquées quand D’apport nutritionnel materno-placentaire est inférieur a la

demande nutritive foetale (Lucas et al. , 1999). Le statut alimentaire pendant la période critique
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de développement est alors considéré comme un inducteur important de “la programmation” chez
les animaux et les étres humains. Chez les étres humains, plusieurs études épidémiologiques ont
fourni le support a I'association entre le faible poids de naissance et les maladies métaboliques a

la vie adulte (Hales et Barker, 1992 ; Phillips et al., 1994 ; Ravelli et al., 1998 ; Yajnik, 2000).

1.2.2. La dénutrition et le systéme serveux associé a la motricité

La nutrition périnatal peut influencer le processus de maturation nerveuse (Morgane et
al., 2002; Chang et al., 2003; Hernandes et Almeida, 2003). Pendant les périodes critiques de
développement, la dénutrition produit des effets sur la neurogenése ainsi que sur la migration et
la différenciation cellulaire (Morgane et al., 1993). La dénutrition provoque aussi une réduction
du nombre (Rosso et al., 1970; Bedi, 2003) et de la forme (Resnick et al., 1979; Borba et al.,
2000) neuronale. Des changements dans les proportions des différents types de cellules
neuronales et gliales sont aussi observés (Morgane et al, 1993). Un retard dans le processus de
my¢élinisation, un ralentissement de la mort neuronale programmeée et de la perte dendritique sont
des phénoménes qui ont également été rapportés (Noback et Eisenman, 1981). Enfin, la
diminution de la taille et du poids cérébral aprés dénutrition précoce a été montré par plusieurs

études (Leuba et Rabinowicz, 1979; Marin et al, 1995; Kehoe et al., 2001).

Les altérations du systéme nerveux liées a la dénutrition a des répercussions au niveau

comportemental. Parmi les modifications, il est observé des changements de 1’agressivité
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(Levitsky et Barnes, 1972), ces réponses émotionnelles étant exacerbées en conditions
stressantes. Les processus d'attention perturbés chez les dénutris rendent difficile les interactions
de ’organisme avec 1’environnement, induisant fréquemment des problémes d’apprentissage
(Morgane et al., 1993). En plus, des retards de I'ontogénése des réflexes (Barros et al., 2006) et de

I'évolution de locomotion (Barros et al., 2006) ont été observés chez le rat mal-nourri.

1.2.3. Dénutrition et systéme musculaire

Des enquétes récentes ont montré les effets de la dénutrition précoce sur le
développement musculaire (Ozanne et al., 1996; Ozanne et al., 2003). La période intra-utérine est
critique pour le développement musculaire du nouveau-né (Wilson al de I'et., 1988). Ainsi, la
dénutrition dans la période foetale peut induire des modifications structurelles et fonctionnelles
ultérieures dans le muscle squelettique (Bedi et al., 1982; Barros et al., 2004; Toscano et al.,
2006). Parmi celles-ci, sont observés une baisse du poids musculaire (Bedi et al., 1982; Barros et
al., 2004; Toscano et al., 2006), des altérations structurelles au niveau du sarcomere (Oumi et al.,
2000).

Du point de vue des propriétés contractiles, au niveau des fibres du diaphragme, Prakash
et al (1993) rapportent une diminution de la force relative développée chez le rat dénutri pendant
la gestation alors que Brozanski et al (1993) ne trouvent aucune modification chez les animaux

dénutris pendant la gestation et I’allaitement. Par contre, Wareham et al (1982) trouvent une
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augmentation de la force tétanique relative développée par le soleus et I’Extensor Digitorum

Longus de rats de 12 mois dénutris pendant le développement feetal et I’allaitement.

Enfin, plusieurs travaux ont rapportés des modifications des caractéristiques
hystologiques des muscles d’animaux dénutris pendant la période critique de développement
(Bedi et al., 1982 ; Lefaucher et al., 2003 ; White et al., 2000 ; Zhu et al., 2006). Cependant,
I’ensemble de ces travaux montre un inhomogénéité dans les résultats rapportés (Bedi et al.,
1982 ; Lefaucher et al., 2003 ; Zhu et al., 2006). La dénutrition pendant la gestation et
I’allaitement ne change pas la proportions des types de fibres dans le muscle soleus mais
augmente les fibres de type I et de type Ila et diminue les fibres de type IIb dans le muscle EDL
de rat au 180°™ jour de la vie (Bedi et al., 1982). La dénutrition pendant la premiére semaine
post-natale augmente le fibres de types I et retarde la diminution des fibres de types Ila dans le
muscle longuissimo dorsale des porcs (Lefaucher et al., 2003). La dénutrition pendant la
gestation, par contre, augmente les fibres de type IIb et diminue les fibres de type Ila dans le

muscle longuissimo dorsale des brebis (Zhu et al., 2006).

1.2.4. Dénutrition et activité locomotrice

Il existe aujourd’hui de nombreuses preuves sur les effets déléteres de la dénutrition

précoce sur le développement infantile, et en particulier sur 1I’évolution du comportement moteur
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(Benitez-Bribiesca, 1999; Grantham-McGregor et al., 1987; Drewett et al. 2001). Chez le jeune
rat, la dénutrition entraine un retard de la dispersion de la portée qui est un indicateur de troubles
du développement (Massaro et al., 1974). En plus, un environnement défavorable pendant la
période prénatale peut conduire a un développement anormal du comportement alimentaire et a

une diminution de I’activité physique chez le rat jeune et adulte (Vickers et al., 2003).

Chez I’homme, les retards dans le développement psychique et moteur peuvent aussi étre
associés a la dénutrition précoce et produire un ensemble de déficits cognitifs et comportemental

tout au long de la vie (Wachs, 1995).

1.3. ETUDE DES CARACTERISTIQUES DU SYSTEME LOCOMOTEUR

1.3.1. Etude des propriétés mécaniques musculaires

L'analyse des propriétés mécaniques du muscle squelettique peut &tre accomplie a
travers un mod¢le a trois composantes (Figure 2). Ce modele est constitu¢ par une composante
contractile (CC), une composante élastique en série (CES) et une composante élastique en
parallele (CEP) (Shorten, 1987).

La CC, représentant le générateur de tension, correspond aux ponts actine-myosines. La

tension tétanique maximale développée par le muscle en condition isométrique et la force
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maximale produite pendant la secousse sont des parameétres utilis€és communément pour
caractériser cette composante. Le temps de contraction ainsi que le temps de demi-relaxation, en
étroite relation avec le cinétique des mouvements calciques dans la fibre musculaire, rend compte
¢galement des caractéristiques de la CC. En outre, au niveau d’un méme muscle, ces parametres
peuvent aussi étre influencés par des modifications des caractéristiques de la CES. Un autre
paramétre caractéristique de la CC est la vitesse maximale de raccourcissement (Vmax). Cette
caractéristique est fonction de I’activité de la myosine ATPase et une corrélation entre sa valeur
et le pourcentage de MHC rapide dans le muscle a été rapportée (Reiser et al., 1985). Signalons
également que l'architecture musculaire, c'est-a-dire 1’angle de pennation, peut influencer la
Vmax (Vandewalle, 1992).

La CES, élément de transmission de la force contractile, lie la CC a la périphérie. Cette
composante est divisée en une partie active, localisée au niveau des ponts actine-myosines, et en
une partie passive, localisée dans les structures tendineuses (Hill, 1951). Ainsi, des modifications
dans les paramétres de raideur de la CES peuvent étre attribuées a des changements se produisant
aussi bien dans la partie passive que dans la partie active de la CES. Grace a I'utilisation de
modeles animaux (entralnement ou inactivité) produisant une adaptation des propriétés
histologiques musculaires, il a ét¢é montré qu’une augmentation de la proportion de fibre lente
s’accompagne d’une augmentation de raideur de la CES ; a I’opposé, un enrichissement du
muscle en fibre rapide est associé a une diminution de raideur de cette composante élastique
(Goubel et Marini, 1987; Pousson et al, 1991; Almeida-Silveira et al., 1994; Canon et al, 1995).

La CEP participe au développement de la force passive du muscle en présentant une
certaine résistance a 1’étirement. Cette composante est donc caractérisée lors de tests d’étirement
en condition passive, c'est-a-dire lorsque le muscle ne se contracte pas. Les caractéristiques

mécaniques de la CEP sont dues a plusieurs sources d’éléments élastiques positionnés en
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paralleéle par rapport qu générateur de force. Ainsi, le comportement de la CEP peut étre attribué
au tissu conjonctif et au contenu en collagéne du muscle, aux interactions résiduelles entre les
protéines d’actine et de myosine mais aussi aux protéines de connexion telle que la titine ou la

nébuline (Hill, 1968, Kovanen et al., 1984, Wang et al, 1993 ; Anderson et al, 2000).

1.3.2. Etude de la maturation somatique et de 1’ontogénése réflexe

Au cours de la croissance et du développement, le systéme nerveux des mammiferes
présente des phases d'intenses changements structurels et fonctionnels. Plusieurs facteurs de
I’environnement, y compris la nutrition, peuvent modifier, adapter ou orienter ce développement
(Nishi, 1994). 1l existe des changements drastiques tant fonctionnels que morphologiques dans
les neurones lorsque ces agressions se produisent lors d’une période de vulnérabilité (Noback e
Eisenman, 1981; Manhaes de Castro et al., 2001). Une des alterations la plus étudiée est la
dénutrition. La dénutrition néonatale est associée a une variété de déficits cognitifs et
comportementales au cours de la vie (Wachs, 1995). L’alimentation va fournir 1’énergie et les
nutriments nécessaires a la maturation structurale et aux développement fonctionnel du systéme
nerveux (Morgane et al., 1993). La carence nutritionnelle dans cette période peut induire des
défauts morphogénétiques avec des conséquences délétéres pour le développement et
l'acquisition des processus physiologiques mirs (Dobbing, 1964; Winick e Noble, 1966; Noback
e Eisenman, 1981). Dans le systtme nerveux, la dénutrition peut produire des altérations

chimiques et structurels qui seront consolidés dans les tissus adultes (Morgane et al., 1978). Ces
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changements peuvent étre responsable d’ajustements fonctionnels, en particulier sur l'expression
comportementale (Wauben e Wainwright, 1999). Plusieurs régions du cerveau importantes pour
le controle de certains comportements peuvent étre endommagées de fagon irréversible par la
dénutrition au début de la vie (Plagemann et al., 2000a). Ainsi, le comportement, expression
maximale de la fonction nerveuse, dépend du développement adéquat de certaines régions du
systtme nerveux. Lorsque les agressions se concentrent pendant les périodes critiques
ontogénétiques de ce systéme, le développement ultérieur est compromis, donc les
comportements peuvent étre modifiés (Morgane et al, 1978).

Des études chez les animaux et chez ’homme ont montré 1'importance des analyses de la
maturation somatique pour évaluer la croissance et le développement ainsi que 1'état nutritionnel
(Fox, 1965; Smart e Dobbing, 1970; Barker et al., 1993). Chez ’homme, les évaluations du
poids, la hauteur et le périmétre céphalique en rapport avec 1'age sont largement utilisées (OMS,
1995). Le périmetre céphalique chez 'homme est lié€ a la taille du cerveau (Ivanovic et al., 1995;
Weaver e Christian, 1980) et il est prouvé que cette donnée peut réfléchir des carences
nutritionnelles qui ont eu lieu au début de la vie (Malina et al.., 1975; Spurr et al., 1983). Chez le
rat, il existe des mesures similaires de la croissance somatiques et des caractéristiques physiques
(Smart e Dobbing, 1971; Silva et al., 2005; Deir6 et al., 2006). Différentes études ont évalué la
maturation des caractéristiques physiques comme: 1’ouverture du pavillon auditif, I’ouverture du
conduit auditif, I’irruption des incisives supérieures, I’irruption des incisives inférieures ou
encore I’ouverture des yeux pendant le développement somatique (Fox, 1965; Smart e Dobbing,
1971; Deir6 et al., 2006). La dénutrition néonatale est capable de réduire les mesures de
croissance somatique et de retarder 1'apparition des caractéristiques physiques (Silva et al., 2006).

Les mesures de maturation somatique caractérisent ainsi non seulement le développement du
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cerveau, mais aussi celui du corps et sont des indicateurs du développement normal (Silva et al.,
2006).

Ainsi, le développement post-natal implique la maturation des différents systémes (Fox,
1965). Des tests neurologiques et comportementaux servent aussi d’indicateurs du
développement normal. Dans le travail de Fox (1965) chez la souris, plusieurs réponses réflexes
peuvent étre prises comme référence: préhension palmaire, récupération du décubitus, placement
par les vibrissae, aversion au précipice, géotaxie négative, réponse au bruit et réaction de
redressement pendant la chute. Aussitot la naissance, les réponses sont faibles et lentes (Fox,
1965). A partir du deuxiéme jour de vie, chez la souris, ces réponses deviennent fortes et
vigoureuses, en particulier celles qui sont en rapport avec l'orientation corporelle et la localisation
du téton de la mére comme la réponse de récupération du décubitus et de géotaxie négative (Fox,
1965). Les réflexes de récupération du décubitus et de géotaxie négative sont en rapport avec les
modeles de locomotion de la souris nouveau-né (mouvements de traquer et “pivoting”) (Fox,
1965). Le "pivoting" semble étre un type d'activité locomotrice de recherche, tandis que le
traquer est une réponse a un stimulus ciblé unidirectionnel (Fox, 1965). Parmi les réflexes,
certains sont en rapport avec la survie de I'animal comme I’aversion au précipice. Au départ, ces
réponses sont faibles, mais au cours du développement musculo-squelettiques des animaux, elles
deviennent fortes et sont facilement reconnues (Fox, 1965). Le réflexe de préhension palmaire
simule la réponse de Babinski chez I'homme (Fox, 1965). Les réflexes de réponse au bruit,
placement par les vibrissae, réaction de redressement pendant la chute, cependant, ont besoin
d’un développement plus important des systémes organiques. Fox (1965) référe que le
développement de I'audition est nécessaire pour la réponse au bruit, tandis que pour les réflexes
de placement par les vibrissae et la réaction de redressement pendant la chute, les animaux ont

besoin d'une plus grande coordination motrice, afin qu'ils puissent les accomplir. L'étude du
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modele de maturation réflexe est donc utilis¢é pour démontrer la maturation appropriée du
systéme nerveux central au cours du développement (Smart et Dobbing, 1971).

Les réflexes primitifs sont constitués par des réponses involontaires, dont beaucoup sont
manifestes, méme avant la naissance (Mandich et al., 1994; Ungerer et Sigman, 1983). Ces
réflexes sont intégrés dans les comportements volontaires développés plus tardivement, et sont
les unités de base de la coordination a partir desquels seront possibles les organisations plus
complexes du comportement (Olhweiler et al., 2005). L'étude de I’ontogénese réflexe est donc
d’une grande importance pour I'évaluation de 1'intégrité fonctionnelle de I'individu (Olhweiler et
al., 2005), vue qu’elle représente une étape initiale du développement moteur et servira de base

pour 1'étude de 1'évolution de l'activité locomotrice.

2. Objectifs

Général
Evaluer les répercussions de la dénutrition intra-utérine sur le développement du

systéme locomoteur chez le rat.

Specifiques
% Accomplir l'analyse histologique pour observer I’effet de la dénutrition intra-utérine sur la

distribution de différents types de fibres musculaires au sevrage et a 1'age adulte.
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*

Accomplir I’analyse des propriétés mécaniques de deux muscles différents, le soleus
(muscle postural) et I’Extensor Digitorum Longus (EDL, muscle phasique) au 25° et 90°
jour de vie post-natal, apres la dénutrition gestationnelle.

Evaluer le développement somatique et sensori-moteur, aprés l'agression gestationnelle
nutritionnelle, a travers la vérification du développement des caractéristiques physiques et
de I'ontogenése de réflexes pendant la période néonatale;

Analyser le développement de 1'activité locomotrice de la période de 'allaitement jusqu’a
I'age adulte;

Evaluer les répercussions précoces et tardives de l'agression nutritionnelle pendant la

gestation.

3. Hypothéses

La dénutrition prénatale entraine des changements persistants dans les proportions des
types de fibres des muscles soleus et EDL.

La dénutrition prénatale est a 1’origine de modifications persistantes des propriétés
mécaniques.

Le retard dans la maturation des caractéristiques physiques, dans I'ontogenése des réflexes
et les changements dans la structure et la fonction des muscles squelettiques suite a la
dénutrition prénatale influencent le développement de I'activité locomotrice.

Les modifications de Il'activité locomotrice liées a la dénutrition prénatale sont

persistantes jusqu'a la vie adulte.
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1. INTRODUCAO

A desnutricdo ¢ um problema de saude publica que compromete o desenvolvimento fisico
e mental do individuo, interferindo no crescimento econdmico e social das comunidades (Chaves,
1978). Numa tendéncia iniciada nos anos 70, a desnutri¢do infantil segue em queda no Brasil,
mas ainda esta associada a mortalidade de muitas criancgas anualmente (FAO, 2000; Batista-Filho
e Rissin, 2003; Unicef, 2006). Grande parte das criangas atingidas pela desnutricdo consegue
sobreviver, esses individuos sao classificados como portadores de desnutri¢do pregressa (Santos
et al., 1995).

Os efeitos deletérios de uma nutricdo inadequada durante a gestacdo e a lactacao
constituem severos fatores de risco para a saude (Morgane et al, 1993). Evidéncias
epidemioldgicas mostraram que a desnutricdo durante a vida fetal e a infincia predispde a
doengas na vida adulta (Forsdahl, 1977). Esse processo estaria relacionado a um mecanismo
chamado “programagdo” em que um estimulo ambiental durante um periodo critico do
desenvolvimento, tem efeitos permanentes na estrutura e fungdo do organismo (Lucas, 1991). A
desnutricdo durante essas fases podera comprometer de forma definitiva o desenvolvimento e
crescimento de um ser vivo (Holemans et al., 2003). O periodo gestacional ¢ de grande
importancia para o desenvolvimento do sistema locomotor (Maltin et al., 2001). Uma nutri¢cao
adequada ¢é essencial para o bom desenvolvimento desse sistema (Gramsbergen e Westerga,
1992). Em condi¢des nutricionais desfavordveis, tanto o crescimento quanto a adaptacao
funcional do sistema locomotor pode sofrer repercussdes negativas (Gramsbergen ¢ Westerga,

1992).
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Dentre os mamiferos, o ser humano executa de forma particular uma extensa gama de
movimentos funcionais, com alto grau de controle e grande plasticidade (Smith et al., 1997). No
tocante a avaliacdo da maturidade do sistema nervoso do lactente ¢ digno de nota o
comportamento reflexo. O crescente interesse pelo desenvolvimento motor focaliza também a

biomecanica do desempenho motor (Zernicke e Schneider, 1993).

O musculo esquelético representa cerca de 40% da massa corporal total (Maltin et al.,
2001). Os musculos desempenham tanto um trabalho dinamico, que permite a locomogdo e o
posicionamento dos segmentos corporais no espaco, quanto um trabalho estatico, responsavel
pela manutengdo da postura corporal (McComas, 1996). Além disso, pode ser usado como um
reservatorio de aminoacidos que o organismo pode langar mao diante da necessidade (Maltin et
al., 2001). O desempenho muscular estéd relacionado a sua massa e sua capacidade funcional em
termos de sua habilidade para gerar forga, velocidade e duragdo do movimento (Maltin et al.,
2001).

Estudos s3o necessarios para se compreender como a programagao fetal pode influenciar
o desempenho do adulto posteriormente (Ozanne et al., 1996; Ozanne et al., 2003). Nesse
trabalho serdo investigadas alteragdes estruturais e funcionais envolvidas no sistema locomotor
diante da desnutricdo pré-natal capaz de programar alteracdes em diversos sistemas do

organismo.
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1.1. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA LOCOMOTOR

1.1.1.Desenvolvimento do Sistema Nervoso relacionado a motricidade

Em mamiferos, o crescimento estrutural e o desenvolvimento cumprem as etapas de
maturacdo de forma muito semelhante (Morgane et al., 1978; Morgane et al., 1993). Em
particular, os estudos dos aspectos anatdmicos, bioquimicos ¢ fisioldogicos desses organismos,
contribuem sobremodo para melhor compreender a ontogénese do sistema nervoso (SN) (Fox,
1965; Smart e Dobbing, 1971; Takakusaki, 2008). O desenvolvimento morfofuncional adequado
da estrutura nervosa ¢ a base para a expressdo locomotora nesses individuos (Morgane et al.,
1993).

Eventos seqiienciais apresentados pelo SN durante o desenvolvimento pré e pos-natal,
determinam a composi¢do neuroquimica ¢ a estrutura morfofuncional definitivas presentes no
adulto (Morgane et al., 1993; Morgane et al., 2002). O crescimento celular em qualquer sistema,
inclusive o SN, ¢ caracterizado por importantes etapas classicamente conhecidas como fase de
hiperplasia, hiperplasia com hipertrofia e fase de hipertrofia respectivamente (Winick, 1972;
Morgane et al., 1993). Como a estrutura do SN ndo ¢ homogénea, a proliferagao celular varia em
intensidade, de acordo com a regido, o tipo celular e a etapa do desenvolvimento (Winick, 1972;
Morgane et al., 1993). No cérebro de ratos, a divisdo celular vai até os 21 dias ap6s o nascimento;
j& no cerebelo, ndo ultrapassa os 16 ou 17 dias (Morgane et al., 1978).

No inicio da vida do Homem ha intensos e velozes processos de crescimento e

desenvolvimento dos tecidos neurais, estes periodos e seus eventos sdo criticos na constru¢ao do
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organismo (Morgane et al., 1993). No homem, as camadas do cortex cerebral sdo finalizadas
durante os ultimos meses da gestacdo e nos primeiros meses apos o nascimento (Thelen et al.,
1987). Parece que ao nascer e no ambiente intra-uterino, no periodo embriondrio e principalmente
no periodo fetal, os humanos temos muito mais células nervosas do que vamos utilizar ao longo
da vida e que esse excesso sera posteriormente destruido (Waters et al., 1994). Se considerarmos
os primatas, o nimero de neurdénios ¢ bem maior no nascimento do que o numero utilizado
durante a vida toda (Waters et al., 1994). Se pensarmos nos axonios, essa diferenca também ¢
similar. O mesmo acontece com os dendritos, prolongamentos ramificados do corpo celular dos
neurdnios, que recebem a informagao nervosa (Waters et al., 1994). Ao final do primeiro ano de
vida no homem a densidade das sinapses ¢ maxima, diminuindo para as densidades encontradas
nos adultos aproximadamente aos sete anos de idade (Thelen et al., 1987). A reducdo do nimero
de neur6nios parece ser um processo ativo, determinado pela genética (Thelen et al., 1987).

Os neurdnios motores inferiores e as fibras musculares derivam de tecidos embriondrios
bastante diferentes, mas o controle fino do movimento depende da correspondéncia precisa entre
esses dois componentes da unidade motora (Oppenheim, 1991). Logo depois que os neuronios
motores da medula espinhal e do tronco encefalico entram em contato as células musculares,
sofrem um periodo de morte celular programada que reduz o nimero de neurénios em cerca de
50% (Oppenheim, 1991). Acredita-se que essa redugdo ligeiramente agressiva seja necessaria
para que o numero de neurdnios motores corresponda ao musculo (Oppenheim, 1991). O
aumento na quantidade de musculo disponivel leva a maior sobrevida dos neurdnios motores,
enquanto a reducdo aumenta a morte dos neurdnios motores (Oppenheim, 1991). O
desenvolvimento defeituoso do musculo nessa fase critica pode estender ou reativar a morte

programada de neurdnios motores (Braun et al., 1995).
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No SN dos mamiferos, existe um primeiro periodo critico que € pré-natal e se refere a
neurogénese, gliogénese, migragdo e diferenciacdo celular (Morgane et al., 1993). Ha também um
segundo periodo critico correspondente ao crescimento rapido do cérebro, com mielinizagdo,
sinaptogénese evidentes e os eventos tardios da neurogénese, gliogénese, migragdo e
diferenciagdo celular (Dobbing, 1964; Morgane et al., 1993). No rato, todo este segundo periodo
¢ pos-natal durante a fase de aleitamento (Winick e Noble, 1966). J4 no homem, inicia-se no
terceiro trimestre do desenvolvimento intra-uterino, continuando-se por dois a quatro anos apos o
nascimento (Morgane et al., 1978; Carver, 1998). Durante os periodos criticos de
desenvolvimento, fatores intrinsecos e extrinsecos (epigenéticos) parecem ativar genes de
maneira seqiiencial em momentos diferentes (Abrous et al., 2005). Dentre esses varios fatores se
incluem os ambientais ¢ os ndo celulares que podem modificar, modular ou direcionar eventos
subseqiientes da cadeia do desenvolvimento no organismo (Abrous et al., 2005).

Durante os “periodos criticos” do desenvolvimento do SN, este sistema parece estar mais
vulneravel a agressoes (Morgane et al., 1978). A vulnerabilidade do SN as injirias ambientais
durante o seu desenvolvimento estaria, dentre outros fatores, relacionada ao potencial do agente
agressor ¢ também ao periodo de exposicdo deste sistema a essas agressdes (Rice e Barone,
2000). Embora saibamos que o sistema nervoso humano e de outros mamiferos é extremamente
flexivel e plastico, varias evidéncias experimentais e clinicas demonstram que agressdes nestes
periodos criticos podem modificar os eventos ontogenéticos seqiienciais com efeitos diversos e
persistentes (Dobbing, 1970; Morgane et al., 1993, Manhaes de Castro et al., 2001, Barreto-
Medeiro et al., 2002; Deiro6 et al., 2006).

O desenvolvimento motor seguiria uma seqiiéncia rigida da reagdo reflexa ao
comportamento voluntario, sendo os reflexos inibidos a medida que ocorre a maturagdo dos

centros superiores (Zernicke e Schneider, 1993). Assim, durante o processo de maturacdo do
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sistema nervoso central (SNC) ocorre mielinizagdo, arborizagdo e formacao de sinapses das
células nervosas, que aos poucos vao inibindo as atividades reflexas primitivas, passando por
uma fase de transicao e, por ultimo, assumindo o comando voluntario dessas atividades (Paine et
al., 1964). Significando a etapa inicial na organizagdo sensorio-motora, os reflexos primitivos, da
mesma forma que no ser humano, favorecem no rato suas primeiras movimentagcdes no meio
externo, com fungdo de estimulagdo sensorial e proprioceptiva (Fox, 1965; Barros et al., 20006).
Se analisados em detalhe, pode-se perceber o quanto cada reflexo primitivo se relaciona com a
expressao comportamental motora mais elaborada; ou seja, & postura e aos movimentos
(Fox,1965).

Durante os primeiros dias de vida no rato, as atividades locomotoras caracterizam-se por
uma inter-relagdo entre a expressdo de padrdes ritmicos de movimento e a agdo do sistema
vestibular, diante das necessidades atribuidas a gravidade (Clarac et al, 1998). A partir do
controle da cabega ¢ dos membros anteriores adquiridos na primeira semana pds-natal, segue-se
uma matura¢do funcional mais rapida dos membros posteriores, a maturagdo da locomogao

evolui no sentido rostro-caudal (Clarac et al, 1998; Vinay et al, 2005).

No rato, a maioria das proje¢oes descendentes do cérebro alcanga a medula dias antes do
nascimento, entre elas encontram-se as vias reticulo e vestibuloespinhais, e as projecoes
serotoninérgicas e noradrenérgicas, envolvidas na iniciacdo e na modulagdo de padrdes motores
(Lidov e Molliver, 1982; Clarac et al, 2004). Projegdes essas que sdo apenas parcialmente
funcionais embora possam ativar padrdes motores ritmicos semelhantes ao movimento de nadar
ou rastejar; todavia, por volta do final da segunda semana pds-natal, seu desenvolvimento estara
completo (Clarac et al., 2004). Assim, seguindo a maturagdo do sistema vestibular, das vias

descendentes e da regulagdo dos reflexos posturais, a marcha ou a corrida, atividades locomotoras
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mais complexas, desenvolver-se-ao a partir desta época pos-natal (Brocard et al, 1999; Clarac et
al 2004). Com as modificagdes intrincadas e interligadas que acompanham o processo de
crescimento e desenvolvimento dos sistemas fisiologicos, aprimoram-se as habilidades funcionais

(Purves, 1994; Burns, 1999, Massion, 1998).

O desenvolvimento motor é o processo de mudanga no comportamento motor, o qual esta
relacionado a idade, com a postura ¢ com o movimento (Goldberg e Sant, 2002). O
comportamento locomotor depende de fatores como a intenc¢do do ser e do seu estado emocional
(Takakusaki, 2007). A posi¢ao bipede no ser humano ¢ construida desde o nascimento, através de
sensacdes de movimento (Bril, 1997). Embora haja um esquema pré-estabelecido geneticamente
para a formacao desta postura (Bril, 1997), os reflexos primitivos exprimem as manifestagoes
iniciais do neonato, esses evoluirdo posteriormente para comportamentos mais elaborados e
definitivos (Bly, 1996; Bril, 1997; Massion, 1998; Schmid et al, 2005). Para o desempenho motor
otimo, no entanto, ¢ necessario nao apenas o desenvolvimento adequado do SN, mas que o

muscular o seja também.
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1.1.2. Desenvolvimento do Sistema Muscular

O musculo esquelético ¢ essencial para a locomocdo e manutengao da postura (Lefaucher et
al., 2003). As células primordiais do mesénquima responsaveis pela formagao do tecido muscular
estriado esquelético passam por um processo de citodiferenciagdo, formando o mioblasto
(Buscher e Belmonte, 1999) (Figura 1). As células nesse estagio intermediario ja sdo
caracterizadas como estruturas diferenciadas dentro da linhagem miogénica, sendo designadas

células precursoras miogénicas (CPMs) (Cornelison e Wold, 1997; Seale e Rudnicki, 2000).

A progressdao de uma célula do mesénquima, por meio dos estidgios de determinagdo,
proliferacdo, citodiferenciagdo e ativacdo do programa genético muscular especifico, sdo
reguladas pela expressdo orquestrada de fatores de transcricdo (FT) especificos, conjuntamente
conhecidos como fatores regulatorios miogénicos (FRMs) (Hawke e Garry, 2001). Entre eles,
destacam-se os membros da familia Myo-D, representada pelos fatores Myo-d, myf-5, MRF-4 e
miogenina (Hawke e Garry, 2001). O papel especifico de cada um desses FT sobre a miogénese,
assim como durante a regulacdo génica das células maduras, t€ém sido alvo de investigacgdo,
considerando-se a incompleta compreensdo de suas fungdes (Hawke e Garry, 2001). Acredita-se
que os fatores Myo-D e myf-5 estejam relacionados aos processos de determinagdo e proliferacao
das CPMs, sendo os demais relacionados a fase de diferenciacdo terminal e fusdo (Cornelison e
Wold, 1997; Seale e Rudnicki, 2000).

Logo apds, a diferenciagdo das células mesenquimais em mioblastos, essas células
primordiais se fundem para formar estruturas cilindricas, alongadas e multinucleadas — os

miotubos (Barbet et al., 1991) (Figura 1). Os miotubos, que se formam a partir da fusdo dos
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mioblastos, se distinguem por seu contetido em diferentes tipos de miosina (Barbet et al., 1991).
Os miotubos primarios aparecem, em ratos entre o 14° dia e o 16° dia embrionario ou no homem
entre a 6° ¢ a 8° semanas de gestacdo e dio origem as fibras lentas (Rubinstein e Kelly, 1981;
Condon et al., 1990; Barbet et al., 1991). Os miotubos secundarios comegcam a aparecer a partir
do 17° embrionario no rato ¢ a partir da 8° semana de gestagdo no homem e dao origem as fibras

de contragdo rapida (Rubinstein e Kelly, 1981; Condon et al., 1990; Barbet et al. 1991).
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Figura 1. Formacdo das fibras musculares a partir de células primordiais do mesénquima

(segundo Carlson, 2005).

37



A massa muscular depende do numero e tamanho das fibras musculares (Maltin et al.,
2001). Autores referem que antes ou logo apds o nascimento encerra-se a formacao de novas
fibras musculares (Ontell e Dunn, 1978; Ontell e Kozeka, 1984). No entanto, foi evidenciado
aumento no nimero de fibras musculares apds o periodo pds-natal e a ocorréncia de hiperplasia e
regeneragao do musculo na idade adulta (Rayne e Crawford, 1975; Tamaki et al, 1992, Tamaki e
Uchiyama, 1995). Ao longo da miogénese, nem todos os mioblastos se diferenciam em fibra
muscular, alguns permanecem unidos as fibras musculares sem se diferenciar (Barbet et al.,
1991). Eles devem dar origem as células satélites que poder intervir notadamente no crescimento
pos-natal do musculo e na reconstituicdo das fibras lesadas (Koishi et al., 1994; Fuchtbauer et al.,
1992) (Figura 1). As células satélites continuam a contribuir para a hiperplasia quando o mtisculo
¢ submetido a processos de treinamento ou aumento de atividade (Tamaki et al, 2002).

Os musculos aumentam em comprimento € em espessura a fim de crescerem junto com o
esqueleto (Maltin et al., 2001). A hipertrofia das fibras e o aumento da massa muscular
caracterizam a maturacdo do musculo (Maltin et al., 2001). Distintos tipos de fibras musculares
constituem os musculos esqueléticos dos mamiferos adultos (Punkt et al., 2004).

