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RESUMO

Foram investigados os efeitos da administragdo de L-Arginina a ratos lactentes,
associada a manipulagdo do tamanho da ninhada, sobre o desenvolvimento ponderal e a
morfometria de neuronios NADPH-diaforase-positivos do cortex visual primario. Ratos
Wistar criados em ninhadas com 6 ou 12 filhotes (respectivamente grupos N6 e N12)
foram tratados por gavagem, do 7° ao 28° dia de vida, com L-Arginina (ARG), L-
Histidina (HIST) ou 4gua destilada (H,O). Um grupo adicional N6 ndo recebeu
qualquer tratamento (Ingénuo). Entre 90-120 dias de vida, os animais foram perfundidos
com salina+formol e seus encéfalos submetidos a reacdo histoquimica para marcagdo
dos neurdénios NAPH-d positivos (método indireto da enzima malica). Os pesos
corporais e encefalicos dos grupos N12 foram menores que os dos respectivos grupos
N6 (p<0.05). Nao houve diferenga significativa entre os grupos, com relagdo a
orientagdo dendritica e a contagem de neurdnios. Nos grupos H,O-N6, H,O-12, ARG-
N6 ¢ ARG-NI12 foram analisados: area e perimetro do soma; pontos de bifurcacio;
dimensao fractal, area e volume total de dendritos, ndo havendo diferenga significativa
entre os grupos. O tratamento com Arginina esteve associado com aumento da
densidade de varicosidades e freqiiéncia de ramificacdes dendriticas, sugerindo
plasticidade, mesmo nos desnutridos. Os resultados indicam ainda que células NADPH-
d sdo resistentes a desnutri¢do. Os dados sdo considerados interessantes para estudos de
plasticidade sindptica durante o desenvolvimento e seu relacionamento com agentes
agressivos como a desnutri¢do.
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ABSTRACT

The present study investigated the effect of L-Arginine administration in suckling rats,
reared in different litter sizes, on body weights and morphometric parameters of
NADPH-diaphorase-positive neurons on primary visual cortex. Wistar rats reared in
litters with 6 or 12 pups (respectively N6 and N12 groups) received per gavage, from
postnatal days 7 to 28, either distilled water (group H,O) or L-Arginine (ARG) or L-
Histidine (HIST). An additional group was studied without any treatment (ingenuous
group — ING). At 90-120 days of life, the animals were perfused with
salinet+formaldehyde and their brains were processed for histochemical reaction to
reveal NADPH-diaphorase-positive neurons following the malic enzyme indirect
method. In N12-rats, body and brain weights were smaller when compared to their
respective well-nourished groups (p<0,05). Dendritic orientation and total number of
neurons were similar in all groups. Soma area and perimeter; as well as dendritic
bifurcation points, fractal dimension, area and volume of dendritic field did not show
any difference in the 4 groups analysed for these parameters (H,O-N6, H,O-N12, ARG-
N6, ARG-N12). Arginine treatment was associated with increased density of dendrite
varicosities and of dendrite branching frequency, suggesting plasticity, even in
malnurished rats. The results indicate that NADPH-d cells are resistant to nutritional
damage. Data are considered of interest for studies of synaptic plasticity during neural
development and its relationships to aggressive agents like malnutrition.
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INTRODUCAO

1. Nutrigao e Sistema Nervoso

Nutrigdo compreende as transformacdes que sofrem os alimentos no organismo
vivo, incluindo os processos da digestdo, absor¢ao, metabolismo (utilizagdo de
nutrientes para produ¢do de energia e para as sinteses organicas) e reaproveitamento ou
a eliminagdo dos subprodutos do catabolismo (Batista Filho, 1999). Para alcangar um
estado nutricional satisfatorio ¢ necessaria uma alimentacdo adequada, suficiente em
qualidade e quantidade, além de ser harmonica em seus varios constituintes — energia e
nutrientes (Batista Filho, 1999). Os nutrientes constituem elementos fundamentais, com
0s quais o cérebro imaturo vai se desenvolvendo, através dos processos de hiperplasia,
hipertrofia, mielinizag¢do e organizagdo das sinapses (Guedes e Teoddsio, 1993; Guedes

e col., 2004).

A deficiéncia de um ou mais nutrientes, dependendo da intensidade e duracao
das alteragcdes nutricionais, pode alterar padrdes histoldgicos e bioquimicos dos
processos referidos anteriormente, que teriam repercussdes nas suas fungdes (Guedes e
col., 2004). As criangas que sofrem de atraso no crescimento como conseqiiéncia de
uma alimentacdo deficiente e ou de infecgdes recorrentes sao mais vulneraveis a um
grande numero de enfermidades infecciosas que podem levar a morte. O pouco
crescimento também pode estar associado a um atraso de desenvolvimento mental e a
deficiéncias funcionais na vida adulta (Onis e col., 2000).

O termo desnutricdo protéico-energética refere-se a uma classe de disturbios
clinicos que resultam de varias combinagdes e graus de deficiéncia de proteina e
energia, em geral acompanhadas por lesdes orgénicas e estresse (Mahan e Escott-

Stump, 1998). As principais formas da desnutricdo no homem sdo: marasmo
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(deficiéncia predominante de alimentos que fornecem energia), kwashiokor (deficiéncia
protéica) e kwashiokor mardsmico com deficiéncia de proteina e energia. (Mahan e
Escott-Stump, 1998).

Em 2000, calculou-se que 32,5% de menores de 5 anos, e cerca de 182 milhdes
de criancas em idade pré-escolar, dos paises em desenvolvimento, sofram atraso de seu
desenvolvimento fisico (Onis e col., 2000). Houve muitas melhorias neste sentido desde
1980 quando a prevaléncia mundial estimada era de 50% tendo-se a previsdo de que
esta propor¢do venha a diminuir para 29% em 2005 (Onis e col., 2000). Mas esta
diminui¢ao ndo tem sido igual em todos os paises do mundo, e apesar das melhorias, os
dados confirmam que a desnutri¢do infantil segue constituindo um sério problema de
saude publica nos paises em desenvolvimento (Onis e col., 1993; Onis e col., 2000).

No Brasil, dos meados dos anos 70 ao final dos anos 80 houve uma melhora
substancial em varios indicadores de saude (taxa de mortalidade infantil, desnutricdo em
criangas ¢ adultos e morbi-mortalidade por doengas infecciosas e parasitarias) que se
continuou nos anos 90 (Monteiro e col., 1997). A melhoria provavelmente ocorreu
devido a fatores como aumento da cobertura dos servicos de saude; educagdo e
saneamento (Monteiro e col., 1997). Embora as mesmas analises tenham ocorrido em
todo o pais, as mudangas foram menos intensas nas regides Norte e Nordeste,
determinando a exacerbagdo das desigualdades existentes entre estas regides e o Centro-
Sul do Brasil (Monteiro, 1997; Monteiro e col., 1997). No que diz respeito aos
indicadores de morbidade para as doengas cronico-degenerativas, existem poucas
informagdes disponiveis para sua mensuragdo, visto que ndo foram desenvolvidos
sistemas para o registro destes agravos (Barreto e Carmo, 1994).

Sdo fundamentais os estudos com animais experimentais para estimar a

dimensdo dos efeitos prejudiciais que a desnutri¢do pode causar em humanos. Com os
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modelos animais, podem-se estabelecer relagdes causais entre desnutri¢do precoce e
alteragdes estruturais do sistema nervoso, com as seguintes conseqiiéncias: alteragcdes
nos comportamentos ¢ mudangas cognitivas (Levitsky e Strupp, 1995). No entanto,
embora estudos com animais sejam de importancia extraordinaria, ¢ necessario ter
cuidado no que se refere a extrapolagdo, do que ¢ observado em tais modelos, para o
homem (Guedes, 1985).

Muitos estudos com modelos animais t€ém comprovado que a deficiéncia
nutricional no inicio da vida produz efeitos mais severos sobre o sistema nervoso do que
a desnutri¢do tardia (Aratjo, 1998; Borba e col., 2000; Costa-Cruz ¢ Guedes, 2001;
Picang¢o-Diniz ¢ col., 1998; Rocha-de-Melo, 2001). Também estudos em humanos tém
demonstrado que ha alteragdes no sistema nervoso central, em individuos desnutridos

precocemente (Barret e Radke-Yarrow, 1985; Hack e col., 1991).

Os efeitos da desnutricdo, no sistema nervoso central, s3o muito mais severos
quando ela coincide com o periodo de crescimento rapido do cérebro (Dobbing, 1970).
Uma agressdo neste periodo acarretaria modificagcdes no numero de células (Smart e
Dobbing, 1971; Smart, 1990), na concentragdo cerebral de colesterol (Smart e Dobbing,
1971), tamanho do cérebro, quantidade de lipidios e atividade enzimatica (Dobbing e
Smart, 1974; Dobbing ¢ Sands, 1985). Além disso, o peso corporal também ¢é afetado
(Forbes e col., 1977). Nesta fase, ndo s6 ha rapido aumento de peso cerebral, mas
também eventos como a neurogénese, gliogénese e migragdo neuronal, atingem a
velocidade méxima em cada area cerebral. Neste periodo ha uma maior suscetibilidade
do sistema nervoso a agressoes, como, por exemplo, a desnutri¢do. Assim, essa fase
também ¢ chamada de periodo critico do desenvolvimento (Morgane e col., 1993;

Resnick e col., 1979).
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Nos seres humanos, estima-se que a aceleracao do crescimento cerebral comega
no terceiro trimestre de gestacao e termina no segundo ou terceiro ano de vida, tendo-se
portanto um periodo pré e outro pos-natal. Este periodo difere para cada uma das outras
espécies animais (Guedes, 1985). No caso do rato, o modelo experimental mais usado
para estudar a desnutricdo, o padrao temporal compreende apenas o periodo de
aleitamento, ou seja, as 3 primeiras semanas de vida pds-natal, sendo este o modelo
experimental mais usado para estudar a desnutricdo (Guedes, 1985; Guedes ¢ col., 2004;
Levitsky e Strupp, 1995; Morgane ¢ col., 1992; Morgane e col., 1993; Resnick e col.,
1979).

Em humanos, a desnutri¢do pode, dependendo do tempo e severidade, resultar
em varios graus de deficiéncia comportamental e inaptiddes de aprendizagem (Morgane
e col., 1993; Resnick e col., 1979). Estudos indicam que a desnutri¢do, especialmente
no periodo pré-natal, ¢ um importante fator principal ndo genético que influencia o
sistema nervoso central em desenvolvimento e, em ultima instidncia, a performance
intelectual. Uma provisdo apropriada de nutrientes essenciais € uma necessidade para a
manuten¢do de crescimento de todos os 6érgaos como também para o desenvolvimento
normal de suas fung¢des fisiologicas. A dieta no inicio da vida tem efeitos a longo prazo
na estrutura e funcdo do sistema nervoso, sensorio e habilidades cognitivas bem como
no comportamento (Koletzko e col., 1998).

Na desnutri¢do as estruturas mais afetadas no periodo de desenvolvimento
critico cerebral sdo o giro denteado da formagao hipocampal, cerebelo e bulbo olfatorio
(Morgane e col., 1993). Estudos histoldgicos, comportamentais ¢ neurofisioldgicos
indicam que a maioria das alteracdes no crescimento de varias estruturas cerebrais
eventualmente pode se recuperar, embora alteracdes no hipocampo e cerebelo possam

se manter permanentemente (Levitsky e Strupp, 1995). Ha trabalho comprovando que
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mudangas morfométricas permanentes e transitérias podem ocorrer no cortex visual de
ratos desnutridos no inicio da vida e depois alimentados com dieta normal (Borba e col.,
2000). Ha também informacdes de que pequenos episoddios de desnutrigdo, durante o
periodo de amamentagdo, podem afetar o desenvolvimento corporal e cerebral, bem
como a susceptibilidade ao fenomeno da depressao alastrante cortical em ratos adultos,
sendo a terceira semana de vida o periodo em que o cérebro é mais sensivel a
desnutricdo (Rocha-de-Melo e Guedes, 1997). Além disto ha também estudos
comportamentais, eletrofisiologicos demonstrando alteragdes no cérebro, como
conseqiiéncia da desnutricao (Levitsky e Strupp, 1995; Picango-Diniz e col., 1998).

