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Fazei-me instrumento de vossa paz.

Onde houver ddio, que eu leve o0 amor;

Onde houver ofensa, que eu leve o perdao;
Onde houver discordia, que eu leve a uniéo;
Onde houver davida, que eu leve a fé;

Onde houver erro, que eu leve a verdade;

Onde houver desespero, que eu leve a esperanca;
Onde houver tristeza, que eu leve a alegria;
Onde houver trevas, que eu leve a luz.

O Mestre,

Fazei que eu procure mais consolar, que ser consolado;
compreender que ser compreendido;

amar, que ser amado.

Pois é dando que se recebe,
é perdoando que se é perdoado,
e é morrendo que se vive para a vida eterna.

Amem.
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N&o sabia que te amar,

Que viver com teu amor,

Com paix&o e com fervor,

Fosse t&o essencial quanto um simples respirar.

Te ver me faz parar,
Alivia 0 meu temor

Me traz paz e bem-estar,
Com Voceé eu sei que sou.
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RESUMO

Como um precursor essencia para a sintese de moléculas protéicas com grande
importancia biolégica, a arginina apresenta marcavel versatilidade metabdlica e
regulatoria. O Oxido Nitrico (NO), gerado a partir da arginina, exerce papel
multifuncional no sistema nervoso, incluindo modulacdo da libeacdo de
neurotransmissores, regulacdo do fluxo sanguineo local cerebral e plasticidade sinaptica
Estudo recente tem sugerido que a sinalizacdo mediada pelo éxido nitrico esta envolvida
na depressdo alastrante cortical (DA; Wang et al., Neuropharmacol. 44:949-957, 2003).
Nos investigamos em ratos o efeito da administracéo de L-arginina (ARG) combinado
ao estado nutricional, durante o periodo do aleitamento, na propagacdo da depressio
alastrante cortical (DA), em ratos adultos. Ratos Wistar foram amamentados em
ninhadas de 6 ou 12 filhotes por méae (respectivamente Ng € N1o). Nesse periodo os
filhotes receberam, por gavagem, ou solucdo contendo o aminoécido ARG (5, 10, 20
mg/dia respectivamente, durante a primeira, segunda e terceira semana de tratamento),
ou L-histidina HIS — 7, 14, 28mg/dia respectivamente, durante a primeira, segunda e
terceira semana de tratamento) ou agua destilada (C). Os pesos corporais foram obtidos
nos dias 7/14/21/25/30/60/90 e no dia do registro eletrofisiolégico. Os animais foram
submetidos ao registro da DA, por 4 horas, quando tornaram-se adultos (90 — 110 dias).
A DA foi deflagrada a cada 20 min pela aplicacéo de KCl a 2%, por 1 min, naregido do
cortex frontal, e registrada durante 4 horas em 2 pontos do cortex parietal, através do
eletrocorticograma e da variagdo lenta de voltagem (VLV) que acompanha a DA. Ao
fina do registro, foram determinados os pesos encefdlicos Umidos. Os animais Ni»
apresentaram pesos corporais e encefdlicos menores e velocidades da DA maiores do
gue os respectivos grupos Ng. Aos 90 dias de vida, os animais ARG-Ng apresentaram
|pesos corporais estati sticamente superiores aos dos grupos HI S-Ng e C-Ng. Tais achados
ndo foram encontrados nos animais desnutridos precocemente. Nos animais Ng, mas ndo
nos Nip, ©s ratos tratados com ARG apresentaram altas velocidades de DA, quando
comparado com o grupo C-Ng. Esses dados concluem que: 1) aumento da ninhada de 6
para 12 filhotes foi efetivo ao aterar os pesos corporal e encefélico de acordo como ja
descrito anteriormente; 2) tratamento precoce com ARG-Ng aumenta a susceptibilidade
cortical & DA a julgar pelas altas velocidades, sugerindo a participacdo deste
aminoéacido na DA; 3) o déficit nutricional induzido pela condicdo N1, alterou o efeito
daARG naDA.



ABSTRACT

As an essentia precursor for the synthesis of protein molecules with enormous
biological importance, arginine displays remarkable metabolic and regulatory
versatility. Nitric oxide (NO), generated from arginine, has multifunctional roles in the
nervous system, including modulation of neurotransmitter release, regulation of local
cerebral blood flow and synaptic plasticity. Recent studies strongly suggest that nitric
oxidemediated signaling is involved in the phenomenon of cortical spreading
depression (SD; Wang et al., Neuropharmacol.44:949-957, 2003). We investigated in
rats the effects of administration of L-arginine (ARG) combined to nutritional status,
during the suckling period, on the propagation of SD, in adulthood. Wistar rat pups
were suckled n normal- (N) or large (L) litters (respectively 6 and 12 pups/litter).
During suckling, the pups received, by gavage, either ARG (5, 10 and 20 mg/day,
respectively, during the first, second and third weeks of treatment), L-histidine amino
acid (7, 14 and 28 mg/day, respectively, during the first, second and third weeks of
treatment) or distilled water (C). Body weights were obtained at days
7/14/21/25/30/60/90 and in the day of SD-recording. SD recording was performed, for 4
hours, in the pups at adult (90 — 110 days of life) ages. SD was €licited every 20 min by
KCI (2% solution), applied for 1 min to a point of the frontal cortex region and recorded
at 2 points of the parietal cortex, by means of the electrocorticogram and of the
recording of the slow potential change accompanying at the end of the SD-recording
session. Wet brain weight was obtained at the end of the SD-recording session. L-
animals presented lower body and brain weights, as well as higher SD-velocities of
propagation than the N ones. In N-animals, but not in the L ones, ARG treated rats
displayed higher SD-velocities, as compared to the water-treated group. It is concluded
that 1) increasing the litter size from 6 to 12 pups was effective in altering body- and
brain weights; 2) early treatment with ARG increased the brain SD-susceptibility in
adulthood, as judged by the higher SD velocities, suggesting arole of this amino acid on
SD; 3) the nutritional deficit induced by the L condition did alter the ARG effect on
D.