O musculo esquelético ¢ essencialmente caracterizado pelas isoformas de miosina de
cadeia pesada (MHC - miosyn heavy chain) especificas que sdo proteinas miofibrilares (Pette e
Staron, 2000). Diferentes isoformas MHC s3o expressas durante o desenvolvimento das fibras
musculares (Pette e Staron, 2000). Dentre as isoformas MHC encontradas nos musculos
esqueléticos estdo: duas isoformas de desenvolvimento (embriondria e fetal/perinatal/neonatal),
uma isoforma lenta (MHC I/B) e trés isoformas rapidas: MHC Ila, MHC IIx (MHCIId) e MHC
IIb (Staron et al., 1993; Pette e Staron, 2000). A expressao singular de cada uma destas isoformas

na fibra resulta no aparecimento dos diferentes tipos de fibras (Talmadge, 2000). Assim, as fibras
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tipo I, compostas por MHC I, sdo resistentes a fadiga e caracterizadas por uma reduzida
velocidade de encurtamento (Talmadge, 2000; Caiozzo et al., 1996). As fibras rapidas tipo Ila,
constituidas por MHC Ila que tem uma velocidade de contragdo rapida e sd3o pouco fatigaveis
(Billeter et al., 1981 ; Punkt et al., 2004 ; Talmadge, 2000; Caiozzo et al., 1996 ;Vescovo et al.,
2001) e as fibras tipo IIb, constituidas por MHC IIb, possuem contracdo rapida e sdo fatigaveis
(Billeter et al., 1981 ; Punkt et al., 2004 ; Talmadge, 2000; Caiozzo et al., 1996 ;Vescovo et al.,
2001). As fibras tipo IIx sdo constituidas por isoformas MHC IIx, apresentam contracdo rapida,
mas elas ndo conseguem sustentar esta contragdo por muito tempo (Caiozzo et al.,
1996 ; Talmadge, 2000;Vescovo et al., 2001). Uma grande porcentagem de fibras musculares
expressa mais de uma isoforma de MHC (Caiozzo et al., 1996 ; Talmadge, 2000;Vescovo et al.,
2001). Estas fibras sdo denominadas fibras intermediarias, ou hibridas (Caiozzo et al.,
1996 ; Talmadge, 2000;Vescovo et al.,, 2001). As fibras hibridas representam estagios
intermediarios de um processo de transicdo, que pode ser estimulado pelo treinamento ou
detreinamento, ou pelo envelhecimento (Caiozzo et al., 1996; Talmadge, 2000;Vescovo et al.,
2001).

Durante o desenvolvimento muscular em ratos, as primeiras fibras primarias expressam
MHC embrionaria e lenta, mas em seguida, em algumas destas fibras, esta expressdo ¢ perdida e
a MHC neonatal é expressa (Condon et al., 1990; Lefaucheur et al., 1995). No 18°dia
embriondrio, a maioria das fibras primarias expressa a miosina neonatal (Condon et al., 1990). As
fibras secundarias expressam MHC embrionaria e neonatal, embora algumas delas mudem
posteriormente para MHC lenta (Condon et al., 1990; Lefaucheur et al., 1995).

Apds o nascimento, em roedores, as isoformas de desenvolvimento embrionaria e,
principalmente, a neonatal sdo predominantes nos musculos esqueléticos (Agbulut et al., 2003).

Em ratos, a manifestagdo da MHC tipo I (lenta) durante o desenvolvimento dos musculos lentos,
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ex. o solear do rato, parecem coincidir com a diminui¢ao na expressao da isoforma embrionaria
(Adams et al., 1999). Enquanto que nos musculos rapidos, por exemplo, o extensor longo dos
dedos (EDL), a transformagdo para o padrio fenotipico adulto das MHC parece envolver
mudangas entre as isoformas neonatal e rapida (Adams et al., 1999). A conversdo das isoformas
neonatal para MHC réapida adulta foi observado na primeira semana pés-natal no musculo
gastrocnémio de ratos (Butler-Browne et al., 1982).

Em ratos, no periodo pds-natal, os musculos rapidos e lentos apresentam proporgdes
aproximadamente semelhantes de fibras rapidas e lentas antes de se iniciar a diferenciagdo
(Ishihara e Taguchi, 1991). Na primeira semana pods-natal, aproximadamente 50% das fibras do
solear, por exemplo, sdo rapidas, enquanto entre o primeiro e¢ segundo més de vida esse
percentual cai para aproximadamente 10% (Wigston e English, 1992). A proporgao de fibras tipo
I aumentou do 8° ao 75° dia pods-natal no solear, enquanto o EDL essa propor¢ao de fibras tipo |
diminuiu do 8° ao 21° dia pds-natal (Punkt et al., 2004). Os subtipos de fibras rapidas foram
visiveis somente nos estagios tardios ¢ as fibras Ila e IIb foram vistas aos 21 dias de vida pos-
natal (Punkt et al., 2004).

Uma importante caracteristica do musculo esquelético ¢ sua plasticidade (Harrison et al.,
1996). O padrdo fenotipico de fibras musculares durante o desenvolvimento ¢ dependente de
fatores neurais e humorais (Pette e Vrbova, 1985; Grambke et al., 1983), além disso, a atividade
contratil muscular também influencia a tipologia muscular (Baldwin e Haddad, 2001). Durante o
desenvolvimento, os musculos se adaptam para realizar fungdes especializadas e distintas
(Agbulut et al., 2003). Isto ¢ refletido na composi¢ao e no nivel de expressao das isoformas MHC
dentro do musculo (Agbulut et al., 2003). A propor¢ao das isoformas dos musculos durante o
crescimento e desenvolvimento esta relacionada a maturagao funcional destes musculos (Gojo et

al., 2002).
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Segundo o padrao funcional, os musculos esqueléticos apresentam um perfil de tipos de
fibras bem definido ao desmame, em ratos (Punkt et al., 2004). Nesse periodo, os filhotes
abandonam o ninho, e estdo prontos para exercer com independéncia suas fungdes motoras na

locomogao e habilidades comportamentais diversas (Punkt et al., 2004).

Na maioria dos vertebrados, seja numa fase precoce do periodo pods-natal, ou na idade
adulta, a hipertrofia muscular, estd sob o controle do estresse mecanico (Kadi e Thornell, 2000).
Um musculo hipoativo ou treinado esta sujeito a mudangas na for¢a maxima, na distribui¢ao
entre os distintos tipos de fibras constituintes, assim como em suas propriedades mecanicas
contrateis e elasticas (Goubel e Marini, 1987; Almeida-Silveira et al., 1994; Canon e Goubel,

1995; Canon et al., 1998).

1.1.3. Desenvolvimento da Atividade Locomotora

A locomogao ¢ essencial para a sobrevivéncia dos mamiferos e é controlada de forma fina
e precisa ao sistema nervoso (Purves, 1994; Burns e MacDonald, 1999; Massion, 1998). As
habilidades motoras funcionais vao se aperfeicoando a medida que se consolida o processo de
desenvolvimento do sistema locomotor, juntamente com as mudancas complexas e interligadas
que acompanham o crescimento e maturagdo dos sistemas organicos (Purves, 1994; Burns e
MacDonald, 1999; Massion, 1998). O desenvolvimento fisico influencia o desenvolvimento
perceptual e viso-motor (Purves, 1994; Burns e MacDonald, 1999; Massion, 1998). O

desenvolvimento sensério-motor depende do meio, da estimulagdo recebida desde o nascimento
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(Purves, 1994; Burns e MacDonald, 1999; Massion, 1998). As ocorréncias de transtornos,
limitagdes a livre movimentagdo ou restricdes nutricionais alteram o processo de
desenvolvimento. No diagnodstico dos déficits relacionados a mudancas do desenvolvimento
neuromuscular e psicomotor no inicio da vida, o exame da ontogénese motora ¢ sem duvidas uma
ferramenta importante (Eikman et al., 2002).

Tema de pesquisas e de proposicdes tedricas € a natureza e a fung¢do dos reflexos (Fox,
1965; Zernicke e Scheneider, 1993). Ha algum tempo atrds se acreditava que os reflexos
neonatais eram inibidos para que o comportamento maduro pudesse se estabelecer (Zernicke e
Scheneider, 1993). Atualmente, a proposicdo mais aceita ¢ de que esses comportamentos
precoces sdo pré-funcionais (Zernicke e Scheneider, 1993). Assim, a medida que o ser em
desenvolvimento se locomove, entra em contato com seu ambiente; o reflexo primitivo, que seria
a forma imatura da acdo motora, expressao do padrio congénito, se aperfeicoaria em dire¢cdo ao
comportamento motor adequado a tarefa e situagao (Zernicke e Scheneider, 1993).

Em cada espécie, os eventos relacionados ao desenvolvimento motor seguem uma
seqiiéncia caracteristica e pré-determinada (Fox, 1965; Smart e Dobbing, 1971; Gramsbergen,
1998). Em murinos, hd uma seqiiéncia ontogenética para o desenvolvimento motor (Fox, 1965;
Smart ¢ Dobbing, 1971; Gramsbergen, 1998). Constata-se periodo inicial de movimentacao
reflexa, cujas atividades permitem a conservagao da temperatura corporal e a posterior aquisi¢ao
de um controle voluntario (Fox, 1965). Exames ultra-sonograficos em humanos revelaram no feto
a presenca de padroes motores semelhantes aos descritos no recém-nascido (Hertz et al., 1979;
De Vries et al., 1982). Por volta da 18 semana de gesta¢ao, o feto comeca a empurrar os pés
contra a parede uterina. Esta propulsdo, as vezes referida como saltos, permite que o feto
modifique sua posi¢ao, ajudando-o mais tarde a colaborar durante o parto (Hertz et al., 1979; De

Vries et al., 1982). Durante o sétimo més de gestagdo foram observados movimentos reciprocos
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dos membros, chamados “de locomog¢ao”, em vista de sua semelhanca com a marcha (Hertz et
al., 1979; De Vries et al., 1982). Esses dados confirmam a opinido que o substrato neuroldgico
para a produgdo de diversos comportamentos motores estd disponivel em época muito precoce do
desenvolvimento, que ele estd presente ao nascimento € que os primeiros movimentos sao pré-
funcionais, no sentido de se modificarem para dar lugar aos atos motores maduros (Hertz et al.,
1979; De Vries et al., 1982). No fim da segunda semana de vida pds-natal, os padrdes de
movimento e locomog¢do tornam-se mais similares aqueles do adulto (Fox, 1965). Esta
semelhanca dos movimentos aqueles do adulto ¢ nitida ao desmame (Walton et al. 1992). Esses
padroes de movimento e locomogdo, porém, ainda se desenvolvem nas fases de crescimento e

maturagdo sexual, com grande refinamento da coordenacgao (Walton et al. 1992).

1.2. DESNUTRICAO E SUAS CONSEQUENCIAS SOBRE O SISTEMA LOCOMOTOR

1.2.1. Programagdo

Estudos epidemiologicos e em animais demonstram que estimulo ambiental durante
periodo critico do desenvolvimento causa efeito em longo prazo e repercute na idade adulta
(Hales e Barker, 1992; Toscano et al., 2008a e b). A desnutri¢do no periodo fetal ou neonatal

predispde o individuo adulto a doencas cardiovasculares e diabetes tipo I, ou aos fatores de risco
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associados como a hipertensao, intolerancia a glicose e hiperlipidemia (Forsdahl e Waaler, 1976;

Hales e Barker, 1991; Barker ¢ Osmond, 1986; Barker et al., 1989). A hipotese da influéncia

fenotipica (Thrifty phenotype hypothesis) surgiu com base nessas observagoes. Segundo Hales e

Barker, 1992, o organismo se adaptaria a um ambiente intra-uterino escasso ¢ adverso, € em

conseqiiéncia aproveitaria ao maximo a utilizacdo de nutrientes para assegurar sua sobrevivéncia.

Contudo, apds o periodo critico, havendo aumento na disponibilidade de nutrientes, as alteragdes

metabolicas do organismo poderiam predispor a obesidade e a diabetes tipo II (Hales e Barker,

1992).

O mecanismo ¢ ainda pouco claro, todavia parece se associar a uma “programac¢ao” na
vida fetal ou pos-natal, onde alteragdes ambientais acontecidas nestes periodos criticos de
desenvolvimento tém subseqiliente impacto molecular, estrutural, funcional sobre os sistemas
fisiologicos (Lucas, 1991). De qualquer forma, parece que o organismo disponibiliza
processos adaptativos de forma a resistir as agressdes (Hales e Barker, 1992). Estas
sinaliza¢des exdgenas ou endogenas no inicio da vida em organismo em desenvolvimento
disparam mecanismos de programagdo que podem ecoar adversamente na vida adulta (Lucas,

1991).

Os seres vivos que preservam a sua plasticidade durante o desenvolvimento, de modo
geral, parecem ser mais aptos as alteragdes ambientais (Hales e Barker, 1992). Por outro lado,
em conseqiiéncia dessas alteragdes, um organismo que tem precocemente no desenvolvimento
fixo seu fenotipo sofre maiores danos (Bogin, 1999). Desta forma, a selegdo natural nao
favorece organismos inaptos que, no inicio do desenvolvimento, reduzem a habilidade em
adaptarem-se as alteragdes ambientais subseqiientes (Wells, 2007). As estratégias adaptativas

que compreendem a programacao estdo relacionadas tanto pela relacdo mae-filhote como pela
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carga genética (Wells, 2007). Uma questdo de interesse ¢ o conhecimento de como a
memoria destes eventos ¢ armazenada ao longo da vida apesar de uma continua divisdo e
diferenciagdo celulares (Wells, 2007). O mecanismo proposto inclui efeitos adaptativos sobre
a expressdo de genes transmitidos para a progénie de células originalmente programadas
(Lucas et al.,, 1999). O ambiente nutricional prévio pode estimular uma selecdo clonal
adaptativa ou proliferagdo e diferenciacdo celular de forma que a quantidade e proporg¢ao de

células em um tecido sdo permanentemente afetadas (Lucas, 1998).

A influéncia do ambiente na expressdo do codigo genético corresponde a nogdo de
epigenética (Young, 2001). Muitos genes requerem condi¢des especiais do ambiente para
ganharem expressao fisioldogica e comportamental, outros genes provavelmente nunca
encontrardo condigdes adequadas de expressdo (Young, 2001). Existem evidéncias de que o
estado nutricional materno pode induzir alteragdes da expressao de genes através da metilagao do
DNA e da modificacdo de histonas (metilagdo e acetilacdo) do genoma fetal (Smith et al., 2006).
Este fato pode fornecer o mecanismo molecular para o impacto da nutricio materna sobre a
programacao fetal e o “imprinting” gendmico (Smith et al., 2006).

Os “imprinted” genes sdo aqueles encontrados na placenta de mamiferos, marsupiais ¢
semente de plantas cuja expressdo depende de sua origem parental (Young, 2001). Em
mamiferos, muitos destes genes estdo envolvidos no crescimento fetal e sdo expressos tanto em
tecidos do feto como na placenta (Young, 2001). O papel dos “imprinted”’genes no feto e na
placenta de camundongos pode ser geneticamente distinto. Na placenta esses genes regulam o
crescimento ¢ a transferéncia especifica de nutrientes (Constancia et al., 2002; Angioloni et al.,

2006).
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A nutri¢ao deficiente da fémea antes da implantagao no utero do ovo pode retardar o
crescimento e desenvolvimento do embrido que é também particularmente sensivel as agressoes
no inicio da gestacdo (McCrabb et al., 1991). J4 no meio da gestagdo, a placenta cresce mais
rapidamente que o feto; portanto, a desnutri¢do pode interferir no crescimento fetal através de
mudangas na interacdo feto-placentaria (McCrabb et al., 1991). A nutri¢do deficiente na gestagao
leva ao retardo imediato no crescimento fetal, retarda a velocidade de crescimento fetal de modo
irreversivel com diminuicdo do comprimento ¢ do peso ao nascer (Mellor e Murray, 1982;
Barker, 2001). Dessa forma, a integridade da fun¢do placentaria do feto desnutrido parece ser
mantida, a custa da redugdo da velocidade do seu proprio crescimento (Barker, 2001). Assim, a
desnutricdo fetal nas diferentes fases da gestacdo pode produzir neonatos com distintas
dimensdes corporais totais ou mesmo similares, mas com diferencgas acentuadas na propor¢ao dos
diversos 6rgaos (Barker, 2001). A desnutri¢do materna durante a gestacdo diminui o niimero de
células na massa celular do feto, o que estd associado a redugdo do peso ao nascer ¢ do
crescimento pos-natal e com as alteragdes nas proporgdes dos pesos dos orgdos em relagdo ao
peso corporal (Kwong et al., 2000).

O organismo desnutrido pode alterar seletivamente a velocidade relativa de crescimento
dos diferentes 6rgdos, de acordo com prioridades que podem variar com o sexo (Ozanne e Hales,
1999). Ajustes metabolicos de varios tecidos, a fim de que a prole possa ser programada, para
sobreviver a condigdo pos-natal de nutri¢do precaria, podem ocorrer no tecido adiposo, no figado,
e no musculo (Ozanne e Hales, 1999).

O estado nutricional durante periodo critico de desenvolvimento ¢ um indutor da
programacao e ¢ importante foco de estudos (Hales e Barker, 1992). Um modelo de estudo, ¢ o
de manipulagdo do percentual da dieta fornecida ao rato que se quer submeter a desnutrigdo,

geralmente restringindo a 30 a 50% daquela do consumo normal do controle de acordo (Woodall
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et al., 1996; Bayol et al., 2004). Houve atraso no crescimento pos-natal e aumento na pressao
arterial na idade adulta conseqiiente a restri¢ao da dieta (30% da dieta consumida pelo controle ad
libitum) durante a gestacdo e apds recuperacdo na lactacdo em ratos (Woodall et al., 1996).
Filhotes nascidos de maes alimentadas com 40% da dieta ad libitum fornecida ao grupo controle
apresentaram menor taxa de crescimento quando comparados ao grupo controle (Bayol et al.,
2004).

Outro modelo animal de estudo bem estabelecido ¢ a submissdo de maes a dieta
normoprotéica (com 18-20% de proteina, caseina) ou a dieta hipoprotéica (7% a 8% de proteina,
caseina), e em seguida no periodo de lactacdo ou no desmame, fornecer aos seus filhotes dieta
padronizada (Bennis-Taled et al., 1999; Snoeck et al., 1990). Fetos de maes submetidas a dieta
hipoprotéica apresentam alteragdes metabdlicas em longo-prazo (Bennis-Taled et al., 1999;
Berney et al., 1997; Passos et al., 2000; Lesage et al., 2002; Ozanne ¢ Hales, 1999). Em ratos
machos, a restricdo de proteina na dieta altera o desenvolvimento reprodutivo aos 70 dias de
idade (Zambrano et al., 2005). Déficit estrutural no rim, inclusive com reduc¢do da pressdo arterial
média, foi observado em ratos adultos (135 dias de idade), submetidos a dieta hipoprotéica (8%
de caseina) durante o periodo pré e pds-natal, quando comparados aos seus pares normoprotéicos
(20% de caseina) (Hoppe et al., 2007). Portanto, ndo somente restricio da quantidade total de
dieta, mas também do tipo de nutriente, particularmente a restrigdo de proteinas, durante o
periodo critico do desenvolvimento, podem induzir alteracdes na taxa de crescimento do filhote.

Ha recentes investigagdes sobre o efeito da desnutricdo precoce sobre o desenvolvimento
muscular (Ozanne et al., 1996; Ozanne et al., 2003). O musculo, principal local de consumo de
glicose pos-prandial, tem também sido alvo de estudos (Ozanne et al., 1996; Ozanne e Hales,
1999). O musculo solear de ratos aos 15 meses de idade e que foram submetidos a desnutrigao

fetal apresentam menor sensibilidade a insulina quando comparado ao controle normoprotéico
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(Ozanne et al., 2003). Por outro lado, Sampaio e colaboradores (2003) e Ozanne e colaboradores
(1996) referem que a desnutricdo durante a gestagdo ou durante o periodo pds-natal precoce
aumenta a sensibilidade a insulina no musculo esquelético de ratos adultos. Este aumento parece
estar relacionado a expressao elevada de receptores de insulina no musculo (Ozanne et al., 1996;
Ozanne et al., 2003).

A desnutri¢do poderia produzir alteragdes no sistema neuro-musculo-esquelético, que
permitiriam ao organismo maior chance de sobrevivéncia durante a agressdo, mas poderiam
limitar sua capacidade funcional (Hales e Barker, 1992; Morgane et al., 1993; Ozanne et al.,
1996; Ozanne et al., 2003). Entretanto, sdo escassas as informagdes sobre agressdes no periodo
precoce da vida sobre o desenvolvimento estrutural e funcional do sistema locomotor. Diante
disso, levando-se em consideracdo a vulnerabilidade a agressdes neste periodo devido a
velocidade dos eventos celulares, deve ser igualmente considerado o risco de modifica¢des sobre
o desenvolvimento estrutural em sistemas organicos e em fungdes a eles relacionadas, a exemplo

das funcdes neuromusculares.
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1.2.2. Desnutricao e Sistema Nervoso relacionado a motricidade

A nutricdo perinatal pode influenciar de alguma maneira o processo de maturacao
neural (Morgane et al.,, 2002; Chang et al., 2003; Hernandes e Almeida, 2003). Todos os
nutrientes sdo fatores essenciais para consolidacdo do desenvolvimento organico, sendo a
desnutricdo um sério risco para organizacdo morfologica e funcional das estruturas do sistema
nervoso (Tonkiss et al., 2003; Perez-Torrero et al., 2003). Contudo, a proteina parece ser o
componente mais critico para o desenvolvimento de fung¢des nervosas (Morgane et al., 2002;

Chang et al., 2003; Hernandes e Almeida, 2003).

A desnutrigdo produz efeitos, nos processos organizacionais precoces de
neurogénese, migracao celular e diferenciagdo, ainda dentro do utero, como também fora dele;
ou seja; nos denominados periodos criticos de desenvolvimento (Morgane et al., 1993). Em
relacdo as etapas de desenvolvimento nervoso, as agressdes nutricionais a depender do tipo, da
severidade, da durac¢do e do periodo de ocorréncia, poderdo ocasionar alteragdes irreversiveis

mesmo apds recuperagdo nutricional (Morgane et al., 1993).

A desnutri¢do provoca alteragdes estruturais dos neur6nios tanto em animais
experimentais quanto em humanos, tais como: redu¢do do niimero (Rosso et al., 1970; Bedi,
2003) e da forma (Resnick et al., 1979; Borba et al., 2000). Assim, foram observadas mudangas
na composi¢do celular do cérebro, afetando as proporgdes dos diferentes tipos neuronais e
também gliais (Morgane et al, 1993). Verifica-se diminui¢d@o no tamanho e peso cerebral apos
desnutricdo precoce (Leuba e Rabinowicz, 1979; Marin et al, 1995; Kehoe et al., 2001).

Igualmente, ha alteragdes no desnutrido de eventos regressivos normais que prejudicam a

49



formacgdo dos circuitos neuronais inerentes a organizagdo cerebral, tais como: a morte celular
programada e a perda dos dendritos, além de atraso do processo de mielinizagdo (Noback e

Eisenman, 1981).

As alteracdes do SN no desnutrido t€m nitidas conseqiiéncias fisiologicas e
comportamentais (Smart ¢ Dobbing, 1971; Lynch et al., 1975; Morgane et al., 1993). No estudo
da depressdo alastrante, um indicador de funcionamento e desenvolvimento do Sistema Nervoso
Central, foi verificado que a desnutricdo no inicio da vida facilita a propagacao desse fenomeno
nervoso (Rocha-de-Melo e Guedes, 1997). Ocorre também retardo na ontogenia dos reflexos em
ratos, pior desempenho em testes de coordenacdo e atraso no desenvolvimento da locomogao,
tudo isto acompanhado de atraso no aparecimento de importantes caracteristicas fisicas (Smart e
Dobbing, 1971; Lynch et al.,, 1975; Gramsbergen ¢ Westerga, 1992; Barros et al., 20006).
Individuos submetidos a desnutrigdo neonatal apresentam alteragdes da agressividade que
parecem estar relacionadas ao baixo limiar para o “stress” (Levitsky e Barnes, 1972). As
respostas emocionais do durante a desnutricdo estdo exacerbadas em condigdes estressantes
(Levitsky e Barnes, 1970; 1972; Sobotka et al., 1974). Os processos de atengdo perturbados no
desnutrido dificultam as interagdes do organismo com o ambiente, induzindo freqiientemente aos

problemas de aprendizagem (Morgane et al., 1993).

Assim, a desnutricdo gestacional pode acarretar comprometimento no crescimento e
desenvolvimento do SNC dos descendentes (Ivanovic, 2000; Bhatia, 1991). Se essas
modifica¢des do SN provocadas pela desnutricao perinatal afetam o desempenho motor, de forma
independente, ou estdo associadas a danos também no sistema muscular, interferindo na

capacidade do individuo interagir com seu meio ¢ uma boa questdo cientifica. Ademais, ¢é
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relevante saber se as eventuais seqiielas da desnutricao sobre o sistema locomotor persistem apos

recuperagao nutricional.

1.2.3. Desnutri¢do ¢ Sistema Muscular

O sistema muscular apresenta periodos do desenvolvimento particularmente vulneraveis
aos insultos nutricionais (Bedi et al., 1982). Neste periodo, a desnutricio pode danificar
irreversivelmente a estrutura muscular (Bedi et al., 1982). A desnutricdo durante a gestagdo pode
reduzir a multiplicacdo celular; por conseguinte, diminuindo o numero das fibras e dos nucleos

musculares na prole (Bedi et al., 1982, Park et al., 2003; Bayol et al., 2004).

Em animais hd um periodo critico durante a gestagdo cuja incidéncia da desnutri¢do
materna altera a formacao da fibra muscular na prole (Dwyer et al., 1995). Para a formagao dos
miotubos secundarios, durante a ontogénese do musculo esquelético, o periodo gestacional ¢é
critico (Wilson et al., 1988). A desnutri¢do intra-uterina parece reduzir o numero da
subpopulagao de células miogénicas, limitando permanentemente o numero de miotubos

secundarios (Wilson et al., 1988).

A desnutrigdo em periodos precoces da vida, particularmente no periodo fetal, pode
induzir alteragdes metabolicas, estruturais e funcionais no musculo esquelético; dentre essas,
observam-se: diminui¢do do peso muscular (Bedi et al., 1982; Toscano et al., 2006),
modificag¢des estruturais nos sarcomeros (Oumi et al., 2000), e aumento na capacidade oxidativa

muscular (White et al., 2000). H4 também reducao na densidade de fibras no diafragma em ratos
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(Prakash et al.,1993) assim como alteragdes no metabolismo protéico nas miofibrilas,
ocasionando perda de massa muscular (Fiorotto et al., 2000). Varios trabalhos referem
modificagdes nas caracteristicas histolégicas dos musculos de animais desnutridos durante o
periodo critico de desenvolvimento (Bedi et al., 1982 ; Lefaucher et al., 2003 ; White et al.,
2000 ; Zhu et al., 2006). Entretanto, o conjunto desses trabalhos mostra uma heterogeneidade nos
resultados referidos (Bedi et al., 1982 ; Lefaucher et al., 2003 ; Zhu et al., 2006). A desnutri¢cdo
durante a gestacdo e aleitamento ndo modifica as porpor¢des dos diferentes tipos de fibras no
musculo solear, porém aumenta as fibras tipo I e tipo Ila e diminui as fibras tipo I1Ib no musculo
EDL de rato aos 180 dias de vida (Bedi et al., 1982). A desnutri¢do durante a primeira semana de
vida pds-natal aumenta as fibras tipo I e retarda a diminui¢do das fibras tipo Ila no musculo
longuissimo dorsal de porcos (Lefaucher et al., 2003). A desnutrigdo durante a gestagcdo, no
entanto, aumenta as fibras tipo IIb e diminui as fibras tipo Ila no musculo longuissimo dorsal de
ovelhas (Zhu et al., 2006).

Do ponto de vista das propriedades contrateis, nas fibras do musculo diafragma, Prakash e
colaboradores (1993) referem uma diminuicao da forca relativa desenvolvida no rato desnutrido
durante a gestacdo, enquanto que Brozanski e colaboradores (1993) ndo encontram nenhuma
modificagdo nos ratos desnutridos durante a gestacdo e¢ o aleitamento. No entanto, Wareham e
colaboradores (1982) encontraram um aumento na forga tetanica relativa desenvolvida pelo
solear e pelo extensor longo dos dedos de ratos aos 12 meses, desnutridos durante o periodo fetal

e de aleitamento.
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1.2.4. Desnutricao e atividade locomotora

A alimentag¢do materna deficiente ndo atinge apenas o crescimento do concepto, mas também
afeta altera um conjunto de comportamentos interativos materno-infantis, acarretando déficit na
conduta exploratoria do filhote (Massaro et al., 1974, Riul et al., 1999). A desnutri¢do neonatal
esta associada a uma variedade de déficits cognitivos e comportamentais através da vida (Wachs,
1995). A desnutri¢do promove retardo em comportamentos indicativos de desenvolvimento em

ratos, como o de dispersdo da ninhada (Massaro et al., 1974).

A reducdo da atividade locomotora comumente se associa a diminui¢do da interagao
social (Salas et al. 1998), ou a alteragdes no comportamento emocional em ratos neonatos (Smart
e Dobbing, 1971). Smart e Dobbing (1971) observaram aumento de movimentos de rotacdo em
ratos neonatos desnutridos que parecia dificultar o padrao de desenvolvimento do movimento
organizado. Nagy e colaboradores (1977) obtiveram resultados similares, e interpretaram a
“agitacdo comportamental” como sendo uma falta de inibi¢do do comportamento locomotor.
Reducdo do crescimento cerebelar seguidas de mudangas no padrio de movimentagdo sdo
observadas em ratos desnutridos (Lynch et al. 1975).

Os atrasos no desenvolvimento psiquico e motor em humanos podem estar associados a
desnutricdo precoce. Estudos indicam que baixos escores escolares se correlacionam
respectivamente a sinais de desnutri¢do pregressa e reducdo na coordenagdo motora (Ivanovic et
al, 1996; Benefice, 1999). Sdo evidentes os efeitos deletérios da desnutricdo precoce sobre o

desenvolvimento infantil em humano (Benitez-Bribiesca et al., 1999; Grantham-McGregor et al.,
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1987; Drewett et al. 2001), em particular na evolucao de comportamentos motores (Bhatia et al.
1979; Benefice et al., 1999).

Um ambiente adverso prenatal pode induzir ao desenvolvimento anormal do
comportamento alimentar ¢ do desempenho para exercicio (Vickers et al., 2003). E de grande
importancia compreender como a locomogdo poderd ser afetada diante de uma agressdo
nutricional num periodo critico para o desenvolvimento de sistemas envolvidos no

desenvolvimento motor.

1.3. ESTUDO DAS CARACTERISTICAS DO SISTEMA LOCOMOTOR

1.3.1. Estudo das propriedades mecanicas musculares

As diferentes propriedades mecanicas distinguem-se entre si, estando o musculo
esquelético no estado ativo ou passivo (Close, 1972). Diante da sua complexidade, a analise das
propriedades mecanicas do musculo esquelético foi viabilizada através do desenvolvimento de
uma seqiiéncia historica de modelos tedricos. Assim, em 1927, Levin ¢ Wyman realizaram uma
tentativa de modelizagdo do comportamento mecanico do musculo esquelético. Em 1935, Fenn e
Marsh estabeleceram uma relagdo entre a forga e a velocidade nao linear a partir do encurtamento

em condicdes isotOnicas e isocinética. Uma nova representagdo do musculo foi proposta por Hill
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em 1938. Esse serviria tanto para musculos isolados quanto para musculos in situ. Segundo esse
modelo os musculos seriam constituidos por dois componentes: um componente elastico em série
(CES) e um componente contratil (CC) (Hill, 1938). Esse modelo, entretanto ndo levava em conta
a rigidez passiva do musculo ao estiramento. Precisando intervir um terceiro componente

responsavel pela tensdo de repouso: o componente elastico em paralelo (CEP) (Hill, 1951).

Posteriormente com contribuicdo do modelo molecular desenvolvido por Huxley e
Simmons (1971) com organizacdo do CES em duas fra¢des (passiva e ativa) permitiu a

proposic¢ao de modelo de trés componentes modificado (Figura 2) (Shorten, 1987).

CC : Is 1
i mydlibrillas tissu conyonctt
I [
Wy Ap— _m:. __________ R ———— .: ——
——T AN

Figura 2: Modelo muscular dos trés componentes (segundo Shorten, 1987).

O modelo dos trés componentes ¢ constituido por um componente contratil (CC), um

componente eldstico em série (CES) e um componente elastico em paralelo (CEP):
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Componente Contratil (CC)

Representa o gerador de forgca (Shorten, 1987). Estd localizado nos sarcomeros e
corresponde anatomicamente as pontes de actina-miosina (Shorten, 1987). E o conversor de
energia quimica em energia mecanica (Shorten, 1987). A forca gerada por esse componente

depende do comprimento e da velocidade em que a contragdo ¢ efetuada (Shorten, 1987).

Para a analise do componente contratil, a tensdo tetdnica maxima (Py) desenvolvida pelo
musculo em condi¢des isométricas, ¢ o parametro mais comumente utilizado (Canon e Goubel,
1995). O segundo parametro utilizado ¢ a forca maxima desenvolvida durante o abalo muscular

(Py) (Canon e Goubel, 1995).

Em condicdes estaticas, a relagdo for¢a-comprimento caracteristica do componente
contratil ¢ obtida sobre o musculo isolado e tetanizado, medindo-se a forca isométrica (Po)
desenvolvida em diferentes comprimentos (Albert et al., 1951). Essa for¢a ¢ maxima para
comprimentos do musculo préximo ao comprimento de repouso (Lo) (Albert et al., 1951). Essa
observacao permite a determinagdo do comprimento 6timo (L) para geracdo da forgca (Albert et

al., 1951).

