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RESUMO

Para avaliar os efeitos da desnutricdo neonatal sobre o desenvolvimento motor, foram
avaliadas a ontogénese dos reflexos, a atividade locomotora e as propriedades mecanicas
dos musculos esqueléticos. Ratos Wistar foram divididos em grupos normais e
desnutridos, de acordo com a dieta oferecida as lactantes durante o periodo de aleitamento
(1° ao 21° dias pos-natais - PN). Apds o desmame, os filhotes receberam dieta normal. A
avaliacdo dos reflexos foi realizada diariamente, até o 21° PN. A atividade locomotora foi
avaliada no 8°, 14°, 17° e 21° PN. A avaliacdo biomecanica dos diferentes componentes
do musculo ( contratil/CC, elastico em série/CES e eldstico em paralelo/CEP) foi realizada
oas 25 e 90 PN, nos musculos solear e extensor longo dos dedos (EDL). Uma anélise
histoquimica (coloragdo ATPase) foi também realizada. A desnutri¢do induziu atrasos na
maturacdo dos reflexos de aversdo ao precipicio, geotaxia negativa, endireitamento em
queda livre, colocagdo pelas vibrissas e resposta ao susto. A atividade locomotora sofreu
altera¢des devido a desnutricdo: encontrou-se redu¢do na distincia e velocidade no 8° e
14° PN, seguida por um aumento aos 17 ¢ 21 PN. O tempo de imobilidade mostrou-se
reduzido nos desnutridos aos 17 ¢ 21 PN. A andlise biomecanica demonstra que a
desnutri¢do induziu a: redu¢do da forga em ambos os musculos estudados, aumento na
velocidade maxima de encurtamento aos 25 dias em ambos os musculos, aumento na
resisténcia a fadiga no solear a 25 PN, e aumento na resisténcia ao estiramento passivo em
ambos os musculos, aos 25 PN. Os parametros do CES ndo foram afetados. Nao se
observaram diferencas em relagdo a propor¢do de tipos de fibra musculares, porém a
desnutri¢do induziu a uma redugo na area de secg¢ao transversa, com excec¢do do EDL aos
25 PN. Os resultados permitem concluir que as modificacdes observadas em algumas
propriedades mecanicas tém origem na desnutricdo imposta no periodo neonatal, sendo
provavelmente devidas a alteragdes nos processos de maturagdo muscular. As influéncias
dos retardos nos processos de maturagdo sobre o desenvolvimento e organizagdo da

atividade locomotora sdo aqui discutidas.

PALAVRAS CHAVE: Desnutri¢do; Musculo; Biomecanica; Desenvolvimento.



ABSTRACT

To evaluate the effects of neonatal malnutrition on motor development, reflex
ontogenesis, locomotor activity and mechanical properties of skeletal muscles were
evaluated. Rats were divided in normal and undernourished groups, according to the diet
given to dams during breastfeeding period (1 to 21% postnatal days). After weaning, rat
pups fed normal diet. Reflex evaluation was made daily, until 21 postnatal day.
Locomotor activity was evaluated in 8", 14t", 17" and 21% days. Biomechanical
evaluation of the different muscle component (contractile, series elastic and parallel
elastic components) was accessed at 25 and 90 postnatal days, in soleus and Extensor
Digitorum Longus (EDL) muscles. Histochemical analysis (ATPase staining) was also
made. Malnutrition induced a delay in the reflex maturation on cliff avoidance, negative
geotaxis, free-fall righting, vibrissae placing and startle reflex. Locomotor activity was
changed due to undernutrition: it was found a reduction in distance and velocity at 8 and
14 days, followed by an increase at 17 and 21 days. Immobility time was decreased in
malnourished rats at 17 and 21 days. Biomechanical analysis showed that malnutrition
induced to: force reduction in both muscles, prolongation in contraction time and half
relaxation time in 25 days old soleus, increase in maximal shortening velocity at 25 days
in both muscles, increase in fatigue resistance in 25 day old soleus, and increase in
stiffness in both muscles in 25 day old rats. Series Elastic Components parameters were
not affected. No differences were seen in fiber type proportion, but malnutrition induced
to a reduction in cross-sectional area, exception to EDL at 25 days. Modifications induced
in some mechanical properties by neonatal malnutrition are probably due to an alteration
in the events of the maturation processes, this period of life being a critical period for the
normal development of skeletal muscle. Influences of delayed maturation and lack of

organization in early age on locomotor abilities are discussed.

KEY WORDS: Malnutrition; Muscle; Biomechanics; Development.



RESUME

Ce travail vise a étudier, chez le rat, les effets de la dénutrition néonatale sur le
développement locomoteur, a partir de 1’évaluation de la maturation des réflexes, de
I’activité locomotrice et des propriétés biomécaniques musculaires. Un groupe normonutri
et un groupe dénutri sont formés a partir de la di¢te donnée a la mere (normale ou
hypoprotéique) pendant la période de I’allaitement (1% au 21°™ jour post-natal). Aprés
sevrage, tous les rats ont recu une dicte normale. L’évaluation de I’ontogénése des
réflexes est fait du 1% au 21°™ jour post-natal. L’activité locomotrice a été mesurée a 8,14,
17 et 21 jour post-natal. L’évaluation des propriétés biomécaniques des différentes
composantes musculaires (composantes contractile, élastique série et élastique parallele)
s’est faite sur les muscles soléaire et Extensor Digirorum Longus, a 25 et 90 jours post-
natal complétée par une analyse histochimique. La dénutrition néonatale a retardé la
maturation des réflexes. Des modifications de 1’activité locomotrice sont observées dans
le sens d’une diminution de I’activité jusqu’a 14 jours puis d’une hyperactivité au 21
jour. Au niveau des caractéristiques biomécaniques, la dénutrition a entrainé : diminution
de la force sur les deux muscles ; augmentation du temps de contraction et de demi-
relaxation des soléaires a 25 jours, augmentation de la Vitesse maximale de
raccourcissement a 25 jours pour les soléaires et EDL, augmentation de la résistance a la
fatigue du soléaire 25 a jours, et augmentation de la raideur de la composante élastique
paralléle des deux muscles a 25 jours, les caractéristiques de la Composante Elastique en
Série n’étant pas modifiées. L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure que la
malnutrition induite pendant la phase critique de développement est a 1’origine de
modifications des propriétés mécaniques étudiées, modifications vraisemblablement dues
a des altérations dans les processus de maturation musculaire. Les influences des retards

dans les processus de maturation sur le développement et I’organisation de [’activité

locomotrice sont discutées.

MOTS CLES: Dénutrition; Muscle; Biomécanique; Développement.



I. INTRODUCAO

RESUME EN FRANCAIS : INTRODUCTION

Dans le rapport d’un individu avec son environnement, la capacité
locomotrice tiend une part prépondérante. Les comportements locomoteurs
nécessitent une coordination fine et précise de diverses voies motrices en
simultanée mettant en jeu [’activité intégrative du systeme nerveux. Celui-ci
commande et integre les actions motrices permettant les comportements
volontaires et locomoteurs. L’apprentissage des comportements moteurs
debute tres tot, et le systeme locomoteur est soumis a d’importantes
modifications pendant la période de croissance et de maturation. Le muscle
strié squelettique, générateur du mouvement, présente aussi une grande
capacité d’adaptation pendant cette phase de croissance et de maturation.

L’objectif de cette premiere partie sera d’aborder les aspects
structuraux et fonctionnels des systemes nerveux et musculaire, ses rapports
avec [’évolution de [’activité locomotrice et les répercussions de la
dénutrition induite pendant la période critique de la croissance et du
développement sur ces fonctions.

Plusieurs facteurs peuvent influencer [’évolution morphologique et
fonctionnelle des systemes organiques, particulierement pendant la période
précoce de la vie. Dans le systeme nerveux central (SNC), les événements
cellulaires sont nombreux et se produisent a grande vitesse, ce qui le rend
vulnérable aux agressions. Ainsi, la période précoce de la vie est considérée

comme une période critique pour le développement du SNC.

Pendant la période critique, de nombreux facteurs tant endogenes
qu’exogenes, épigenétiques, peuvent modifier, moduler ou diriger le
développement, sachant qu’il existe une séquence pré-determinée dans

[’évolution de chaque systeme organique et de ses fonctions physiologiques.

L’organisation du mouvement suit une séquence définie avec tout
d’abord une réponse réflexe, un pattern moteur rythmique et des
mouvements volontaires. Lors du processus de développement, ces

séquences se meltent en place et il y a augmentation de la quantité du



répertoire d’actions ainsi que de la qualité de chaque action permettant

l’indépendance de I’individu.

Chez le rat, la plus grand partie des événements d’organisation du
SNC, ainsi que l’évolution de [’activité locomotrice, se déroulent pendant la
période d’allaitement, ce qui en fait un bon modele expérimental pour les
évaluations du développement. Le rat présente un pattern bien défini dans le
recrutement des muscles vis-a-vis de la construction de la posture et de la
locomotion. Les mouvements alternés des pattes sont peu a peu associés a
ceux du tronc, jusqu’a aboutir a un pattern similaire a celui des adultes, aux
alentours de 21 jours post-natal, ce qui permet aussi de caractériser cette

période comme critique pour le développement de [’activité locomotrice.

Toute influence tant sur les facteurs endogenes qu’exogenes pendant
cette période critique de développement aura alors des conséquences sur les

patterns posturaux et locomoteurs.

Le développement du tissu musculaire débute trés tot pendant
[’embryogenese. Chez le rat, les événements qui vont définir les propriétés
structurelles et fonctionnelles du muscle se prolongent jusqu’a la fin de la
période néonatale (21 jours post natal). Au sevrage, quasiment tous les
éléments fonctionnels musculaires sont en place pour permettre une activité
locomotrice indépendante. Méme apreés cette phase de croissance rapide, le
tissu musculaire présente une capacité de croissance et de maturation
jusqu’a [’dge adulte. Quoi qu’il en soit, le muscle conserve une grande
capacité d’adaptation, méme apres ces phases de développement et de
croissance, comme l'ont démontrés les résultats des caractéristiques
hystologiques et mécaniques obtenues a partir de modeles d’hypo ou
d’hyperactivité. Par ailleurs, il est montré le réle important de [’activité
locomotrice sur la maturation du muscle et réciproquement, l’influence de la

maturation musculaire sur [’activité locomotrice.

La nutrition est une des facteurs exogenes ayant une influence
importante sur le développement. Le manque de nutriments peut empécher la
croissance correcte et le développement de la plupart des fonctions

organiques. Pendant cette période, les agressions nutritionnelles auront des



conséquences sur le développement cellulaire, conséquences qui
entraineront a leur tour des altérations dans les différents systemes
physiologiques, aggravant ainsi les dommages liés a la dénutrition précoce.
Parmi les conséquences de la dénutrition précoce, citons des modifications
des patterns moteurs et de comportement ainsi que des altérations dans le

développement musculaire.

La dénutrition est encore un probleme grave de santé publique dans les
pays sous-développés. Plusieurs études démontrent les répercussions

négatives de la dénutrition précoce sur le développement des enfants.

Dans le Nordeste du Brésil, la prévalence de la dénutrition infantile est
encore importante. Dans ce cadre, il a été développé une diete
expérimentale pour rongeur semblable au régime alimentaire des habitants
de cette région permettant d’étudier, chez le rat, les conséquences de cette

alimentation multicarentielle.

As habilidades motoras se constituem como uma das mais importantes
ferramentas na relagdo de um ser vivo com o seu ambiente. Os comportamentos
locomotores estdo estreitamente relacionados a sobrevivéncia dos mamiferos e
requerem uma coordenagdo fina e precisa da atividade simultdnea das diversas vias
motoras. Assim, através dos seus sistemas motores, ¢ possivel a um individuo

determinar a resposta mais adequada a um determinado momento.

A atividade integrativa do Sistema Nervoso (SN) torna possivel as agdes que
envolvem o comportamento proposicional, ¢ depende de uma hierarquia entre os
sistemas motores (Rosembaum, 1990). Dentre os mamiferos, o ser humano executa de
forma particular uma extensa gama de movimentos funcionais, com alto grau de

controle e grande plasticidade.



O aprendizado de comportamentos motores se inicia precocemente em quase
todas as espécies e é bem estabelecido que o desenvolvimento de fun¢des motoras
encontra-se estreitamente relacionado a um desenvolvimento normal de varios sistemas
organicos. O sistema locomotor ¢ submetido a mudancgas pronunciadas durante o
decorrer da vida e o sistema muscular, como efetor primario neste conjunto, demonstra

uma grande adaptabilidade.

O musculo estriado esquelético tem importante funcdo na atividade locomotora,
uma vez que desempenha um papel de gerador de for¢a para manutencdo da
estabilidade articular e da postura, servindo-se dos elementos 0sseos aos quais estdo
inseridos como bragos de alavanca, ao provocar movimentos. O movimento gerado pela
acdo muscular, entdo, ¢ devido a influéncia de varios componentes, o que justifica uma

analise mais detalhada dos mesmos.

Obviamente, a integridade do organismo como um todo, ou seja, de todos os
sistemas organicos, influencia a fung¢do dos sistemas nervoso e muscular no
desenvolvimento e controle das habilidades motoras. Neste trabalho, serdo
particularmente abordados estes dois sistemas, sob seus aspectos estruturais e
funcionais, assim como a possibilidades de sofrerem alguma interferéncia de agressdes

durante o seu periodo precoce de desenvolvimento.



1.1 Desenvolvimento dos sistemas nervoso e muscular

1.1.1 Sistema Nervoso: desenvolvimento precoce e organizacio de movimentos

Durante as primeiras fases do desenvolvimento, o organismo em formagao pode
sofrer influéncias de fatores ambientais, que podem potencialmente agir sobre as células
progenitoras ou sobre as recém-formadas (McConnel, 1990). Os fatores que podem
atuar neste periodo precoce irdo influenciar a evolugdo morfofuncional dos sistemas, de
modo quantitativo e qualitativo (McConnel, 1990; Purves, 1994). Assim, os eventos
bioquimicos e estruturais do periodo de desenvolvimento sdo fundamentais na
determina¢cdo da composi¢do bioquimica, morfoldgica e funcional do organismo, em
particular do SN maduro (McConnel,1990; Gray, Leber e Sanes, 1990; Morgane et al,

1993 /2002; Joosten ¢ Bir, 1999).

Vale ressaltar que os eventos do crescimento e desenvolvimento ocorrem de
acordo com uma seqiiéncia temporal bem determinada (Morgane et al, 1993; Turlejski,
1996; Somogyi et al, 1998). Encontram-se bem caracterizados, na literatura, os
processos envolvendo o SN. Neste sistema, os eventos celulares ocorrem com grande
velocidade durante as suas etapas iniciais, tornando-o neste periodo mais vulneravel as
agressdes (Winick, 1969; Dobbing, 1970). Ha varios indicios na literatura,
demonstrando que distirbios nesta etapa podem modificar intensamente os eventos
ontogenéticos seqlienciais com efeitos diversos sobre o SN em formagdo (Dobbing,
1970; Lynch, Smart e Dobbing, 1975; Morgane et al., 1993; Akbari, Whitaker-Azmitia
e Azmitia, 1994). Desta forma, este periodo inicial do desenvolvimento ¢ considerado

um periodo critico do desenvolvimento (Winick, 1969; Dobbing, 1970).



E digno de nota que periodos criticos de desenvolvimento, particularmente como
demonstrado no SN, ndo ocorrem numa mesma seqiiéncia temporal entre as varias
espécies. No rato, por exemplo, grande parte do periodo critico é pds-natal, durante a
fase de aleitamento (Winick, 1969). No homem, por sua vez, este periodo inicia-se no
terceiro trimestre do desenvolvimento intra-uterino, continuando-se por dois a quatro
anos apds o nascimento (Morgane et al., 1978). Experimentalmente, trata-se de um
periodo importante para a observagdo de conseqiiéncias de diversos tipos de agressdes
sobre o desenvolvimento.

O periodo critico de desenvolvimento ¢ controlado por fatores intrinsecos e
extrinsecos, epigenéticos, responsaveis pela ativacdo de genes de maneira seqiiencial em
momentos diferentes. Esses processos incluem varios fatores ambientais e ndo celulares
que podem modificar, modular ou direcionar o desenvolvimento subseqiiente (Nishi,
1994).

De acordo com a hierarquia proposta por Sherrington, os padrdes motores
poderiam ser ordenados em respostas reflexas, que sdo comportamentos mais simples e
menos sujeitos ao controle voluntario; em padrdes motores ritmicos, como os padrdes
de marcha, que combinam elementos de a¢des reflexas e voluntarias; e finalmente, em
movimentos voluntdrios, que sdo mais complexos, geralmente dirigidos a uma fungao

ou propdsito, sendo obtidos através de aprendizado (Miles e Evarts, 1979; Rosembaum,

1990).

No ser humano, uma série de fatores ambientais e sociais interfere na evolugao
da postura de bipedestacdo. Embora exista um padrdo geneticamente pré-estabelecido
para a construgdo desta postura (Bril, 1997), este padrdo € construido desde o
nascimento, com a experimentagdo de sensacdes de movimento. As primeiras sensagdes

do neonato s3o providas pelos reflexos primitivos, os quais se dissociardo



posteriormente em reacdes mais elaboradas que persistirdio durante toda a vida,
oferecendo ao individuo um repertdério de agdes que se adequa as diversas situagdes
(Bly, 1996; Bril, 1997; Massion, 1998; Schmid et al, 2005). Os dois primeiros anos de
vida sdo fundamentais no aprendizado motor da crianca, onde ela passa de um estado de
total dependéncia e incapacidade de agdo contra a gravidade, para um estado de relativa
independéncia motora, sendo capaz de locomover-se sozinha e desempenhar diversas
habilidades funcionais. Nesta evolu¢cdo, mecanismos de controle postural de ajuste
estatico e dindmico durante a locomog¢do e o desempenho de habilidades sdo
desenvolvidos na dependéncia da complexa integracdo entre niveis motores, sensoriais e
de representagdo cortical, mais uma vez demonstranto o papel da integridade estrutural

sobre o aprendizado motor (Massion, 1998).

Do ponto de vista de desenvolvimento estrutural no rato, a maior parte das
projecdes descendentes do cérebro alcangam a medula espinhal alguns dias antes do
nascimento, entre elas as vias reticulo e vestibuloespinhais, assim como as proje¢des
serotoninérgicas e noradrenérgicas, estreitamente implicadas com a iniciacdo e
modulagdo de padrdes motores (Clarac et al, 2004; Lidov e Molliver, 1982). Entretanto,
embora possam ativar padrdes motores ritmicos semelhantes ao movimento de nadar ou
rastejar, sdo apenas parcialmente funcionais, e seu desenvolvimento serd completado
por volta do final da segunda semana pos-natal. Assim, uma locomog¢o mais complexa,
como a marcha ou o correr, serd desenvolvida a partir desta época pos-natal, seguindo a
maturacdo do sistema vestibular, das vias descendentes e da regulacdo dos reflexos

posturais (Brocard et al, 1999; Clarac et al 2004).

Todas estas habilidades funcionais vdo se aperfeicoando a medida que se

estende o processo de desenvolvimento, com as mudangas complexas e interligadas que



acompanham o crescimento e maturacdo dos sistemas organicos (Purves, 1994;

Massion, 1998).

E interessante ressaltar que os eventos relacionados ao desenvolvimento motor
seguem uma sequéncia pré-determinada e caracteristica em cada espécie. Em ratos e
camundongos, foi igualmente verificada uma sequéncia ontogenética para o
desenvolvimento motor (Fox, 1965; Smart e Dobbing, 1971, Gramsbergen, 1998).
Observa-se um periodo inicial de movimenta¢do reflexa, fortemente voltada para
atividades envolvendo a conservagdo da temperatura corporal e a obtencdo do alimento.
A seguir, outro periodo ¢ marcado pela inibi¢do dos reflexos primitivos e a obtengao de
um controle aparentemente mais voluntario (Fox, 1965). Ao final da segunda semana de
vida, os padrdes de movimento e locomogao tornam-se mais semelhantes aos do animal
adulto. Ao desmame, ou seja, aos 21 dias de vida, o rato apresenta um repertorio
completo de movimentos semelhante ao do rato adulto, embora este repertdrio ainda
evolua durante a fase de crescimento e maturacdo sexual, no sentido de refinamento na

coordenagdo (Walton et al, 1992).

Os reflexos primitivos no rato, da mesma forma que no ser humano, favorecem
suas primeiras movimentagdes no meio externo, com fungdo de estimulacdo sensorial e
proprioceptiva, atuando como uma primeira etapa na organizacdo sensorio motora. Se
analisados individualmente, pode-se perceber o quanto estdo relacionados com a
construcdo de comportamentos motores mais elaborados, relacionados a postura e
movimentos. Segundo Fox (1965), os seguintes reflexos podem ser testados no inicio da
vida, em ratos: Preensdo Palmar, Endireitamento ou Recuperacdo do Decubito,
Colocagdo Pelas Vibrissas, Aversdo ao Precipicio, Geotaxia Negativa e Endireitamento

em Queda Livre.



As atividades locomotoras durante os primeiros dias de vida no rato sdo
caracterizadas por uma interrelagdo entre a manifestacdo de padrdes ritmicos de
movimentacgao ¢ a influéncia do sistema vestibular, frente as necessidades impostas pela
atuacdo da gravidade (Clarac et al, 1998). O gradiente de maturagdo da locomogao
evolui no sentido rostro-caudal, com um controle inicial da cabeca e de patas anteriores
adquirido na primeira semana pos-natal, seguido por uma aceleracdo mais rapida na

maturagdo funcional das patas posteriores (Clarac et al, 1998; Vinay et al, 2005).

Na primeira semana de vida, a principal atividade locomotora no rato consiste
num rastejar ineficiente no deslocamento do corpo contra a gravidade, suficiente apenas
para guiar o animal, a partir de estimulos olfatdrios, a buscar o mamilo materno para se
alimentar, e se manter em contato com a ninhada buscando equilibrio térmico (Jamon e
Clarac et al, 1998, Lopes de Souza et al, 2003). A maturagdo vestibular sera crucial para
a evolugdo motora, tendo sido demonstrado que este desenvolvimento se dara de forma
importante entre o oitavo dia de vida embrionaria até o 15° dia pés-natal (Clarac et al,

1998 ).

E interessante observar que estudos experimentais demonstram que os padrdes
de locomogdo em desenvolvimento no rato sdo influenciaveis pela experiéncia sensorio-
motora: animais que sofreram restri¢des a locomocdo livre nesta idade precoce, a
segunda semana pds-natal, tiveram alteragdes permanentes no padrdo de movimentagao
das patas posteriores (Walton et al, 1992). Essa correlagdo entre periodo de intensa
maturagdo estrutural e funcional remete ao conceito de periodo critico para o
desenvolvimento, conforme descrito para o SN (Morgane et al, 1978), estendendo este

conceito também ao sistema muscular (Walton et al, 1992).

O adequado desempenho das fun¢des motoras, assim, envolve a integragdo e o

desenvolvimento normal de diversos sistemas organicos. Além do papel fundamental do



SN na coordenagdo e controle da a¢do motora, o sistema muscular assume papel de
destaque por sua funcgdo de geragdo da forca mecanica que vai permitir o deslocamento

de segmentos e do corpo como um todo.
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1.1.2 Sistema Muscular: desenvolvimento precoce, organizacio estrutural e funcional

Desenvolvimento e Organizagdo Geral

No ser humano, os musculos representam 43% do peso corporal no adulto. A
organizacdo estrutural do musculo esquelético se reflete nas suas propriedades
funcionais, que variam segundo o tipo de fibras predominantes.

O desenvolvimento do tecido muscular se inicia bastante cedo na embriogénese.
Células miogénicas sdo originadas a partir do epiblasto de forma bastante precoce, antes
mesmo da formagdo dos somitos, quando ¢ possivel identificar a expressdo das
proteinas myf-5 e MyoD, que tém funcdes de regulacdo sobre o musculo (Kablar et al,
2003) e apresentam sua maior expressao justamente nas fases iniciais da vida (Tamaki
et al 2002). Ressalte-se que as células miogé€nicas migram muito precocemente dos
somitos para os brotos dos membros, durante o processo de desenvolvimento (Kablar et
al, 1999). Apds ocorrerem as condensagdes dos elementos esqueléticos dos membros, as
células miogénicas comecam a coalescer, formando duas massas musculares comuns,
sendo uma para os musculos flexores e outra para os extensores. A fusdo dos
mioblastos, diferenciando-se em miotubos primarios, comeca a ocorrer durante estes
estadios iniciais do desenvolvimento dos musculos (Goss, 1978). Posteriormente, as

massas musculares comuns se dividirdo em precursores dos musculos definitivos.

O crescimento dos musculos, que ja assumiram sua forma definitiva no embrido,
¢ realizado pela divisdo de suas células-satélites e pela fusdo de sua progénie com as
fibras musculares. E um processo intenso, necessario para acompanhar o crescimento do
sistema esquelético, no embrido. Os nucleos das células satélites que vdo sendo

adicionados aumentam o potencial da fibra muscular em produzir proteinas estruturais e

11



contrateis, que aumentam a area de seccdo tranversa de cada fibra muscular (Tamaki et
al, 2002). Em termos de organizac¢do estrutural, num musculo intacto adulto, uma
grande quantidade de miobibrilas (cerca de 2.000) se associam para formar uma fibra
muscular, que se mostra como uma célula multinucleada, alongada e cilindrica,
delimitada por uma membrana denominada sarcolema, e contendo o sarcoplasma. Cada
fibra se encontra recoberta por uma fina camada de tecido conjuntivo chama endomisio.
A organizagdo lado a lado de diversas fibras e seus endomisios formam um conjunto
denominado feixe. Por sua vez, cada feixe ¢ delimitado por uma camada mais espessa
de tecido conjuntivo, denominada perimisio. O conjunto de feixes agrupado pelo
revestimento epimisio representa a forma macroscopica do musculo esquelético. A
trama de tecido conjuntivo se une a cada extremidade do musculo, formando o tecido
conjuntivo denso dos tendoes. Estes se unem a camada externa dos 0ssos, o peridsteo, e

constituem a ligacdo mecanica entre musculo e osso (Schmalbruch, 1985).

Em seres humanos, a maior parte dos eventos que definem as propriedades
funcionais do musculo esquelético ocorrem até o final do periodo pré-natal
(Schamalbruch, 1985). Em ratos, entretanto, tais eventos se prolongam até o final do
periodo neonatal, ou seja, as trés primeiras semanas pos-natais, que correspondem ao
periodo de aleitamento (Ho et al, 1983; Punkt et al, 1998). No momento do desmame,
aos 21 dias de idade, quase todos os elementos funcionais estdo preparados para
permitir uma locomocgdo independente no momento em que os filhotes deixam o ninho.
Durante estas trés primeiras semanas de vida, ocorrem numerosas € complexas
mudancas nas propriedades histoquimicas, bioquimicas e metabolicas (Punkt et al,

2004).

O periodo de rapido crescimento pos-natal em ratos apresenta trés fases

(Ellender et al, 1988). A primeira compreende um periodo de desenvolvimento, durante
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as trés semanas iniciais de vida pos-natal. E seguida por uma segunda fase de rapido
crescimento, que atinge um determinado platd por volta das 10 semanas de idade, e
coincide com o periodo de maturagdo sexual (Ellender et al, 1988; Punkt et al , 2004).
Uma terceira fase de maturagdo acompanha a idade adulta, com uma lentificagdo no
ganho de massa corporal e maturagdo esquelética. Um aumento progressivo na massa de
musculos esqueléticos € o fator que contribui primordialmente com a evolugdo da curva
de massa corporal (Goss et al, 1978; Tamaki e Uchyama, 1995).

O crescimento longitudinal do musculo se dd por adicdo de sarcomeros,
geralmente nas extremidades das fibras musculares, sendo o aumento no didmetro
muscular uma conseqiiéncia da adi¢do de novas miofibrilas (Goss, 1978). Considera-se
que a formacdo de novas fibras musculares encerra-se antes ou logo apds o nascimento
(Ontell e Dunn, 1978; Ontell e Kozeka, 1984). Entretanto, a possibilidade de aumento
no numero de fibras musculares apds o periodo pos-natal imediato (Tamaki e Uchiama,
1995), assim como a ocorréncia de hiperplasia e regeneragdo em musculos adultos
(Tamaki et al, 1992), levou ao questionamento sobre mecanismos de formagdo de novas
células. E aceito atualmente que existem células precursoras que se distinguem das
células satélites nos espagos intersticiais, durante a fase de rapido crescimento pos-natal,
as quais contribuem para a formagao de novas fibras durante o crescimento muscular e
que, embora tenham expressdo reduzida com o avangar da idade, continuam a contribuir
para a hiperplasia quando o musculo ¢ submetido a processos de treinamento ou
aumento de atividade (Tamaki et al, 2002).

Por outro lado, do ponto de vista da contratilidade muscular, € possivel observar
desde o inicio do periodo fetal um amadurecimento gradual das propriedades

fisioldgicas, que acontece até pouco apos o nascimento (Tamaki et al, 2002).
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O padrio de contratilidade muscular precoce no rato, que reflete a construgdo de
padrdes iniciais de locomocdo, representa de modo interessante a atuagdo muscular
nesse processo, por reunir os achados mais frequentes relacionados ao desenvolvimento
em mamiferos (Gramsbergen, 1998). No 16° dia de vida embriondria, ¢ possivel
observar as primeiras movimentagdes de tronco e membros, € movimentos com certa
coordenagdo entre os apéndices (patas) podem ser vistos no 20° dia embriondario. Se o
rato for colocado na dgua no 1° dia de vida pds-natal, observam-se movimentos ritmicos
com as patas, semelhantes aos de natagdo (Gramsbergen, 1998, Clarac, 1998). No 4° ou
5° dia, movimentos nas quatro patas produzem um rastejar sem grande sucesso para
deslocamento, mas que leva ao pivoteamento do corpo do animal e influencia
movimentos laterais de tronco. Ao 8° dia, devido a um maior controle postural e
coordenagdo entre grupos musculares, conforme demonstrado por eletromiografia
(EMG), o rato consegue sustentar-se sobre as quatro patas, podendo realizar alguns
passos (Gramsbergen, 1998, Clarac, 1998). Ao final da segunda semana, no 15-16° dia,
verifica-se um melhor padrio de marcha, com maior abdugdo de patas posteriores
oferecendo melhor base de sustenta¢do e maior velocidade de deslocamento. Através da
EMG, identifica-se a expressdo de um padrdo reciproco de ativagdo de grupos

musculares flexores e extensores nas patas (Gramsbergen, 1998).

O estudo com EMG permite observar também a evolu¢do da associagcdo de
movimentos de tronco e patas no desenvolver da marcha em ratos. No 15° dia pos-natal,
ha ativacdo dos musculos extensores do tronco, relacionada com o ciclo de apoio e
balanco na marcha. Esta atividade se mostra como consequéncia da estabilidade
postural necessaria a marcha, que caracteriza o inicio do padrdo adulto de locomogao
(Gramsbergen, 1998). O padrdo de recrutamento dos extensores de tronco atingido no

21° dia pos-natal, idade de desmame no rato, ndo difere do adulto, o que confirma a
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hipdtese de que o periodo do aleitamento, que corresponde as trés primeiras semanas de
vida no rato, pode ser considerado um periodo critico para o desenvolvimento da

locomoc¢ao (Walton et al, 1992; Gramsbergen, 1998).

Entretanto, além desta fase precoce do desenvolvimento e durante toda a vida, a
estrutura muscular sofre influéncia da atividade que lhe é imposta, a exemplo de
exercicio fisico ou na hipoatividade, com consequéncias sobre seu trofismo, tipologia de
fibras e em suas funcdes contrateis e eldsticas (Canon e Goubel, 1995; Baldwin e

Haddad, 2001; Lambertz et al, 2001).

Tipologia eDiferenciacgdo de fibras musculares

Os musculos de mamiferos raramente sdo homogéneos, € sim compostos por
propor¢des variaveis de diferentes tipos de fibras. A maioria dos musculos esqueléticos
em mamiferos contém os trés tipos de fibras, ou seja, tipo I, Ila e IIb, em proporg¢des
variaveis (Ho et al, 1983; Punkt et al 1993). Pode-se assim definir como lentos os
musculos ricos em fibras do tipo I, como o solear (que no rato apresenta 80% de fibras
tipo I). Um exemplo de musculo rapido ¢ o extensor longo dos dedos (extensor
digitorum longus-EDL, com 90% de fibras tipo II em ratos (Ho et al, 1983; Punkt et al

1993).

A diferenciagdo de fibras musculares ¢ um exemplo interessante da
complexidade do periodo inicial de crescimento e desenvolvimento. O musculo
esquelético demonstra uma diferenciacdo gradual de fibras lentas para rapidas, assim
como uma diferenciagdo de fibras rapidas nos tipos Ila e IIb (Umezu et al, 1992; Smith
et al, 1998). A heterogeneidade funcional muscular é reforcada pela proposicdo de

outras formas de fibras, qualificadas como intermediarias (Bacou e Vigneron, 1988;
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Pette e Staron, 2000; Bottinelli et al, 1994; d’Albis et al 1994). A presenca destas fibras
intermedidrias, as quais podem sofrer modifica¢des na sua expressdo de acordo com as
demandas funcionais que lhe forem impostas, caracterizam de maneira muito

importante o aspecto da plasticidade muscular, principalmente nas fases iniciais da vida

(Agbulut et al, 2003).