1. Introducéo

1.1. Nutricdo e Sistema Nervoso

Uma nutricdo equilibrada € aguela decorrente da ingestdo de alimentos
adequados a fim de assegurar as necessidades nutricionais do organismo que 0s ingere.
Deve, portanto, ser suficiente para contemplar as necessidades energéticas e de
nutrientes para as sinteses organicas; deve ser também harmoniosa, de modo que os
diferentes nutrientes guardem uma correta relacdo entre si, e adequada a situagéo

biolégica do individuo (OMS, 1984).

Em condigdes normais de salide e durante todos os periodos do ciclo vital, o ser
humano precisa consumir alimentacéo equilibrada, que é fundamental para promover o
bem-estar fisico, mental e social, bem como propiciar uma boa qualidade de vida. Os
alimentos sdo os veiculos de nutrientes para o organismo humano (carboidratos,
proteinas, lipideos, vitaminas, sais minerais, fibras alimentares e agua), imprescindivel
para assegurar a producédo de energia, a construgao, reparacdo e manutencao dos tecidos

e o0 controle dos processos vitais (Caval canti, 1995).

Por outro lado, um desequilibrio e/ou uma deficiéncia de nutrientes no
organismo é caracterizado como desnutricdo (Martorell, 2001). Tais desequilibrios sdo
freqlientemente produzidos pela deficiéncia relativa de proteinas, de carboidratos e de
gorduras, mmo fonte de energia, bem como pela caréncia de micronutrientes. Estas

deficiéncias sdo seguidas de ateractes fisiopatoldgicas que primeiro refletemse em



prejuizo funcional, e posteriormente, por danos bioguimicos e fisicos (Martinez, 2001),

podendo causar incapacidade e morte (Martorell, 2001).

A nutricdo desempenha um papel critico no desenvolvimento pré-natal e pés
natal do cérebro em todos os niveis, incluindo estrutural, quimico, farmacologico e
funcional (Prasad, 1998; Fernstrom, 2000). No passar de poucas décadas tem se tornado
claro que aém dos nutrientes classicos da dieta muitos outros constituintes influenciam
a funcdo cerebral, como por exemplo, o aminoécido triptofano que € precursor do
neurotransmissor serotonina (Fernstrom, 2000). Para alguns nutrientes, os efeitos até
agora notados séo bioquimicos. Para outros, efeitos funcionais e comportamentais tém
sido observados (Fernstrom, 2000). Muitas das substancias neurotransmissoras
(substéncias neuroativas) estdo presentes em nossa alimentacéo, ou S0 ressintetizadas
usando precursores fornecidos pela dieta e, portanto, podem influenciar diretamente na
guimica cerebral (Prasad, 1998). Assim, uma deficiéncia em nutrientes particulares
durante a concepcdo, embriogénese e desenvolvimento cerebral pode levar a notaveis

efeitos no cérebro (Fernstrom, 2000).

A funcdo basica do sistema nervoso é gerar comportamentos, grande parte dos
guais sdo, em nossa espécie, aprendidos durante a propria vida. A capacidade para
aprender é uma das caracteristicas marcantes dos seres humanos, 0 que se torna um
objeto essencial no estudo dos efeitos da desnutricdo sobre o sistema nervoso (Guedes,
1985). Vé&rios efeitos da desnutricdo na estrutura e funcéo neurais tém sido descritos em
seres humanos, bem como em animais de laboratério (Morgane et al, 1978; Morgane et
al, 1993). Esses efeitos envolvem alteracOes na génese celular, no arranjo arquiteténico

celular e mudangas na plasticidade singptica, que podem ser acessados por estudos



anatbmicos qualitativos e andlises funcionais (Morgane et a, 1993). Os efeitos sdo mais
severos quando a deficiéncia nutricional ocorre durante o periodo critico do crescimento
rapido cerebral (Dobbing, 1968; Martorell, 2001). Em particular, o termo “periodo
critico” refere-se a0 periodo em que ocorre um “pico” de atividade de eventos
especificos como neurogénese, migracdo celular, diferenciacdo celular, etc. Nesse
periodo, as éreas cerebrais tendem a desenvolver-se em “saltos’ rapidos, em preferéncia
a um processo continuo e lento (Morgane et a, 1993), e o0 cérebro tem seu peso
aumentado de maneira particularmente acelerada (Dobbing e Smart, 1974). No rato, este
periodo corresponde as trés primeiras semanas de vida neonatal, isto é, o periodo da

lactagcdo (Dobbing, 1968).

