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APRESENTAÇÃO

A coleção “Ciências Morfofuncionais” é uma obra que tem como foco principal a 
apresentação de trabalhos científicos diversos que compõe seus capítulos relacionados aos 
mecanismos envolvidos na estrutura e no funcionamento do corpo dos organismos vivos. 
O volume apresenta um compilado de 7 artigos distribuídos em temáticas que abordam de 
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/ou revisões 
que transitam nas diversas áreas de aplicação da Anatomia e Fisiologia.

O objetivo central desta coletânea é apresentar de forma categorizada e clara 
estudos desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos 
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à Biologia Celular, Biologia 
Molecular, Bioquímica, Genética, Histologia, Embriologia, Imunologia, Anatomia, Fisiologia, 
Medicina, Medicina Veterinária, Saúde e áreas correlatas.

O avanço tecnológico e científico tem contribuído com inúmeras pesquisas que 
analisam a morfologia dos organismos e buscam entender o funcionamento e a interação 
das moléculas, células, tecidos, órgãos e dos sistemas do corpo. O estudo das Ciências 
Morfofuncionais pode auxiliar na prevenção e no combate a patologias/doenças que podem 
afetar a saúde humana e dos demais seres vivos, além de contribuir com o diagnóstico e 
tratamento de diversas doenças, como o câncer e a diabete.

Temas diversos e interessantes são deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de Graduados, Mestres, Doutores e todos aqueles que 
de alguma forma se interessam pelas Ciências Biológicas e pelas Ciências da Saúde em 
seus aspectos anatômicos e fisiológicos. Possuir um material que demonstre a aplicação 
da Morfofisiologia em várias áreas do conhecimento, de forma temporal e com dados 
substanciais de regiões específicas do país tem sido relevante, bem como, abordar temas 
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Ciências Morfofuncionais” apresenta uma teoria bem fundamentada 
nos resultados práticos obtidos por vários pesquisadores, professores e acadêmicos que 
arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estão apresentados de maneira concisa 
e didática. Sabemos o quão importante é a divulgação científica, por isso evidenciamos 
também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada 
e confiável, permitindo que esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos 
científicos.

Desejo a todos uma ótima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A Paralisia cerebral (PC) é uma 
doença crônica, caracterizada por disfunção 
sensório-motora que envolve distúrbios no 
tônus muscular, na postura e na movimentação 
voluntária. O objetivo deste estudo foi avaliar 
a morfologia e morfometria das junções 
neuromusculares (JNMs) do músculo tibial 

anterior de ratos Wistar submetidos a um 
modelo de PC. Ratas prenhas foram injetadas 
intraperitonealmente com solução salina ou 
lipopolissacarídeo (LPS) durante a gestação. Os 
filhotes machos compuseram: Grupo controle 
(GC, n=7) - filhotes de mães injetadas com 
solução salina; e Grupo PC (GPC, n=7) - filhotes 
de mães injetadas com LPS, submetidos à anóxia 
perinatal (dia do nascimento - P0) e restrição 
sensório motora (P1 ao P30). No 48º dia pós-
natal os animais foram pesados, eutanasiados 
e o músculo tibial anterior coletado. O antímero 
esquerdo do músculo foi submetido à técnica 
de Esterase Inespecífica para a mensuração da 
área, diâmetros maior e menor das JNMs. As 
análises dos dados corporais mostraram que os 
animais PC apresentaram menor peso corporal, 
peso e comprimento do músculo tibial anterior 
quando comparados ao GPC. A área, diâmetros 
maior e menor das JNMs do músculo também 
foram menores nos animais do GPC. A PC 
promoveu alteração nos parâmetros corporais 
e nas JNMs, sendo ocasionadas por deficts 
motores, relacionados a restrição sensório-
motora.
PALAVRAS-CHAVE: Lipopolissacarídeo, 
morfologia, restrição sensório-motora.