O modelo experimental que tem sido usado em alguns trabalhos com ratos, ¢ a
desnutricdo causada por aumento do tamanho das ninhadas. Essa condi¢do de
desnutricao ¢ provocada aumentando-se o numero de filhotes a serem amamentados por
uma Unica mae. Assim a quantidade de leite recebido por cada filhote ¢ insuficiente,
levando a altera¢des no funcionamento, morfologia e distribui¢do neuronais sendo entdo
modificado o estado nutricional dos filhotes recém-nascidos (Costa-Cruz e Guedes,

2001; De Luca e col., 1977; Rocha-de-Melo, 2001; Santos-Monteiro, 2002).

2. L-Arginina, Oxido Nitrico e Sistema Nervoso

Os aminoacidos estdo envolvidos, dentre outras fungdes na sintese de proteinas
teciduais (Mahan e Escott-Stump, 1998). Em um organismo normal, os 20 aminoacidos
conhecidos sdo combinados das mais variadas maneiras para sintetizar as suas
diferentes proteinas. A ingestdo inadequada desses aminoacidos pode levar a um
desequilibrio no balango nitrogenado, perda de peso, crescimento prejudicado em bebés

e criangas além de outros sinais clinicos (Mahan e Escott-Stump, 1998). No caso da
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Arginina e da Citrulina sabe-se, desde muito tempo, que estdo envolvidas na sintese da
uréia no figado (Mahan e Escott-Stump, 1998).

Hé controvérsias quanto a Arginina ser essencial ou nao-essencial. Alguns
autores chamam-na de aminoacido condicionalmente essencial, isto porque, ha estudos
indicando que a produg¢do de Arginina pelo organismo, durante o periodo de
crescimento, assim como durante estresse fisioldégico, ndo seria suficiente, sendo
necessario supri-la com a ingestdo dietética (Nieves Jr. e Langkamp-Henken, 2002). A
homeostase da concentragdo de L-Arginina no sangue ¢é regulada pela ingestdo dietética,
sintese ¢ metabolismo, bem como pelo turnover de proteinas (Boger ¢ Bode-Boger,
2001).

A Arginina tem varias rotas metabolicas no organismo, além do ciclo da uréia.
Atua na sintese de proteinas, ¢ usada na sintese da creatina e de poliaminas (Nieves Jr. e
Langkamp-Henken, 2002), como também na sintese do 6xido nitrico (ON). Knowles
(1989) refere que o ON ¢ formado na atmosfera, a partir de nitrogénio e oxigénio.
Biologicamente, sua sintese ocorre em uma reacdo, catalisada pela enzima Sintase do
Oxido Nitrico (SON), entre a L-Arginina e o oxigénio molecular, em células e tecidos
de mamiferos (Rocha-de-Melo, 2001).

O ON tem importante fungdo como mensageiro neuronal (Garthwaite e col.,
1988), além de seu papel como fator de relaxamento derivado do endotélio descrito por
Furchgott & Zawadzki em 1980 (Moncada e col.,, 1989) . Depois destes trabalhos
muitos outros experimentos indicam varias fungdes do ON, tais como: atua como um
neurotransmissor ndo adrenérgico e ndo colinérgico no intestino e nos vasos sangiiineos
cerebrais; parece ter papel chave na morfogénese e plasticidade sindptica; potenciagdo a
longo-prazo no hipocampo e depressao a longo-prazo no cerebelo, duas formas de

modulagdo sindptica que podem estar envolvidas na aprendizagem e memoria, podem
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ser regulada pelo ON, dentre outros (Dawson e Dawson, 1996; Prast e Philippu, 2001).
O ON pode contribuir para plasticidade sinaptica como um mediador retrégrado que ¢
liberado pela ativacdo do receptor NMDA pos-sinaptico (Paakkari e Lindsberg, 1995).
A producdao do oxido nitrico € um passo chave para muitas fases precoces da
neurogénese, tal como proliferacao de células neuronais e sua migragao. (Moreno e col.,

2002)

A biosintese do ON ¢ realizada a partir do fato da SON converter a L-Arginina
para ON e L-Citrulina em um processo que consome 5 elétrons. Existem 3 isoformas: a
neural (nSON), endotelial (eSON) e a induzida por macrofago (iISON). Ambas as
isoformas neuronal e endotelial sdo expressadas constitutivamente e ativadas
brevemente pelo aumento do cdlcio intracelular ligando-se a calmodulina (Dawson e
Dawson, 1996; Nieves Jr. ¢ Langkamp-Henken, 2002). A iSON ndo ¢ detectada em
condi¢des normais, mas em presenca de uma agressao ao sistema imunoldgico citocinas
e lipopolissacarideos conduzem a expressao da iSON. A regulagdo da nSON e eSON
ocorre pelo controle de niveis de varios cofatores e substratos necessarios dentro da
célula, assim como através de modificagdes de enzimas (Dawson e Dawson, 1996). E
importante dizer que todas as formas da SON usam Arginina como seu substrato, forma
estequiometricamente citrulina com ON, e requer nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) como um doador de elétrons (Bredt e Snyder, 1992). Também ha
estudos que indicam substincias, como por exemplo a N®monometilarginina (L-

NMMA), capazes de inibir a acdo da SON (Bredt e Snyder, 1992).

O ON funciona como um neurotransmissor atipico; nao ¢ estocado em vesiculas
sinapticas, parece ser sintetizado de acordo com a demanda (Snyder, 1992; Bredt e

Snyder, 1992). O ON nao ¢ liberado por exocitose e ndo atua sobre proteinas receptoras
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em membranas neuronais; ele difunde-se de um neurdnio para outro (Snyder, 1992;

Bredt e Snyder, 1992).

Trabalhos referem que o ON em altas concentragcdes pode ter um papel
patologico em desordens inflamatorias do sistema nervoso central, e também contribuir
para a patogénese das doencgas neurodegenerativas tal como doenca de Alzheimer e de
Huntington (Dawson e Dawson, 1996; Paakkari e Lindsberg, 1995). Ha estudos
indicando que, na presenca de altos niveis de glutamato, neurdnios que contém a enzima
SON se comportam como macrofagos, liberando grande quantidade de ON para matar
neurdnios proximos (Bredt e Snyder, 1992). As propriedades toxicas do ON parecem
ser usadas pelo sistema imune para matar ou diminuir o crescimento de organismos

invasores (Marletta e Spiering, 2003).

A SON neuronal (nSON) ¢ ativada pelo aumento intracelular de calcio, que
subseqiientemente liga-se a calmodulina para ativar a enzima, assim iniciando a fung¢ao
do ON no sistema nervoso central (Dawson ¢ Dawson, 1996; Snyder, 1992). Evidéncias
indiretas sugerem que o glutamato, atuando ligado ao subtipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) do receptor de aminodcido excitatorio, € o sinal ativador principal para a SON
no cérebro (Paakkari e Lindsberg, 1995). A nSON ¢ a maior isoforma no cérebro. E
colocalizado com neur6nios nicotinamida adenina di-nucleotideo fosfato diaforase

(NADPH-d) (Dawson e Dawson, 1996; Snyder, 1992).

3. NADPH-diaforase e sintase do 6xido nitrico

A técnica histoquimica da NADPH-d foi primeiro descrita no inicio de 1961 por
Thomas e Pearse, que relataram neurdnios corados de azul escuro na presenca de

nitroblue tetrazolium (Dawson e Dawson, 1996). O método histoquimico foi
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aperfeicoado por Scherer-Singler e colaboradores, 20 anos depois (Franca e col., 2000).
Depois deles muitos estudos foram realizados e descobriu-se que a histoquimica
NADPH-d permite identificar o corpo celular, dendritos € uma parte inicial dos axonios
de um pequeno subgrupo de neurdnios intracorticais que sao muito resistentes a varias
doengas neurotoxicas e neurodegerativas (Picango-Diniz e col., 1998). No cortex
cerebral, s6 1 a 2% de células neuronais sdo positivas para SON e invariavelmente
positivas para NADPH-diaforase (Bredt e Snyder, 1992). Isto ja foi observado tanto em

ratos como em macacos (Bredt e Snyder, 1992).

Dados morfoldgicos indicam que os neurdnios que expressam tal enzima sio
células ndo-piramidais GABA-érgicas (Franca e col., 2000). A morfologia das células

intensamente marcadas para NADPH-d é bem variada (Leigh e col., 1990).

Os neurdnios marcados por NADPH-d ou imunohistoquimica da enzima sintase
do 6xido nitrico (SON) podem ser subdivididos em 2 categorias: tipo I e II. Os tipo I,
sdo intensamente corados, correspondem a cerca de 2% de todos os neurdnios corticais
e estdo presentes em todos os tipos de vertebrados estudados até hoje. De maneira geral,
neurdnios tipo I NADPH-d ndo s3o homogeneamente distribuidos no isocortex dos
mamiferos. Varias espécies de mamiferos apresentam um modelo de distribuicdo
tangencial de neurdnios tipo I, mas ndo foi observada a distribuicdo laminar de forma
similar em todas as espécies. Os do tipo II sdo mais numerosos, corando muito pouco o

corpo celular e pouco ou nenhum prolongamento (Franca e col., 2000).

A histoquimica da NADPH-diaforase tem sido usada para marcar neurdnios
cerebrais especificos que contém esta enzima e que reagem com neurdnios produtores
de oxido nitrico. E uma técnica que pode entdo servir como um instrumento onde
neurdénios marcados sdo passiveis de serem mensurados permitindo assim manipular

condi¢des como, por exemplo, estado nutricional, ¢ com isto verificar varidveis que
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afetariam o desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso (Aradjo, 1998; Borba
e col., 2000; Rocha-de-Melo, 2001). Apesar de em varias espécies de mamiferos ter-se
observado que a densidade celular no coértex somatosensorio € significativamente mais

alta que no cortex visual (Franca e col., 2000).

O cortex visual primdrio ¢ a area 17 de Brodmann, também chamada de V1 e
cortex estriado. Estd localizado no lobo occipital do cérebro (Bear e col., 2002). Em
primatas, a maior parte desta area localiza-se na superficie medial do hemisfério ao
redor do sulco calcarino (Bear e col., 2002). O cértex estriado apresenta corpos
neuronais organizados em seis camadas que sdo designadas por algarismos romanos

(Bear e col., 2002).

Esta area parece ser muito sensivel a alteracdes nutricionais, podendo sofrer
mudangas morfologicas. Assim, a area 17 tem sido escolhida, em alguns trabalhos, para
o estudo dos efeitos da desnutri¢do sobre o padrao histoquimico dos neuronios contendo

a NADPH-d (Borba ¢ col., 2000; Picango-Diniz e col., 1998; Rocha-de-Melo, 2001).

Quanto a localizagdo destas células marcadas pela NADPH-d, ja foram descritas
em varios animais como, por exemplo: pombos (Atoji e col., 2001), mamiferos (Franca
e col., 2000), anfibios (Moreno e col., 2002) e peixes (Devadas e col., 2001). Tais
células estdo presentes no cérebro (Franca e col., 2000), cerebelo (Bredt e Snyder,

1992), medula (Atoji e col., 2001) e retina (Devadas e col., 2001).

Em macacos foi observado uma atividade da neurépila NADPH-d com uma
distribuicdo heterogénea e em cortes coronais existe um padrdo laminar (Franca e col.,
1997). A histoquimica revela 2 tipos celulares, sendo estes neurdnios células nao-
piramidais, com arborizagdo dendritica bem corada e com morfologia diferentes, mas

axonios pouco marcados especialmente na substancia cinzenta (Franca e col., 1997). Na
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substancia branca as células apresentavam-se com morfologia mais homogénea (Franca

e col., 1997).

Existem diversos trabalhos relatando uma visao geral da distribuicdo e
morfologia dos neurdnios NADPH-d positivos em cérebros de ratos (Aratjo, 1998;
Franca e col., 2000; Leigh e col., 1990). Também ha estudos em outras espécies de
mamiferos, como macacos e marsupiais onde as células marcadas foram mais
freqiientes nas camadas II e III da substincia cinzenta e substancia branca (Sandell,
1986). Foram identificadas células tipo I e II em Didelphis aurita, Monodelphis
domestica e Callithrix jacchus (Franca e col., 2000). Em ratos, sé foi identificado o tipo
I e, neste animal, a camada infragranular tem densidade mais alta de células NADPH-d
positivas do que a camada IV (Franca e col., 2000).