Os efeitos neurais ca desnutricdo iréo depender do seu grau de severidade e
duracdo, como também do periodo em que o insulto ocorre (Melo, 1994; Rocha-de-
Melo e Guedes, 1997). A desnutricdo durante o periodo pré e pés-natal acarreta um
retardo na maturacdo reflexa e somética e esse retardo é mais severo em animais que
sofreram desnutri¢céo no periodo do aeitamento (Smart e Dobbing, 1971). Em modelos
animais, um ponto de consenso a respeito das consequiéncias funcionais da desnutricéo é
gue 0s animais expostos precocemente a este insulto exibem mudancgas duradouras no
campo das emocgBes, motivacdes e/ou ansiedade (Levitsky e Strupp, 1995), aém de
alteracbes morfoldgicas (Picango-Diniz et al, 1998), fisioldgicas, bioquimicas e

comportamentais (Resnick et al, 1979).

Apesar de muitos estudos ja realizados, abordando a interferéncia de variaveis
nutricionais sobre o desenvolvimento do sistema nervoso, muitos questionamentos

precisam ainda ser esclarecidos, principamente a influéncia de alguns aminoéacidos



especificos durante o periodo de maior vulnerabilidade do crescimento cerebral em
ratos nutridos e desnutridos. O aminoécido Arginina vem se tornando alvo de muitas
pesguisas no campo da neurociéncia, pelo seu papel no cérebro. A arginina, através do
seu reconhecimento como precursora do éxido nitrico tem despertado o interesse para o

seu papel como modulador e transmissor da fungdo neurona, como se descreve a

seguir.
1.2. O Papel daL-Arginina para o Tecido Cerebral

O aminoécido basico Arginina (acido 2amino-5-guanidinovalérico) (Boger e
Bode-Boger, 2001) foi isolado primeiramente a partir de brotos de tremogo, no ano de
1886 (Schulze, 1886, apude Boger e Bode-Bdger, 2001) e em 1895 foi identificada na
proteina de mamiferos por Hedin (Hedin, 1895 apud Boger e Bode-Boger, 2001). Esse
aminoédcido contém em sua estrutura quatro &omos de nitrogénio por molécula,
tornando-se 0 mais abundante carreador de nitrogénio em humanos e animais

(Appleton, 2002) (FIGURA 1).

HN\

, CNH(CH,)3CH(NH,)COOH
H,N 7

FIGURA 1 - Estrutura quimica da L-Arginina (APPLETOH, J. Ak Med Rev, v. 7, p. 512-522, 2002)

Atualmente ha muita controvérsia a respeito da essencialidade da arginina. Para
Peck e col. (1995) e Appleton (2002), a arginina € considerada um aminoacido néo

essencial para adultos saudaveis. Ja para Boger e Bode-Boger (2001) a arginina €



essencia, devido a homeostase das suas concentraces plasmaticas ser regulada pela
ingestdo dietética, turnover protéico, sintese e metabolismo. Para outros autores a
arginina € um aminoéacido semi-essencial para o crescimento de mamiferos, pois sua
taxa de sintese endégena ndo satisfaz seus regquerimentos para um crescimento 6timo

(FAO, 1985; Viseck, 1985; Filho e Zilberstein, 2000).

No ser humano a arginina é um composto intermediario do ciclo da uréia. Porém
ela também apresenta significante efeito na funcdo enddcrina (Appleton, 2002)
estimulando a secrecdo dos horménios pancreéticos (Palmer et al, 1975) e pituitarios
(Waitzberg e Logullo, 2000; Flynn et al, 2002), fator de crescimento insulina-simile e
fatores de crescimento da pituitéria (Waitzberg e Logullo, 2000), além de participar no
aumento da liberagdo da somatotropina (Kapazi, 2000). Deste modo, a arginina exerce
certa influéncia na regulacdo do metabolismo das proteinas, aminoacidos, glicose e
&cidos graxos (Flynn et a, 2002). Todos os efeitos fisiol6gicos da arginina atualmente
conhecidos séo devidos aos produtos formados a partir do seu catabolismo, tais como
ornitina, prolina, poliaminas, creatina, agmatina, glutamato e oxido nitrico, que podem
mediar os efeitos benéficos da arginina aumentando sua acéo fisiolégica para cada

célula e para as fungdes organicas do corpo (Flynn et al, 2002).

Dos diversos produtos do metabolismo da arginina, o 6xido nitrico (NO) tem se
destacado por desempenhar inimeras funcdes bioldgicas (Robbins e Grisham, 1997),
atuando como um fator importante em uma ampla faixa de processos fisiol égicos (Grant
et a, 2002; Flynn et al, 2002). As recentes descobertas da via 6xido nitrico ? arginina

tem unido &reas de pesquisa tradicionamente diversificadas na bioquimica, imunologia,



patologia, fisiologia, nutricdo e neurociéncia, e tem estimulado o interesse renovado na

nutricdo da arginina em animais e humanos.