Em condi¢des dindmicas, o encurtamento do musculo em fungdo da carga se traduz pela
relacdo Forca-Velocidade descrita por Hill (1938). A for¢a é maxima quando a velocidade é nula
(Po) e que a forca ¢ nula quando a velocidade ¢ maxima (Hill, 1938). Quando um musculo ¢
tetanizado ao maximo e desenvolve uma forca Py em condigdes isométricas, se lhe ¢ imposta uma
reducdo no seu comprimento durante a contragdo (em condi¢des isotonicas), em uma dada
velocidade V, ele passa a desenvolver uma forga inferior, denominada P (Hill, 1938; Goubel ¢
Lenseil-Corbeil, 2003). A Velocidade Méaxima de Encurtamento do musculo (Vmax) pode ser

avaliada através de experimentagdo utilizando a técnica do musculo isolado e estimulado em
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contragdo tetanica, que ¢ submetido a encurtamentos a diferentes velocidades, sob carga
constante (Hill, 1938; Goubel e Lenseil-Corbeil, 2003). A for¢a constante apresentada durante o
estado de ativacdo sofre variacdes de acordo com a velocidade do encurtamento, sendo
mensurada e ajustada matematicamente numa curva tipo hiperbdlica, através da Equacao de Hill
(Hill, 1938; Goubel e Lenseil-Corbeil, 2003). Aplicando velocidades variadas e determinando os
valores P ¢ V obtidos em diversos pontos, pode-se obter a Vmax sob carga nula (Hill, 1938;
Goubel e Lenseil-Corbeil, 2003). A linearizacdo da curva pode ser obtida igualmente, para

determinagdo da Vmax (Hill, 1938; Goubel e Lenseil-Corbeil, 2003).

A velocidade de encurtamento de um musculo pode ser bem diferente seja ele um
musculo lento ou rapido. O EDL, musculo rapido, pode ter uma Vmax 2,2 vezes maior que o
solear (Close, 1972). A Vmax ¢ fung¢do da miosina ATPase e correlagdes entre Vmax e a
percentagem de MHC rapidas t€ém sido mostradas (Reiser et al., 1985). Além da tipologia
muscular, a arquitetura muscular também pode influenciar a Vmax (Vandewalle, 1992). Ou seja,
em musculos com maior angulo de penagdo (angulo formado entre a dire¢do das fibras
musculares e a dire¢do da tragdo muscular) apresentam velocidades mais baixas em relagdo aos
musculos que possuem arranjo de fibras em paralelo, se levada em consideracdo a velocidade
num sarcomero idéntico nos dois tipos (Woittiez et al., 1987). No entanto, ¢ digno de nota que
sendo a forca isométrica maxima maior num musculo penado, isto aumenta igualmente a sua
possibilidade de se encurtar, o que influencia a sua Vmax. (Vandewalle, 1992). Ademais, a
velocidade de encurtamento ¢ resultante ndo apenas da soma das velocidades das fibras, mas
também da participac¢ao das aponeuroses (Zuurbier ¢ Huijing, 1992). Em condi¢des de desuso ou
excesso de uso, também foram relatadas mudangas na Vmax em ratos adultos (Eken e

Gundersen, 1988; Almeida-Silveira et al., 1994; Canon e Goubel, 1995).
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Outros parametros também caracterizam o CC: a forca e a cinética da contragdo. A forca
pode inicialmente ser avaliada a partir de um abalo muscular simples, que ¢ normalmente
produzido em reagdo a um Unico potencial de agdo do neurdnio motor (Canon e Goubel, 1995).
Em preparacao de musculo isolado, o abalo muscular pode ser obtido em resposta a um estimulo
elétrico (Canon e Goubel, 1995). Os parametros que caracterizam o abalo simples sdo o tempo
decorrido até chegar ao pico da contragdo (CT), a tensdo produzida durante o pico de CT (Pt =
forca maxima durante o abalo muscular), ¢ o tempo necessdrio para se atingir 50% do

relaxamento apos o pico de contragdo (HRT) (Canon e Goubel, 1995).

O CT e HRT estao estreitamente relacionados a cinética de liberagdo e remocdo de ions
calcio das miofibrilas durante a contracdo muscular (McDonald et al, 1994). Esses processos
exercerao uma influéncia sobre a relagdo entre o complexo troponina — tropomiosina € a actina,
modificando-a e produzindo a contragdo e posteriormente o estado de relaxamento (McDonald et
al, 1994). Além disso, caso o Componente Eldstico em Série de um mesmo tipo de musculo lento
ou rapido se torne mais complacente, pode haver um aumento na cinética do abalo muscular

(Almeida-Silveira et al., 1994).

Ainda, no estudo do CC, existe o Teste de Fadiga Muscular. A Fadiga Muscular, de modo
resumido pode ser definida como declinio da tensdo muscular com a estimulagdo repetitiva e
prolongada durante uma atividade muscular (Burke et al., 1973). O protocolo mais utilizado para
o teste de Fadiga Muscular foi o de Burke e colaboradores (1973), que emprega trens de pulso de
estimulagdo, repetidos continuamente todos os segundos, durante dois minutos. Determina-se o
ndice de Resisténcia a Fadiga utilizando-se a comparagdo entre a amplitude das forcas

produzidas no decorrer do teste com aquela obtida na primeira estimulagdo (Burke et al., 1973).

58



Componente Elastico Em Série (CES)

Este componente é responsavel pela ligacdo entre o componente contratil e a periferia
(Shorten, 1987). Tem o papel de transmitir as diferentes tensdes desenvolvidas pelo CC (Shorten,
1987). Segundo suas caracteristicas, esse componente ¢ capaz de estocar mais ou menos energia
potencial que ele pode restituir, uma parte, a partir de seu encurtamento ou liberar sob a forma de
calor (Cavagna, 1977). Esse componente ¢ dividido numa parte ativa, localizada nas pontes de
actina-miosina e numa parte passiva, localizada dentro das estruturas tendinosas ¢ do endomisio
(Shorten, 1987). E caracterizado por uma curva tensio-extensdo obtida quando o musculo é
mantido em condi¢des isométricas maximas (Canon e Goubel, 1995). Esta curva ¢ obtida
diminuindo o comprimento do musculo de forma répida, mantendo este em condicdo de
contracdo maxima (Canon e Goubel, 1995). A diminui¢do da for¢a é entdo atribuida aos
elementos elasticos em série (Canon e Goubel, 1995). Esta curva permite determinar os

parametros de rigidez do CES (Goubel e Lensel-Corbeil, 2003).

As modificagdes nos parametros de rigidez da CES podem ser, em parte, devido as
transformagoes nas isoformas de miosina (Canon et al., 1995). Vérios trabalhos reforcam a idéia
de que fibras do tipo lenta apresentam maior rigidez do CES em relagdo as fibras do tipo rapida
(Goubel e Marini, 1987; Pousson et al., 1991; Canon et al, 1995). Além das modificagdes
mecanicas na parte ativa do CES (pontes de actina-miosina), as modificacdes em nivel da
estrutura passiva (tenddes) desse componente também podem influenciar os parametros de

rigidez da CES (Almeida-Silveira et al., 1994; Canon et al.; 1995).

59



Componente Elastico em Paralelo (CEP)

Esse componente ¢ anatomicamente representado pelos sarcolemas, envoltérios
conjuntivos das fascias, pontes residuais de actina-miosina e de ligagdo e proteinas de conexao,
(como a titina e nebulina) (Shorten, 1987). Gracas a sua localizagdo, esse componente nao esta
sob tensdo pelas forcas contrateis, ¢ a CEP que desempenha um papel preponderante sobre a

resisténcia que o musculo oferece ao estiramento passivo (Anderson et al., 2002).

O CEP ¢, assim, caracterizado pela relacdo tensdo-extensdo ou contra¢ao-deformacao
(Anderson et al., 2002). Esta relacdo pode ser obtida pelo registro da tensdo desenvolvida por um
musculo inativo (condi¢do passiva), quando submetido a diferentes comprimentos (Anderson et
al., 2001; Anderson et al., 2002). A tensdo passiva desenvolvida é resultado ndo apenas do
estiramento que ¢ imposto, mas também da velocidade com que ¢ induzido (Anderson et al.,
2001; Anderson et al., 2002). Na analise do CEP ¢ possivel determinar parametros de rigidez do

CEP e eventualmente de viscosidade (Anderson et al., 2001; Anderson et al., 2002).

A complacéncia dos musculos esta relacionada ao contetido de colageno presente na sua
composi¢ao (Kovanen et al., 1984). Além do colageno, outras estruturas estdo envolvidas na
elasticidade passiva. A elasticidade também resulta de uma associacdo entre a matrix
exosarcomérica ¢ endosarcomérica (Wang et al., 1991; Wang et al., 1993; Kiss et al., 2006). A
matrix exosarcomérica concerne a rede de filamentos intermedidrios que envolvem e
interconectam os sarcomeros, como a desmina (Kiss et al., 2006) (Figura 3). A matrix
endosarcomérica compreende por sua vez dos filamentos extensiveis como a titina fixada em

nivel da linha Z (Wang et al., 1991; Wang et al., 1993).
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Figura 3: (a) Corte longitudinal dos filamentos intermediarios ligando as bandas Z dos
sarcomeros adjacentes (segundo, Price, 1991). (b) Localizagdo transversal dos filamentos de
desmina, ligando as bandas Z dos sarcomeros de miofibrilas adjacentes até o sarcolema (segundo,
Lazarides, 1980).

No musculo esquelético, em grandes amplitudes de estiramento, a recupera¢do dos
filamentos de actina e miosina diminuem levando a um pequeno numero de pontes ligadas, num
estado de equilibrio entre a actina e miosina (Haugen e Sten-Knudsen, 1981). A rigidez passiva
medida por diferentes testes mecanicos sera constituida por uma rigidez inicial devido a este
fenomeno. Embora, Bagni e colaboradores (1995), ndo constataram a presenga desse fendmeno.
Bagni e colaboradores (1995) concluiram que o pequeno nimero de pontes entre a actina e

miosina era negligenciado comparado ao papel da titina na elasticidade passiva.

Alguns trabalhos tém demonstrado que as pontes entre actina e miosina ndo estdo num
estado de equilibrio estavel, porém em equilibrio rdpido entre ligacdo e separacdo (Bagni et al.,
1992; Mutungi e Ratanunga, 1996). Existe uma incompatibilidade temporal entre a freqiiéncia
dos ciclos de ligagdo-liberacdo e os tempos de relaxamento (Bagni et al., 1992; Mutungi e
Ratanunga, 1996). A influéncia das pontes residuais de actina-miosina sobre a elasticidade

passiva ainda ¢ objeto de discussdo entre os autores (Proske e Morgan, 1999).
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A atividade locomotora ira depender de sua estrutura muscular, e de sua
composi¢ao nos tipos de fibras (Punkt et al., 2004). A estrutura muscular, por sua vez, esta
relacionada as propriedades mecanicas musculares e ird influenciar a capacidade funcional do
musculo, sua habilidade para gerar for¢a, velocidade e duracdo do movimento (Maltin et al.,

2001; Goubel ¢ Leiseil-Corbeil, 2003).

1.3.2. Estudo da maturacdo somadtica e da ontogénese reflexa

Todos os seres vivos aumentam de tamanho desde o seu nascimento até atingirem as
dimensdes maximas caracteristicas de cada espécie, ¢ o crescimento. Ademais, as estruturas dos
orgaos, ¢ dos distintos sistemas que compdem o ser, vao crescendo, € a0 mesmo tempo, se
tornando maduras; ou seja, exercendo suas funcdes especificas, ¢ o que se denomina
desenvolvimento. Contudo, o crescimento ¢ o desenvolvimento bioldgico ndo necessariamente
prosseguem em comum acordo com a idade cronolodgica, isto repercute nas dimensdes da
estrutura e no desempenho das fungdes. Este descompasso pode ser causado por perturbacdes,
oriundas do meio interno ou externo, surgidas em periodos, chamados criticos do
desenvolvimento (Morgane et al., 1993). Este fato pode ser medido e permite avaliar o progresso
estrutural e fisioldgico do individuo. O crescimento no homem, por exemplo, ¢ normalmente
avaliado por parametros, tais que altura; peso e perimetro cefalico. J& o desenvolvimento pode ser
avaliado por medidas das fungdes. Assim, parametros de maturacdo somadtica e do

desenvolvimento sensorio-motor tém sido avaliados e utilizados como indicadores do
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crescimento e desenvolvimento em particular do Sistema Nervoso, em varias espécies (Fox,
1965).

Na ontogénese do sistema nervoso, como ja mencionado, foram identificados “periodos
criticos” de maior vulnerabilidade a agressoes (Morgane et al., 1978). O primeiro periodo critico
ocorre durante a multiplicacdo e organizag¢do iniciais de neuroblastos que, nos mamiferos,
acontece no periodo pré-natal (Morgane et al., 1993). O segundo corresponde no rato a fase de
aleitamento (Winick e Noble, 1966), onde acontece crescimento rapido do encéfalo, com
migragdo e diferencia¢do neuronal, sinaptogénese, multiplicacdo glial e mielinizagdo evidentes
(Dobbing, 1964; Morgane et al., 1978). Varias evidéncias experimentais e clinicas demonstraram
que agressdes nestes periodos criticos podem modificar os eventos ontogenéticos seqlienciais
com efeitos diversos e persistentes sobre o sistema nervoso (Dobbing, 1970; Morgane et al.,
1993, Manhaes de Castro et al., 2001).

Entre os fatores exodgenos que podem alterar os eventos do crescimento e
desenvolvimento do sistema nervoso estdo as alteragdes nutricionais. Ha drasticas mudangas
morfofuncionais em neurdénios quando essas agressdes ocorrem na etapa vulneravel (Noback e
Eisenman, 1981; Manhaes de Castro et al., 2001). Estas mudangas poderdo ser parcialmente
reversiveis ou nao, em fun¢do da magnitude da agressdo e dos fatores ambientais a que sdo

submetidos os individuos (Levitsky e Barnes, 1972).

Uma das alteracdes nutricionais mais estudadas ¢ a desnutri¢do. Varios modelos
experimentais de desnutricdo tém sido utilizados ha décadas para reproduzir em animais
alteracdes semelhantes aquelas que ocorrem no homem desnutrido. Durante o periodo de
desenvolvimento do sistema nervoso, a desnutricdo pode ser imposta através do leite materno, ou

seja, submetendo a mae a desnutricdo. Em ratos, varios ajustes comportamentais maternos
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exercem importante papel na determinacao da disponibilidade de energia para a prole (Crnic,
1980). A alimentacdo materna deficiente ndo afeta unicamente o crescimento dos filhotes, ela
altera, sobretudo um conjunto de comportamentos interativos materno-infantis, acarretando

déficit na conduta exploratéria do filhote (Massaro et al, 1974, Riul et al., 1999).

A desnutri¢do neonatal estd associada a uma variedade de déficits cognitivos e
comportamentais através da vida (Wachs, 1995). Considerando que a alimentagdo fornece
energia e nutrientes necessarios a maturagdo estrutural e ao desenvolvimento funcional do
sistema nervoso (Morgane et al., 1993), a deficiéncia nutricional neste periodo pode induzir
defeitos morfogenéticos com conseqiiéncias deletérias para o desenvolvimento e aquisi¢cao de
padroes fisiologicos maduros (Dobbing, 1964; Winick e Noble, 1966; Noback ¢ Einsenman,
1981). No sistema nervoso, a desnutricdo pode produzir alteragdes quimicas e estruturais que
serdo consolidadas no tecido adulto (Morgane et al., 1978). Estas alteragdes podem ser
responsaveis por ajustes funcionais, particularmente sobre a expressao comportamental (Wauben
e Wainwright, 1999). Regides encefalicas importantes no controle de determinados
comportamentos podem ser irreversivelmente afetadas pela desnutricdo no inicio da vida. Uma
destas regides € o hipotalamo, que atua de forma crucial no controle do comportamento alimentar

(Plagemann et al., 2000a).

Na fase de maturagdo do sistema nervoso, a diferenciacdo de suas células esta ligada a
capacidade do neur6nio em sintetizar, liberar e inativar um ou mais neurotransmissores e receber
informagdes de outros neuronios ou de células da glia (Emerit et al, 1992). O aumento no nivel de
neurotransmissor pode preceder a maturagao de conexoes sinapticas, o que evidencia sua atuagao
no desenvolvimento da rede neuronal. Nesse periodo, ocorre expressdo transitoria de

neurotransmissores, seus metabolitos, enzimas e respectivos receptores (Jeager e Joh, 1983;
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Daval et al., 1987; Bar-Peled et al., 1991). No sistema nervoso de roedores os neurotransmissores

parecem exercer papel critico na organizagdo das conexdes celulares (Lauder, 1993).

A seqiiéncia de eventos apresentada pelo sistema nervoso durante o desenvolvimento pré
e pos-natal determina sua estrutura, composi¢ao neuroquimica e fungdo presentes na vida adulta
(Morgane et al., 1993). Assim, o comportamento, expressao maxima da fungdo nervosa, esta na
dependéncia do desenvolvimento adequado das regides especificas do sistema nervoso. Quando
incidem agressdes durante os periodos criticos ontogenéticos deste sistema, o desenvolvimento
subseqliente ¢ comprometido, conseqiientemente padrdes comportamentais podem ser
modificados (Morgane et al, 1978). Entre estes, ressalta-se o comportamento alimentar.

Estudos experimentais € em humanos, revelam a importancia das analises de maturagao
somatica para avaliagdo do crescimento ¢ desenvolvimento bem como o estado nutricional (Fox,
1965; Smart e Dobbing, 1971; Barker et al., 1993). Em humanos, as avaliagdes do peso, altura e
perimetro cefalico em relagdo a idade sdo largamente usadas (OMS, 1995). As medidas somaticas
do perimetro cefalico em humanos sio relacionadas ao tamanho cerebral (Ivanovic et al., 1995;
Weaver e Christian, 1980). Ha evidéncias de que o perimetro cefalico pode refletir deficiéncias

nutricionais que ocorreram no inicio da vida (Malina et al.., 1975; Spurr et al., 1983).

Para compreender-se a importancia dos parametros somadticos como ferramenta em
estudos, vale a pena detalhar o estudo que originou a hipdtese do fendtipo protetor (Barker e al.
1993). Barker e colegas apresentaram um estudo de seguimento com uma amostra de 1586
homens, nascidos entre 1907 e 1924, na Inglaterra, dos quais foram obtidos o perimetro cefalico e
peso ao nascer. Os autores conseguiram demonstrar uma relagdo entre indice de mortalidade por
doencgas cardiovasculares e peso ao nascer. Assim, homens com menor perimetro cefalico ou

menor peso ao nascer, ou ambos, tinham maior risco de morrer em decorréncia de doencas
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cardiovasculares. Barker e colegas (1993) sugeriram que um perimetro cefalico pequeno e baixo
peso ao nascer refletem o padrao de crescimento fetal, e isto estaria associado as mudangas em
certos tecidos, incluindo vasos sangiiineos, e pancreas. Essas transformagdes “programariam” a
pressao sangiiinea, e o metabolismo da glicose e insulina, e as doencas cardiovasculares na idade
adulta. O estudo mostrou, pela primeira vez, que a falha no crescimento fetal é seguida por um
aumento nas taxas de morte por causas cardiovasculares, na idade adulta. Outros autores, por sua
vez, num estudo retrospectivo, realizado em 1990, na Jamaica revelam a partir de uma amostra de
2.394 nascimentos que mulheres com baixo indice de massa corporal t€ém filhos menores, e com

perimetros cefalicos menores (Thame et al., 1997).

Em ratos, sdo utilizadas medidas semelhantes de crescimento somatico e das
caracteristicas fisicas (Smart ¢ Dobbing, 1971; Silva et al., 2005; Deir6 et al., 2006). Um estudo
recente descreve o método utilizado em ratos para a avaliagdo do desenvolvimento somatico,
através da utilizacdo de um paquimetro (Silva et al., 2005). Esse método considera os pontos
anatdmicos como base para as medidas: Eixo antero-posterior do cranio; Eixo latero-lateral do
cranio; Comprimento da cauda e Eixo longitudinal do corpo (Silva et al., 2005). Outros estudos
avaliam a maturagao das caracteristicas fisicas como abertura dos olhos, abertura do conduto e do
pavilhdo auditivo e a irrup¢do dos incisivos durante o desenvolvimento somatico (Fox, 1965;
Smart e Dobbing, 1971; Deir6 et al., 2006). A administracdo de inibidores seletivos da recaptagao
da serotonina durante o periodo neonatal em ratos é capaz de diminuir as medidas de crescimento
somatico e retardar o aparecimento das caracteristicas fisicas (Deir6 et al., 2006). A desnutricao
neonatal também ¢ capaz de diminuir as medidas de crescimento somatico e retardar o

aparecimento das caracteristicas fisicas (Silva et al., 2006). As medidas de maturacdo somatica
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caracterizam nao apenas o desenvolvimento encefélico, mas também corporal, e sdo indicadores

do desenvolvimento normal (Silva et al., 2006).

O desenvolvimento poés-natal envolve a maturagdo de diversos sistemas (Fox, 1965). A
aplicacdo de testes neuroldgicos e comportamentais também serve como indicadores do
desenvolvimento normal (Fox, 1965; Silva et al., 2005). Fox (1965) descreve no camundongo
respostas reflexas como: preensdo palmar, recupera¢ao de dectbito, colocagdo pelas vibrissas,
aversdao ao precipicio, geotaxia negativa, resposta ao susto e¢ reacdo de aceleragdo. Durante o
desenvolvimento pds-natal imediato algumas respostas sdo fracas e lentas (Fox, 1965). A partir
do segundo dia de idade, no camundongo, essas respostas tornam-se mais fortes e vigorosas,
especialmente aquelas relacionadas a orientacdo corporal e localizagdo do mamilo das maes
como a resposta de recuperagdo do dectbito e de geotaxia negativa (Fox, 1965). Os reflexos de
recuperagdo de decubito e geotaxia negativa estdo relacionados aos padrdes locomotores do rato
neonato (movimentos de rastejar e o «pivoting»)(Fox, 1965). O « pivoting » parece ser um tipo
de atividade locomotora de busca, enquanto que o rastejar ¢ uma resposta unidirecional estimulo-
direcionada (Fox, 1965). Dentre os reflexos alguns estdo relacionados a sobrevivéncia do animal
como o reflexo de aversdo. Inicialmente essas respostas sdo fracas, mas a partir do
desenvolvimento do musculo—esquelético dos animais tornam-se fortes e sdo facilmente
reconhecidas (Fox, 1965). O reflexo de preensdo palmar simula a resposta de Babinski no
homem (Fox, 1965). Alguns reflexos como o de resposta ao susto, colocagcdo das vibrissas e
reacdo de aceleragdo, no entanto, necessitam de um maior desenvolvimento dos sistemas
organicos do animal. Fox (1965) relata que é necessario o desenvolvimento da audi¢do para a
resposta ao susto; enquanto que para os reflexos de colocagdo pelas vibrissas e reagdo de

aceleracdo, os animais precisam de uma habilidade motora maior para que consigam
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desempenha-los. O estudo do padrao de maturacdo reflexa ¢ utilizado para demonstrar a
maturagdo apropriada do sistema nervoso central durante o desenvolvimento (Smart e Dobbing,
1971). Alteragdes no aparecimento de reflexos em ratos desnutridos precocemente indicam
relacdo entre desenvolvimentos bioquimico e estrutural durante a ontogénese do sistema nervoso
(Adlard e Dobbing, 1971). O uso de testes neurologicos durante a desnutricdo pré e pds-natal tem
confirmado o retardo na ontogénese reflexa (Rodrigues-Perez et al., 1992 ; Barros et al., 2006).
Os reflexos primitivos sdo constituidos por respostas involuntdrias, muitas das quais
evidentes ainda antes do nascimento (Mandich et al., 1994; Ungerer e Sigman, 1983). Os reflexos
sdo incorporados em comportamentos voluntarios elaborados mais tarde; eles constituem
unidades de uma coordenagdo elementar a partir das quais sdo possiveis organiza¢des mais
complexas do comportamento (Olhweiler et al., 2005). O estudo da ontogénese reflexa ¢ de
grande importancia para a avaliagdo da integridade funcional do individuo (Olhweiler et al.,
2005), pois constitui uma etapa inicial do desenvolvimento motor e servird como base para o

estudo da evolugao da atividade locomotora.
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2.0BJETIVOS

GERAL:

Avaliar, as repercussdes da desnutricao intra-uterina sobre o desenvolvimento do sistema

locomotor no rato.

ESPECIFICOS:

Realizar andlise histologica para observacao do efeito da desnutri¢do intra-uterina sobre a
distribuicdo dos diferentes tipos de fibras musculares ao desmame e na idade adulta.
Realizar a andlise das propriedades mecanicas de dois diferentes musculos, um musculo
postural (solear) e outro ndo-postural (extensor longo dos dedos—EDL) aos 25° ¢ 90° dia
de vida pds-natal, ap6s a desnutrigdo gestacional;

Avaliar o desenvolvimento somatico e sensério motor de ratos, apdés a agressao
nutricional gestacional, através da verificacdo do desenvolvimento das caracteristicas
fisicas e da ontogénese de reflexos durante o periodo neonatal,

Analisar o desenvolvimento da atividade locomotora durante o periodo de aleitamento e
na idade adulta;

Comparar os resultados das avaliagdes do animal adulto com as do periodo pos-natal, para

avaliar as repercussoes tardias da agressao nutricional instituida precocemente.
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3.HIPOTESES

A desnutri¢do materna durante a gestagdo acarreta alteragdes persistentes na propor¢ao
dos tipos de fibras do musculo solear e EDL.

A desnutricdo pré-natal causa modificagdes persistentes nas propriedades mecanicas em
diferentes tipos de musculos.

O retardo na maturagdo das caracteristicas fisicas, na ontogénese dos reflexos e as
mudangas na estrutura e fun¢ao dos musculos esqueléticos conseqiiente a desnutrigdo pré-
natal repercutem no desenvolvimento da atividade locomotora.

As modificac¢des da atividade locomotora sdo persistentes até a idade adulta nos animais

desnutridos durante a gestacao.
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4. DESNUTRICAO INTRA-UTERINA E DESENVOLVIMENTO LOCOMOTOR:
ANALISE DAS PROPRIEDADES MUSCULARES E DOS ELEMENTOS SOMATICOS E

SENSORIAIS RELACIONADOS COM A ATIVIDADE LOCOMOTORA

RESUME EN FRANCAIS

4. DENUTRITION INTRA-UTERINE E DEVELOPPEMENT LOCOMOTEUR: ANALYSE
DES PROPRIETES MUSCULAIRES ET DES ELEMENTS SOMATIQUES ET

SENSORIELS ASSOCIE A L’ACTIVITE LOCOMOTRICE

4.1.Etude des propriétés structurales et mécaniques du muscle squelettique

4.1.1 Matériel et Méthodes

4.1.1.1.Animaux et groupes expérimentaux

Cette étude a été réalisée a I’Université de Technologie de Compiégne.
Des rates femelles Wistar ont été accouplées avec des males de méme origine. La

gestation des meres a été confirmée par examen du frottis vaginal et noté JO. A partir de JO, les
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femelles gestantes ont été séparées en deux groupes selon leur alimentation pendant la période de
gestation, soit une alimentation appauvrie en protéines (7.8% caséine), soit une alimentation
contrdle (17% caséine). Le lendemain de la parturition, afin de standardiser les portées, elles sont
limitées a 6 rats males. 2 groupes sont ainsi formés en fonction de 1’alimentation de la mére
pendant la gestation, Groupe D (Dénutri, ,7.8% caséine) et groupe C (Controle, 17% caséine)
(Table 1).

Apres la parturition, les méres des deux groupes ont recu une alimentation contréle pour
que la dénutrition des rats issus des portées ne se fasse que pendant la période de gestation. Du
sevrage a 60 jours, tous les rats ont été alimentés avec une dicte a 17% de protéine puis a partir de
2 mois, ils ont regu une diete a 12% de protéine telle que recommandée par I’ American Institute
of Nutrition (AIN) (Reeves et al, 1993).

Les caractéristiques mécaniques ont ét¢ étudiées sur le muscle soleus et EDL des rats des

deux groupes a I’age de 25 et 90 jours.

4.1.1.2. Prélévement des muscles

Les rats ont été anesthésiées par injection intrapéritoneale de pentobarbital sodique
(30mg/kg). A partir d'une incision longitudinale de la face latérale de la patte postérieure, le
soleus et I’Extensor Digitorum Longus (EDL) sont retirés avec précaution soit pour analyse
histologique, soit pour analyse biomécanique. Les muscles servant a 1’étude histologique sont
congelés dans de I’isopentane refroidi a 1’azote liquide et conservé dans ’azote jusqu’au jour

d’analyse. Les muscles servant a I’étude des caractéristiques mécaniques sont quant a eux
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rapidement mis en place dans une chambre dans laquelle circule une solution physiologique

tamponnée, oxygénée et maintenue a 25°C.

4.1.1.3. Analyse histologique

Des coupes transversales de 10um ont été réalisées sur muscles congelés avec un cryostat
(figure 4A et 4B). Les coupes ont été colorées par la technique de myosin-ATPase décrite par
Booke et Kaiser (1970) (figure SA et 5B). La composition du muscle dans les différents types de

fibres a été déterminée en contant environ 1500 fibres.

4.1.1.4. Tests biomécaniques

Aussitot apres le prélévement du muscle, celui-ci est relié par son extrémité proximale a
un capteur de force et son extrémité distale est attachée a une tige métallique reliée au vibrateur
¢lectromagnétique permettant de réaliser des perturbations de longueur (figures 6 et 7).

Pour les tests en actif, le muscle est ajusté a sa longueur optimale Ly, définie comme étant
la longueur pour laquelle la tension maximale est développée lors du twitch. Des séries de double
controlled release (figure 8) ont été réalisées a partir de la tension tétanique afin d’établir la
courbe tension-extension et la relation force-vitesse (figures 9 et 10).

La composante contractile (CC) du muscle a été évaluée a travers:

¢ la force développée lors d’un twitch (Pt)

¢ la force développée lors d’un tétanos (Po)
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¢ la cinétique du twitch (temps de contraction - CT et temps de demi-relaxation -
HRT)

¢ La vitesse maximale de raccourcissement (Vmax) a partir de la relation force-
vitesse

¢ larésistance a la fatigue grace au test de fatigue décrit par Burke (1973)

La Composante élastique série (CES) du muscle a été évaluée a partir de la relation
tension-extension par le calcul:

®,

* des compliances a Py et 20% de Py

¢ de ’aire sous la courbe représentant 1’énergie potentielle

+* de ’extension maximale

Pour les tests en passif permettant de caractériser la CEP, le muscle a été ajusté a la
longueur Ls définie comme la longueur pour laquelle le muscle développe une tension passive
de10mN. A partir cette longueur, le muscle a été soumis a trois tests :

% un test de relaxation incrémental consistant en 4 extensions successives de 5% de
Ls maintenue pendant 80 secondes, les étirement étant réalisés a une vitesse de
500mm/sec (figure 12).
% un test d’étirement a faible vitesse (0.1mm/sec) jusqu’a une longueur supérieure a
125% Ls (figure 13).
% un test de relaxation a 15% Ls maintenue pendant 80 secondes avec des vitesses

d’étirement différentes (1Ls/s, 2Ls/s, 5Ls/s, 10Ls/s, 15Ls/s, 20Ls/s et 30Ls/s)

(figurel4).
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Les données de force passives ont ét¢ normalisées par rapport a la surface de section du
muscle calculée selon les équations décrites par Ranatunga et al (1982) et Gregorevic et al (2002)
afin d’exprimer les valeurs en tension. Pour les tests de relaxation, les tensions dynamiques (o4)
correspondent au maximum de tension enregistré pendant la phase dynamique du test alors que
les tensions statiques (o) correspondent aux valeurs stables de tension observées a la fin de la
période de relaxation. Pour le test d’étirement a faible vitesse, la tension et la raideur a 125% Ls
sont calculées ainsi que le module tangentiel représenté par la pente de la partie linéaire de la
relation contrainte-déformation. Pour le test de relaxation a différentes vitesses d’étirement, il est
noté une évolution non monotone de la force pendant le phase d’allongement avec un point de
« cassure » (noté P1) dans le signal de force dépendant de la vitesse d’étirement (figure 14). De
ces tests, il est possible de différencier le comportement élastique, visco-¢lastique et visqueux tel

que proposé par Mutungi et Ranatunga (1996) (Figurel5).

4.1.2. Analyse des résultats

Poids du corps et des muscles

Les meres mal nourries et leurs progénitures présentent une baisse du poids corporel par
rapport au groupe contrdle (figure 16A et 16B).
Les résultats concernant les poids musculaires montrent que la dénutrition a provoqué :
% une diminution des poids absolus des muscles soleus et EDL a 25 et 90 jours
(figure 17A, 17B).
¢+ une diminution du poids relatif du soleus uniquement a 25 jours(figure 17C).

¢ une diminution du poids relatif de I’EDI a 25 et 90 jours(figure 17D).
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Analyse histologique de muscles

Les soleus des rats de groupe D ont montré une augmentation du pourcentage de fibres Ila
a 25 et 90 jours (figure 18A). Par contre, il y a une réduction dans la proportion de fibres Ila et
une augmentation dans le pourcentage de fibre IIb dans I’EDL des rats du groupe D a 25 et 90

jours (figure18B).

Analyse des propriétés mécaniques des muscles

A I’age de 25 jours, la dénutrition pendant la gestation a entrainé une diminution de la
force absolue et relative et une augmentation de la Vmax dans le soleus et ’EDL (Tableau 2). A
90 jours, les résultats montrent un diminution des forces absolues sur I’EDL, une augmentation
de la force tétanique relative sur les deux muscles, ainsi qu’une augmentation de la Vmax sur le
soleus et I’EDL (Tableau 2). Les parameétres de la cinétique de twitch ainsi que la fatigabilité
(tableau 3) ne sont pas modifiés par la dénutrition quel que soit I’age ou le muscle.