Como ja foi mencionado anteriormente, muitos estudos clinicos e experimentais
comprovam que a deficiéncia nutricional produz efeitos severos sobre o sistema nervoso
quando este ocorre no inicio da vida. Neste periodo, caso o cérebro ndo obtenha uma
nutricdo adequada, em quantidade e qualidade, tera alteragdes na sua estrutura e fungao,
muitas das quais dificilmente serdo revertidas por completo. Os nutrientes vao promover
o desenvolvimento e a manutencao do funcionamento cerebral adequado. Neste trabalho
manipulamos, no rato, a quantidade de L-Arginina ingerida pelos filhotes ¢ o tamanho
da ninhada no intuito de investigar as alteragdes morfologicas que esses fatores podem
provocar no Sistema Nervoso Central. A escolha da L-Arginina ocorreu devido ao fato
dela estar envolvida em varias rotas metabolicas, dentre as quais a produgdo do 6xido
nitrico, através da enzima SON. Este ¢ mais um passo que pretendemos dar no sentido

do conhecimento da intera¢ao nutri¢ao-cérebro.
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JUSTIFICATIVA

Intmeros estudos clinicos e experimentais indicam que um estado nutricional
satisfatorio, advindo de uma alimentacdo adequada, desde o inicio da vida, ¢
fundamental para o desenvolvimento e funcionamento cerebrais. Estudos em
populagdes humanas indicam melhoria de varios indicadores de saude dessas
populacdes. No entanto, a desnutri¢do infantil ainda é um problema de saude publica em
paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil. Isto torna atual estudos que visem
compreender melhor a integracdo cérebro-nutrigdo diante deste quadro. Muitas
pesquisas t€ém demonstrado que a deficiéncia nutricional pode causar varias alteragdes
no funcionamento e estrutura do sistema nervoso; principalmente quando ocorre no
inicio da vida. Apesar dos esfor¢os continuos, ainda se esta distante de conhecer por
completo o papel que cada nutriente desempenha no sistema nervoso central. No intuito
de colaborarmos com esta area de conhecimento, resolvemos estudar que fatores
morfologicos poderiam ser alterados no sistema nervoso central de ratos que foram
submetidos a manipulacdo da ninhada e aumento da quantidade de L-Arginina no inicio
da vida. A Arginina tem sido associada a varios processos metabolicos incluindo a
sintese do 6xido nitrico. Este tem sido o elemento de muitas pesquisas, porém nao existe
conclusdo definitiva sobre seus possiveis efeitos neuroprotetor e neurodegenerativo.
Assim sendo, o presente trabalho visa contribuir para o avango do conhecimento das

relacdes entre ingestdo de Arginina, estado nutricional e fungdes neurais.
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HIPOTESES

A administragdo de L-Arginina a ratos lactentes, associados a manipulacdo do
tamanho da ninhada, induz a altera¢des sobre a sua curva de desenvolvimento
ponderal.

Na idade adulta, o tratamento acima mencionado provoca mudancas
relacionadas a morfometria de neurdnios NADPH-diaforase-positivos do cortex

visual primario.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar, em ratos, os efeitos da administracdo precoce de L-Arginina, associada a
manipulagdo do tamanho da ninhada, sobre o desenvolvimento ponderal e¢ a
morfometria de neuronios NADPH-diaforase-positivos do cortex visual primario, esta

ultima analisada na idade adulta.

2. Objetivos Especificos

e Determinar a evolucdo do peso corporal dos filhotes ao longo do seu
desenvolvimento.
¢ Quando os filhotes se tornarem adultos,
- Mensurar o peso do encéfalo apds perfusao;
- Avaliar bidimensionalmente os seguintes parametros morfométricos:
1. Numero total de neuronios NADPH-d positivos no cortex visual primario
do hemisfério esquerdo;
2. Orientacao dendritica ;
- Avaliar tridimensionalmente os seguintes parametros morfométricos:
1. Area e perimetro do corpo celular
2. Area do campo dendritico
3. Volume do campo dendritico
4. Densidade de varicosidades dendriticas

5. Dimensao fractal da arborizagdo dendritica
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6. Freqiliéncia de distribui¢ao dos ramos dendriticos

7. Numero de pontos de bifurcagdo dos ramos dendriticos.
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MATERIAIS E METODOS

1. Obtencao dos animais

Foram utilizados 68 ratos do sexo masculino, da linhagem Wistar, provenientes
da colonia do Departamento de Nutricdo, da Universidade Federal de Pernambuco.
Antes do inicio do trabalho, o projeto foi submetido & Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco; tendo sido aprovado (Anexo 1).

Como forma de reduzir custos e evitar o uso de maior quantidade de animais, os
ratos desta dissertagdo (com exce¢do dos grupos ING (“ingénuos”); definidos adiante)
foram compartilhados com a aluna deste Mestrado da UFPE Marilia Ferreira Frazdo
(Frazao, 2004).

Os animais foram obtidos a partir de fémeas com peso superior a 200g ¢ com
idade entre 90 e 180 dias. O acasalamento ocorreu por 1 semana, colocando-se em uma
mesma gaiola 2 fémeas com 1 macho. Passado este periodo o macho era retirado.
Depois de diagnosticada a gravidez, através do aumento do peso e desenvolvimento do
ventre, a fémea era colocada em uma gaiola maternidade até o fim da gestagdo. Apos o
parto, quando os filhotes completavam 24 horas de nascidos foram identificados quanto
ao sexo. Nesse momento também o tamanho da ninhada era manipulada para conter 6 e
12 filhotes por mae dependendo do grupo experimental a que, aleatoriamente, o animal
pertenceria. Desta maneira, os animais foram divididos em 7 grupos de acordo com as
seguintes condi¢des experimentais:

Grupo ING-N6; n= 10 Animais que durante o periodo de lactagdo foram criados em

ninhadas de 6 filhotes por mae, sem qualquer outro tratamento;
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Grupo ING-N12; n= 10 Animais que durante o periodo de lactagdo foram criados em
ninhadas de 12 filhotes por mae, sem qualquer outro tratamento;

Grupo ARG-N6; n= 10 Animais que durante o periodo de lactacao foram criados em
ninhadas de 6 filhotes por mie, ¢ adicionalmente submetidos, por 3 semanas (do 7 ao
28’ dia), 4 administracdo, de solucdo aquosa contendo o amino4cido L-Arginina por
sonda orogastrica.

Grupo ARG-N12; n= 10 Animais que durante o periodo de lactagdo foram criados em
ninhadas de 12 filhotes por mae, ¢ adicionalmente tratados com L-Arginina, como
descrito para o grupo anterior.

Grupo H,0-N6; n= 10 Animais que durante o periodo de lactagdo foram criados em
ninhadas de 6 filhotes por mae, e submetidos, nas 3 semanas descritas acima, a
administracao, de dgua destilada por sonda orogastrica.

Grupo H;O-N12; n= 10 Animais que durante o periodo de lactagdo foram criados em
ninhadas de 12 filhotes por mae, e adicionalmente tratados com agua destilada por
sonda orogastrica, como descrito para o grupo anterior.

Grupo HIST-N6; n= 8 Animais que durante o periodo de lactagdo foram criados em
ninhadas de 6 filhotes por mde, e submetidos, por 3 semanas, a administracdo, de
solugdo aquosa contendo o aminoacido L-Histidina por sonda orogéstrica.

A L-Arginina foi fabricada pela empresa Sigma-Aldrich e a L-Histidina pela
Vetec, sendo ambas com apresentagdo em pd, solivel em agua. A escolha da L-
Histidina (C¢HgN30O;) foi pelo fato de que este aminoacido seria mais um controle, visto
que ele contém uma quantidade de nitrogénio proximo a da L-Arginina (CsH14N4O5), e
ndo tem relagdo com a producao de 6xido nitrico.

As quantidades de L-Arginina e L-Histidina (tabela 01) a serem administradas,

foram calculadas com base no peso corporal médio dos filhotes em cada semana de
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acordo com as recomendagdes da AIN (1993) (Reeves e col., 1993). Isto porque nao foi
encontrada uma recomendacdo nutricional de aminoacidos para ratos na 2%, 3% e 4°
semana de vida. A partir da recomendacao de 4,5 g de Arginina/Kg de dieta para ratos
adultos, com peso médio de 300g, obtida na AIN-93M (Reeves e col.,, 1993) e
estimando um consumo didrio de 20g de dieta/rato/dia, obtivemos uma média de
consumo diario de Arginina de 90mg por rato adulto. Utilizando esta quantidade base de
Arginina/dia para um rato adulto, fez-se entdo uma regra de trés simples para estimar o
consumo de um filhote com 10g (peso médio do filhote na primeira semana de lactagio)
e 30 g (peso médio do filhote no inicio da terceira semana de lactagdo). Obtendo-se
entdo o consumo médio de Arginina no inicio da vida (3mg/dia) e terceira semana de

vida do rato (9mg/dia). Desta maneira buscamos oferecer quantidades adicionais de L-

Arginina e L-Histidina conforme descrito na tabela 1.

Tabela 01: Quantidades de L-Arginina e L-Histidina, bem como volumes de agua
destilada em que elas foram dissolvidas e administradas, via gavagem, nos ratos
experimentais, com base no peso corporal médio dos animais e nas recomendacdes

da AIN-93, para manutenc¢io de animais adultos

Semana de Quantidade de Quantidade de Volume de agua
Tratamento L-Arginina L- Histidina

1? 5 mg 7 mg 0,5 ml

2? 10 mg 14 mg 1,0 ml

3? 20 mg 28 mg 1,0 ml
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O preparo diario das solucdes era realizado minutos antes da administragdo das
mesmas. Os aminoacidos eram pesados em balanga analitica Bosch, Modelo S-2000,
com capacidade méxima de 200g e sensibilidade de até 0,1 mg.

A administracdo das solucdes por sonda orogastrica (figura 01), era realizada
sempre no mesmo horario, entre as 12 e 14 horas. Para introducdo da sonda era
realizada a contengdo manual do filhote evitando que ele se movimentasse. Com o
auxilio dos dedos indicador e polegar da mao esquerda, o filhote era contido e
posicionado verticalmente, tendo a cabeca levemente repuxada para tras, deixando-a
assim plana a curvatura anatdmica entre o térax e boca. Com o filhote assim contido, a
sonda era introduzida adequadamente na cavidade oral usando a mao direita. A sonda
era de polietileno, flexivel, de calibre pequeno (0,5 mm de diametro interno e cerca de
15 cm de comprimento), conectada na agulha de uma seringa de vidro com capacidade
de 1,0 ml. A extensdo da sonda era mensurada ¢ demarcada antes da introdugdo da
mesma para facilitar sua penetracdo até a por¢do inferior da cavidade gastrica. A
introdu¢do do liquido no estdmago do animal era realizada lentamente evitando-se

bolhas de ar, sendo entdo minimizada a distensdo gastrica.

Figura 01: Administracio de Arginina por sonda orogastrica em rato Wistar na

segunda semana de vida
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2. Alimentac¢ao dos animais

A dieta “Labina”, com 23% de proteina, foi usada para manuten¢do da mae,
antes e durante a gestacdo, no periodo de amamentagdo e como dieta dos filhotes depois
do desmame. Segundo o fabricante (Purina do Brasil Ltda) a composi¢do bésica da dieta
“Labina” ¢é: carbonato de célcio, farelo de soja, farelo de trigo, feno de alfafa, fosfato
bicalcico, milho integral moido, 6leo de soja degomado, cloreto de sédio (sal comum),
pré-mix vitaminico mineral, farinha de peixe. Os eventuais substitutivos sdo: Farelo de
arroz, farelo de arroz desengordurado, farelo de gluten de milho, farelo de soja integral
(graos tostados), quirera de arroz, etoxiquin, gordura vegetal estabilizada, farinha de
trigo. O fabricante em sua embalagem refere a lista de itens de enriquecimento além do

nivel de garantia do produto. (tabelas 02 e 03).