No organismo dos mamiferos, o éxido nitrico é sintetizado em diversos tipos
celulares (Prast e Philippu, 2001), a partir do aminoacido arginina, através da classica
reacdo quimica em que a L-arginina, pela agdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) &
transformada em um intermedidrio, a N®-hidroxi-L-arginina com a presenca de co-
fatores como NADPH e Ca'™, sendo necessario mais NADPH e O, para a formagdo de
citrulina e oxido nitrico (NO) (Filho e Zilberstein, 2000) (FIGURA 2). Nesta reacéo,
um dos grupos guanidino equivalentes quimicamente da L-arginina é oxidado por cinco
elétrons, sendo esta uma reacdo estereoespecifica em gue apenas a forma L-Arginina,
mas ndo a D-Arginina, é clivada pela NOS, formando citrulina e NO (Robbins e
Grisham, 1997). Até o momento, foram isoladas e clonadas trés isoenzimas, sendo duas
congtitutivas, bNOS (brainrNOS) e eNOS (endothelia-NOS), e uma outra induzivel

INOS (inducible-NOS) (Filho e Zilberstein, 2000; Grant et al, 2002).

o Pwappw o NADPH o
L-arginina | C—h MN-hidroxi-L-arginina TI- L-citrulina + oéxido nitrico (NO)
a-++ z

SINTASE DO OXIDO NIiTRICO (NOS)
FIGURA ? - Principais etapas da sintese de HO a partir da L-Arginina (FILHO e ZILBEERSTEIN, Rev Ass Med Bras, 46:26- 2000)

O NO é um importante mensageiro intercelular (Marletta e Spiering, 2003).
Diversos trabalhos tém relatado sua agdo como mensageiro no sistema cardiovascular
(Hare e Colucci, 1995; Faraci, 1996), sistema imunologico (Fisher, 1954; Marletta e

Spiering, 2003), sistemarena (Albrecht et al, 2003), sistema bronco-pulmonar (Robbins



e Grisham, 1997) e sistema nervoso (Garthwaite, 1991; Hu e El-Fakahany,1996;

Brenman e Bredt,1997; Strijbos, 1998; Prast e Philippu, 2001).

A funcdo do NO no sistema nervoso central (SNC) é multipla (Robbins e
Grisham, 1997). Pensa-se que sua rpida difusdo e a capacidade para modular vias de
transducéo e atividade neuronal conferem a este gas a funcdo de um mensageiro
cerebral (Marletta e Spiering, 2003). Estudos também tém sugerido o envolvimento do
NO na liberacdo de neurotransmissores como acetilcolina, aminoécidos excitatorios e
inibitérios, catecolaminas, histamina, serotonina e adenosina (Prast e Philippu, 2001). O
NO esta envolvido na plasticidade singptica no hipocampo, (Filho e Zilberstein, 2000) e
em diversas outras regides cerebrais como cerebelo (Bredt e Synder, 1992), cortex,
amigdala e estriado, possuindo também papel chave na funcdo cognitiva, emocional
e/ou funcBes comportamentais (Prast e Philippu, 2001). Vé&rios estudos apontam para a
funcéo da atividade do receptor NMDA e a producdo do NO em passos chaves do
desenvolvimento neural, tais como a neurogénese (Contestabile, 2000), proliferagdo e
diferenciacdo (Garthwaite, 1991; Gibbs, 2003; Cheng et a 2003), migracdo e

sinaptogénese neuronal (Gally et a, 1990; Contestabile, 2000; Ogilvie et al, 1995).

Através de observagdes funcionais e imunolégicas, Riobd e colaboradores
(2002) indicaram gque a sintese do Oxido nitrico mitocondrial cerebral (MtNOS) seria
responsavel pela modulagdo do desenvolvimento cerebral, uma vez que € atamente
expressada e ativa nos estagios tardios do desenvolvimento fetal e durante os primeiros
dias de vida pos natal, sugerindo um papel essencia para 0 NO nas fases cronoldgicas
de maturacdo cerebra e plasticidade sinaptica. Para Keilhoff et a (1996), a presenca da

NOS no tecido cerebral embrionario e nos estagios pos-natal precoce propdem a questdo



de seu papel funciona atuando como um mensageiro retrégrado para o crescimento

neuronal.

Por outro lado, devido o NO ser um radical livre, quimicamente reativo (Dawson
e Dawson, 1996a; Boger e Bode-Boger, 2001), quando presente em altas concentragoes,
pode iniciar uma cascata neurotoxica (Dawson e Dawson, 19964). Ao interagir com
radicais livres e formar produtos finais muitas vezes citotoxicos e atamente reativos
(Strijbos, 1998; Rodrigo et a, 2000), o NO pode participar de processos
fisiopatol6gicos que emergirdo em uma variedade de desordens no sistema nervoso
central (Dawson e Dawson, 1996b). Tais eventos tém sido relacionados a génese de
doencas neurodegenerativas como doenca de Parkinson (Ebadi e Sharma, 2003), doenca

de Alzheimer (De LaMonte et al, 2003) e doenca de Huntington (Deckel, 2001).

Uma funcdo do NO que tem despertado o interesse de muitos estudiosos, além
da participagd no desenvolvimento neuronal, é o papel do NO na regulacdo da
circulacdo cerebral (Faraci, 1996). Essa funcéo foi atribuida ao NO devido a sua
responsabilidade pela atividade biolégica do EDRF (fator relaxante derivado do
endotélio) (Furchgott et al, 1984; Brenman e Bredt, 1997). Faraci (1996) sugere que o
NO mediaria 0 aumento no fluxo sanguineo neurona local em resposta a diversos
estimulos, incluindo aminoécidos excitatérios, bem como o aumento na atividade
neuronal e metabolismo. Essa funcdo do NO também tem sido associada a hiperemia

gue ocorre no fendmeno da Depresséo Alastrante Cortical (DA).