O fato de que uma fibra muscular pode possuir um carater hibrido, com uma co-
expressdo de mais de uma isoforma de miosina e com diferentes combinag¢des dessas
isoformas (Bottinelli et al, 1994) pode favorecer o mecanismo de transi¢do do tipo de
miosina dentro de um musculo, quando o mesmo ¢ submetido a mudangas na demanda
funcional, por exemplo por hipo ou hiperatividade (Baldwin e Haddad, 2001). Tais
transicdes, que podem por exemplo levar gradativamente uma isoforma de cadeia
pesada de miosina (MHC, myosin heavy chain) MHC 1 ao extremo MHC IIb, e vice
versa (Pette, 2002), assim, caracterizam o alto poder adaptativo das fibras, o que
permite a um musculo modificar seu fenotipo para se adaptar a uma nova demanda

funcional.

Através de um estudo sobre a evolucdo do conteudo de MHC em diversos
musculos esqueléticos no camundongo, pode-se observar que ¢ exatamente na fase pos-
natal imediata, onde os musculos estdo se adaptando para as novas habilidades
funcionais devido a influéncia da gravidade e da experiéncia dos primeiros movimentos,
que o perfil miotipologico se estabelece (Agbulut et al, 2003). Camundongos recém-
nascidos apresentam como formas predominantes de miosina os tipos embriondrio e
neonatal, com pequena expressdo de isoformas do tipo I em musculos das patas
posteriores. Estas sdo substituidas por isoformas adultas nos primeiros dias apds o
nascimento, seguindo uma cronologia de matura¢do e um estabelecimento de padrdes

fenotipicos adultos diferentes em musculos funcionalmente distintos. Para o EDL,
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isoformas neonatais sdo completamente eliminadas aos sete dias pds-natais, mas no

solear sdo encontradas ainda aos 14 dias pds-natais (Agbulut et al, 2003).

As isoformas do tipo I aumentam progressivamente no solear, mas no EDL
apresentam um aumento rapido nos primeiros dias pods-natais e diminuem
posteriormente, representando menos de 4% do total no musculo maduro. O contrario é
observado na expressdo das isoformas répidas: o tipo IIb, por exemplo, ¢ encontrado no
EDL ja no 5° dia pos-natal, sendo a principal isoforma expressa neste musculo na idade
adulta, onde mais de 90% das isoformas expressas sdo do tipo rapido. No solear,
embora a forma IIb no seja encontrada no adulto, ela se expressa transitoriamente entre
14 e 28 dias pos-natais. Ressalte-se que neste musculo a isoforma rapida Ila pode ser

encontrada a partir da primeira semana pos-natal (Agbulut et al, 2003).

Estudos de outros autores também demonstram um aumento relativo de fibras de
contrag@o lenta no muasculo Solear, em detrimento da propor¢do de fibras de contragdo
rapida apos a idade de desmame (Ishihara e Taguchi, 1991; Konishi et al, 2000; Punkt et
al 2004). Por outro lado, para o musculo EDL, de contragdo répida, a literatura mostra
uma grande variabilidade no grau de modificagdes de propriedades histoquimicas
induzidas pelo crescimento (Smith et al, 1988; Sugiura et al, 1992; Yamaguchi, 1993;
Punkt et al, 2004). J& foi relatado que o percentual de fibras lentas, ou seja, do tipo
MHC I, mostrava-se sem modificagdes, ou ainda com redugdo na sua propor¢ao devido

ao processo de maturacdo (Smith et al, 1988; Sugiura et al, 1992; Konishi et al, 2000).

Obviamente, a atividade neuromuscular desempenha um papel fundamental no
estabelecimento de um padrdo fenotipico de fibras musculares durante o
desenvolvimento, assim como na manuten¢do de suas propriedades fenotipicas
(Rubinstein e Kelly, 1978; Pette e Vrbova, 1985). Jun¢des neuromusculares se formam

no periodo embriondrio, com matura¢do que se continua até as primeiras semanas pds-
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natais. A diminui¢do da poli-inervagdo, assim como o aumento na complexibilidade e
tamanho das juncdes, que sdo sinais de que tanto o musculo quanto as jun¢des
neuromusculares atingiram um padrdo fenotipico adulto, s@o caracteristicas que se

desenvolvem durante as primeiras semanas pds-natais (Jansen e Flaby, 1990).

Assim, na idade do desmame em ratos, os musculos esqueléticos apresentam um
padrio miotipolégico bem definido, segundo seu perfil funcional. E interessante
ressaltar que € nesta idade que os filhotes deixam o ninho, estando prontos para exercer
suas fung¢des motoras na locomogdo e desempenho de habilidades comportamentais

diversas (Punkt et al, 2004).

Mesmo em animais adultos, condi¢des experimentais que impunham alteragdes
a livre movimentagdo e ao suporte de peso em patas posteriores, como o modelo de
suspensdo, foram capazes de induzir a modificagdes no perfil miotipoldgico,
principalmente no musculo solear, um musculo essencialmente postural (Riley et al,
1990). Em ratos jovens, os efeitos da hipoatividade durante o periodo neonatal também
foram observados no processo de diferenciagdo de fibras, de forma mais marcante no
solear, o qual apresentou atraso na transi¢ao de fibras rapidas em lentas (Huckstorf et al,
2000). Mesmo no musculo rapido EDL, sinais de atraso na maturagao devido a ausencia
de carga puderam ser demonstrados, devido a persisténcia de formas de miosina
embrionaria (Huckstorf et al, 2000). Concomitantemente, foi também demonstrado um
retardo na maturacdo de placas motoras em decorréncia da hipoatividade, o que ocorreu

de forma seletiva de acordo com o tipo de musculo: apenas o solear apresentou estas

alteracdes (Huckstorf et al, 2000).

A atividade motora, entdo, serd ao mesmo tempo determinante para o
estabelecimento da continuidade de processos de maturacdo muscular, e influenciada

pelo seu uso. Em termos de propriedades mecénicas musculares, portanto, pode-se
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esperar igualmente alguma repercussio da atividade motora ou outras influéncias

exdgenas agindo sobre o seu desenvolvimento.

Propriedades Biomecanicas no Musculo Esquelético

Musculos classificados como rapidos ou lentos diferem entre si ndo apenas pela
propor¢ao de diferentes fibras, mas também por apresentarem diferentes caracteristicas

relacionadas as suas propriedades contrateis e elasticas (Close, 1972).

Para uma melhor compreensao sobre a contribuicdo das diferentes estruturas que
compdem o musculo no desempenho de suas fungdes, foi necessario estabelecer um
modelo tedrico, capaz de simplificar o modus operandi do sistema real, mantendo
porém uma idéia o mais fiel possivel de seu funcionamento. Dessa forma, um modelo
foi proposto por Hill (1938), a partir da andlise de outros modelos elaborados
anteriormente pelo mesmo autor (1922) e aperfeicoado posteriormente. Assim, foi
proposto um chamado modelo a trés componentes, caracterizados como Componente
Contratil (CC), Componente Eléastico em Série (CES) e Componente Elastico em
Paralelo (CEP), numa representacdo macroscopica a nivel do complexo musculo-
tenddo. Uma contribui¢do do modelo molecular baseada nos estudos de Huxley e
Simmons (1971) permitiu progressivamente a identificagdo de duas fragdes separadas,
ao nivel do componente elastico em série. Assim, o modelo a trés componentes
atualmente utilizado traduz uma representacdo esquematica (Fig 1, Shorten, 1987) e

definindo anatomicamente cada componente funcional.
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Figura 1: Modelo muscular a trés componentes (segundo Shorten, 1987)

As caracteristicas particulares de cada componente deste modelo, com os

métodos definidos de avaliagdo, serdo descritos a seguir.

Componente Contratil (CC)

Corforme definido segundo o modelo de Hill, ¢ o componente gerador de forga.

Neste nivel, a energia quimica ¢ transformada em energia mecénica. Diversos

parametros sdo utilizados para a analise do CC.

A forga contratil desenvolvida neste componente durante a contragdo muscular —
com encurtamento do seu tamanho original - ocorre em fun¢fo da variacdo deste
comprimento e da velocidade em que isto ocorre. Assim, essas duas varidveis
possibilitam a constru¢do de duas relagdes, que caracterizam o CC: a relacdo forca-
comprimento em condigdes isométricas (contracdo muscular em comprimento
constante) e a relagdo forga-velocidade, em condigdes isotonicas (com forga constante)
ou isocinéticas (com velocidade de encurtamento constante). Na relagdo forga-
comprimento, busca-se mensurar a for¢ca desenvolvida em diferentes comprimentos do
musculo, o que permite tragar uma curva de crescimento desta for¢a até o momento

onde ela se mostra mais alta, e a partir do qual comega a decair. Através desta
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estratégia, ¢ determinado o comprimento Otimo para o desenvolvimento de forga,

denominado L, (Goubel e Lenseil-Corbeil, 2003).

A Relagdo Forca / Velocidade, descrita por Hill ¢ Lupton em 1922, demonstra
uma relacdo entre a forca desenvolvida pelo musculo e a velocidade de encurtamento do
mesmo, em condi¢des isocinéticas. Através desta, observa-se que a for¢a diminui com o
aumento da velocidade de encurtamento que lhe ¢ imposta. Em outras palavras, no
momento em que um musculo ¢ tetanizado ao maximo e desenvolve uma for¢ca Py em
condi¢des isométricas, se lhe ¢ imposta uma reducdo no seu comprimento durante a
contracdo (em condigdes isotonicas), em uma dada velocidade V, ele passa a
desenvolver uma forga inferior, denominada P. A Velocidade Maxima de Encurtamento
do musculo (Vmax) pode ser avaliada através de experimentagao utilizando a técnica do
musculo isolado e estimulado em contragao tetanica, que € submetido a encurtamentos a

diferentes velocidades, sob carga constante.

A forga constante apresentada durante o estado de ativacdo sofre variagdes de
acordo com a velocidade do encurtamento, sendo mensurada e ajustada
matematicamente numa curva tipo hiperbolica, através da Equacdo de Hill (Figura 2).
Aplicando velocidades variadas e determinando os valores P e V obtidos em diversos
pontos, pode-se obter a Vmax sob carga nula. A linearizag¢do da curva pode ser obtida

igualmente, para determinacdo da Vmax (Figura 3).
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Figura 3 : Relag@o Tipica Forga-Velocidade, linearizada. Ponto de intersec¢éo =
Velocidade Maxima de Encurtamento (Vmax)

Musculos lentos e rapidos apresentam diferentes caracteristicas quanto a Vmax.
Um musculo rapido como o EDL em ratos apresenta Vmax muito mais elevada que um

musculo lento, como o solear (Ranatunga, 1982; Eken and Gundersen, 1988; Bottinelli
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et al, 1994). O paramero a/Py , que define concavidade da curva forga-velocidade,
também difere entre musculos lentos e rapidos, sendo a concavidade formada nesta
relacdo menos pronunciada em musculos rapidos, indicando uma relacdo a/Py mais
importante. Esta afirmacdo também ¢ verdadeira para estudos em fibras isoladas
(Bottinelli et al, 1991). O que tem sido demonstrado quanto a esta variabilidade, ¢ que a
Vmax sofre uma influéncia da variabilidade de isomiosinas presentes na fibra muscular.
A sobreposicdo dos valores de Vmax encontrados para diferentes tipos de fibras
(Bottinelli et al 1991) sugere a presenga de diferentes isoformas numa mesma fibra
muscular e, assim, o resultado final seria consequéncia da propor¢do das mesmas. Se a
proporgdo de cadeias pesadas de miosina é levada em consideragcdo no desenvolvimento
da Vmax (ou da Vy, nos trabalhos em fibras isoladas), levando em considerag¢do que as
fibras do tipo I com predominancia das isoformas mais pesadas SM; ou SM;
apresentam as velocidades mais baixas, a contribuicdo das cadeias leves (MLC) também
deve levada em conta. Foi demonstrado que musculos rapidos mais ricos em MLC tem
maior velocidade de encurtamento, sendo esta velocidade na fibra (Vy) maior quanto
maior a propor¢do de MLC, como nas fibras IIb que apresentam grande proporcdo de
MLC 1f e MLC 3f (Bottinelli et al, 1994; Schiaffino e Reggiani, 1994). Sendo que a
proporg¢ao de tipos de fibras nos musculos se modifica com a idade, € de se esperar que

a Vmax também mostre variagdes segundo o desenvolvimento (Close, 1964).

Outro fator que pode influenciar a Vmax ¢ a arquitetura muscular. Um musculo
com maior angulo de penagdo apresenta velocidades mais baixas em relagdo a um
musculo com arranjo de fibras em paralelo, se levada em consideracdo a velocidade
num sarcomero idéntico nos dois tipos. Entretanto deve-se ressaltar 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). Além
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disto, Zuurbier e Huijing (1992) afirmam que a velocidade de encurtamento ¢ resultante
ndo apenas da soma das velocidades de fibras, mas também da participacdo das

aponcuroses.

Além disto, modificagdes na Vmax foram relatadas em condi¢des de desuso ou
overuse em ratos adultos (Eken and Gundersen, 1988; Almeida et al, 1994; Canon and

Goubel, 1995).

Além da Vmax, outros parametros também caracterizam o CC: a Tensdo e a
Cinética da Contragdo. A Tensdo pode inicialmente ser avaliada a partir de um abalo
muscular simples (twitch), que ¢ normalmente produzido em reacdo a um unico
potencial de a¢do do neurdénio motor. Em preparacdo de musculo isolado, o twitch pode
ser obtido em resposta a um estimulo elétrico. Os parametros que caracterizam o abalo
simples sdo o tempo decorrido até chegar ao pico da contragdo (CT, contraction time), a
tensdo produzida durante o pico de CT (Pt = for¢a maxima durante o twitch), e o tempo
necessario para se atingir 50% do relaxamento apo6s o pico de contracdo (HRT, half

relaxation time).

E importante ressaltar que estes parametros, CT ¢ HRT, estio estreitamente
relacionados a cinética de liberagdo e remog¢do de ions calcio das miofibrilas durante a
contragdo muscular, que exercerdo uma influéncia sobre a relagdo entre o complexo
troponina — tropomiosina e a actina, modificando-a e produzindo a contragdo e
posteriormente o estado de relaxamento (McDonald et al, 1994). Além disto, a tipologia
de fibras que compde o musculo vai influenciar a duragdo de CT e HRT, pela
velocidade de contragdo que desenvolvem e também pelas diferencas que dependem das
caracteristicas do Componente Eldstico em série, normalmente mais extensiveis em
musculos rapidos (Ranatunga e Thomas, 1990). Musculos ricos em fibras do tipo I

apresentam CT mais prolongado que os chamados rapidos. Por exemplo, no solear de
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rato, foi descrito um CT de 84,5 ms, contra 21 ms em um extensor longo dos dedos, em
preparacdo de musculo isolado, a 25°C (Stein et al, 1982). A evolug¢o na diferenciacio
de fibras com o aumento da idade pode justificar algumas altera¢des de CT e HRT entre
animais jovens e adultos, mas modificagdes nas propriedades bioquimicas e
morfologicas do reticulo sarcosplamético agindo sobre o complexo excitagdo-contragao
devem sempre ser levados em consideracdo. Em relacdo ao CT, relata-se uma
diminuig¢ao relacionada com o aumento da idade, tanto em musculos rapidos quanto nos

lentos (Close, 1972).

Finalmente, na avaliagdo do CC, existe o Teste de Fatigabilidade, com objetivo
de analisar a queda na for¢a produzida durante um trabalho muscular prolongado. O
protocolo mais utilizado é o de Burke et al (1973), que emprega trens de de pulso de
estimulagdo, repetidos continuamente todos os segundos, durante dois minutos.
Determina-se o Indice de Resisténcia a Fadiga utilizando-se a comparac¢io entre a
amplitude dos tétanos produzidos no decorrer do teste com aquela obtida na primeira
estimulagio. Em musculos com predominincia de fibras do tipo I, o Indice de
Resisténcia a Fadiga € superior ao encontrado naqueles onde predominam fibras

rapidas.

Componente Elastico Em Série (CES)

Embora os componentes elasticos que formam a CES sejam mostrados fora do
CC, uma proporcao deles reside dentro deste componente. Trata-se da fracdo ativa,
representada pelas pontes cruzadas de actinomiosina. A parte passiva deste elemento ¢

constituida pelas estruturas tendinosas do musculo.
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O CES tem fun¢do de ligagdo entre o componente contratil e o restante do
musculo, a periferia. Durante a ativagdo muscular, o CC estira os elementos elasticos do
CES. Isso promove o armazenamente de uma energia potencial neste elemento elastico

(Cavagna, 1970).

A caracterizacdo do CES ¢ realizada mediante diversos métodos. Em comum,
estes métodos buscam exprimir as variacdes de tensdo (AP) e de comprimento (AL)
durante uma avaliagdo, seja em termos de resisténcia (R=AP/AL), seja em termos de
extensibilidade (E=AL/AP). De forma geral, a extensibilidade diminui com o aumento
da tensdo (Goubel e Lensel-Corbeil, 2003). Entre os métodos propostos, sera descrito

aqui o de “controlled release”, que sera utilizado neste estudo.

Nesta avaliacdo, o musculo isolado é previamente submetido a um estado de
contragdo isométrica, num comprimento fixo proximo a Ly. Entdo, permite-se que ele
sofra uma alteracdo rdpida no seu comprimento no sentido de uma
libera¢do/encurtamento. Como na situagdo de contragdo isométrica o CC sera a fracdo
encurtada, as variagdes mecanicas que se observam imediatamente apos a perturbagdo
de comprimento podem ser atribuidas exclusivamente ao CES, que estava tensionado e
relaxa bruscamente. O musculo continua ativado durante a liberagdo e, neste momento,
se observa uma queda brusca na for¢a produzida. Assim, os célculos serdo realizados
associando a queda da tensdo muscular (AP) a diminui¢do imposta ao comprimento
inicial do musculo (AL). As relagdes entre estes coeficientes de elasticidade se

apresentam sob forma de curvas tensdo-extensao: P/Py = f(AL/Ly).

Os parametros que as curvas tensdo-extensdo permitem avaliar sdo (Goubel e

Lensel-Corbeil, 2003):
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o A extensibilidade relativizada (exprimindo AL em fragdes de Ly e AP em

fracdes de Py) ao nivel de Pye 0,2 Py, que € a relagdo entre (AL/Ly)(P¢/AP).
o A éarea da curva, que dimensiona a energia potencial eldstica armazenada;

o A extensdo maxima, que € o ponto de intersec¢do da curva com o eixo das

abcissas ((AL/Ly)max).

Estes parametros se apresentam diferentes em musculos lentos e rapidos, tendo
sido proposto uma correlagdo entre a composi¢do de fibras no musculo e estas
alteracdes (Bosco et al, 1982). Estudos utilizando métodos de treinamento ou de desuso
muscular demonstraram alteracdes no CES, associadas com transi¢des no tipo de fibra

predominante (Pousson et al, 1991; Almeida et al, 1994; Canon and Goubel, 1995).

Componente Elastico em Paralelo (CEP)

Devido a sua localizacdo estrutural (sarcolema, envoltorios de tecido conjuntivo,
pontes residuais de actina € miosina e proteinas de conexao, como a titina e nebulina), o
CEP desempenha um papel preponderante sobre a resisténcia que o musculo oferece ao

estiramento passivo.

A forga desenvolvida pelo musculo em estado passivo € produzida em fung¢éo da
resisténcia oferecida pelos componentes do CEP, supondo-se que o CC ndo estard
oferecendo nenhuma resisténcia no musculo inativado. O CEP ¢, assim, caracterizado
pela relagdo tensdo-deformacdo, ou tensdo-extensdo passiva. Esta relacdo pode ser
obtida pelo registro da variacdo da tensdo desenvolvida por um musculo inativado,
quando submetido a diferentes estiramentos. Ao se determinar o valor de cada

estiramento e o valor da forca correspondente, pode-se construir uma curva tensio-
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extensdo para o CEP. Esta curva demonstra que a tensdo passiva cresce de forma
exponencial, & medida que aumenta o estiramento do musculo, a partir de um valor
proximo ao de Ly, no qual o musculo normalmente ndo produz tensdo passiva, num
comportamento que ndo segue a Lei de Hook. Da mesma forma, a medida do inverso
da inclinagdo da relagcdo tensdo-extensdo passiva permite exprimir a flexibilidade do

CEP (Goubel e Lensel-Corbeil, 2003).

A tensdo passiva desenvolvida ¢ resultado ndo apenas do estiramento que ¢
imposto, mas também da velocidade com que € induzido. Essa velocidade pode ser
extremamente baixa, como no chamado Teste de Estiramento em Rampa Mantida. Por
outro lado, o estiramento pode ser induzido em alta velocidade, seja uma unica vez,
mantendo o estiramento por um periodo determinado para observar a variagao da tensdo
produzida, no chamado Teste de Relaxamento, seja induzindo varios estiramentos em
série, como no Teste de Relaxamento Incremental. Qualquer que seja o teste, procura-se
avaliar para cada modifica¢do do comprimento muscular, a producdo da tensdo, na fase
dindmica ( Fg4, logo apods o estiramento) e na fase estatica (Fs), onde a tensdo tende a

decrescer e se estabilizar (Goubel e Lensel-Corbeil, 2003).

A avaliagdo destes pardmetros permite apreciar a complexidade da resposta
visco-elastica do musculo (Mutungi ¢ Ranatunga, 1996). E importante ressaltar que o
fato de o comportamento na fibra muscular isolada ser semelhante ao obtido no musculo
inteiro (tensdo de repouso x comprimento no sarcomero) permitiu admitir que as
miofibrilas participavam no processo de produgdo da tensdo passiva (Magid e Law,
1985). A participagdo da titina na geragdo da tensdo de repouso € outro aspecto
importante: seu segmento extensivel fornece resisténcia ao estiramento, €, por possuir
dois segmentos que se comportam como molas em série, tem participacdo tanto na

resposta a estiramentos de pequenas quanto de grandes amplitudes (Granzier e Labeit,
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2002). A participagdo da desmina é também relacionada a producio da tensdo passiva
(Granzier e Labeit, 2002). Para estiramentos de maiores extensdes, a resisténcia
oferecida pelas estruturas maiores, reticulo sarcoplasmatico, sarcolema e tecidos
conjuntivos, € solicitada (Granzier et al, 2000). Existe ainda a possibilidade da
participagdo de pontes residuais de actino-miosina na producdo da tensdo passiva, a
qual, embora ja fosse propsota por Hill em 1968, ainda ¢é objeto de discussdo (Proske e

Morgan, 1999; Goubel e Lenseil-Corbeil, 2003).

A variagdo das caracteristicas do CEP vai depender do quanto o musculo seja
rico em tecidos de sustentag¢do, assim como da distribui¢do destes tecidos no musculo.
Musculos lentos, como o solear, contém mais coldgeno que os musculos onde
predominam fibras rapidas do tipo II. No solear, entdo, a tensdo passiva comeca a se
desenvolver mais rapidamente, a partir de pequenas variacdes de estiramento, o que
significa que tem um comportamento menos extensivel em relagdo aos musculos
rapidos (Gareis et al, 1992). Segundo Kovanen (1984a), o musculo solear possui uma
resisténcia duas vezes mais elevada que a apresentada pelo reto femoral, um musculo

rapido.
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1.2 Repercussoes de agressoes durante o desenvolvimento

Entre os fatores exdgenos passiveis de influenciar o desenvolvimento, a
nutricdo ocupa papel de destaque. Um suprimento adequado de nutrientes ¢
imprescindivel para a manutencdo do crescimento em todos os sistemas organicos,
assim como para o desenvolvimento de suas respectivas fungdes (Levitsky e Barnes,
1972; Lynch, Smart e Dobbing, 1975; Morgane, 1993). Atuando sobre o periodo critico,
a deficiéncia nutricional ¢ capaz de alterar o padrdo dos eventos morfogenéticos que
ocorrem nesta fase, com conseqiiéncias deletérias para o desenvolvimento e aquisicdo
de padrdes fisiologicos maduros do organismo (Resnick et al, 1979; Noback e

Eisenman, 1981; Gressens et al, 1997).

Devido a sua prevaléncia em todo o mundo, notadamente em paises
subdesenvolvidos, a desnutricdo protéico-caldrica é um exemplo de deficiéncia
nutricional que acarreta prejuizo ao desenvolvimento do SN (Brow e Pollit, 1996;
Monteiro, 1996). E bem estabelecido, tanto em animais experimentais quanto em
humanos, que a desnutricdo provoca alteragdes estruturais neste sistema, tais como:
redug¢do do numero (Rosso, Hormazabal e Winick, 1970; Zamenhov, VanMartens ¢
Gauel, 1971; Leuba ¢ Rabinowicz, 1979) e da forma (Resnick at al, 1979; Picanco-
Diniz et al, 1998) dos neurdnios; atraso do processo de mielinizagdo (Noback e
Eisenman,1981) e diminui¢cdo do peso cerebral (Leuba e Rabinowicz, 1979; Marin et

al, 1995).

Em criancas, a ocorréncia de disturbios na forma de doengas, limitagdes a livre

movimentagdo ou restricdes nutricionais podem afetar negativamente o processo de
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desenvolvimento (Barros et al, 2003; Eickman et al, 2003). Atuando sobre o periodo
critico, a desnutricdo pode alterar o padrdo dos eventos celulares, com conseqiiéncias
deletérias para o desenvolvimento e aquisi¢do de padrdes fisioldgicos maduros também
em outros sistemas organicos, conforme demonstrado experimentalmente (Noback e
Eisenman, 1981; Segura ef a/, 2001; Paixao et al, 2001; Morgane et al, 2002). No rato,
boa parte dos eventos relacionados ao periodo critico de desenvolvimento ocorre nos
primeiros 21 dias pds-natais, que correspondem a fase de aleitamento (Morgane et al,
1978; Dubovicky, Ujhazy e Jezova, 1996). Estudos sobre os efeitos da desnutri¢cdo
precoce em ratos apontaram para atrasos no desenvolvimento de padrdes motores e
comportamentais (Nagy et al, 1977, Guedes et al, 2002; Medeiros et al, 2001; Barreto-
Medeiros et al, 2002).

Haé varias evidéncias também em relagdo a alteracdes no desenvolvimento de
fun¢des motoras em ratos submetidos a desnutricdo pré ou pos-natal, demonstrando, por
exemplo, retardo na ontogenia de reflexos (Smart e Dobbing, 1975; Barros et al, 2006) e
na evolug¢do de padrdes locomotores (Lynch, Smart e Dobbing.1975; Nagy, Porada e

Anderson, 1977, Gramsbergen e Westerga, 1992, Barros et al, 2006).

Alteragdes no desenvolvimento muscular também foram relacionadas a
desnutri¢do, como reducdo no numero de fibras musculares estriadas esqueléticas em
ratos durante o periodo neonatal (Wilson, Ross e Harris, 1988; Ward e Stickland, 1993;
Dwyer, Stickland e Fletcher, 1994). Mudan¢as nutricionais podem alterar o
metabolismo protéico nas miofibrilas, ocasionando perda de massa muscular (Fiorotto
et al, 2000). De fato, a maxima ativacdo da sintese protéica e da translacdo inicial de
proteinas miofibrilares no musculo esqulético requer um aporte padrdo de nutrientes

(Svanberg et al, 1999).
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Estruturalmente, sdo observados na desnutri¢do atrofia e degeneragdo das células
musculares e modificagdes estruturais nos sarcomeros (Oumi et al, 2000). Através da
analise de aspectos biomecanicos musculares, verificou-se também que a desnutri¢do
pode alterar a performance muscular em ratos adultos, mesmo se imposta por periodos
curtos, com efeitos sobre as caracteristicas de tensdo, relaxamento e fadiga muscular

(Bissonette et al, 1997).

Para uma possivel explicacdo da associagdo entre agressdes no periodo critico
do desenvolvimento e repercussdes tardias, Hales e Barker (1992) sugeriram o modelo
da influéncia fenotipica, segundo o qual o organismo trabalha para se adaptar
favoravelmente a um ambiente hostil durante a fase precoce da vida. Estes autores
inicialmente relataram aspectos relacionados a desnutrigdo fetal e a incidéncia de
diabetes mellitus tipo II na fase adulta (Hales e Barker, 1992). Neste estudo, foi
observado que o organismo se adapta a desnutrigdo perinatal programando o
metabolismo da insulina (Hales e Barker, 1992). Esta adaptacdo tende a aumentar a
aptiddo do organismo para um provavel ambiente agressivo ulterior, embora possa vir a
predispor o mesmo a algumas doencas mais tardiamente (Barker e Clark, 1997).

A hipétese da influéncia fenotipica expande a idéia enunciada pela teoria do
periodo critico do desenvolvimento. Propde uma programacao do padrdo metabolico do
organismo, a partir de agressdes nutricionais em periodos sensiveis e criticos do
desenvolvimento. Esta hipotese fornece elementos para entender a origem de
determinadas patologias, as quais tomaram propor¢des epidemioldgicas (Ozanne e
Hales, 1998). Embora essa teoria justifique alteragdes metabdlicas referentes a um
determinado mecanismo, a expressao de altera¢des tardias relacionadas, por exemplo, a

alteracdes estruturais e do equilibrio de neurotransmissores na idade adulta, em animais
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que sofreram agressdes nutricionais durante o periodo critico do desenvolvimento (Blatt
et al, 1994; Chen et al, 1995), pode expandir esta idéia para outros sistemas organicos.

As evidéncias sobre a influéncia desta hipotese fenotipica sobre outros sistemas,
como o0 nervoso, ainda sdo escassas. Da mesma forma, sio relativamente escassas
referéncias sobre agressdes durante o periodo precoce do desenvolvimento sobre o
desenvolvimento estrutural e funcional do sistema muscular.

Nesse sentido, levando em consideracdo a vulnerabilidade a agressdes deste
periodo devido a velocidade dos eventos celulares, deve ser igualmente considerado o
risco de modificagdes sobre o desenvolvimento estrutural em sistemas organicos e nas

fungdes a eles relacionadas, a exemplo das fun¢des motoras (Otellin et al, 2002).

A avaliacdo da ontogénese motora ¢ uma ferramenta bastante util no diagnostico
de disfungdes relacionadas a alteragdes do desenvolvimento neuromuscular ¢
psicomotor na infancia. Histérias de desnutricdo precoce podem estar relacionadas ao
atraso no desenvolvimento psiquico € motor em criangas, a exemplo dos relatos de
Ivanovic et al (1995) e Benefice, Fouere e Malina (1999), que correlacionaram baixos
escores escolares a sinais de desnutricdo pregressa, e redu¢do na coordenacdo motora
em criancas desnutridas, respectivamente.

Tendo em vista que a desnutricdo precoce € capaz de influenciar negativamente
o desenvolvimento infantil (Benitez-Bribiesca, 1999; Grantham-McGregor et al, 1987,
Drewett et al, 2001, Laurentino et al, 2006), inclusive a evolu¢do de comportamentos
motores (Bhatia et al, 1979; Benefice et al, 1999; Barros et al, 2003), diversos
métodos foram utilizados para induzir desnutricdo em animais experimentais, em sua
maioria empregando dietas com proteina de alta qualidade (caseina) em quantidades

restritas (Smart e Dobbing, 1971; Morgane 1978). No entanto, a utilizacdo de proteinas
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de baixa qualidade, oferecida ad libitum tem sido igualmente preconizada (Barreto-
Medeiros et al, 2002).

A desnutri¢do infantil enquanto questdo de satde publica apresenta-se em escala
decrescente (Monteiro et al. 1996), embora ainda importante nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Isto ¢ especialmente verdadeiro nas regides
economicamente menos favorecidas, como Norte ¢ Nordeste (Monteiro ef al. 1996;
Romani e Lira., 2004). Na tentativa de obter um modelo de desnutricdo experimental
que permitisse uma melhor extrapolacdo dos resultados dos experimentos em animais
para humanos e proporcionasse um maior conhecimento sobre os aspectos da
desnutri¢do na populag¢do do Nordeste, Teoddsio e colaboradores (1990) desenvolveram
um modelo de dieta experimental, ao qual denominaram Dieta Basica Regional (DBR),
baseada em inquéritos alimentares realizados na regido Nordeste do Brasil. A DBR
reproduziu em ratos um padrdo de desnutri¢do semelhante ao observado na populagdo
infantil desnutrida da regido (Teodoésio et al, 1990).

A experimentagdo em animais oferece uma oportunidade impar de verificar o
impacto de injurias diversas durante o periodo critico do desenvolvimento. Em relacéo
ao desenvolvimento motor ¢ do sistema neuro-musculo-esquelético, isto também ¢&

verdadeiro.

Nesse sentido, merece um questionamento a influéncia que cada sistema
organico pode sofrer mediante uma agressdo como a desnutri¢do, quando esta ocorre

durante o periodo critico para o desenvolvimento motor.
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II. OBJETIVOS

RESUME EN FRANCAIS : OBJECTIFS

GENERAL :

Evaluer les répercussions de la dénutrition pendant la période de
["allaitement sur le développement de la locomotion et les propriétés
contractiles et élastiques des muscles squelettiques chez le rat.