Tabela 02: Itens de enriquecimento por Kg da racido Labina com suas respectivas

quantidades descritas segundo a Purina do Brasil.

Item de enriquecimento Quantidade por Kg
Acido Foélico 14,00 mg
Antioxidante 150,00 mg

Biotina 0,20 mg

Cobalto 2,00 mg
Cobre 30,00 mg
Colina 2800 mg
Ferro 180,00 mg
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Iodo 2,00 mg

Niacina 242,00 mg

Pantotenato de Calcio 100,00 mg

Tiamina 12,00 mg

Vitamina B12 44,00 mcg

Vitamina D3 4.400,00 UI

Vitamina K 7,00 mg

Tabela 03: Niveis de garantia da Labina segundo a Purina do Brasil

Analise Percentual de garantia

Proteina Bruta (min.) 23,0%

Matéria fibrosa (max.) 8,0%
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Célcio (max.) 1,5%

Foésforo (min.) 0,8%

Uma amostra dessa racdo foi submetida para analise fisico-quimica no
Laboratério de Experimentacdo e Andlise de Alimentos do Departamento de Nutri¢dao
da Universidade de Pernambuco (tabela 04). E para ter certeza da quantidade de
aminoacidos contidos na ra¢do foram enviadas 2 amostras da mesma para realizagdo do
aminograma no Centro de Quimica de Proteinas da Faculdade de Medicina de Riberdo

Preto da Universidade de Sao Paulo (tabela 05).

Tabela 04: Analise fisico-quimica da amostra da ra¢iao Labina (Purina do Brasil)
realizada no Laboratorio de Experimentacio e Anailise de Alimentos do

Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco

Ensaios Resultados
Umidade (g/100g) - Método: Adolfo Lutz, 1985 9,08
Cinzas (g/100g) - Método: AOAC 1998. Ref. 930.22 6,60
Proteinas (g/100g) - Método: AOAC 1998. Ref. 991.20 23,27
Lipideos (g/100g) - Método: AOAC 1998 Ref. 963.15 4,24
Carboidratos (g/100g) - Método por célculo 56,81
VCT (Kcal/100g) - Método por calculo 358,48
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Tabela 05: Aminograma da racio Labina (fabricada pela Purina do Brasil),
realizado pelo Centro de Quimica de Proteinas da Faculdade de Medicina de

Riberao Preto — USP. Os resultados estao expressos em g por Kg da amostra.

AMINOACIDO Amostra A Amostra A AmostraB  Amostra B MEDIA

1 2 1 2

Lisina 12,27 12,23 12,01 12,11 12,16
Histidina 5,89 5,67 5,55 5,64 5,69
Arginina 14,20 14,00 13,46 13,79 13,86
Ac. Aspartico 24,44 24,58 23,27 23,67 23,99
Treonina 9,71 9,65 9,20 9,31 9,47
Serina 11,35 11,36 11,00 10,88 11,15
Ac. Glutamico 40,33 40,41 38,19 38,67 39,40
Prolina 13,98 14,01 13,02 13,24 13,56
Glicina 10,07 10,20 9,85 9,89 10,00
Alanina 11,13 10,93 11,17 11,35 11,15
1/2 Cistina 2,68 2,60 2,12 2,19 2,40
Valina 9,27 9,28 10,43 10,22 9,80
Metionina 2,80 2,85 3,45 3,64 3,19
Isoleucina 7,98 8,49 9,09 9,06 8,66
Leucina 17,22 17,25 18,31 18,70 17,87
Tirosina 5,64 6,44 7,00 7,16 6,56
Fenilalanina 10,83 10,97 11,60 11,40 11,20
Qtd.Hidr (mg) 11,14 10,80 11,15 10,40 10,87
No. Analise 32360 36364 32362 32363
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Os filhotes foram desmamados aos 25 dias de vida e, ap6s o desmame, mantidos
acomodados de 4 a 6 amimais por gaiolas.

As gaiolas utilizadas para o periodo de gestacao e aleitamento dos filhotes foram
pléasticas medindo 51X35,5X18,5 cm, recoberta por grade de metal. Para manutencao
dos animais até atingirem a idade adulta foram utilizadas, além das plasticas, as gaiolas
de metal com 42X28,5X20 c¢cm. Os animais foram mantidos em biotério com ciclo
“claro-escuro” de 12/12 horas (luz das 6 as 18 horas) e com a temperatura controlada
em 23 + 1°C. Os ratos tinham acesso livre, de acordo com sua vontade a 4gua filtrada e

ao alimento.

3. Controle do peso corporal e peso encefalico

Os animais tiveram o peso corporal registrado aos 7, 14, 21, 25, 30, 60 ¢ 90 dias
de vida, em balancga eletronica (Marte, Mod.1001, com capacidade para 1610 g e
sensibilidade até 0,1 g). O peso encefalico foi medido no dia da perfusdo, como descrito

abaixo. O registro dos pesos de cada animal foi realizado em protocolo individual.

4. Procedimento cirurgico para perfusao

Quando adultos (com idade mediana de 91 dias; sendo a idade minima 90 e a
idade maxima 119 dias), foram anestesiados com injec¢do intraperitoneal de 1 g/Kg de
uretana + 40 mg/Kg de cloralose. Em seguida, submetidos a trepanagdo do cranio e ao
registro da Depressdo Alastrante Cortical (DA), no hemisfério direito, na regido parietal.
A andlise eletrofisiologica da DA fez parte da dissertacdo de Marilia Ferreira Frazio
(Frazdo, 2004), conforme referido anteriormente. Ao final do registro, no mesmo dia, os
animais receberam uma dose suplementar de anestésico (em geral, mais 1/3 da dose

inicial), sendo em seguida submetidos a abertura do abdéomen e do térax, cortando-se
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lateralmente as costelas, até que o coragdo ficasse completamente exposto. Injetou-se
heparina (liquemine; 0,1 ml por animal) no ventriculo esquerdo. Clampeou-se a aorta
descendente e foi introduzida uma canula no mesmo ventriculo, pela qual, apds a
retirada do ar do sistema, foram injetados os liquidos da perfusdo (solucdo salina,
seguida de formol a 10% diluido em solucao salina). Para isso, foi usado um compressor
que injetava os liquidos pela canula sob a pressao de 100 + 10mmHg. Em seguida foi
feito um corte no atrio direito, para a saida do sangue e das solugdes de perfusdo, que
retornavam da circulagdo. A perfusdo com salina durou até que todo o sangue tivesse
saido pela abertura do atrio direito, e comecasse a sair a solugdo salina que estava sendo
injetada. Em geral, aproximadamente 200 a 300ml de salina foram injetados. Em
seguida houve a perfusdo com formol a 10% (200 a 300ml). Quando se verificou a
rigidez dos membros superiores e da cabega, a perfusdo foi concluida. Para a
subseqiiente retidada do encéfalo, foram realizadas duas incisdes, sendo uma anterior,
no limite entre os hemisférios cerebrais € o bulbo olfatério, excluindo-o, € a outra
incisdo era realizada, posteriormente, tangenciando a borda inferior do cerebelo,
incluindo-o. A dura-mater foi entdo removida e o encéfalo retirado, tendo-se cuidado
para ndo lesa-lo. O hemisfério direito (que foi submetido a DA) foi marcado com um
corte lateral, ao nivel do sulco rinal, em toda a sua extensdo antero-posterior. Cada
encéfalo foi pesado em balanga analitica, modelo Bosh S-2000, com sensibilidade de até
0,1 mg.

Apbs a sua pesagem, o encéfalo foi guardado em tampao fosfato (0,1M pH 7,2-

7,4), seguindo para o processamento histoldgico nas proximas 24 horas.
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5. Processamento histologico do cérebro
O cérebro foi cortado (espessura de 150 um) e os cortes processados para marcagao

histoquimica dos neurdnios que contém a enzima NADPH-diaforase. Os cortes foram
feitos com o cérebro imerso em tampao fosfato a 0,1M e as secgdes também foram
coletadas nesta solugdo. Foi usado um vibratomo (Sectioning System Series 1000).
Foram realizados cortes em planos coronais, usando a velocidade 2,0 e amplitude 8,0 do
vibratomo.

A reagdo histoquimica foi realizada segundo o protocolo utilizado no LAFINNT.
Este protocolo segue o método indireto da enzima malica (Scherer-Singler e col., 1983),
obedecendo as seguintes etapas: os cortes foram inicialmente lavados trés vezes, por 15
minutos, sob agita¢dao, com solugdo de TRIS 0,1M (pH 8,0). O pHmetro utilizado nas
analises foi o modelo RH-10. Em seguida foram incubados flutuando livremente sob
agitacdo e em temperatura ambiente, em uma solugdo contendo: 50 ml de tampao TRIS
a 0,IM com pH em torno de 10, 300 mg de acido malico, 15 mg de
nitrobluetetrazolium, 0,5 ml de dimetilsulféxido, 12 mg de cloreto de manganés, 50 mg
de B-NADP e 1,5 ml de triton X-100. A evolu¢do da reacdo histoquimica foi
acompanhada, a intervalos de 1 hora, por meio da observagdo dos cortes, em
microscopio optico (modelo Standard 25; Zeiss). O critério para a interrupgao da reagao
foi a visualizacdo dos ramos dendriticos de terceira ordem e de ordens superiores nas
cé¢lulas marcadas. Esta interrup¢do ocorreu 4 = 1h apods o inicio da reagdo. Apds essas
etapas, os cortes foram novamente lavados 3 vezes, por 15 minutos, sob agitacdo, com
solugdo TRIS 0,1M (pH 8,0), conforme descrito anteriormente.

Os cortes histologicos foram entdo montados em laminas de vidro previamente

gelatinizadas e em seguida desidratados, passando-os por uma bateria de etanol e xileno.
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Para preservacdo do material, os cortes eram recobertos com Entelan e em seguida

protegidos por uma laminula de vidro.

6. Analise microscopica

De cada grupo de 10 animais, foram utilizados 5 ratos para a andlise
microscopica, perfazendo um total de 35 animais. Com o uso do microscopio Optico
(Zeiss) foi possivel selecionar dentre as preparagdes histologicas de cada animal as que
continham a area visual primaria. Para localiza¢do dos limites do cortex visual primario
foram utilizados o atlas das coordenadas estereotaxicas do cérebro do rato para
identificacdo da area 17 (Paxinos e Watson, 1998); e os critérios de laminacdo das
camadas, revelada pela histoquimica da NADPH-d na neurépila de acordo com Borba e
col. (2000).

Todos os cortes dos 35 animais selecionados aleatoriamente, que continham a
area 17 foram utilizados para realizar a contagem total de neurénios NADPH-d
marcados positivamente no hemisfério esquerdo. Foi utilizada uma camara clara
(ganho:1,1 x) acoplada ao microscopio em pequeno aumento (ocular 8 x e objetiva 4 x).
Com a preparagao histologica focalizada no microscépio os contornos da area 17 foram
desenhados, através da camara clara, em um papel milimetrado. Desta maneira, as
posicdes das células foram marcadas no desenho e depois as mesmas foram contadas.
Ao contrario da substancia cinzenta, onde todas as células foram contadas, na substincia
branca contou-se apenas as células situadas numa faixa de 0,5 centimetro imediatamente
adjacente a substancia cinzenta.

Para a reconstru¢do bidimensional foram desenhadas 217 células ao todo. As
células foram selecionadas aleatoriamente (entre o Bregma -5,80mm e -7,30mm) de

cada rato, sendo 30 desenhos dos grupos: HyO-N6, ING-N12, ING-N6 e HIST-N6; 31
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desenhos do grupo H,O-N12; e 33 reconstru¢des dos grupos: ARG-N6 ¢ ARG-N12. O
critério de escolha destas células foi que estivessem localizadas na area visual primaria,
estivessem isoladas e sem dendritos primarios cortados. Foi escolhido um numero igual
de células do hemisfério direito e esquerdo, assim como de células das camadas supra-
granulares e infra-granulares.