MORPHOLOGICAL AND 
MORPHOMETRIC EVALUATION OF 

NEUROMUSCULAR JUNCTIONS IN RATS 
SUBMITTED TO A CEREBRAL PALSY 

MODEL
ABSTRACT: Cerebral palsy (CP) is a chronic 
disease, characterized by sensorimotor 
dysfunction that involves disorders in muscle 
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tone, posture and voluntary movement. The objective of this study was to evaluate the 
morphology and morphometry of the neuromuscular junctions (NMJs) of the anterior 
tibial muscle of Wistar rats submitted to a PC model. Pregnant Wistar rats were injected 
intraperitoneally with saline or lipopolysaccharide (LPS) during pregnancy. The male puppies 
composed: Control group (CG, n = 7) - puppies of mothers injected with saline solution; and 
PC Group (GPC, n = 7) - puppies of mothers injected with LPS, submitted to perinatal anoxia 
(day of birth - P0) and motor sensory restriction (P1 to P30). On the 48th postnatal day, 
the animals were weighed, euthanized and the anterior tibial muscle was collected. The left 
antimere of the muscle was subjected to the Unspecified Esterase technique to measure the 
area, larger and smaller diameters of the NMJs. The analysis of body data showed that the 
CP animals had lower body weight, and length of the anterior tibial muscle when compared 
to the GPC. The area, larger and smaller diameters of the muscle NMJs were also smaller in 
the GPC animals. CP promoted changes in the body parameters and in the NMJs, caused by 
motor deficts, related to sensorimotor restriction.
KEYWORDS: Lipopolysaccharide, morphology, sensorimotor restriction.

1 |  INTRODUÇÃO
A paralisia cerebral (PC), conhecida também como encefalopatia crônica não 

progressiva da infância, é definida como, grupo não progressivo de desordens do 
desenvolvimento, postura e movimento, descrito como síndromes do desenvolvimento 
motor (Zanini et al., 2009).

Os seus principais sintomas são comprometimento do tônus muscular, das funções 
motoras, equilíbrio, reflexos, postura, déficits auditivos e visuais, convulsões, dificuldades de 
aprendizagem e transtornos de linguagem (DODGE, 2008;KRIGGER, 2006; ROTTA, 2002). 
As alterações musculoesqueléticas  incluem atrofia ou hipertrofia das fibras musculares, 
aumento do tecido conjuntivo na musculatura, malformação óssea  e degeneração da 
cartilagem (COQ et al., 2008).

Diversos modelos experimentais em PC são encontrados, podendo utilizar-se 
da administração de lipopolissacarídeo (LPS) (Roberson et al., 2006), anóxia perinatal 
(Zhuravin et al., 2004), e restrição sensório motora pós-natal (Strata et al., 2004). Pois 
Acredita-se que a restrição sensório-motora imita a imobilidade induzida pela espasticidade, 
enquanto a associação com LPS e anóxia perinatal desempenham um papel importante na 
reprodução de um fenótipo mais complexo de PC. (Stigger et al., 2011), Além de que quando 
utilizados em conjunto, causaram déficits de equilíbrio e coordenação além de alterações 
na morfologia dos músculos, redução na área de secção transversal das fibras, aumento do 
comprimento e diminuição da densidade do sarcômero. (STIGGER et al., 2011).

As junções neuromusculares (JNMs) são regiões sinápticas, responsáveis pela 
transmissão dos impulsos nervosos e geração da contração muscular (Wu et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi avaliar a morfologia e morfometria das JNMs do músculo 
tibial anterior de ratos Wistar submetidos a um modelo de PC.
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1.1 Paralisia cerebral
A paralisia cerebral (PC) conhecida também como encefalopatia crônica não 

progressiva da infância é definida como, grupo não progressivo de desordens do 
desenvolvimento, postura e movimento, ditos como síndromes do desenvolvimento motor, 
secundárias a lesões ocorridas no encéfalo em seu período de desenvolvimento (Zanini et 
al., 2009; Pin et al., 2013). Ela é caracterizada principalmente por ocorrência de disfunção 
motora, distúrbios no tônus muscular e alterações neuromusculares, sendo geralmente 
acompanhados por outras desordens como retardo mental, defeitos sensoriais e epilepsia 
(Assis-Madeira & Carvalho, 2009). Estes distúrbios levam a falta de controle sobre os 
movimentos, modificações no comprimento muscular e em alguns casos deformidades 
ósseas (Oliveira et al., 2013).