SPECIFIQUES :

o Evaluer le développement neuro-moteur chez le rat, a travers la
détermination des patterns de maturation des réflexes pendant la période
neonatale ;

o Enregistrer et analyser [’activité locomotrice chez le rat pendant
la période neonatale ;

o Etudier les propriétés contractiles et élastiques de deux muscles
ayant différentes caractéristiques, le soléaire et I’Extensor Digitorum
Longus —EDL, en utilisant la technique du muscle isolé ;

o Effectuer I’analyse histologique des muscles a I’dge du sevrage et
a l’age adulte.

o Décrire I’évolution des propriétés biomécaniques et histologiques
dans les deux dges.

o Analyser l'influence de la dénutrition imposée pendant la période

d’allaitement sur les parametres ci-dessus.

GERAL:
Avaliar as repercussdes da desnutricdo durante o periodo do aleitamento sobre o
desenvolvimento da ontogénese de reflexos, da locomoc¢do e das propriedades contrateis

e elasticas de musculos esqueléticos em ratos.
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ESPECIFICOS:

o Avaliar o desenvolvimento neuro-motor de ratos através da determinagdo
de padrdes de maturagdo de reflexos durante o periodo neonatal,

o Registrar e analisar a atividade locomotora de ratos no periodo neonatal;

o Estudar as propriedades contrateis e elasticas de dois musculos com
diferentes caracteristicas, o solear e o extensor longo dos dedos, usando a
técnica do musculo isolado.

o Realizar andlise histologica para caracterizagdo da diferenciacdo de tipos
de fibras musculares no animal ao desmame e a idade adulta, e de acordo
com a manipulacio nutricional.

o Descrever a evolucdo das propriedades biomecanicas e histololgicas dos
musculos no periodo do desmame e na idade adulta.

o Analisar a influéncia da desnutri¢cdo induzida no periodo de aleitamento

sobre os pardmetros acima citados.
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I11.

HIPOTESES

RESUME EN FRANCAIS : HYPOTHESES

o La maturation due au processus de croissance et de
développement chez le rat permet d’établir un pattern quantitatif dans
[’évolution de [’activité locomotrice.

o Les propriétés contractiles et élastiques des muscles squelettiques
sont différentes a l’dge du sevrage, si comparées au jeune adulte.

o La deénutrition pendant la période néonatale retarde le
developpement des réflexes et de I’ activité locomotrice.

o La dénutrition pendant la période néonatale retarde les processus
de croissance et de différentiation des muscles squelettiques.

o La dénutrition pendant la période néonatale induit des
modifications des propriétés contractiles et élastiques des muscles

squelettiques.

o A matura¢do devida ao processo de crescimento ¢ desenvolvimento no rato

permite o estabelecimento de um padrdo quantificavel na evolugdo da atividade

locomotora.

Propriedades contrateis e eldsticas em musculos esqueléticos apresentam-se

diferentes na idade do desmame, se comparadas ao rato adulto jovem.

A desnutricdo no periodo neonatal atrasa o desenvolvimento de reflexos e dos

padrdes de atividade locomotora.
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o A desnutricgdo no periodo neonatal retarda processos de crescimento e

diferenciagdo em musculos esqueléticos.

o A desnutrigdo no periodo neonatal modifica as propriedades contrateis e

elasticas em musculos esqueléticos.
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IV.  BASES FUNCIONAIS DA ATIVIDADE LOCOMOTORA: ESTUDOS
SOBRE O DESENVOLVIMENTO E EVENTUAIS CONSEQUENCIAS DA

DESNUTRICAO PRECOCE

RESUME EN FRANCAIS : 1V. BASES FONCTIONELS DE L’ ACTIVITE
LOCOMOTRICE: ETUDES SUR LE DEVELOPPEMENT ET
EVENTUELLES CONSEQUENCES DE LA DENUTRITION PRECOCE

(1V. PREMIER ETUDE)

4.1 ETUDE DE LA MATURATION DES REFLEXES

Cette partie de [’étude a été réalisé a |I’'Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE).

4.1.1 Animaux et groupes expérimentaux

2 groupes de rats males Wistar allaités par une meére dénutrie
(Groupe D) ou normonutrie (groupe N) pendant la seule période
d’allaitement sont formés. La dénutrition des rats étudiés est donc réalisée
par 'intermédiaire de la mere. Afin de standardiser les portées, chacune
d’elle est limitée a 6 rats.

Le poids des rats est enregistré tous les jours pendant [’allaitement,

puis a l’dge de 30 et de 60 jours.

4.1.2 Materiel et Méthodes d’évaluation de la Maturation des

Reflexes

Les différents reflexes ont été évalues, selon les procedures ilustrés
dans les figures 4 & 10 du premier au 21°™ jour post-natal et la date de
maturation complete de chaque reflexe a été enregistrée. Les réflexes
évaluées 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
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(negative geotaxis), réponse au bruit (startle reflex-RS) et réaction de

redressement pendant la chute (free-fall righting-QL).

4.1.3 Analyse des Résultats

La réduction du poids corporel a été observée dés le deuxieme jour
post-natal chez le groupe dénutri, et a persisté pendant toute la période de
l’allaitement. A 30 et 60 jours, le poids corporel est encore inférieur aux
normonourris (figure 11).

A ’exception des réflexes de Préhension palmaire et récupération du
décubitus, tous les autres réflexes ont présenté un retard dans la date de

maturation (Tableau 1 ).

4.1.4 Discussion

Les résultats de cette étude sont en accord avec d’autres études qui
rapportent une réduction du poids et de la croissance chez les rats dénutris
(Smart et Dobbing, 1971, Johnson et al, 1991) ; cette perte de poids des le
2°™ jour post natal montre que la dénutrition maternelle a des
répercussions sur la qualité du lait des le premier jour comme Quek et
Trayhurn (1990) et Sturman et al (1986) I’ont suggéré.

Les retards dans 1’dge de maturation des réflexes obtenus dans notre
étude sont en accord avec les travaux de Smart et Dobbing (1971).

Le pattern de [’évolution des réflexes peut démontrer une adéquation
de la maturation du SNC durant le développement (Fox, 1965). Ainsi, le
retard observé lie a la dénutrition néonatale peut étre dii a une altération
du développement du SNC. Cette altération peut alors entrainer une
hypoactivité dans les premiers jours de vie et avoir des conséquences sur

le développement des patterns locomoteurs (Barros et al, 2006).
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4.1 Estudo da Maturacio de Reflexos

4.1.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar, provenientes da colonia do
Departamento de Nutricdo 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, no biotério de experimentacdo do

mesmo departamento.

Ratas com idade de 120 dias foram selecionados e, em seguida, colocadas para
acasalar (3 fémeas /1 macho). O diagndstico do estado de gestagdo foi feito através da
afericdo diaria do peso corporal. Confirmado o estado de gestacdo, as ratas foram
separadas dos machos e alojadas individualmente em gaiolas-maternidade, onde

receberam agua filtrada e dieta padrao do biotério, normoprotéica, ad libitum.

Para constituir os grupos experimentais, todos os neonatos machos foram
separados das respectivas maes, um dia apds o nascimento, sendo pesados em seguida.
Foram escolhidos os machos com peso entre 6,5 e 8,5 g, sendo sacrificados os neonatos
abaixo ou acima dos referidos limites de peso e as fémeas. O restante dos animais foi
entdo aleatoriamente distribuido entre as maes. Foram constituidas ninhadas de 06
neonatos por mae. Os animais foram amamentados durante os primeiros 21 dias pds-
natais (periodo de aleitamento). Apos o desmame, as ratas-maes foram sacrificadas e

seus filhotes passaram a receber a dieta padrao do biotério.

Desta forma, segundo a dieta oferecida durante o periodo de aleitamento para

cada ninhada e sua respectiva mae, constituiram-se os grupos seguintes: Normonutrido
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(N, n=16), que recebeu dieta normoprotéica ou Desnutrido (D, n=20), submetido a uma

dieta contendo 7,8% de proteina (Teoddsio et al, 1990).

Durante o periodo de aleitamento, os animais foram pesados diariamente, antes
dos procedimentos de avaliacdo, em balanca digital (Marte AS 1000C”%, classe II,
capacidade maxima 1000g, menor divisdo 0,01g) , para acompanhamento da evolugdo
do desenvolvimento e controle do estado nutricional. Aos 30 e 60 dias de idade, o peso

foi também aferido.

4.1.2 Materiais e Métodos de avaliacdo da Maturacdo dos Reflexos

Em cada animal dos diferentes grupos foi analisada diariamente, do 1° ao 21°dia
poOs-natais, no horario de 12:00 as 14:00 horas, a maturacdo dos seguintes reflexos:
preensdo palmar (PP), recuperacdo de decubito (RD), colocacdo pelas vibrissas (CV),
aversdo ao precipicio (AP), geotaxia negativa (GN), resposta ao susto (RS) e reacdo de
endireitamento em queda livre (QL). Para cada um dos reflexos acima mencionados, foi
registrado o dia de sua consolidacdo, ou seja, aparecimento da resposta total. O dia da
consolidagdo do reflexo era considerado o primeiro dia na primeira seqiiéncia de trés
dias consecutivos de aparecimento completo da resposta reflexa esperada. As avaliagdes
foram procedidas utilizando-se instrumentos elaborados ou existentes no laboratério,

conforme descrigdo abaixo:

- Preensdo Palmar (PP) — Utilizando-se um bastonete, com aproximadamente 5
cm de comprimento por 1 mm de didmetro, fazia-se uma leve percussdo na palma da
pata dianteira esquerda de cada animal. A resposta era considerada negativa (Neg), se
houvesse a flexdo rapida dos dedos apds duas tentativas. Este reflexo é primitivo e

inato, sendo sua presenca indicativa de imaturidade do sistema nervoso, ou seja, com a
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maturacdo ocorre inibi¢do deste reflexo. Registrava-se, portanto, o dia do seu

desaparecimento como positivo (P) (fig. 4).

Figura 4 — Procedimento para avalia¢do do reflexo de preensdo palmar (PP). A avaliagdo era
realizada desde o 1° dia PN até o amadurecimento do reflexo. Utilizou-se um bastonete metalico
(clip), percutindo levemente a palma.

- Recuperagdo de Decubito (RD) - O rato era colocado em dectibito dorsal sobre
uma superficie plana. Durante 10 s, observava-se a eventual resposta parcial ou total de
endireitamento corporal, com retorno ao decubito ventral. Considerou-se as respostas:
Neg, quando o animal ndo conseguia sair da postura em que fora colocado; P, quando o
animal girava o corpo e assumia o decubito ventral, apoiado sobre as quatro patas,

dentro de um periodo méaximo de 10 segundos (fig. 5).
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Figura 5 - Procedimento para avaliagdo do reflexo de Recuperagdo do Decubito (RD).
Seqiiéncia de movimentos : O examinador mantém o rato em decubito dorsal (1); ao retirar a
contengdo, o rato gira o tronco, sobre o proprio eixo (2 e 3); o rato alcanga o decubito ventral,
apoiado sobre as quatro patas (4).

- Colocacdo pelas Vibrissas (CV) - O rato era suspenso pela cauda de tal forma que
suas vibrissas tocavam levemente a borda de uma mesa, sendo assim mantido. Considerou-
se como respostas: Neg: A auséncia de orientacdo de movimentos em dire¢do ao apoio;. P:

o animal, no tempo maximo de 10 s, colocava as duas patas anteriores sobre a mesa e

realizava movimentos de marcha, associados com extensao do tronco (fig. 6).

Figura 6 — Procedimento para avaliagdo do reflexo de Colocacdo pelas Vibrissas (CV).
Seqiiéncia: O examinador segura o rato pela cauda, de modo que suas vibrissas toquem a borda
da mesa: o rato inclina seu corpo em dire¢do a mesa (A) , apdia as patas anteriores e realiza
movimentos de marcha (B).
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- Aversdo ao Precipicio (AP) - O animal era colocado com as patas dianteiras na
extremidade de uma superficie plana e alta (mesa) de maneira a detectar o precipicio. A
resposta era considerada P quando o animal, no tempo maximo de 10 s, se deslocava
para um dos lados (num angulo de pelo menos 45 graus) e caminhava em sentido
contrario a borda, caracterizando a aversdo ao precipicio. A resposta Neg era

caracterizada por auséncia de qualquer reacdo e/ou queda do animal (fig.7).

Figura 7 — Procedimento para avaliagdo do reflexo de Aversdo ao Precipicio (AP). Seqiiéncia :
O rato ¢ colocado proxima a borda da mesa, de forma que suas patas anteriores toquem esta
borda (A); ele retrai o corpo, fazendo uma torcao lateral do tronco (B) e se afasta da mesa (C).

- Geotaxia Negativa (GN) — O animal era colocado no centro de uma rampa com
a cabec¢a no sentido descendente. A rampa, com 45 graus de inclinacdo, era constituida
de uma superficie (prancheta medindo 34 x 24 cm) revestida com material
antiderrapante (papel crepon). Considerava-se como resposta: P, o animal, num periodo
maximo de 10 s, girava aproximadamente 140 graus, posicionando a cabega em sentido

ascendente; abaixo deste angulo, considera-se resposta Neg (fig.8).

45



Figura 8 - Procedimento para avalia¢do do reflexo de Geotaxia Negativa (GN). Seqiiéncia : O
rato € colocado sobre uma plano inclinado (45 graus), de forma que sua cabeca esteja voltada
para baixo (A); ele faz uma torgéo lateral do tronco (B), de forma que sua cabecga se dirija para o
plano mais elevado (C).

- Resposta ao Susto (RS) - O rato era submetido a um ruido stbito, produzido pela
percussdo de um bastdo metalico sobre um recipiente (4,5 cm de didmetro x 6 cm de altura)
também metdlico a uma distancia aproximada de 10 cm do animal. A resposta era
considerada P, quando ocorria uma simultdnea retracdo com imobilizagdo rapida e

involuntaria do corpo do animal, caracteristica do susto (fig. 9).

Figura 9 - Procedimento para avaliagdo do reflexo de Resposta ao Susto. Com a batida de um
bastdo sobre um recipiente metalico, provoca-se um ruido subito sobre o rato, que se retrai e
apresenta tremor.
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- Reagdo de Endireitamento em Queda Livre (QL) - O rato era segurado pelas
quatro patas com o dorso voltado para baixo, a uma altura de 30 cm (uma régua de 30
cm, perpendicular ao plano, servia como guia). O animal era entdo solto e observava-se
sua queda livre sobre um leito de espuma sintética (30 x 12 cm). A resposta era
considerada P, quando o animal realizava uma rotagdo do corpo, voltando o ventre para

baixo e caindo na superficie do leito apoiado sobre as quatro patas (fig.10).

Figura 10 — Procedimento para avaliacdo da Reagdo de Endireitamento em Queda livre. O rato ¢
suspenso pelas quatro patas, 30 cm acima de uma superficie macia (A); ao ser solto, gira sobre o
proprio eixo durante a queda, apoiando-se nas patas ao atingir o solo (B).

4.1.3 Analise dos Resultados

Os dados foram analisados estatisticamente através do software StatGraphics®.
Primeiramente, procurou-se identificar a normalidade da distribui¢do dos dados, através
do teste de Kolmogorov-Smirnov, assim como a homogeneidade da varidncia, através
do teste de Levine. Para avaliacdo da evolugdo ponderal, o peso em cada idade foi
comparado entre as médias obtidas nos grupos Normal e Desnutrido através do teste “t”

de Student bi-caudal. Na analise da maturacdo dos reflexos, a idade de maturacido de
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cada reflexo foi expressa em mediana, sendo comparados os resultados entre o grupo
Normal e Desnutrido através do teste “U” de Mann-Whitney. A hipdtese nula foi
rejeitada quando p< 0,05.

O peso corporal no grupo D apresentou-se reduzido, em comparagdo ao grupo
controle, ja a partir do segundo dia de vida (p< 0,05), mantendo-se diminuido durante
todo o periodo de aleitamento, até o 21° dia pds-natal (p<0,01) (figura 11). Também foi
observada uma redug@o no peso nos Desnutridos, comparados ao grupo Normonutrido,

mesmo apds a recuperacio nutricional, ao 30° (p<0,01) e 60°(p<0,01) dias de idade.

Quanto a maturag@o dos reflexos, comparado ao grupo N, o grupo D apresentou
retardo na data de maturagdo de: colocacdo pelas vibrissas (N: 12, 9-14; D: 15, 10-16.
p<0,01); aversdo ao precipicio (N: 13, 12-15; D: 15, 10-19. p<0,01); geotaxia negativa
(N: 14, 12-16; D: 16, 10-19. p<0,05); resposta ao susto — RS (N: 12, 11-13; D: 13, 10-

16. p<0,01) e reacdo de aceleragdo - RA (N: 14, 11-17; D: 16, 15-20. p<0,01) (Tabela

1.
REFLEXO
GRUPOS 5 5
Preensdo Recuperacio Colocacio  Aversio Geotaxia Resposta Reacdo de
L. pelas ao . ~
Palmar  do decubito o . . .. negativa aosusto aceleracio
vibrissas precipicio
Normonutrido 6 6 12 13 14 12 14
(5-8) (3-8) (9-14) (12-15) (12-16) (11-13) (11-17)
Desnutrido 5 5 15 15 16 13 16
(3-8) (3-9) (10-16)* (10-19)*  (10-19)* (10-16)*  (15-20)*

Tabela 1: Efeitos da desnutri¢do sobre a maturagdo dos reflexos: a ontogénese dos reflexos foi
avaliada diariamente, do 1° ao 21° dias pds-natais, sendo os resultados comparados entre os
grupos N e D. Valores expressos em mediana (valor maximo e minimo entre parénteses),
representando a idade da maturagdo do reflexo. Andlise estatistica: teste “U” de Mann-Whitney.
*=p<0.05.
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Figura 11: Efeitos da desnutricdo neonatal sobre o ganho de peso corporal em ratos . O peso foi
aferido com balanga digital (Marte AS 1000C"), diariamente, do 1° a0 21° (A) e nos 30° e 60°
(B) dias pds-natais. Os valores estdo expressos em média = DP. Na comparagdo entre N ¢ D, foi
utilizado o teste " t " de student. §=p<0,05. * =p<0,01.
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4.1.4 Discussio

Os resultados demonstram que a desnutrigdo neonatal induziu a redu¢do no peso
corporal e atraso na maturacdo dos reflexos.

Sdo bem conhecidos os efeitos da desnutri¢do sobre a evolugdo ponderal e o
crescimento somatico (Morgane et al, 1978; 1993). O presente trabalho corrobora
achados anteriores de menor desenvolvimento ponderal em animais desnutridos durante
o periodo de aleitamento (Smart e Dobbing, 1971; Johnson et al, 1991). Neste trabalho,
a reducdo no ganho de peso foi observada ja no segundo dia apds a introducdo da dieta
hipoprotéica. Alguns autores relatam redug@o no peso induzida pela desnutri¢do a partir
do 4°dia pds-natal (Sobotka, Cook E Brodie, 1974; Johnson et al, 1991; Barreto-

Medeiros et al, 2002).

E interessante observar que no presente trabalho, o modelo de desnutri¢io foi
induzido num momento de deple¢do das reservas maternas, comum ao final do periodo
gestacional e agravado pelo elevado gasto energético durante o parto (Quek e Trayhurn,
1990). Desta forma, devido a DBR ser uma dieta hipoprotéica (Teoddsio et al, 1990), a
recuperagdo nutricional foi realizada de forma deficiente apos o parto, possivelmente
influenciando desde o primeiro dia a qualidade do leite materno. Esta hipdtese encontra
apoio no trabalho de Sturman ez al (1986), que observaram redu¢do nas quantidades
relativas das proteinas do leite em ratas lactantes desnutridas. Além disso, a tentativa de
analisar bioquimicamente o leite de ratas desnutridas no estudo de Marin et al (1995)
apresentou como obstidculos a diminuicdo no tamanho das glandulas mamadrias e
pequena quantidade de leite coletado, o que sugeria uma redu¢do na quantidade do leite

produzido. O periodo perinatal é visto como um stress fisioldégico também para o
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neonato, no qual uma série de adaptacdes térmicas e alimentares estdo ocorrendo, com
gasto energético consideravel (Boxwell, Ayson e Ramenofsky, 1995). Assim,
considerando que a taxa de aumento de peso do filhote neste periodo € bastante elevada,
a falta de uma ingestdo alimentar com qualidade concorrerd para uma reducdo
importante no ganho de peso corporal.

O padrio de maturacdo dos reflexos, “produto de uma estimulagcdo pre-
estabelecida e precisa” (Smart e Dobbing, 1971), podem demonstrar uma adequada
maturagdo do SNC durante o desenvolvimento. Fox (1965) demonstrou um padrao bem
definido de maturagdo dos reflexos em camundongos, fornecendo um importante
instrumento de avaliagdo do desenvolvimento. Utilizando este modelo, Smart e
Dobbing (1971) encontraram retardo na maturacio de reflexos, causado por desnutricdo
imposta nos periodos pré e/ou pds-natal. Concordando com seus resultados, no presente
estudo foi observado um atraso em todos os reflexos avaliados, em decorréncia da
desnutrigdo.

A atividade locomotora, analisada sob o ponto de vista do desenvolvimento,
mostra-se como uma habilidade cuja execugdo requer uma série de pré-requisitos. Em
decorréncia de um estado de adequada nutri¢do, o desenvolvimento estrutural do corpo
e do SN favorece, em cada espécie, a interagdo com o ambiente que o cerca. Assim, 0
padrdo de locomog¢do que se desenvolve no rato, em func¢do de uma seqiiéncia temporal
determinada, da influéncia da postura e gravidade, além da integridade do aparelho
locomotor (neuro-musculo-esquelético) (Fox, 1965; Walton ef al, 1992; Gramsbergen,
1998), pode sofrer alteragdes mediante a interferéncia de agressdes nutricionais ou
farmacologicas. Processos que dependam da experiéncia de movimentos, a exemplo de
processos cognitivos, estardo também na dependéncia de um arcabougo organico-

locomotor eficiente.
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Se uma etapa inicial, como a de maturagdo de reflexos, apresenta um retardo no
seu desenvolvimento, os processos sequenciais no desenvolvimento da atividade
locomotora, como a marcha, certamente sofrem alteragdes. Desta forma, esta criado um
circulo vicioso de influéncias negativas no animal em desenvolvimento. Extrapolando
esta idéia para a espécie humana, as conseqiiéncias a longo prazo sobre a evolugdo

fisica e cognitiva podem ser desastrosas (Brown E Pollit, 1996).

No sentido de mensurar as repercussdes da desnutricdo sobre o desenvolvimento
da atividade locomotora, foi executado o segundo estudo deste trabalho, que sera

descrito a seguir.
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4.2 Estudo do Desenvolvimento Neonatal da Atividade Locomotora

RESUME EN FRANCAIS :
(1V. DEUXIEME ETUDE)

4.2 ETUDE DU DEVELOPPEMENT NEONATAL DE L’ACTIVITE
LOCOMOTRICE

Cette partie de [’étude a été réalisé a |’Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE).

4.2.1 Animaux et groupes expérimentaux

Les groupes expérimentaux sont identiques a ceux de [’étude sur la
maturation des réflexes.

L’hébergement des animaux et les procédures d’enregistrement ont
été faits dans une animalerie et un laboratoire avec inversion du cycle de
lumiére (ambiance allumée entre 21h et 09 h) afin de permettre
[’évaluation des rats pendant la période ol ils sont le plus actif, c'est-a-

dire la nuit.

4.2.2 Matériel et Méthodes pour [’Evaluation de [’Activité

Locomotrice

Une étude pilote menée sur des rats normaux du 1° au 21°™ jour
post natal a permis de montrer des changements des patterns locomoteurs
aux dges de 8, 14, 17 et 21 jours. Les évaluations de [’activité locomotrice
ont donc été faites a ces différents dges.

Un systeme de monitorage de [’activité locomotrice pour petits
animaux a spécialement été élaboré et développé en collaboration avec le
Département of Physique et |’équipe de la formation en Génie Biomédicale
de I’Universidade Federal de Pernambuco. 1l s’agit d’un champ circulaire

(D1Im) de surface noir afin d’optimiser le contraste avec le rat et favoriser
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l’isolement de son image prise par une caméra vidéo numérique
infrarouge liée a un microordinateur équipé d’une carte d’acquisition
d’images (voir schéma figure 12). Le rat est ainsi filmé dans une ambiance
nocturne pendant deux minutes. Chaque image, espacée de (.66s, est
traitée numériquement afin d’isoler le rat de son environnement (figure
13) et de reconstituer sa trajectoire.

Les différents paramétres calculés sont la distance totale parcourue,
la vitesse et la puissance moyenne, la durée totale d’immobilité ainsi que

le nombre de fois ou I’animal est resté immobile.

4.2.3 Analyse des Résultats

Les résultats sont illustrés sur les figures 14 a 19.

La dénutrition a eu les mémes effets sur le poids des animaux que
dans [’étude précédente.

Les effets de la dénutrition sur [’activité locomotrice sont :

o Une diminution non significative de la distance parcourue et de la
vitesse moyenne chez les rats de 8 et 14 jours alors que ces deux
parametres sont augmentés chez les rats de 21 jours.

o Une diminution du temps d’immobilité chez les rats de 21 jours

e Une diminution du nombre de fois ot [’animal est resté immobile
uniquement a 8 jours

o Une puissance moyenne diminuée a 17 et 21 jours.

1l est a noter que [’évolution de I’activité locomtrice avec 1’dge suit
un pattern identique chez les rats dénutris par rapport aux rats
normonutris. Ainsi, la distance parcourue, la vitesse et la puissance
moyenne augmentent avec l’dge alors que le temps total d’immobilité

diminue.

4.24. Discussion

Du fait de I’augmentation de la vitesse moyenne des rats dénutris a
21 jours, la réduction de la puissance observée chez ces rats est due a un
poids corporel inférieur chez ces animaux par rapport aux animaux

normonutris.
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Le pattern d’évolution de [’activité locomotrice a suivi le méme sens
dans les deux groupes nutritionnels. Ces résultats montrent que, méme si
les rats dénutris ont une activité locomotrice différente par rapport aux
animaux normonutris, cette évolution d’activité est semblable a celle
observée chez les rats normonutris.

Le ralentissement initial et la moindre distance parcourue observée
chez les animaux dénutris a 8 et 14 jours peuvent étre liés au retard de la
maturation des réflexes observé dans [’étude antérieur (Barros et al,
2006).

L’augmentation de la vitesse et de la distance chez les dénutris de 21
Jjours ainsi que la réduction du temps d’immobilité peuvent étre associées
a une augmentation de [’activité motrice dans le sens d’une hyperactivité
non controlée. Ce phénomene a déja été rapporté dans d’autres études
comportementales (Nagy et al, 1977). Par exemple, Sobotka et al (1974)
ont rapporté une augmentation des mouvements rotatoires des rats
dénutris et Teodosio et al (1979) ont montré une exacerbation des
réactions de fuite. De méme, Lopes de Souza et al (2003) a décrit une
agitation des rats dénutris liée a une diminution du temps de regroupement
de la portée. Enfin, Salas et al (1998) ont enregistré sur les rats dénutris
une augmentation du temps utilisé en self-grooming, comportement
révélant une diminution de [’inactivité. Ces modifications peuvent étre le
résultat d’altérations du SNC. Dans ce sens, Nagy et al (1977) ont
démontré une réduction du poids du cervelet liée a la dénutrition précoce
pouvant alors avoir des conséquences sur la coordination des
mouvements.

Enfin, les modifications de [’activité locomotrice, dans le sens d’une
hypoactivité dans les deux premieres semaines de la vie, suivie d’'une
hyperactivité dans la troisieme semaine, peuvent avoir des conséquences
sur la fonction musculaire, conséquences additionnelles aux effets directs

de la dénutrition sur le muscle.
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4.2.1 Obtencio dos animais e Grupos Experimentais

Para favorecer uma expressdo comportamental mais condizente com o ciclo
natural de vigilia do rato, um animal notivago, as fémeas matrizes e machos
reprodutores foram adaptados a um ciclo invertido de luz, num biotério desenvolvido
especialmente para este fim, localizado no Departamento de Nutricio / UFPE. O
ambiente era mantido nas mesmas condi¢cdes padrdo do biotério de criagdo, com
temperatura de 23 + 2°C, porém com inversdo do ciclo claro-escuro (luzes acesas entre

21:00 as 09:00 h).

A transferéncia da fémeas para este ambiente ocorreu com antecendéncia de duas
semanas em relacdo ao acasalamento, para permitir uma adaptagdo do ciclo
cronobioldgico e evitar a interferéncia de fatores estressantes sobre o ciclo estral das
ratas. Os procedimentos para o acasalamento foram realizados segundo descrito no item
4.1.1. Apdés o parto, os procedimentos de avaliacdo e pesagem dos filhotes eram
realizados neste mesmo ambiente, de onde sé eram retirados para fazer o registro de
AL. Para permitir a visdo do pesquisador, utilizou-se uma lampada de luz vermelha, de
espectro ndo irritante para os ratos. Para o registro de imagens da AL, os animais eram
tranferidos para o Laboratdrio de Biomecanica e Experimentacdo Biomédica (uma sala
contigua ao Biotério de ciclo invertido onde o sistema de monitoramento foi montado).
Para isto, utilizou-se uma porta entre as duas salas, para evitar que os animais fossem
expostos a iluminag@o do dia. Neste laboratorio, o ciclo invertido foi mantido durante o
experimento, mantendo-se acesa apenas uma lampada vermelha semelhante a utilizada
no biotério de ciclo invertido.

Os grupos experimentais Normonutrido (N) e Desnutrido (D) foram formados a

partir do primeiro dia apds o nascimento, pelo oferecimento de dieta normoprotéica ou

56



hipoprotéica as lactantes, sendo as ninhadas reduzidas para seis machos, conforme
descrito no item 4.1.1. A dieta normoprotéica foi fabricada no Departamento de
Nutricao/UFPE, utilizando como proteina de referencia a caseina, e seguindo as normas
da AIN (Reeves et al, 1993) A avaliacdo da atividade locomotora nos filhotes foi

realizada durante o periodo de lactacao.

4.2.2 Material e Métodos para Avaliacdo da Atividade Locomotora

O registro de AL foi sempre realizado no horario entre entre 12:00 e 14:00 h.

Foram avaliados os filhotes de ratos Wistar durante o periodo de aleitamento, nas
idades de 8, 14, 17 e 21 dias pds-natais. Estas idades foram escolhidas apos a realizacdo
de um experimento piloto, onde a atividade locomotora espontanea (AL) 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 manipulacdo, ou seja, ingénuos. Para
a escolha das idades em que a avaliacdo seria realizada, os filmes foram avaliados por
trés membros do grupo de pesquisa, para verificacio visual de mudangas no
comportamento motor. Além disto, as idades escolhidas coincidem com dados na
literatura que demonstram uma modificagdo no padrdo de diferenciacdo de fibras
musculares nos diferentes tipos de musculo esquelético, ou seja, aqueles
predominantemente lentos ou rdpidos (Ishihara e Taguchi, 1991; Punkt et al, 2004),
além de mudancas em padrdoes de recrutamento muscular em tronco € membros,
verificadas através de EMG (Gramsbergen, 1998).

Um sistema de monitoramento do movimento de pequenos animais em campo

aberto foi desenvolvido em cooperagdo com o Departamento de Fisica, com a
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colaboragdo do Curso de Graduagdo em Engenharia Biomédica, ambos pertencentes a
Universidade Federal de Pernambuco -UFPE.

O sistema consiste em um campo aberto circular (J1m), delimitado por paredes
de 30 cm de altura, sobre o qual a trajetoria do animal ¢ registrada com precisdo,
durante um intervalo de tempo pré-definido de dois minutos. A partir deste registro,
varias grandezas fisicas s3o extraidas e posteriormente processadas para 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 fixacdo até o solo do campo aberto igual
a 2,65 m. Devido ao ambiente escuro do ciclo invertido, foi utilizada uma camera que
possui sensor de Infravermelho e um conjunto de LEDs de iluminacdo. Apresenta
resolucdo de 420 linhas e velocidade entre 1/60 e 1/100 s, e sua sensibilidade permite
registrar imagens com iluminag¢do minima, até 0,1 lux. A cdmera possui sincronizacio
interna com placa de video. O filme ¢ assim enviado para um computador equipado com
placa de aquisicdo de video e software dedicado as tarefas de aquisi¢do de imagem,

através de uma interface (fig. 12).

58



-

Figura 12: Camera utilizada para o registro de imagens e representacdo esquematica do sistema
de monitoramento da atividade locomotora em pequenos animais

O video digital do experimento obtido ¢é salvo no hard disk do computador
através de sua placa de aquisi¢do de video. As imagens do animal no contra o fundo
escuro no open-field sdo isoladas dos objetos ao redor, utilizando-se uma mascara
desenhada sobre as mesmas (figura 13).

Realizada essa etapa, inicia-se o processamento e tratamento das imagens.
Inicialmente, o video ¢ fragmentado em véarios quadros dispostos sequencialmente e
separados por um intervalo de tempo memorizado pelo computador. Os quadros sdo
salvos no formato *.TIFF. Para realizagdo da fragmentacéo, foi utilizada a linguagem de
programacao Object Pascal.