As células diaforase-positivas foram reconstruidas bidimensionalmente com o
uso de microscopio Optico e camara clara (figura 02). Foi usado um microscopio
Standard 25 da Zeiss com uma objetiva de imersao de 100 x de aumento e a cAmara
clara com 8 x de aumento. A imagem da célula foi desenhada em papel oficio. Com o
auxilio dos desenhos, foram realizadas medi¢cOes e analises das caracteristicas
morfométricas bidimensionais.

A tendéncia de orientacdo da ramificacdo dendritica foi analisada usando o
método dos “Circulos de Scholl” (1955) modificado por Friedlander e col. (1981). Essa
tendéncia indica o grau de simetria ou de assimetria dos ramos dendriticos em relacdo
aos circulos de Scholl, quando o corpo celular é localizado no centro dos circulos
(mantida a orientagdo do soma em relagdo a superficie cortical). Os “Circulos de Sholl”
sdo constituidos de circulos concéntricos com distancia de 50 um entre eles, divididos
em 4 quadrantes, sendo 2 verticais e 2 horizontais. Foi contado o nimero de vezes em
que havia interse¢des dos dendritos com os circulos, em cada quadrante. Diferencas
significativas, entre os quadrantes, no nimero de intersec¢des, indicariam distribui¢cdo
assimétrica da ramificacdo dendritica.

Para a analise tridimensional, as mesmas células analisadas bidimensionalmente
(n=120), dos grupos ARG-N6, ARG-N12, H,O-N6 e H,O-N12 foram digitalizadas
(redesenhadas em computador). Para isto foi usado um computador com a CPU ligada a

2 monitores, teclado e mouse, além do “nobrak” (Nikon) e um microscopio (Nikon)
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com objetiva de imersdo de 60 x, ocular de 10 x e platina motorizada, além de uma
camara clara (Nikon Drawing tube 1,25 x de aumento) (figura 02). As células foram
digitalizadas com o uso do programa de computador “Neurolicida” versao 5.04 e
depois analisadas no programa “Neuroexplorer”. Neste programa, automaticamente, foi
calculado area e perimetro do corpo celular. Quanto a arborizacdo dendritica foram
medidas a area total, o volume total, o nimero total de varicosidades, o comprimento
dendritico total, a dimensdo fractal, a freqiiéncia de ordem dendritica e os pontos de
bifurcagao.

Para realizagdo das fotomicrografias foi utilizado um microscépio binocular
acoplado a uma maquina fotografica digital (Nikon). Foram fotografadas células de
todos os grupos, com objetiva de 40 x, utilizando iluminagdo sem condensador e filtro
de correc¢do azul. Para as fotomicrografias da margem medial e borda lateral da area 17
foi utilizado a objetiva de 2,5 x. Para ilustrar as varicosidades foi utilizado um
microscopio binocular ligado a uma videocamara e conectado a um computador. Esta

captura de imagem foi realizada utilizando a objetiva de 100 x.
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Figura 02: Equipamento disponivel no LAFINNT/UFPE (microscopio optico e
camara clara acoplada a ocular; foto A) e no Laboratorio de Neuroanatomia
Funcional/UFPA (microscépio, cAmara clara, computador e “nobrak”; foto B),
utilizados respectivamente para a reconstruciao bidimensional (desenho das células
em papel) e. para reconstrucio tridimensional das células (com auxilio do

computador).
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7. Analises estatisticas

Os valores obtidos em cada neurdénio foram calculados pelo programa
“Neuroexplorer”. Esses valores foram organizados em planilha do programa “Excel” e a
densidade de varicosidades foi calculada, dividindo-se o niimero total de varicosidade
pelo comprimento dendritico. Em seguida, as anélises estatisticas foram realizadas com
o uso do programa de computador Bioestat, versdo 2.0 e 3.0 (Ayres e col., 2003). Para
as comparagdes inter-grupos, os dados foram submetidos 8 ANOVA e posteriormente
ao teste de Newman-Keuls e ao Teste de Tukey. As diferencas de orientagdo dos
dendritos (vertical versus horizontal), de cada célula estudada em um mesmo grupo,
foram analisadas pelo teste t pareado (comparagdes intra-grupo). Foram consideradas

significativas aquelas diferencas em que p < 0,05.
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RESULTADOS

1- Peso corporal

A tabela 06, que se refere a evolucao ponderal dos animais, indica que os filhotes
dos grupos N12 ganharam, em média, menos peso que seus respectivos controles até os
25 dias, enquanto estavam sendo amamentados. Houve diferencas significativas entre os
grupos Agua, L-Arginina e Ingénuo criados em grandes ninhadas e seus respectivos
controles nutricionais (grupos N6) nos 7°, 14°, 21° ¢ 25° dias de vida.

Apds o periodo de amamentacdo, alimentando-se com a dieta Labina, ndo houve
mais diferencas significativas entre os grupos, incluindo neste caso também o HIST-N6.
Foi observado que este grupo nao diferiu significantemente dos demais grupos nutridos

em nenhuma das datas de pesagem.

2- Peso encefilico

Os valores apresentados na tabela 07 se referem ao peso encefalico apds perfusio.
Os grupos N12 (Ingénuo e L-Arginina) possuiram encéfalos significantemente mais
leves que seus respectivos controles N6. Isto ndo ocorreu no que diz respeito aos dois
grupos tratados com dgua. Neste caso ndo houve diferenca significativa entre a condi¢ao
N6 e a N12, apesar do grupo N6 ter o encéfalo, em média, mais pesado.

Também chama a atengdo, na condi¢do N6, a diferenca significativa entre os grupos
tratados com L-Arginina e L-Histidina, tendo este ultimo grupo encéfalos menos

pesados que o primeiro.
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3 — Analises Quantitativas
3.1 — Analises bidimensionais

Para localizar as células contendo NADPH-d, na area 17, nos levamos em
consideragdo as caracteristicas da laminagdo das camadas corticais, revelada pela
histoquimica da NADPH-d na neuropila. As fotomicrografias dos limites lateral e
medial da area 17 (figura 03) mostraram-se coincidentes com as descritas por Borba e
col. (2000).

As células desenhadas no papel, com uso de microscopio e camara clara, foram
avaliadas (por meio dos desenhos) quanto a orientacdo dos seus ramos dendriticos,
utilizando os “Circulos de Scholl”. Em todos os casos, as células desenhadas
apresentaram valores (tabela 08) mais altos no sentido vertical, do que no horizontal
(p<0,01), independente do tratamento recebido. Os grupos ndo diferiram
significantemente entre si no que se refere a assimetria acima descrita. Isto torna-se
visivel nas fotomicrografias das células (figura 04).

Quanto ao numero total de neurdnios contados na substancia cinzenta e em parte
da substancia branca, da area 17 do hemisfério esquerdo, os grupos mais uma vez nao
diferiram significantemente, apds terem sido submetidos & Anova. O niimero de células
apresentou-se semelhante, independente do tratamento a que os animais foram

submetidos (tabela 08).

3.2 — Analises tridimensionais
3.2.1 — Morfometria do corpo celular
A andlise tridimensional foi realizada nos quatro grupos fundamentais deste

trabalho, ou seja: ARG-N6, ARG-N12, H;O-N6 e H,O-N12. As células desses grupos
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foram digitalizadas e, por meio de programa de computador, foi possivel analisar
aspectos referentes ao soma dos neuronios e submeter os dados a analise estatistica. A
Anova indicou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos no que diz respeito

a area e ao perimetro (tabela 09).

3.2.2 — Morfometria dos Dendritos

Os mesmos quatro grupos analisados quanto ao soma foram submetidos a
avaliacao dos dendritos no que diz respeito a area, volume, pontos de bifurcacdo e
dimensdo fractal - DF (k-dim). Em nenhum desses aspectos houve diferencas
significativas (tabela 09).

Quando analisamos os dendritos quanto a densidade de varicosidades (definida
como sendo o numero de varicosidades dividido pelo comprimento total do dendrito),
pudemos observar diferencas significativas entre os grupos (figura 05). Aqueles que
receberam L-Arginina apresentaram maiores densidades de varicosidades que seus
controles que receberam agua destilada (tabela 09).

Quanto a freqiiéncia de ramificacdo dendritica (tabela 10), os grupos que
receberam L-Arginina e seus controles, ndo apresentaram diferencas significativas no
que diz respeito a dendritos de primeira e segunda ordem. Porém, os dendritos de
terceira ordem foram significantemente em maior nimero no ARG-NI12 quando
comparados ao ARG-N6 e H,O-N12. Também nos dendritos de quarta ordem, o grupo

ARG-N12 apresentou maior nimero que os controles que receberam agua.

49



Tabela 06: Evolucao ponderal de ratos dos grupos H,O-N12 (m), H,O-N6 (o), ING-
N6 (4), ING-N12 (#), ARG-N6 (¥), ARG-N12(4) e HIST-N6 (A) nos 7°, 14°, 21°,

25°, 30°, 60° e 90° dias de vida. Os valores representam a média + erro-padrio com

o numero de animais indicado entre parénteses. Os simbolos, com e sem asteriscos,

indicam valores significativamente diferentes (respectivamente p < 0,05 e p <0,01)

dos respectivos valores dos grupos marcados com o mesmo simbolo na coluna da

esquerda. A analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey.

Grupos

ING-N6
(4)
H,0-N6
(®)
ARG-N6
)
HIST-N6
(A)
ING-N12
(%)
H,O-N12
(w)
ARG-N12
)

7° dia

16,01 +
0,819
(10)
18,90 +
0,663 (4)
®)
19,45 +
0,585 (#)*
®
18,21 +
0,577
®)
13,32 +
0,457 (»)
(10)
13,54 +
0,606 (®)*
(10)
15,36 +
0,711 ()
(10)

14° dia

30,64 +
1,344
(10)

3342+
1,013
(10)
33,76 +
1,185
(10)
32,49+
1,104
(©)
22,26+

0,624 (4)*

(10)
23,58 +

0,893 (8)*
(10)

25,91+

1,261(%)*
(10)

Pesos corporais (g)

21° dia

48,18 +
2,496
(10)
50,46 +
1,632
(10)
52,34 +
1,796
(10)
50,31 +
1,927
(®)
36,22 +
0,803 (#)*
(10)
38,29 +
1,357 (@)*
(10)
42,01 +
2,174 (0)*
(10)

25° dia

65,51 +
3,445
(10)
69,12 +
2,181
(6)
71,30 +
2,522
@)
66,56 +
2,510
(®)
52,95+
1,289 (#)*
(10)
52,63 +
1,410 (@)*
@)
54,10 +
1,792 (v)*
(6)

30° dia

89,26 +
5,435
(10)
89,51 +
4,065
(10)
92,79 +
4,323
(10)
88,51 +
2,947
(®)
77,66 +
1,832
(10)
77,59 +
2,744
(10)
84,69 +
3,973
(10)

60° dia

26122+
8,330
(10)
260,46 +
7,706
(10)
269,91 +
8,943
(10)
245,96 +
9,423
©)
234,94 +
7,135
(10)
240,71 +
5,766
(10)
258,76 +
7217
(10)

90° dia

339,45 +
11,302
(10)
368,49 +
16,051
(10)
371,63 +
13,921
(10)
332,97+
11,383
©)
310,88 +
5,529
(10)
332,04 +
8,929
(10)
342,99 +
9,275
(10)
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Tabela 07: Peso encefalico, apés perfusiao, dos grupos H;O-N12 (m), H;O-N6 (e),
ING-NG6 (#), ING-N12 (%), ARG-N6 (¥), ARG-N12(¢) e HIST-N6 (A).Os valores
representam a meédia + erro-padrio com o numero de animais indicado entre
parénteses. Os simbolos indicam valores significantemente diferentes (p < 0,05) dos
respectivos valores dos grupos marcados com o mesmo simbolo na coluna da
esquerda. A analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Newman

Keuls.