A T’age de 25 jours, sous l’effet de la dénutrtion, il est noté une diminution de la
compliance de la CES dans le soleus alors qu’une évolution inverse est observé dans I’EDL
(tableau 4). A 90 jours, on note une légeére augmentation non significative de la compliance sous
I’effet de la dénutition feetale.

L’ensemble des paramétres dérivés des tests en condition passive permettant de
caractériser la CEP montre que la raideur de cette composante est augmentée dans les muscles

soleus et EDL a 25 jours sous ’effet de la dénutrition feetale ; cette augmentation de raideur n’est

76



plus observée a 90 jours (figure 19, tableau 5, tableau 6). Le test de relaxation montre aussi que la

viscosité de la CEP est elle aussi augmentée a 25 jours dans les deux muscles (tableau 6).

4.1.3. Discussion

Le modéle expérimental de dénutrition pendant la gestation par une réduction du contenu en
protéine est un outil usuel pour tester les modifications de la croissance de la meére et du foetus
(Ozanne e Hales, 1999). Dans la présente ¢tude, les rates gestantes nourries par une di¢te pauvre
en protéine montrent un poids corporel inférieure aux meres du groupe controle a partir de la
troisiéme semaine de gestation. En accord avec plusieurs études (Ozanne et al., 1999 ; Snoeck et
al., 1990 ; Almeida et al., 1996), les poids des rats du groupe D sont eux aussi inférieurs a ceux
du groupe C. Le mécanisme responsable de cet effet peut étre reli¢é au métabolisme maternel, a
I’environnement hormonal, au flux sanguin utérin et ombilical et aux transferts placentaires de
nutriments (Harding, 2001). Ainsi, la nutrition maternelle peut affecter la croissance feetale et son
développement par I’intermédiaire de la disponibilité¢ des nutriments offerts au feetus mais aussi
par de possibles paramétres métaboliques tel que les facteurs glycémiques et insulinémique
puisqu’il a ét¢ montré que les tissues insulino-dépendants subissent d’importantes modifications
en réponse a la restriction protéique maternelle (Ozanne et Hales, 1999).

Dans notre étude, la dénutrition maternelle a provoqué I’atrophie des muscles soleus et EDL
a court terme mais aussi a long terme. Zhu et al (2004) ont montré, chez la brebis, que la
restriction maternelle diminue la synthése sans modifier la dégradation protéique au niveau des

muscles du feetus, phénoméne pouvant alors accélérer la baisse de poids musculaire. A en juger
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par la diminution du poids musculaire relatif au poids corporel chez les animaux de 25 jours,
I’atrophie musculaire n’est pas la seule conséquence de la diminution de poids corporel,
indiquant un effet plus marqué de la dénutrition intra-utérine sur le muscle par rapport aux autres
tissus. Ce résultat est en accord avec I’hypothése selon laquelle, pendant la privation
nutritionnelle, le foetus maintient la croissance des tissus noble comme le cerveau au détriment
d’autres structures, et que la dénutrition affectera préférentiellement les tissus sensibles a
I’insuline comme le muscle squelettique (Hales e Barker, 1992 ; Heywood et al., 2004 ;
Albuquerque et a., 2006). Enfin, il est a noter que la réalimentation avec une diéte controle
entraine une plus grande croissance relative du muscle jusqu’a 90 jours.

Les rats du groupe D montrent une plus grande proportion de fibres de type Ila dans le
soleus a 25 et 90 jours. A I’opposé, Howells et al (1978) rapportent des modifications non
permanentes dans la proportion des différents types de fibres du soleus de rats dénutris pendant la
gestation et 1’allaitement. Une autre étude a montré que les rats dénutris pendant la gestation et
I’allaitement puis nourris ensuite normalement pendant 5 mois ne subissent aucune modification
dans la taille, le nombre ou le type de fibres dans les muscles soleus (Bedi et al., 1982). Ces
differences dans les résultats peuvent étre liées aux différences dans le mode d’induction de la
dénutrition ainsi qu’a 1’age des animaux. Concernent I’EDL, il est noté une réduction de la
proportion des fibres Ila et une augmentation du pourcentage de fibre IIb a 25 et 90 jours. Ces
modifications dans les caractéristiques histologiques de ’EDL liées a la dénutrition sont en
accord avec d’autres travaux (Howells et al., 1978 ; Zhu et al., 2006). Pour les muscles rapides, il
semble que ce soit la quantité de calories ou le contenu en protéine pendant la période critique de
développement qui ait des conséquences a long terme. Le mécanisme mis en cause peut alors étre
associé¢ au métabolisme spécifique de ces muscles, la sensibilité a ’insuline étant plus importante

dans les fibres de type I que dans les fibres de type Ila (He et al., 2001). Puisque les fibres IIb
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sont moins dépendantes de la signalisation insulinémique (Nyholm et al., 1997), une
augmentation de la proportion de ce type de fibre peut alors étre attendue. Ces données confortent
grandement la théorie selon laquelle ’altération de développement du muscle squelettique en
réponse a la dénutrition maternelle prédispose le muscle des rats de la portée a une résistance a
I’insuline. Enfin, il est connu que les hormones thyroidiennes modulent 1’expression de la
myosine pendant le développement musculaire (di Maso et al., 2000). De tels changements
peuvent étre un facteur influencant la proportion des différents types de fibre pendant le
développement musculaire puisqu’il a été montré que la dénutrition calorique induit des
changements du statue thyroidien (Shader et al., 1977 ; Passos et al., 2002 ; Lisboa et al., 2008).
Des diminutions de P et Pt sont observées dans les soleus et EDL des rats a 25 jours. A 90
jours, seuls les EDL montrent une réduction dans ces valeurs de force. Ce dernier résultat met en
avant la possibilité que la restriction protéique pendant la période critique de développement peut
avoir des conséquences a long-termes. Les forces tétaniques relatives sont par ailleurs
augmentées dans les muscles soleus et EDL a 25 et 90 jours. Sur muscle isolé, la force produite
par le muscle est fonction a la fois de sa surface de section physiologique mais aussi de I’espace
interfibrillaire et de la proportion de tissu conjonctif. Il est peu probable que les 20%
d’augmentation de la force relative puissent étre le seul résultat de 1’augmentation de la surface
de section physiologique du muscle puisque Wank et al (2000) n’on rapporté, chez le porcelet
dénutri pendant la gestation, aucune modification de 1’angle de pennation dans les fléchisseurs
plantaires. Bedi et al (1982) n’ont par ailleurs révélé aucune modification de la proportion de
tissu conjonctif dans le soleus et ’EDL de rat dénutri pendant la gestation et 1’allaitement. Enfin,
Prakash et al (1993) ont observé une diminution du pourcentage d’espace interfibrillaire dans le
diaphragme de rats jeunes et adultes dénutris pendant le développement feetal. Ce dernier résultat

peut alors expliquer, au moins en partie, I’augmentation de la force tétanique observée dans notre
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¢tude. Cependant, les changements dans le proportions des différents types de fibres doivent aussi
étre considérés, Bottinelli et al (1991) rapportant que la force par unité de surface est moins
importante dans les fibres lentes que dans les fibres rapides.

Les temps de contraction (CT) et de demi-relaxation (HRT) sont des paramétres dépendants
du type de fibre et des mouvements calciques (Berchtold et al., 2000). Nos résultats ne montrent
aucune modification de CT et de HRT. Cette absence d’effet de la dénutrition sur la cinétique de
twitch n’est donc pas en accord avec 1’enrichissement des muscles en fibres rapides. Cependant,
en étudiant ces parameétres sur muscle entier, des différentes dans la durée du twitch peuvent
aussi résulter de changements de raideur de la Composante Elastique Série (CES) (Hill, 1951).
Dans notre étude, nous avons observé que la dénutrition maternelle entraine une augmentation de
raideur de la CES sur le soleus de 25 jours, alors qu’un effet contraire est obtenu sur les EDL de
25 jours, et enfin qu’aucun changement significatif n’est noté sur les muscles adultes. L’influence
de la CES sur la cinétique de twitch ne peut donc pas expliquer le maintien de CT et de HRT.
Finalement, des modifications dans les mouvements calciques doivent &étre pris en compte.
Comme nous l’avons déja mentionné, la dénutrition entraine des modifications du statue
thyroidien, de tel changement diminuant la concentration mais aussi 1’activit¢ des pompes
calciques (Arruda et al., 2005 ; Harrison et al., 1996). Ces altérations peuvent alors ralentir la
cinétique contractile et donc, contrecarrer 1’accélération de la cinétique de twitch attendu du fait
de I’enrichissement des muscles en fibres rapides observé dans notre étude.

La dénutrition feetale n’a pas entrainée de modification de la résistance a la fatigue dans les
soleus et EDL a 25 et 90 jours telle qu’attendue au vu des modifications des caractéristiques
histologiques. En effet, il est admis que les unités motrices de types I sont résistantes a la fatigue,
contrairement aux unités motrices de type Ila et IIb, les IIb étant par ailleurs les plus fatigables

(Burke et al, 1973). En fait, cette inaltération de la résistance a la fatigue semblerai provenir de
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modifications du métabolisme musculaire oxydatif liées a la dénutrition (White et al, 2000 ;
Lefaucheur et al, 2003).

La dénutrition maternelle a entrainé une augmentation de Vmax dans les muscles soleus et
EDL chez les animaux de 25 et 90 jours. Bottinelli et al (1991) ont montré que Vmax est
inférieure dans les fibres de type I que dans les fibres rapides, la valeur moyenne observée dans
les fibres Ila étant quant a elle plus faible que celle des fibres IIb. Les effets de la malnutrition
intra-utérine sur la Vmax observés dans notre étude peuvent donc étre liés a I’augmentation du
pourcentage de fibre Ila et IIb dans les soleus et EDL, respectivement.

Les ¢éléments ¢€lastiques connectés en série avec les éléments contractiles incluent a la fois
une fraction passive (i.e. les tendons) et une fraction active (i.e. les ponts actine-myosines) (Hill,
1951). Ainsi, des modifications de raideur de la CES peuvent étre liées a des changements dans
ces deux fractions. Grace a ['utilisation de mode¢les animaux entrainant une adaptation des
caractéristiques typologiques du muscle, il a été montré qu’une augmentation du pourcentage de
fibre lente est associée a une augmentation de raideur de la CES, alors qu’un enrichissement en
fibre rapide est accompagné par une diminution de raideur de la CES (Goubel e Marini, 1987.
Almeida-Silveira et al., 1994 ; Canon e Goubel, 1995 ; Canon et al., 1998). Chez les rats de 90
jours, il est noté une 1égére augmentation non significative de la compliance de la CES dans les
soleus et EDL. Ce résultat peut étre li¢ a une augmentation de la compliance de la partie active
(du fait des modifications de la typologie observées dans ces deux muscles) parallelement a une
augmentation de la raideur de la partie passive de la CES, cette derniére atténuant I’effet de
I’adaptation des caractéristiques typologiques du muscle sur la raideur de la CES. Chez les rats de
25 jours, la privation nutritionnelle a produit une augmentation de compliance de la CES sur
I’EDL, alors que des variations opposées sont observées sur le soleus. Pour I’EDL, on peut

supposer que 1’augmentation de la compliance de la CES est en partie liés aux changements de
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type de fibres. Pour le soleus, la diminution de compliance induite par la dénutrition résulte
vraisemblablement d’adaptation opposées dans les fractions passives et actives de la CES.
Concernant la partie active, les soleus des rats dénutris s’enrichissent en fibres rapides. Un tel
enrichissement a aussi été montré par des techniques d’hypoactivité ou d’hyperactivité et est
associé a une augmentation de la compliance de la CES (Goubel e Marini, 1987. Almeida-
Silveira et al., 1994 ; Canon ¢ Goubel, 1995 ; Canon et al., 1998). Néanmoins, dans 1’¢tude
présente, nous observons une diminution de compliance. Pour ce muscle, il peut alors étre
suggéré qu’une importante augmentation de raideur de la fraction passive de la CES contrecarre
la diminution de raideur de la fraction active.

Enfin, nos résultats montrent que les propriétés ¢élastiques passives sont elles aussi
modifiées par la dénutrition feetale. En effet, I’ensemble des tests montre une augmentation de la
raideur des éléments élastiques en paralléle, cette augmentation de raideur étant observée a la fois
en condition dynamique et statique ainsi que pour de faibles ou d’importants étirement.
Cependant, il est a noter que ces modifications ne sont observées que sur les soleus et EDL des
rats de 25 jours, aucune différence n’étant notée a 90 jours. Les propriétés passives du muscle
sont dépendantes des structures membranaires, et plus spécifiquement de la concentration et du
type de collagéne présent dans les membranes, mais aussi de protéines de structure telle la
desmine ou la titine. De nombreuses ¢études ont fait le lien entre contenu en collagéne et
propriétés mécaniques passives (Kovanen et al., 1984; Gosselin et al., 1998; Ducomps et al.,
2003; Alnaqueeb et al., 1984). Ainsi, des études utilisant des techniques d’entrainement chez le
mammifeére ont montré une augmentation de la raideur passive concomitante a I’augmentation du
contenu en collagéne et des cross-linking (Kovanen et al. 1989, Ducomps et al. 2003, Gosselin et
al., 1998). Les études sur les processus de vieillissement ont elles aussi montré cette association

entre collagene et raideur passive (Alnaqueed et al., 1984; Kovanen et al., 1984). Concernant les
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effets du statut nutritionnel sur la régulation du collagéne musculaire, les résultats sont variés.
Roy et al (2006) ne rapportent aucune influence du niveau nutritionnel sur le contenu en
collagéne du muscle pectoralis de poulet, avec cependant quelques différences dans la structure
méme du collagéne du perimysium. Dans le gastrocnemius de souris adultes dénutries pendant 2
jours, Jagoe et al (2002) rapportent une diminution de 1’expression des geénes codant pour de
nombreuses protéines comme le collagéne. Plus récemment, Stevenson et al (2005) a étudié le
profil transcriptionnel de myotubes en condition carentielle. Ces auteurs ont noté une diminution
dans I’expression des génes impliqués dans la synthése et la maturation du collagéne. Néanmoins,
les effets de I’apport nutritionnel pendant le développement feetal sur le développement du tissu
conjonctif musculaire semblent étre différents. En effet, Karunaratne et al (2005) montrent une
augmentation de la quantité de collagéne par unité de surface chez les porcelets ayant eu un
apport nutritionnel appauvri pendant la gestation. Dans notre étude, un tel phénoméne pourrai
expliquer 1I’augmentation de tension passive observée dans les muscles de rats de 25 jours.

En plus du collagéne, d’autres protéines de structures sont source de tension passive. La
titine, une protéine filamenteuse de 3MDa, lie la striec Z au filament de myosine. Wang et al
(1991) démontrent que les propriétés élastiques passives de la fibre musculaire sont liées a
I’expression de 1’isoforme de titine. En plus, Toursel et al (2002) ont montré une diminution de la
raideur passive dans le soleus de rat suspendu en liaison avec une diminution du contenu en
protéine de titine. La protéine de desmine a aussi montré sont réle dans la raideur passive
(Salviati et al, 1990, Anderson et al, 2002). Enfin, la téléthonine (Titin-cap) qui a un role
important dans 1’ancrage de la partie N-terminale de la titine sur la strie Z (Trinick et al, 1999)
semble aussi avoir une influence sur la raideur passive (Lee et al, 2006). L’étude de Byrne et al
(2005) a montré une augmentation de I’expression des geénes de la desmine et de la téléthonine

dans le muscle de beeufs dénutris pendant une courte période, révélant alors la possibilité
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d’influencer le contenu musculaire dans ces différentes protéines sous 1’effet de la dénutrition.
Enfin, chez le rat soumis a une alimentation appauvrie en protéines pendant 2 semaines apres le
sevrage, Oumi et al (2000) ont rapporté des altérations ultrastucturales musculaires. Plus
précisément, ces auteurs ont montré une désorganisation au niveau sarcomérique avec rupture de
la strie Z prenant un aspect déchiqueté et attribuent cette « désintégration » structurale aux
protéines de desmine et de titine. Si telle est le cas, une telle modification de I’organisation du
réseau protéique sarcomérique pourrait alors entrainer une augmentation de la raideur passive. En
effet, Anderson et al (2001) ont rapporté une augmentation de raideur passive chez des souris
génétiquement modifiées dépourvues de desmine (Anderson et al, 2001), attribuant cette
augmentation de raideur a une adaptation des structures passives liées a I’absence de desmine.
Les tests de relaxation a différentes vitesses nous ont permis de montrer, sur muscle entier, que la
réponse en tension a I’allongement en condition passive consiste en un comportement visqueux,
viscoélastique et ¢€lastique tel qu’observé sur fibre isolée de muscle de grenouille (Bagni et al,
1995 ; 1999) ou sur faisceau de fibres de muscle de rat (Mutungi et Ranatunga, 1996 ; 1998 ;
Mutungi et al, 2003). Il existe un débat quant a la contribution soit des ponts actine-myosine, soit
de la molécule de titine (Hill, 1968 ; Moss et al, 1976 ; Bagni et al, 1992 ; 1995 ; Mutungi et
Ranatunga, 1996 ; Mutungi et al, 2003) pour expliquer ce comportement mécanique de la CEP.
Cependant, il semble aujourd’hui que pour une majorité d’auteurs, la participation de la molécule
de titine et plus précisément la région I de cette molécule soit prédominante dans ce phénoméne.
Mutungi et Ranatunga (1996) et Muntungi et al (2003) ont rapporté des différences entre fibres
lentes et fibres rapides non seulement pour le comportement €lastique mais aussi pour les
caractéristiques viscoélastiques et visqueuses. Ainsi, de ces travaux, il apparait une raideur
passive mais aussi une viscosité plus importante pour les fibres lentes comparativement aux

fibres rapides. Nos résultats montrent, chez les soleus et EDL des rats de 25 jours, une
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augmentation non seulement de la raideur passive mais aussi du coefficient de viscosité. Ces
variations ne peuvent donc pas s’expliquer en termes d’adaptation des caractéristiques
typologiques puisqu’il n’est pas observé d’enrichissement du muscle en fibre lente sous I’effet
de la dénutrition. Concernant la viscosité, il semble que cette différence entre les fibres ne soit
pas liée a une différence de viscosité myoplasmique (liée au glissement inter-filamentaire),
puisque cette différence persiste méme apres avoir pelé chimiquement, glycériné et placé dans un
méme bain les 2 types de fibres (Mutungi et Ranatunga, 1996 ; 1998). Ces auteurs attribuent alors
cette caractéristique a une structure intrasarcomérique et plus particuliérement a la Titine.

De I’ensemble de ces données, il est alors suggéré que les modifications observées en
terme de comportement mécanique passif du muscle sous I’effet de la dénutrition feetale soit le
résultat d’altération dans les structures endosarcomériques et/ou exosarcomériques et dont la
molécule de titine pourrait en étre le principal acteur.

Nous pouvons donc conclure de I’ensemble de ces résultats que la malnutrition pendant le
développement foetal induit des changements aussi bien au niveau des -caractéristiques
contractiles qu’au niveau des propriétés de la CES et de la CEP avec cependant des différences
selon 1’age et les muscles étudiés. Quoi qu’il en soit, il est probable que certaines de ces
modifications des caractéristiques mécaniques auront des répercussions sur la fonction posturale

et locomotrice.
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4.1.Estudo das propriedades estruturais e mecinicas do tecido muscular esquelético

4.1.1. Materiais e Métodos

4.1.1.1. Animais e Grupos Experimentais

Este estudo foi realizado na Université¢ de Technologie de Compiégne - UTC, utilizando o
biotério de experimentagdo e o Laboratério de Biomecanica e Engenharia Biomédica (Unité
Mixte de Recherche 6600, filiada ao CNRS — Centre Nationale de la Recherche Scientifique /
Franca).

Para os experimentos realizados na UTC, fémeas e ratos machos Wistar foram adquiridos
diretamente do fornecedor (ELEVAGE JANVIER, Franga), ja com a idade adequada para
reproducdo, para serem acasalados no biotério daquela institui¢do, a fim de obter as ninhadas e
submeté-las aos procedimentos de manipulacdo nutricional e avaliagdo da biomecanica muscular.
Os protocolos utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica, Higiene e

Seguranca da UTC.

Manipulagédo nutricional: Durante a gestagdo, as ratas foram alimentadas com uma dieta
controle (17% de proteina) de acordo com as recomendacdes da “AIN-93G” (Reeves et al., 1993)
(Grupo Controle - C, n=11) ou uma dieta hipoprotéica e isocalorica (7,8% de proteina) (Grupo

Desnutrido - D, n=11) (Tabela 1). Ap6s 24 horas do nascimento, as ninhadas foram limitadas a
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seis filhotes machos para cada mae que foi amamentada com dieta controle. Ao desmame, as
ninhadas foram isoladas da mae e receberam a dieta controle até os 60 dias pos-natal. Os ratos
receberam uma dieta de manutengdo com 12% de proteina até 90 dias pds-natal (Reeves et al.,
1993).

O peso corporal das maes foi registrado a cada 5 dias durante a gestagdo (Sartorius BP61
MP®, 0.01g sensibilidade). O peso dos filhotes foi registrado ao nascer, no 14°, 25° e 90° dias de

vida a fim de acompanhar a evolu¢ao ponderal desses animais.
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Tabela 1 — Composi¢des das dietas experimentais

Ingredientes Dieta controle Dieta hipoprotéica
(17% de proteina) (7,8% de proteina)
g/kg

Caseina (292,5 183,8 84,3

de proteina)

Amido de milho 645,7 745,2
Oleo de soja 70,0 70,0
Fibras 50,0 50,0
Mix Vitaminico ' 10,0 10,0
Mix Mineral > 35,0 35,0
Bitartarato de Colina 2,5 2,5
L-metionina 3,0 3,0
TOTAL 1000 1000

Valores obtidos a partir da AIN-93G, Reeves et al, 1993.

' AIN 93G Mix Vitaminico (mg/kg dieta): acido nicotinico 30,0; pantotenato de calcio 16,0;
piridoxina-HCI 7,0; tiamina-HCl 6,0; riboflavina 6,0; acido félico 2,0; biotina 2,0;
cianocobalamina, 25,0; a-tocoferol 150,0; palmitato de retinil 8,0; colecalciferol 2,5 e

filoquinona.

2AIN 93G Mix Mineral (mg/kg dieta): calcio 5,0; fosforo 1,6; sodio 1,0; potassio 2,3;

magnésio 0,5; ferro 0,03; zinco 0,03; e cobre 0.01.
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4.1.1.2. Preparacio dos musculos

Os ratos foram anestesiados, via intraperitoneal, com pentobarbital de sédio (30mg/kg
de peso corporal do animal). A partir de uma incisdo longitudinal na face lateral da pata
posterior, o musculo solear ou o extensor longo dos dedos (EDL) foram dissecados, sob
umidificacdo de uma solugdo de Krebs-ringer em pH=7,3 composta em millimoles de: NaCl
115,0; NaHCO; 28,0, CaCl, 2,5; MgS04 3,1; KCI 3,5; KH,PO4 1,4; Glicose 11,1.

O musculo foi seccionado nos tenddes, para utilizagdo na analise histologica ou
biomecanica. Para andlise histologica, os musculos foram retirados, imersos em isopentano a
baixa temperatura e congelados em nitrogénio liquido (- 160°C) até serem examinados. Esse
método de congelamento evita a formacdo de cristais de 4gua no fragmento do musculo
gracas ao isopentano e fixa sem desnaturar as enzimas a serem caracterizadas. Nessas
condi¢des os fragmentos dos musculos congelados podem ser estocados e conservados em
tubos mergulhados em nitrogénio liquido por vérios meses.

Para analise biomecanica, o musculo foi pesado numa balanca digital (Sartorius CP64
®, divisao 0,Img). Imediatamente apds a pesagem, o musculo foi colocado numa camara
contendo solu¢do de Krebs-Ringer, constantemente agitada, recebendo continuamente uma

mistura de gases de 95% de O, e 5% CO,, mantida a uma temperatura de 25°C e pH de 7,3.
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4.1.1.3. Analise histologica

Com um cridtomo (Jung Frigocut 2800E-Leica), mantido a -20°C, foram obtidas
secgOes transversas (10um) fixados a um suporte com a ajuda de TissueTek (Figura 4A e 4B).
Os cortes foram entdo fixados em laminulas, sendo secos em temperatura ambiente por um
periodo de 1a 2 horas antes de iniciar a coloragao.

A fim de se obter uma coloragdo caracteristica da atividade ATPasica da miosina foi
utilizado o método proposto por Booke e Kaiser (1970). Essa técnica estabelece que reagdes
fisico-quimicas bem precisas, realizadas em vdrias etapas, permitem obter uma coloragao
caracteristica da atividade enzimatica especifica. Dois parametros sdo essenciais na reagao
que tem por objetivo determinar de forma quantitativa uma atividade enzimadtica: o pH e a
temperatura.

Os cortes transversais do musculo foram corados em ATPase miofibrilar calcio-ativada
(mATPase), apds pré-incubacao em diferentes niveis de pH (Booke e Kaiser, 1970) (Figura
5A e 5B). As fibras musculares foram classificadas de acordo com a intensidade de reagdo a
ATPase apo6s a pré-incubagdo em meio acido (pH 4,3 e 4,6), nos trés tipos principais: I (fibras
lentas oxidativas), Ila (fibras rapidas oxidativas-glicolitica) e IIb (fibras rapidas glicoliticas) e
fibras de tipo de intermediario (Int) (Pierobon-Bormioli et al. 1981) (Figura 5A e 5B). Na
analise histoquimica, foi empregado um sistema de analise de imagem (Leica Microsystems
Imaging Solugdes Ltd ©, sofware QWin V2.7). A composi¢do dos tipos de fibras do musculo
foi determinada contando-se aproximadamente 1500 fibras igualmente distribuidas em

campos sobre a amostra.
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Figura 4. Processamento histologico. A, criotomo a — 20°C. B, Musculo durante a

realizagao dos cortes transversais.
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Tipo Intermediaria

Tipo II

Tipo IIb

. . Sp 3

Figlifa 5. A e C, corte transversal do misculo EDL coraopela técnica da ATPase miofibrilar
calcio-ativada (mATPase) em pH=4,3 e pH=4,5 respectivamente; B e D, Determinagdo dos

diferentes tipos de fibras musculares nos cortes (60pum).
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4.1.1.4. Testes biomecanicos

Dentro desta camara, que faz parte do ergdmetro (Figura 6 ¢ 7) o musculo é montado
horizontalmente, com a parte proximal fixada a um captor de forca e sua extremidade distal foi
ligada a parte movel do ergometro (vibrador eletromagnético).

Este sistema permite impor ao musculo estiramentos e relaxamentos de amplitude e
velocidade controladas a um determinado momento da contracdo tetanica. Um estimulo
tetanizante (25 volts e 80 Hz para o solear e 120Hz para o EDL) sera liberado com duragdo
determinada segundo o musculo avaliado, em intervalos de 5 min por dois eletrodos de prata em
paralelo, colocados de cada lado do musculo dentro da camara (Figura 6 ¢ 7). Os pulsos serdao

supramaximos e com dura¢ao de 0,5 ms.

Servo controle

A
PID
A *
Eletroestimulador
Amplificado ;
de forca i
Captor
de forca

Vibrador
Eletromagnético

Figura 6. Representagdo esquematica do ergometro.
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Transdutor de
deslocamento

Figura 7. Musculo no interior da cdmara do ergdmetro para verificagdao das propriedades

ativas do musculo.
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O musculo ¢ ajustado a um comprimento 6timo (L), definido como o comprimento
no qual a forca maxima do abalo muscular (P;) sera desenvolvida.

Caracteristicas contrateis (CC) e elasticas em série (CES) foram avaliadas utilizando
uma série de duplas liberagdes no comprimento imposto ao musculo, a partir de Ly. O
movimento do ergdmetro ¢ disparado quando a forga tetdnica (Py) estd completamente
desenvolvida (800ms ou 300ms apds o inicio da estimulagdo do solear ou EDL,
respectivamente). Uma primeira libera¢do ocorre de forma rapida (30 cm.s -1), ocasionando
uma queda na forca, sendo o valor minimo de for¢a P mensurado. Imediatamente apos esta
primeira liberagdo, o musculo é novamente encurtado numa velocidade (V) constante,
ajustada de forma a se obter um platd na linha de registro da for¢a que ¢ desenvolvida

(Figura 8).
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NPOW
P, T

Figura 8: Registro tipico da forca obtida durante um teste de dupla liberacdo controlada.
Trago superior mostra mudancas da forca. Traco inferior mostra mudangas impostas no

comprimento.
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Para testar a rigidez do CES, as curvas de forca-extensao foram construidas a partir da
variagio de comprimento normalizado em relagio ao Lo (AL/L(.10%), versus a forca
relativizada (P/Py), através de 10 a 15 liberagdes de diferentes amplitudes (Figuras 9). Os
dados sdo inseridos em uma fun¢do polinominal de 3* ordem e a rigidez do musculo sera
avaliada computando a relacdo (Al/ AP) a uma Py e 0,2 Py ¢ a extensdo maxima (Al max), isto

¢, a liberagdo minima requerida para se obter uma tensao igual a zero.

P/P0

O T T T T

0 0.5 1 1.5
AL/Lq (%) 2

Figura 9. Exemplo tipico de uma curva tensdo-extensdo caracteristica do Componente

Elastico em Série (CES) obtido a partir do método de “liberagdo controlada”.
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y = 3,0211x + 0,4757

4_ _
R? = 0,9739
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Pv)/VPO
e
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Figura 10: Relagdo velocidade-forga tipica linearizada. Ponto de intersecc¢ao (circulo azul) =

Velocidade maxima de encurtamento (Vmax).

A area sob a curva, que representa a energia potencial maxima armazenavel no CES,
foi também calculada (Figura 9). De acordo com a equacao de Hill (1938), [(Pv +a)(V +b) =
(Po +a)b], uma linearizagdo da curva velocidade-for¢a serd desenvolvida colocando para cada
isovelocidade de encurtamento (V) a forca normalizada (Pv/Py), versus a propor¢do (Py - Pv)/
V.P0). Os dados foram inseridos em uma funcdo linear ¢ a velocidade méxima de
encurtamento (Vmax) foi computada utilizando analise de regressao (Figura 10).

As medidas das caracteristicas contrateis do musculo também incluem a analise do
tempo de contracao (CT), do tempo de meio-relaxamento (HRT) e da forga obtida (P;) durante

o abalo (Figura 11).
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Forca

Figura 11: Registro tipico de um abalo muscular (CT: tempo de contracdo; HRT, tempo de

meio-relaxamento; Pt, for¢a desenvolvida).

Para o teste de Fadiga muscular, pulsos com freqiiéncia de 40Hz e 330ms de duracao
foram aplicados durante dois minutos, sendo um pulso a cada segundo. O indice de resisténcia
foi calculado como a tensdo produzida a cada 30 segundos (ou seja, 30, 60, 90 e 120 segundos
apos o inicio do teste), dividida pela tensdao produzida durante o primeiro segundo. O teste de
fadiga foi realizado através de um protocolo semelhante ao descrito por Burke (1973).

Para analise do componente eldstico em paralelo (CEP), o musculo foi colocado sob as
mesmas condi¢des anteriormente citadas, com sua parte proximal fixada a um captor de forga
e sua extremidade distal ligada a parte movel de um ergdmetro servo controlado (Lenseil-
Corbeil e Goubel, 1989). As analises do CEP ocorriam sem estimulacao elétrica, para tanto os

eletrodos de prata foram removidos (Figura 6).
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O mausculo foi ajustado ao seu comprimento frouxo (em inglés “slack™) (Ls), para
testes no estado passivo, no qual uma tensao de repouso de 10mN foi obtida. O musculo foi
submetido a trés testes, teste de relaxamento incremental gradativo, teste de estiramento-
relaxamento numa velocidade lenta e teste de relaxamento. Para cada teste, trés testes foram
desenvolvidos, os dois primeiros testes foram usados para pré-condicionar o musculo ¢ o
terceiro serviu para as analises de dados.

O primeiro teste foi o teste de relaxamento incremental gradativo, o musculo foi
submetido a quatro extensdes sucessivas graduais, impostas inicialmente a partir do Ls. Cada
extensdo consistia de uma extensdo de 5%Ls numa velocidade rapida (500mms ') ¢ mantida
nessa extensdo durante 80s a fim de observar a queda da forga em dire¢do ao valor de plato.
No final da quarta extensdo gradual, o mtsculo foi rapidamente liberado para o valor de Ls.
Esse teste nos permite medir, para cada extensdo gradual, o valor do pico de forca (Fd) a qual
corresponde a forca maxima desenvolvida pelo musculo no final do estiramento rapido e forga
estatica (Fs) no final do platd de estiramento (Figura 12). Fd e Fs foram divididos pela area de
seccdo transversa fisiolégica do musculo (PCSA), que resulta na expressdo do pico e tensao
(oq4) € a tensdo estatica (o5). PCSA do musculo foi calculada através da equagdo PCSA =
PM/(Lm*1.06*L{/Lm) onde PM ¢ o peso muscular, Lm ¢ o comprimento muscular, 1,06 ¢ a
densidade muscular (g.cm®), ¢ Lf/fLm ¢ a razio entre o comprimento da fibra e o
comprimento muscular e corresponde a 0,72 e 0,44 para o musculo solear ¢ EDL,

respectivamente (Ranatunga e al, 1982, Gregorevic et al, 2002).
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Figure 12: Registro tipico obtido durante um teste de relaxamento incremental. O tragado
superior mostra as modificagdes impostas no comprimento. O tragado inferior mostra as

modificacdes da forga. (Fd, pico de forga; Fs, forca estatica).