De posse de todos os quadros, utilizando a plataforma MATLAB, foi-se
desenvolvida uma série de algoritmos logicos capazes de analisar as imagens e extrair
os parametros fisicos desejados, sendo esse conjunto de algoritmos denominados de
PROCESS. Com o algoritmo desejado, calculamos no video estudado a escala de
conversdo pixel para metros ¢ usamos esse valor para a exposi¢do dos dados em

unidades convencionais da Fisica.
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Figura 13: Sequéncia de imagens utilizadas no registro da Atividade Locomotora. A) Imagem
do campo aberto em ambiente claro, usada para calibragdo do sistema; B)Exemplo de imagem
do rato em livre movimentagcdo no campo aberto, registrada em ambiente escuro; C) Méscara
fabricada no computador sobre o registro do campo aberto em ambiente claro, utilizada para
isolar a imagem do animal no campo dos objetos ao redor; D)Imagem final, usada no
processamento e calculos.

A série de imagens *.TIFF sdo convertidas para o formato monocromatico e em
seguida binarizadas. Em cada novo quadro agora obtido, ocorre um mapeamento dos
valores de pixels. Usando o algoritmo apropriado se encontra os valores referentes ao
centro de massa do animal estudado e entdo sua coordenada cartesiana € arquivada.

Por andlise comparativa, quadro a quadro, é feita a operacdo matematica da
distancia entre dois centros de massa entre quadros sucessivos, obtendo-se entdo a
distdncia percorrida entre quadros. Somando-se todas as distdncias quadro a quadro
obtem-se a distancia total percorrida pelo animal no experimento ¢ com esse dado o

PROCESS gera o grafico correspondente.
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Entdo, através da informagdo disponivel do intervalo do tempo entre quadros, ¢
possivel se obter a velocidade média desenvolvida entre quadros. Seguindo o raciocinio
da distancia entre quadros, e diferenciando deste apenas por realizar a divisdo desse
valor pelo tempo, o PROCESS fornece a informacao da velocidade média entre quadros
e velocidade média total. Através da massa fornecida ao sistema por meio da interface
sistema/operador, ¢ possivel calcular a energia cinética e poténcia muscular
desenvolvidas pelo animal monitorado. Utiliza-se para esse calculo a aproximag¢do do
animal a um objeto pontual dotado de massa, onde, movimentos rotacionais, como os da
cabega do animal, em que ndo ocorre deslocamento do centro de massa sdo
desprezados. Levando em conta apenas movimentos translacionais do centro de massa,
considera-se que toda a energia cinética associada ao percurso decorre da energia
potencial muscular do animal.

Apds processamento das imagens e registro de dados se obtém todos os
parametros salvos em arquivo no formato *.DAT. O arquivo citado pode ser analisado
na plataforma EXCEL.

Assim, de posse da trajetoria percorrida, do intervalo de tempo entre os quadros e
da massa do animal, foi possivel calcular a distancia percorrida, a velocidade média, a
poténcia muscular, o nimero de paradas e o periodo de tempo em que o animal

permaneceu parado durante o intervalo de registro.
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4.2.3 Andlise dos Resultados

Os dados foram analisados estatisticamente através do software StatGraphics®.

Para avaliag¢do dos efeitos da idade (maturagdo), foi realizada uma Analise de
Variancia One-way em cada grupo, Normal ou Desnutrido. Quando indicada a diferenga
estatistica, foi realizado um Teste de Comparagdes Multiplas (Fischer’s Least
Significant Difference), para identificar a diferenca estatistica entre as diversas idades
de avaliagdo.

Na avaliagdo sobre os efeitos da desnutri¢do, foram comparados os dados de
cada idade, entre os grupos Normonutrido e Desnutrido, com o Teste de Comparagdes
Multiplas. No grupo N, houve um aumento progressivo da massa corporal com a idade
(p= 0,000). O mesmo foi observado no grupo D. Apenas entre o 14° e 17° dias de idade
ndo se observou aumento significante da massa, em ambos os grupos.

Na comparagdo entre N e D, a massa corporal apresentou-se menor neste ultimo,

em todas as idades avaliadas (figura 14).

mN
zDb

Massa (g)

8d 14 d 17d 21d
Idade (dias)

Figura 14 — Evolug@o ponderal de ratos normo (N) ou desnutridos (D) durante o periodo de
aleitamento, durante a avaliagdo da AL, no 8°, 14°, 17° e 21° dias pés-natais. Os resultados
foram expressos em média = DP. §= p< 0,05 (grupo Normal, ANOVA One-Way). # = p<0,05
(grupo Desnutrido, ANOVA One-Way). * = p < 0,05 ( Comparagdo entre grupos, Teste de
omparacdes Multiplas).
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Na avaliagdo da Distdncia Percorrida, o grupo Normonutrido apresentou
aumento com a idade (p= 0,000), entretanto ndo se observou diferencga entre o 17° € o
21° dias de idade. No grupo Desnutrido também houve aumento neste pardmetro, com
diferenca em todas as idades. Na comparagao entre N e D, observou-se uma tendéncia a
diminui¢cdo na distancia percorrida aos 8 e aos 14 dias, entretanto, essa tendéncia se

inverteu, com aumento nos desnutridos aos 21 dias pos-natais (figura 15).
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Figura 15.— Evolugdo da distidncia percorrida (m) por ratos normo (N) ou desnutridos (D)
durante a avaliagao da AL, no 8°, 14°, 17° e 21° dias pds-natais. Os resultados foram expressos
em média + DP. §= p< 0,05 (grupo Normal, ANOVA One-Way). # = p<0,05 (grupo
Desnutrido, ANOVA One-Way). * = p < 0,05 ( Comparagdo entre grupos N e D, Teste de
Comparagdes Multiplas).

No parametro Velocidade Média, ambos os grupos apresentaram aumento
progressivo com a idade (p=0,000), com diferencas entre cada uma das idades

avaliadas. Na comparagdo entre N e D, observou-se a mesma tendéncia do pardmetro

anterior, com aumento significante da velocidade no 21° dia de idade (figura 16).

63



[ B¢
= § N

Y elocidade meslin (m s

gd 14 d 17 d 21d
Telauede {clins)

Figura 16 — Evolugdo da Velocidade Média desenvolvida por ratos normo (N) ou desnutridos
(D) durante a avaliacdo da AL, no 8°, 14°, 17° e 21° dias pods-natais. §= p< 0,05 (grupo
Normal, ANOVA One-Way). # = p<0,05 (grupo Desnutrido, ANOVA One-Way). * = p<
0,05 ( Comparagéo entre grupos N e D, Teste de Comparagdes Multiplas).

A Poténcia Média apresentou aumento progressivo (p=0,000) com a idade nos
dois grupos nutricionais, porém no grupo N ndo houve diferenga entre o 8° e o 14° dias
de idade. Comparado ao grupo N, o D apresentou redugdo neste parametro no 17° e 21°
dias (figura 17).

Ao avaliar o tempo em que o animal ficou parado durante o periodo de registro,
verificou-se uma redugdo progressiva (p=0,000) em ambos os grupos, embora a
diferenca ndo tenha sido significativa entre o 17° e 0 21° dias no grupo N. Os animais N
apresentaram tempo de parada maior em comparacdo aos D, no 17° e 21° dias pds-

natais (p<0,05) (figura 18).
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Figura 17: Evolu¢do da Poténcia Média apresentada por ratos normo (N) ou desnutridos (D)
durante a avaliagdo da AL, no 8°, 14°, 17° e 21° dias pds-natais. §= p< 0,05 (grupo Normal,
ANOVA One-Way). # = p<0,05 (grupo Desnutrido, ANOVA One-Way). * = p < 0,05
(Comparacdo entre grupos N e D, Teste de Comparagdes Multiplas).
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Figura 18.: Dura¢do do Tempo em que o animal permaneceu parado durante a avaliagdo em
ratos normo (N) ou desnutridos (D), durante a avaliagdo da AL, no 8°, 14°, 17° e 21° dias pds-
natais.  §= p< 0,05 (grupo Normal, ANOVA One-Way). # = p<0,05 (grupo Desnutrido,
ANOVA One-Way). * = p <0,05 ( Comparacdo entre grupos N e D, Teste de Comparagdes
Multiplas).
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A quantidade de vezes que o animal interrompeu sua movimentagdo foi também
avaliada. Nao houve alteracdes no grupo N, no decorrer das diferentes idades avaliadas
(p=0,09). No grupo D, o numero de paradas aumentou entre o 8° ¢ o 14° dias pds natais,
porém diminuiu entre o 17° e o 21° dias (p=0,000). Nao houve diferenga entre o 14° e

17° dias. Na comparacdo entre N e D, observou-se no D redu¢do do niimero de paradas

apenas no 8° dia de idade (figura 19).
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Figura 19: Numero de paradas apresentado por ratos normo (N) ou desnutridos (D) durante a
avaliagdo da AL, no 8°, 14°, 17° e 21° dias pos-natais. §= p< 0,05 (grupo Normal, ANOVA
One-Way). # = p<0,05 (grupo Desnutrido, ANOVA One-Way). * = p < 0,05 ( Comparagio
entre grupos N e D, Teste de Comparagdes Multiplas).

4.2.4 Discussio

Foi igualmente observada, neste estudo, uma redugdo da massa corporal dos
animais que foram alimentados por mies que receberam dieta hipoprotéica. Este dado

corrobora com outros achados de estudos que utilizaram desnutri¢do no periodo do
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aleitamento em ratos (Smart e Dobbing, 1971; Silvado e Werneck, 2006; Barros et al,
20006).

A poténcia média desenvolvida por ambos os grupos nutricionais aumentou
gradativamente no periodo estudado, mas nos animais desnutridos apresentou-se
reduzida nas idades de 17 e 21 dias, comparada ao grupo normonutrido. Este fato pode
ser justificado como conseqiiéncia da reducdo da massa corporal, assim como pela
redugdo da area de sec¢do transversa do musculo, uma vez que, a poténcia desenvolvida
por um corpo ¢ diretamente proporcional a massa do mesmo. A literatura relata que
restricdes nutricionais induzidas na primeira semana pds-natal em porcos levam a
reducdo na area de seccdo tranversa apenas de fibras rapidas, como visto no musculo
Longuissimo Lombar (Lefaucheur et al, 2003). Em ratos, submetidos a desnutri¢do pelo
método de grandes ninhadas, os resultados foram semelhantes no musculo solear
(Silvado e Werneck, 2006).

O padrao observado na evolugdo da atividade locomotora, de acordo com os
parametros observados no presente estudo, foi semelhante nos dois grupos nutricionais:
houve um aumento gradual na distdncia percorrida e na velocidade média do
movimento desenvolvido, enquanto que o tempo em que o animal permanecia parado
durante o periodo de registro ia gradativamente diminuindo, com o avancar da idade.

Entretanto, quando avaliadas a distdncia percorrida e a velocidade média
desenvolvida pelos animais desnutridos, verifica-se que nas primeiras duas semanas
houve tendéncia a reducdo nestes valores, sem diferencga estatistica segundo o método
aqui utilizado. Surpreendentemente, tanto a distdncia quanto a velocidade média
apresentaram-se aumentadas no grupo desnutrido quando comparados aos animais
normonutridos, no final da 3% semana pds-natal. Em relagdo ao tempo de imobilidade,

ao contrario, houve uma redugio no grupo desnutrido.
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Barros et al (2006) demonstraram um atraso na ontogenia de reflexos em
animais desnutridos. E interessante observar que os reflexos se constituem como uma
primeira experiéncia motora no neonato, ¢ favorecem a evolugdo de padrdes motores
mais maduros. Nagy et al (1977), por sua vez, observaram um aumento, a partir do 17°
dia de vida pos-natal, na atividade locomotora de ratos desnutridos. Entretanto, este
achado foi associado a um retardo na maturacdo de estruturas do SNC que modulam a
expressdo do movimento voluntario, as quais agiriam principalmente pela inibi¢cdo de
movimentos associados, ou seja, favorecendo a expressdo de movimentos ordenados.

Estudos comportamentais podem ajudar a estabelecer uma ligagdo entre
comportamentos extremamente precoces na vida pds-natal e o desenvolvimento motor.
Salas et al (1998), utilizando um modelo de desnutri¢do materna neonatal, verificaram
que, além do prejuizo ao crescimento da ninhada, ocorria uma alteragdo nos parametros
de comportamento entre mae-filhotes, caracterizada por diminui¢do nas atitudes que
representavam cuidado e estimulacdo materna. A atitude posterior destes animais, de
aumento do periodo dispendido em comportamentos de limpeza (self~grooming),
segundo os autores, demonstra uma interag¢do social reduzida ou uma reducdo do estado
de motivagdo, numa fase em que estes servem de alavanca para a iniciacdo de diversas
habilidade, inclusive a dos movimentos. Provavelmente contribuiu para essa reducdo
nos comportamentos de interagdo entre os filhotes e o ambiente a redu¢do inicial da
atividade locomotora, que foi a observa¢do do presente trabalho. Consequentemente,

toda a atividade exploratdria pode sofrer prejuizo.
Por outro lado, estudos sobre comportamento alimentar neonatal demonstraram
que se a desnutricdo ¢ imposta durante o periodo de aleitamento, ocorre uma

modifica¢do na propor¢do de tempo dedicada aos diferentes comportamentos, tanto

materno, quanto da ninhada (Lopes de Souza et al, 2003). Observou-se um maior tempo
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gasto durante a suc¢do, numa provavel tentativa de aumentar a disponibilidade de leite
para os filhotes. Entretanto, isto reduziu a expressdo de comportamentos maternos,
como descanso e alimentag¢do, com provavel prejuizo a propria nutricdo materna (Lopes
de Souza et al, 2003). Pode-se inferir dai que o aumento no tempo de imobilidade nos
fihotes se expressa como redugdo no tempo de atividade espontanea, o que representa
menores possibilidades de integragdo sensorio-motora, essencial para a maturagdo de
padrdes locomotores. Nesse sentido, ja foi demonstrado que a hipoatividade induzida
durante o periodo de aleitamento, especialmente na segunda semana de vida, levou a

altera¢des duradouras no padrdo de marcha em ratos (Walton et al, 1992).

E interessante observar que existem achados de maior labilidade emocional em
ratos desnutridos, conforme relatado por Sobotka, Cook e Brodie (1974) e Teoddsio et
al (1979), que descreveram um aumento das respostas de imobilizagdo por medo e
diminui¢cdo na velocidade das respostas de esquiva. Estas alteragdes comportamentais
podem potencialmente influenciar negativamente o padrdo de evolucdo da atividade

locomotora.

No trabalho de Teodoésio et al (1979), foi relatado que ratos desnutridos no
periodo neonatal apresentavam comportamentos motores diferentes se comparados aos
seus pares normonutridos. Os autores descreveram tais alteracdes como uma
conseqiiéncia de modificagdes no comportamento emocional, com exacerbacdo de
respostas antecipatorias relacionadas ao stress. Dessa maneira, o rato apresenta um
aumento na movimentagdo voluntaria, mas sem propdsitos definidos, como por
exemplo uma locomoc¢ao direcionada. Estes achados poderiam explicar o fato de termos
encontrado uma diminui¢do no tempo de repouso de ratos desnutridos. Estes animais
passariam mais tempo se movimentando, porém néo apresentando uma intencionalidade

exploratoria.
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No mesmo sentido, Smart e Dobbing (1971) observaram um aumento em
movimentos rotatérios em ratos desnutridos, o que influenciaria de forma negativa o
desenvolvimento de um padrdo organizado de movimentos. Segundo Lynch et al
(1975), o crescimento do cerebelo foi severamente afetado pela desnutri¢do neonatal,
tendo os animais desnutridos apresentado padrdes motores inapropriados para as
situacdes motoras testadas. Quedas e tropegos também foram associados a desnutricdo,
naquele mesmo estudo e os autores associam fatores emocionais as dificuldades
apresentadas (Lynch et al, 1975).

Dessa forma, o aumento da distancia percorrida e da velocidade nos desnutridos,
encontrados no presente estudo, podem ser mais fortemente relacionados a uma
movimentacdo advinda de uma agitacdo emocional e da diminuicdo do tempo
dispendido na atividade exploratoria. Evidentemente, um conjunto de alteragdes no
desenvolvimento de padrdes de marcha ocorreu, e diversos fatores podem ter
contribuido, levando em consideragdo um atraso inicial deste desenvolvimento.

Embora estudos em animais neonatos sejam raros, experimentos com ratos
adultos submetidos a hipoatividade demonstraram alteragcdes nas propriedades elésticas
do musculo-tendinoso (Canon e Goubel, 1995; Almeida-Silveira et al, 2000). As
alteracdes descritas por Walton et al (1992) na marcha de ratos submetidos ao método
de suspensdo no periodo neonatal, caracterizadas por modificacdes nos angulos
articulares e excessiva abducdo nas patas posteriores, poderiam estar relacionadas as
alteracdes contrateis e elasticas em musculos. Uma outra hipotese seria de que essas
modifica¢des da biomecanica muscular poderiam influenciar negativamente o padrao de
marcha em ratos desnutridos. Os resultados do proximo estudo deste trabalho tentardo
correlacionar melhor as possiveis alteragdes na biomecanica muscular com as alteragdes

motoras.

70



4.3 Estudo do desenvolvimento neonatal e das adaptacdes do tecido muscular

esquelético

RESUME EN FRANCAIS : (1V. TROISIEME ETUDE)

4.3 ETUDE DES CONSEQUENCES DE LA DENUTRITION
NEONATALE SUR LES MUSCLES STRIES SQUELETTIQUES
PENDANT LA CROISSANCE

Cette étude a été réalisee a [’'Université de Technologie de

Compiegne.

4.3.1 Animaux

Les procédures pour obtenir les portées et les groupes nutritionnels
sont les mémes des études antérieures. Apres sevrage, les rats ont été
utilisés soit a l’dge de 25 jours, soit a 90 jours pour la caractérisation des

propriétés biomécaniques musculaires.

4.3.2 Matériel et Méthode d’évaluation Biomécanique

Les rats sont anesthésiés pour la procédure de prélevement des
muscles soléaire et EDL, qui seront utilisés soit pour [’analyse
histologique, soit pour la caractérisation de propriétés biomécaniques.

Aussitot apres prélevement, le muscle est pesé puis placé dans une
chambre contenant une solution de Ringer oxygénée et thermostatée a
25°C.

L’extrémité proximale du muscle est attachée a une tige métallique
reliée au vibrateur électromagnétique et son extrémité distale est attachée
a un capteur de force (figure 20).

Pour les tests en actif, le muscle est ajusté a sa longueur optimale -
L0, définie par la longueur ot la tension maximale est développée lors du
twitch. Des séries de double controlled release (figure 21) ont été réalisées

a partir de la tension tétanique afin d’établir la relation force-vitesse et la
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relation tension-extension. Par ailleurs, des tests de fatigue selon le
protocole décrit par Burke (1973) ont été effectués.

Pour les tests en passif, le muscle est ajusté a sa longueur Ls,
longueur correspondant a une tension passive de 5 a 8 mN. A partir de
cette longueur, un premier test de relaxation consistant a étirer le muscle
de 15% de sa longueur et a maintenir cette longueur pendant 80 secondes
est réalisé (figure 23). Un second test en rampe consistant a étirer le
muscle a une vitesse de 0.2mm/s jusqu'a 15 a 20% de Ls est effectué
(figure 24). Pour chaque test, trois essais ont été réalisés afin d’éliminer le
comportement thyxotropique du muscle et seul le troisieme essai a été
analyse.

La composante contractile (CC) a été évaluée a travers la force
développée lors d’un twitch et lors d’un tétanos, la cinétique du twitch
(temps de contraction - CT et temps de demi relaxation - HRT), [’index de
résistance & la fatigue (rapport entre force développée a la N°™
contraction et la premiere contraction lors du test de fatigue) et la vitesse
maximale de raccourcissement.

La Composante élastique série (CES) a été évaluée par le calcul des
compliances, [’énergie potentielle et |’extension maximale a partir des
relations tension-extension.

La Composante Elastique Parallele (CEP) a été évaluée par le calcul
des forces dynamiques et statiques relativisées par le poids musculaire
obtenues lors du test de relaxation et par la force relativisée par rapport

au poids du muscle a 14% de déformation obtenue lors du test en rampe.

4.3.3 Mateériel et Méthode d’évaluation histochimique

La technique utilisée pour [’analyse hystochimique est celle de la
Myosine ATPase. Des coupes de 10um d’épaisseur ont ainsi été colorés
apres pré incubation a différents pH afin d’identifier les différents types de

fibres et de déterminer, pour chaque type, la surface de section moyenne.

4.3.4 Analyse des résultats

Poids corporel et musculaire :
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Le poids corporel a augmenté avec [’age pour le groupe N (95,2 +
2,4 g a 25 jours et 460,1 £ 14,6 g a 90 jours, p<0.05), ainsi que pour le
groupe D (55,8 = 6,73g a 25 jours et 363,5 = 28,592 a 90 jours. (p<0,05).
La dénutrition a entrainé une baisse du poids, qui persiste a 90 jours.

Le poids des muscles Soléaires et EDL augmente avec l’dge. Les
poids des deux muscles sont inférieurs chez les animaux dénutris a 25 et
90 jours. Par contre, si les poids musculaires sont relativisés par rapport
au poids corporel, les rapports poids musculaire/poids corporel ne sont
pas modifiés par la dénutrition sauf pour les soléaires de 90J (figures 25 et
26).

Caracteéristiques de la composante contractile :

A 25 jours, la dénutrition entraine une réduction de la force
développée lors du twitch et lors du tétanos dans les deux muscles alors
qu’a 90 jours, seul I’EDL des rats dénutris a une force développée
inférieure aux EDL des rats normonutris. Lorsque la force tétanique est
relativisée par rapport au poids du muscle, aucune différence n’est
observée sur les soléaires de 25 et 90 jours ; par contre on peut noter une
augmentation de ce parametre sur les EDL de 90 jours (tableau 2). La
dénutrition n’a pas modifiée les cinétiques du twitch excepté pour les
soléaires de 25 jours pour lesquelle CT et HRT sont augmenteés.

Les tests de fatigue ont montré une augmentation de la résistance a
la fatigue lice a la dénutrition sur les seuls muscles soléaires de 25 jours
(tableau 3).

La vitesse maximale de raccourcissement est augmentée sous [’effet
de la dénutrition dans les muscles soléaires et EDL de 25 jours

uniquement (figure 27).

Caractéristiques de la CES :

La dénutrition n’a pas modifié les caractéristiques de la CES des
soléaires et EDL de 25 et 90 jours. Seule [’extension maximale est
augmentée sous [’effet de la deénutrition sur les soléaires de 25 jours

(tableau 4).
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Caractéristiques de la CEP :

La détermination des contraintes passives pour les deux tests réalisés
montrent une augmentation de la raideur des muscles soléaires et EDL a
25 jours ; aucune différence dans ces parametres est observée entre les

muscles dénutris et normonutris a 90 jours (tableau 5 et 6).

Caractéristiques typologiques :

La dénutrition n’a pas entrainé une modification dans la distribution
des différents types de fibres dans les deux muscles aux deux dges étudiés.
Par contre, la surface de section des différents types de fibres sont

inférieurs dans les muscle dénutris par rapport aux muscles normonutris.

4.3.5 Discussion

La dénutrition entraine une réduction de poids musculaire a 25 et 90
Jjours alors qu’une réduction de la force développée n’est observée qu’a 25
Jjours pour les soléaires et a 25 et 90 jours pour les EDL, révélant ainsi un
effet différent de la dénutrition précoce sur le muscle tonique et le muscle
phasique. Cette différence observée peut étre attribuée a une plus grande
sensibilité des fibres rapides a la privation nutritionnelle telle que I’a noté
Lefaucheur et al (2003). De plus, I’augmentation de la force tétanique
relative observée sur I’EDL de 90 jours peut signifier une plus grande
activité locomotrice des rats dénutris, augmentation qui a été observée
dans [’étude précedente.

Les modifications dans la cinétique du twitch observées sur le
soléaire de 25 jours des rats deénutris sont a relier a d’éventuelles
altérations dans les cinétiques calciques dans la mesure ou ni les
caractéristiques hystologiques, ni les caractéristiques de la CES sont
modifiées par la dénutrition. Dans ce sens, Harrison et al (1996) ont
montré une réduction de la concentration de pompe calcique présente au
niveau de la membrane du réticulum sarcoplasmique liée a la un état
d’hypotiroidisme semblable a la dénutrition.

L’augmentation de la résistance a la fatigue observée sur les
soléaires de 25 jours dénutris sont en opposition avec les résultats de

Bissonette et al (1997) et de Lefaucheur et al (2003) alors qu’une telle

74



augmentation a été rapportée par Brozanski et al (1993) et Wank et al
(2000). Ces deux dernieres études, qui se rapprochent plus de nos
conditions expérimentales du point de vue de la période pendant laquelle
la dénutrition est imposée, laissent suggérer des modifications dans le
métabolisme musculaire. Ainsi, une préservation voire une augmentation
de la capacité oxydative dans les fibres lentes des animaux dénutris a été
rapportée (Lefaucheur et al, 2003 ; White et al, 2000).

On note une augmentation de Vmax dans les muscles soléaires et
EDL de 25 jours des animaux dénutris. Cette augmentation est
surprenante de part la non modification des caractéristiques typologiques
des muscles par la dénutrition. Cependant, la technique utilisée pour la
caractérisation des fibres musculaires ne permet pas de révéler les fibres
embryonnaires et/ou néonatales, proportion de fibres pouvant étre
importante dans les muscles dénutris de 25 jours. En effet, la persistence
de ’expression de formes embryonnaires et indifférenciées a été rapportée
par Lefaucheur et al (2003) et par White et al (2000). Selon Harrison et al
(1996), une réduction de [’hormone T3 semblable a celle lice a la
dénutrition entraine aussi un retard dans la différenciation des fibres.
Enfin, une altération du rapport des chaines légeres de myosine
MLC3f/MLC2f pourrai aussi influencer la Vmax, Bottinelli et al (1994)
ayant montré l'influence de ce rapport sur la vitesse de raccourcissement
sous charge nulle dans les fibres rapides.

Les caractéristiques de la CES ne sont pas modifiées par la
dénutrition. Par des techniques d’hypo ou d’hyperactivité, une
augmentation de la compliance de la CES est généralement associée, au
moins en partie, a une augmentation de la proportion du muscle en fibre
rapide, augmentation qui entraine par ailleurs une augmentation de la
Vmax (Pousson et al, 1991 ; Canon et Goubel, 1995). Dans notre étude, il
a été montré une augmentation de la Vmax sans modification visible des
caracteristiques histologiques des muscles dénutris a 25 jours. Si, comme
il est suggeré plus haut, il y a un retard dans le processus de maturation
des fibres mais qui n’aurrai pu étre identifié par la technique histologique
utilisée, il pourrait alors y avoir une modification de la compliance de la

partie active de la CES qui serai alors compensée par une modification
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inverse de la compliance de la partie passive de la CES. Cette hypothése
est confortée par [’augmentation de raideur de la CEP observée chez les
muscles du méme dge sous [’effet de la dénutrition, augmentation pouvant
étre due a une augmentation du contenu en collagene aussi bien dans le
muscle que dans le tendon représentant la partie passive de la CES.
Comme il est suggéré plus haut, I’augmentation de la raideur de la
CEP des muscles de 25 jours due a la dénutrition peut étre la conséquence
d’une augmentation de la quantité de collagéne musculaire et/ou a une

modification de la protéine de Titine ou des protéines de structure.
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4.3.1 Obtencido dos Animais e Grupos Experimentais

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

Para os experimentos realizados na UTC, matrizes fémeas e ratos machos Wistar
foram adquiridos diretamente do fornecedor (ELEVAGE JANVIER, Franga), j4 com a
idade adequada para reproducido, para serem acasalados no biotério daquela instituigao,
a fim de obter as ninhadas e submeté-las aos procedimentos de manipulag¢do nutricional
e avaliacdo da biomecanica muscular. Os protocolos utilizados neste estudo foram

aprovados pelo Comité de Etica, Higiene e Seguranca da UTC.

Os animais utilizados em experimentacdo na UTC receberam a dieta padrio
local (Teklab — HARLAN®, contendo 18% de proteina). Apds o nascimento dos
filhotes, as fémeas lactantes que iriam formar o grupo Desnutrido (D) passaram a
receber a dieta hipoprotéica durante todo o periodo de aleitamento. As ninhadas foram

constituidas segundo os mesmos critérios expostos no item 4.1.1.

Apods o desmame, as ratas-mdes foram sacrificadas e seus filhotes passaram a
receber a dieta padrdo do biotério, até completarem as idades onde a avaliagdo das
propriedades biomecéanicas do musculo esquelético seriam realizadas, aos 25 ou 90 dias

pOs-natais.
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4.3.2 Materiais e Métodos de Avaliacio Biomecéanica

Os ratos foram anestesiados, via intraperitoneal, com pentobarbital de sodio
(3mg/100g de peso corporal do animal). A partir de uma incisdo longitudinal na face
lateral da pata posterior, o0 musculo solear ou o extensor longo dos dedos (EDL) sdo
dissecados e seccionados nos tenddes, para utilizacdo na andlise histologica ou
biomecanica.

O musculo ¢ cuidadosamente excisado da pata do animal, pesado em balanga
digital (Sartorius CP64 ©, maximo 64g, divisio 0,Img) e colocado em uma cdmara
contendo solu¢do de Ringer (em millimoles: NaCl 115, NaHCO; 28, CaCl, 2.5, MgSOq4
3.1, KCl, 3.5, KH,PO4 1.4, Glicose 11.1) mantido a 25°C e com pH de 7.3. A solugéo
recebe constantemente uma mistura de gases de 95% de O, e 5% CO,.

Dentro desta camara, que faz parte do ergometro (figura 20), o musculo ¢
montado horizontalmente, com a parte distal fixada a um transdutor de for¢a. Sua
extremidade proximal sera conectada a um captor de deslocamento, parte movel de um
moédulo vibrante eletromagnético, que vai permitir o controle de alteragdes no
comprimento durante a contragdo isométrica. O musculo ¢ ajustado a um comprimento
6timo (Ly), definido como o comprimento no qual a tensdo de twitch maxima (P;) serd

desenvolvida.
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Figura 20: representagdo esquematica dos componentes do ergometro para avaliagdo do
musculo isolado.

Um estimulo tetanizante de freqiiéncia 6tima (80 Hz) sera liberado com duragio
determinada segundo o musculo avaliado, em intervalos de 5 min para dois eletrodos de
prata em paralelo, colocados dentro da cuba que contém o musculo, e conectados com
polaridade alternada para evitar eletrdlise. Os pulsos serdo supramaximos (estimulos
elétricos numa intensidade mdaxima, para garantir que todas as fibras estardo

respondendo) e com duragdo de 0,5 ms.

Caracteristicas contrateis e elasticas foram avaliadas utilizando uma série de
duplas liberagdes no comprimento imposto ao musculo, a partir de Ly. O movimento do
ergometro é disparado quando a tensdo tetdnica (Py) estd completamente desenvolvida
(800ms ou 400 ms apds o inicio da estimulag¢do do solear ou EDL, respectivamente).

Uma primeira liberagdo ocorre de forma rapida (30 cm.s 1), ocasionando uma queda na
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for¢a, sendo o valor minimo de for¢a P mensurado. Imediatamente apds esta primeira
liberagdo, o musculo ¢ novamente encurtado numa velocidade (V) constante, ajustada
de forma a se obter um plato na linha de registro da tensdo que ¢ desenvolvida (Figura

21).

Po
100msec

Lo

Figura 21 : Curva tipica de forca obtida para a relagdo forca/velocidade, durante o teste de
double controled release. O tracado inferior (em verde) indica a variagdo de comprimento do
musculo durante o teste: contracdo isométrica, seguida de liberacdo rapida do comprimento
(AL) e uma segunda libera¢do a velocidade constante (V). O tragado superior (em laranja),
indica a variacdo de forca durante o platé tetdnico (Py), ¢ no momento das liberagdes de
comprimento (P e Pv)

Para testar a resistencia do CES, as curvas de tensdo-extensdo foram construidas
a partir da varia¢do de comprimento normalizado em relago ao Ly (AL/Ly .10%), versus
a tensdo relativizada (P/Py ), conforme apresentado nas figuras 2 e 3 (Introdugdo, parte
1.1.2), através de 10 a 15 liberacdes de diferentes amplitudes. Os dados sdo inseridos
em uma func¢do polinominal de 3* ordem e a rigidez do musculo serd avaliada
computando a relagdo (Al/ AP) a uma Py e 0,2 Py e a extensdo maxima (Al max), isto &,

a liberagdo minima requerida para se obter uma tensao igual a zero.
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A area sob a curva, que representa a energia potencial madxima armazenavel no
CES, foi também calculada. De acordo com a equagdo de Hill (1938), [(P + a)(v + b) =
(Py +a)b], uma linearizagdo da curva velocidade-for¢a sera desenvolvida colocando
para cada isovelocidade de encurtamento (v) a tensdo normalizada (P/Py), versus a
propor¢do (Py - P) / v . Py. Os dados foram inseridos em uma func¢do linear e a
velocidade maxima de encurtamento (Vmax) foi computada utilizando andlise de
regressdo. As medidas das caracteristicas contrateis do musculo também incluem a
analise do tempo de contragdo (C7), do tempo de meio-relaxamento (HRT) e da forga
obtida (Pt) durante o twitch (figura 22).
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Figura 22: Representacdo grafica do tragado obtido durante o teste de Twitch (CT=
tempo de contracdo; HRT= valor obtido a 50% do tempo de relaxamento; Pt= forca
maxima)

O teste de fadiga foi realizado através de um protocolo semelhante ao descrito
por Burke (1973). Pulsos com frequencia de 40Hz e 330 ms de duragdo foram aplicados
durante dois minutos, sendo um pulso a cada segundo. A resisténcia a fadiga foi
quantificada através da mensuragdo da tensdo produzida a cada 5 segundos. O indice de

resisténcia foi calculado como a tensdo produzida a cada 30 s (ou seja, 30, 60, 90 e 120

seg apods o inicio do teste), dividida pela tensdo produzida durante o primeiro segundo.
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Para avaliagdo dos musculos em estado passivo (CEP), os musculos foram
posicionados no ergdmetro num comprimento denominado de Slack (Ls), ou seja,
aquele no qual se observa o inicio do desenvolvimento da tensdo passiva, o que se
verifica com auxilio de um osciloscdpio. Convencionou-se como tensdo média para o
inicio de cada teste o valor de 5 a 8 mN. Na avaliacdo do CEP foram realizados dois

testes.