Grupos Peso encefalico umido

apos perfusao (g)

ING-N6 (4) 1,6118 % 0,0361
(10)
H,O-N6 (o) 1,6076 + 0,0399
(10)
ARG-N6 (¥) 1,6603 + 0,0226
(10)
HIST-N6 (A) 1,5328 + 0,0294 (¥)
(3
ING-N12 (%) 1,5221 + 0,0204 (4)
(10)
H,0-N12 (m) 1,5388 + 0,0219
(10)
ARG-N12 (#) 1,5602 + 0,0427 (¥)
(10)
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Tabela 08: Tendéncia de orientacao, vertical ou horizontal, dos dendritos, bem
como nimero de neuronios NADPH-d positivos na area 17 do hemisfério esquerdo,
dos ratos dos sete grupos deste trabalho. A tendéncia de orientacdo foi
quantificada por meio dos “Circulos de Scholl’. O nimero de neurodnios foi
avaliado por contagem direta de todas as células marcadas no hemisfério
esquerdo, nos cortes contendo a area 17. Os valores representam a média + erro-
padrio, com o numero de medidas entre parénteses. A ANOVA indicou que as
diferencas inter-grupos niao siao significantes. Os asteriscos indicam diferencas
significantes de orientacdo (vertical > horizontal), nas comparacdes intra-grupo,

apos utilizacio do teste t pareado.

Ne de intersecgoes dos dendritos

com os Circulos de Scholl Numero de neurdnios/corte

Grupos Quadrantes
(No. de ratos)
Verticais Horizontais Subst. Subst. Branca
Cinzenta
ING-NG6 (#) 24,73 +1,89* 14,90 + 1,10 29,83 £ 0,61 4,03 +£0,22
(5) (30) (30) (76) (76)
H,0-NG6 (o) 26,71 +2,05% 14,00 £ 1,29 28,99 + 0,77 3,69 +0,22
(%) €1)) (31 (80) (80)
ARG-NG6 (¥) 28,61 +2,19% 16,21 £ 1,64 30,22 £0,70 3,90 = 0,22
(%) (33) (33) (77) 7
HIST-N6 (A) 2420 +2,24% 13,67 £ 1,15 31,37 £0,78 3,69 + 0,28
(5) (30) (30) (68) (68)
ING-N12 () 2437 +234% 16,40 = 1,27 30,94 + 0,70 3,92 £0,23
(5) (30) (30) (84) (84)
H,O-N12 (m) 2523+ 1,69% 14,13 £ 1,58 30,83 0,81 4,25+0,26
®) (30) (30) (70) (65)
ARG-NI2 (¢) 2855+2.13% 14,51 £ 1,33 31,93 + 0,85 4,30+ 0,27
(%) (33) (33) (67) (67)
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Tabela 09: Analise da area e perimetro do soma; e area, volume, pontos de

bifurcacio, dimensao fractal (DF) e densidade de varicosidade (DV; nimero de

varicosidade / comprimento total dendritico) dos dendritos das células desenhadas

dos grupos ARG-N6 (¥), ARG-N12(+), H,O-N6 (®) e H,O-N12 (m). Os valores

representam a média £ erro-padrio, com o numero de medidas indicado entre

parénteses. Os simbolos indicam valores significantemente diferentes (p < 0,01) dos

respectivos valores dos grupos marcados com o mesmo simbolo na coluna da

esquerda. A analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Newman

Keuls e teste de Tukey.

Grupos

H,0-N6
(®)
ARG-N6
)
H,0-N12
()
ARG-N12
)

Analise do Soma

Area

(nm?)

270,3084 +
12,2137
(30)
284,6509 +
12,6188
(30)
244,6451 +
9,7496
(30)
267,6231 +
13,6332
(30)

Perimetro

(pm)

71,0930 +
2,6232
(30)
72,597 +
2,5252
(30)
65,6500 +
2,0439
(30)
67,600 =
2,2376
(30)

Area

(pm’)

1672,661 +
84,8071
(30)
1845,599 +
112,4265
(30)
1616,764 +
88,9827
(30)
1764,496 +
89,4477
(30)

Analise dos Dendritos

Volume

(nm’)

86,6141 +
43915
(30)
95,5693 +
5,8217
(30)
83,7197 «
4,6077
(30)
91,3696 +
4,6318
(30)

PB

175,667 +
0,7622
(30)
178,333 +
0,8971
(30)
174,667 +
0,7393
(30)
183,667 +
0,7184
(30)

DF
(k-dim)

1,0511 +
0,0036
(30)
1,0561 +
0,0045
(30)
1,0507 +
0,0039
(30)
1,0583 +
0,0044
(30)

DV

(n/pm)

18,484 +
1,6265
(28)
28,884 +
2,5278 ()
(25)
13,089 +
1,5309
(25)
25,974+
2,6963 (m)
(29)
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Tabela 10: Freqiiéncia de ramificacdo dendritica, de 1°, 20, 3 e 4o ordens, dos

grupos ARG-N6 (¥), ARG-N12(+), H,O-N6 (o) e H,O-N12 (m). Os valores

representam a média £ erro-padrido com o numero de medidas indicado entre

parénteses. Os simbolos com e sem asterisco indicam valores significantemente

diferentes (respectivamente p < 0,05 e p < 0,01) dos respectivos valores dos grupos

marcados com o mesmo simbolo na coluna da esquerda. A analise estatistica

utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey.

Grupos

H,0-NG6 ()
ARG-N6 (¥)

H,0-N12 (m)
ARG-N12 ()

Primario

3,97+0,2116
(30)

3,77+ 0,1899
(30)

3,83 40,2202
(30)
3,77+ 0,1899
(30)

Secundario

7,30 +0,3929
(30)
6,93 +0,3105
(30)
6,97 +0,3571
(30)
7,30 +0,3749
(30)

Numero de Ramos Dendriticos/Neurdonio

Terciario

7,47 % 0,3946
(30)
7,00 + 0,4262
(30)

7,03 +0,3269
(30)

9,14 % 0,4170 (m)*(¥)*

28)

Quaternario

7,524 04171
29
6,70 + 0,4774
(30)
6,17+ 0,3716
(30)

8,10 = 0,5432(m)

(30)
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Figura 03: Fotomicrografias, em pequeno aumento, de um corte coronal para
ilustrar os limites lateral (seta em A) e medial (seta em B) da area 17, apds a
marca¢io histoquimica da NADPH-diaforase. O corte pertence a um animal

adulto do grupo H,O-N12. Ambas as fotos foram retiradas com a objetiva de 2,5 x

de aumento. Barra de escala: Imm

55



Figura 04: Fotomicrografias em grande- aumento, de células NADPH-diaforase-
positivas de ratos adultos que foram alimentados em ninhadas de 6 e 12 filhotes
(respectivamente grupos N6 e N12) e tratados por gavagem, dos 7" ao 28" dia de
vida, com arginina (ARG), agua (H;O), histidina (HIS), ou sem qualquer

tratamento (grupo ingénuo; ING). Barra de escala de 100 pm.
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Figura 05: Fotomicrografias em grande aumento para ilustrar varicosidades
(setas) nos dendritos NADPH-diaforase positivos, na area 17 de ratos adultos que
foram alimentados em ninhadas de 6 (A, C) e 12 (B, D) filhotes (respectivamente
grupos N6 e N12) e tratados por gavagem, dos 7" a0 28" dia de vida. As fotos A e B
foram de animais tratados com L-Arginina e C e D foram tratados com agua. Os
ratos apresentavam idade de 90 (B, D), 96 (A), 117 (C) dias. Os dados quantitativos

estdo na Tabela 09. Barra de escala de 1 pm.

.
.
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DISCUSSAO

E sabido que os aminoacidos tém papel importante para a manutengdo dos
tecidos. No entanto, a funcdo de cada aminodcido especifico precisa ser melhor
estudada (Mahan e Escott-Stump, 1998).

Sabe-se que o suprimento alimentar e o metabolismo de ingredientes alimentares
em mulheres, durante a lactacdo, e em seus bebés tem implica¢des a longo prazo para o
desenvolvimento e satude da crianca (Koletzko e col., 1998). A alteracdo da ingestdo de
proteinas ¢ aminoacidos pode modular a acdo da maioria dos processos metabdlicos
(tais como sintese e degradacdo protéica e oxidacdo de aminoécidos) responsaveis pela
manuten¢do do organismo, da proteina corporal total e homeostase dos aminoacidos
(Young e Marchini, 1990). Tem-se conhecimento de que o requerimento de
aminoacidos ¢ elevado no aleitamento. Nesse periodo, o sistema digestorio ainda se
apresenta relativamente imaturo. Por essas razdes, o lactente ¢ mais dependente da
ingestao de proteina e carboidratos dietéticos (Jessop, 1997). Ainda segundo esse autor,
caso a ingestao de nutrientes e a sua conseqiiente absor¢ao, ndo sejam capazes de prover
o suprimento necessario de aminodcidos, proteinas endoégenas serdo mobilizadas. A
adi¢do a dieta de 1 ou mais aminoacidos, em quantidades que individualmente ndo sao
toxicas, pode provocar o desbalanco de aminoacidos (Gietzen, 1993; Gietzen e col.,
1998). Esta adicdo de aminodcido parece causar modificacdes adaptativas em
mecanismos neurais implicados em mudangas comportamentais (Gietzen, 1993; Gietzen
e col., 1998). Esse desbalango pode induzir deficiéncia aguda de aminoacidos, resposta
hipofagica na maioria dos animais e atraso no crescimento (Gietzen, 1993; Gietzen e
col., 1998). Sabendo disto, buscou-se, no presente trabalho, encontrar um outro

aminodcido que fosse usado como controle da administracdo de L-Arginina, sendo
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escolhida entdo a L-Histidina, pelas razdes ja explicitadas em “métodos”. Procurou-se,
ao utilizar este controle, tornar mais claro o papel especifico da L-Arginina em produzir
os efeitos, que foram analisados morfometricamente, nos neurénios NADPH-d positivos
na area 17.

As transformacdes metabodlicas dos aminoacidos da dieta tém papel importante
na sua utilizacdo eficiente, tanto em animais quanto em humanos (Wu, 1998).
Considerando, segundo esse mesmo autor, que ao desmame a degradacdo da Arginina
intestinal ¢ notadamente elevada, buscou-se fornecer tanto a L-Arginina quanto a L-
Histidina até os 28 dias de vida dos animais, incluindo assim o periodo de lactacdo e
mais trés dias pos-desmame. A literatura refere que no trato digestivo a L-Arginina ¢
rapidamente e quase completamente absorvida pela membrana da borda em escova
intestinal, via transporte ativo (Boger e Bode-Boger, 2001). Com base nessas
evidéncias, no presente trabalho, a administragdo da L-Arginina foi feita pela via mais
natural (via oral), admitindo-se que a sua eficiente absor¢do elevaria a concentracdo
sangiiinea e conseqiientemente a sua oferta ao cérebro pela circulagdo. Com efeito,
alteracdes opostas (redugdo da Arginina sérica e da excre¢do urinaria de nitratos) foram
descritas em ratos jovens tratados com dietas especiais carentes em L-Arginina (Wu e
col., 1999). No presente trabalho, dosagens bioquimicas, que poderiam confirmar o
aumento de Arginina na circulagdo sanguinea e no tecido cerebral, como conseqiiéncia
do tratamento, ndo puderam ser realizadas. Contudo, mesmo sem essa comprovagao,
tem-se evidéncia de que o tratamento com L-Arginina, por gavagem modifica
parametros eletrofisioldgicos, no rato. Por exemplo, Frazao (2004) utilizando o mesmo
paradigma experimental deste trabalho, demonstrou que, na condi¢do N6, o tratamento
com L-Arginina aumentou a susceptibilidade cortical a depressdo alastrante (DA,

velocidades de propagacdo mais altas do que no grupo tratado com agua). Esse efeito
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achava-se abolido na condi¢ao N12. Ainda nesse trabalho, a autora demonstrou que o
tratamento com L-Histidina (que ndo participa da sintese do oOxido nitrico) nao
mimetizou o efeito da L-Arginina sobre a DA, sugerindo que tal efeito nao seria uma
modificacao genérica, decorrente do aumento da quantidade de nitrogénio oferecida
pelo aminoacido, mas sim seria especifico da L-Arginina.

Além das razdes acima, ¢ desejavel que estudos bioquimicos examinem
futuramente o presente tema, tendo-se em vista evidéncias experimentais que sugerem
inter-relagdes funcionais entre a L-Arginina e varios hormonios, que poderiam interferir
no transporte e metabolismo desse aminoacido, e conseqiientemente na sintese do 6xido
nitrico (Sobrevia e col., 1996; Moncada ¢ col., 1989).