Dados mostram que sua incidência estimada é de 1,5 a 2,5 para cada 1.000 nascidos 
vivos nos países desenvolvidos e de sete para cada 1.000 nascidos vivos em países em 
desenvolvimento, sendo que no Brasil o número é de 30 a 40 mil novos casos por ano 
(Lima et al., 2014).
1.2 Modelos experimentais de PC

Na tentativa de mimetizar as características encontradas em pacientes com PC, 
modelos experimentais são utilizados. Para tanto, levam-se em conta os fatores pré e pós-
natais responsáveis pela síndrome. Estes podem ser reproduzidos de forma isolada ou em 
conjunto, na indução da PC. Desta forma, há na literatura modelos experimentais utilizando-
se de administração de LPS (Roberson et al., 2006), anóxia perinatal (Zhuravin et al., 
2004), restrição sensório motora pós-natal (Strata et al., 2004), bem como a utilização da 
administração de LPS e anóxia perinatal (Stigger et al., 2013) e anóxia perinatal associada 
à restrição sensório-motora pós-natal (Marcuzzo et al., 2008) para a indução da síndrome.

Stigger et al., (2011) estudaram os efeitos da exposição pré-natal ao LPS, anóxia 
perinatal e restrição sensório-motora, tanto de forma isolada quanto todas as combinações 
possíveis entre eles. E observaram que em todas as tentativas os ratos expostos 
apresentaram redução do equilíbrio e coordenação no teste de Rotarod. Nos animais 
submetidos a restrição sensório-motora foram encontradas alterações motoras mais graves 
e na associação dos três insultos foi observado redução na área de secção transversal das 
fibras do músculo tibial anterior (Stigger et al., 2011).

Em estudo de Buratti et al., (2019) a PC foi induzida através da administração de 
LPS durante a gestação, anóxia perinatal e restrição sensório-motora pós-natal, sendo 
observado nos ratos com PC redução do peso corporal, peso e comprimento muscular 
e, quanto às características morfológicas do músculo plantar, os animais apresentaram 
redução nas relações núcleo/fibra e capilar/fibra, menor área das fibras musculares e JNMs.

Sendo assim, observa-se que a combinação mais eficaz na indução da PC é a 
associação administração de LPS no período gestacional, anóxia perinatal e restrição 
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sensório-motora de acordo com literatura consultada e nos modelos experimentais 
envolvendo PC.

1.3 Junções neuromusculares
Os músculos estriados esqueléticos têm suas contrações comandadas através 

de estímulos vindos do sistema nervoso, através das junções neuromusculares (JNMs) 
(Junqueira & Carneiro, 2013), que são, portanto, a conexão sináptica entre os neurônios 
motores e as fibras musculares (Wu et al., 2010). Elas são formadas por uma parte pré-
sináptica, chamada terminação nervosa, responsável pela síntese dos neurotransmissores, 
que neste caso é a acetilcolina (ACh) que fica armazenada em vesículas (Bloch-Gallego, 
2015). 

Quando um potencial de ação chega até a terminação nervosa, ocorre a abertura 
de canais de cálcio (Ca2+), desencadeando a migração das vesículas para a superfície 
nervosa, que se rompem e liberam a ACh para a fenda sináptica (Martym et al., 2009). Já 
a parte pós-sináptica é constituída por receptores de ACh, que são ativados e respondem 
ao estímulo abrindo canais de sódio, promovendo a amplificação do sinal, garantindo 
a propagação da atividade elétrica e promovendo a contração muscular (Fangerlund & 
Ericksson, 2009).
1.4 Efeitos da PC nas JNMs

Embora a PC seja uma doença que acometa principalmente o sistema muscular, 
afetando a função motora do indivíduo, ainda são poucos os trabalhos que avaliam seus 
efeitos na morfologia da musculatura esquelética e nas JNMs.