O primeiro teste, chamado de relaxamento, consiste em aplicar um unico
estiramento rapido (160 mm/s) a partir de Ls (14% da Ls), mantendo-o nessa extensao
por um periodo de 80 s, para entdo ser relaxado a posi¢do inicial Ls. A resposta deste
teste ¢ caracterizada por um pico de forca, denominado Fd ou for¢a dindmica, que € o
primeiro dado a ser analisado. Um segundo ponto caracteristico corresponde a forca
atingida no final do platé de estiramento, onde se observa um relaxamento: trata-se da

forca estatica ou Fs (Figura 23).

T e T

14%
Fd

A if Fs ¢ I
prem— —

8805

Figura 23 - Representagdo esquematica do Teste de Relaxamento, indicando o estiramento
mantido (linha superior) e as for¢as desenvolvidas pelo mutisculo, Dindmica (Fd) e Estatica (Fs)
(linha inferior).

O segundo teste ¢ o chamado Estiramento em Rampa, ou “quase-estatico”. A
partir do Ls, o musculo ¢ lentamente estendido, a uma velocidade de 0,2mm/s, até
atingir um estiramento de 14% de sua Ls. A partir deste maximo, sem que houvesse

manuten¢do de um platd, o musculo retorna lentamente, na mesma velocidade de
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0,2mm/s, ao seu comprimento Ls. Para a andlise, levou-se em consideracdo a forca

desenvolvida durante o pico de estiramento (Figura 24).
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0.8 14 _
0.7 - 135 E
= 0.6 13 E
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P 04 - +2 g
£ 03 115 E
0.2 - 11 5
0.1 - 105
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Figura 24 - Representagdo esquematica do Teste de Estiramento Quase Estatico, indicando o
estiramento lento (superior) e o pico de for¢a desenvolvida pelo musculo (Fs) (inferior).

Cada teste era repetido trés vezes, guardando-se um intervalo de 5 minutos de
repouso entre cada um. Os dados da ultima avaliagdo em cada teste foram utilizados
para analise, sendo os dois primeiros estiramentos realizados para limitar artefatos
decorrentes da tixotropia. O valor méaximo de 14% estiramento foi escolhido apos
algumas tentativas em experimentos-piloto: embora seja descrito na literatura valores
maiores de estiramento (Bensamoun et al, 2006), foi verificado em nossos ensaios que
os musculos de ratos jovens, particularmente os desnutridos, ndo suportavam bem tal
estresse mecanico, chegando a sofrer danos estruturais ou até mesmo a se partir.

Além dos valores de forca Fd e Fs, para a avaliagdo da tensdo desenvolvida pelo
musculo em resposta ao estimramento passivo ¢ necessario utilizar algum método de
relativizagdo. Embora os valores de forga muscular sejam usualmente relativizados por

meio da area tedrica de sec¢do tranversal, o fato de serem utilizadas duas idades onde o
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crescimento do animal toma propor¢des importantes foi discutido antes de se resolver
pela maneira através da qual a forca muscular seria normalizada. A equacdo para
determinar a area tedrica de sec¢do tranversal de um musculo é Ly . M/ 0,62 . 1,06 onde
Lo € o comprimento do musculo, M a massa, 0,62 uma constante para o musculo solear
(para o EDL utiliza-se 0,44) e 1,06 um valor constante. Levando em considera¢do que
esta formula foi desenvolvida para um musculo adulto, o que torna seu uso questionavel
nos animais neonatos, que L, teve pouca variacdo intra-grupos € que a massa do
musculo faz parte desta forma de avaliagdo, consideramos mais adequado utilizar a
relativizagdo da tensdo passiva (F) desenvolvida com relagdo ao peso do musculo (pM),
ou seja F/pM, no tratamento dos nossos dados. Assim, em resumo, os dados da CEP a
serem analisados serdo a forca dindmica (Fd), a for¢a estatica (Fs) e a tensdo passiva
relativizada (F/pM).

Para andlise estatistica dos dados obtidos, foi utilizada a ANOVA two-way,
seguida do Teste de Comparagdes Multiplas para verificacdo de diferengas dentro dos

grupos, utilizando o software StatGraphics®.

4.3.3 Material e Métodos para Analise Histoquimica

Apos excisados, os musculos foram imersos em isopentano a baixa temperatura, e
depois congelados em nitrogénio liquido até serem examinados.

Com um criétomo, mantido a -20°C, foram obtidas sec¢des tranversas (10pum), e
coradas em ATPase miofibrilar célcio-ativada (mATPase), apds pré-incubagdo em
diferentes niveis de pH. As fibras musculares foram classificadas de acordo com a

intensidade de reagdo a ATPase apds a pré-incubagdo em meio alcalino (pH 10,3) ou
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acido (pH 4,3 e 4,6), nos trés tipos principais, levando em consideracdo o percentual de
fibras do tipo I em relagdo ao conjunto de fibras do tipo II (Pierobon-Bormioli et al,
1981) .

ApoOs a preparagdo das laminas, as imagens das células musculares foram
registradas em computador utilizando o sistema de analise de Imagens QWin Leica®. A
composi¢do muscular por tipos de fibras foi determinada através da contagem de
aproximadamente 1000 fibras por musculo, em campos regularmente distribuidos sobre
a amostra. A area de seccdo transversal foi aferida, para comparacdo entre os grupos
nutricionais da area de cada tipo de fibra.

Os dados desta andlise sdo apresentados em média e desvio padrdo, e analisados
estatisticamente através do software Statgraphics®. Uma andlise de varidncia two-way
foi realizada para avaliar a influéncia da idade, do tipo de musculo e do estado
nutricional. Em caso de diferenga significativa, uma analise post hoc foi realizada
através do teste de comparacdes multiplas, assumindo um nivel de 95% para admitir

uma diferenca estatistica.

4.3.4 Andlise dos Resultados

Peso Corporal e Muscular

O peso corporal dos animais N aos 90 dias de idade mostrou-se aproximadamente
quatro vezes maior, quando comparados aos de 25 dias (95,2 + 2,4 g aos 25 dias e 460,1
+ 14,6 g aos 90 dias, p<0.05). Neste mesmo grupo, esta evolucdo foi acompanhada por

um aumento semelhante tanto no peso do musculo solear quanto no EDL (solear: 63,3 £
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1,5mg aos 25 dias, 232,1 + 7,1 mg aos 90 dias, p<0,05; EDL: 50,9 + 1,6mg aos 25 dias,
240,9 + 6,9mg aos 90 dias, p<0,05) (figura 24).

No grupo D, a evolucdo foi semelhante, sendo os pesos corporais de 55,8 + 6,73¢g
aos 25 dias e 363,5 + 28,59¢g aos 90 dias. (p<0,05). O peso do musculo solear foi de
35,75 + 5,84mg aos 25 dias e 203,62 £+ 26,09mg aos 90 dias (p<0,05). Para o EDL, o
peso foi de 27,67 + 7,24mg aos 25 dias e 183,81 £ 18,82mg aos 90 dias (p<0,05) (figura
25).

De forma interessante, a evolugdo do peso em relagdo a idade mostrou-se diferente
no solear ¢ no EDL, quando o peso do musculo foi relativizado em relagdo ao peso
corporal. Em ambos grupos nutricionais, o peso relativizado do solear diminuiu aos 90
dias, comparado aos 25 dias (N: 0,65 = 0,01mg/g aos 25 dias, 0,5 + 0,0mg/g aos 90 dias,
p< 0,05). D: 0,65 + 0,02mg/g aos 25 dias, 0,54 /g £ 0,0mg/g aos 90 dias, p< 0,05). No
EDL, nenhuma diferenca foi observada (N: 0,52 + 0,01mg/g aos 25 dias, 0,5 = 0,0mg/g
aos 90 dias; D: 0,52 + 0,04mg/g aos 25 dias, 0,51 = 0,0mg/g aos 90 dias) (figura 26).

Se comparados os dois grupos nutricionais, o grupo D apresentou-se reduzido em
relacdo ao N, em ambas idades, tanto para os pesos corporais quanto dos musculos
(p<0,05). Comparando o peso muscular relativizado com o peso corporal, observou-se
diferenca significativa apenas no solear aos 90 dias, que se mostrou aumentado no

grupo D (p<0,05) (figura 26).
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Figura 25: Evolugéo dos pesos musculares nos musculos solear ¢ EDL em ratos aos 25 e 90 dias
de idade, normo (N) ou desnutridos (D). Valores expressos em média + desvio padro; § indica
diferenca entre as idades de 25 e 90 dias. . *: indica diferenca entre os grupos N e D, na mesma
idade, com p<0,05.
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Figura 26: Evolugdo dos pesos musculares relativivos nos musculos solear e EDL em ratos aos
25 e 90 dias de idade, normo (N) ou desnutridos (D). Valores expressos em média + desvio
padrio§ indica diferenca entre as idades de 25 e 90 dias. . *: indica diferenca entre os grupos N
e D, na mesma idade, com p<0,05.
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Forga e caracterizagdo do Twitch

No grupo N, as tensdes desenvolvidas durante o twitch e o tétano foram
significativamente mais elevadas aos 90 dias em relacdo aos 25 dias, tanto para o
musculo solear quanto para o EDL (p<0.05, Tabela 2). Quando se relativizou a tensao
tetanica em relagdo a massa muscular, entretanto, os resultados indicaram um aumento
na tensao relativa do EDL. Comparando-se os musculos solear ¢ EDL na mesma idade,
observou-se um aumento na tensdo absoluta do twitch e tétano no EDL, duas vezes
maior que no solear. Em relacdo ao CT e HRT, ambos apresentaram um aumento com a
idade no musculo solear, entretanto nenhuma diferencga foi vista no EDL (Tabela 2).

No grupo D, as tensdes absolutas no twitch e tétano foram maiores na idade de 90
dias, comparada aos 25 dias (p<0.05). Ao se relativizar o peso muscular com relacdo ao
peso corporal, entretanto, nenhuma diferenga foi encontrada para o musculo solear nas
duas idades. Os valores de CT e HRT mostraram-se aumentados aos 90 dias no solear
(p<0.05), mas ndo houve diferenca no EDL (Tabela 2). Ao se comparar os dois
musculos na mesma idade, os valores absolutos de for¢a foram sempre superiores no
musculo EDL se comparados ao solear, embora ndo tenha sido encontrada diferenca
estatisticamente significante na idade de 25 dias. CT e HRT mostraram-se diminuidos
no EDL, nas duas idades (Tabela 2).

Na comparagdo entre os dois grupos nutricionais, observou-se que o valor de
tensdo tetanica do solear foi menor (p<0,05) no grupo D aos 25 dias. O twitch, apesar de
mostrar valores 23% menores no grupo D nesta idade, ndo apresentou diferenga
estatisticamente significante. Entretanto, ao se relativizar a tensdo com o peso do
musculo, no solear aos 25 dias ndo se encontra diferenca no tétano, porém a tensdo no

twitch mostrou-se aumentada nos desnutridos (p<0,05). Aos 90 dias, ndo houve
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diferenca entre N e D no solear. Para o EDL, tanto a tensdo tetanica quanto no twitch

mostraram-se diminuidas no grupo D em ambas idades. A tensdo tetdnica relativizada

com o peso, entretanto, foi maior no EDL do grupo D aos 90 dias. CT e HRT foram

mais prolongados nos desnutridos apenas para o musculo solear, aos 25 dias de idade

(Tabela 2).
Pt Py Py/M CT HRT
(mN) (mN) (mN/mg) (ms) (ms)
N, 25 dias 81,9+4 363+ 17 5,76 £0,3 56,5+0,9 72,9+3,6
24) (24) 24) (24) (24)
N, 90 dias 228+ 11 1.441 + 46 627+022 734+1,6 1154+3
21 21 21) 21 (21)
Solear § § § §
D, 25 dias 67,9+5,4 245,5+20,8 6,79 +0,37 64,4+1,67 88,9+32
(12) (12) (12) (12) (12)
D, 90 dias | 239.2+18 1.369 + 60 6,73+022 732+2,838 118,1+55
(13) (14) (14) (13) (13)
§ § § §
N, 25 dias 170 £ 13 516+ 34 10,01 £0,51 233+05 255+0,6
(22) (22) (22) (22) (22)
# # # #
N, 90 dias 909 + 40 2.744 £ 143 11,47+0,49 250+04 258+04
(17) (20) (20) a7 a7
§ # § # § # # #
EDL | D, 25 dias 87,2+ 16 304,5+44,7 1087+1,19 22,8+0,8 259+1,06
(Z) ™) (7) (7 )
D, 90 dias | 727.7+289  2419+1283 1324+0,7 264+15 258+0.8
(12) (12) (12) (12) (12)
§# * §#* §#* # #

Tabela 2 - Tensdo do Twitch (Pt) e do tétano (Py), tensdo relativa no tétano (Po/M), tempo de
contracdo (CT) e tempo de meio-relaxamento (HRT) nos musculos solear ¢ EDL em ratos aos
25 e 90 dias de idade, normo (N) ou desnutridos (D). Valores expressos em média + erro padro
(mimero de sujeitos entre parénteses). §: indica efeito significativo da idade para o mesmo
musculo e grupo nutricional, com p<0,05. #: indica diferenga significativa entre solear ¢ EDL,
na mesma idade e mesmo grupo nutricional, com p<0,05. *: indica diferen¢a entre os grupos N
e D, na mesma idade, com p<0,05.
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Caracterizag¢do da Fadiga

Para o grupo N, conforme a Tabela 3, no musculo EDL ndo se observam
diferencas no Indice de Resisténcia a Fadiga entre as idades 25 ¢ 90 dias. Entretanto,
para o solear, a resisténcia a fadiga mostrou-se aumentada aos 90 dias, aos 60, 90 e 120
seg apods o inicio do teste. Ao se comparar os musculos solear e EDL no grupo N,
observa-se que o EDL se mostrou globalmente mais fatigavel, com diferencas
observaveis a partir do primeiro minuto (Tabela 3).

No grupo D, nio foi encontrada nenhuma altera¢do na resisténcia a fadiga no
musculo solear com relagdo a idade. No EDL a idade de 90 dias, por sua vez, verificou-
se um aumento na resisténcia no 30°s, seguido de uma reducdo deste indice de
resisténcia no 90° e 120° segundos (Tabela 3).

Ao comparar os grupos N e D, verifica-se um aumento na resisténcia a fadiga
dos desnutridos aos 25 dias, apenas para o musculo solear. Ndo houve diferencas

significativas nas outras comparacdes.
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Indice de Indice de Indice de Indice de
Resisténcia | Resisténcia | Resisténcia Resisténcia
30s 60 s 90 s 120 s s
N, 25 dias 82.6+2.9 74.7+3.1 69.4+33 64.1+3.1
(12)
Solear N, 90 dias 90.5+3.9 86.6 +4.1 82.2+44 77.1 £4.1
(7) § § §
D, 25 dias 89,8+ 14 83,5+1,2 79,3 +£1,0 75,5+ 1,7
(10) * * * *
D, 90 dias 90,7 +2,5 84,429 79,6 £33 73,2 +4,7
(%)
N, 25 dias 77.1+34 62.3+3.6 374+39 21.2+3.6
)] # # #
EDL N, 90 dias 81.2+42 583+44 29.0+4.7 16.7+4.4
(6) # # #
D, 25 dias 73,5+1 4 544 +3,6 343+33 212+33
(8) # # # #
D, 90 dias 90,2 +2,4 594+ 1,6 21,5+1,2 8,35+0,5
(5) 8 # § # § #

Tabela 3: indice de resisténcia a fadiga aos 30, 60, 90 ¢ 120 seg de teste, em musculos
solear ¢ EDL de ratos Normo (N) ou Desnutridos (D), nas idades de 25 e 90 dias.
Valores expressos em média + DP (nimero de observagdes entre parénteses). §: indica
efeito significativo da idade para o mesmo musculo e grupo nutricional, com p<0,05. #:
indica diferenca significativa entre solear e EDL, na mesma idade e mesmo grupo
nutricional, com p<0,05. *: indica diferenca entre os grupos N e D, na mesma idade,

com p<0,05.

Velocidade Mdxima de Encurtamento (Vmax)

No grupo controle N, a Vmax diminuiu com a idade, em ambos os musculos

estudados, na ordem de 20% no solear e 22% no EDL. Se comparados os diferentes

musculos, observa-se um aumento significativo na Vmax do EDL em relagdo ao solear,

sendo esse aumento na razdo de 2,5 vezes, nas duas idades avaliadas (Figura 27).
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No grupo D, a Vmax também apresentou aumento com a evolugdo da idade, tanto
no solear quanto no EDL. Comparado ao solear no mesmo grupo nutricional e etario, o
EDL mostrou maiores valores de Vmax que o solear (Figura 27).

O grupo D, comparado ao N, apresentou aumento na Vmax aos 25 dias tanto no
musculo solear quanto no EDL. Aos 90 dias, porém, nenhuma diferenca foi observada

entre N e D (Figura 27).

BN
mD

Vmax (LO/S)

Sol 25d Sol 90d EDL 25d EDL 90d

Figura 27 : Velocidade Maxima de Encurtamento (Vmax) obtida em musculos solear e EDL de
rato, aos 25 e 90 dias de idade, em animais Normo (N) ou Desnutridos (D) (niimero de
observagdes entre parénteses). §: indica efeito significativo da idade para o mesmo musculo e
grupo nutricional, com p<0,05. #: indica diferenga significativa entre solear ¢ EDL, na mesma
idade e mesmo grupo nutricional, com p<0,05. *: indica diferenca entre os grupos N e D, na
mesma idade, com p<0,05.

Propriedades do Componente Elastico em Série

Como se pode observar na figura 27, as curvas de tensdo-extensdo estabelecidas
tanto para o musculo solear quanto para o EDL apresentam uma forma ndo linear,
demonstrando uma reducdo na forca produzida (P/P0O) quando o comprimento imposto

ao musculo diminui (AL/LO) (Figura 28).
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Figura 28 - Curvas tipicas da relagdo Tensdo-Extensdo, obtidas em muisculos solear de rato a
idade de 25 dias, normais (N) ou desnturidos (D)

No grupo N, tanto o solear quanto o EDL mostraram-se mais resistentes a
extensdo aos 90 dias que aos 25 dias (Tabela 4). Este aumento na resisténcia a extensao
do CES devido ao crescimento foi confirmado pelo célculo da extensibilidade
relativizada no nivel 0,2 Py, assim como pelo fato de que a extensdo maxima (Dmax)
também se apresentou menor aos 90 dias do que aos 25 dias, nos dois musculos. A
reducdo na 4rea sob a curva no solear de 90 dias também confirma o citado aumento da
resisténcia a extensdo dos elementos elasticos em série em relagdo a idade de 25 dias.
Comparando os musculos solear e EDL, este tltimo se apresentou sempre com maior
extensibilidade, nas duas idades avaliadas (Tabela 4).

No grupo D a idade influenciou de forma semelhante o CEP. Observou-se um
aumento da resisténcia a extens@o aos 90 dias de idade, tanto do solear quanto do EDL,
conforme demonstrado pela redug¢do na extensibilidade ao nivel de 0,2Py. A Dmax

mostrou-se igualmente diminuida aos 90 dias, em ambos os musculos. Ndo se observou
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diferenga na Dmax. A comparacdo entre o solear ¢ 0 EDL no grupo D demonstra que,
como no grupo N, o EDL também apresenta maior extensibilidade que o solear, nas
duas idades avaliadas (Tabela 4).

A comparagdo entre N e D, o unico parametro que apresentou diferenca
significativa foi a Dmax, que se mostrou aumentada tanto aos 25 quanto aos 90 dias no

musculo solear do grupo D. EDL ndo sofreu alteragdes relacionadas a desnutrigao.

Extensibili- Extensibili- Area Extensio
dade em Py dade em (AL/Lo).(P/Pg).10*  Méxima
(Lo/Po).10? 0.2P, (Dmax)

(Lo/Po).10?

(% Lo).10*

N, 25dias 1,3 +0,03 2,6 +0,1 83 +2 2,22 + 0,06
(12)
N, 90 dias 1,15+0,03 2,1 +£0,05 69 +2 1,78 + 0,05
Solear (12) § § §
D, 25dias  1,3+0,07 2,84+0,2 8542 2,6 +0,24
(6) *
D, 90 dias 1,18 +0,05 2,3+0,1 74 +2 2,15+ 0,08
(7) # § # # §#*
N, 25dias  1,60+£0,09 3,24+0,13 101 +4 2.83+0,11
(10) # # # #
N, 90 dias 1,75+0.07 2,62+ 0,20 9247 2,40 + 0,09
EDL (11) # § # # § #
D,25dias  1,65+02  3,54+0,07 105+5 2,98 + 0,09
(5)
D, 90 dias 1,84+0,09 2,86+0,14 100 + 4 2,51 £0,01
&) B § # # § #

Tabela 4 : Propriedades de tensdo/extensdo dos musculos solear e EDL de rato, aos 25 ¢ 90 dias
de idade, em animais Normo (N) ou Desnutridos (D). Valores expressos em média = DP
(nimero de observagdes entre parénteses). §: indica efeito significativo da idade para o mesmo
musculo e grupo nutricional, com p<0,05. #: indica diferenca significativa entre solear ¢ EDL,
na mesma idade e mesmo grupo nutricional, com p<0,05. *: indica diferenca entre os grupos N
e D, na mesma idade, com p<0,05.

Propriedades do Componente Eldstico em Paralelo

No grupo N, os valores de for¢a Forca no teste de relaxamento apresentam-se

estabilizados entre as idades de 25 e 90 dias, com exce¢do da Fd no solear, que
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diminuiu (Tabela 5). No teste de estiramento em rampa, a forca se mantém no solear aos
90 dias, porém diminui no EDL nesta idade (tabela 6). A tensdo relativizada diminui

com a idade em ambos os musculos, nos dois testes realizados (tabelas 5 e 6).

O grupo D apresentou um comportamento diferente na produgdo de forca com
relacdo a evolucdo da idade: ambos os musculos apresentaram reducdo da Fd e Fs
(tabelas 5 e 6). A tensdo relativizada pelo peso muscular diminuiu igualmente. As
diferencas verificadas entre solear ¢ EDL s@o coerentes com o perfil de cada musculo,
onde o EDL desenvolve sempre uma forca mais elevada se comparado ao solear na

mesma idade (tabelas 5 ¢ 6).

A desnutri¢do induziu globalmente a um aumento na Fd e Fs na idade de 25 dias

em ambos os musculos, com aumento também na tensao relativizada (tabelas 5 ¢ 6).

Forca/ Valores Absolutos Tensdo/ Val. Relativizados

Fd (mN) Fs (mN) Fd/pM (N/g)  Fs/pM (N/g)
N, 25 dias 147438 87 +£19 2,57+ 0,85 1,05 +0,41
(8)
N, 90 dias 141+31 51+15 0,58 £0,18 0,21 £ 0,07
Solear (8) § § §
D, 25 dias 260+52 92+17 5,92 +1,03 2,08 £0,35
D, 90 dias 132425 4349 0,71 £ 0,16 0,23 +£ 0,06
(6) § § § §
N, 25 dias 569+104 251451 13,14+£235 | 5,83+£1,20
(8) # # # #
N, 90 dias 588+54 169421 2,33 £0,40 0,67 +0,14
EDL 9 # # § # §
D, 25 dias 756107 338457 2527+4,14 | 11,29+2,11
4) #* # #* #*
D, 90 dias 606+142 163+49 3,38 +£ 0,64 0,67 +0,91
(8) § # § # § # §
Tabela 5 - Teste de Relaxamento: valores absolutos e relativizados em relagdo ao peso

muscular (F/M) de tensdo passiva em resposta a um estiramento rapido de 14% a partir do L,
desenvolvida pelos musculos solear ¢ EDL de rato, aos 25 ¢ 90 dias de idade, em animais
Normo (N) ou Desnutridos (D). Valores expressos em média + EP (numero de observacdes
entre parénteses). §: indica efeito significativo da idade para o mesmo musculo e grupo
nutricional, com p<0,05. #: indica diferenca significativa entre solear e EDL, na mesma idade e
mesmo grupo nutricional, com p<0,05. *: indica diferen¢a entre os grupos N e D, na mesma
idade, com p<0,05.
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F (mN) F/pM (N/g)

N, 25 dias 70 +£20 1,18+ 0,43
(15)
N, 90 dias (8) 70 £ 20 0,28 £ 0,08
Solear §
D, 25 dias (4) 120 + 30 2,79 + 1,06
*
D, 90 dias (7) 70 £+ 20 0,35+0,10
N, 25 dias 250 +£90 5,65+2,14
(12) # #
N, 90 dias (9) 200 £ 50 0,84 +0,29
EDL §# §
D, 25 dias (4) 420 + 40 12,94 + 1,25
#* #*
D, 90 dias (8) 180 + 60 1,04 £0,31
# §

Tabela 6 - Teste de Estiramento em Rampa (estiramento quase-estatico): forca desenvolvida a
14% do estiramento imposto, em valores absolutos (F) e relativizados (F/pM) em relagdo ao
peso dos musculos solear ¢ EDL de rato, aos 25 e 90 dias de idade, em animais Normo (N) ou
Desnutridos (D). Valores expressos em média £ DP (nimero de observacdes entre parénteses).
§: indica efeito significativo da idade para o0 mesmo musculo e grupo nutricional, com p<0,05.
#: indica diferenca significativa entre solear ¢ EDL, na mesma idade e mesmo grupo nutricional,
com p<0,05. *: indica difereng¢a entre os grupos N e D, na mesma idade, com p<0,05.

Analise Histologica

Para evitar erros de interpretagdo quanto a intensidade de coloracdo das fibras
IIa e IIb, tanto a propor¢do quanto a area de sec¢do transversa foram agrupadas para fins
de analise.

A proporg¢do de fibras tipo I aumenta com a idade no musculo solear (59% aos
25 dias € 90% aos 90 dias, p<0,05), e diminui no EDL (5,7% e 3,6%, respectivamente,
p<0,05). Nos desnutridos, a propor¢do de fibras evoluiu de forma semelhante (solear 25
dias: 60%, 90dias: 89,5%; EDL 25 dias: 5,8%, 90 dias: 3,8%, p<0,05)., sem diferenca
entre os grupos N e D.

As fibras de tipo II apresentaram a seguinte evolu¢do com a idade: diminuiram
no solear (40,7% aos 25 dias e 9,6% aos 90 dias, p<0,05), e aumentaram no EDL
(94,3% aos 25 dias e 96,4% aos 90 dias, ns). Nos desnutridos, a propor¢do de fibras tipo

II evoluiu de forma semelhante: diminuiu no solear (25 dias: 39,5%, 90dias: 10,45%,
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P<0,05) E aumentou no EDL (25 dias: 94,2%, 90 dias: 96,2%, p<0,05)., sem diferenca
entre os grupos N e D.

A area de sec¢do tranversa das fibras do tipo I aumentou significativamente com
a idade, para os musculos solear ¢ EDL nos grupos N e D (p<0,05).

Comparando a area de sec¢do tranversa das fibras do tipo I entre N e D,
observou-se uma reducdo em D no solear, tanto aos 25 quanto aos 90 dias de idade (N:
1124pm* x D: 525um?, aos 90 dias, N: 3600um, D:2210pum?, p<0,05). No EDL,
também houve redugio da 4rea no grupo D, mas sem diferenga aos 25 dias ( N:321pm?,

D:230;,Lm2 aos 25 dias, ns; aos 90 dias, N: 1205um2, D:981um2, p<0,05).

4.3.5 Discussio

O periodo entre a idade do desmame e a idade adulta é marcado por grandes
mudangas, tanto no crescimento quanto na maturacdo de fungdes fisioldgicas. O
crescimento corporal e muscular seguem um trajeto continuo, embora com ritmos
diferentes. Podem ser observados diferentes ritmos de crescimento entre diferentes
musculos, como podemos verificar entre o solear e EDL no presente trabalho: na
relag@o peso muscular/peso corporal observa-se uma diminui¢do no solear aos 90 dias,
mas ndo se encontram diferencas no EDL quando comparadas as diferentes idades. As
diferentes fun¢des dos musculos solear ¢ EDL podem justificar essa diferenca no ritmo
de crescimento: enquanto o solear desempenha uma fun¢do predominantemente
postural, o EDL se relaciona a deslocamentos em marcha; portanto, o solear é um

musculo constantemente ativado durante todo o periodo de vigilia desde o inicio da
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capacidade de sustentagdo do animal ja nas primeiras semanas pos-natais (Brocard et al,
1999), enquanto que o EDL passa a ser recrutado com maior intensidade apods a
aquisicdo da marcha, o que ocorre aproximadamente da metade ao final do periodo de

aleitamento (Gramsbergen, 1998).

Os animais desnutridos apresentam diminui¢cdo dos pesos corporal e muscular
aos 25 dias de idade e, apesar de demonstrarem uma certa recuperagdo do peso corporal
e muscular aos 90 dias, permanecem com ambos os parametros diminuidos com relagdo
aos animais normonutridos. Este resultado ja foi relatado em estudos anteriores (Lago
et al, 1997; Barros et al, 2006) e demonstra o quanto a desnutri¢do durante periodos
criticos do desenvolvimento pode ter consequéncias duradouras. Observa-se que a
desnutri¢do ndo influenciou o ganho de peso do musculo solear entre 25 e 90 dias,
chegando a determinar um aumento significativo da relagdo peso muscular/peso
corporal nos animais desnutridos na idade de 90 dias, comparados aos normonutridos.
Este fenomeno nio foi observado no EDL, o qual se conserva sempre abaixo da linha de
evolucdo dos musculos normonutridos. Achados semelhantes foram descritos por
Layman et al (1981) e Bedi et al (1982). Dwyer e Stickland (1992) sugerem ser a
aparente preservagdo do solear devida a predominancia de miotubos primarios como
origem das fibras tipo I -predominantes neste tipo de musculo-, mais antigas
ontogeneticamente e, portanto, mais preservadas de influéncias ambientais que as fibras
secundarias. Diversos estudos demonstram que a desnutri¢do precoce leva a diminuicio
do peso muscular em mamiferos como ovelhas (Greenhold et al, 2000), porcos
(Lefaucheur et al, 2003) e ratos (Wilson et al, 1988; Yamaguchi et al, 1993; Silvado e
Werneck, 2006). Estes efeitos parecem persistir por periodos prolongados, € quando a
desnutri¢do ¢ imposta durante a fase pré-natal ou de aleitamento, a recuperagdo ¢ mais

dificil do que quando ocorrre apds o desmame (Bedi et al, 1982; Pond et al, 1990).
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Mesmo em humanos, existem evidéncias de que o baixo peso ao nascer esta relacionado

a redu¢@o na massa muscular na idade adulta (Hediger et al, 1998).

Se a desnutricdo € imposta no periodo pos-natal, como foi realizado no presente
trabalho, os efeitos sdo menos pronunciados quanto ao numero e proporcao de fibras
musculares, mas o peso corporal e muscular sdo afetados (Layman et al, 1981;
Yamaguchi et al, 1996; Silvado e Werneck, 2006). Nesse sentido de influéncia negativa
da desnutricdo sobre o crescimento, existem relatos sobre redugdo na sintese protéica de
miofibrilas e reticulo sarcoplasmatico, com retardo no crescimento por
indisponibilidade de substrato (Glore e Layman, 1983; Fiorotto et al, 2000). O
crescimento longitudinal de fibras ndo parece ser afetado pela desnutricdo, mas a

reducdo na area de seccdo transversa € evidente (Silvado e Werneck, 2006).