O aminograma da dieta “Labina”, oferecida a mae (e aos filhotes apds o
desmame), confirmou que essa dieta continha todos os aminoacidos necessarios para
uma lactogénese normal, o que seria a base para o desenvolvimento adequado dos
filhotes, nas ninhadas de tamanho menor (grupo N6). Assim, embora ndo se tenha
determinado a composi¢ao nutricional do leite das ratas nutrizes, é razoavel supor que
tal composi¢ao tenha se aproximado daquela descrita por Boxwell e col., (1995) como
sendo a composi¢ao normal.

Em muitas regides cerebrais, a maioria dos aminodcidos parece ser
surpreendentemente estavel durante todo o ciclo estral da rata, embora mudangas muito
especificas em algumas regides cerebrais, que incluem diminuigdes dos niveis
hipotalamicos de GABA e glutamato durante o proestro, tenham sido sugeridas
(Loscher e col., 1992). A decisdo de, neste trabalho, s6 utilizar machos para avaliar os
efeitos neuro-histologicos da administracdo da L-Arginina teve como finalidade evitar
interferéncias nos parametros morfométricos estudados, associadas ao ciclo estral das

ratas.

60



E importante dizer que a administragio de aminoacidos por gavagem ndo
acarretou elevagdo da mortalidade dos filhotes, mesmo entre os desnutridos. Os poucos
casos de obito de filhotes foram devidos a acidente no procedimento de introducdo da
canula de gavagem, quando a solu¢do injetada atingiu indevidamente os pulmdes. A
baixa mortalidade permite destacar, por um lado, que essa técnica ¢ segura, sendo de
facil treinamento e aplicacdo, e por outro lado, permite inferir que as doses dos

aminodcidos empregadas neste trabalho foram desprovidas de toxicidade significante.

Os presentes dados indicam que o tipo de desnutricdo por aumento do tamanho
da ninhada foi eficiente em reduzir os pesos corporal e encefalico dos filhotes. De fato,
parece que a quantidade de leite fornecida pela mae aos filhotes do grupo N12 nido
supriu totalmente a necessidade dos mesmos, levando a desnutricdo. Esta persistiu
enquanto durou o aleitamento (a julgar pela reducdo significativa do peso corporal dos
grupos N12, quando comparados aos seus respectivos controles N6), corroborando
trabalhos anteriores que usaram este modelo experimental (Pontes Filho, 2003; Rocha-
de-Melo, 2001). Porém, torna-se importante notar que, passado o desmame, os animais
conseguiram recuperar o ganho de peso corporal normal deixando de haver diferencas
significativas entre os grupos. Ou seja, segundo o parametro de peso corporal ha uma

aparente recuperacao da condi¢ao de desnutricdo dos animais, ap6s o aleitamento.

Tal recuperagdo ndo aconteceu com relagdo ao peso encefalico, avaliado
quando os filhotes se tornaram adultos. Como visto nos resultados, o grupo N12
apresentou peso encefalico reduzido quando comparado aos seus controles bem
alimentados (grupo N6). Isto pode indicar alteragdes estruturais duradouras do sistema
nervoso central, decorrentes da desnutricdo precoce. Rocha-de-Melo (2001) ja havia
demonstrado que animais N12 sacrificados aos 90 dias apresentavam reducdo de peso

encefalico quando comparados com animais criados em ninhadas compostas de 6
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filhotes. Esse mesmo trabalho refere ainda que aos 30 dias tal diferenca ja ocorria, o que
nos faz concluir que o impacto da desnutricao sobre o peso do encéfalo se instala no
inicio da vida e se torna permanente, independente da recuperagdo do peso corporal. E,
pois, oportuno reforgar aqui o alerta que o LAFINNT vem divulgando incessantemente:
“embora a determinagao do peso corporal seja um procedimento Util e necessario para a
avaliagdo do estado nutricional geral do organismo, ele ndo ¢é suficiente para avaliar

desenvolvimento e fungdes cerebrais™.

Neste trabalho, a redugdo do peso encefalico pode ter ocorrido devido a uma
diminui¢do da quantidade de mielina, bem como do nimero e tamanho de varios tipos
celulares do sistema nervoso (Morgane e col., 1993). E razoavel admitir que ao menos
alguns dos processos que levam a maturagdo neuronal estariam alterados, fazendo com
que houvesse mudangas no desenvolvimento das ramificacdes dendriticas e contatos
sinapticos (Borba e col., 2000; Morgane e col., 1992, Picango-Diniz e col., 1998;

Rocha-de-Melo, 2001).

Estimativas bioquimicas em homogenatos tém sugerido que a desnutricdo no
inicio da vida causaria déficits permanentes no numero de células. Recentemente, tal
sugestdo foi analisada e questionada por Bedi (2003). Esse autor argumenta que, em tal
condi¢do metodologica (dosagens bioquimicas em homogenatos), variagdes no nimero
total de células podem refletir alteragdes em neuronios, em células gliais ou na
combinagdo desses tipos celulares (Bedi, 2003). As criticas desse autor englobam
também trabalhos que referem contagem do numero de neurdnios por campo do
microscopio ou por unidade de area da sessdo histologica ou ainda por unidade de
volume do tecido, ou seja, densidade numérica. Em ratos desnutridos, ocorre um
aumento na densidade de células NADPH-d positivas, tanto na substincia cinzenta

quanto na branca, quando comparados aos controles bem alimentados (Borba e col.,
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2000; Picanco-Diniz e col., 1998; Rocha-de-Melo, 2001). Isto provavelmente ocorre por
causa do fendmeno chamado empacotamento celular (“cell packing”) que acontece no
cortex cerebral, quando submetido a desnutri¢do severa precocemente. Caracteriza-se
por um agrupamento quantitativamente excessivo de células por unidade de area ou
volume. Isso acontece porque, devido a desnutri¢do, as células reduzem-se de tamanho
e também ocorre redu¢do no conteudo da mielina do cérebro (Levitsky e Strupp, 1995).
Atualmente tem-se recomendado que, sempre que possivel, se realize a contagem de
células em termos do numero total ao invés da densidade numérica (Bedi, 2003). Isto
porque dados usando a densidade numérica parecem ser limitados e dificeis de
interpretar, principalmente para o cérebro em desenvolvimento (Bedi, 2003).

A metodologia usada neste experimento forneceu resultados que reforcam a
idéia de que a quantidade total de células NADPH-d positivas ¢ mantida, em condi¢des
nutricionais adversas. Esses resultados sdo coerentes com a idéia defendida por Bedi
(2003) de que o numero total de alguns tipos de neurdnios corticais poderia ser
geneticamente controlado, sendo, portanto uma variavel dificil de se modificar, mesmo
na vigéncia de desnutri¢cdo no inicio da vida.

Um aspecto notavel dos neurdnios que contém a enzima NADPH-d ¢ sua
resisténcia seletiva, frente a condigdes clinicas com reconhecido potencial
neurodegenerativo, como por exemplo a doenca de Huntington. Nesta condi¢do, mais de
95% dos neuronios NADPH-d sobrevivem (Bredt e Snyder, 1992). Do mesmo modo, o
tratamento com NMDA destréi 90% ou mais de neurdnios de culturas do cortex
cerebral primario, mas os neurénios NADPH-d sobrevivem nessas culturas (Bredt e
Snyder, 1992). Esses autores levantam a possibilidade de que a atividade da SON, que
origina a coloragdo NADPH-d, poderia ser a responsavel por esta resisténcia (Bredt e

Snyder, 1992). Coerente com essa idéia, estudos em camundongos transgénicos com
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mutacdo para a doenca de Huntington demonstraram alteragdes na atividade da SON,
dependentes da idade dos animais, ¢ que seriam moduladas pelo teor de L-Arginina
oferecida na dieta (Deckel e col., 2000; Pérez-Severiano e col., 2002). Este ultimo
aspecto (uso terapéutico da Arginina dietética em certas doengas) sera analisado mais
adiante.

No que diz respeito as células analisadas neste trabalho, procurou-se contemplar,
na amostra estudada, tanto as células das camadas supra-granulares quanto as das
camadas infra-granulares, em propor¢des aproximadamente iguais, de modo que os
grupos pudessem ser comparaveis. Com relagdo a area e ao perimetro do soma, bem
como a area, volume, pontos de bifurcacdo e dimensdo fractal dendriticas, foram
obtidos resultados semelhantes entre os grupos. Isto reforga a idéia da resisténcia destes
neurdnios a manipulagdes nutricionais como aquelas usadas neste trabalho (desnutri¢ao
¢ administracdo excessiva de L-Arginina).

Com relacdo aos efeitos da desnutri¢do, os dados referentes a area e ao perimetro
do soma coincidiram com aqueles de Borba e col. (2000), na idade adulta. No entanto,
aos 30 dias, esses autores demonstraram diferengas, nos referidos parametros,
associadas a desnutri¢do. Sendo assim, alteragdes no soma atribuidas a desnutri¢ao
precoce tenderiam a ser transitorias. Rocha-de-Melo (2001) reforgou esta hipodtese
quando encontrou em animais com 30 dias altera¢@o no corpo celular.

A érea dendritica dos grupos N12 apresentou-se semelhante a dos seus controles
(N6). Esse resultado contrasta com o de Borba e col. (2000). Esses autores descreveram
um “efeito rebote”, representado por um aumento significativo da area dendritica do
grupo adulto precocemente desnutrido pela “Dieta Basica Regional” (DBR), a qual
induz uma desnutricdo quantitativa- e qualitativamente mais grave do que aquela do

presente trabalho. A comparagdo desses resultados sugere que o efeito observado
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dependeria do tipo e da intensidade da desnutricao estudada. Esse ponto merece ser
mais bem investigado no futuro.

Ha, na literatura, informagdes de que apenas a desnutri¢ao seria insuficiente para
modificar o numero de dendritos por células NADPH-d positivas (Borba e col., 2000;
Picango-Diniz e col., 1998), o que foi confirmado neste experimento (grupo H,O-N12).
No entanto, a administracdo de L-Arginina no aleitamento esteve associada ao aumento
no numero de varicosidades (em ambas as condig¢des nutricionais: N6 e N12; tabela 9) e
de ramos dendriticos (na condi¢do N12; tabela 10), na idade adulta. Estes resultados
sugerem um efeito duradouro associado a L-Arginina. Resta esclarecer se o grau deste
efeito seria influenciado diretamente pelo aminoacido ou se resultaria do agravamento
do estado nutricional (principalmente no grupo N12), secundério ao tratamento com L-
Arginina.

A dimensdo fractal do contorno neuronal tem sido descrita como uma forma
quantitativa de expressar o grau de complexidade celular, em termos de conectividade
sinaptica. Esta seria tanto maior quanto mais elevado fosse o valor numérico da
dimensao fractal do neuronio em estudo (Fernandez e Jelinek, 2001; Smith Jr. e col.,
1989; Soltys e col., 2003). No presente experimento, 0s grupos apresentaram valores
comparaveis de dimensdo fractal, o que seria compativel com a idéia de resisténcia dos
neurdénios NADPH-d positivos a fatores “neuro-agressores”. Do mesmo modo, pode-se
pensar que a falta de diferengas intergrupos quanto a orientagdo dos ramos dendriticos
(avaliada, no presente trabalho, pelos Circulos de Scholl) suportaria também a hipdtese
da resisténcia neuronal a agressoes.

E sabido que varias espécies de mamiferos tém caracteristicas semelhantes
quanto a distribuicdo tangencial de neurdnios corticais NADPH-d positivos tipo I,

apesar de ndo apresentarem a mesma distribui¢do laminar (Franca e col., 2000). Isto
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leva a pensar que as presentes observacdes, em ratos, podem ter relevancia em outras
espécies, incluindo-se, talvez, a espécie humana. A gliogénese e a sinaptogénese sao
processos de desenvolvimento que estdo ocorrendo em parte concomitantemente e em
parte imediatamente apos a neurogénese € a migracao neuronal (Bedi, 2003). Como ja
mencionado na introdugdo, alteragdes nesses processos, causadas pela desnutricao,
podem afetar o funcionamento cerebral (Bedi, 2003). Nessa situacdo (desnutri¢do),
estudos histologicos indicam a presenca de alteragdes no padrao de ramificagdo dos
prolongamentos celulares e nas sinapses (Morgane e col., 1993), bem como na atividade
de neurotransmissores cerebrais (Levitsky e Strupp, 1995; Wiggins e col.,, 1984).
Convém lembrar que a significancia funcional de alteragdes ao nivel sinaptico pode ser
bem mais importante para o organismo do que mudangas, por exemplo, no nimero total
de células (Bedi, 2003). Nesse sentido, as diferencas nas densidades de varicosidades,
presentemente descritas, podem representar um efeito funcionalmente relevante do
tratamento precoce com a L-Arginina.