Buratti et al., (2019) realizaram um estudo com modelo experimental de PC e 
observaram que o músculo plantar de ratos com PC apresentou redução de 20% na área 
das fibras tipo I e 25% na área, 11% no diâmetro maior e 11% no diâmetro menor das JNMs. 

No estudo experimental desenvolvido por Covatti et al., (2018) observou-se que o 
músculo extensor longo dos dedos de ratos com PC apresentou aumento da área das fibras 
tipo IIB e aumento de 22% e 11% na área e diâmetro maior das JNMs respectivamente.

Devido ao fato de ainda não estarem estabelecidas quais alterações a PC pode 
causar na estrutura das JNMs, torna-se estritamente importante o desenvolvimento de 
novos estudos para compreender melhor os efeitos desta síndrome.

2 |  OBJETIVOS
Avaliar a morfologia e morfometria das JNMs do músculo tibial anterior de ratos 

submetidos a PC.
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3 |  MATERIAIS E MÉTODOS
Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais utilizados neste estudo foram 

submetidos e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) Nº 24/16 da 
Unioeste.

3.1 Obtenção dos animais e indução do modelo experimental de PC
Para a realização do experimento foram utilizadas ninhadas de ratos Wistar com 

três meses de idade (11 fêmeas e 06 machos).  Onde foram acondicionados em caixas 
de policarbonato (27 x 26 x 31 cm) forradas com maravalha e mantidos sob condições 
controladas de temperatura (20 ± 2ºC) e de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h), com 
água e ração padrão ad libitum.

Inicialmente, as fêmeas foram submetidas a exames colpocitológicos para o 
acompanhamento do ciclo estral. Quando estas se encontrarão em fase receptiva 
(proestro), foram colocadas em caixas individuais (19 x 11 x 10 cm) com um macho para 
pareamento. Após confirmação da prenhez, através do exame colpocitológico, será injetado 
intraperitonealmente solução salina estéril (100 μL) ou com LPS (200 μg/kg de LPS em 
100 μL de solução salina estéril) nas fêmeas prenhas. Estas injeções serão realizadas a 
cada 12 horas, a partir do 17º dia gestacional até o final da gestação (21º dia gestacional) 
(Stigger et al., 2011).

No dia do nascimento (dia pós-natal 0 - P0) foi realizada a padronização das 
ninhadas. Filhotes machos, oriundos de pelo menos quatro ninhadas foram separados em 
dois grupos: Grupo controle (GC, n = 7), filhotes de ratas injetadas com solução salina 
durante a gestação; e Grupo PC (GPC, n = 7), filhotes de ratas injetadas com LPS durante a 
gestação, que serão submetidos à anóxia perinatal e também à restrição sensório-motora.

A anóxia perinatal foi realizada no P0, colocando os filhotes do GPC em câmara 
fechada, parcialmente imersa em água a 37°C ± 1, com fluxo de 9 L/min de nitrogênio 
(100%) durante 20 minutos. Em seguida, os filhotes foram rapidamente removidos, 
mantidos em condições atmosféricas normais e observados até retornarem ao seu padrão 
respiratório normal (Stigger et al., 2011). Os filhotes do GC foram submetidos a um 
procedimento idêntico, sendo mantidos durante o mesmo período de tempo na câmara, a 
qual permaneceu aberta e com fluxo normal de ar atmosférico.