Nossa andlise histologica revelou que a desnutricdo induzida no periodo
neonatal reduziu a area de sec¢do tranversal das fibras musculares, mas ndo demonstrou
modifica¢des na tipologia de fibras. Entretanto, a coloragdo através da reacdo ATPase
miofibrilar, metodologia empregada no presente trabalho, ¢ um método passivel de
falhas, principalmente quando os musculos a serem avaliados podem potencialmente
apresentar alteracdes metabolicas. Ligeiras modificagdes na acidez do meio podem
alterar as reacgdes e dificultar a identificagdo de subtipos de formas rapidas, mais ainda
de tipos indiferenciados (White et al, 2000; Silvado e Werneck, 2006). E interessante o
uso de técnicas mais precisas, como a imunohistoquimica, para determinar com maior

acuracia os efeitos da desnutri¢do sobre as fibras de contragdo rapida.
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O aumento da for¢ca muscular com a evolugdo da idade, conforme observado
neste trabalho e referido na literatura era previsivel, devido ao crescimento do musculo,
(Close, 1972; Lodder et al, 1993). Entretanto, enquanto a tensdo tetanica relativizada
quanto ao peso muscular (Po/M) ndo apresentou modifica¢des no solear, o EDL de 90
dias desenvolveu maior Poy/M que aos 25 dias. O desenvolvimento da for¢ca muscular
depende do material contratil disposto em paralelo no musculo, sendo a forga
geralmente relativizada com relagdo a area de sec¢do transversa fisiologica (ASTF),
uma vez que esta drea e a forca maxima sdo proporcionais (Powell et al, 1984). A
ASTF, que representa uma area tranversal do musculo perpendicular ao eixo das fibras,
¢ calculada seguindo a equacdo pM/(L, . Lf/Ly . 1,06), onde L{/L, é a proporcao entre o
comprimento da fibra e o comprimento do musculo, e 1,06 ¢ a densidade do musculo
esquelético (Segal e Faulkner, 1985). Entretanto, entre 25 ¢ 90 dias de idade o musculo
¢ submetido a importantes aumentos tanto no peso quanto na sua comprimento € a
modificagdes na sua arquitetura, levando a alteragdes na relagdo Lf/Ly,. No EDL foi
registrada uma redu¢@o de 18% nesta relagdo entre 40 e 120 dias de idade, sendo que na
idade adulta ele apresenta um angulo de penacdo de 10° (Huijing et al, 1994). Assim,
para este musculo penado, um menor aumento no Lf em compara¢do com o Ly pode
levar a um aumento no angulo de penagdo devido a idade, e isto poderia explicar o
aumento na tensdo tetdnica relativa no EDL. No caso do solear, que tem um arranjo
quase paralelo de suas fibras, contribuigdes de alteragdes relacionadas a arquitetura
muscular podem ser consideradas despreziveis (Close, 1964).

Em todas as idades avaliadas, o musculo solear apresentou uma menor forga
tetanica que o EDL, sendo essa diferenca entre musculos lentos e rapidos referida na
literatura (Close, 1972). A forga desenvolvida por unidade de area de seccdo tranversa ¢

menor em fibras lentas do que em rapidas (Bottinelli et al, 1994), e as diferencas entre
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solear ¢ EDL podem ser relacionadas ao tipo de fibra predominantes nestes musculos,
mesmo se outros fatores como a arquitetura muscular possam interferir na produgdo da
forca (Close, 1972). Entretanto, este aumento de forca pode igualmente estar
relacionado com o padrdo de atividade locomotora que o animal desenvolve ao final do
periodo de lactagdo, e que envolve um maior recrutamento de sua atividade (Jamon e

Clarac, 1998; Bewick et al, 2004).

Embora as forcas absolutas tenham aumentado com a idade em ambos musculos
e grupos nutricionais, a desnutricdo causou redug¢do no peso e, consequentemente,
reducdo na forca desenvolvida em ambos os musculos estudados aos 25 dias. A
auséncia de significancia estatistica para a reducdo observada de 17% na forca durante o
twitch no solear desnutrido pode ser justificada pelo grande desvio padrdo encontrado
no presente estudo. E interessante ressaltar que a tendéncia do musculo solear nos
desnutridos em seguir o ritmo de crescimento do grupo normal pode ter influenciado
positivamente a recuperagdo na producgdo de for¢a a idade adulta, onde nio se observam

diferengas entre os dois grupos nutricionais.

A diminui¢do da for¢a absoluta aconteceu de forma mais marcante no EDL,
onde mesmo apos um longo periodo de recuperacdo nutricional, aos 90 dias de idade,
uma reducdo significativa nos valores absolutos de forca ainda era observada. Uma
maior sensibilidade de fibras rdpidas a privagdes nutricionais ja foi relatada, o que
poderia justificar as alteragdes aqui encontradas no EDL, um musculo onde predomina

este tipo de fibra (Lefaucheur et al, 2003).

A forga tetanica relativizada em relagdo ao peso muscular ndo foi alterada pela
desnutri¢do, a ndo ser no EDL aos 90 dias de idade, no qual a for¢a nos desnutridos
apresentou-se aumentada. Isto faz pensar numa estimulagdo funcional pelo aumento na

atividade locomotora com a idade (Walton et al, 1992; Bewick et al, 2004). Uma
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quantidade maior de material contratil em relagdo ao peso do musculo EDL nos

desnutridos poderia ser hipotetizada.

A variacdo nos aspectos da cinética de contracdo muscular, CT e HRT, no que
diz respeito a evolug¢do da idade aqui encontrados, estdo de acordo com a literatura
(Close, 1972, Hennig e Lomo, 1987; Gundersen e Eken, 1992) onde ocorre uma
prolongac¢do na cinética de contragdo em musculos lentos, que acompanha o processo de
diferenciagdo de fibras, com aumento na propor¢do do tipo I. No EDL, a ndo variagdo
com a idade também se relaciona a diferenciacdo de fibras, cujo perfil na proporgdo
entre lentas e rdpidas na idade do desmame se asselha ao encontrado na idade adulta
(Punkt et al, 2004). CT e HRT sdo parametros que variam de acordo com o tipo de
fibras predominantes no musculo, a cinética do Ca’~ e com o CES (Close, 1972;
Clausen, 1991; Hill, 1938; Stevens e Renaud, 1985); as modificacdes que este
componente sofre com a evolugdo da idade podem modificar os parametros do twitch:
uma vez que existe um aumento da resisténcia no CES induzido pelo crescimento no
solear, o twitch também se torna mais prolongado neste musculo.

A desnutri¢do influenciou CT e HRT apenas no solear aos 25 dias, onde foi
observada uma lentificacdo destes parametros em relagdo aos normonutridos. No EDL
este prolongamento ndo foi verificado. Vale salientar que a elevada velocidade de
contracdo neste musculo, somada ao curto intervalo de tempo de aquisi¢do de dados na
avaliacdo do twitch, dificulta a observacdo de alteragdes mais sutis que possam ter

ocorrido.

No nosso estudo, ndo foram encontradas diferencas nas propor¢des de fibras
nem no CES entre normo e desnutridos. Sabendo-se que a aquisi¢do de habilidades

contrateis ¢ também alcancada a partir da maturacdo dos sistemas implicados no
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movimento de Ca™ (Clausen, 1991), a lentificacdio encontrada nos desnutridos pode ser
resultado de alteragdes na disponibilidade de Ca'", ou ainda a modificagdes estruturais
que levem a um funcionamento inadequado das bombas ionicas. Em estudos onde os
niveis de fun¢do tireoideana foram alterados para simular uma situacdo de desnutricdo
severa, foi sugerido que o nimero de bombas i0nicas estaria reduzido, assim como a
captagio de Ca" (Harrison et al, 1996). A auséncia de alteracdes em CT e¢ HRT
observada nos animais de 90 dias sugere uma recuperacdo funcional apos o periodo de

recuperac¢do nutricional.

A resisténcia a fadiga foi mais pronunciada no solear adulto, em comparagao
com a idade do desmame, mas nenhuma diferenca foi observada no EDL. Além disto,
nas duas idades avaliadas, o solear apresentou sempre uma maior resisténcia a fadiga
que o EDL. Estas diferengas na fatigabilidade estdo de acordo com o perfil histoquimico
destes musculos. De fato, ¢ largamente aceito que fibras do tipo I tém maior resisténcia
a fadiga que as fibras tipo Ila, sendo este ultimo menos fatigavel que o tipo IIB (Burke
et al, 1973). No nosso estudo, verificou-se um grande aumento de fibras tipo I no solear,
o que explica o aumento de 20% no indice de resisténcia a fadiga entre a idade do

desmame e a idade adulta.

Foi observado um aumento da resisténcia a fadiga no solear de animais
desnutridos aos 25 dias. Estes resultados ndo estdo de acordo com os relatados por
Bissonette et al (1997) e Lefaucheur et al (2003). Entretanto, esse aumento na
resisténcia a fadiga ¢ também relatado por outros autores que relatam condi¢des de
privagdo nutricional precoce (Brozanski et al, 1993; Wank et al, 2000). De fato,
Bronzanski e cols relatam que a resistencia a fadiga € maior nos primeiros dias pos-

natais: no seu estudo em diafragma, com desnutri¢do pré e pos-natal associada, os
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valores de resisténcia a fadiga foram semelhantes em animais controles e desnutridos na
primeira semana pds-natal, mas os desnutridos apresentaram maior resisténcia a fadiga a
partir da segunda semana de vida. Uma preservacdo da capacidade oxidativa em
animais desnutridos foi relatada por Lefaucheur (2003), e ainda ha autores que
descrevem um aumento nessa capacidade oxidativa (White et al, 2000), o que poderia

justificar os nossos achados.

A andlise da velocidade maxima de encurtamento-Vmax- mostra uma
diminui¢do deste pardmetro durante o crescimento, tanto no musculo solear quanto no
EDL. A Vmax varia de acordo com o tipo de miosina, mas também em funcdo do
angulo de penagdo e do niimero de sarcomeros que atuam em série no musculo. Uma
vez que no musculo em crescimento existe um importante aumento no comprimento
longitudinal —devido em parte a0 aumento no comprimento das fibras e também ao
nimero de sarcomeros em série — é interessante estimar a velocidade de encurtamento
em termos de unidades de material contratil funcionando em série. Usando este
raciocinio, Close (1964) demonstrou uma redu¢do da Vmax por sarcomero no solear e
EDL devido ao crescimento. Para isto, o célculo de Vmax para uma unidade de
sarcomero foi realizado a partir do nimero de sarcomeros relatado por Close nos
musculos solear e EDL. Para o solear, o calculo revelou uma redu¢do na Vmax durante
o crescimento (0,008 + 0,0005 mm/s aos 25 dias, 0,0064 + 0,0005mm/s aos 90 dias,
p<0,05), enquanto que para o EDL essa diminui¢do ndo ¢ observada, o que se mostra de
acordo com a auséncia de modificag¢des na tipologia de fibras. Finalmente, ¢ importante
notar que se o musculo esquelético apresenta uma propor¢do relativamente pequena na
relacdo comprimento de fibra/comprimento do musculo (entre 0,34 e 0,41) (Lodder at

al, 1994), a expressdo de Vmax em L¢/s se mostra inapropriada para representar as
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alteracdes pareadas em velocidade maxima e perfil de fibras, quando o musculo ¢
submetido a importantes modificagdes no seu comprimento, como ocorre durante o

crescimento.

A Vmax mostrou-se aumentada nos animais desnutridos, aos 25 dias. Conforme
descrito no pardgrafo anterior, a auséncia de modificagcdes na tipologia de fibras dos
animais desnutridos ndo estd de acordo com esta alteragdo: um aumento da Vmax
estaria mais associado a um perfil funcional com predominancia de fibras rapidas. Uma
hipotese que pode ser levantada para justificar o aumento da Vmax nos animais
desnutridos € o atraso na diferenciagdo de isoformas embrionarias de cadeias pesadas de
miosina. Segundo Whalen (1979), o periodo de transi¢do de formas embriondrias para
formas adultas de miosina se estende durante as primeiras semanas de vida pos-natal em
animais altriciais, como o rato. Em seu estudo, que concorda com o trabalho de Agbulut
(2003), na primeira semana de vida praticamente ndo se encontravam formas adultas de
miosina, as quais se apresentavam gradativamente num aumento proporcional gradual
em detrimento das isoformas embriondrias, que ndo apresentavam progressido durante a
vida pés-natal. Alguns estudos demontram que a desnutri¢do pos-natal pode influenciar
a diferenciacdo de isoformas embriondrias, seja por aumento na expressdo do tipo |
(White et al, 2000), seja por persisténcia na expressdo de formas embriondrias e/ou
indiferenciadas (Lefaucheur et al, 2003). A reducdo na taxa de transformacdo de
isoformas embriondrias e neonatais ¢ sua substituicdo por formas adultas ¢ também
associada a condi¢des de desnutri¢do e redug¢do nos niveis do hormoénio Ts, que tem
funcao reguladora sobre esta transi¢do de formas embrionaria em adultas (Johnson et al,
1991; Fiorotto et al, 2000). Isto foi igualmente demonstrado para o musculo diafragma

(Brozanski et al, 1991). Vale ressaltar que alteracdes nos niveis de hormonios
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tireoideanos estdo presentes em estados de desnutri¢do (Harrison et al, 1996). Nesse
sentido, pode-se hipotetizar que os musculos avaliados no presente estudo poderiam
estar ainda funcionalmente imaturos, se um atraso na transi¢ao de fibras tiver ocorrido
durante a desnutri¢do. Eventuais modificagdes de cadeias leves de miosina ligadas a
desnutri¢do precoce podem também influenciar a Vmax. Nesse sentido, Bottinelli e cols
(1994) demonstraram que a proporcao relativa de duas destas cadeias, MLC3f/ MLC2f
influenciam a velocidade de encurtamento das fibras de contragdo rapida. A recuperagao
dos valores de Vmax na idade adulta, quando se assemelhou aos normonutridos, ilustra

uma provavel maturagdo funcional.

O Componente Elastico em Série (CES) sofreu modificacdes com a idade, no
sentido de uma redugdo na sua extensibilidade, em ambos os grupos e estados
nutricionais. Estas modificacdes poderiam ser atribuidas a parte ativa deste componente
(pontes cruzadas) ou a parte passiva (tenddes). Em relagdo a parte ativa, estudos
utilizando técnicas de hipo ou hiperatividade indicaram que um aumento na
porcentagem de fibras de contragdo rapida no musculo solear estava relacionado a um
aumento da extensibilidade do CES, assim como alteragcdes mecanicas deste
componente num sentido oposto estariam associadas a um aumento relativo na
propor¢do de fibras de contrag¢do lenta (Goubel e Marini, 1987; Pousson et al, 1991;
Canon e Goubel, 1995). Estes estudos sugeriram que fibras de contracio lenta e rdpida
também apresentavam diferengas em suas propriedades elasticas. Assim, a redugdo na
extensibilidade induzida pelo crescimento no musculo solear pode ser explicada em
parte pela transi¢do de fibras de contracdo rapida para lentas, observada neste musculo,

mas também pode ser devida a um aumento na resisténcia de estruturas da parte passiva

do SEC. Neste particular, mesmo que tenha sido dada bastante aten¢do no sentido de
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minimizar o comprimento do tendao livre durante a excisdo do musculo, o comprimento
total do solear é ocupado em cerca de '/3 por tecido tendinoso intramuscular. A
concentracdo de colageno no solear, incluindo tenddo, duplica entre a idade do
desmame e a idade adulta (Alnageeb et al, 1984). Assim, pode-se esperar um aumento
da resisténcia passiva do CES durante o crescimento, com diminuigdo da
extensibilidade. Para o musculo EDL, entretanto, esta alteracdo ndo pode ser explicada
pela modificagdo na parte ativa, pois modificagdes tipologicas ndo foram encontradas.
Consequentemente, a reducdo da extensibilidade observada no EDL € provavelmente
devida a adaptacdes da estrutura passiva do CES. Resultados de outros estudos que
demonstram um aumento da concentragdo do colageno no EDL consolidam esta
hipotese (Alnageeb et al, 1984). Além disto, possiveis mudangas na arquitetura do EDL
durante o crescimento devem ser levadas em consideragcdo, uma vez que uma parte da
extensibilidade muscular ¢ devida a sua organizagdo estrutural, ou seja, ao seu angulo

de penagdo (Ettema e Huijing, 1990).

Nossos resultados ndo sugerem alteragdes no CES devido a desnutri¢do, quando
foram comparados os resultados entre os grupos normo e desnutrido, nas duas idades
avaliadas. O tinico parametro que se mostrou significativamente modificado no sentido
de maior extensibilidade foi a extensdo maxima (Dmax), contra a auséncia de alteragdes
nos outros trés parametros de avaliagdo da CES. Entretanto, devido a forma hiperbdlica
da curva tensdo/extensdo, a determinagdo do valor de Dmax sobre esta relagdo -
representado pelo ponto de interseccdo da mesma com o eixo x- ¢ delicada. Desta
maneira, a importancia desta diferenca estatistica pode ser questionavel, sendo prudente

se optar por uma interpretagdo de ndo modificacdo nos parametros de CES.

Novamente, pode-se hipotetizar, como referido para a alteracdo na Vmax, que as

fibras musculares em periodo de maturacdo poderiam apresentar caracteristicas
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mecanicas diferentes devido a influéncia da desnutricdo. Um outro raciocinio possivel
para explicar a auséncia de modifica¢des no CES, aparentemente antagonicas a variagdo
verificada na Vmax, seria uma modifica¢do no sentido inverso das propriedades ativas e
passivas neste componente, causando uma redu¢do da extensibilidade na parte passiva
deste componente. Esta hipotese de aumento da resisténcia da parte passiva do CES ¢
apoiada pelo aumento de resisténcia da CEP observada nos animais desnutridos aos 25
dias. De fato, o aumento da resisténcia no CEP poderia expressar um aumento na
quantidade de colageno, que poderia também se produzir nas estruturas tendinosas,
levando assim a um aumento da resisténcia passiva do CES. Um estudo realizado em
humanos sujeitos a condigdes de microgravidade relata resultados neste sentido: foram
encontrados diferentes adaptacdes na relagdo tensdo-extensdo, que seguiam tendéncias

antagonicas nas fragdes passiva e ativa do CES (Lambertz et al, 2001).

No que diz respeito as propriedades do Componente Elastico em paralelo (CEP),
nossos resultados ndo demonstram uma diminui¢do na tensdo passiva em ambos o0s
musculos, com o aumento da idade. Sabe-se que o CEP ¢ influenciado pela quantidade
de tecido coldgeno (Kovanen et al, 1984b; Alnageeb et al, 1984), assim como a um
espessamento no endomisio (Alnageeb et al, 1984). Além disto, os filamentos de titina
sdo também uma fonte de tensdo passiva ao nivel da fibra muscular (Horowitz et al,
1986; Anderson et al, 2002), assim como a rede de proteinas endo e exo-sarcomeros,

como a desmina (Salviati et al, 1990; Anderson et al, 2002).

Um musculo lento contém mais tecido colageno que um musculo répido, e
desenvolve por conseguinte uma tensdo passiva mais importante (Kovanen et al, 1989).
Diversos trabalhos relataram diferengas entre fibras de diferentes propriedades passivas,
entre fibras extraidas de de um mesmo musculo (Mutungi et al, 2003; Mutungi e

Ranatunga, 1996; 1998; Wang 1991), enquanto outros estudos n3o encontraram o
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mesmo resultado (Anderson et al, 2002; Horowitz, 1992). Isto leva ao questionamento
se as propriedades passivas dependem do tipo de fibra ou do tipo de musculo do qual
ela foi retirada. De qualquer modo, ¢ pouco provavel que esta diminuicdo da tensdo

passiva esteja ligada a modificag¢des da tipologia do musculo.

Ao nivel do musculo inteiro, Kovanen e cols (1984), a concentragdo de colageno
no solear aumenta pouco entre as idades de 1 e 4 meses, no rato, sem modificagdo na
resisténcia passiva. Ja Alnageeb e cols (1984) relatam que se a concentragcdo de
colageno ndo evolue entre 21 e 84 dias de idade no solear de rato, no EDL esta
concentracdo chega a dobrar no mesmo periodo. Esta evolu¢do na concentracdo de
colageno em musculos lentos e rapidos parece ser confirmada em outras espécies, como
no coelho (Ducomps et al, 2003), onde foi verificado um aumento no EDL, mas uma
diminuicdo no musculo lento semimembranoso, entre as idades de 50 e 140 dias,
quando esta espécie atinge a maturagdo sexual. Ducomps e cols (2003) relatam ainda
um aumento na tensdo passiva em ambos os musculos estudados, e sugerem que a
correlagdo entre esta tensdo passiva € a concentragdo de colageno nem sempre ¢
sistemdtica. Estudos usando a mesma metodologia aqui relatada relatam um aumento na
forca passiva com a idade em ratos de 30 e 120 dias de idade, questionando a
participacdo da proteina estrutural titina no processo de aumento da resisténcia passiva
no musculo em desenvolvimento, mas ndo se encontraram modificagdes relacionadas a
idade no solear (Bensamoun et al, 2006). As diminui¢des de tens@o passiva encontradas
neste trabalho ndo estdo de acordo nem com os aumentos relatados por Bensamoun et al
(2006) e Ducomps et al (2003), nem com a auséncia de modificagdes relatada por
Kovanen (1989). A falta de concordancia entre a literatura e de suporte em analises

morfoldgicas mais precisas em nosso trabalho ndo nos permitem elaborar uma
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conclusio adequada sobre a diminui¢do da tensdo passiva com o aumento da idade, aqui

encontrada.

Os animais desnutridos apresentaram aumento da resisténcia passiva no CEP,
quando comparados aos animais normais, apenas aos 25 dias. Levando em consideragdo
que o tecido conjuntivo contribui com alteragdes neste componente, mesmo havendo
diferentes opinides neste sentido, conforme descrito no pardgrafo anterior, poderia ser
sugerido que a desnutricdo induziria a modificagdes do tecido conjuntivo. Os trabalhos
encontrados sobre este assunto, entretanto, relatam que a desnutricdo induzida durante o
periodo gestacional e de aleitamento em ratos ndo alterou a propor¢do de tecidos
conectivos no musculos EDL ou solear (Bedi et al, 1982). Num outro estudo, foi
verificado em ratos desnutridos a partir do desmame que o tecido conectivo muscular
diminuiu com a idade, mais precisamente da idade adulta a senescéncia, mas a
propor¢do tecido conectivo/tecido muscular aumentou com a idade (Boreham et al,
1988). Uma possivel explicagdo para o aumento na tensdo passiva nos desnutridos aos
25 dias poderia advir de uma modificagdo estrutural da rede ou da proteina titina, além
de uma modificac¢do do colageno. No presente trabalho, ndo foram realizadas avaliagdes
morfologicas ou quimicas para descrigdo de possiveis alteragcdes estruturais. No que diz
respeito a duragdo destes efeitos, ambos os musculos recuperaram suas caracteristicas
de tensdo passiva aos 90 dias, demonstrando que qualquer que tenha sido a influéncia

sobre o CEP na idade precoce, a recuperagdo nutricional foi capaz de reverter.

Como observagdao final quanto ao estudo da biomecanica muscular,
consideramos importante ressaltar que ainda sdo escassos os estudos sobre a
caracterizacdo das propriedades contateis e elasticas em animais durante o periodo
precoce do desenvolvimento. Mais ainda sobre possiveis repercussdes de agressoes que

atuem durante este periodo no desenvolvimento destas caracteristicas. O musculo em
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fase de maturagdo apresenta grande plasticidade e adaptabilidade, assim como os
demais sistemas organicos. Segundo os resultados obtidos no presente estudo e
provavelmente devido as adaptagdes que podem se produzir neste periodo de maturagao
precoce, o musculo em desenvolvimento ndo parece seguir o mesmo esquema de

organizacdo em termos de respostas biomecanicas, como se mostra no musculo maduro.
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V. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

RESUME EN FRANCAIS: DISCUSSION GENERALE ET
CONCLUSION

De ces études, il ressort que :

e La dénutrition précoce induit un retard dans le développement
des patterns réflexes primitifs. Méme si les aquisitions motrices sont
achevées a l’dge adulte, les délais dans la maturation des réflexes ont
induit une moins grande expérience sensorielle pendant une période ot ces
informations ont un role considerable sur le développement du cortex
sensoriel et moteur. Cette moins grande expérience sensorielle pourra
alors étre préjudiciable sur [’acquisition de tdches motrices dans des

étapes postérieures.

o Les données obtenues sur I’activité locomotrice suivent le méme
raisonnement du paragraphe précédent. De la méme fagon, I’hyperactivité
non contréolée a la fin de la période néonatale peut entrainer des

préjudices dans la construction des activités exploratoires et cognitives.

o Les modifications de [’activité locomotrice, dans le sens d’une
hypoactivité dans les deux premiéres semaines de la vie, suivie d’une
hyperactivité dans la troisieme semaine, peuvent avoir des conséquences
sur la fonction musculaire, conséquences additionnelles aux effets directs
de la dénutrition sur le muscle.

e La dénutrition entraine des modifications des caractéristiques
biomécaniques contactiles et élastiques musculaires essntiellement a I’dge
de 25 jours. Ces modifications, qui sont dues a une action pendant la
période de développement musculaires, suggérent des transformations plus
complexes tant au niveau typologique qu’au niveau metabolique,
structural ou des cinetiques ioniques, que celles que [’on peut observer sur

le muscle adulte ayant subi une période d’hypo ou d’hyperactivite.
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e Les modifications des  caractéristiques  biomécaniques

musculaires auraient-elles des répercussions sur [’activité locomotrice ?

o La récupération de la majeure partie des propriétés
biomécaniques a [’dge adulte fait penser a la possibilité d’une
réorganisation d’un systeme organique en développement. Le concept d’'un
mécanisme protecteur des agressions précoces dans le sens d’une
réorganisation des fonctions en vue de la préservation des fonctions vitales

peut alors étre suggere.

Les resultats des études de cette travail permettent de concluire que :

o Les comportements locomoteurs peuvent d’étre bien representés a
partir de [’évaluation de [’ontogenése des réfléxes et au systéme
d’évaluation de [’activité locomotrice mis en place au laboratoire, a fin
d’apprecier d’eventuelles altérations survenant lors du développement

précoce.

o Le systeme de monitorage de [’activité locomotrice qui a été
élaboré et utilisé dans ce travail s’est montré utile pour établir un pattern
d’évolution de la locomotion, de que on peut se servir comme un modele
pour [’évaluation des alterations du développement normal. Par
lutilisation de cet instrument, il a été possible determiner que la
deénutrition néonatale a induite inicialement a un ralentissement de
lactivité locomotrice, suivi d’une altération des paterns pendant le

développement de la marche.

o La sensibilité du muscle squelettique a l’agression nutritionnelle
précoce est démontrée non seulement par une réduction de la force
produite mais aussi par des modifications des caractéristiques contractiles
(cinétique de contraction et vitesse maximale de racourcissement) at

élastiques (augmentation de la résistance a l’étirement de la CEP).

e, qui reduit la croissance musculaire dés la période néonatale

Jjusqu’a l’dge adulte, méme apres la récuperation nutritionnelle.
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o Les modifications des certaines caractéristiques mécaniques
différents selon le type de muscle est vraisemblablement a mettre en
relation avec des modifications de [’activité locomotrice percues chez les

animaux dénutris.

o Les effets sur la croissance du corps et du muscle persistent de
facon durable jusqu’a I’dge adulte alors que la plupart des modifications
des propriétés mécaniques observées a 25 jours sont récupérées a l’dge
adulte. La récupération de ces paramétres peut étre lice soit a la
récuperation nutritionelle post sevrage, soit a des mécanismes

d’adaptation visant a rattraper le déficit fonctionnel précoce.

No decorrer deste trabalho, diversos aspectos foram avaliados e discutidos no
sentido de elucidar as possiveis repercussdes da desnutricdo precoce sobre o

desenvolvimento da atividade locomotora, através de um modelo experimental.

A construcdo de padrdes locomotores envolve numerosas fungdes e sistemas
fisiologicos, e recebe influéncias de fatores endogenos e exodgenos ao organismo.
Assim, dificilmente a totalidade desses aspectos —integridade de cada sistema organico
envolvido nos comportamentos motores e influéncias exdgenas- poderia ser agrupada
em um trabalho de pesquisa. Procurou-se essencialmente abordar diferentes aspectos de
avaliagdo, como a evolu¢do da movimentagdo reflexa mais primitiva, a mensuragdo da
evolucdo da atividade locomotora e as adapta¢cdes do musculo esquelético durante a fase
precoce de crescimento e desenvolvimento, assim como relacionar as repercussdes da

desnutri¢do precoce sobre o desenvolvimento destes aspectos.

Dos estudos experimentais aqui realizados, amparados pela literatura, pode-se
reforcar a idéia de uma sequéncia precisa de eventos maturacionais que acompanha o

desenvolvimento precoce e, a partir dos resultados obtidos, reunir elementos para
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melhorar a compreensdo de como cada aspecto pode contribuir com o desenvolvimento

de uma locomog¢@o madura.

A aquisi¢do de habilidades motoras ¢ uma tarefa duradoura e dependente de
experiéncias sensoriais muito precoces. A mobilidade primitiva decorrente da
movimentacdo reflexa ¢ uma das primeiras ferramentas a ser usada na vida pods-natal.
No rato, como no ser humano, os diversos reflexos primitivos permitem que a
movimentagdo passe por um refinamento, de modo a estabelecer a transi¢do entre
movimentos primitivamente globais para segmentares. As rotagdes de tronco
provocadas pelos reflexos de endireitamento, por exemplo, induzem a alongamentos de
cadeias musculares e permitem uma maior estimulagdo sensorial e proprioceptiva,
favorecendo o reconhecimento inicial do esquema corporal e estimulando o
desenvolvimento de reagdes labirinticas de retificacdo e equilibrio. Gradativamente,
pela repeti¢do destes movimentos, um aprendizado motor vai sendo estabelecido, por
mecanismos de feed-back. Obviamente, todo este conjunto de fatores leva ao uso da
for¢a muscular, involuntario de inicio, mas que se mostra como importante meio para o
desenvolvimento da for¢ca muscular, que serd indispensavel para a sustentagdo corporal
e deslocamentos durante a locomog¢do. Reagdes que envolvem o uso de outros sistemas
sensoriais, como a reacdo dtica de retificacdo por exemplo, a0 mesmo tempo que irdo
reforcar o desenvolvimento das outras reagdes, serdo também dependentes da evolucio
correta de etapas reflexas precedentes, que servem como preparagdo do corpo para a
movimentagcdo mais refinada e automatica, o que desencadeia finalmente em padrdes

adequados de portura e locomocgao.

Verificamos no primeiro estudo deste trabalho que a desnutri¢do precoce causou
um atraso no desenvolvimento dos padrdes reflexos primitivos. Mesmo que as

aquisi¢des tenham sido alcangadas, o atraso das mesmas induziu a uma menor
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experiéncia sensorial num periodo onde as informagdes sensorio-motoras deveriam
estar sendo impressas no cortex sensorial e motor no SNC. Associando esse
empobrecimento de informagdes a uma lentificacdo dos potenciais de ac¢do, como
referido na literatura, o individuo em desenvolvimento sofre um atraso em suas fungdes
motoras que ndo lhe permitird desempenhar adequadamente as habilidades esperadas
em uma fase posterior, na qual a sua movimentagdo independente e direcionada é o
principal canal de integragdo com o ambiente. Num animal como o rato, isto poderia
interferir com a busca do alimento ou com reagdes de fuga diante de situagdes de
perigo, ou seja, interferir com a prépria sobrevivéncia. No ser humano, ndo apenas a
locomocgdo per si € prejudicada, mas também toda uma fun¢do de aprendizado a partir
da manipula¢do do meio ambiente, o que pode repercutir nas fungdes cognitivas mais

tardiamente.

Os achados do nosso segundo estudo, sobre a evolugdo da atividade locomotora,
podem ser associados ao raciocinio anterior. Através do desenvolvimento de um sistema
de monitoramento para mensurar a atividade locomotora, verificou-se que a desnutricdo
provocou inicialmente uma lentificagdo na movimentag¢do do animal, e foram discutidos
alguns aspectos de comportamento alimentar e relacionamento do filhote com a mae e o
restante da ninhada. Neste periodo pods-natal precoce, sdo estabelecidos diversos
comportamentos numa proporcdo determinada, o que permite ao animal desenvolver
sua capacidade exploratéria. Esta capacidade ndo apenas permite o desenvolvimento
cognitivo, mas interfere no refinamento motor, estabelecendo uma atividade motora
mais organizada e direcionada. O impedimento ao desenvolvimento adequado da
capacidade exploratoria se apresenta assim como um prejuizo para a movimentagio
proposicional. Nossos resultados apontam para uma exacerbacdo da atividade

locomotora ao final do periodo neonatal devido a desnutri¢do, e diversas intercorréncias
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poderiam ser relacionadas. O atraso na maturagdo do SNC induzido pela desnutrigdo e
extensamente descrito na literatura, causado por alteracdes em eventos celulares no
periodo critico do desenvolvimento, pode ser apontado como o fator primordial para a
lentificacdo inicial no desenvolvimento sensério-motor. Por outro lado, a diminui¢do
nas experiéncias sensoriais pela lentificacdo do desenvolvimento motor se mostra como
um feed-back negativo para a maturacdo de terminagdes nervosas e jungdes

neuromusculares, repercutindo negativamente no desenvolvimento do SNC.

Seguindo o mesmo raciocinio, deve-se ter em mente a interdependéncia entre o
desempenho da atividade motora e o desenvolvimento muscular. A forca muscular
depende da agdo, sendo a hipoatividade um fator negativo para o desenvolvimento de
um adequado tonus postural e motor. Numerosos relatos sobre os efeitos da
hipoatividade sdo descritos na literatura, e suas repercussdes sobre padrdes posturais e
na fun¢do muscular foram aqui discutidos. A desnutrigdo imposta no periodo critico do
desenvolvimento induziu a um atraso motor, numa condi¢do comparavel a uma redugdo
da atividade. Se observado a partir deste ponto de vista, poderia ser prevista uma
correlagdo com respostas musculares inadequadas. No nosso terceiro estudo, novos
elementos foram introduzidos neste sentido: a desnutri¢do causou alteracdes peculiares
nas propriedades contrateis e eldsticas em musculos esqueléticos de diferentes
caracteristicas. Segundo a discussdo elaborada a partir dos resultados, ¢ muito provavel
que um atraso na maturagdo estrutural e funcional do musculo esquelético tenha se
produzido por influéncia da desnutricdo. Levanta-se aqui o questionamento do quanto
essas alteragdes poderiam interferir sobre a ag¢do muscular durante a evolugdo
locomotora: por exemplo, um musculo que desenvolve menor forga teria uma
contribuicdo menos apropriada para o desenvolvimento de um ato motor determinado,

prejudicando a fun¢do motora. Por outro lado, a estimulagdo sensorial reduzida por um
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retardo no desenvolvimento do sistema nervoso poderia se apresentar como um fator de

interferéncia no desenvolvimento estrutural e funcional do musculo.