A L-Arginina aumentou a densidade de varicosidades, em ambos os estados
nutricionais. Esse incremento de potenciais sitios sindpticos, detectados na idade adulta,
pode significar neuroplasticidade, em resposta a administragdo daquele aminoacido. A
neuroplasticidade pode ser definida como a capacidade de modificacdo do tecido neural,
frente a diversas alteracdes do seu ambiente, dentre as quais aquelas representadas por
desequilibrios nutricionais (Lent, 2001). Igualmente, algumas reagdes cerebrais
conseqlientes a lesdes traumaticas ou a processos estimuladores do aprendizado e da
memoria sdo consideradas com caracteristicas de plasticidade (Lent, 2001; Renner e
Rosenzweig, 1987). A neuroplasticidade varia de acordo com a idade do individuo
sendo que durante o periodo critico, o sistema nervoso torna-se mais suscetivel a

transformagoes causadas pelo ambiente externo (Lent, 2001). No caso dos neurdnios
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NADPH-d positivos, ha evidéncias, no neocértex e no hipocampo de roedores, de
processos indicando plasticidade, processos estes que seriam modulados pela idade
(Mollace e col., 1995; Pereira Jr e col., 2000; Zhang e col., 2002). Contudo, como os
mecanismos celulares que levam a plasticidade ainda ndao sdo completamente
conhecidos, ¢ dificil afirmar com certeza, no caso do sistema nervoso, s¢ modificacdes
plasticas seriam sempre funcionalmente benéficas.

Também na epilepsia o ON tem papel dependente da idade, visto que no cérebro
imaturo, os sistemas que regulam a atividade da crise epiléptica e suas conseqiiéncias
parecem ser altamente dependentes do ON (Vasconcelos e col., 1998). Além disto, as
funcdes de certas areas corticais parecem ser mais dependentes da produgdo
intracortical do ON que outras, ¢ um dano cortical pode causar citotoxicidade mais
severa nas areas com maior nimero de neurdnios nSON- positivos (Bidmon e col.,
1997). Tais achados podem contribuir para a compreensdo de desordens cerebrais em
pessoas idosas.

O tratamento de camundongos jovens transgénicos (mutacdo para a doenga de
Huntington) com dietas contendo 0%, 1,2% e 5% de L-Arginina indicou que esse
aminoacido pode ter um efeito benéfico, retardando a progressdo da doenga, quando
presente na dieta em dose adequada (1.2%), mas a sua auséncia (0%) ou excesso (5%)
seriam prejudiciais (Deckel e col., 2000). Esse resultado sugere que pacientes com
aquela patologia seriam beneficiados com o consumo de L-Arginina, desde que em
propor¢ao adequada.

Em humanos, foi visto que neurdénios NADPH-d positivos s3o relativamente
escassos na formacgao hipocampal e que o padrio de coloragio NADPH-d na neurdpila
nesta area também muda dramaticamente em pacientes com doenga de Alzheimer

(Rebeck e col.,, 1993). Esses autores sugerem que o ON teria implicagdes na
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potenciacao a longo-prazo, e mudancas na expressao da NADPH-d podem refletir perda
de sinapses importantes para a formac¢ao da memoria.

Algumas evidéncias mostram, por um lado, que o excesso de formagdao de ON
pode induzir neurotoxicidade. Por outro lado, ha também evidéncias de efeito
neuroprotetor do ON em varios experimentos (ver a discussao de Pérez-Severiano e
col., 2002). E possivel entdo supor que o ON poderia ter ou efeitos deletérios, ou
benéficos a depender, ao que parece, de fatores criticos como a delicadeza do balango
entre a reagdo de cada individuo, entre as espécies estudadas, e a metodologia utilizada
no estudo. Cherian e col., (2003) examinaram qual seria a dose 6tima e a janela
temporal necessaria para o efeito neuroprotetor da infusdo da L-Arginina, em ratos, no
sentido de aumentar o fluxo sanguineo cerebral e reduzir danos neurologicos depois de
traumatismo experimental cerebral. Esses autores encontraram um efeito benéfico com
relacdo ao fluxo sanguineo cerebral no local do dano, sendo a dose de 300mg/Kg a que
produziu melhor efeito neuroprotetor. Eles demonstraram também que esse efeito ¢
tempo-dependente, sendo os melhores resultados obtidos com administragao logo apos
o dano (Cherian e col., 2003). Esses pesquisadores relataram ainda a auséncia de efeitos
adversos (como: hipotensdo ou aumento da pressdo intracraniana) atribuiveis a
administracdo desse aminoacido. Em consonancia com esses achados, a observacao dos
animais do presente trabalho indicou auséncia de sinais reveladores de efeitos
indesejaveis, como vOmitos ou diarréia, em conseqiiéncia da administracdo de L-
Arginina. E interessante observar que DeWitt e col., (1997) usaram a forma D-Arginina
e ndo encontraram efeito sobre o fluxo sanguineo cerebral pos-traumatico e nem sobre a
concentragdo do oxido nitrico no cérebro. Baseado na possibilidade da L-Arginina ter
um papel protetor neural, além do fato da grande resisténcia das células NADPH-d, ja

referida, admite-se que pode haver um beneficio na suplementacdo desse aminoéacido
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para o sistema nervoso quando em presenca de algumas patologias. Seria fundamental
entdo encontrar doses e formas de administragao adequada.

Hé4 evidéncias de que, além do sistema nervoso, também o sistema
cardiovascular (Boger e Bode-Bdger, 2001) e o sistema imunologico (Nieves Jr. e
LangKamp-Henken, 2002), poderiam ser beneficiados com o emprego terapéutico da L-
Arginina. Nesses casos, muitos efeitos inconsistentes sao devidos a numerosos fatores,
tal como quantidade e periodo de administracdo da suplementacdo de Arginina, a
espécie animal ou linhagem da espécie, e o modelo experimental utilizado.

O tratamento com L-Arginina+L-Lisina tem sido também associado a efeitos
comportamentais benéficos (redu¢do de ansiedade), em ratos estressados (Smriga e
Torii, 2003). Na hipotese de poder ser extrapolado para a espécie humana, esse dado
poderia ter importancia clinica, em vista de relatos de que criancas desnutridas tendem a
ser mais ansiosas ¢ menos ativas (Barret ¢ Radke-Yarrow, 1985; Meeks-Gardner e
Grantham-McGregor, 1994). Nesse contexto, ¢ interessante mencionar que a observagao
diaria dos animais deste trabalho sugeriu (embora ndo se tenha quantificado) que o
grupo N6 tratado com L-Arginina teria um padrao comportamental compativel com um
menor nivel de estresse (a julgar pela menor resisténcia ao se introduzir a sonda oro-
gastrica), em comparacdo com o0s seus controles, tratados com agua. A ingestdo
excessiva de L-Arginina poderia resultar no aumento dos niveis de amdnia circulantes
que poderiam ter repercussdes a nivel comportamental (Jones e Basile, 1998). Assim,
considera-se interessante desenvolver futuros experimentos em que se possa
correlacionar o tratamento com L-Arginina e varidveis comportamentais, como as acima
referidas, ou outras relacionadas a aprendizagem e a memoria.

As numerosas informagdes acumuladas até agora sobre o papel desempenhado

pelo 6xido nitrico no sistema nervoso, sugerindo ora neurodegeneracdo e ora
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neuroprote¢do, devem estimular a investigagdo sobre o emprego do seu precursor, a L-
Arginina. Estudos referentes as doses, aos periodos e as vias de sua administracao
reforgardo a importancia do tema para a espécie humana. Pesquisas sobre a cinética da
utilizacao deste aminoacido no organismo podem realmente levar a possiveis indicagdes
terapéuticas em processos neurodegenerativos.

O que foi aqui discutido ressalta a importancia de estudos visando conhecer
melhor o papel funcional de certos nutrientes, bem como sua a¢do na prevencio e
tratamento de neuropatologias. Esse tema vem crescendo em importancia, em paralelo
ao aumento da populagdo de idosos em todo o mundo. Esse cendrio implica na
necessidade de atender a demanda de uma gama crescente de patologias vinculadas a
essa faixa etaria. Muitas dessas patologias envolvem o sistema nervoso.

Os presentes dados parecem ser de grande interesse para estudos de plasticidade
sinaptica durante o desenvolvimento e seu relacionamento com agentes agressivos como

a desnutrigao.
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CONCLUSOES

A manipulacdo do tamanho da ninhada afetou a evolucdo ponderal corporal

durante o aleitamento, mas ndo no periodo pds-demame.

A desnutricao foi capaz de reduzir o peso encefilico dos animais adultos na

condicao N12.

Os resultados reforcam a idéia de que as células NADPH-d, a semelhanga do
que ocorre com outras condi¢des agressoras, sdo resistentes a agressiao

nutriticional.

O tratamento com L-Arginina esteve associado ao aumento da densidade de
varicosidades, independente do estado nutricional.

Em animais mal-nutridos, a L-Arginina induziu também um aumento na
freqliéncia de ramificagdo dendriticas tercidrias e quaterndrias, os quais podem
representar mecanismos de plasticidade adicionais ao aumento no numero de

varicosidades.
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PERSPECTIVAS

Para dar continuidade ao estudo desse tema, os presentes resultados, em animais

adultos, permitem sugerir as seguintes perspectivas:

- Investigar a possibilidade de efeitos semelhantes aos aqui descritos em

condicdes bastante favoraveis de aleitamento (ninhadas muito reduzidas);

- Verificar o efeito da L-Arginina sobre o cérebro, a curto prazo (em animais

recém-desmamados) ;

- Estudar os efeitos de outras doses de L-Arginina (curva “dose/resposta’), para
a determinacdo das doses minima e maxima capazes de induzir um aumento

no numero de varicosidades;

- Investigar os efeitos da L-Arginina usando outras vias de administracao;

- Avaliar comportamentos associados a ansiedade, estresse, aprendizagem e

memoria, correlacionando-os com o tratamento com L-Arginina;

- Estudar comparativamente varios modelos de desnutri¢do, quanto aos efeitos

neurais da L-Arginina.
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Departamento de Nutrigio da UFPE

Prezado Professor,

Apos o recebimento de seu pojeto de pesquisa intitulado “Administragio de arzining
exbgena em ratos lactentes normais e desnutridos: efeitos subre os neurinios que contem
NADPH-dinforuse, no cortex visual™. os membros da Comissiio de Etica em Experimentagio
Animal do Centro de Ciéneins Biologicas da Universidude Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE)
analisaram os aspectos relativos aos protocolos experimentais adotados,

Concluimos que o5 procedimentos descritos para o manejo ¢ cuidado dos animais encontram-se
de acordo com as normas sugendas velo Colégio Brasileiro pam Experimentagio Animal e com as
nonnas intemacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use off
Laboratory Animals as quais sdo wilotadas como criténos de avaliagio e julgamento pela CEEA-
UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialments a Lei 9:605 — art. 32 ¢ Decreto
3.17%-an 17, de 21091999, gque trtn o guestdo Jo wso de animpis parn fins cientificos,
ressaltamos ainda que o sacrificio dos animiis experimentais, realizado no presente trabalho,
justifica-se pelo fato de nio existiven tecursos alternativos para o realizagio do procedimento
cientifico.

Diante do exposto, emitinnos um parccer favorivel aos protocolos experimentais realizados.

Tobhsa il S MoatE
Profa. Belmira Lara da 5. Andrade da Costa
Coordenadora da Comisséo de Etica em Experimentagio Animal da LIFPE

Atenciosamente,
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