A partir do primeiro dia pós-natal (P1) até o 30º dia pós-natal (P30), os animais do GPC 
foram submetidos à restrição sensório-motora durante 16 horas/dia. Os membros pélvicos 
dos animais foram unidos com fita microporosa adesiva. O quadril, joelho e tornozelo foram 
mantidos em posição estendida com auxílio de molde de epóxi devidamente posicionado e 
ajustado ao tamanho do animal. Os animais do GC receberam manipulação nos membros 
pélvicos por aproximadamente 2 minutos, período semelhante ao utilizado para colocar os 
aparatos de imobilização no GPC (Strata et al., 2004).



 
Ciências Morfofuncionais Capítulo 2 15

3.2 Coleta do músculo tibial anterior
Aos 48 dias de idade os animais foram pesados em balança analítica (Shimadzu 

UX620H, São Paulo, Brasil) e em seguida anestesiados com injeções intraperitoneais com 
cloridrato de quetamina (50 mg/kg, ip; Cristália, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/
kg; Cristália, Brasil). A pele dos membros pélvicos foi rebatida para permitir a coleta do 
músculo tibial anterior. Posteriormente, foi realizada a mensuração do comprimento (mm) 
do antímero muscular direito (ventre muscular) com o auxílio de um paquímetro digital 
(Digimess®, São Paulo, Brasil) e pesagem em balança analítica (Shimadzu UX620H, São 
Paulo, Brasil). Em seguida, o antímero muscular esquerdo foi coletado para realização do 
estudo histoquímico das JNMs.

3.3 Estudo histoquímico e morfométrico das JNMs
Para o estudo das JNMs, um fragmento do antímero esquerdo do músculo tibial 

anterior foi removido e fixado em Karnovski (Karnovski, 1965). Posteriormente foi realizada, 
com a utilização de lâminas de inox, a secção longitudinal deste fragmento em várias fatias 
e os cortes obtidos foram submetidos à reação Esterase Inespecífica (Lehrer & Ornstein, 
1959). 

3.4 Análise estatística
Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente com auxílio do programa 

GraphPad Prism® (La Jolla, USA), levando-se em consideração os resultados do teste de 
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para os dados que se encontrarem da normalidade, 
o teste estatístico empregado foi o teste t de Student. Enquanto que para as análises 
não paramétricas foiz utilizado o teste Mann-Whitney. Considerando valores de p < 0,05 
significativos.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
As análises macroscópicas mostraram que os parâmetros de peso corporal (p= 

0,0056), peso (p= 0,0007) e comprimento do músculo (p= 0,0003) foram menores no GPC 
quando comparados ao GC (Tabela 1). Sugere-se que isso ocorreu devido aos déficits no 
padrão sensório-motor da mastigação (Lacerda, 2016), pois crianças com PC geralmente 
apresentaram dificuldades na alimentação. Pois apresentam uma deglutição ineficiente 
ou até mesmo ausente, uma fase oral inadequada, por conta da lesão neurológica, que 
interfere no seu desempenho. (Graziela et al., 2007). Além disso acredita-se que somado aos 
déficits na mastigação, os achados também sofram influência de alguma atrofia muscular 
e/ou menor densidade óssea causada pela restrição sensório-motora (Marcuzzo et al., 
2010). Pois foi visto que a longo prazo, a combinação da asfixia perinatal com desuso dos 
membros pélvicos gera atrofia das fibras musculares, alterações da matriz extracelular do 
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músculo e degeneração articular, além de alterações do córtex somatossensorial primário. 
Essa desorganização é maior quando são associados o ao desuso e a asfixia perinatal 
(COQ et al., 2008). Além disso, em estudo de (MARCUZZO et al., 2010). a restrição 
sensório-motora no período pós-natal produziu redução do peso corporal e da densidade 
óssea além de prejuízos no desempenho motor em testes de caminhada e em escadas. 
Onde a atrofia muscular do m. tibial anterior somente foi observada no grupo onde houve 
associação dos três insultos. (Stigger et al. 2011)

Quanto a morfologia, foram observadas JNMs com formato oval, elíptico e redondo 
em ambos os grupos estudados (Figura 1). 