A DA foi utilizada, no presente trabalho, como modelo experimental, dentro da

linha de pesquisa que nosso laboratério vem desenvolvendo. As principais



caracteristicas da DA, bem como uma breve descricéo dos dados anteriormente obtidos

no laboratorio, envolvendo esse curioso fenémeno, sdo, a seguir, apresentados.

1.3. O Fendbmeno da Depressdo Alastrante

O fenémeno da DA foi primeiramente observado e descrito por Aristides Ledo,
em meados da década de 40 (Ledo, 1944), durante estudos sobre epilepsia experimental,
utilizando registros da atividade elétrica cortical cerebral em coelhos anestesiados. Este
fendmeno consiste em uma reversivel e acentuada diminuicdo (depressao) da atividade
elétrica esponténea, em resposta a estimulagdo de um ponto cortical (estimulo
mecanico, quimico ou elétrico). A DA propaga-se, a partir dai, de forma concéntrica e
com velocidade aproximadamente uniforme por todo o cortex (velocidade da ordem de
2 a 5 mm/min). Enquanto o local inicialmente deprimido se recupera, a depressdo da
atividade se alastra por regifes mais distantes. A recuperacdo completa se da em torno
de 10 a 15 minutos (Ledo, 1944; Ledo, 1947). Simultaneamente a DA, ocorre uma
variagdo lenta de voltagem (VLV) naregido cortical invadida pelo fenbmeno. Com isto,
0 cortex torna-se negativo em relagdo a um ponto de voltagem fixa. Essa variagdo
negativa de amplitude variando entre 5 — 20 mV, é eventualmente precedida, e

freqientemente seguida por uma fase positiva de menor amplitude (Ledo, 1951).

Varias hipoteses e evidéncias clinicas tém sugerido a associacéo da DA com
algumas neuropatologias humanas, incluindo a epilepsia (Ledo, 1944; Ledo, 1972), a
enxaqueca com aura (Parsons e Strijbos, 2003), doencas cerebrovasculares, traumatismo

craniano e amnésia transitoria globa (Gorji, 2001).



De acordo com alguns estudos acerca da DA, verificouse que algumas
condi¢cdes podem modificar a susceptibilidade cortical ao fendbmeno, e dentre elas
destacamse. a edtimulagdo ambiental, modificacdo da atividade de sistemas
neurotransmissores, ateragdes hormonais e metabdlicas, e o0 estado nutricional (Guedes
et a, 1987a,b; 2002; Santos-Monteiro et al, 2000; Guedes e Pereira-da-Silva, 1993;
Guedes et a, 1996; Guedes e Cavalheiro, 1997; Rocha-de-Melo e Guedes, 1997; Costa-

Cruz e Guedes, 2001).

Dentro das diversas variaveis estudadas, a nutricional apresenta grande destague,
pois a falta ou excesso de nutrientes é responsavel por causar um desbalanco, que em
muitos casos podera acarretar graves danos fisioldgicos, aterando as condicdes do
tecido cerebral e influenciando na susceptibilidade cortical ao fendbmeno da DA (Rocha-
de-Melo, 2001). Em algumas situacdes, o cortex torna-se mais sensivel ao fendmeno,
com velocidades de propagacdo mais altas, ao passo que em outros casos se torna mais

resistente, com velocidades de propagacdo mais baixas.

O Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Ted6sio — LAFINNT tem
desenvolvido estudos verificando a influéncia de variavels nutricionais e outras
condicbes de importancia clinica sobre a incidéncia e a propagacdo da DA. Algumas
condi¢Bes de interesse em nutricdo tém sido estudadas e demonstraram que podem
modificar a susceptibilidade cortical ao fendmeno, diminuindo a velocidade de
propagacdo, tais como, o tratamento com litio (Guedes et al, 1989); a hiperglicemia
(Ximenes-da-Silva e Guedes, 1991; Costa-Cruz e Guedes, 2001); o hipotireoidismo
(Guedes e Pereira-da-Silva, 1993). Por outro lado, outras condi¢des aumentam a

velocidade de propagacéo, tais como, o consumo de dcool (Guedes e Frade, 1993), a



hipoglicemia (Ximenes-da-Silva e Guedes, 1991; Costa-Cruz e Guedes, 2001), o
hipertireoidismo (Santos, 2000) e a deficiéncia nutricional (Andrade et al, 1990; Rocha-

de-Méeo e Guedes, 1997).

Diversos autores tém confirmado experimentalmente a funcdo do NO atuando
como um agente vasodilatador simultaneo a depresséo aastrante cortical (Collona et a,
1994; Faraci, 1996; Shimizu et a, 2002; Goadsby et al, 1992; Wang et al, 2003). Outros
autores tém estudado mudancas no fluxo sanguineo ocorridas durante a depressdo
alastrante em mamiferos tratados com NC-nitro-L-arginina (L-NO ARG), um éster
metil, bloqueador da sintese de 6xido nitrico (Read et al, 1997; Obrenovitch et al, 2002).
Por ouro lado, Read e Parsons (1998), estudando o papel do NO na mediacdo da
regulacdo cerebrovascular durante a DA em ratos, evidenciou um aumento nas
concentracfes locais de NO, mas ndo responsavel por mediar a hiperemia induzida pela

DA.