O segundo teste, o teste de estiramento-relaxamento, consistia no estiramento do
musculo a amplitudes superiores a 125% do Ls com velocidade lenta (0,1 mm/s) seguido pelo
relaxamento até o Ls com a mesma velocidade (Figure 13). Desses dados, a tensdo (i.e. forga
passiva normalizada em relagdo a PCSA) e tragdo (em inglés “strain”) (i.e. deformacao/Ls) foi
calculada a fim de construir a curva tensao-tracao. Dessa curva, a resisténcia a 125%Ls e o
moédulo tangencial foi calculado. O moédulo tangencial foi determinado calculando a

inclinagdo da reta da parte linear da relacdo durante a extensao (Figura 13).
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Figura 13. Relacdo tensdo-tracdo obtida a partir de um teste de estiramento a velocidade

lenta.

O terceiro teste realizado foi o teste de relaxamento que consistia no estiramento do
musculo a 15% do Ls (AL) em diferentes velocidades durante 80s. Inicialmente utilizava-se
uma velocidade 1Ls/s, em seguida, 2Ls/s, S5Ls/s, 10Ls/s, 15Ls/s, 20Ls/s e 30Ls/s. Esse teste
realiza uma evolu¢do ndo mondtona da forca passiva no momento da fase de estiramento com
um ponto de pausa dependente da velocidade de estiramento.

Nesse teste foram mensurados a Fd (pico de forca) desenvolvido no final do
estiramento rapido e Fs (forca estatica) desenvolvida no final da fase estética (figura 14 e 15).

Na figura 14, pode-se observar também P1, tensdo nos pontos de pausa, determinada
como a tensdo no ponto de pausa entre duas distancias lineares (montado na fase de elevagdo
em ambos os lados da pausa). A forca P; aumenta em propor¢do direta a velocidade de
estiramento, caracterizando-se como uma resposta viscosa (Mutungi e Ranatunga, 1996)
(Figura 14).

A forga P2, por sua vez, foi calculada subtraindo-se as for¢as P1 + Fs de Fd. Sugere-se

que Fs caracteriza-se como uma resposta elastica (Mutungi e Ranatunga, 1996) (figura 14 e
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15). A equagdao montada para P2 (resposta viscoelastica) versus a duracao do estiramento foi
(Bagni et al., 1995):

P2=lktr/td (1-exp(-td/tr) ),

Essa equagdo descreve a dependéncia da resposta da for¢a de um sistema viscoelastico
(um elemento viscoso em série com um elemento elastico) sobre a duracdo do estiramento
(1/td). 1¢ a amplitude do estiramento, K, ¢ a rigidez, t. ¢ o tempo de relaxamento e td ¢ a
duracdo do estiramento. O td calculado a partir da razdo AL/velocidade aplicada em cada
teste. Uma vez que a amplitude de estiramento em rampa foi constante em determinadas
series, 1/td foi diretamente proporcional a velocidade de estiramento, uma equagdo
semelhante pode ser usada para P2 versus a velocidade de estiramento (Bagni et al., 1995). A
partir dos pontos de P; nas diferentes velocidades estudadas, estabeleceu-se uma reta de
regressao e foi calculado o coeficiente de viscoso, h (figura 14 e 15). O coeficiente de viscoso
foi expresso como for¢a (por unidade de area) dividida pela velocidade de estiramento

(expressa em Ls s™) (Bagni et al., 1999).
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Figure 14: A e B, Registro tipico obtido durante o teste de relaxamento. Fd, Pico de forga, Fs,

forga estatica, P1, tensdao nos pontos de pausa.
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Figure 15: Relacdo em funcdo da velocidade de estiramento, dos valores de forga das
respostas viscosas (P1), visco-elastica (P2) e elastica (Fs), assim como do pico de for¢a (Fd)

durante o teste de relaxamento.

4.1.2. Anélise dos Resultados

Os dados foram analisados através do sofware Sigmastat 3.0. Uma Analise de Variancia
Two-way foi realizada para avaliar a influéncia da idade e do estado nutricional no peso
corporal. Uma Andlise de Varidncia Three-way foi realizada para avaliar a influéncia da
idade, do tipo de musculo e do estado nutricional nos demais pardmetros estudados. Em caso
de diferencga significativa, uma andlise post hoc foi realizada através do teste de comparagdes

multiplas, assumindo um nivel de 95% para admitir uma diferenca estatistica.
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Peso corporal e muscular

Maes desnutridas mostraram menor peso corporal (g) aos 16 dias de vida (C=367,5 +
8,1g; D=344,7 + 6,7g), ¢ aos 21 dias de gestagdo quando comparadas ao grupo controle
(C=431,6 £ 7,6g; D=380,7 + 13,4g) (Figura 16A). Ao nascimento, no 14°, 25° ¢ 90° dia de
vida, filhotes de maes desnutridas mostraram menor peso corporal que os animais do grupo
controle (Figura 16B).

Os musculos solear ¢ EDL apresentaram-se menores nos filhotes de maes desnutridas
aos 25° e 90° dias de vida quando comparados ao controle (solear aos 25 dias, C=49,6 +
1,43mg; D=27,0 + 2,6mg; solear aos 90 dias, C=243,0 + 11mg; D=199,0 + 7,0mg; EDL aos
25 dias, C=46,1 + 2,9mg; D=24,9 + 2,6mg; EDL aos 90 dias C=237,0 + 3,2mg; D=184,0 +
6,4mg) (Figure 17A, 17B). A relagdo peso muscular/peso corporal do animal mostrou-se
menor no solear do grupo D aos 25 dias (C= 0,51+ 0,02; D=0,39 + 0,02), mas ndo aos 90 dias
de vida (C=0,52 + 0,03; D=0,52 + 0,02, p>0.05) (Figure 17C). Os musculos EDL foram
menores em ambas as idades nos filhotes de maes desnutridas (Figure 17D). A seccao
transversa fisiologica do musculo também foi menor no grupo Desnutrido em relagdo ao
grupo Controle aos 25 ¢ 90 dias de vida no musculo EDL (EDL aos 25 dias, C=4,76 +
2,9mm?*; D=2,89 + 0,13mm?; EDL aos 90 dias C=15,12 + 0,38mm?*; D=13,35 + 0,56mm"). No
solear houve redugdo da area de seccdo transversa apenas aos 25 dias de vida (solear aos 25
dias, C=3,49 + 0,18mm’ D=2,01 + 0,13mm’; solear aos 90 dias, C=11,00 + 0,36mm’;

D=11,46 + 0,74mm?).
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Figure 16. Média + E.P.M. do peso corporal (g) de ratas as durante a gestacao (A, n=22) e

seus filhotes em diferentes idades (B, n=16). C, grupo controle ¢ D, grupo desnutrido. *

p<0.05 controle vs desnutrido.
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Figure 17. Média £ E.P.M. do peso muscular absoluto (PM) do solear (A, n=36) ¢ EDL

(B,n=33). Peso muscular relativo (PM/PC) do solear (C, n=36) ¢ EDL (D, n=33). C, grupo

controle; D, grupo desnutrido. * p<0.05 controle vs desnutrido.
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Analise histol6gica muscular

Aos 25 dias de vida, ratos desnutridos mostraram aumento na propor¢ao de fibras tipo
Ia (C=27,1% £ 1,3; D=32,5% =+ 2,1) e das fibras intermediarias (C= 4,7% =+ 0,6; D= 8,6% +
1,7) no musculo solear (p<0.05). Aos 90 dias de idade, a propor¢ao de fibras Ila permaneceu
aumentada nos ratos desnutridos (C=10,2% =+ 1,3; D=19,7% + 2,1) (Figure 18A). Por outro
lado, nos musculos EDL, houve diminui¢cdo na propor¢do de fibras tipo Ila e aumento nas
fibras tipo IIb aos 25 ¢ 90 dias de vida nos animais desnutridos quando comparados aos do

grupo controle (Figura 18B).

A B
904 m C 907 mmmc
804 —D - 804 C——D
70+ 704 % .
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2 50 8
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Figure 18. Proporcao dos diferentes tipos de fibras dos musculos solear (A, n=22) e EDL (B,
n=17) aos 25 e 90 dias de vida. C, grupo controle; D, grupo desnutrido. * p<0.05 controle vs

desnutrido.
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Analise das propriedades mecanicas musculares

Componente Contratil (CC)

Aos 25 dias de vida, os filhotes submetidos a desnutricdo gestacional mostraram
diminui¢do na for¢ca maxima durante o abalo muscular (Pt) e na forga tetanica (Py) e aumento
na forca tetanica relativa (Po/PM) e na velocidade maxima de encurtamento (Vmax) em
ambos os musculos solear e EDL (Tabela 2). No entanto, aos 90 dias de vida, Po/PM e Vmax
permanecem aumentados no musculo solear (Tabela2). Por outro lado, o musculo EDL de
ratos desnutridos permanece com todas as mudancgas nas propriedades contracteis como visto
aos 25 dias de vida (Tabela 2). Nao houve diferenga no tempo de contragao (CT) e no tempo
de meio relaxamento (HRT) quando os grupos foram comparados nas diferentes idades

(Tabela 2).
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Tabela 2. Média + E.P.M. da for¢a maxima durante o abalo muscular (Pt), for¢a tetanica (Py),

forca tetanica relativa (Po/PM), tempo de contragdo (CT), tempo de meio-relaxamento (HRT)

e velocidade méxima de encurtamento (Vmax). C, grupo controle; D, grupo desnutrido.

Pt Py Py/MW CT HRT Vmax
(mN) (mN) (mN/mg) (ms) (ms) (LO0/s)
Solear
25° dia
C, n=8 90,9+5,2 456,9 + 21,1 9,09 +0,2 45,7+ 1,8 75,743,6 2,3+0,1
D, n=11 62,6 +3,9*% 290,1 + 25,8* 11,0 £ 0,6* 46,6 +2,6 87,3+5,5 2,9 +0,4%
90° dia
C,n=9 293,3+15,3 1931,8+78,2 8,0+0,3 55,1+2,0 114,8+5,6 1,4+0,1
D, n=8 279,6+14,1 1932,6+76,5 9,82+0,4* 54,7420 108,8+4,0 2,2+0,3*
EDL
25° dia
C,n=9 176,3+10,7 577,4+22.4 12,8+0,8 19,840,5 28,6+0,5 4,0+0,2
D, n=8 142,8+10,3* 465,0+20,2* 19,8+1,9* 18,3+0,7 31,3+1,1 4,7+0,2%*
90° dia
C, n=8 1035,6+26,3 3661,5+108,8 15,5+0,5 18,3+1,0 24,6+1,0 2,7+0,1
D, n=8 847,7+36,7* 3214,5+80,2* 17,5+0,5* 17,540,2 22,4+0,7 3,6 +0,3*

* p<0.05 controle vs desnutrido.
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Analise do teste de fadiga

A andlise do teste de fadiga nao revelou diferencas estatisticamente significantes nos

grupos analisados (Tabela 3).

Tabela 3: Média + E.P.M. do indice de resisténcia a fadiga (IF) aos 30, 60, 90 e 120 segundos

de teste no musculo solear ¢ EDL de ratos Controle (C) ou Desnutrido (D) aos 25 ¢ 90 dias de

vida.
IF30s I1F60s 1F90s IF120s
Solear
25° dia
C, n=6 0,65+ 0,04 0,54 + 0,05 0,44 + 0,05 0,36 + 0,05
D, n=6 0,59 + 0,04 0,47 + 0,05 0,40 + 0,05 0,35+ 0,06
90° dia
C,n=5 0,84+0,09 0,67+0,10 0,514+0,09 0,40+0,08
D, n=6 0,824+0,06 0,67+0,04 0,54+0,03 0,44+0,03
EDL
25° dia
C,n=5 0,69+0,05 0,45+0,05 0,224+0,03 0,134+0,02
D, n=4 0,70+0,09 0,36+0,07 0,16+0,05 0,10+ 0,05
90° dia
C, n=6 0,94+0,04 0,54+0,04 0,2140,02 0,09+0,01
D, n=5 0,84+0,06 0,47+0,03 0,184+0,02 0,07+0,01
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Componente Elastico em Série (CES)

Aos 90 dias de vida, foi encontrado um ligeiro aumento ndo significativo da
complacéncia do CES entre os grupos C e D para os musculos solear e EDL (Tabela 4). Em
contraste, nos animais aos 25 dias de vida, houve diminui¢do na complacéncia em 0,2 Py e na
extensibilidade maxima no musculo solear aos 25 dias de vida de filhotes desnutridos durante
a gestacdo (Tabela 4), enquanto que no musculo EDL de ratos desnutridos houve aumento

nessas propriedades (Tabela 4).
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Tabela 4. Média = E.P.M. das propriedades elasticas em série dos musculos solear ¢ EDL. C,

grupo controle; D, grupo desnutrido.

Complacéncia Complacéncia Area Extensao
aP a 0.2P, (AL/Ly).(P/Py). Maxima
(Lo/Po.10%) [(Lo/Pg).10°] 10* (%Lo).10?
Solear
25° dia
C, n=8 1,16 £ 0,1 2,71 +£0,1 78,46 + 2,1 2,27+0,1
D, n=11 1,03 +0,1 2,47+0,1% 70,9+ 1,2 2,06 +£0,1*
90° dia
C, n=8 1,14+ 0,1 2,25+0,2 75,62 + 3.8 1,90 + 0,1
D, n=8 1,22 +0,1 240+0,1 76,93 + 4.4 2,01 +£0,1
EDL
25° dia
C,n=9 1,25+0,1 2,72+ 0,1 82,40+ 1,9 2,34+ 0,1
D, n=8 1,34 +0,1 3,33+0,1%* 94,22 +4,7 2,75 +0,1%*
90° dia
C, n=8 1,40 +£0,1 2,26 +0,2 82,08 +4,4 2,08 +0,2
D, n=8 1,38 +0,1 2,43 +0,1 81,66 + 1,0 2,19+0,1

*p<0.05 controle vs desnutrido.
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Componente Elastico em Paralelo (CEP)

Teste de relaxamento incremental gradativo

Ao desmame, os animais mostraram aumento na resisténcia ao estiramento passivo
para cada extensao em ambos os musculos solear ¢ EDL (Figura 191, 1911, 19V e 19VI). No
musculo solear aos 25 dias de idade, a desnutri¢do levou ao aumento no pico de tensdao de
40%, 48%, 57% e 52% para o primeiro, segundo, terceiro e quarto aumento, respectivamente
(19I). Aumentos na mesma ordem foram obtidos pelo musculo EDL (19V). Além disso, a
desnutricao levou ao aumento na tensao estatica de cerca de 65% no solear e de 100% no
EDL (1911 e 19VI).

Os efeitos da desnutricdo sobre os aumentos no pico de tensao e na tensao estatica nao
tiveram efeitos a longo-prazo. Nao houve diferencas no solear e no EDL entre os grupos

controle e desnutrido (19111, 191V, 19VII e 19VIII).
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Figura 19: Média + EPM do pico de tensao (o4) (I, III, V e VII) e da tensdo estatica (os) (II,
IV, VI, VIII) obtida para cada aumento de comprimento durante o teste de relaxamento
incremental sobre o solear de 25 dias (I, II) e de 90 dias (IIl e IV) ou dos EDL de 25 dias (Vé
VI) e de 90 dias (VII e VIII). C, Grupo Controle (n=23); D, Grupo Desnutrido (n=27). *

p<0.05 controle vs desnutrido.

Teste estiramento-relaxamento

A forga passiva desenvolvida a 25% de tracao (deformacao/Ls) ndo foi modificada em
ambos os musculos solear ¢ EDL de ratos desnutridos ao desmame e no adulto jovem em
relacdo ao controle (Tabela 5). Quando a forga passiva foi expressa em termos como tensao
(i.e. forca dividida pelo PCSA), parece que a desnutri¢do intra-uterina levou ao aumento da
tensdo passiva em ambos os musculos solear e EDL em ratos aos 25 dias de vida pos-natal
(Tabela 5). Esse aumento na resisténcia ao estiramento passivo observado no solear e EDL do
grupo D foi também confirmado pelo aumento no modulo tangencial e na resisténcia
normalizada (resisténcia/PCSA) (Tabela 5). No rato adulto jovem, ndo houve diferenca nesses

parametros entre os grupos em ambos os musculos solear e EDL (Tabela 5).
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Tabela 5. Média + EPM da Forga, For¢a/PCSA, modulo tangencial e resisténcia normalizada

nos animais controle e alimentados com dieta com baixa caloria ao desmame e na idade

adulta. PCSA, area de seccdo transversa fisioldgica. C, Grupo Controle; D, Grupo Desnutrido.

Soleus

Edl

For¢ca (N)  Forca/PCSA Moédulo Resisténcia
(N/mmz) tangencial normalizada
(N/mm?) (N/mm?)
25° dia
C(n=5) 0.72 + 0.06 0.22 +0.02 3.00+0.34 0.87 +£0.08
D(n=8) 0.57+0.02 0.30+0.02* 3.67+0.34* 1.19+0.10*
90° dia
C(n=6) 1.53 +0.09 0.14 4+ 0.01 244 +0.22 0.56 + 0.04
D(n=6) 1.30+0.10 0.13+0.01 2.29+0.14 0.50 +0.06
25° dia
C(n=6) 0.86 + 0.07 0.19+0.02 2.21+0.32 0.76 + 0.07
D(n=6) 0.76 +0.09 0.27+0.03* 4.03+0.39* 1.07+0.12*
90° dia
C(n=6) 241+0.23 0.15+0.02 2.42 +0.39 0.62 +0.07
D(n=5) 247+0.14 0.20 + 0.01 3.36 +0.44 0.80 +£0.04

* p<0.05 controle vs desnutrido.
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Teste de relaxamento

Na analise do componente elastico em paralelo a partir do teste de relaxamento, pode-
se observar que as respostas viscosa, viscoelastica e elastica do musculos solear e EDL nao
sofreram alteragdes aos 90 dias de vida nos animais submetidos a dieta com baixo teor
proteico durante a gestacdo em relagcdo aos animais do grupo controle (Tabela 6). Embora, aos
25 dias de vida, tanto o solear quanto o EDL dos animais desnutridos mostraram aumento do
coeficiente viscoso, h; dos elementos relacionados a resposta viscoelastica, t; e k (resisténcia
ao estiramento passivo); da tensdo estatica (relacionado a resposta eldstica dos musculos); e

do pico de tensdo (Tabela 6).
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Tabela 6. Média + E.P.M. da viscosidade (h), do tempo de relaxamento (t;), rigidez (K), da

tensdo estatica (Fs/PCSA) e da tensdo dindmica (Fd/PCSA) nos animais controles e

alimentados com dieta com baixo teor proteico durante a gestagdo ao desmame e na idade

adulta. PCSA, area de seccdo transversa muscular fisiologica. C, Grupo Controle; D, Grupo

Desnutrido.

h
[mN.s. mm™
.(Ls)'1.107

t,
(msec)

(N/mm?)

Fs/PCSA
(N/mm?)

Fd/PCSA
(N/mm?)

Solear
25
dias

(n=5)

(n=T7)
90
dias

(n=8)

(n=6)
EDL

25
dias
N
(n=5)
D
(n=8)
90
dias
N
(n=8)
D
(n=8)

0,6239 + 0,07

1,011 £+ 0,06*

0,9406+ 0,05

0,9025 + 0,10

0,5710 + 0,10

0,7338 + 0,05*

0,8296 + 0,07

1,0322 + 0,09

0,0654 + 0,02

0,1014 +£0,01*

0,0305 + 0,00

0,0321 +£ 0,01

0,0349 + 0,01

0,0399 +0,01*

0,0202 + 0,00

0,0228 + 0,00

0,0713 £+ 0,01

0,1221 +0,01*

0,0781 + 0,01

0,0642 + 0,01

0,1090 + 0,01

0,1630+0,01*

0,1482 £+ 0,01

0,1472 + 0,01

0,0271 + 0,01

0,0608 + 0,00*

0,0186 + 0,00

0,0197 £ 0,00

0,0189 + 0,00

0,0513 +0,01*

0,0176 + 0,00

0,0180 + 0,00

0,1102 + 0,02

0,1988 +£0,01*

0,1107 + 0,00

0,1055+0,01

0,1314 +0,01

0,2163 +0,01*

0,1586 + 0,01

0,1711 £ 0,01

* p<0.05 controle vs desnutrido.
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4.1.6. Discussao

O modelo experimental de desnutricdo durante a gestagdo, através do conteudo
reduzido de proteina ¢ um instrumento Util para testar as mudangas no crescimento materno e
fetal (Ozanne e Hales,1999). No presente estudo, no ultimo terco da gestagdo, ratas gestantes
que se alimentaram com um dieta com baixo teor protéico mostraram menor peso corporal
comparadas aquelas ratas que se alimentaram com dieta controle. Similarmente aos nossos
resultados, Snoeck e colaboradores (1990) verificaram redu¢ao no ganho de peso corporal em
ratas gestantes submetidas a dieta com baixo teor de proteinas (8% de proteina/peso). Como
foi referido em outros estudos (Ozanne e Hales, 1999; Snoeck et al., 1990; Almeida et al.,
1996) a prole de maes desnutridas mostraram menor peso ao nascer. O mecanismo subjacente
para esses efeitos deve estar relacionado ao metabolismo materno e ao ambiente endocrino,
bem como ao fluxo sanguineo uterino e umbilical e a transferéncia de nutrientes via
placentaria (Harding, 2001). Além disso, autores observaram que animais submetidos a
desnutricdo durante a lactacdo reduz o peso corporal sem modificar a ingesta alimentar
(Lisboa et al., 2008). Segundo esses autores, isso pode ser devido ao estado hipermetabdlico
dos desnutridos associado ao prejuizo no crescimento (Lisboa et al., 2008). Dessa forma, a
nutricdo pode afetar o crescimento e o desenvolvimento fetal diretamente através da
disponibilidade de nutrientes que serdo distribuidos para o feto e possivelmente envolvendo

parametros metabolicos como a glicose/insulina (Ozanne e Hales, 1999).
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De fato, os tecidos sensiveis a insulina sofrem extensas mudancas em resposta a
restricdo protéica materna (Heywood et al., 2004; Albuquerque et al., 2006). Além disso, a
programacao da sensibilidade a insulina no musculo esquelético pode ocorrer durante a vida
fetal (Ozanne et al., 1996). Nesse estudo, a desnutricdo materna levou a atrofia no musculo
solear ¢ EDL dos filhotes a curto e em longo prazo. Zhu e colaboradores (2004) mostraram
que restri¢do materna de nutrientes em carneiros diminui a sintese protéica sem alteragdes na
degradagdo de proteinas no musculo esquelético fetal. O dano na sintese protéica pode
acelerar a perda de massa muscular.

Conforme avaliado pela diminui¢do na razdo peso muscular/peso corporal aos 25 dias
de vida do animal, a atrofia ndo ¢ apenas conseqiiéncia do menor peso corporal, indicando um
efeito mais importante da desnutri¢do intra-uterina sobre o musculo esquelético em relagdo a
outros tecidos. Essa evidéncia € consistente com a hipdtese que, durante a privagdo
nutricional, o feto mantera o crescimento de tecidos nobres, tais como o cérebro, a custa de
outros tecidos, como o musculo (Hales e Barker, 1992). Também a desnutri¢do afeta
primariamente os tecidos sensiveis a insulina tais como o musculo esquelético (Heywood et
al., 2004; Albuquerque et al., 2006). Por outro lado, o restabelecimento da dieta controle ap6s
0 nascimento levou a um crescimento muscular relativo maior no animal desnutrido até 90
dias de vida pods-natal.

Nao foi observado déficit na area de seccdo transversa do musculo solear de animais
adultos submetidos a desnutri¢do durante a gestacdo no presente estudo. Ratos desnutridos
durante a gestacdo e lactagdo mostraram déficit na area de sec¢@o das fibras do musculo solear
e EDL aos 27 ¢ 180 dias de vida (Bedi et al., 1982). Dados semelhantes foram encontrados
também no musculo diafragma e no musculo tibial anterior apds desnutricio durante a

gestacao (Prakash et al., 1993). Entretanto, no musculo solear ¢ EDL de ratos aos 25 dias
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houve redugdo da area de secgdo transversa e essa reducao persistiu até¢ os 90 dias de vida
(idade adulta) no musculo EDL.

Filhotes de maes desnutridas mostraram maior propor¢do de fibras Ila no solear aos
25 e aos 90 dias de vida. Contrariamente, Howells e colaboradores (Howells et al., 1978)
verificaram ndo haver modificagdes permanentes nas proporgdes dos tipos de fibras no solear
de ratos desnutridos durante a gestacdo e lactacdo (maes foram submetidas a ingestdo
alimentar reduzida em 50% em relagdo a dieta controle ad libitum). Ratos desnutridos durante
a gestagcdo e o aleitamento (suas maes receberam uma quantidade de dieta balanceada que
correspondia a aproximadamente metade da quantidade de dieta ingerida pelas maes controle
ad libitum) foram alimentados normalmente durante 5 meses apds esse periodo e ndo
mostraram alteragdes no tamanho, no numero e no tipo de fibras musculares do solear (Bedi
et al., 1982). Modelos experimentais de inducdo da desnutrigdo bem como as diferentes
idades em se realizaram os estudos podem justificar esses resultados opostos. No musculo
EDL, hé redugdo na proporcao de fibras Ila e aumento nas fibras IIb aos 25 e 90 dias de vida.
Similarmente aos nossos resultados, estudos prévios usando diferentes protocolos de indugao
da desnutri¢cdo encontraram alteragdes nas proporgdes de fibras tipo Ila e IIb (Howells et al.,
1978; Zhu et al., 2006). Em musculos ricos em fibras de contragdo rapida, parece que tanto a
quantidade de calorias na dieta quanto o contetido de proteinas durante o periodo critico do
desenvolvimento pode levar a conseqiiéncias a longo-prazo (Howells et al., 1978; Bedi et al.,
1982). O mecanismo subjacente poderia estar associado ao metabolismo especifico desses
musculos. A sensibilidade a insulina pelas fibras musculares ¢ maior na fibra tipo I que na
fibra tipo Ila (He et al., 2001). Uma vez que as fibras tipo IIb sdo menos dependentes a
sinalizacdo pela insulina (Nyholm et al., 1997), um aumento dessas fibras foi esperado. Esses
dados reforgam a teoria de que o dano no desenvolvimento do musculo esquelético fetal como

resultado da desnutri¢do materna predispde o musculo esquelético da prole a resisténcia a
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insulina. Por outro lado, hormonios tireoideanos sdo conhecidos por modular a expressao da
miosina durante o desenvolvimento muscular (di Maso et al., 2000). A privacdo calorica
nutricional precoce leva a mudancgas no estado da tiredide (Shader et al., 1977; Passos et al.,
2002; Lisboa et al., 2008). Autores referem diminui¢do no musculo da enzima 5-iodotironina
deodinase tipo 2 (D2) responsavel pelo metabolismo de T4 a T3 (Lisboa et al., 2008). A
diminui¢ao de D2 associado ao aumento de da enzima tipo 1 esta presente no hipertireoidismo
(Bianco et al., 2002). Conseqiiente a desnutricdo, mudangas no estado da tiredide pode ser
capaz de influenciar a propor¢ao dos tipos de fibras durante o desenvolvimento muscular.

Uma diminui¢do na forga tetanica e na forga maxima do abalo muscular no solear e no
EDL foi observada nos ratos desnutridos ao desmame. Entretanto, em ratos adultos, apenas o
musculo EDL ainda mostrava diminui¢do na forca tetanica ¢ na forca maxima do abalo
muscular. Corroborando esses achados, um estudo anterior revelou que a desnutricdo durante
o periodo de aleitamento também reduz a forga tetanica ao desmame no solear e no EDL e
essa reducgdo persiste no EDL até¢ a idade adulta (Barros et al., 2004; Toscano et al., 2006).
Isso levanta a possibilidade de que a restricdo nutricional protéica severa, durante o periodo
critico do desenvolvimento, afeta a fun¢do muscular de for¢a e possui conseqiiéncias em
longo prazo.

No presente estudo, a forca tetdnica relativa nos musculos solear e EDL estava
aumentada nos filhotes desnutridos, perdurando até a idade adulta. O desenvolvimento da
tens@o no musculo isolado depende da seccdo fisiolégica do musculo (i.e. area de seccao
transversa do musculo de acordo com o eixo perpendicular das fibras), do espago interfibrilar
e da propor¢do de tecidos conjuntivos. E improvavel que um aumento de 20% na tensdo
relativa (esperado apds esse tipo de agressdo) pudesse ser devido somente ao aumento na
secdo fisioldgica do musculo. Wank e colaboradores (2000) referem ndo haver alteragao

angular nas fibras musculares de musculos flexores plantares em cobaias neonatos desnutridos
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durante a gestacdo. Bedi e colaboradores (1982) referem ndo haver aumento na propor¢ao do
volume de tecido conjuntivo dos musculos solear ¢ EDL em ratos desnutridos durante
gestacdo e aleitamento. Prakash e colaboradores (1993) mostraram diminui¢do no percentual
do espaco intersticial no diafragma de ratos aos 21 dias de vida e em ratos adultos desnutridos
durante o desenvolvimento fetal. Desse modo, uma diminui¢ao do espago interfibrilar devido
a desnutricdo pode ser parcialmente relacionada ao aumento na forga tetdnica relativa.
Mudangas nas propor¢des dos diferentes tipos de fibras devem também ser consideradas
conforme observado no presente estudo. Bottinelli e colaboradores (1991) referiram que a
forca por unidade de area de secdo transversa foi menor em fibras lentas do que em fibras
rapidas.

O tempo de contragdo e o tempo de meio-relaxamento estdo relacionados a taxa de
formacdo das pontes cruzadas entre a actina e miosina, fibra muscular e a liberagdo e
recaptagdo do calcio no reticulo sarcoplasmatico (Berchtold et al., 2000). No presente estudo,
ndo houve alteracdes nos parametros da cinética do abalo muscular quando os grupos foram
comparados. A falta de mudanga na cinética do abalo muscular ndo é consistente com a
mudanga nos tipos de fibras como observado no presente estudo. No entanto, ao se estudar o
musculo por inteiro, diferencas na duracdo do abalo muscular podem também resultar de
mudangas nas propriedades elasticas em série (CES) (Hill, 1951). Nossos resultados mostram
que a desnutrigdo materna aumenta a resisténcia dos CES no solear aos 25 dias de vida,
embora mudangas contrarias fossem observadas no EDL, ou mesmo ndo houve mudangas
significativas nos musculos do rato adulto. Assim, a influéncia das propriedades eldsticas em
serie (CES) sobre a cinética do abalo muscular ndo podem explicar a auséncia de mudangas
no tempo de contragdo e no tempo de meio relaxamento. Finalmente, mudangas no
movimento do calcio do reticulo sarcoplasmatico poderia ser levado em conta. Conforme

mencionado anteriormente, a privagdo protéica em ratos leva a modificagdo no estado da
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tiredide, e essas mudangas no estado da tiredide causariam mudancas, tais como diminui¢ao
na concentragdo e atividade da Ca2+ ATPase (Arruda et al., 2005; Harrison et al., 1996). As
mudangas na concentragdo ¢ atividade da Ca2+ ATPase resultariam no atraso da cinética
contratil e dessa forma, se contrapor a aceleragao da cinética do abalo muscular esperada pela
transicao de fibras lentas para fibras rapidas observada no presente estudo.

A desnutri¢do fetal ndo levou a alteragdes na resisténcia a fadiga no soleus e EDL aos
25 e 90 dias, esperada em virtude das modifica¢des nas caracteristicas tipologcas das fibras.
De fato, admite-se que as unidades motoras do tipo I sdo resistentes a fadiga, contrariamente
as unidades motoras do tipo Ila e IIb, as IIb sdo ainda mais fatigaveis (Burke et al., 1973).
Além disso, essa inalteracdo da resisténcia a fadiga parece estar relacionada as modificagdes
do metabolismo muscular oxidativo relacionado a desnutri¢ao (White et al., 2000; Lefaucher

et al., 2003).

A Vmax ¢ fortemente considerada uma funcdo da miosina ATPase e correlagdes entre
Vmax e a percentagem de miosinas de cadeia pesada (MHC) rapidas tem sido relatado
(Reiser et al., 1985). Além disso, mudancas na Vmax sdo geralmente interpretadas em termos
das alteragdes na distribuicdo da isoformas da miosina (Diffee et al., 1991). A desnutri¢ao
materna leva ao aumento na Vmax nos musculos solear ¢ EDL aos 25 dias de vida e na idade
adulta. Em animais submetidos a desnutricdo durante o periodo de aleitamento também foi
observado aumento da Vmax no solear e no EDL aos 25 dias de vida, a agressao no periodo
neonatal ndo causou alteracdes na Vmax na idade adulta (Barros et al., 2004; Toscano et al.,
20006). Bottinelli e colaboradores (1991) mostraram uma Vmax claramente reduzida em fibras
tipo I do que em fibras rapidas, Vmax médias menores em fibras do tipo Ila do que em fibras
do tipo IIb. Dessa forma, no presente estudo, o efeito da desnutricdo intra-uterina sobre a
Vmax ¢ consistente com o aumento na propor¢ao das fibras Ila no solear e das fibras IIb no

musculo EDL.
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Os elementos elasticos conectados em série com 0s componentes contrateis incluem
ambas as estruturas passivas (i.e. estrutura tendinosa) e ativas (i.e. pontes cruzadas entre a
actina e miosina) (Hill, 1951). Dessa forma, mudangas nas propriedades do componente
elastico em série (CES) podem resultar de mudancas nessas duas estruturas. Bosco e
colaboradores (1982) referem uma ligacdo entre as propriedades do CES e a composi¢ao dos
tipos de fibras. Em modelos animais (como rato, por exemplo) que levam a adaptacdo dos
tipos de fibras no musculo, o aumento na propor¢do das fibras lenta estd associado ao
aumento na resisténcia dos CES, embora a transi¢do oposta do tipo de fibra seja acompanhada
pela diminui¢do na resisténcia da CES (Goubel e Marini, 1987; Almeida-Silveira et al., 1994;
Canon ¢ Goubel, 1995; Canon et al., 1998). Nos animais aos 90 dias de vida, a privagao
nutricional fetal levou ao leve aumento nao significante na complacéncia CES em ambos os
musculos solear ¢ EDL. Esse resultado poderia proceder do aumento na complacéncia da
parte ativa do CES (devido a transicdo nos tipos de fibras observada nesses dois musculos)
com simultdneo aumento na resisténcia de sua parte passiva. Por outro lado, nos ratos aos 25
dias de vida, a privagdo nutricional levou ao aumento na complacéncia CES no musculo EDL
enquanto que no musculo solear houve mudangas opostas. Para o musculo EDL, pode ser
hipotetizado que o aumento na complacéncia do SEC ¢é devido em parte as mudangas no tipo
de fibra. No musculo solear aos 25 dias de vida, a diminui¢do na complacéncia pela
desnutricao resulta certamente em alteragcdes opostas nas estruturas ativas e passivas do CES.
A respeito de sua parte ativa, o musculo solear do rato desnutrido tem aumento na propor¢ao
de fibras rapidas. Semelhante aumento ¢ encontrado no musculo solear utilizando-se técnicas
de hiper e hipoatividade e esta associado com o aumento na complacéncia muscular (Goubel e
Marini, 1987; Almeida-Silveira et al., 1994; Canon e Goubel, 1995; Canon et al., 1998).