São as junções neuromusculares (JNMs) que permitem a comunicação entre o 
sistema nervoso periférico e as fibras musculares, tendo como função transmitir os impulsos 
elétricos. A integridade estrutural das JNMs influencia a transmissão neuromuscular e 
consequentemente na sua função muscular (Pratt et al.,(2013). O músculo depende da 
fibra nervosa para suas funções. Por isso, a integridade dessas estruturas é fundamental.

As JNMs são funcionais ao nascimento, mas sofrem modificações no período pós-
natal. Essas estruturas se mantem de forma estável, mas são suscetíveis à remodelação. 
As JNMs possuem ainda capacidade de regeneração após lesão do nervo periférico ou 
músculo (SANES;LICHTMAN, 1999).

Com relação aos parâmetros morfométricos, foi observado que medidas de área 
(p=0,0007), diâmetro maior (p=0,0050) e diâmetro menor (p=0,0014) das JNMs foram 
menores nos animais do GPC quando comparados ao GC (Tabela1). Sugere-se que a 
redução da área e diâmetros das JNMs, esteja relacionada a restrição sensório-motora, 
pois o exercício físico possui grande importância na manutenção da funcionalidade 
física das JNMs (Peretti et al., 2019). Também foi visto que, a interrupção da atividade 
motora durante o desenvolvimento resulta em modificações no sistema nervoso periférico 
(Marcuzzo et al., 2008). mostrando que a imobilidade durante o início da vida pode 
contribuir para um fenótipo motor mais complexo em ratos, sendo compatíveis aos déficits 
motores dos pacientes. (Stigger et al.,2011) Foi visto também, a existência de um período 
de plasticidade que dependente da atividade do sistema nervoso, em que o processo 
apoptótico e a sinaptogênese dos neurônios motores pode ser alterado pelo desuso. 
(Augustin et al.,2013). 

Sendo assim, é visto que, este modelo de PC, pode auxiliar na compreensão de 
tal patologia. Onde o conhecimento dessas alterações, que ocorrem na musculatura 
é essencial para o compreendimento da capacidade funcional dos pacientes com PC 
(DIAS et al., 2013). Possibilitando, contribuir para uma investigação mais aprofundada, 
com relação as alterações causadas sobre músculos e junções neuromusculares (JNMs), 
podendo assim auxiliar em sua terapêutica. 
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Parâmetros (n=7)           GC GPC
Peso corporal (g) 185,9 ± 7,9 172,7 ± 7,5*
Peso do músculo (mg) 0,36 ± 0,04 0,28 ± 0,03*
Comprimento do músculo (mm) 17,5 ± 0,8 14,6 ± 0,6*
Área das JNMs (µm2) 674,5 ± 74,2 512,8 ± 30,5*
Diâmetro maior das JNMs (µm) 43,5 ± 2,9 39,70 ± 2,9*
Diâmetro menor das JNMs (µm) 20,3 ± 1,6 16,2 ± 8*

Valores expressos como média ± desvio padrão. Comprimento do músculo tibial anterior: teste 
de Mann Whitney, demais parâmetros teste t Student. * indicam diferença significativa (p< 
0,05).

Tabela 1- Parâmetros macroscópicos e microscópicos do músculo tibial anterior de ratos aos 48 
dias de idade dos grupos controle (GC) e submetido a PC (GPC)

Figura 1- Fotomicrografias das junções neuromusculares (JNMs) do músculo tibial anterior 
de ratos aos 48 dias de idade. Secção longitudinal. Reação Esterase Inespecifica. A: Grupo 

controle (GC) e B: Grupo submetido ao modelo de paralisia cerebral (GPC).

5 |  CONCLUSÕES
A PC promoveu alteração tanto nos parâmetros corporais, quanto na morfometria das 

JNMs. Sendo ocasionados por déficits motores, relacionados a restrição sensório-motora. 
podendo assim causar alterações na funcionalidade muscular, devido a importância das 
JNMs para a neurotransmissão e consequentemente sua função muscular.
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