A ARG € um aminoécido conhecido pelas inimeras funcdes metabdlicas que
desempenha no organismo, sendo o NO, responsdvel por grande parte dessas funcoes,
dentre elas a de modulador universal da funcdo neuronal ao nivel do SNC. As
investigagOes do presente trabalho foram tragadas no sentido de se estudar em ratos
adultos os efeitos da administracéo crénica de L-arginina, combinada a manipulacéo do
estado nutricional durante o periodo do aleitamento, na velocidade da depressdo

alastrante cortical (DA).



2. Justificativa

No presente trabalho, propde-se um estudo e etrofisiolgico no cortex de ratos
criados em ninhadas de tamanhos diferentes, tratados, ou ndo, com o aminoécido L-
arginina, precursor enzimatico do 6xido nitrico. Apesar do crescente interesse no estudo
das relaches entre a acdo do Oxido nitrico no sistema nervoso e 0 seu papel na depresséo
alastrante, ainda ndo se tem investigado os efeitos tardios (apos 0 desmame do rato - na
idade adulta) sobre a DA, consequientes a manipulacdo precoce da L-arginina durante o
aleitamento (periodo critico de crescimento rdpido cerebral). O resultado das
investigagbes nos permitira entender melhor o papel do Oxido nitrico durante o
desenvolvimento do sistema nervoso e sua repercussdo para a vida adulta, verificando
se o0 tratamento precoce com o aminodcido ARG provocard mudancas permanentes que

poderdo influenciar na susceptibilidade cortical a depressio aastrante.



3. Hipoéteses

A administragdo de L-Arginina no inicio da vida afetaria a susceptibilidade

cortical a DA, em ratos adultos;

A administracdo de L-Arginina no inicio da vida afetaria 0 peso corporal durante

o tratamento e na idade adulta;

A administragdo de L-Arginina afetaria o peso encefdlico, em ratos adultos;

O efeito da L-Arginina sobre a DA seria independente da quantidade de

nitrogénio oferecida a partir do tratamento com este aminoéacido.



4. Objetivos

4.1. Geral

Investigar os efeitos da administragdo de L-Arginina em ratos lactentes (a partir do 7°

até o 28° dia de vida), associada a manipulacdo do tamanho da ninhada, sobre o

desenvolvimento corpora e encefélico, bem como sobre a atividade el étrica cerebral.

4.2. Especificos

- Durante o crescimento corporal pés natal:

Investigar a evolugdo do peso corporal dos filhotes até se tornarem adultos;

- Navida adulta;

Avaliar os efeitos do tratamento dietético precoce com L-Arginina sobre 0 peso do

encéfalo, quando os filhotes se tornarem adultos;

Determinar a suscetibilidade cortical a DA, através de sua incidéncia e propagacao.



5. M ateriaise M éodos

5.1. Animais

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio Animal
(CEEA) da UFPE, de acordo com as normas vigentes que trata da questdo do uso de
animais parafins cientificos (ANEXO 1). Foram utilizados 94 ratos a binos machos, da
linhagem Wistar, obtidos da col6nia de criacdo mantida pelo Departamento de Nutricéo
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram mantidos sob
condigdes padréo do biotério com temperatura de 23 + 1° C, e submetidos a um ciclo
claro-escuro de 12/12 horas (luz das 06 as 18h). Os animais tiveram livre acesso a agua
filtrada e racdo comercial padréo do biotério contendo 23% de proteina (“LABINA” —

Agribands Purina do Brasil Ltda) (ANEXO 2).

Para obtencdo dos animais experimentais, foram acasalados ratos com idade
entre 90 e 120 dias, na propor¢do de 3 fémeas para 1 macho, o qual permanecia com as
ratas durante 1 semana, e apos este periodo era retirado da gaiola. Quando confirmado o
estado de gestacdo, com a observacdo do desenvolvimento do ventre, as fémeas eram
transportadas separadamente para as gaiolas-maternidade. Um dia apds o nascimento
dos filhotes (considerado como primeiro dia de vida), as ninhadas foram gjustadas para
dois tamanhos: 6 e 12 filhotes por mée (Ns € N1, respectivamente). Para Fishbeck e
Rasmussen (1987) o numero de 6 filhotes por mée parece ser o que confere o maior
potencial lactotréfico, deste modo, este padréo de filhotes por ninhada foi utilizado para
se obter 0 modelo de ninhadas normonutridas. O nimero de 12 filhotes por mée foi

utilizado seguindo o modelo da técnica de grandes ninhadas (De Luca et a, 1977,



Tonkiss et al, 1988). O aumento do numero de filhotes competindo pelo leite materno
serve como modelo para o estudo da desnutrigdo experimenta (Fuller e Wiggins, 1984;
Rocha-de-Melo, 2001; Araljo, 2003). Prevendo eventual mortalidade, a cada ciclo de
acasalamentos eram mantidas ninhadas “reserva’ com 6 e 12 filhotes, com o intuito de
completar alguma ninhada eventual mente desfal cada durante o tratamento experimental.
Apbs o desmame, realizado aos 25 dias, os ratos foram colocados em gaiolas (com 4 a 6
animais por gaiola) e passaram a receber dieta comerciad padrdo do biotério

(“LABINA™) e &gua ad libitum.