E digno de nota que no periodo pos-natal, no rato, boa parte dos eventos
celulares envolvidos no desenvolvimento de musculos esqueléticos ja ocorreu, mesmo
assim puderam ser observadas conseqiiéncias da agressdo nutricional. O
restabelecimento tardio dos valores normais na avaliagdo da biomecanica muscular apds
a recuperagdo nutricional fala a favor da possibilidade de reorganizagdo de um sistema
organico em desenvolvimento. Obviamente, repercussdes mais sutis, a nivel metabdlico
e celular, devem ser investigadas. Mais ainda, um aspecto relacionado ao que ¢ descrito
por Ozanne e Hales (1998) e Hales e Baker (2001) sobre a hipdtese do fendtipo protetor
pode ser tranposto para a situagdo aqui encontrada: a deprivagao nutricional no periodo
precoce de desenvolvimento poderia induzir a modificagdes metabdlicas no sentido de
uma otimizacdo de aproveitamento de substratos, visando a manuten¢do de funcdes
fisiologicas para garantir a sobrevivéncia. Esta idéia, embora elaborada para explicar
mecanismos associados a desequilibrios na produ¢do de insulina e captagdo da glicose
em individuos desnutridos precocemente, tem sido extrapolada para outros sistemas,
como o muscular (Vardi e Pinhas-Hamiel, 2000; Sayer e Cooper, 2005), mas ainda sem

determina¢do de mecanismos de adaptativos ou de conseqiiéncias tardias.

Os resultados dos estudos realizados no presente trabalho nos permitem concluir

que:

o Através da avaliagdo da ontogénese reflexa os comportamentos locomotores

primitivos no rato podem ser bem representados, de forma a apontar desvios no
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desenvolvimento precoce, conforme observado pelos atrasos induzidos através

da agressdo nutricional.

O sistema de monitoramento da atividade locomotora desenvolvido e aplicado
no presente trabalho mostrou-se como uma ferramenta util para estabelecer um
padrio quantificavel de evolugdo da locomogdo, que pode servir como padrio na
verficacdo de desvios no desenvolvimento normal. Através desta ferramenta de
avalicdo, foi possivel determinar que desnutri¢do neonatal causou inicialmente
um retardo no desencadeamento da atividade locomotora, seguido de padrdes

alterados durante o desempenho inicial da marcha.

O musculo esquelético € sensivel a agressdo nutricional precoce, sofrendo uma
reducdo no seu crescimento, que se apresenta agudamente acompanhando o
déficit de crescimento corporal e perdura até a idade adulta, mesmo apos a

recuperagdo nutricional.

As propriedades contrateis do musculo esqueléticos sdo afetadas pela
desnutricdo, ndo apenas com uma redu¢do na produgdo de for¢a, mas também
com modificagdes na cinética da contragdo muscular e na relacdo

for¢a/velocidade de contracdo.

As propriedades eldsticas do musculo também se apresentam modificadas em
consequéncia da desnutri¢do neonatal, apresentando-se globalmente com maior
resisténcia passiva ao estiramento, ou seja, uma menor extensibilidade.
Alteragdes aparentemente antagdnicas ocorreram em elementos ativos € passivos

do componente elastico em série.
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o Os efeitos sobre o crescimento corporal e muscular persistiram de forma
duradoura, até a idade adulta, mas a recuperag¢do nutricional aparentemente

favoreceu o restabelecimento de propriedades biomecanicas na idade adulta.
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PERSPECTIVAS

RESUME EN FRANCAIS : PERSPECTIVES
Afin de répondre aux hypoteses posées dans ce travail, il peut étre

envisagée de:

o FEvaluer les repercussions tardives de la dénutrition précoce sur

le développement de ’activité locomotrice chez rats a [’dge adulte.

o FEvaluer les repercussions de la dénutrition induite dans la
période pré-natale sur la biomécanique musculaire (travail déja initié par
la these de I’étudiante en co-tutelle Ana Elisa TOSCANO/ directeur
Francis CANON).

o Utiliser méthodes plus fines pour caracteriser la maturation
musculaire pendant la période du développement, ainsi que pour évaluer
les consequences de la dénutrition précoce sur les caractéristiques

typologyques musculaires, a travers des méthodes immunohistochimiques.

o Veérifier a travers des analyses biochimiques [’activité

métabolique du muscle soumi a la dénutrition précoce.

o Analyser les propriétés contractiles et élastiques du muscle
squelettique chez les enfants atteints de dénutrition précoce, dans la
gégion Nordest du Brésil, ou la dénutrition est encore un probleme de
santé publique. Nous avons deux projets dans ce sens supportées par le

CNPq.

Alguns questionamentos permaneceram sem adequada resposta e hipodteses
foram levantadas para tentar explicar as alteragdes observadas. Assim, algumas
perspectivas para a continuagdo deste trabalho foram elaboradas e estudos com esses
objetivos ja foram planejados, tendo sido iniciados em parte a partir de projetos de

pesquisa.
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Assim, as perspectivas de continuag@o do presente trabalho sdo:

o Avaliar as repercussdes tardias da desnutricio precoce sobre o

desenvolvimento da atividade locomotora, em ratos na idade adulta.

o Avaliar as repercussdes da desnutricdo numa fase mais precoce, 0
periodo gestacional, sobre a biomecanica muscular (em andamento, tese

de doutorado da aluna Ana Elisa Toscano).

o Realizar de forma mais refinada e precisa, uma caracterizagdo da
maturacdo muscular no periodo do desenvolvimento, assim como de
possiveis repercussdes da desnutricdo precoce, através de métodos de
imunohistoquimica para determina¢do da maturacdo de isoformas de

miosina.

o Verificar através de dosagens bioquimicas a atividade metabolica do

musculo submetido a desnutri¢do precoce.

o Estudar em criangas com histéria de desnutricdo pregressa as
propriedades contrateis e elasticas do musculo esqulético, através dos
seguintes projetos de pesquisa a serem realizados na regido Nordeste do
Brasil, onde a desnutrigdo se apresenta como importante problema de
saude publica nos quais colaboram pesquisadores da Université de

Technologie de Compiegne:

o Desnutrigdo  precoce: eventuais repercussdes sobre 0
desenvolvimento do sistema locomotor em criancas de uma
comunidade rural do estado de Pernambuco, aprovado pelo CNPq

sob 0 n° 505939/2004-2, em andamento.
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o Desnutrigdo Neonatal: Eventuais repercussdes sobre a
biomecanica do sistema locomotor em criangas do sertdo de
Pernambuco, aprovado pelo CNPq sob o n° 402149/2005-0, a ser

iniciado.
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Introduction

In the process of skeletal muscle development, several
major events proceed until the weaning age (i.e. 21
postnatal days). During the early period of life,
exogenous influences, as nutritional disturbances, can
impair the postnatal maturation of muscles. In this way,
it was shown a structural alteration of sarcomeres (Oumi
et al. 2000), a modification in protein metabolism
(Fiorotto et al, 2000) as well as in contractile properties
(Bissonnette et al 1997) of adult rats submitted 10 a
protein undernutrition. The aim of this study was 10
assess the effect of a low protein-induced malnutrition
during the neonatal period on contractile and elastic
properties of young rat soleus muscle.

Methods

Male wistar rat pups were suckled in litters of 6.
Mothers were fed during lactation with a 8% protein diet
(malnutrition group, M) or a standard laboratory diet
(18% protein, control group, C) until weaning. At 25
days of age, rat pups were anaesthetized and the soleus
muscles were carefully excised and placed In a
experimental chamber containing a ringer solution at
25°C, The distal part of soleus muscle was fixed to a
force transducer. Its proximal extremity was connected
to the moving part of an electromagnetic ergometer.
Muscle was adjusted to its optimal length (L) and single
twitches were elicited to measure contraction time (CT)
and half relaxation time (HRT). Tetanic stimulations
were delivered via two silver electrodes located on each
side of the muscle. During the tetanic plateau (Py), a
series of dual controlled releases were performed in
order to test the contractile and clastic characteristics
(Fig 1). Series-elastic component (SEC) parameters
were assessed by plotting the normalized shortening
(AL/Ly) against the normalized tension (P/Py).
According to Hill's equation, a linearization of force-
velocity curves was performed by plotting for each
isovelocity shortening (V) the normalized steady tension
(P./P,) against the ratio (Py-P.)/VP,. Parameters were
expressed as means + SD. A Wilcoxon test was applied
to assess differences at 3% level of significance.

Results
Malnutrition induced a decrease of both body and soleus
muscle weight (99 + 10g vs 53 + 9g, p<0.05 and 65.6

+6.1mg vs 34.9 = 7.9mg, p<0.05, respectively) whereas
there was no difference in muscle to body weight ratio
(0.657 + 0.06mg/g vs 0.649 = 0.08mg/g).
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Fig. 1. Typical re:urﬁing of a dual controlled releasec.

For M soleus, twitch tension and tetanic tension were
14% and 39% lower (p<0.05) than that of C,
respectively. Malnutrition led to an increase in CT (55.1
+ 4.4 ms vs 66.7= 7.4 ms, p<0.05) and a prolongation in
HRT (71.4 + 21.5 ms vs 89.9 = 10.8 ms, p<0.05). For M
rats, Vmax significantly increased (1.26 = 0.21Ly/s vs
2.27 + 0.7 Ly/s, p=<0.05). Compliance at Py and 0.2Py,
maximal extension and maximal potential energy
storable in SEC did not change.
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Fig.2. Typical linearized force/velocity  curves
obtained for C (squares) and M (circles) soleus.

Discussion and conclusion

The first result of this study reported a well known
malnutrition-induced muscle atrophy with a concomitant
decrease in tension development. The increases in both
CT and HRT in M group are interpretable in terms of
modification in calcium movement in the sarcoplasmic
reticulum and/or in the rate of cross-bridge cycling as a
result of modification in  maturation  processes.
Moreover, the large increase in Vmax is ascribable to a
delay in the natural process of slowing the muscle, by
formation of slow-type myosin heavy chains. Finally,
invariance in SEC characteristics should indicate that
changes in its active part (i.e. cross-bridges) are
counterbalanced by changes in its passive part (i.e.
tendon). As judged by these results, it was concluded
that neonatal malnutrition induced modifications in
some mechanical properties of soleus muscle. This is
probably due to an alteration in the evenis of the
maturation processes, this period of life being a critical
period for the normal development of skeletal muscle.
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Resumo R590-1
49.018 - Metodos, Equipamentos e Ensino

EVOLUCAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA EM RATOS DURANTE
O PERIODO NEONATAL UTILIZANDO UM SISTEMA DE

PROCESSAMENTO DIGITAL DE IMAGENS. ' Freitas-Silva,S.R. ;¢
Barros, K. M. F. T. "; ? Toscano, A.E. "; * Mélo, L. A. *; ® Aragao, R. S. "; ® Manhaes-

de-Castro, R. ; ' Santos, W.P. *'; © Portela, N.M. *; ® Melo, C. H. S. *; '° Costa da
Silva, N.T.M. *; ! Souza, R.E. ; * %3 ®Nutricdo, UFPE; * Fisioterapia, UFPE; 787
W1 Fisica, UFPE; .

Objetivo:

Utilizar um sistema para avaliacao do desenvolvimento da atividade locomotora em
ratos, durante o periodo neonatal. Variaveis fisicas foram extraidas a partir da
observacao do comportamento de ratos em campo aberto, utilizando aquisicao digital
de video e processamento das imagens obtidas (patente requerida).

Métodos e Resultados:

Ratos Wistar (idade: 8, 14, 17 e 21 dias pos-natais, n=6) foram observados num
campo aberto circular (¢ 1m), delimitado e monitorado por um sistema composto por
camera CCD, placa de aquisicao de video, microcomputador de software dedicado as
tarefas de aquisicao de video. Atraveés de técnicas de processamento digital de
imagens, sao extraidas do video as posigdes assumidas pelo rato no campo aberto,
tragando a trajetoria percorrida durante o periodo de observacdo e para calcular a
velocidade média, distancia percorrida e a poténcia. O peso dos animais também foi
aferido a cada idade. Para analise dos dados, utilizou-se ANOVA RM, seguida do teste
de Dunnett (*=p<0,05). Resultados: Comparou-se os resultados de cada parametro
com os valores obtidos aos 21 dias. A velocidade media (m/s) foi menor aos 8d
(0,013+ 0,005*) e aos 14d (0,037 + 0,002*), nao diferindo entre 17d (0,072 +
0,022) e 21d (0,077 + 0,005). A distancia percorrida (m) foi foi menor aos 8d (1,61
+ 0,58%) e aos 14d (4,47 + 0,28*), ndo diferindo entre 17d (8,58 + 2,66) e 21d
(9,05 £ 2,87). A poténcia (mW) foi menor aos 8d (0,005 + 0,003*) e aos 14d (0,064
+ 0,006*), nao diferindo entre 17d (0,333 + 0,151) e 21d (0,536 + 0,238).

Conclusoes:

Os dados demonstram a maturacao de padroes de locomocdo no rato. A auséncia de
diferenga entre 17 e 21d podem ser justificadas pelos padrées de locomocéao e
proporgdo de fibras musculares serem semelhantes ao adulto ja no inicio da 3a
semana de vida.

Apoio Financeiro: CNPq ,CAPES
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EFEITOS DA DESNUTRICAO DURANTE O PERIODO NEONATAL

NA EVOLUCAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA EM RATOS:
ANALISE POR SISTEMA DE PROCESSAMENTO DIGITAL DE

IMAGENS. ' Barros, K. M. F. T. **; ? Freitas-Silva,S.R. **; * Toscano, A.E. " *
Mélo, L. A. *; ® Aragdo, R. S. *; ® Manhaes-de-Castro, R. ; 7 Santos, W.p. ~": & Portela,
N.M. "; “ Melo, C. H. S. *; '° Costa da Silva, N.T.M. "; ' Souza, R.E. ; #?:3:4.5.6

Nutri¢do, UFPE; " ®? 19 1 Fisica, UFPE; .

Objetivo:

Avaliar os efeitos da desnutricao, induzida durante o periodo neonatal, sobre a
atividade locomotora em ratos. Variaveis fisicas foram extraidas a partir da
observacao do comportamento de ratos em campo aberto, utilizando aquisicao digital
de video e processamento das imagens obtidas (patente requerida).

Meéetodos e Resultados:

Ratos Wistar foram divididos em grupo controle (C, n=6, amamentados por maes
recebendo dieta normoprotéica) ou desnutrido (D, n=12, dieta hipoprotéica: 8%). O
peso dos animais foi aferido diariamente. A idade de desmame, 21 dias, foram
observados num campo aberto circular ( @ 1m), delimitado e monitorado por um
sisterma composto por camera CCD, placa de aquisicdo de video, microcomputador de
software dedicado as tarefas de aquisicdo de video. Atraveés de técnicas de
processamento digital de imagens, sdo extraidas do video as posigoes assumidas pelo
rato no campo aberto, tracando a trajetaria percorrida durante o periodo de
observagao e para calcular a velocidade média, disténcia percorrida e a poténcia.
Para analise dos dados na comparacdo entre C e D, utilizou-se o teste “t” de Student
(*=p<0,05). Houve redugao do peso no grupo D (C= 53,29 + 2,22; D= 19,4g +
1,24; p <0,001). Nao houve diferenga entre os grupos quanto a velocidade média
(C=0,07m/s £ 0,02; D= 0,07m/s + 0,02; p=0,808) e a distancia percorrida
(C=9,0m + 2,87; D=8,7m + 3,28; p=0,843). A poténcia (mW) foi menor no grupo D
(C= 0,54 mW £ 0,24; D= 0,16 mW %= 0,10; p <0,001).

Conclusdes:

A redugao da forga muscular é dado ja demonstrado em outros estudos (Arch Phys
Bioch,112:154, 2004), e reforca o presente achado sobre a reducdo da poténcia nos
desnutridos. O estudo prossegue para obter maior nimero de animais por grupo,
para confirmacao dos dadas scbre outros parametros

Apoio Financeiro: CNPq ,CAPES
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Structure-functional patterns for skalatal mu scles

V.B. Kokshenev. Departamento de Fisica, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horzanie, Minas Gerois, Brozil

We=Th, no, B3 (P57)

Muscles generally act a= motors, breaks, struts, and springs [1]. These
muscla labor patterns challenge the old problam in functional marphalogy on
avolutionary change in biclogical form with mechanical functions. We propose
f simplified model for the activated skelatal muscle, formed by fast fibers,
a5 he main funclional units atinbuted to its high-efficient mechanical activity,
The problem an the structure-functional relations Is formulated in terms of
thix bwo free paramelers, which are the muscle allometry exponents of cross-
sectional area and length. Tha first muscle-growth constraint is known equation
for muscle volume, The second one malches various elaslic forces, controlied
by muscla size and maximal loading, with the motor force, generaled by the
same muscle. The couple of the shape-force constraint equations is solved and
ihe model domain of muscle activity is established via the four biomechanically
adapled funclions— shorten, stretch, sirut, and spring — associated with the
afficiont isolonic, eccentric, isomelric, and “economic” muscle contractions,
respechivaly. Our analysis of the available from the literature morphometric
data on individual muscles in mammalian limbs supports the idea that the
muscle’s architecture tends to match one of the four primary (high-afficient)
machanical functions, thal could be also tested by the muscle work-loop
technigque [1]. In simple muscie groups, such as the distal group in mammalian
lag, synergistic effacts of individual muscles pradominate. In cantrast, complex
groups show mixed behavior, which olten doaes not coincide with the individual
muscle function. The primary function of a complex group, formad by agonist
muscles recruited for mulli-functional tasks, is shown to be the spring function,
This activity is examined through the averaged sllomelnc exponents and
these for muscle forces, known in joins in fast running animals. As a resul,
mammalian limbs can be mechanically interpreted as a muscle-springing bone-
lever system, biomechanically adjusted with the body-weight independant
elaslic muscle stress. Financial support by CNPq is acknowledged.
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Machanical properties in yeung and adult rat muscles submitted to
neanatal undernulrition

AE Toscano'?, KM Barros'?, F. Goubel', R. Manhaes-de-Castro?,

F. Canon'. '"UMR CNRS 6600, Université de Technologie de Compidgne,
Compiegna, France, ? Departamento de Nutrigiio, Universidade Federal de
Parnambuco, Recife, Brasi

Many changes in muscle properties occur during the first month of life During
this perind, many aggressions ameng which undernutrition could aller muscle
characteristics such as structure, proteln turnover, fibre type proportion or
contraclile performance. The aim of this study was lo evaluate the effect of
undernulriion during tha critical period of development on contractila and
sares glastic properties in ral soleus and EDL muscles. In ardar 1o testl the
short- and long-term elfects of this early aggression, propertias wara studied
In weaning and adult rats

Mothers were fed during lactation with a B% protein diat or a 18% protein
diel. AL 25 and 90 days of age, muscles of mala Wistar rats were axcized and
placed in an ergometer. Dual conlrolled releases were used 1o last contractile
and series elastic component (SEC) properties. Tensionfaxtension curves wers
construcled 10 assess SEC characteristics. Maximal shorlaning velocity was
caloulated from force-valocity curves

The undernutrition-induced muscle atrophy was mare important in young than
i adult rats. Resulls showed a decrease in tetanic lension in the same extant
than in muscle weight reduction In undernourished rats. Undernutrition led 1o
an impartanl increase in Vimax only in young rat soleus and EDL muscles, no
mifference in this cantractile characteristic being observad in aduls. Analysis
ol tensionfextension curves did nol show significant modification in SEC
charactenstics, excepl for the maximal extension in young and adult rat solsus.
The increase in Vmax observed in young rats may be ascribable to a slowing
n the nalural process ol fast to slow fibre transition during the neonatal
devalopment. Limiled modification in SEC properties in young rats despita
the large increase In Vimax should indicate oppaosite changes in ils active (i.e.
Cross-bndges) and passive (i.e. lendon) parts,

il was concluded that modificalions in some mechanical properties is probably
dus o an alteration in the events of the maluration procass during the necnatal
development, and finally, that some of these changes could be partially or
tatally abolished.

Postar Pre

2.7 Musculoskeletal Modelling Meets Muscle §
Physiology

5847 We—Th, o
Self stable basins of attraction of a human arm modal: analysis
on Lyapunov functions constructed through radial basis functia
M. Ernst', P Giesi®, H. Wagner', R. Blickhan'. ' Sasnce of Mobion
of Sport Science, Friedrich-Schiller-University. Jena, Germany, *Zem
Mathematlk, TU Minchen, Munich, Germany -

T R

Different studies sugges! thal for musculo-skelelal systems solf sl
stability based on mechanical properties without neural feedback’g
important role in ammal and human motion [1-3, 5]. In these invesk
however, mostly the stability of equillbria was analysed, but it 85
important issue (o quantify the basins of altraction for equilibng or
They give an impression of the quality of the sell stable macha
whether the basin of altraction of these stable equilibria is largs &
biologically relevant. It has been shown that Lyapunov functions oo
via radial basis functions give us an instrument lo estimate these b
We used an elbow model consisting of a pair of Hill-type flexor andig
muscles and estimated the basins of attraction for stable fixed pol
differant situations, i.e. different elbow angles, activations and loadsd
The analysis of the model showed that with incraasing load I
altraction shrink down lo a point where the equilibrium b 3
Contrary a rising basin ol alfraction was seen for increasing el
of the extensor muscle Indicaling an increased muscular co-actha :
We were able to succasshully apply radial basis functions to appm

basins of atraction of a biomechanical arm model. The results oi§
sugges! that the basins of attraction of a human arm can achis
large asymplotically stable areas, i.e. the system would be
relatively strong perlurbations. These rasulls underline the potentsl
the importance of self stability for the control of animal and humag
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A simple motor model represents most of the shortening chil
of skeletal muscle X
M. Saito’, Y. Tamura?, A, lto!. "Department of Electronics and 8
Engineering, Suzuka National College of Technology, Suzuks,
?Dapartment of Physics, Suzuka National College of Technologes
Japan ‘

An appropriate motor model of skaletal muscle is skl the focus of
for medical and enginearing uses, We proposed praviously a L
had six visco-elastic elemants and a contractile component [1.25]
madel represenied the major mechanical proparties of the musde
rather complicated for practical use. In this study, Ihersfore, W
elements to make a simplified motor model having four visco-ele
{one Maxwell- and one Voigl element connected in paralist vl
besides a force generalor. The model is the same as the Pl
model except for the number of the elements. Using thes simplil
can represent the isolonic shorlening properties of skeletal m
force—velocily and valocity—length relations and the energy ibei
the previous model could. The slow-stretch/release characiansie
enhancement/depression properties) are also represented
behavior measured by the mechanical vibration method Is i
as thal of the previous model whan the frequency of vibration 8
Regarding the isometric contraction, the minimum force THe
length change almost disappears in this madel, but the shown
remains. Thus the simplified motor model proposed hers S
the impartant functions of skeletal muscle, and Is applicatie &
enginearing purposes, i
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A regional model (Northeastern Brazil) of induced mal-nutrition delays ontogeny
of reflexes and locomotor activity in rats.
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Department of Nutrition, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil.

The aim of this study was to investigate the effects of malnutrition, induced by
a regional basic diet (RBD), on motor development. RBD is a 7.87%-protein
diet based on aliments typical of Northeastern Brazil, elaborated after
nutritional investigation by Teodosio et al. (1979). Female rats were treated
with RBD during lactation. The reflex ontogenesis and the development of
locomotor activity in their offspring were assessed. Malnourished (MN) rats
showed a delay in reflex maturation and in locomotor activity evolution. The
decreased locomotor activity may be related to the reduced movement
experiences induced by the delay in the reflex maturation. Occurring during the
critical period of brain development, this fact could jeopardize all the steps in
future locomotion evolution. The present results confirm deleterious effects of
RDB-induced malnutrition on the somatic development and maturation of the
nervous system (NS).
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A regional model (Northeastern Brazil) of induced mal-nutrition delays
ontogeny of reflexes and locomotor activity in rats

KARLA M. F. T. BARROS"?, RAUL MANHAES-DE-CASTRO', SANDRA LOPES-DE-
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Bahia, Salvador, Brazil, ®Instituto Materno-Infantil de Pernambuco, Recife, Brazil, and TUMR6600—Université de
Technologie de Compiegne, Compiegne, France

Abstract

The aim of this study was to investigate the effects of malnutrition, induced by a regional basic diet (RBD), on motor
development. RBD is a 7.87%-protein diet based on aliments typical of Northeastern Brazil. Female rats were treated with
RBD during lactation. The reflex ontogenesis and the development of locomotor activity in their offspring were assessed.
Malnourished (MN) rats showed a delay in reflex maturation and in locomotor activity evolution. The decreased locomotor
activity may be related to the reduced movement experiences induced by the delay in the reflex maturation. Occurring during
the critical period of brain development, this fact could jeopardize all the steps in future locomotion evolution. The present
results confirm deleterious effects of RDB-induced malnutrition on the somatic development and maturation of the nervous
system (NS).

Keywords: Locomotion, malnutrition, rats, reflex-ontogeny

could modify the structure and functions in age-
related, developmental processes, such as reflex-
ontogeny and motor responses (Noback and
Eisemann 1981).

The increased NS vulnerability during this early
time, and the possibility of permanent repercussions
on NS functions arising from adversities, support that

Introduction

An adequate supply of nutrients is critical for
maintenance of growth, as well as, for the develop-
ment of functions in all organic systems (Morgane
etal. 1978; Paixdo et al. 2001; Umeta et al. 2003). As a
consequence, malnutrition is a very important, non-

genetic factor affecting the developmental processes
(Morgane et al. 1978, 1993). In the nervous system
(NS), the sequence of cellular events during the early
period of life, embryogenesis and nursing, determine
both the definitive neurochemical composition and
the morphofunctional structure of the mature organ-
ism (Morgane et al. 1978). During this period, the
high speed of cellular events induces a higher
vulnerability in NS, so that distress acting upon it

this is a “critical period for the NS development”, or
“brain growth spurt period” (Dobbing 1970).
If malnutrition occurs in this period, the normal
cellular events can be altered, with deleterious
consequences for development and acquisition of
mature, physiological patterns (Nagy et al. 1977;
Morgane et al. 1993; Salas et al. 1998; Otellin et al.
2002). In rats, most events related to the critical
period of development occur during the first 21
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postnatal days, which corresponds to the nursing
period (Morgane et al. 1978; Dubovicky et al. 1996).
Several studies reporting on the effects of early
malnutrition in rats have shown a developmental

delay of motor and neuro-behavioral patterns 170
(Medeiros et al. 2001; Barreto-Medeiros et al. 2002,

2004; Morgane et al. 2002).

It is well known that early malnutrition causes a
negative influence on child development (Benitez-
Bribiesca et al. 1999; Drewett et al. 2001), including 175
disturbance in the evolution of motor behavior (Bhatia
et al. 1979; Benefice et al. 1999; Barros et al. 2003).

In order to study the effects of nutritional stress on
development, several methods to induce malnutrition
have been proposed. Most of them use diet models 180
based on high-quality protein (casein) offered in
restricted amounts (Morgane et al. 1978; Segura et al.
2001). However, low-quality protein diets offered
ad libitum have also been administered (Barreto-
Medeiros et al. 2002). 185

In spite of a decreasing prevalence of malnutrition
in children, this is still an important public health
problem in developing countries, including Brazil.
Northern and Northeastern Brazil are specially
affected (Eickmann et al. 2003). In order to conduct 190
an experimental study of the biological consequences
of malnutrition, observed in populations of North-
eastern Brazil, Teodosio et al. (1990) developed a diet
model, the so-called regional basic diet (RBD), which
reproduces a pattern of malnutrition in rats, similar to 195
that observed in undernourished children of this
region. Therefore, the comprehension of physiological
damage, due to malnutrition in these populations,
could be analyzed (Teodosio et al. 1979).

The main goal of this study was to investigate the 200
possible influence of malnutrition, induced by RBD,
on reflex ontogenesis and on the acquisition of
locomotor activity in rats.

11.50
3.15
41.43

kcal%
60.76

198.80

315.64

115

120

Fat-soluble vitamins

Water-soluble vitamins

130

1.09
5.64
0.48
7.21

Centesimal composition
Fibers

0.57
0.43
0.06
0.20
1.26

Ash

Fats
0.24
0.12
0.06
0.35
0.03
0.80

140

10.66

48.59

Centesimal composition of regional basic diet (RBD).
9.99
69.24

Carbohydrates

Table 1.

99
30

Protein
0.84
2.74
7.87

150

3.
0.

Material and methods

Animals

& (%)
18.34
64.81
3.74
0.35
12.76
100.00

155 Wistar male rats, from the Nutrition Department of 210
the Federal University of Pernambuco, Brazil, were
used. The animals were maintained at a room
temperature of 23 = 2°C, and a 12/12h light—dark
cycle (lights on from 6 am to 6 pm). After mating and
once gestation was confirmed, females were housed
individually in polypropilene cages, with free access to
water and to a standard diet (Labina®—Purina of
Brazil), containing 23% protein. Twenty-four hours
after birth, pups that were born in the same date, from
different mothers, were randomly distributed in litters 220
of six by one dam. The pups were accessed from each

reconstituted (randomized) litter, in order to prevent

inbreeding. Pups were breastfed throughout the first

160

S}
W

Ingredients
Dried and salted meat fat*

Dried and salted meat*
Sweet potato

Beans*
Manioc flour

165

Total
* Cooked in water and dried.

Diets
RBD
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21 postnatal days (suckling period). After weaning,
they were fed the standard diet.

Nuztritional manipulation

The nutritional groups were designed according to the
diet received by the mother during lactation. The well-
nourished group (WN), whose mothers (7 = 3) were
fed the standard diet, and the malnourished group
(MN), whose mothers (z =4) were fed the RBD
postpartum. Both diets were offered ad lLbitum. The
chemical composition of RBD is outlined in Table 1.
This diet is constituted of a low-protein amount
(7.87%), a low-fat content and is also deficient in
vitamins and minerals (Teododsio et al. 1979).
Concerning the total number of pups, two female
pups were used to complete a six-pups-litter in the
WN group; in the MN group, four females were kept
to complete two of the litters. All these females were
discarded, that is, not used in the experimental
procedures.

Procedures

Body weight was measured daily, from the first day
(the date of birth was considered day 0) until the 21st
day of life, and then again, on the 30th and 60th days.
The evaluation of reflex maturation was recorded
daily, from day 1 to 21. According to the procedures
described in Table II, the following reflexes were
examined: palm grasp (PQG), righting (R), vibrissa
placing (VP), cliff avoidance (CA), negative geotaxis

Table II.

RBD delays reflex-ontogeny and locomotion in rats 3

(NQG), startle reflex (RS) and free-fall righting (FR).
Reflex maturation was measured by registration of the
age (days after birth) in which the reflex was expressed
for the first time. An exception was the PG, to which it
was recorded the day of disappearance as a sign of
maturation. Following each daily reflex test, the
locomotor activity was measured by using an open
field apparatus. This consisted of a square wood
platform, measuring 56 X 56 cm, enclosed by a 15 cm
high wall. The floor was divided into 64 squares
(7cm X 7cm each). At the beginning of each
evaluation, the animal was placed exactly in the center
of the apparatus. For 1 min, the number of invaded
squares (NIS) was registered. One invaded square was
counted when the animal’s body, including all four
paws, was totally inside the referred square. Statistical
analyses were performed as follows: after preliminary
testing to identify normal distributions (Kolmogorov—
Smirnov test) and variance homogeneity (Levine’s
test), two-tailed Student ¢ test (body weight), Mann
Whitney “U” test (reflexes) and two-way ANOVA, for
repeated measures, were used. Tukey test was applied
for multiple comparisons. The null hypothesis was
rejected when p = 0.05.

Results
Body weight

Compared to the control group, the MN group
presented a reduction of body-weight gain in the 2nd
day (p = 0.05) and from the 3rd to the 21st days of life
(p = 0.01) (Figure 1A). A reduction was also seen on

Procedures on reflex testing.