Entretanto, no nosso estudo, foram observadas mudangas opostas nas caracteristicas do CES.
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Assim para esse musculo, pode ser sugerido um importante aumento da resisténcia da parte
passiva do CES agindo contra a diminuic¢ao da resisténcia na sua parte ativa.

Enfim, nossos resultados mostram que as propriedades elasticas passivas sdo também
modificadas pela desnutrigdo fetal. O conjunto dos testes mostra um aumento da rigidez dos
elementos elasticos em paralelo, esse aumento da rigidez foi observado sob condigdes
dindmicas e estaticas assim como para pequenos ou grandes estiramentos. No entanto, ¢
notado que essas modificagdes ndo sdo observadas sobre o soleus e EDL aos 90 dias de vida.
As propriedades passivas do musculo sdo dependentes das estruturas membranarias e mais
especificamente da concentragdo e do tipo de colageno presente nas membranas, mas também
de proteinas estruturais como a desmina e a titina. Varios estudos relacionam o contetido de
colageno as propriedades mecanicas passivas (Kovanen et al., 1984; Gosselin et al., 1998;
Ducomps et al., 2003; Alnaqueeb et al., 1984). Estudos utilisando o treinamento muscular em
mamiferos mostraram um aumento da rigidez passiva concomitante ao aumento do contetdo
de colageno (Kovanen et al. 1989, Ducomps et al. 2003, Gosselin et al., 1998). Os estudos
sobre o processo de envelhecimento também mostraram essa associagdo entre o colageno ¢ a
rigidez passiva (Alnaqueed et al., 1984; Kovanen et al., 1984). Em relacdo aos efeitos do
estado nutricional sobre a regulacdo do coldgeno muscular, os resultados variam. Roy et al
(2006) nao referem nenhuma influéncia nutricional sobre o contetdo de colageno do musculo
peitoral de galinhas, com, no entanto, modificagdes na estrutura do coldgeno do perimisio. No
gastrocnémio de camundongos adultos desnutridos durante 2 dias, Jagoe e colaboradores
(2002) referem uma diminui¢do da expressdao dos genes que codificam numerosas proteinas
como o colageno. Mais recentemente, Stevenson e colaboradores (2005) estudaram o perfil
transcripcional de miotubos em condi¢ao de caréncia nutricional. Esses autores notaram uma
diminui¢do da expressdo dos genes implicados na sintese e maturacdo do colageno

(Stevensons et al., 2005). Contudo, os efeitos do aporte nutricional durante o desenvolvimento
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fetal sobre o tecido conjuntivo muscular parecem diferentes. De fato, Karunaratne e
colaboradores (2005) mostram aumento da quantidade de colageno por unidade de area em
filhotes de porcos que sofreram diminui¢do do aporte nutricional durante a gestacdo. No
nosso estudo, tal fendmeno poderia explicar o aumento de tensdo passiva observada nos ratos
aos 25 dias de vida.

Além do colageno, outras proteinas estruturais sdo fonte de tensdo passiva. A titina,
proteina filamentosa de 3MDa, liga a linha Z ao filamento de miosina. Wang e colaboradores
(1991) demonstram que as propriedades elasticas passivas da fibra muscular sdo ligadas a
expressao da isoforma de titina. Outrossim, Toursel e colaboradores (2002) mostraram uma
diminui¢do da rigidez passiva no soleus de ratos suspensos relacionada com uma diminui¢ao
do conteudo em proteina de titina. A proteina de desmina também mostrou seu papel na
rigidez passiva (Salviati et al, 1990, Anderson et al, 2002). Enfim, a teletonina (Titin-cap)
que tem um papel importante na implantagdo da parte N-terminal da titina sobre a linha Z
(Trinick et al, 1999)e parece também ter influéncia sobre a rigidez passiva (Lee et al, 2006). O
estudo de Byrne e colaboradores (2005) mostraram aumento da expressdo de genes da
desmina e da teletonina no musculo de bois desnutridos durante um curto periodo, revelando,
entdo, a possibilidade de influenciar o conteudo muscular nas suas diferentes proteinas sob o
efeito da desnutricdo. Enfim, no rato submetido a uma alimentacdo pobre em proteinas
durante 2 semanas apos o aleitamento, Oumi e colaboradores (2000) referem alteragdes
ultraestruturais musculares. Mais precisamente, esses autores mostram uma desorganig¢do
sarcomérica com ruptura da linha Z adquirindo um aspecto retalhado e atribuindo essa
«desintegragdo» estrutural a uma desordem das proteinas de desmina e de titina. Se ¢ o caso,
uma desorganizagdo podera entdo levar ao aumento na rigidez passiva. A auséncia de desmina
no camundongo geneticamente modificado levam a um aumento na rigidez passiva (Anderson

et al, 2001), atribuindo esse aumento de rigidez a uma adaptagao as estruturas passivas ligadas
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a auséncia de desmina. Os testes de relaxamento em diferentes velocidades nos t€ém permitido
mostrar, sobre o musculo inteiro, que a resposta em tensdo ao alongamento em condi¢ao
passiva consiste num comportamento viscoso, viscoelastico e elastico como observado sobre
a fibra isolada do musculo de ra (Bagni et al, 1995 ; 1999) ou sobre um feixe de fibras do
musculo de rato (Mutungi et Ranatunga, 1996 ; 1998 ; Mutungi et al, 2003). Existe um debate
quanto a contribuicdo seja das pontes actina-miosina, seja da molécula de titina (Hill, 1968 ;
Moss et al, 1976 ; Bagni et al, 1992 ; 1995 ; Mutungi et Ranatunga, 1996 ; Mutungi et al,
2003) para explicar esse comportamento mecanico da CEP. No entanto, parece hoje que para
a maioria dos autores, a participacdo da molécula de titina e mais precisamente a regido I
dessa molécula seja predominante no problema. Mutungi e Ranatunga (1996) e Muntungi e
colaboradores (2003) referiram diferencas entre fibras lentas e rapidas ndo somente para o
comportamento eldstico, mas também para as caracteristicas viscoeldsticas e viscosas. Assim,
a partir desses trabalhos, existe uma rigidez passiva, mas também uma viscosidade mais
importante para fibras lentas comparativamente as fibras rapidas. Nossos resultados mostram,
no solear e EDL de ratos aos 25 dias de vida, aumento ndo somente da rigidez passiva, mas
também do coeficiente de viscosidade. Essas variagdes ndo podem, portanto, se explicar em
termos de adaptagdes das caracteristicas tipologicas porque ndo € observado aumento de
fibras lentas no musculo sob o efeito da desnutricdo. Em rela¢do a viscosidade, parece que
essa diferenga entre as fibras nao estdo ligadas a uma diferenca na viscosidade mioplasmatica
(ligada ao deslizamento inter-fibrilar), porque essa diferenca persiste mesmo apods ter sido
descamado quimicamente, glicerinado e colocado num mesmo banho os dois tipos de fibras
(Mutungi e Ratanunga, 1996, 1998). Esses autores atribuem, portanto, essa caracteristica a
uma estrutura intrasarcomérica ¢ mais particularmente a titina.

Do conjunto desses dados, é, entdo, sugerido, que as modificagdes observadas em

termos de comportamento mecanico passivo do musculo sob o efeito da desnutri¢io fetal seja

129



resultante de alteracdes nas estruturas endosarcoméricas € ou exosarcomeéricas ¢ dentre essas a
molécula da titina parece ser o agente principal.

No6s podemos concluir que a desnutricdo durante o desenvolvimento fetal leva a
mudangas tanto das caracteristicas contrateis quanto das propriedades do CES e do CEP com
diferengas, no entanto, conforme a idade e os musculos estudados. O que quer seja, € provavel
que algumas dessas modificagdes das caracteristicas mecanicas terdo repercussdes sobre a

funcao postural e locomotora.
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4.2. Estudo dos indicadores de desenvolvimento somatico e sensorio-motor.

RESUME EN FRANCAIS

4.2. Etude des indicateurs de développement somatique et sensoriel

4.2.1. Matériel et Méthodes

4.2.1.1.Les animaux et groupes expérimentaux

Cette étude a été réalisée a 1'Université Fédérale de Pernambuco.
Les groupes expérimentaux sont identiques a ceux de 1’étude sur la caractérisation des
propriétés mécaniques. 22 rats du groupe C et 20 rats du groupe D ont été utilisés pour

I’évaluation du développement somatique et sensoriel du 1% au 21°™ jour de vie.
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4.2.1.2. Croissance somatique

Les groupes expérimentaux ont été soumis, du 1% au 21°™ jour de vie, aux mesures
suivantes (Silva et al., 2005):
¢ axe antero — posterieur du crane (EAPC) (Figure 20A)
+ axe latero - lateral du crane (ELLC) (Figure 20B)
¢ longueur de la queue (CC) (Figure 20C)

¢ axe longitudinal du corps (EL) (Figure 20D).

4.2.1.3. Maturation de caractéristiques physiques

Chaque animal a été évalué, du 1% au 21°™ jour, selon la maturation des
caractéristiques physiques suivantes (Smart e Dobbing, 1971):

¢+ ouverture du pavillon auditif (APA)

¢ ouverture du conduit auditif (ACA)
¢ irruption des incisives superieures (IS)

¢ irruption des incisives inférieures (I1)

¢ ouverture des yeux (AO).

4.2.1.4. Maturation des Réflexes
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Les différents réflexes ont été évalués du du 1 au 21°™ jour post-natal et la date de

maturation compléte de chaque réflexe a été enregistrée.

Les réflexes évalués sont:
¢ préhension palmaire (Palm grasp-PP)
¢ récupération du décubitus (righting-RD)
¢ placement par les vibrissae (vibrissae placing-CV)
¢ aversion au précipice (Cliff avoidance-AP)
¢ géotaxie négative (negative geotaxis-GN)
¢ réponse au bruit (startle reflex-RS)

¢ réaction de redressement pendant la chute (free-fall righting-RA).

4.2.2 Analyse des Résultats

L'évaluation des mesures de la croissance somatique a révélé qu'il y a eu réduction de
la longueur des axes antéro—posterieur et latéro-latéral du crane jusqu’a 2 semaines de vie,
une diminution de la longueur de la queue a partir de 2 semaines et une réduction de la
longueur de ’axe longitudinal jusqu’au 21°™ jour sous I’effet de la dénutrition feetale (Figure
22 et 23).

L’ensemble des résultats montre un retard de la maturation des caractéristiques
physiques des rats sous 1’effet de la dénutrition feetale (Table 9).

A T’exception du réflexe de géotaxie négative, tous les autres réflexes ont présenté un

retard dans 1’age de maturation (Table 10).
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4.2.3 Discussion

La dénutrition prolongée induit un délai dans le taux de croissance organique et
corporel (Ozanne et al., 1996). La mére soumise a une dié¢te hypoprotéique pendant la
gestation présente , pendant 1’allaitement, une réduction de la quantité de lactose dans son lait
avec des conséquences sur l'osmolarité et sur le volume de son lait (Grimble et al., 1987).
Dans les modéles expérimentaux, la dénutrition maternelle pendant la gestation et
I’allaitement conduit a 1'épuisement des réserves maternelles et a une diminution des transferts
d'éléments nutritifs a la progéniture, phénomeénes que participent aux faibles poids de la
progéniture a la naissance et a un ralentissement de la croissance postnatale (Zhan et al.,
2007). Ce phénomene est aussi important du point de vue de la programmation
(“programming”), dans la mesure ou les altérations allométriques et du taux de croissance
pendant la période critique de développement sont associés a I'hypertension, au diabéte type 2

et a I’obésité a 1'age adulte (Bonimenteur, 1999, Desai et al., 2005).

La diminution de la croissance des mesures cranio-faciales dues a la dénutrition sont
référées (Miller et al., 1999). Chez homme, les mesures du périmetre céphalique sont en
rapport avec le taille du cerveau (Ivanovic et al., 1995; Weaver et Christian, 1980). Chez le
rat, la dénutrition précoce postnatale retarde de maniére permanente la division cellulaire,
résultant en une baisse du nombre total de cellules dans 1'organisme entier (Desai et al., 2005).
Ces altérations dans le développement somatique peuvent indiquer des préjudices dans le

développement du cerveau qui pourraient compromettre l'activité locomotrice des animaux.
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Le développement retardé de 1’AO, associé¢ avec le retard de I’APA et de I’ACA en
conséquence de la dénutrition intra-utérin peuvent altérer le développement de 1’activité
locomotrice. Il a été observé que des enfants aveugles peuvent avoir un retard dans les
réflexes et un développement moteur ralenti (Warren, 1984). L’enfant aveugle va utiliser les
expériences auditives et tactiles pour interagir avec |’environnement (Warren, 1984).
Cependant, en vertu du retard dans la maturation du conduit auditif et du pavillon auditif chez
le rat dénutri, ’audition sera compromise et les conséquences sur le développement de

I’activité locomotrice sera plus important.

Le retard dans le réflexe de réponse au bruit est en rapport avec le retard de la
maturation des caractéristiques physiques compromettant 1’audition du animal. Ces resultats
sont en accord avec les resultats de Rodriguez-Perez et al (1992) et Anselmo et al. (2006) qui
ont observé un retard dans I'dge d'apparition des réflexes apres dénutrition pendant les
périodes de gestation et d’allaitement et pendant la période gestationelle, respectivement.
L'agression prénatale peut retarder la maturation de structures nerveuses impliquée dans le
comportement moteur, en particulier le cerveau (Gopinath et al., 1976; de Souza et al., 2004;
Bonatto et al., 2006). En fait, les ¢tudes montrent que la dénutrition pendant la gestation et
I’allaitement produit des effets nuisibles dans les structures cérébrales comme une réduction
du poids du cervelet, un délai de la maturation et une diminution du nombre total de cellules
du cortex cérébéleux (Gopinath et al., 1976; de Souza et al., 2004; Bonatto et al., 2006). La
réduction de DI’apport protéique pendant la gestation peut donc altérer le développement
locomoteur de la progéniture, compromettant ainsi certains aspects importants pour la

développement du mouvement comme la maturation somatique et sensorielle.

135



4.2. Estudo dos indicadores de desenvolvimento somatico e sensorio-motor.

4.2.1. Material e Métodos

4.2.1.1. Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar, provenientes da col6nia do
Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos em um ambiente com temperatura de 23 + 2°C, num ciclo de luz (6:00 as 18:00 h) e
escuriddo (18:00 as 6:00 h) constante. Os procedimentos realizados no presente estudo foram
aprovados pela Comissio de Etica em Experimentagdo Animal da UFPE (Anexo A).

Para obten¢ao dos animais experimentais, foram acasalados ratos com idade de 90 dias
na propor¢do de um macho para duas fémeas nuliparas. Comprovando-se a coépula por
esfregaco vaginal, considerou-se esse dia o dia zero da gestacdo. Confirmado o estado de
gestacdo, as ratas foram separadas dos machos e alojadas individualmente em gaiolas-
maternidades, onde receberam agua filtrada e dieta experimental ad libitum, segundo a

manipulagdo nutricional imposta durante a gestagao.

Foram utilizadas ninhadas de 06 neonatos machos por mae. Os demais neonatos
machos e as fémeas seguiram para outros estudos experimentais realizados por outros
pesquisadores. Um dia ap6s o nascimento, os neonatos machos foram separados das

respectivas maes para serem pesados e selecionados e todos os filhotes passaram a receber a
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mesma dieta. Os grupos experimentais foram obtidos segundo o tratamento experimental
realizado durante a gestagao.

Segundo a manipulacdo nutricional os animais foram divididos em:

- Grupo Controle (C, n=22) — composto por filhotes cujas maes receberam dieta AIN-
93@G, gestacdo e crescimento (Reeves et al, 1993), caseina 17% de proteina durante a gestagao
(Tabela 1)

- Grupo Desnutrido (D, n=20) — foi composto por filhotes cujas maes receberam dieta
hipoprotéica caseina 7,8%, durante a gestagao (Tabela 1).

Apds o nascimento, os filhotes receberam a dieta de manutencdo do biotério,
denominada “LABINA” (Agribrands Purina do Brasil, LTDA) até os 90 dias de vida. Esta

dieta é normoprotéica e contém 23,0% de proteina (Tabela 7).

Tabela 7 — Composi¢ao da dieta padrao “LABINA” (Purina do Brasil).

ENRIQUECIMENTO (KG DE RACAQ) @:

Vitamina A 20000UI NIiVEIS DE GARANTIA *:

Vitamina Ds 6000 Ul

Vitamina E 30 UI Umidade (max.) 13%
Vitamina K 6 mg Proteina (min.) 23%
Vitamina By, 10 ug Extrato Etéreo (min.) 2,5%
Vitamina B, 8 mg Matéria Fibrosa (méx.) 9,0%
Pantotenato de Calcio 24 mg Matéria Mineral (méx.) 8,0%
Niacina 95 mg Célcio (méx.) 1,8%
Tiamina 4 mg Fasforo (min.) 0,0%
Colina 2000 mg

Piridoxina 6 mg

Biotina 0.1 mg

Acido Félico 0.5mg

Manganés 50 mg

lodo 2mg

Ferro 65 mg

Zinco 35 mg

Cobre 26 mg

Antioxidante 100 mg

COMPOSICAO BASICA **: Milho, Farelo de Trigo, Farelo de Soja, Farinha de Carne,
Farelo de Arroz Cru, Carboneto de Calcio, Fosfato Bicalcico, Sal, Pré-mix. () Segundo

Purina do Brasil.
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4.2.1.2. Avaliacdes do crescimento somatico

Os grupos experimentais anteriormente delineados foram avaliados do 1° ao 21° dia de

vida, das 12:00 as 14:00h quanto as seguintes medidas (Silva et al., 2005):

- Eixo Antero-posterior do Cranio (EAPC) — Para medida do eixo antero-posterior do
cranio foi tomado como referéncia, uma linha que se estende do osso occipital na base do
cranio até a extremidade do focinho. O animal foi contido com uma das méios, mantendo-
se a sua cabeca entre os dedos indicador e polegar e se realizou a medida em milimetros
com auxilio de paquimetro. Figura — 20A

- Eixo Létero-lateral do Cranio (ELLC) — Este foi considerado, tendo como referéncia a
linha imagindria perpendicular ao eixo longitudinal do cranio, dividindo os pavilhdes
auriculares ao meio. O animal foi contido com uma das maos, e¢ sua cabega foi fixada
entre o indicador e o polegar do examinador. Assim, com o auxilio do paquimetro, se
realizou @ medida em milimetros. Figura — 20B

- Comprimento de cauda (CC) — O animal foi contido delicadamente com uma das maos do
pesquisador. Em seguida, se encostou o trem posterior do animal na borda de uma mesa
lisa e plana, tendo fixado em sua superficie papel milimetrado. Por sobre a mesa, a cauda
do animal foi delicadamente mantida bem estirada. Com uma caneta, se fez marcas na
superficie do papel milimetrado, coincidentes com a extremidade e a base da cauda.
Medindo-se assim a distancia entre os pontos obtidos em milimetros. Figura — 20C

- Eixo longitudinal do corpo (EL) — O eixo longitudinal foi medido, contendo-se o animal.
Para tanto, delicadamente, o pesquisador com as maos continha o animal de encontro a
mesa na superficie com papel milimetrado tendo como ponto fixo para a cabe¢a do animal

a borda lateral esquerda do papel milimetrado. Em seguida, com uma caneta, se fazia um
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marca na superficie do papel milimetrado, coincidente com a base do corpo do animal.

Medindo-se a distancia entre os pontos obtidos em mm. Figura — 20D.

1
Figura 20. Fotos dos procedimentos de avaliacdo: A- eixo antero-posterior do cranio; B- eixo

latero-lateral do cranio; C- comprimento da cauda; D- eixo longitudinal do corpo.
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4.2.1.3. Avaliacdo da maturacdo de caracteristicas fisicas

Cada animal foi avaliado das 12:00 as 14:00h, quanto a matura¢do das seguintes
caracteristicas fisicas (Smart e Dobbing, 1971) do 1° ao 21° dia:
Abertura do pavilh&o auditivo (APA): Normalmente dobrado ao nascimento sobre o orificio
auricular, o pavilhdo desfaz a dobra durante a evolucdo ontogenética. Assim, a APA foi
considerada no dia em que a dobra, uma vez desfeita, torna-se livre e podendo ser palpada
pelo pesquisador.
Abertura do conduto auditivo (ACA): O conduto auricular primitivamente obliterado abre-se
alguns dias ap6s o nascimento. O conduto foi considerado aberto no dia em que o orificio
auricular pode ser visualizado.
Irrupcéo dos incisivos superiores (11S): Foi registrado o dia do rompimento da gengiva com
exposicao incisal, a erup¢ao dos incisivos superiores.
Irrupcéo dos incisivos inferiores (I1): A erupgao dos incisivos inferiores foi registrada no dia
do rompimento da gengiva com exposic¢ao incisal.
Abertura dos olhos (AO): Durante algum tempo apds o nascimento, os olhos do rato
encontram-se fechados. Assim, foi considerada esta caracteristica no dia em que ocorreu a

abertura total das palpebras, permitindo a exposi¢do normal dos olhos.
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4.2.1.4. Avaliacdo dos indicadores de desenvolvimento sensOrio-motor

Para cada reflexo avaliado, o dia de sua consolidagdo foi considerado o primeiro da
seqiiéncia de trés dias consecutivos de aparecimento completo da resposta reflexa esperada.
Todos os reflexos foram considerados positivos quando os animais conseguiam a resposta

esperada em um periodo méaximo de 10s.

Cada animal foi avaliado das 12:00 as 14:00h, do 1° ao 21° dia pds-natais, quanto ao
desenvolvimento dos seguintes reflexos (Fox, 1965; Deir6 et al., 2006): Preensdo Palmar
(PP); Recuperacao de decubito (RD), colocacdo pelas vibrissas (CV), aversdo ao precipicio

(AP), geotaxia negativa (GN), resposta ao susto (RS) e reacdo de aceleracao (RA) (Tabela 8).
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Tabela 8: Procedimentos de detec¢ao da maturagao reflexa.

Reflexo Estimulo Resposta positiva

PP Utilizando-se um bastonete, com Flexao rapida dos dedos apos duas
aproximadamente 5 cm de comprimento  tentativas. Reflexo ¢ primitivo e
por Imm de didmetro, para promover uma inato, sendo sua presenca
leve percussdo na palma da pata dianteira  indicativa de imaturidade do
esquerda de cada animal. sistema nervoso, ou seja, com a

maturagao ocorre inibicao deste
reflexo. Registrava-se, portanto, o
dia do seu desaparecimento como
positivo.

RD Colocacao do rato em decubito dorsal Giro do corpo do animal para
sobre uma superficie plana. assumir a posicao de decubito

ventral apoiado nas quatro patas
sobre a superficie.

Cv Suspensdo do rato pela cauda de tal O animal colocar as patas
forma, que suas vibrissas tocassem anteriores sobre a mesa tentando
levemente a borda de uma mesa. caminhar, num reflexo de marcha.

AP Colocagdo do animal com as patas Deslocamento do animal de 45° do
dianteiras sobre a borda de uma superficie precipicio, caracterizando a
plana e alta (mesa) de maneira a detectar ~ aversao.

0 precipicio.

GN Colocagao do animal no centro de uma Capacidade do animal voltar
rampa de 45° de inclinacdo forrada com completamente, girando o corpo
material antiderrapante (papel crepom), aproximadamente 140° e
com a cabeca no sentido descendente. posicionando a cabe¢a em sentido

ascendente.

RS Submissdo do rato a um estampido agudo, Simultanea retracdo e imobilizacao
produzido pela percussao de um bastdo rapida e involuntaria do corpo do
metalico sobre um recipiente também animal, caracteristica do susto.
metalico.

RA Segurando-se o rato pelas quatro patas, O animal conseguir girar

com o dorso voltado para baixo, a uma
altura de 30 cm (uma régua de 30 cm,
perpendicular ao plano servird como
guia), era observada sua queda livre sobre
um leito de espuma sintética (30 x 12
cm).

completamente o corpo, voltando o
ventre para baixo, caindo na
superficie apoiado sobre as quatro
patas.
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4.2.2. Analise dos resultados

Os dados foram analisados estatisticamente através do software Sigmastat 3.0. As
medidas de peso corporal e crescimento somatico (MCS): eixo latero—lateral (ELLC) e
antero-posterior do cranio (EAPC), eixo longitudinal do corpo (EL), comprimento da cauda
(CC) sao representados como média + EPM e comparados através do teste de andlise de
variancia (ANOVA) One Way para medidas repetidas, seguido do teste de Tukey,
considerando p< 0,05. A analise da maturagdo das caracteristicas fisicas: abertura do pavilhao
auricular (APA), abertura do conduto auditivo (ACA), irrupg¢ao dos incisivos superiores (IIS),
irrup¢ao dos incisivos inferiores (III) e abertura dos olhos (AO) bem como abertura do
pavilhdo auricular (APA), abertura do conduto auditivo (ACA), irrup¢do dos incisivos
superiores (IIS), irrup¢do dos incisivos inferiores (III) e abertura dos olhos (AO) e dos
reflexos foram representados em mediana, sendo comparados os resultados entre o grupo

Nutrido e Desnutrido através do teste de Mann-Whitney.

Do nascimento até¢ o 14° dia de vida pods-natal, os filhotes de maes desnutridas

mostraram reducdo no peso corporal em relagdo ao grupo controle (p <0,05) (Figura 21).
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Figura 21. Média £ EPM do peso corporal dos ratos. C, grupo controle ¢ D, grupo

desnutrido. * p<0.05 controle vs desnutrido.

A avaliacdo das medidas de crescimento somatico revelou que o EAPC do grupo D foi
menor (p<0,05) do 1° ao 16° dia de vida em relagdo ao grupo C (Figura 22A). No grupo D, o
ELLC apresentou —se menor (p<0,05) quando comparado ao C, do 1° ao 15° dia de idade
(Figura 22B). O grupo D apresentou menor CC comparado ao C (p<0,05), do 14° dia ao 21°
de idade (Figura 23A). Comparando-se C e D, verificou-se menor EL no D do 3° dia até o 21°

dia de idade (p<0,05) (Figura 23B).
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Figura 22. Média + EPM das medidas de crescimento somatico do 1° ao 21° dia de vida dos

ratos. A, analise do eixo antero-posterior do cranio- EAPC; B, andlise do eixo latero—lateral —

ELLC. C, grupo controle e D, grupo desnutrido. * p<0.05 controle vs desnutrido.
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Figura 23. Média + EPM das medidas de crescimento somatico do 1° ao 21° dia de vida dos

ratos. A, analise do comprimento da cauda-CC; B, analise do eixo longitudinal do corpo-EL.

C, grupo controle e D, grupo desnutrido. * p<0.05 controle vs desnutrido.

Quanto as caracteristicas fisicas, ao se comparar os grupos C e D, verificou-se neste

ultimo grupo um atraso na data de maturacdo da abertura do pavilhdo auricular - APA, da
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abertura do conduto auditivo - ACA, da irrup¢ao dos incisivos superiores — IIS, irrup¢ao dos

incisivos inferiores-1II e da abertura dos olhos — AO (Tabela 9).7

Tabela 9. Mediana (Valores minimos-Valores maximos) da maturacdo das caracteristicas

fisicas dos ratos. C, grupo controle e D, grupo desnutrido.

CARACTERISTICAS FISICAS

GRUPOS Aberturado  Aberturado Irrupc¢io dos Irrupc¢io dos Abertura dos

pavilhiao conduto incisivos incisivos olhos
auricular auditivo superiores inferiores
C 3(2-5) 13(11-14) 9(7-12) 10(8-11) 13(12-16)
D 4(2-6)* 14(11-16)* 10(8-12)* 12(9-13)* 15(12-17)*

* p<0.05 controle vs desnutrido.

Quanto a mat7uracdo dos reflexos, comparado ao grupo C, o grupo D apresentou
retardo na maturacao de preensao palmar - PP, recuperagdo de decubito - RD, colocagao pelas
vibrissas-CV; da aversdo ao precipicio - AP; reacao de aceleragdo - RA da resposta ao susto —

RS. Nao houve diferenga entre os grupos para o reflexo de geotaxia negativa. (Tabela 10).
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Tabela 10. Mediana (Valores minimos-Valores maximos) da maturacao das caracteristicas

fisicas dos ratos. C, grupo controle e D, grupo desnutrido

REFLEXOS
GRUPOS  Preensio Recuperacio Colocacdo  Aversioao Reacio de Resposta Geotaxia
Palmar do dectbito pelas precipicio aceleracio ao susto negativa
vibrissas
C 4 (3-5) 6 (5-8) 11 (9-14) 12 (9-16) 15(10-17)  13,5(11-16) 14 (10-16)
D 5@3-7)* 7 (5-9)* 13 (10-14)*  13(10-16)*  16(12-18)* 15 (14-17)* 14 (12-16)

. * p<0.05 controle vs desnutrido.

4.2.7. Discussao

Este estudo demonstra alteragdes no crescimento somatico e desenvolvimento
sensorio-motor apds desnutricdo gestacional. Os filhotes de maes desnutridas mostraram
menor peso ao nascer e retardo na maturagdo somatica e sensoério-motora. O periodo
gestacional ¢ considerado critico para o desenvolvimento (Morgane et al., 1993). A resposta
metabolica imediata a desnutri¢do € o aumento do catabolismo em que o organismo utiliza os
proprios substratos como fonte de energia. A desnutri¢do durante a gestacdo e lactacdo induz
a retardo na taxa de crescimento (Ozanne et al., 1996). A mae submetida a dieta hipoprotéica
durante a gestacdo reduz a quantidade de lactose com conseqiiéncias sobre a osmolaridade e o
volume do seu leite (Grimble et al., 1987; Moura e Passos, 2005). Em modelos experimentais,

a desnutri¢do materna durante a gestacdo e lactacdo leva a deplecdo das reservas maternas e
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ao menor transporte e transferéncia de nutrientes a prole, o que esta associada a reducao do
peso ao nascer e do crescimento pos-natal (Zhan et al., 2007). Isso é também relevante do
ponto de vista da programagdo, pois propor¢des alteradas na relagdo alométrica peso
orgdo/peso corporal e na taxa de crescimento no periodo critico de desenvolvimento estdo
associadas a hipertensao, diabetes tipo 2 e obesidade na idade adulta (Barker, 1999, Desai et

al., 2005).

No presente estudo, ndo apenas as medidas de crescimento cranio-faciais foram
avaliadas, mas também aquelas referentes ao corpo (CC e EL). Alteragdes no CC e EL
corroboram os achados que a desnutricdo intra-uterina retarda o crescimento somadtico em
ratos (Garofano et al., 1998). A diminui¢ao da velocidade de crescimento das medidas cranio-
faciais apos denutri¢do precoce em ratos tem sido relatadas (Miller et al., 1999). As medidas
de crecimento da cabega estdo relacionadas ao tamanho cerebral (Ivanovic et al., 1995;
Weaver e Christian, 1980). A desnutricdo durante o periodo neonatal afeta de forma
permanente o crescimento, diminuindo a proliferacdo e o tamanho das células (Winick e
Noble, 1966). Em ratos, a desnutricdo precoce pos-natal retarda a divisdo celular resultando
na diminui¢cdo do numero de células em todo o organismo e retarda o crescimento de forma
permanente (Desai et al., 2005). Essas alteragdes no desenvolvimento soméatico podem indicar
prejuizo no desenvolvimento cerebral o que podera comprometer o desenvolvimento da

atividade locomotora dos animais.

O atraso na maturagdo das estruturas que compdem a cabeca (abertura do pavilhao e
do conduto auditivo, abertura dos olhos e irrup¢do dos incisivos) esta relacionado ao retardo
no crescimento somdtico (Garofano et al., 1998). Os achados do nosso estudo corroboram os
de Smart e Dobbing (1971) também observaram retardo na irrup¢do dos incisivos e abertura

dos olhos em ratos desnutridos. O desenvolvimento retardado da abertura dos olhos,

149



associado ao retardo da abertura do pavilhdao e do conduto auditivo consequente a desnutrigao
intra-uterina pode prejudicar o desenvolvimento da atividade locomotora nos animais.
Criangas cegas podem apresentar atraso na ontogenese reflexa e um desenvolvimento motor
mais lento (Warren, 1984). A crianca cega irad utilizar as experiéncias auditivas para interagir
com o meio (Warren, 1984). No entanto, em virtude, do atraso no desenvolvimento do
conduto e do pavilhdo auditivo no rato desnutrido, a audi¢do sera comprometida e isso pode

tornar ainda maiores as consequéncias sobre essa fase importante do desenvolvimento motor.