Durante o periodo experimental, do 7° ao 28° dia de vida pés natal, 0os animais

foram divididos em distintos grupos experimentais de acordo com a descri¢éo abaixo.

5.2. Manipulagdo Nutricional

Os animais provenientes de ninhadas com 6 e 12 filhotes foram divididos em 5
grupos experimentais, de acordo com o tratamento imposto no periodo do aleitamento

(7° a0 28° diade vida), desta maneira:

> Grupo Arginina Nutrido (ARG-Ng) (n=18) — constituido de filhotes que
durante o periodo do aeitamento foram criados em ninhadas menores (Ng), €
submetidos por 3 semanas, a administracéo de uma solucéo aquosa contendo o

aminoécido L-arginina por sonda orogastrica.



> Grupo Arginina Desnutrido (ARG-N12) (n=17) — este grupo foi tratado com
L-argining, da mesma forma que o grupo anterior, exceto que os filhotes

provieram de ninhadas maiores (N12).

> Grupo Agua Nutrido (C-Ng) (n=22) — constituido de filhotes que durante o
periodo do aeitamento foram criados em ninhadas menores (Ng), e submetidos

por 3 semanas, a administracdo de agua por sonda orogastrica.

» Grupo Agua Desnutrido (C-N12) (n=19) — este grupo foi tratado com &gua, da
mesma forma que o grupo anterior, exceto que os filhotes provieram de ninhadas

maiores (N12).

> Grupo Histidina Nutrido (HIS-Ng) (n=18) — constituido de filhotes que
durante o periodo do aeitamento foram criados em ninhadas menores (Ng), €
submetidos por 3 semanas, a administracéo de uma solucdo aquosa contendo o

aminoacido L- histidina por sonda orogastrica.

O aminoacido L-histidina foi utilizado como controle para a L-arginina, em
relacéo ao fornecimento do nitrogénio. A histidina foi escolhida por possuir quantidade
de nitrogénio préximo a do aminoacido L-arginina (L-histidina — CgHgN3O, e L-
arginina- CgH14N40y), e por utilizar o mesmo sistema de transporte de membrana que a
L-arginina. Com o conhecimento das quantidades de nitrogénio e peso molecular dos
dois aminoéacidos, foram calculadas as doses de L-histidina com quantidades de

nitrogénio iguais as oferecidas na solucdo de L-arginina, sendo as mesmas 7,0mg/dia,



14mg/dia e 28mg/dia, diluidas em 0,5ml, 1,0ml e 1,0ml de agua destilada,

respectivamente nas trés semanas do tratamento experimental.

O tratamento experimental foi realizado diariamente, durante 21 dias (3
semanas), sempre no periodo das 12 as 14 horas. A via de administragdo (sonda

orogastrica) foi escolhida pela caracteristica fisiol6gica da mesma.

5.3. Procedimento de Gavagem

Para realizagdo do procedimento de gavagem foram utilizadas seringas de vidro
com capacidade de 1,0 ml e tubos finos de polietileno (canula) com diametro de
aproximadamente 0,5 mm e com cerca de 15 cm de comprimento. Uma de suas
extremidades servia para encaixe na agulha da seringa. Com o auxilio dos dedos
indicador e polegar da m&o esquerda, os filhotes eram contidos e posicionados
verticamente, com a cabega levemente repuxada para tras, deixando plana a curvatura
anatdmica entre torax e boca. Simultaneamente, com a méo direita, a outra extremidade
da céanula era lentamente introduzida na cavidade oral. A extensdo da canula, a ser
introduzida, foi previamente calculada e demarcada, para facilitar sua introducdo até a
porcao inferior da cavidade gastrica. A solucdo era administrada lentamente, tendo-se o
cuidado de evitar bolhas de ar, a fim de minimizar a distencéo gastrica. A FIGURA 3

ilustra o procedimento de gavagem realizado nos animais.



y

FIGURA 3 — Procedimento de gavagem

T

5.4. Preparacao das Solucdes

As solugdes contendo L-arginina (Sigma) e L-histidina (VETEC) eram
preparadas diariamente, minutos antes de sua administracdo. Pesadas em balanca
analitica Bosch, Modelo S2000, com capacidade méxima de 200g e sensibilidade de
até 0,1 mg. As quantidades a serem diluidas em agua destilada foram estabelecidas para

serem aumentadas gradativamente a cada semana.

Tomando como padrdo a recomendacéo de arginina pela AIN-93M (4,5 gde
arginina/lKg de dieta) (Reeves et al, 1993), utilizada para manutencéo de ratos na fase
adulta (com peso médio em torno de 300g), e estimando um consumo diério de 20g de
dieta/rato/dia, obtivemos uma média do consumo diario de arginina (em torno de 0,009g
ou 90mg) por ratos adultos. Utilizando esta quantidade base de arginina/dia para um
rato adulto, com o auxilio de uma regra de trés simples foi estimado o consumo de um
filhote com 10 g (peso médio do filhote na primeira semana de lactacdo) e 30 g (peso
médio do filhote no inicio da 3% semana do aleitamento). Desta maneira, conseguiu-se

estimar o consumo médio de arginina, na quantidade de 3 mg/dia no inicio davida e 10



mg/dia na terceira semana (periodo do desmame). Portanto, com o intuito de ofertar
uma quantidade adicional de L-arginina nas trés semanas do periodo experimental,
foram utilizadas quantidades de 5mg/dia na primeira semana, 10 mg/dia na segunda
semana e 20 mg/dia na terceira semana de tratamento, diluidos em 0,5ml, 1,0ml e 1,0ml

de &gua destilada, respectivamente nas trés semanas.