Reflex Stimulus

Response

Palm grasping (PG)
a paper clip

Righting (R) Rat placed on back on a

flat surface

Vibrissa placing (VP) Rat held by the tail, head

facing an edge of bench, vibrissa

just touching vertical surface

Cliff avoidance (CA) Rat put on edge of bench,

with nose and forefeet just over edge
Sudden sound stimulus by percussion with
a metalic stick in a metal surface

Auditory startle (AD)

Negative geotaxis ING)

Free-fall righting (FR)

Palm of forepaw stroked gently with

Rat placed with head downwards, on a 45° slope

Rat held by the paws, back downwards, is
dropped from 30 cm on a cotton wool pad

Flexion of digits. As mature response,
any or a very slight flexion
must be seen. The date of
disappearance is registered
It turns over, to rest in
ventral decubitus, with the four paws
on the surface, in 10s
Lifts head and extends forepaws in
direction of the bench, making oriented
“walking” movements to go far from the
edge, in 10s
Withdrawal of head and both forefeet
from edge, moving away from “cliff”, in 10's
Body retraction, with a transitory immobility.
The stimulus was given twice in each test,
with an interval of 1 min
Turns to face up the slope,
at least 130°% in 10s
Turns body in mid-air, to land
on all fours. All legs must
be free of body on landing

(according to Smart and Dobbing 1971).
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Figure 1. 1A and 1B: Effects of RBD-induced malnutrition on the

weight gain. Rats were malnourished (M, n = 20, fed by mothers
receiving RBD—7.87% protein) or not (N = 15, fed by mothers
receiving lab chow—22% protein). Weight was measured daily with
a digital balance, from 1st to 21st and on the 30th and 60th postnatal
days. Values expressed in mean and SE. Statistical analyses made by
Student’s ¢ test. +p = 0.05; *p = 0.01.

the 30th (p =0.01) and 60th (p =0.01) days
(Figure 1B).

Reflex maturation

The MN group showed a retardation in the following
reflexes: VP (p=0.01); CA (p=0.01); NG
(p = 0.05); startle response (p = 0.01) and FR
(p =0.01) (Table III).

Development of locomotor activity

Regarding motor activity, ANOVA indicated the main
effects for each day of life (p = 0.001) and for the diet
(p =0.008), but there was no interaction between
these factors. Both the MN and the WN groups
presented a higher NIS on day 21 than on day 14
(p =0.05) and than on day 7 of life (p = 0.05).
Compared to the control group, the MN rats showed a
reduced NIS on the 21st day (p = 0.05) (Table IV).

Discussion

Our results showed that neonatal malnutrition
induces deficiencies in the body weight, retardation
in reflex maturation and delays in the acquisition of
mature developmental patterns of locomotor activity.
The effects of early malnutrition on the body weight
and somatic growth are well-established (Morgane
et al. 1978, 1993). This study corroborates previous
experimental evidence showing a reduction in body
weight of animals submitted to malnutrition during
the suckling period (Smart and Dobbing 1971;
Johnson et al. 1991). In the present study, a reduction
of body-weight gain was observed two days following
the introduction of the experimental diet. The use of a
multi-deficient diet, directly following labor, along
with the depletion of maternal reserves and the high-
energy expense of labor (Quek and Trayhurn 1990),
induces a deficient nutritional status. Sturman et al.
(1986) observed a reduction of protein relative to the
amount, in the milk of MN, lactating, female rats.
Marin et al. (1995) observed, in MN, lactating rats, a
decrease in the size of the mammary glands and small
quantities of milk, suggesting a low quality and a
reduction in the secreted milk. On the other hand, the
perinatal period is also seen as a stressing time for the
neonate, since thermal and alimentary adaptations are
happening, with considerable energy expense
(Boxwell et al. 1995).

The reflex-maturation pattern, “a behavior elicited by
exactly prescribed stimulation” (Smart and Dobbing
1971), is currently used to demonstrate an appro-
priate maturation of CNS, during development. Fox
(1965) reported a well-defined pattern of reflex
maturation in the rat, providing an important tool

Table III.  Effects of RBD-induced malnutrition on reflex ontogenesis.

Reflex
Groups
Palm grasp  Righting  Vibrissa placing  Cliff avoidance = Negative geotaxis Free-fall righting
PG) (R) VP) (CA) NG) Startle response (FR)
WN (n=16) 6 (5-8) 6 (3-8) 12 (9-14) 13 (12-15) 14 (12-16) 12 (11-13) 14 (11-17)
MN (n=20) 5 (3-8) 5(3-9) 15 (10-16)* 15 (10-19)* 16 (10—19)* 13 (10-16)* 16 (15-20)*

Reflex ontogenesis was evaluated daily, from 1st to 21st postnatal days. Values are expressed by median (minimum and maximum values in
parenthesis) representing the age (days after birth) of reflex maturation. Statistical analysis was made by Mann—Whitney “U” test.

*p = 0.05.
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Table IV. Effects of RBD-induced malnutrition on the locomotor
activity evolution.

Age (days)
Groups
D7 D14 D21
WN 1.06 + 0.15% 13.24 + 1.14° 54.68 = 2.80°
MN 1.13 + 0.15% 8.49 * 0.68° 44.54 + 3.08¢

The number of invaded squares (NIS) in the open field was recorded
in the 7th, 14th and 21st postnatal days, by observing during 1 min
the animal’s spontaneous movement. Comparisons by two-way
ANOVA for repeated measures followed by Tukey test. Main effects:
diet, F="7.95 (p=0.008); day F=324.22 (p < 0.001); inter-
action diet vs. day, F = 2.90 (p = 0.062). Distinct letters indicate
significantly different means (p = 0.05).

for development evaluation. Using this model, Smart
and Dobbing (1971) demonstrated a delay in the
maturation of reflexes, caused by prenatal or postnatal
malnutrition in rats. So, in the present study a similar
delay of reflex development could be associated with
the RDB-induced malnutrition.

Thus, locomotion patterns in the rat, which
develops according to a chronological sequence, and
depend on posture and gravity, as well as, the integrity
of the motor system (CNS-muscle—skeletal) (Fox
1965; Walton et al. 1992; Gramsbergen 1998), can
suffer alterations due to interference of nutritional
adversities.

By using a model of maternal, neonatal malnu-
trition, Salas et al. (1998) observed decreased growth
of the pups, as well as, a reduction in behavioral
attitudes that represent maternal care and stimulation
(Salas et al. 1998). Furthermore, the authors showed
an increase in the time spent by the young animals in
self-grooming, what indicates a reduced social
interaction, or a reduction of motivation on the part
of the mothers. Such behaviors, during this early
phase of life, play an important role in the initiation of
several abilities, including voluntary movements.
Therefore, the diminution of locomotor activity,
observed in our study, could have been attributed to
the reduction in behavioral interaction between the
suckling and its environment. Malnutrition has also
been associated with an alteration in the emotional
and behavioral changes in rat pups (Sobotka et al.
1974; Teodosio et al. 1979). The latter described an
increase in freezing-like responses to fear situations,
and a delay in the learning of avoidance responses.

It is noteworthy that in humans, long-term
consequences of malnutrition can be disastrous for
physical and cognitive evolution, as seen in follow-up
studies of MN children (Dobbing 1970; Gosselin et al.
2002; Umeta et al. 2003).

The reduced locomotor activity of RDB animals,
caused by malnutrition, as this study suggests, is in
agreement with the findings of Smart and Dobbing
(1971). These authors observed an increase in

RBD delays reflex-ontogeny and locomotion in rats 5

rotation motions, thus influencing the development
of organized movement patterns in a negative way.
Nagy et al. (1977) presented similar results, associat-
ing this “behavioral agitation™ to a lack of inhibition of
the locomotor behavior. This kind of inhibition would
characterize a functional immaturity of locomotion in
the adult life. Lynch et al. (1975) also suggested that
the differences observed in the motor performance of
MN rats could result in an alteration in the organism’s
attentiveness. These authors pointed out a relation-
ship between the decrease of cerebral growth and the
changes in movement patterns of MN rats. On the
other hand, a delay in axonal myelination, attributed
to malnutrition, as observed by Noback and Eisenman
(1981), is suggested to be a possible cause of this
growth retardation. As a matter of fact, a study using
more refined parameters to the evaluation of
locomotor-activity, also seeking for malnutrition-
induced anatomical alterations, would provide more
effective conclusions.

In the present study, the decrease in locomotor
activity might be related to slow, somatic growth and
to the delay of reflex maturation, since the impairment
of these processes is capable of reducing the
experiences of movement. Moreover, when occurring
during the critical period of locomotion development,
all the steps for future locomotor evolution could be
jeopardized (Walton et al. 1992).

The RDB, as a diet model to induce malnutrition,
has a deleterious effect on the somatic development
and the maturation of NS. These findings must be
taken into account, when thinking about regional,
alimentary patterns, and the prevention of health
problems in populations exposed to malnutrition.
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Abstract
BARROS, K.M.F.T.; MANHAES-DE-CASTRO,R.; GOUBEL, F.;CANON,F. Differential
adaptations during brain growth spurt and in adult age in rat muscles. During the post
weaning growth and maturation period (25/90 days after birth), rat limb muscles are
submitted to specific adaptations. Our aim was to characterize the mechanical properties of
two muscles that are opposite in terms of fibre type distribution, the soleus and the EDL
muscles of male Wistar rats. Results showed a fast to slow fibre type transition in soleus
while no modification in fibre type distribution was observed in EDL. A growth-induced
increase in muscle force was observed. Soleus underwent an increase in temporal parameters
of twitch, but EDL showed no modification. Resistance to fatigue was higher in 90-day-old
soleus but not modified in the EDL. Surprisingly, analysis of Vmax showed a decrease in
maximal velocity in both soleus and EDL. Lastly, tension/extension curves indicated a
growth-induced increase in series elastic stiffness in the two muscles. These results suggest
that during this growth period, skeletal muscles are submitted to differential adaptations.
Moreover, whereas adaptation of biomechanical properties observed can be explained partly
by an adaptation of fibre profile in soleus, this is not the case for EDL. It is suggested that
changes in muscle architecture, which are often disregarded, could explain some variations in

mechanical properties, especially when muscles undergo an increase in both mass and length.
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INTRODUCTION

Motor abilities reflect one of the most important tools in the relationship of a living
being and its environment. These abilities begin early in almost all species and it is well
known that the development of motor functions is closely related to a normal development of
various organic systems. The locomotor system undergoes pronounced changes throughout its
lifespan. As a target of this system, skeletal muscle shows exceptional adaptability.

In humans the major events, which define the functional properties of skeletal muscle,
proceed until the end of the prenatal period [1]. On the other hand, in rats, these events are
prolonged until the end of the neonatal period (21* postnatal day) [2,3]. At this weaning age,
almost all functional elements are ready to allow an independent locomotion when the rat
pups leave the nest. During the first 3 weeks of life, numerous complex changes in
histochemical, biochemical, as well as metabolic properties take place [4]. Fibre
differentiation can give a useful example of this complex period. As a matter of fact, skeletal
muscle shows a gradual slow and fast fibre differentiation as well as a fast differentiation into
ITA and IIB type [5,6]. At weaning age, skeletal muscles have a well-defined, myotypological
pattern, in agreement with their functional profile.

However, muscle will still be submitted to some maturation process until adulthood
[7,4]. In this post-weaning growth and maturation phase (4-16 weeks), among other things,
the muscle continues to grow and mature until the animal reaches sexual maturity [8].

Nevertheless, as judged by modifications of fibre type distribution during growth,
changes in slow and fast skeletal muscles seem not to be to the same extent. As a matter of
fact, for soleus muscle, numerous authors have reported a relative increase in slow twitch
fibre to the detriment of fast twitch after the weaning age [7,9,4]. On the other hand, for fast
EDL muscle, the literature indicates variability in the degree of growth-induced change in

histochemical properties. It has been reported that the percentage of slow fibres or type I
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myosin heavy chain (MHC) was unmodified or reduced [9,6,10]. Moreover, when
modifications in proportion of fast Ila and IIb fibres or Ila and IIb MHC were reported, these
changes were minor and sometimes opposite [4,6,10,11].

On the other hand, contractile characteristics of adult rat soleus and EDL muscles have
been objects of numerous studies (See for review Close, 1972) [12]. These two muscles,
which are different with respect to their fibre type distribution, differ also in their mechanical
properties. The most useful mechanical characteristics reported to show this difference is
twitch kinetic and maximal shortening velocity (Vmax). As a matter of fact, Vmax of EDL
muscle is at least twofold higher than in soleus muscle in adult rats [13,14]. The difference in
this parameter is closely related to the predominant fibre type present in the muscle. Indeed,
in the adult rat, soleus muscle contains about 80 — 85% slow twitch fibre, whereas EDL
contains at least 95% fast fibre. Moreover, changes in Vmax were reported in adult rat
muscles using overuse or disuse experiments [15,16,14] and these alterations are generally
related to a shift in isomyosin or fibre type distribution [16,17]. However, to our knowledge,
changes in mechanical properties during growth (i.e between weaning age and adult age) in
soleus as well as in EDL muscles are scarce. Moreover, a possible mechanical site of
adaptive response of the skeletal muscle is the series elastic component (SEC). As a matter of
fact, SEC includes not only passives structures (i.e. tendon) but also an active part (i.e. cross-
bridges) and a link between fibre composition and SEC properties has been proposed [18].
Rat studies using training or disuse methods reported contrary modifications in SEC stiffness
associated with fibre type transitions [15,16,19]. To our knowledge, there have been no
studies reporting the effect of the growth in SEC properties of soleus and EDL muscles.

Thus, the objective of this study was to characterize contractile as well as series elastic
properties of these two muscles. The characterization of mechanical properties in these two

periods can be an important tool to estimate a normal pattern of muscle evolution. By this
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way, it would be possible to determine any variations due to aggressions or diseases occurring
during this critical period, which could influence the maturation of motor functions. In
addition, the significant lengthening of the muscle, which can occur only during the phase of
massive growth of the animal, can involve modifications in muscle architecture, thus in
mechanical properties. This last point will be taken into account in order to explain some

modifications of contractile properties obtained in the present study.

MATERIALS AND METHODS

Animal care and muscle sampling

Sixteen 25- and fourteen 90-day-old male Wistar rats were used in this study. 25-day-
old rats will show a freely moving capacity; at 90 days, they’ve reached sexual maturation,
and so are young adults. The animals were maintained at a room temperature of 23 £+ 2°C, and
a 12/12 hours light-dark cycle. The protocols used in the present study were approved by the
Ethics, Hygiene and Safety Committee of the University of Compieégne. The rats were
anaesthetized with an intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (30mg/kg). The soleus
and EDL muscles were carefully excised from the hindlimb and placed in a dissection
chamber containing a Ringer solution (composition in mM: NaCl, 115; NaHCO;, 28; CaCl,,
2.5, MgS0y, 3.1; KCl, 3.5; KH,PO4, 1.2; glucose, 11.1) maintained at 25°C and oxygenated
with a gas mixture of 95% O2 and 5% CO2 with resulted in a pH of 7.3. Muscles were either

used for mechanical experiment or for histochemical analysis

Experimental setup
Immediately after dissection, the muscle was mounted horizontally in the chamber with

its proximal part fixed to a force transducer. Its distal extremity was linked to the moving part
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of a servo-controlled ergometer described in detail elsewhere [20]. Care was taken to
minimize the length of free tendon. Muscles were adjusted to an optimal length (Lo) defined
as the length at which maximum twitch tension (Pt) was elicited. Tetanic stimuli of optimal
frequency were delivered via two parallel silver electrodes located on either side of the
muscle. Pulses were supramaximal, 0.5 ms in duration and of alternate polarity in order to
avoid electrolysis. The movement of the ergometer was triggered when the tetanic tension (Py)
was fully developed (800 msec and 400 msec after initiation of the stimulation for soleus and
EDL muscles respectively). Each muscle was then submitted to a series of dual controlled
releases. At first, a controlled fast release (AL) at maximum velocity (30 cm.s”') was
performed in order to let down the series elastic component (SEC). The minimal tension P
obtained at the end of this fast release was then measured. Immediately after this fast release,
the muscle was shortened at a constant velocity (V) adjusted to obtain a plateau in tension
with minimum transients. A 5 min resting period was observed between two tetanii to avoid
muscle fatigue.

In order to test SEC stiffness, tension/extension curves were constructed by plotting the
normalized shortening (AL/Lg 109 against the normalized tension (P/Py) from 10-15 releases
of different amplitudes. The data were fitted to a third-order polynomial function and the
muscle stiffness was evaluated by computing the compliance (AL/AP) at Py and 0.2 Py and the
maximal extension (ALmax), i.e. the minimal release required to obtain zero tension. The area
under the tension/extension curve, which represents the maximal potential energy storable in
the SEC, was also calculated.

According to Hill’s equation [(P+a) (V+b) = (Py+a)b], a linearization of force/velocity
curves was performed by plotting for each isovelocity shortening (V) the normalized steady
tension (P/Py) against the ratio (Py-P)/VPy. The data were then fitted to a linearized function

and the maximal shortening velocity (Vmax) was computed using regression analysis.
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Both tetanic and twitch tension (Py and Pt respectively) were measured for each muscle.
The twitch kinetics were analysed by the measurements of contraction time (CT) and half
relaxation time (HRT).

A fatigue test was performed using a procedure similar to that described by Burke et al
(1973) [21]. Briefly, pulses (frequency : 40 Hz ; duration : 330 ms) were delivered once per
second for 2 minutes. Resistance to fatigue was quantified by measuring tension production
every 5 seconds. The endurance index (expressed as a percentage) was calculated as the

tension produced every 30 seconds divided by the tension produced during the first second.

Histochemical analysis

Muscles were excised and frozen in liquid nitrogen until they were examined. Serial
cross sections (10um) were cut with a cryostat maintained at -20°C and were stained for
Calcium-activated myofibrillar ATPase (mATPase) after preincubation at various pH levels.
Muscle fibres were classified on the basis of differences in staining intensity for mATPase
after alkaline (pH 10.3) or acid (pH 4.3 ad 4.6) preincubation [22]. Since a detailed
histochemical analysis was beyond the scope of the present paper, muscle fibres were
classified into three major types (I, Ila and IIb) and intermediate type fibres (Int) [23].
Histochemical analysis was performed using the QWin Leica® image analysis system. The
muscle fibre type composition was determined by counting approximately 1000 fibres in

fields equally distributed over the sample.

Statistical analysis
All data shown are presented as mean = SE. All statistical analyses were performed
using a computer program (Statgraphics plus 5.0). A two-way variance analysis was

performed to evaluate the influence of age or muscle type. If an overall significant P-value
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was obtained, a Fisher’s post hoc analysis was used to isolate the significantly different means.

All comparisons were performed at a 95% confidence level.

RESULTS

Body and muscle weights

The weight of the 90-day-old rats was roughly 4 times higher than that of the 25-day-old
rats (95.2 = 2.4 g in 25-day-old rats compared to 460.1 + 14.6 g in 90-day-old rats, p<0.05).
This body weight increase was accompanied by an increase in both soleus (63.3 £ 1.5mg vs
232.1 £ 7.1mg, p<0.05) and EDL muscles wet weight (50.9 = 1.6mg vs 240.9 £ 6.9mg,

p<0.05).

Force and twitch characteristics

As shown in Table I, both twitch and tetanic tension of soleus and EDL muscle were
significantly higher in 90-day-old rats than in 25-day-old animals. When tetanic tension was
normalized with respect to muscle mass, results indicated an increase in relative tension only
for EDL muscle. When a comparison was made between soleus and EDL muscles for the
same age, data showed a greater twitch and tetanic absolute tension in EDL muscle and twice
the relative tension in this muscle.

Whereas for the soleus muscle, both CT and HRT were significantly increased in 90-
day-old rats in comparison with the 25-day-old rats, these values were not different for EDL

muscle.

Maximal shortening velocity
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Vmax of both soleus and EDL muscles had significantly decreased with age (figure 1).
For these two muscles, the growth resulted in a 20% and 22% decrease in maximal velocity in
soleus and EDL muscles, respectively. On the other hand, EDL muscle showed a significantly
faster maximal shortening velocity than soleus muscle in the two age groups. In effect,
whatever the age, Vmax in EDL muscle was approximately 2.5 fold higher than in soleus

muscle for the same age.

Series Elastic properties

As shown in Figure 2, the tension/extension curves established for both soleus and EDL
muscles present the classical non-linear shape, showing a decrease in stiffness when tension
fell. Moreover, soleus and EDL muscles in 90-day-old rats were found to be significantly
stiffer than those of the 25-day-old rats. Indeed, the growth-induced increase in SEC stiffness
was confirmed by the calculation of the normalized compliance at 0.2Py and by the fact that
the maximal extension was smaller in the 90-day-old muscles than in the 25-day-old muscles
(Table II). Moreover, the decrease of the area under the tension/extension curve exhibited by
the 90-day-old soleus muscle attested to this increase in SEC stiffness. On the other hand,

whatever the age, EDL muscle was found to be less stiff than soleus muscle.

Fatigue characteristics

As shown in Table III, there was no age effect in endurance index for EDL muscle. On
the other hand, for soleus muscle, the endurance index was higher after the 30th second in the
90-day old rats compared to the data obtained in the 25-day-old rats. Moreover, important
differences between soleus and EDL muscles can be observed. Indeed, EDL muscle was
globally more fatigable than soleus muscle, and this difference in endurance index was

particularly pronounced after the first minute (Table III).
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Histochemistry

As shown in Figure 3, there was a fast to slow transition in soleus muscle during growth.
As a matter of fact, the percentage of fibre type I rose about 50%, essentially to the detriment
of type Ila fibres. On the other hand, for EDL muscle, there was no difference in fibre type

distribution between 25-day and 90-day-old rats.

DISCUSSION

As in most studies regarding age effects, the present results indicate a fast-to-slow
transition in soleus muscle, whereas no modification in fibre type distribution is observed in
EDL muscle [7,9,6,10,4].

On the other hand, as expected, the growth-related increase in rat body weight was
accompanied by an increase in soleus and EDL muscles weight. In the same sense, our results
indicate increases in both twitch and tetanic forces in soleus and EDL muscles. Nevertheless,
whereas relative tetanic tension was not modified in soleus muscle, 90-day-old EDL muscle
developed a greater P)/MW than 25-day-old EDL. Muscle tension development depends on
contractile material operating in parallel within the muscle and the tension was generally
normalized with respect to physiological cross sectional area (PCSA) since PCSA and
maximum force are proportional [24]. PCSA, which represent cross sectional area of muscle
according to perpendicular axis of fibres, is calculated by the following equation MW/(L, *
Lf/Ly * 1.06) were Lf/L, is the ratio between fibre length and muscle length, and 1.06 is
density of skeletal muscle [25]. Nevertheless, between 25 and 90 days of age, muscles

undergo important increases in both muscle weight and muscle length and modification in
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muscle architecture leading to a change in the Lf/L ratio. It was reported a 18% reduction in
Lf/Ly between 40 and 120 days of age for rat EDL muscle which presents, at adult age, a
pennation angle of 10° [26]. For this pennate muscle, the smaller increase in Lf in comparison
with Ly can be due to an increase in pennation angle with age. If this is the case, this
phenomenon can explain the increase in relative tetanic tension in this muscle. On the
contrary, for an almost parallel-fibered muscle like soleus [13], contributions of changes in
muscle architecture can be considered as negligible.

Furthermore, whatever the age, soleus muscle exhibited a smaller relative tetanic force
than EDL muscle. These differences in maximum tension between fast and slow muscles
were well documented [12]. For example, a lesser force was developed per unit of cross-
sectional area in slow fibres than in fast fibres [27]. In this view, the differences in tension
observed between soleus and EDL muscles may be related to the difference in the principal
fibre type present in this two muscles, i.e. slow fibre type in soleus muscle and fast fibre type
in EDL muscle, even if extrinsic factors influence tension production [12] like muscle
architecture.

Twitch contraction time as well as half relaxation time were increased in 90 day-old
soleus muscle, compared to 25 day-old. On the other hand, no difference was seen in the EDL.
It is generally assumed that these parameters reflect both the rate of cross-bridges cycling and
the calcium kinetics for uptake and reuptake into the sarcoplasmic reticulum [12] and
consequently, depend on fibre type distribution in muscle. In this way, the fast to slow
transition in soleus muscle as well as the unmodified fibre type distribution in EDL muscle
are in accordance with results of twitch kinetics observed in this study. Moreover, the form of
the isometric twitch depends on the mechanical properties of the SEC [28,29] and
modifications of these elastic properties could modify the parameters derived from the twitch.

As a matter of fact, since a growth-induced increase in SEC stiffness in soleus muscle was
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also found, this may shorten the twitch and so, take part in the reduction of the twitch kinetic
parameters in this muscle. Differences in twitch kinetics reported in this study between fast
EDL and slow soleus muscles were in accordance with the literature for adult rats [31,30] and
were related to the different fibre type distribution between these muscles.

Resistance to fatigue was more pronounced in adult soleus muscle in comparison to
weaning age even though no difference was observed for EDL muscle. Moreover, for 25 and
90-day old rats, soleus muscle presented a greater resistance to fatigue than EDL muscle.
These differences in fatigability are in accordance with the histochemical profile of these
muscles. As a matter of fact it is generally assumed that type I fibre has a greater resistance to
fatigue than type Ila fibre, this last fibre type being less fatigable than type Ilb fibre[21]. In
our study, it was noted that there was a large rise in type I fibre proportion with a concomitant
drop of type Ila fibre in soleus muscle. This explains the 20% increase in endurance index
from weaning to adult age.

Analysis of Vmax showed a decrease in this parameter in both soleus and EDL muscles
during growth. Vmax is thought to be largely dependent of myosin ATPase but also is a
function of the pennation angle and of a number of sarcomeres operating in series in the
muscle. Since during growth, there was an important increase in muscle length due in part to
an increase in fibre length, and thus, in the number of sarcomeres in series, it seems
interesting to estimate the shortening velocity in terms of unit amounts of contractile material
operating in series. For this purpose, Vmax for one unit, i.e. for one sarcomere (in mm/s), was
calculated from the number of sarcomeres in soleus and EDL fibres reported by Close (1964)
[13]. For soleus muscle, the calculation reveals a reduction in Vmax per one sarcomere during
growth (0.008 + 0.0005 mm/s vs 0.0064 = 0.0005mm/s in 25 and 90-day-old rat respectively,
p<0.05). This decrease in Vmax per sarcomere is to the same extent as the 20% decrease in

Vmax, expressed in Lo/s. Firstly, this result confirms that the increase in muscle length was
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to the same extent as the increase in the number of sarcomeres in series (and consequently in
fibre length) in this almost parallel-fibered muscle. Secondly, the decrease in Vmax observed
for this muscle is really a decrease in shortening velocity at the unit level. This decrease in
shortening velocity, both in terms of muscle length and in terms of sarcomere unit, is
consistent with the fast to slow transition observed in this specific muscle. Indeed, correlation
between Vmax and the percentage of fast myosin heavy chains have been reported at the fibre
level [32]. On the other hand, these results indicate that, for the soleus muscle, modifications
in muscle architecture with age are negligible. Nevertheless, for EDL muscle, calculation
shows no modification in Vmax per one sarcomere between 25 and 90-day-old rat (0.0239 +
0.0016 mm/s vs 0.0218 £ 0.0008 mm/s, respectively; NS). The discrepancy in evolutions
between Vmax in L¢/s and Vmax per sarcomere unit for this muscle confirms a lesser fibre
length increase compared to the increase of muscle length as observed in other studies [33].
More importantly, the non-significant modification of Vmax in terms of sarcomere unit is in
agreement with the maintenance of fibre type profile during growth in this muscle. Finally, it
is important to note that if skeletal muscle presents a relatively small fibre length to muscle
length ratio (between 0.34 and 0.41)[33], then the expression of Vmax in Ly/s is inappropriate
for representing the paired changes in maximal velocity and fibre-type profile when the
muscle is submitted to important length changes, such as during growth.

Strikingly, the results of this study indicate an increase in SEC stiffness with age in both
the soleus and EDL muscles. These changes could be attributed to the active part (i.e. cross-
bridges) and/or the passive part (i.e. tendon) of the SEC. In the first case, methods using
either hypo or hyperactivity indicated that an increase in percentage of fast-twitch fibres in the
rat soleus muscle was related to an increase in SEC compliance, even though opposite SEC
mechanical change was associated with a relative increase in slow-twitch fibre proportion [16,

34,19]. These studies suggest that slow-twitch fibres and fast-twitch fibres also differ
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according to their elastic properties. Moreover, it was reported that the slow-twitch motor unit
of a cat’s peroneus longus had a greater dynamic stiffness than fast-twitch motor units [35].
Therefore, for soleus muscle, the growth-induced increase in SEC stiffness can be explained
at least partly by the fast to slow transition observed for this muscle. However, it is probable
that the increase in soleus SEC stiffness is also due to an increase in stiffness of the passive
structures of the SEC. Indeed, even if precautions were taken in order to minimize free tendon
length, intramuscular tendon tissue occupies about a third of the total soleus length. It was
reported that collagen concentration in whole soleus muscle including tendons is twice in the
young adult rat as compared to the 21-day-old rats [36]. Thus, one can expect an increase in
the passive part of SEC stiffness during growth. For EDL muscle, the growth-induced
increase in SEC stiffness can not be explained by a modification of the active part of this
muscle component since present studies show no modification in fibre type profile. Therefore,
the stiffness modifications observed for EDL muscle are probably due to adaptations of the
passive structure of the SEC. Results of other studies showing a growth-induced increase in
collagen concentration in whole EDL muscle consolidate this hypothesis [36]. Lastly,
possible changes in EDL muscle architecture with growth must be considered. As a matter of
fact, for EDL muscle, a part of muscle compliance was due to muscle architecture, i.e. to the

degree of pennation [37].

In conclusion, the results of this study show important modifications on contractile and
series elastic properties in skeletal muscle due to growth. Interestingly, modifications in these
properties seem not to be totally related to some change in histochemical profile. Concerning
SEC properties, the observed increase in stiffness is partly ascribable to changes in passive
structures. Concerning contractile properties, the decrease in Vmax observed in EDL muscle

was not accompanied by changes in fibre type distribution. For such a pennate muscle, a
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discrepancy between histochemical profile and maximal velocity can be removed provided
that Vmax is expressed in terms of velocity of contractile unit. Thus, during the growth when
muscle hypertrophy is due to an increase in both cross-sectional area and muscle length,
modifications in muscle architecture must be taken into account when expressing muscle

mechanical properties.
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(Table I)
Pt Py Py/MW CT HRT
(mN) (mN) (mN/mg) (ms) (ms)
25-day-old 82+4 363+ 18 576 £0.27 | 56.5+09 | 72.9+3.6
rat (24) (24) (24) (24) (24)
Soleus 90-day-old 228 £ 11 1441 £46 (21) | 6.27+£0.22 | 73.4+£1.6 | 1154+3
rat (21) * 1) 1) 1)
% * %
25_day_0]d 170 £ 13 516 £ 34 10.01 £0.51 | 24.1+0.5 | 249+0.7
rat (22) (22) (22) (22) (22)
EDL $ $ $ $
90-day-old 909 £ 13 |2744+143(20)| 11.47+0.49 | 25.0£04 | 25.8+04
rat (17) *$ (20) (17) (17)
*$ *$ $ $
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(Figurel)
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(Tablell)

Compliance | Compliance Area Maximal
at Py at 0.2P (AL/Ly).(P/Py). 10* | extension
(Lo/Po).10% | (Lo/Py).107 (% L)
25-day-old | 1.3+£0.03 2.6+0.1 83+2 2.22+0.06
rat (12)
Soleus | 90-day-old | 1.15+0.03 | 2.1+£0.05 69 +2 1.78 £0.05
rat (12) * * *
25-day-old | 1.60+0.09 | 3.24+0.13 101 +4 2.83+£0.11
rat (10) $ $ $ $
EDL | 90-day-old | 1.75+0.07 | 2.62+0.20 92 +7 2.40 +0.09
rat (11) $ *$ $ *$
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2 (Table IIT)

3
Endurance Endurance Endurance Endurance
index at 30 s | index at 60 s index at 90 s | index at 120 s
25-day-oldrat | 82.6+2.9 747 +3.1 69.4+33 64.1 £3.1
(12)
Soleus | 90-day-old rat | 90.5+3.9 86.6 4.1 82.2+44 77.1+4.1
25-day-oldrat | 77.1+3.4 62.3+3.6 374+£39 21.2+3.6
) $ $ $
EDL | 90-day-oldrat | 81.2+4.2 583+44 29.0+4.7 16.7+4.4
6 $ $ $
4
5
6
7

20
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LEGENDS OF TABLES AND ILLUSTRATIONS:

Table I: Twitch (Pt) and tetanic (Py) tension, relative tetanic tension (P(/MW) and contraction
time (CT) and half relaxation time (HRT) in soleus and EDL muscles of 25-day-old and 90-
day-old rats. Values are means + SE (number of observations in parentheses). * indicate a
significant effect of age at p<0.05. $ indicate a significant difference between soleus and EDL

muscles for the same age at p<0.05.

Table II: Tension/extension properties of soleus and EDL muscles of 25-day and 90-day-old
rat. Values are means = SE (number of observations in parentheses).* indicate a significant
effect of age at p<0.05. $ indicate a significant difference between soleus and EDL muscles

for the same age at p<0.05.

Table III: Endurance index at 30, 60, 90 and 120 s for soleus and EDL in 25-day and 90-day-
old rats. Values are means £ SE (number of observations in parentheses). * indicate a
significant effect of age at p<0.05. $ indicate a significant difference between soleus and EDL

muscles for the same age at p<0.05.

Figure 1 : Maximal shortening velocity (Vmax) obtained for soleus and EDL muscles in 25-
day and 90-day-old rats. (number of observations in parentheses). * indicate a significant
effect of age at p<0.05. $ indicate a significant difference between soleus and EDL muscles

for the same age at p<0.05.

22



Figure 2 : Typical tension-extension curves obtained for soleus and EDL muscles in 25-day

and 90-day-old rats.

Figure 3 : Percentage distribution of fibres in soleus and EDL muscles (number of

observations in parentheses). * indicate a significant effect of age at p<0.05. $ indicate a

significant difference between soleus and EDL muscles for the same age at p<0.05.
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