No presente estudo, observamos que a desnutricdo durante a gestagao levou ao retardo
na maturacdo de seis dos sete reflexos avaliados, o reflexo de geotaxia negativa nao foi
afetado. O retardo para a resposta ao susto estd relacionado ao atraso na maturacao das
caracteristicas fisicas que compromete a audi¢ao do animal. Rodriguez-Perez e colaboradores
(1992), corroborando os nossos achados observaram retardo na idade de aparecimento dos
reflexos apds desnutricdo durante a gestagdo e lactagdo. Anselmo e colaboradores (2006)
também observaram retardo na maturagao reflexa apos a desnutricdo durante o periodo
gestacional. Dentre os reflexos retardados nos desnutridos, o reflexo de colocacao das
vibrissas se caracteriza pela necessidade de uma coordenacdo motora precisa (Patin et al.,
2004). Isso sugere que a agressao pré-natal pode retardar a maturagdo de estruturas nervosas
envolvidas no comportamento motor, particularmente o cerebelo. De fato, estudos mostram
que a desnutricdo durante a gestagdo e lactagdo produz efeitos deletérios em estruturas
cerebrais; como redugdo no peso cerebelar, retardo na maturagdo e diminuigdo no nimero
total de células do cortex cerebelar (Gopinath et al., 1976; de Souza et al., 2004; Bonatto et
al., 2000).

O funcionamento dos reflexos aqui estudados constitui-se na primeira experiéncia
motora do neonato e favorecem a evolugao de padrdes motores maduros (Capute et al., 1982).

A partir da atividade reflexa, os individuos obtem informagdes sobre o ambiente (Knapczyk,
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2001). Se ocorrerem danos nessa etapa inicial, a de maturagdao dos reflexos, associado a
alteracdo no desenvolvimento somatico, os processos seqlienciais no desenvolvimento da
atividade locomotora serdo afetados. Estudos epidemiologicos e modelos experimentais que
analisam a manipulacdo nutricional pré e pos-natal durante periodos criticos do
desenvolvimento tém efeitos persistentes sobre os individuos adultos (Lucas, 1999). Estudos
demonstram que alteragdes nas habilidades comportamentais ¢ de aprendizagem podem estar
associadas a agressdes nutricionais durante a gestacdo e lactacdo (Anselmo et al., 2006). A
reducdo protéica durante a gestagdo pode alterar o desenvolvimento locomotor do individuo,
uma vez que ird comprometer aspectos importantes para a composi¢do do movimento como a

maturacdo somatica e reflexa.
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4.3.Est nvolvimento da atividade locomotora em rat

RESUME EN FRANCAIS

4.3. Etude du développement de I'activité locomotrice chez le rat

4.3.1. Matériel et Méthodes

4.3.1.1. Animaux et Groupes Expérimentaux

Cette étude a été réalisée a 'Université Fédérale de Pernambuco.

Les groupes expérimentaux sont identiques a ceux de 1’étude sur la caractérisation des
propriétés mécaniques. 22 rats du groupe C et 20 rats du groupe D ont été utilisés pour

I’évaluation du développement de I’activité locomotrice.
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4.3.1.2. étude de I’activité locomotrice

L’enregistrement de l'activité locomotrice (AL) a toujours été réalisée entre 18:00 et
19:00h, aprés le début du cycle nocturne afin de vérifier le comportement des animaux
pendant la période ou ils sont le plus actif. Les enregistrements ont été conduits sur les rats
agés de 8, 14, 17, 21 et 90 jours.

En collaboration avec le Département de Physique et le Génie Biomédical de
I’Universidade Federal de Pernambuco, un systéme de monitorage de ’activité locomotrice
pour petits animaux a spécialement été élaboré. Il s’agit d’un champ circulaire (@ = 1m) de
surface noire afin d’optimiser le contraste avec le rat et favoriser 1’isolement de son image
prise par une caméra vidéo numérique infrarouge liée a un microordinateur équipé d’une carte
d’acquisition d’images (figures 24 et 25). Le rat est ainsi filmé dans une ambiance nocturne
pendant deux minutes. Chaque image, espacée de 0.66s, est traitée numériquement afin
d’isoler le rat de son environnement et de reconstituer sa trajectoire (figure 26).

Les parametres calculés sont :

% Distance totale parcourue

% Vitesse moyenne

¢ Puissance moyenne

¢ Nombre de fois ou I’animal est resté immobile

¢ Durée totale d’immobilité

¢ Durée moyenne d’immobilité par arré, calculé par le apport entre la durée

totale d’immobilité et le nombre de fois ou I’animal est resté immobile.
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Pour I’analyse de la trajectoire des animaux, la surface totale du champ d’exploration a
été divisée en 5 zones par des champs circulaires de 10, 20, 30, 40 et 50 cm de rayon
(figure27). Ainsi furent établies les cinq régions suivantes: Aire 1 (0 & 10 cm), Aire 2 (10 a

20cm), Aire 3 (20 a 30cm), Aire 4 (30 a 40 cm) et Aire 5 (40 a 50 cm) (Figure 26 et 27).

4.3.2. Analyse des Résultats

La dénutrition pré-natale induit (Figures 28 a 34):
¢+ Une baisse du poids corporel au 8°, 14°, 17° et 21° jours;

% Une augmentation de la distance totale parcourue, de la vitesse moyenne et de la

L)

puissance moyenne au 14° et 17° jours;

o0

+*¢ Une diminution de la durée totale d’immobilité au 14°, 17° et 21° jours;

% Une augmentation du nombre de fois ou I’animal est rest¢é immobile au 14° et 17°

L)

jour;

o0

¢ Une diminution de la durée moyenne des arréts au 14° et 17° jour.

L’analyse de la trajectoire des animaux dénutris montre que (Tableau 11) :
< Au 8™ jour, il n’y a pas de différences entre les groupes.
% Au 14°™ jours, les rats dénutris passent moins de temps dans la zone centrale n°1 et
plus de temps dans les zones périphériques 4 et 5
< Au 17°™ jour, la zone centrale est moins occupée en faveur des zones intermédiaires

3Jet4d
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s A 21 jours, la trajectoire des rats dénutri n’est pas significativement différente de celle
des animaux du groupe C
7/

¢ A I’age adulte, les rats dénutris restent plus de temps dans les zones centrales 1 et 2 et

moins de temps dans la zone périphérique 5.

4.3.3. Discussion

Nos résultats ont montré qu’un environnement prénatal inapproprié induit un
développement anormal du poids et de I’activité locomotrice. Dans cette étude, un déficit du
poids a été observée chez les rats de meres soumises une alimentation appauvri en protéines
pendant la gestation au 8°, 14°, 17° et 21° jours. Comme nous l'avons déja mentionné et
discuté dans nos €tudes précédentes, cette réduction du poids corporel apres la dénutrition pré
et/ou post-natale chez le rat est largement renseignée (Smart et Dobbing, 1971; Prakash et al.,

1993; Brozanski et al. 1993).

La dénutrition feetale a entrainé une augmentation de la vitesse moyenne, de la
distance parcourue et de la puissance moyenne aux 14°™ et 17°™ jour de vis. Aussi, au méme
age, les animaux dénutris montrent un déficit dans la durée totale ou l'animal est resté
stationnaire, associ¢ a une augmentation du nombre d’arrét, ce qui entraine une diminution
importante de la durée moyenne par arrét. L’animal dénutri se déplace plus et augmente sa
vitesse moyenne de déplacement. Les animaux dénutris montrent un retard dans la maturation
somatique et dans ’ontogénese réflexe, ce qui contribue a 1'élaboration de modeles moteurs
inappropriées (Barros et al., 2006; Anselme et al. 2007). Chez les rongeurs, la dénutrition pré
et/ou post-natale entraine des dommages structurels dans les régions du cerveau avec une

diminution du poids et du nombre de cellules du cervelet ainsi qu’une réduction du nombre de
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neurones dans 1I’hippocampe (Cintra et al., 1997¢ et b; Lamb et al., 1985; De Bassio et al.,
1996; Diaz-Cintra et al., 1990; Gopinath et al., 1976, De Souza et al., 2004; Bonatto et al.,
2006). Les rats dénutris au cours du développement présentent aussi plusieurs altérations
comportementales irréversibles (Almeida et al. 1996a; Almeida et al., 1996¢; Jaiswal et al.,
1996; Moreira et al., 1997, Castro et al., 1987; Castro et al., 1993; Celedon et al., 1979;
Cordova et al., 1994). Ainsi, il a été rapporté une augmentation du comportement exploratoire
(Almeida et al., 1996; Duran et al., 2005), une augmentation de l'anxiété et une plus grande
labilit¢ émotionnelle (Sobotka et al., 1974; Téodosie et al., 1979 ; Jaiswal et al., 1996) et un
déficit mémoriel des animaux (Cordova et al., 1994). Ces altérations du comportement
pourraient affecter de fagon négative l'acquisition d'un modeéle locomoteur normal. Certains
auteurs ont démontré que les animaux dénutris présentent des comportements moteurs
différents (Téodosio et al., 1979; Barros et al., 2006), ces altérations pouvant faire suite a des
altérations dans le comportement émotionnel, avec exacerbation des réponses d'anticipation
liées au stress (Téodosio et al., 1979; Jaiswal et al., 1996) et augmentation de mouvements
volontaires sans objectifs définis (Téodosio et al., 1979; Duran et al., 2005). L’ensemble de
ces résultas pourrait expliquer la diminution des temps d’arrét des rats dénutris telle
qu’observée dans notre étude ainsi que I’hyperactivité pendant le période post-natale précoce.

Différents travaux ont été¢ consacrés a I'étude de la trajectoire des animaux au cours de
leur activité locomotrice (Lukoyanov et al., 1999; Yaski et al., 2008). Les différences
observées dans I'évolution des capacités motrices des animaux dénutris peuvent étre liés a des
lacunes dans le comportement des animaux (Khana et al., 1994; Hall, 1984). Dans notre
étude, lorsque les rats dénutris sont placés dans un espace circulaire délimité par une paroi, a
partir de la deuxiéme semaine, ils couvrent les zones les plus reculées du champ par rapport
ou ils sont initialement posés alors que les animaux contrdles visitent et restent plus dans la

zone initiale. Ce comportement chez des animaux controles a déja été rapporté par Yaski et al.
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(2008). Ces changements peuvent étre liés a I'augmentation de la distance parcourue, de la
vitesse, de la puissance et a la diminution du temps d'arrét total & 1’age de 14 et 17 jours. En
outre, dans un labyrinthe, certains auteurs indiquent que les animaux dénutris augmentent la
déambulation dans la partie périphérique du labyrinthe (Castellano et al., 1976; Lukoyanov et
al., 1999). Cette tendance de l'animal a chercher les bords de 1’espace circulaire indique un
haut niveau de réactivité émotionnelle (Lukoyanov et al., 1999). Par ailleurs, Prut en Belzung
(2003) rapportent que le temps passé dans la zone centrale est inversement lié a I’anxiété. La
réduction de ce temps par les rats dénutris a 14 et 17 jours ainsi que la recherche des bords de
I’espace dans notre ¢tude semblent donc indiquer une augmentation de 1’anxiété¢ chez ces
animaux. Un autre aspect important est que, a partir de cet age (14°jour), les yeux s’ouvrent,
ce qui aura une influence sur les mouvements des animaux (Fox, 1965; Geisler et al., 1993).
Avant l'ouverture des yeux, les mouvements de la téte sont effectuées seulement pendant les
pauses de la locomotion ; dés que la vision apparait, les rats peuvent examiner attentivement
l'environnement avec des mouvements de la téte, tout en marchant (Geisler et al., 1993).
Ainsi, comme mentionné dans notre étude sur la maturation somatique, les animaux dénutris
pendant le développement feetal ont un retard dans l'ouverture des yeux (les animaux
souffrant de malnutrition ont ouvert les yeux autour du 15 ° jour de vie, tandis que les
contrdle autour du 13° jour de vie post-natale); ce dernier phénoméne pouvant aussi

influencer les différences observées entre les contrdles et les dénutris.

A la troisiéme semaine de vie post-natale, Westerga et Gramsbergen (1990) ont
montré que, en condition contrdle, les rats ont un comportement locomoteur proche du
comportement adulte. L'absence de différences de 1’activité exploratoire des animaux dénutris
par rapport aux rats controle peut étre liée a ’absence de différences dans les valeurs de
vitesse moyenne, de distance parcourue et de puissance entre ces deux groupes a 1’age de 21

jours. Dans notre étude, l'hyperactivité observée chez les rats dénutris dans la deuxieme
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semaine de vie post-natale n'est plus observée a 21 jours. Certains auteurs rapportent que
I'hyperactivité observée dans ces condition peut étre liée a la nouveauté de I’environnement
pour I’animal, et qu’elle disparait quand cet environnement devient familier (Holson et
Walker, 1986). En plus, d'autres auteurs montrent que la dénutrition périnatale favorise le
déficit mémoriel des animaux adultes, méme aprés une longue période de recouvrement
(Cordova et al., 1994, Castro et al, 1987; Celedon et al., 1979; Goodlett et al. , 1986). Si ce
déficit se produit chez les rats dénutris pendant le développement feetal, ce phénomene
pourrait alors étre responsable en partie de I’hyperactivité observée avant 21 jours du fait du
retard dans ’habituation de 1’environnement. Il est enfin important de prendre en compte le
retard dans I’ontogénése réflexe du fait de la dénutrition, retardant la perte des réflexes
primitifs et donc, ralentissant 1’acquisition du comportement moteur mur (Barros et al., 2006;
Anselme et al., 2007).

A T'age adulte, les rats dénutris restent plus au centre du champ circulaire. Certains
comportements adultes trouvent leur origine dés la période périnatale chez les rongeurs. Par
exemple, une altération des rapports avec la mére modifie la perception de 1’environnement et
peut avoir des effets défavorables sur le développement (Meaney et al, 2001). Ces adaptations
programment la réactivité au stress et le comportement adulte de la portée ; en plus, elles
influencent la relation entre la mére et I'enfant dans leurs futures générations. D’autres auteurs
indiquent que les animaux dénutris pendant le développement foetal ont tendance a étre moins
actifs a l'age adulte (Vickers et al., 2003), ce comportement sédentaire étant dans ce cas
déterminé pendant la période prénatale. Toutefois, d'autres études sont nécessaires pour
comprendre comment une agression prénatale pourraient compromettre le mode de vie des
animaux. Les altérations du développement sensoriel mais aussi des propriétés mécaniques du
muscle telles qu’observer dans notre projet peuvent aussi contribuer aux altérations du

comportement locomoteur adulte (Anselmo et al., 2007; Barros et al., 2004; Toscano et al.,
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2006). La dénutrition prénatale a donc eu des répercussion a long terme dans le comportement

locomoteur, méme apres un rééquilibrage de 1’alimentation pendant la vie post-natale.
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lvimento da atividade locomotora em rat

4.3.1. Material e Métodos

4.3.1.1. Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 46 ratos albinos da linhagem Wistar, provenientes da colonia de
criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
animais foram mantidos em um ambiente com temperatura de 23 + 2°C, num ciclo de luz (06
as 18h) e escuriddo (18 as 06h) constante. Os procedimentos realizados no presente estudo
foram aprovados pela Comissio de Etica em Experimentagdo Animal da UFPE (Anexo A).

Para obten¢ao dos animais experimentais, foram acasalados ratos com idade de 90 dias
na propor¢ao de um macho para 2 fémeas nuliparas. Em seguida, utilizaram-se os mesmos
procedimentos experimentais do item 4.2.1. para diagndstico da gestagdo e preparo das
ninhadas. A manipulagdo nutricional imposta na gestagdo obedeceu aos mesmos
procedimentos experimentais descritos no item 4.2.2. Assim durante a gesta¢do, as ratas
foram alimentadas com uma dieta controle (17% de proteina) de acordo com as
recomendacdes da “AIN-93G” (Reeves et al., 1993) (Grupo Controle - C, n=22) ou uma dieta
hipoprotéica e isocalorica (7,8% de proteina) (Grupo Desnutrido - D, n=20) (Tabela 1). Apos
24 horas do nascimento, as ninhadas foram limitadas a seis filhotes machos para cada mae e

os filhotes neonatos foi amamentados por maes que receberam a dieta de manutencdo do
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biotério, denominada “LABINA” (Agribrands Purina do Brasil, LTDA) até os 90 dias de
vida. Esta dieta ¢ normoprotéica e contém 23,0% de proteina (Tabela 7).

O peso dos filhotes (balanga, Marte AS 1000C®, classe II, capacidade maxima 1000g,
menor divisdo 0,01g) foi registrado ao nascer, no 8°, 14°, 17°, 21° e 90° dias de vida a fim de
acompanhar a taxa de crescimento desses animais para calculos de alguns parametros

biomecanicos.

4.3.1.2. Estudo da atividade locomotora

O registro de atividade locomotora (AL) foi sempre realizado no horario entre 18:00
as 19:00 h, apo6s iniciar o ciclo escuro do biotério para favorecer uma expressao
comportamental mais condizente com o ciclo natural de vigilia do rato, um animal notivago.
O registro de imagens da AL foi realizado numa sala escura, mantendo-se acesa apenas uma
lampada vermelha de espectro ndo irritante para os ratos o que permitia a visualizagdo destes
durante o experimento.

Foram avaliados os filhotes de ratos Wistar durante o periodo de aleitamento, no 8°,
14°, 17°, 21° e na idade adulta no 90° dia de vida pos-natal. As idades observadas durante a
lactacdo foram determinadas a partir de um estudo piloto, no qual a atividade locomotora
espontanea de filhotes foi registrada em video diariamente, do 1° ao 21° dias pds-natais, em
duas ninhadas de tamanho semelhante e ndo submetidas a qualquer manipulagdo. A partir dos
achados do estudo piloto e da literatura foram selecionadas as idades que representavam

importantes mudangas no comportamento motor.
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Em cooperagdo com o Departamento de Fisica, com a colaboragdao do Curso de
Graduacdo em Engenharia Biomédica, ambos pertencentes a Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE, um sistema de monitoramento do movimento de pequenos animais em
campo aberto foi desenvolvido e aprimorado. O sistema consiste em um campo aberto
circular (@1m), delimitado por paredes de 30 cm de altura (Figura 24 ¢ 25). Durante um
intervalo de tempo pré-definido de dois minutos, a livre movimentacdo do animal foi
registrada. A partir deste registro, varias grandezas fisicas sdo extraidas. Essas grandezas sdo,
entdo, processadas a fim de se obter informagdes sobre o comportamento do animal.

A filmagem era iniciada quando o animal estava posicionado no centro do campo
aberto, cuja cor foi escolhida de forma a maximizar o contraste entre o animal e o fundo.
Assim, foi utilizado um fundo preto. Uma cimera digital (VTR®6638 — CCTV System) foi
posicionada na linha vertical que passa pelo centro do campo aberto, fixada ao teto da sala,
sendo sua distancia do local de fixagdo até o solo do campo aberto igual a 2,65 m (Figura 24).
A camera possui sensor de Infravermelho e um LED de iluminacdo. Apresenta resolucao de
420 linhas e velocidade entre 1/60 e 1/100 s, e sua sensibilidade permite registrar imagens
com ilumina¢do minima, até 0,1 lux.

A camera possui sincronizagdo interna com placa de video. O filme é assim enviado
para um computador equipado com placa de aquisi¢do de video e software dedicado as tarefas

de aquisicao de imagem, através de uma interface (Figura 24).
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Figura 24. Registro das imagens durante o estudo da atividade locomotora.

No computador, o filme é convertido em quadros (aproximadamente 180 para cada
registro de dois minutos, num intervalo de tempo de 0,662 s entre os quadros) para
processamento posterior. Para a analise dos registros de imagens, foi selecionado um quadro a
cada 20 registrados.

Através de técnicas de processamento digital de imagens, cada quadro ¢ filtrado de
forma a isolar o suporte dos objetos que estdo no entorno (Fig. 25). Na etapa seguinte sao
determinadas as coordenadas da imagem do animal quadro a quadro e assim ¢ possivel

reconstruir o percurso desempenhado pelo animal.
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Figura 25. Analise da atividade locomotora. A. Imagem do campo aberto, no claro. B,
Imagem do campo aberto durante filmagem no escuro. C, Quadro preparado para isolar o
suporte dos objetos que estdo no entorno da imagem do campo aberto durante o

processamento da imagem. D, imagem final para processamento das imagens e calculos.

Foi também desenvolvido um conjunto de programas composto por softwares de
aquisicdo e extragdao de quadros a partir de diversos formatos de video, utilizando linguagem
Object Pascal, ¢ um sistema em MATLAB® para processamento e segmentagdo semi-

automatica de imagens e calculo das variaveis fisicas de interesse.
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De posse do percurso percorrido pelo animal, do intervalo de tempo entre os quadros e
da massa do animal, foi possivel calcular os seguintes pardmetros obtidos para cada animal: 1-

a distancia percorrida, 2- a velocidade média; 3- a poténcia muscular; 4- o nimero de paradas;

0 5- periodo de tempo em que o animal permaneceu parado durante o intervalo de registro; 6-

a relacdo tempo total parado pelo niimero de paradas.

Na determinacao da velocidade média, utilizou-se:

Vm = distincia total (m)

N° de quadros . amostragem (s)

Para a determinacdo da Poténcia muscular, calculou-se inicialmente a Energia Cinética
(Ec), a partir de:

Ec=m.V?

2000
onde m ¢ a massa do animal (no programa, em gramas) ¢ V a velocidade em m/s. Assim, para
a poténcia, utilizou-se:
Pot=AEc
At
sendo a resultante multiplicada por 1000 para se expressar em mW.

Apos as andlises desses parametros fisicos, o sistema de monitoramento para pequenos
animais foi aprimorado no presente trabalho a fim de permitir a monitorizacdo da trajetoria
desempenhada pelos animais. Utilizando técnicas de processamento digital de imagens foram
determinados 180 pontos referentes ao centro de massa do animal, sua série de localizagao
indicava a trajetoria do referido animal nos 120 segundos que dura a aquisi¢ao (Figura 26 e

27).
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Figura 26. Processamento de imagens para analise de trajetoria. Pontos brancos em fundo
negro representam centro de massa do animal no campo aberto durante o registro da atividade

locomotora.

O raio do campo aberto, de 50 cm, foi dividido em crescentes de razao aritmética 10
cm. Tendo com resposta final, circunferéncias de raios 10, 20, 30, 40 ¢ 50 cm. Assim foram
estabelecidas cinco areas: Area 1 (0 a 10cm), Area 2 (10 a 20cm), Area 3 (20 a 30cm), Area 4
(30 a 40cm), Area 5 (40 a 50cm) a serem exploradas pelos animais nas diferentes idades
(Figura 26 e 27). A partir da exploracdo realizada pelo animal nas diferentes areas e do tempo
em cada Area durante os 120 segundos de registro da atividade locomotora, pode-se

monitorizar a trajetoria.
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Distancia ao centro
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Figura 27. A, 4reas no campo aberto. B, grafico representando distancias radiais do centro de

massa do animal em relag@o ao centro do campo aberto.

4.3.2. Analise dos Resultados

Os dados foram representados sob a forma de médiat desvio padrdao, ou mediana
(valores minimos-valores maximos) ¢ foram analisados estatisticamente através do software
Sigmastat 3.0. Para se analisar os efeitos da desnutricdo sobre a maioria dos parametros da
atividade locomotora em diferentes idades, foram aplicados o teste ANOVA One Way para
medidas repetidas, seguido do teste Holm-Sidak. Contudo, o numero de paradas e a relagdo
tempo/niimero de paradas, dados com distribuicdo ndo normal, foram analisados através do
teste de Analise de Variancia para medidas repetidas em Ranks, seguido do teste de Friedman.
O estudo da trajetoria nas areas do campo aberto foi realizada através do teste ANOVA Three

Way.
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Na comparagao intragrupo, houve aumento (p<0.05) progressivo do peso corporal (g)
com a idade a partir do oitavo dia pos-natal no grupo C (Figura 28). Um aumento progressivo
do peso corporal também pode ser observado no Grupo D (p<0.05), todavia a partir do 21° dia
pos-natal (Figura 28). Na comparagdo entre intergrupo, o peso corporal dos desnutridos

apresentou-se menor que os controles no 8°,14°, 17° e 21° dias pos-natal (p<0.05) (Figura

28).
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Figura 28 — Evolucdo ponderal (g) dos ratos aos 8, 14, 17, 21 e 90 dias pds-natal. C, Grupo
Controle; D, Grupo Desnutrido. Os resultados foram expressos em média + EPM.
Comparagao intragrupos, ANOVA One-Way para medidas repetidas p=p<0,05 (grupo C);
#=p<0.05 (grupo D). Comparagdo intergrupos, ANOVA One Way para medidas repetidas *

=p<0,05.

A distancia percorrida (m), na comparagao intragrupo, aumentou (p<0.05) com a idade

a partir do 14° dia de vida pds-natal nos animais do grupo C (Figura 29). O aumento (p<0.05)
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da distancia percorrida com a idade pode também ser observado no grupo D; todavia, ja a
partir do 8°dia de vida pos-natal (Figura 29). Na analise intergrupo, um aumento (p<0.05) na
distancia percorrida no 14° e no 17° dias pos-natal foi observado nos desnutridos quando

comparado aos controles (Figura 29).
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Figura 29— Evolucdo da distancia percorrida (m) dos ratos aos 8, 14, 17, 21 e 90 dias pds-
natal. C, Grupo Controle; D, Grupo Desnutrido. Os resultados foram expressos em média +
EPM. Comparagdo intragrupos, ANOVA One-Way para medidas repetidas u=p<0,05 (grupo

C); #=p<0.05 (grupo D). Comparagdo intergrupos, ANOVA One Way para medidas

repetidas * =p < 0,05.

Na comparagdo intragrupo, a velocidade média (m/s) dos animais controles e
desnutridos aumenta (p<0.05) com a idade (Figura 30). Nos animais controle, esse aumento
pode ser observado no 14° dia pos-natal (Figura 30). Nos desnutridos, ja pode ser observado

aumento da velocidade média a partir do 8° dia de vida pos-natal (Figura 30). A comparagao
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intergrupos C e D revelou aumento (p<0.05) da velocidade média nos desnutridos também

aos 14° e 17° dias pos-natal (Figura 30).
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Figura 30 — Evolugdo da Velocidade Média (m/s) dos ratos aos 8, 14, 17, 21 e 90 dias pos-
natal. C, Grupo Controle; D, Grupo Desnutrido. Os resultados foram expressos em média =+
EPM. Comparacao intragrupos, ANOVA One-Way para medidas repetidas u=p<0,05 (grupo

C); #=p<0.05 (grupo D). Comparacao intergrupos, ANOVA One Way para medidas

repetidas ¥ =p < 0,05.

A poténcia media (mW), na comparacdo intragrupo, aumentou nos animais adultos em
relacdo aqueles aos 21 dias de vida tanto no grupo C quanto no grupo D (p<0.05). Na
comparag¢do intergrupo, os animais desnutridos apresentaram um aumento da poténcia média

em relacdo aos animais do grupo controle no 14° e 17° dias de vida (p<0.05) (Figura 31).
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Figura 31. Evolucdo da Poténcia Média (mW) dos ratos aos 8, 14, 17, 21 e 90 dias pos-natal.
C, Grupo Controle; D, Grupo Desnutrido. Os resultados foram expressos em média + EPM.
Comparacao intragrupos, ANOVA One-Way para medidas repetidas u=p<0,05 (grupo C);
#=p<0.05 (grupo D). Comparacdo intergrupos, ANOVA One Way para medidas repetidas *

=p<0,05.
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Na comparagdo intragrupo, o tempo (s) em que o animal ficou parado durante o
periodo de registro aumentou no grupo C com a idade até o 14° dia de vida pds-natal,
diminuindo em seguida no meio do periodo correspondente ao periodo de lactagio no rato (21
dias po6s-natal) e voltando a aumentar nos animais adultos em relagdo aqueles aos 21 dias de
vida (p<0.05). O grupo D apresentou diminui¢do do tempo imoével com a idade de forma
progressiva até o 17° dia de vida pods-natal, havendo um aumento do tempo imdével dos
animais adultos em relacdo aqueles aos 21 dias de vida (p<0.05). A comparagdo intergrupos
revelou que os animais do grupo D apresentaram tempo de parada menor no 14°, 17° e 21°

dias pds-natal comparados aos animais do grupo C (p<0,05) (Figura 32).
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Figura 32- Duragdo de imobilidade (s) dos ratos aos 8, 14, 17, 21 e 90 dias pds-natal. C,
Grupo Controle; D, Grupo Desnutrido. Os resultados foram expressos em média £+ EPM.
Comparagao intragrupos, ANOVA One-Way para medidas repetidas p=p<0,05 (grupo C);
#=p<0.05 (grupo D). Comparagdo intergrupos, ANOVA One Way para medidas repetidas *

=p <0,05.
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A andlise intragrupo da quantidade de vezes que o animal interrompeu sua
movimentagao revelou que tanto no grupo C quanto no grupo D houve aumento desse nimero
de paradas nos animais adultos em relacdo aqueles aos 21 dias de vida (p<0.05). Na
comparag¢do intergrupos, os animais desnutridos apresentaram aumento no nimero de paradas

no 14° e 17° dias de vida em relagdo aos animais do grupo controle (p<0.05) (Figura 33).
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Figura 33- Numero de paradas apresentadas pelos ratos aos 8, 14, 17, 21 e 90 dias pos-natal.
C, Grupo Controle; D, Grupo Desnutrido. Os resultados foram expressos em média + EPM.
Comparacao intragrupos, ANOVA One-Way para medidas repetidas u=p<0,05 (grupo C);
#=p<0.05 (grupo D). Comparagio intergrupos, ANOVA One Way para medidas repetidas *

=p<0,05.

A andlise da relagdao do tempo total parado sobre a quantidade de vezes que o animal
interrompeu sua movimentagdo, na comparacdo intragrupo no grupo C, revelou que ha

diminuicdo dessa relacdo no 17° em relacdo ao 14° dia de vida pds-natal e posterior aumento
¢ ¢ ¢ p p
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nos animais adultos comparados aqueles aos 21 dias de vida (p<0.05). Quanto ao grupo D,
houve aumento dessa relagdo nos animais adultos comparados aqueles aos 21 dias de vida
(p<0.05). Na comparacdo intergrupos, os animais desnutridos apresentaram aumento na
relacdo tempo/nimero de paradas no 14° e 17° dias de vida em relagdo aqueles animais do

grupo C (p<0.05) (Figura 34).
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Figura 34- Duragdo média de imobilidade para cada parada dos ratos aos 8, 14, 17, 21 ¢ 90
dias pos-natal. C, Grupo Controle; D, Grupo Desnutrido. Os resultados foram expressos em
média = EPM. Comparagao intragrupos, ANOVA One-Way para medidas repetidas u=p<0,05
(grupo C); #=p<0.05 (grupo D). Comparacgdo intergrupos, ANOVA One Way para medidas

repetidas * = p < 0,05.

Quanto a analise intragrupo da trajetoéria desempenhada pelos animais no campo

aberto observou-se que os animais de ambos os grupos controle e desnutrido passam mais
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tempo na area 1 comparado a area 2 durante todo o periodo correspondente a lactacdo dos
ratos (p<0.05). No entanto, no 90° dia de vida, os animais de ambos 0s grupos experimentais
passavam mais tempo na area 2 comparado a area 1 do campo aberto (p<0.05). Na
comparag¢ao intergrupos C e D observou-se que os animais desnutridos passam menos tempo
na area 1 comparado aos animais controle no 14° e 17° dia de vida e isso se inverte no 90° dia
de vida (p<0.05). Os desnutridos também passam mais tempo na area 2 no 90° dia de vida
(p<0.05) (Tabela 11).

A comparacdo intragrupo nas demais areas do campo revela que os animais do grupo
C passam mais tempo na area 2 comparada a area 3 no 8°, 14° e 21° dia de vida, porém, no
90° dia, isso se inverte € os animais controle passam mais tempo na area 3 comparada a area 2
(p<0.05). Os animais do grupo D, por sua vez, passam mais tempo na area 2 comparada a area
3 apenas no 8° dia, enquanto que no 14° e no 21° dia de vida, o desnutrido passa mais tempo
a area 3 (area mais distante do centro) comparado a area 2 (p<0.05). Na comparagdo
intergrupos os animais desnutridos comparados aos animais controle passam mais tempo na
area 3 no 17° dia de vida (p<0.05) (Tabela 11).

Os animais do grupo C, na comparagdo intragrupo, passam mais tempo na area 3
comparada a area 4 no 8° dia de vida (p<0.05). No 17° dia, esses animais do grupo Controle
passam mais tempo na area 4 comparados a area 3 (p<0.05). Os animais do grupo D, por sua
vez, passam mais tempo na area 4 (mais distante do centro) comparado a area 3 no 8°, 17° ¢
90° dia de vida. Na comparagdo intergrupos, os animais desnutridos passam mais tempo na

area 4 comparado aos animais controle no 14° e 17° dia de vida (p<0.05) (Tabela 11).

Os animais dos grupos C e D, na comparagdo intragrupo, passam mais tempo na area 5
comparada a area 4 no 14°, 17°, 21° e 90° dia de vida (p<0.05). Na area 5, a comparagao

intergrupos revela que os animais desnutridos passam mais tempo que os animais controle no
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14° dia de vida e menos tempo na area 5 comparado aos controles no 90° dia de vida (p<0.05)

(Tabela 11).

176



Tabela 11. Mediana (Valores minimos-Valores maximos) do tempo em cada area do campo
aberto durante a trajetoria dos animais.C, grupo controle; D, grupo desnutrido 6 p<0,05, Al

vs A2; 00 p<0,05, A2 vs A3; 0 p<0,05, A3 vs A4; Q2 p<0,05, A4 vs AS; *p<0,05, C vs D.

TEMPO(s)
8° dia 14° dia 17° dia 21° dia 90° dia
Area 1
76,2 31,47 20,2 8,9 1,3
(212-119.3)  (2,65:90,1)  (5,3-98,7) (0-81,5) (0-6,6)
68.6 19,5 8,0 10,9 3,98
(22,5-117.3) (0-62,9)%  (0-41,1)* (0-51,0) (0-17,9)*
Area 2
41,08 22,2 9.6 7,0 3,6
(3,3-86,1)5  (13-62,9)8 (0,7-41,7)8  (0,7-16,6)8 (0-13,3)5
19,5 10,3 7,0 5,0 8,3
(2,0-82,8)8 (13-451)8  (0,7-38,4)8  (0,7-22,5)8  (0,7-23,2) &*
Area 3
0 13,6 4,6 4,6 8,0
(0-54,3)o0 (2,0-59,000  (0,7-32,5)  (1,3-17,9%0  (2,0-31,1)0
0 17,9 11,3 6,3 11,6
(0-45,1)o0 (0,7-47,0)0  (2,7-37,1)*  (0,7-21,9)0 (4,0-39,8)
Area 4
0 10,9 7,3 10,6 21,5
(0-27,2)0 (0-33,1)  (0,7-41,1)0  (0,7-41,1) (7,3-57,0)
0 18.6 15,9 6,0 27,2
(0-47,7)0 (2,73-56,3)*  (4,6-36,4)0 * (0-26,5) (9,3-50,3)0
Area 5
0 25,5 61,6 80,5 83,1
(0-2,65) (0-66,3)Q2  (2,00-98,1)Q2  (5,7-98,1)Q2 (53,7-96,1)Q2
0 36,8 67,3 78.5 64,6
(0-0) (0-106,7)Q2* (41,1-98,1)Q2 (31,8-111,3)Q2  (29,8-103,4)Q2*
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4.3.3. Discussao

Nossos achados mostraram que o ambiente pré-natal adverso leva ao desenvolvimento
ponderal e locomotor anormal. No presente estudo, foi observado um déficit ponderal em
ratos provenientes de maes submetidas a dieta pobre em proteinas durante a gestagdo no 8°,
14°, 17° e 21° dias de vida pds-natal. Como ja mencionado e discutido em nossos estudos
anteriores, hd um grande numero de evidéncias de redugdo do peso corporal apds a
desnutricdo pré e/ou pos natal em ratos (Smart e Dobbing, 1971; Prakash et al., 1993;
Brozanski et al. 1993; Toscano et al., 2008).

No presente estudo, os animais desnutridos durante o periodo gestacional houve
aumento da velocidade média, da distancia percorrida e da poténcia média. Associado a isso,
houve déficit no tempo em que o animal permanecia parado, associado ao aumento nas
paradas que esse animal realizava o que leva a uma diminui¢do importante da duragao média
por parada. O animal desnutrido se locomove mais, durante o tempo em que fica no campo
aberto, diminuindo o tempo gasto nas paradas que realiza. Os animais desnutridos apresentam
retardo na maturagdo somatica e na ontogénese reflexa dos animais contribuindo para o
desenvolvimento de padrdes motores inapropriados (Barros et al., 2006; Anselmo et al. 2007).
Em roedores ¢ mostrado que a desnutricdo pré e/ou pos-natal leva a danos estruturais e
bioquimicos nas regides cerebrais (Cintra et al., 1997; Cordero et al., 1985; De Bassio et al.,
1996; Diaz-Cintra et al., 1990; Gopinath et al., 1976; de Souza et al., 2004; Bonatto et al.,
2006). A desnutrigdo, durante esse periodo em ratos, diminui o peso cerebelar ¢ numero de
celulas cerebelares, além de reduzir os neurdnios do hipocampo (Cintra et al., 1997; De
Bassio et al., 1996; Gopinath et al., 1976; de Souza et al., 2004; Bonatto et al., 2006). Além

disso, tem sido demonstrado em ratos desnutridos durante o desenvolvimento varios e
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irreversiveis prejuizos comportamentais (Almeida et al. 1996a; Almeida et al., 1996b; Jaiswal
et al., 1996; Moreira et al., 1997; Castro et al., 1987; Castro et al., 1993; Celedon et al., 1979;
Cordoba et al., 1994). A desnutricdo durante o periodo pré e pdés natal aumenta o
comportamento exploratorio (Almeida et al., 1996; Duran et al., 2005), aumento da ansiedade
e maior labilidade emocional (Sobotka et al., 1974; Teodosio et al., 1979; Jaiswal et al., 1996)
e déficit na memoria dos animais (Cordoba et al., 1994). Essas alteracdes comportamentais
poderiam influenciar de forma negativa a aquisicdo de um padrio locomotor normal. Autores
referem que desnutridos apresentam comportamentos motores diferentes (Teoddsio et al.,
1979; Barros et al., 2006). Os autores descreveram tais alteragdes como uma conseqiiéncia de
modificagdes no comportamento emocional, com exacerbagdo de respostas antecipatdrias
relacionadas ao stress (Teodosio et al., 1979; Jaiswal et al., 1996). O rato mostrou aumento na
movimentagdo voluntaria, mas sem propoésitos definidos (Teoddsio et al., 1979; Duran et al.,
2005). Estes achados poderiam explicar o fato de termos encontrado uma diminui¢do no
tempo de repouso de ratos desnutridos. Os animais desnutridos durante a gestacdo sao
hiperativos durante o periodo pos-natal precoce.

Autores tém se dedicado ao estudo da trajetoria dos animais durante sua atividade
locomotora num campo aberto (Lukoyanov et al., 1999; Yaski et al., 2008). As diferencas
observadas na evolu¢do da habilidade motora dos animais desnutridos podem estar
relacionadas as deficiéncias no comportamento do animal (Khana et al., 1994; Hall, 1984). A
partir da segunda semana pos-natal, os animais desnutridos buscam as paredes do campo
aberto, percorrendo mais as areas periféricas do campo aberto. Estudos revelam que os
animais controles visitam e permanecem na zona central (area 1) do campo (Yaski et al.,
2008). Essas alteragdes também podem estar relacionadas ao aumento da distincia percorrida,
velocidade e poténcia e no nimero de paradas e diminui¢ao no tempo total parado no 14° dia

e 17° dia de vida pos-natal. Além disso, autores referem que animais desnutridos apresentam
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aumento da deambulagao na parte periférica no labirinto (Castellano et al., 1976; Lukoyanov
et al., 1999). Essa tendéncia do animal procurar as bordas do campo aberto indica elevado
nivel de reatividade emocional (Lukoyanov et al., 1999). A diminui¢do do tempo na area
central do campo ¢ um indicativo de ansiedade (Prut e Belzung, 2003). Animais que procuram
as bordas do campo aberto sdo mais ansiosos. Outro aspecto importante ¢ que nessa idade a
abertura dos olhos ird influenciar os movimentos dos animais (Fox, 1965; Geisler et al.,
1993). Antes da abertura dos olhos, os movimentos de cabega eram realizados somente
durante as pausas na locomogao, ja quando a visdo aparece os ratos podem examinar com
cuidado o ambiente com os movimentos de cabe¢a enquanto caminham (Geisler et al., 1993).
Assim, conforme mencionado, animais desnutridos durante a gestacdo apresentam retardo na
abertura ocular (os animais desnutridos abriram os olhos por volta do 15° dia de vida,
enquanto o controle por volta do 13° dia de vida pds-natal) e isso pode influenciar as
diferengas observadas entre os animais controles e desnutridos.

Na terceira semana de vida o rato controle atinge um padrio locomotor préximo do
animal adulto (Westerga ¢ Gramsbergen, 1990). A hiperatividade observada nos animais
desnutridos na segunda semana de vida pos-natal, ja ndo ¢ mais observada. Esses dados estao
de acordo os valores semelhantes de velocidade média, distancia percorrida e poténcia
desempenhados pelos animais desnutridos na mesma idade. Autores referem, porém, que a
hiperatividade no campo aberto ¢ observada somente quando este ¢ novidade, desaparecendo
quando se torna familiar (Holson ¢ Walker, 1986). Embora, outros autores demonstrem que a
desnutricdo perinatal promove o déficit na memoria de animais adultos, mesmo ap6s um
longo periodo de recuperagdo (Cordoba et al., 1994; Castro et al, 1987; Celedon et al., 1979;
Goodlett et al., 1986). A medida que vao atingindo o padrao adulto os animais tornam-se
menos ativos, nao se pode afirmar, no entanto, se a desnutricdo ndo causou alteracdes nos

processos de memoria do animal. Além disso, autores afirmam que a desnutricdo em ratos
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leva a diminui¢do da atividade locomotora (Barros et al., 2006; Bellinger et al., 2006). Outro
aspecto importante é que a desnutricdo pode retardar a ontogenese reflexa, fazendo com que
reflexos primitivos sejam mantidos, prejudicando a aquisi¢do de padrdes motores maduros
(Barros et al., 2006; Anselmo et al., 2006).

Na idade adulta os desnutridos permanecem mais tempo no centro do campo. Mais
estudos sdo necessarios sobre a neurobiologia dessas alteragdes comportamentais. Outros
comportamentos tém sido relatados ter origem perinatal nos roedores. Meaney e
colaboradores (2001) mostram que o padrdo de cuidado materno ¢ um mediador dos efeitos
adversos do ambiente sobre o desenvolvimento neural. Esses autores referem que a resposta
materna ao ambiente que lhe é imposta durante o periodo neonatal conduz a respostas
adaptativas que refletem na qualidade do cuidado materno para com sua prole. Isso programa
a reatividade ao estresse e o padrao comportamental associado da prole e influencia a relagao
entre a mae e seus filhotes nas geracdes futuras. Corroborando os achados do presente estudo,
autores referem que animais desnutridos durante a gestacdo apresentam-se menos ativos que a
prole normal na idade adulta (Vickers et al., 2003). Segundo esses autores o comportamento
sedentario ¢ determinado durante o periodo pré-natal. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para se compreender como uma agressao pré-natal poderia comprometer o estilo
de vida dos animais. A influéncia pré-natal parece ocasionar mudangas permanentes na prole
conforme observado na tendéncia do animal adulto desnutrido no periodo critico do
desenvolvimento permanecer mais nas areas mais centrais do campo aberto mesmo apos o

restabelecimento de uma dieta adequada durante a vida pés-natal.
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5. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

RESUME EN FRANCAIS

DISCUSSION GENERALE

Il existe un grande nombre d’étude ayant montré une association directe entre diminution
de croissance feetale et néonatale et risque €levé de développer des pathologies d’origine
métabolique a I’age adulte (Forsdall et al., 1978 ; Barker et al., 1989 ; Hales, 1991 ; Hales e
Barker, 1992). Pour expliquer ce phénoméne, I’hypothése de 1’influence phénotypique fut
proposée, hypothése selon laquelle « un organisme s’adapte a un environnement intra-utérin
inappropri¢ en optimisant 1’utilisation des nutriments afin d’assurer sa survie » (Hales e
Barker, 1992). Apres cette période de dénutrition, si I’alimentation devient adéquate et plus
abondante, un conflit entre programmation métabolique et les nouvelles conditions
nutritionnelles peuvent conduire a I’obésité, I’hypertension ou la résistance a I’insuline
(Lucas, 1991, Hales e Barker, 1992). De plus, il est a noté que la dénutrition intra-utérine est a
I’origine de réorganisations structurelles et fonctionnelles de nombreux systémes

physiologiques tel le syst¢eme musculo-squelettique.

En effet, le systtme musculaire, étudi¢ a travers ses caractéristiques typologiques et
biomécaniques a montré un certain degré d’adaptation a la dénutrition feetale. Ainsi, nous
avons observé, suite a la dénutrition feetale, une augmentation du pourcentage de fibres Ila
dans le soleus, muscle postural, alors que ’EDL, muscle non postural, subit une augmentation
de fibre de type IIb au détriment du pourcentage de fibre Ila chez les animaux de 25 et 90
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jours. En plus, nous avons montré¢ différents effets de la dénutrition foetale sur les
caractéristiques contractiles ainsi que sur les caractéristiques ¢élastiques de la CES et de la
CEP des muscles soleus et EDL a 25 jours. Cependant, il est intéressant de noter que de
nombreuses altérations enregistrées chez les animaux de 25 jours disparaissent partiellement
ou totalement a I'dge adulte. Quoi qu’il en soit, les modifications des propriétés mécaniques
chez le jeune rat auront une influence sur le développement ultérieur de la posture et de la
locomotion, modification qui a son tour pourra influencer au moins en partiec les
caractéristiques biomécaniques musculaires, d’autant plus qu’il a ¢ét¢é montré des
conséquences sur le plan comportemental (timidité et anxiété accrues, implication et
persévérance altérée) (Barrett et al, 1985; Almeida et al, 1996a) pouvant augmenter la
propension a I’hypoactivité¢ des animaux dénutris a 1’age adulte (Vickers et al., 2003). I1 peut
exister une certaine réciprocité entre adaptation mécanique et modification de I’activité
locomotrice. Néanmoins, la persistance de certaines altérations des propriétés biomécaniques
peut laisser supposer que ’adaptation intra-utérine du systéme musculo-squeletique, pour
faire face a I’agression précoce, est permanente. Ce dernier mécanisme associ¢ a ces effets de
la dénutrition corrobore I'hypothése de "programming", c'est-a-dire qu’une agression
nutritionnelle au cours d'une période critique de développement peut provoquer des effets

permanents de la structure et la fonction des organes.

Des retards en conséquence de la dénutrition feetale sur la maturation somatique sont
observés dans ce travail. Un déficit du taux de croissance des animaux observé a travers la
diminution des paramétres de croissance somatique peut alors influencer sa performance
motrice. De plus, le retard dans I’apparition des structures physiques utilisées pour
I’exploration (conduit auditif, ouverture des yeux) peut altéré les relations du dénutri avec

I’environnement externe et augmenter le risque de mortalité.
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La dénutrition induit un retard dans le développement des réflexes primitifs. Ceci
démontre que la structure nerveuse est affectée par cette agression. Ces réflexes sont intégrés
dans les comportements volontaires développés plus tardivement, et sont les unités de base de
la coordination a partir desquels seront possibles les organisations plus complexes du
comportement. Ainsi, le retard de I’apparition de I’expérience sensorimotrice associ¢ au retard
des réflexes pourra alors étre préjudiciable sur I’acquisition de tiches motrices dans des étapes
postérieures. Ainsi, la dénutrition feetale pourra induire des altérations durables sur 1’activité
locomotrice. En effet, nous avons montré dans notre étude que la dénutrition intra-utérine a
entrainé apreés 14 jours une hyperactivité chez le rat. De la méme fagon, cette hyperactivité
supposée Etre associée a la peur pendant la période néonatale a semblé entrainer des
préjudices dans la construction des activités exploratoires et cognitives. En effet, cette

derniére proposition est corroboré par I’hypoactivité enregistré chez les rat adulte dénutrie

pendant la période de développement fcetale.

CONCLUSIONS

Les résultats de cette étude permettent de conclure que :

% La dénutrition intra-utérine entraine des altérations postnatales des caractéristiques
biomécaniques des muscles soleus postural et EDL non postural associ¢ a des

modifications des propriétés typologiques, métaboliques, structurales et ioniques.

% Les altérations des caractéristiques mécaniques musculaires sont différentes selon le

type de muscle.
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*

La persistance des certaines altérations des caractéristiques structurales et
biomécaniques démontre que 1’adaptation intra-utérine du systéme musculo-

squeletique, pour faire face a I’agression précoce, a des conséquences permanentes.

Les altérations des caractéristiques biomécaniques musculaires ont des répercussions
durables sur I’expression de la fonction du systéme musculo-squelettique, c'est-a-dire
sur l’activité locomotrice. Et réciproquement, les modifications de l'activité
locomotrice chez ces animaux peut aussi, en partie, avoir des effets sur les

caractéristiques biomécaniques musculaires

La dénutrition intra-utérine induit un retard dans la maturation somatique et
principalement dans le développement des réflexes primitifs. L’expression du
fonctionnement de 1’arc réflexe est retardée par 1’agression, indiquant un préjudice

dans le développement de la structure nerveuse.

Le retard de I’apparition de I’expérience sensorimotrice associé¢ au retard des réflexes

primitifs est préjudiciable pour I’acquisition des taches motrices adultes

La dénutrition intra-utérine induit des altérations durables de I’activité locomotrice
avec une hyperactivité apparemment associée a la peur pendant la période néonatale et

une hypoactivité a 1'age adulte.
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DISCUSSAO GERAL

Um grande nimero de evidéncias epidemioldgicas e experimentais indica que existe
uma associagdo direta entre baixo crescimento fetal e neonatal e uma elevada susceptibilidade
ao desenvolvimento de doengas na vida adulta (Ravelli et al., 1977 ; Forsdall et al., 1978 ;
Barker et al., 1988 ; Hales et al., 1989 ; Hales e Barker, 1992). Para explicar essa relagdo, foi
langada a hipotese da influéncia fenotipica (Thrifty phenotype hypothesis) propondo que “o
organismo se adapta a um milleu intrauterino adverso otimizando a utilizagdo de nutrientes
para assegurar sua sobrevivéncia” (Hales e Barker, 1992). Em seguida, contudo, se a
alimentagdo torna-se adequada ou mesmo abundante, o conflito entre a programagao
metabolica (Lucas, 1991) e as novas condi¢gdes nutricionais pode levar aquele organismo a
obesidade, resisténcia a insulina e hipertensdo (Hales e Barker, 1992). O estado nutricional
durante periodos criticos do desenvolvimento tem sido considerado um importante indutor da
programac¢do metabodlica nos animais € no homem. Em ratos a restrigdo protéica materna
durante a gestacdo e lactacdo, além de levar a um déficit na taxa de crescimento da prole,
aumenta o dano oxidativo e altera o metabolismo glicose/insulina nos animais adultos (Desai
et al., 2007 ; Ozanne et al., 1998 ; Ozanne et al., 2005). Em humanos, véarios estudos
epidemioldgicos tém reforcado a associagdo entre o baixo peso ao nascer ¢ doencas
metabolicas na idade adulta (Hales e Barker, 1992 ; Phillips et al., 1994 ; Yajnik, 2000).
Mecanismos epigenéticos como metilagdo de DNA, induzida pela desnutricdo durante a
gestacdo, o ambiente, ou fatores hormonais podem levar a um maior risco para doencas
metabolicas na prole adulta (Moura e Passos, 2005). Essa explicagdo ajuda a compreender o
mecanismo pelo qual a restrigdo protéica durante a gestagdo muda de forma permanente a

estrutura ¢ funcdo dos o6rgdos e sistemas (Lisboa et al., 2008). A desnutricdo intra-uterina
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acarreta danos importantes na estrutura corporal do neonato o que foi também constatado no
presente trabalho. Enfim, esta tese globalmente tende a corroborar nesse sentido a hipotese da
influéncia fenotipica e o papel da nutri¢do no desenvolvimento fisiologico. Ademais, juntam-
se as evidéncias da programagdo metabolica em conseqiliéncia da desnutri¢do intra-uterina,
evidéncias de reorganizagdo estrutural e funcional dos sistemas fisiologicos, entre os quais o

musculo-esquelético.

Muitos elementos estdo envolvidos no desenvolvimento locomotor e dificilmente
todos os elementos deste processo poderiam ser analisados. Diante disso, foram empregados
métodos que permitiram a avaliagdo do crescimento do animal e de suas propriedades
mecanicas musculares bem como de seu desenvolvimento comportamental através da analise
da maturagdo reflexa no periodo neonatal e da evolugdo de sua atividade locomotora até a
idade adulta. Inicialmente, podemos afirmar que o conjunto dos achados do presente trabalho
demonstra que a desnutrigdo intra-uterina leva a alteragdes estruturais e funcionais

persistentes de musculos posturais e ndo-posturais.

Assim, as alteragdes estruturais demonstradas, nesse trabalho, em decorréncia da
desnutricdo intra-uterina, sdo associadas a tipologia das fibras. Foi observado que a
desnutricao fetal, aumenta a propor¢ao de fibras rapidas Ila no solear (musculo postural) que
persiste até a idade adulta no desnutrido. Contudo, o EDL (musculo nio-postural) mostram
uma redugdo das fibras Ila e aumento das fibras IIb que persiste até a idade adulta no
desnutrido. Além disso, houve diferentes efeitos da desnutri¢do fetal sobre as caracteristicas
contrateis, assim como nas caracteristicas elasticas do CES e do CEP nos musculos solear ¢
EDL aos 25 dias. No entanto, ¢ interessante notar que varias alteragdes observadas nos
animais aos 25 dias desaparecem parcialmente ou totalmente na idade adulta. Essas
modificacdes das propriedades mecanicas no jovem terdo repercussdes sobre o

desenvolvimento posterior da postura e da locomoc¢ao. Essas modificagdes na locomogao, por
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sua vez, poderdo influenciar ao menos em parte as caracteristicas biomecanicas musculares,
uma vez que foram mostradas conseqiiéncias comportamentais (aumento da ansiedade e
indecisdo, perseveranca e comprometimento alterado) (Barrett et al., 1985, Almeida et al.,

1996) que podem aumentar a propensao a hipoatividade dos animais desnutridos.

E plausivel que mudangas nas propriedades mecanicas musculares podem influenciar a
atividade locomotora. Durante o desenvolvimento da atividade locomotora, uma seqiiéncia de
eventos ¢ comportamentos sdo necessarios para a evolucdo do padrio postural e locomotor
normal, porém se o sistema musculo-esquelético apresenta modificagdes em sua estrutura e
propriedades, essa seqiiéncia poderd ser modificada. Além disso, a persisténcia de certas
alteracdes das propriedades biomecanicas sugere que a adaptagdo (“programming” em sentido
mais amplo) intra-uterina do sistema musculo-esquelético, para fazer face a agressao precoce,
tem conseqiiéncias permanentes, mais uma vez corroborando a hipdtese da influéncia

fenotipica.

Retardo em decorréncia da desnutricdo intra-uterina sobre o desenvolvimento
somatico foi observado no presente trabalho. O déficit na taxa de crescimento do animal
observado através das medidas murinométricas reduzidas certamente influencia o seu
desempenho motor. Animais menores apresentardo um comportamento locomotor diferente
de seus controles. Ademais, nas analises da maturacdo das caracteristicas fisicas observamos
retardo na abertura do conduto auditivo, na erup¢do dos dentes incisivos, ¢ na abertura dos
olhos. Estas estruturas utilizadas para exploracdo cognitiva sdo importantes na relagcdo do rato
com seu meio ambiente, o retardo verificado prejudica a interacdo dos desnutridos com o

ambiente externo e diminui as chances de sobrevivéncia.

A desnutricao intra-uterina induziu retardo importante no desenvolvimento po6s-natal
dos reflexos primitivos. Esta evidéncia constatada nesse trabalho demonstra que o arco
reflexo ¢ afetado pela agressao nutricional, repercutindo sobre a expressao funcional; ou seja,
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o ato reflexo. O padrdao de locomocgao se desenvolve segundo uma seqiiéncia cronologica e
depende da integridade do sistema motor (sistema nervoso central e misculo-esquelético) no
rato (Fox, 1965; Gramsbergen, 1998). Esses reflexos sdo integrados aos comportamentos
voluntarios desenvolvidos mais tarde, e sdo as unidades de base da coordenagdo a partir dos
quais serdo possiveis as organizacdes mais complexas dos comportamentos. Portanto, o atraso
no aparecimento da experiéncia sensorio-motora associada ao funcionamento dos reflexos
primitivos podera ser entdo prejudicial na aquisicdo das fun¢des motoras em etapas mais
tardias do desenvolvimento. Desta forma, o retardo na ontogénese reflexa no neonato
desnutrido reduz sua experiéncia num periodo onde as informagdes sensdrio-motoras
deveriam estar chegando ao cortex sensorial € motor. A pobreza de informagdes ao cortex
cerebral esta associada ao retardo da velocidade de condugdo nervosa (Da-Silva et al., 1987;
Segura et al., 2004). O atraso no desenvolvimento das fun¢des motoras inviabiliza o
desempenho adequado das habilidades esperadas num estagio posterior do desenvolvimento,
quando a movimentagao independente e orientada contribuird para integragdo do animal com
o ambiente. No homem, o prejuizo na interagdo continua com o meio ambiente desde o

nascimento compromete o aprendizado, podendo haver repercussdes na fungdo cognitiva.

Corroborando essa hipdtese, ndés demonstramos que a desnutri¢do intra-uterina induz
alteracdes por vezes persistentes na atividade locomotora. O estudo do desenvolvimento da
atividade locomotora a partir da andlise da trajetéria demonstrou que a desnutri¢do intra-
uterina provoca, durante a segunda semana do periodo do aleitamento, periodo critico do
desenvolvimento do sistema nervoso, uma hiperatividade no rato. Do mesmo modo, esta
hiperatividade durante o periodo neonatal aparentemente associada ao medo ou labilidade
emocional (Teodoésio et al., 1979; Jaiswal et al., 1996), pode acarretar prejuizos na constru¢ao
das atividades exploratorias e cognitivas. Esta proposi¢do parece plausivel, pois na idade

adulta este rato desnutrido deixq de ser hiperativo.
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Finalmente, a motricidade é, sem duvida, uma atividade inerente aos mamiferos,
permitindo-lhes tanto ajustar sua postura em funcdo de suas necessidades de relacionamento
com o mundo, como se movimentar de forma a se afastar de ambientes hostis, e ainda buscar
locais que lhes favorecam a sobrevivéncia, ou simplesmente explorar o0 meio que os cercam.
Como constatamos, os ratos submetidos a desnutri¢do intra-uterina apresentam hiperatividade
neonatal, porém quando atingem o padrio locomotor adulto deixa de ser hiperativo. Esses
animais demoram a iniciar suas atividades, dispensando mais tempo nas areas mais centrais
do campo-aberto. Assim, a desnutricdo perinatal parece também programar alteragdes
comportamentais nos animais, havendo uma tendéncia a lentiddo do comportamento
locomotor. H& evidéncias da existéncia de plasticidade durante o desenvolvimento, definida
como a habilidade do gendtipo em produzir mais de uma forma alternativa de estrutura,
estado fisioldgico e/ou comportamento, em resposta as condigdes do meio ambiente (Sayer et
al., 1998). Corroborando nossos achados, outros autores referem que animais desnutridos
durante a gestacdo apresentam-se menos ativos que seus controles na idade adulta, mesmo
apds o restabelecimento de uma dieta normal ao longo da vida pos-natal (Vickers et al.,
2003). Portanto, se o comportamento sedentario é determinado durante o desenvolvimento
pré-natal, as implicagdes da comprovagdo dessa hipotese sdo profundas para o entendimento
dos padroes adultos da locomocao e para o esforgo da satide publica em se aumentar a pratica

de exercicios fisicos nos adultos com hipertensao, resisténcia insulina e hiperlipidemia.
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CONCLUSOES

Os resultados desse estudo permitem concluir que:

A desnutri¢do intra-uterina leva a modificagdes pos-natais das caracteristicas
biomecanicas do musculo solear (postural) e EDL (nd3o-postural) associada a

modifica¢des das propriedades tipoldgicas, metabdlicas, estruturais e idnicas.

As alteragdes das caracteristicas mecanicas musculares sdo diferentes segundo o tipo

de musculo.

A persisténcia de certas alteracdes das caracteristicas estruturais e biomecanicas
demonstram que a adaptacdo intra-uterina do sistema musculo-esquelético diante da

agressao precoce tem conseqiiéncias permanentes.

As alteragdes das caracteristicas biomecanicas musculares tém repercussdes duraveis
sobre a expressao da fungdo do sistema musculo-esquelético, ou seja, sobre a atividade
locomotora. E reciprocamente, as modificacdes da atividade locomotora nos animais

podem também, em parte, ter efeitos sobre as caracteristicas biomecanicas musculares.

A desnutri¢do intra-uterina leva ao retardo na maturacao somatica e principalmente no
desenvolvimento dos reflexos primitivos. A expressao do funcionamento do arco
reflexo ¢ retardado pela agressdo, indicando prejuizo no desenvolvimento da estrutura

nervosa.

O retardo na aparicdo da experiéncia sensorio-motora prejudica a aquisi¢do do

desempenho motor no adulto.
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+ A desnutricdo intra-uterina leva a alteragcdes duraveis da atividade locomotora com
uma hiperatividade aparente associada ao medo durante o periodo neonatal e

hiperatividade na idade adulta.
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6. PERSPECTIVAS

RESUME EN FRANCAIS

PERSPECTIVES

Afin de répondre aux hypothéses proposées dans ce travail, il peut étre envisagé :

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

0

X/
L X4

D’analyser les répercussions de la dénutrition intra-utérine sur le contenu de collagéne
musculaire, sur l'ultrastructure musculaire ainsi que sur les protéines sarcomériques
comme la titine et d’observer les relations possibles de ces changements sur 1'¢lasticité
musculaire passive.

D’¢évaluer les caractéristiques de la partie passive de le CES par une étude des
propriétés mécaniques du tendon suite a la dénutrition foetale

De réaliser une étude épigénétique par €valuation de I’expression des génes mis en jeu
dans la synthése et la dégradation des protéines musculaires suite a l'agression
nutritionnelle pendant la gestation.

D’¢étudier les effets de la dénutrition intra-utérine sur les hormones thyroidiennes et
sur le métabolisme de I'insuline et indiquer leurs effets possibles sur la proportion des
types de fibres musculaires.

D’¢étudier les effets d'autres types d’agressions nutritionnelles, par exemple, par une
dic¢te pauvre en micronutriments sur le développement de I'activité locomotrice.
D’¢étudier l'effet de la dénutrition intra-utérine sur l'activité locomotrice a plus long

terme et au cours de la sénescence.

193



X/

s D’¢étudier l'effet de la dénutrition foetale sur la propension a 1’hypoactivité et 1’effet
bénéfique de l'exercice physique sur les animaux a l'age adulte.
< D’analyser les effets de la dénutrition feetale sur les changements du comportement

des animaux, comme l'anxiété.
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PERSPECTIVAS

A fim de responder as hipodteses propostas nesse trabalho, vislumbramos:

X/
L X4

X/

L X4

0

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

*

Analisar as repercussdes da desnutri¢do intra-uterina sobre o conteido de coldgeno
muscular, sobre a ultraestrutura muscular, assim como sobre as proteinas sarcoméricas
como a titina e de observar as relagdes possiveis dessas modificacdes sobre a
elasticidade muscular passiva.

Avaliar as caracteristicas da parte passiva do componente eldstico em série através do
estudo das propriedades mecanicas do tendao, apos a desnutrigao fetal.

Realizar estudo epigenético, avaliando genes que expressam as proteinas musculares e
as agressoes nutricionais durante a gestacao.

Estudar os efeitos da desnutri¢ao intra-uterina sobre os hormonios tieoidianos e sobre
o metabolismo da insulina, relacionando as eventuais repercussdes sobre as
propor¢des dos tipos de fibras musculares.

Estudar os efeitos de outras agressdes nutricionais, por exemplo, dietas pobres em
micronutrientes sobre o desenvolvimento da atividade locomotora.

Estudar o efeito da desnutri¢do intra-uterina sobre a atividade locomotora durante a
senescéncia.

Estudar o efeito do exercicio fisico sobre a tendéncia a hipoatividade na idade adulta
de animais desnutridos precocemente.

Analisar modificacdes comportamentais, como a ansiedade, apds desnutricdo intra-

uterina em ratos.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Oficio n® 93/07 Recife, 17 de setembro de 2007

Da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Raul Manhdes de Castro

Departamento de Nutricio - UFPE

Processo n® 010789/2007-11

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas 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
“Desnutricdo pré-natal: repercussdes sobre o desenvolvimento do sistema locomotor
em ratos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagao 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
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagdo 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 favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,
Prof. Silene Cameiro do Nascimento
Presidente CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver

228



ANEXO B - Documentagao do Artigo 1

View Letter

Date: Dec 02, 2007

To: "Francis Canon" francis.canon@utc.fr
From: Isabel _correia@uol.com.br

Subject: Your Submission NUT-D-07-00192R2

Ms. Ref. No.: NUT-D-07-00192R2

Title: EFFECT OF A LOW-PROTEIN DIET DURING PREGNANCY ON THE
SKELETAL MUSCLE MECHANICAL PROPERTIES OF OFFSPRING RATS
Nutrition

Dear Doctor Canon,

I am delighted to inform you that your paper EFFECT OF A LOW-PROTEIN
DIET DURING PREGNANCY ON THE SKELETAL MUSCLE MECHANICAL
PROPERTIES OF OFFSPRING RATS has been accepted for publication in
Nutrition.

We look forward to publishing your paper and thank you for your
contribution and interest in Nutrition.

Kind regards,
M 1.T.D Correia, MD, PhD

Regional Editor
Nutrition
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ANEXO C - Documentagdo do Artigo 2

Title: CONSEQUENCES OF MATERNAL UNDERNUTRITION ON THE PASSIVE
MECHANICAL PROPERTIES OF STRETCH MUSCLE IN RATS

Dear Dr Toscano,

Your submission has been received by the journal

Livestock Science.

You will be able to check on the progress of your paper by logging onto the

Elsevier Editorial Systems as an Author using the following information:

http://ees.elsevier.com/livsci/

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been
assigned.

Please note also that the journal will continue to be published from 1st January
2006 under the new title Livestock Science. The title change will not affect the
volume and issue numbering, such that the first volume of Livestock Science will
be volume 99. The new title Livestock Science will not be affiliated with the

European Association for Animal Production.

If your article is accepted, it is very likely that it will be published in Livestock

Science. Please e-mail the Editorial Office at livest@elsevier.com if you have any

queries regarding this.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Editorial Office Staff

Livestock Science
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