Os grupos controle (Agua Nutrido e Agua Desnutrido) receberam 0,5ml, 1,0ml e

1,0ml de &gua destilada, respectivamente nas trés semanas de tratamento.

Com o intuito de assegurar que as ratas (méaes dos filhotes) estariam recebendo
uma quantidade de L-arginina, através da LABINA, dentro da recomendacdo da AIN-
93G (6,4g de arginina/lKg de dieta) (Reeves et a, 1993), quantidade suficiente para
manter uma mistura aminoacidica equilibrada no leite materno, e para assegurarmos que
os filhotes desmamados iriam receber uma quota didria de arginina dentro das
recomendacOes, submetemos a LABINA & andise dos aminoécidos da dieta
(aminograma). O aminograma foi realizado pelo Centro de Quimica de Proteinas da
Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto — USP, e de acordo com o resultado p&de-se
verificar que a LABINA oferece uma quantidade média de argininalKg da racéo
(ANEXO 3) dentro da recomendacdo da AIN-93G, tomada como padréo para o

crescimento, gravidez e lactagdo (Reeveset al, 1993).

5.5. Determinacdo de Peso Cor poral

Para estabelecer a evolugdo ponderal do animal, os pesos foram aferidos aos 7,

14, 21, 30, 60, e 90 dias de vida, no dia do desmame (25° dia de vida) e no dia do



registro da depressdo alastrante cortical (90 — 110 dias de vida). Os animais foram
pesados na balancga eletronica digital Marte, Modelo 1001 com capacidade para 1610g e

sensibilidade de 0,1g.

5.6. Procedimento CirUrgico

Para realizag@o dos registros eletrofisiologicos, os animais foram anestesiados,
por via intraperitoneal, com uma solucdo de uretana a 10 % + cloralose a 0,4 % (no
volume de 10 ml/Kg de peso corporal), o que resultou numa dose de 1000mg/Kg de
uretana + 40mg/Kg de cloralose. Apoés a anestesia iniciou-se o procedimento cirdrgico,
com traqueostomia, e introducéo de uma canula de polietileno na traquéia. Em seguida,
o animal foi colocado em decubito ventral sobre um aquecedor elétrico a fim de manter
a temperatura retal estavel durante todo o experimento (37,5°C +/- 1°C), gustando-se
paraisto, o aquecedor quando necessario. O animal teve, entdo, a cabeca fixada a base
de um apareho estereotaxico (modelo “David-Kopf”, USA, Modelo 900), de modo a
permitir a incisdo da pele na linha média e a remogao do peridsteo para exposicao do

cranio.

Por meio de trepanacdo foram feitos 3 orificios, alinhados paralelamente a linha
média, ao nivel do hemisfério cerebral direito. O primeiro orificio, anterior (de 2 mm de
diéametro), localizado no osso frontal, foi utilizado para estimulacdo. Os outros dois
orificios, localizados no osso parietal, tinham de 3 a 4 mm de didmetro e foram
destinados a colocacdo de dois eletrodos através dos quais se realizou o registro
eletrofisiologico. Os orificios foram alinhados no sentido antero-posterior, paralelos a

linha média.



5.7. Estimulacéo Cortical e Registro Eletrofisiol6gico

Os registros eletrofisiologicos foram  feitos  utilizando-se  eletrodos
impolarizaveis, do tipo ‘ Ag-AgCl’, construidos da seguinte maneira: em um fio de prata
de 3 cm de comprimento e 1 mm de didmetro, cuidadosamente limpo e imerso em uma
solucdo de Ringer, promoveuse, por eetrélise, a formacdo de uma fina camada de
cloreto de prata, mediante a passagem de uma corrente elétrica continua, cujo valor
inicial erade 0,3 mA, sendo aumentada até 0,8 — 1,0 mA, durante 3 a 5 minutos. Apds
esta “cloretagem”, dois desses fios eram introduzidos em dois pegquenos tubos conicos
de plastico, com 5cm de comprimento, abertura superior com 5mm de didmetro e ponta
de 1 mm de didmetro. Esses tubos eram cheios com solucéo de Ringer, solidificado pela
adicdo de Agar a 1,0%. Eles foram colados, um ao outro, com cola a base de ciano-
acrilato, de modo a formarem um par. Cada par, nessas circunstancias, apresentava
disténcia fixa entre as pontas, de 3 a4,5 mm. O par de eletrodos assim construido, foi
fixado a uma haste de madeira que por sua vez estava conectada a um sistema de
alavancas. Este sistema permitia a movimentac&o dos eletrodos, para cima e para baixo,
e era acionado pelo avanco e recuo de um parafuso. Dessa maneira, os eletrodos
puderam ser dedlocados verticalmente e suas pontas foram postas em contato com a
superficie cortical cuidadosamente, a fim de se evitar a pressdo excessiva sobre a
mesma. Um terceiro eletrodo do mesmo tipo foi colocado sobre 0s 0ssos nasais e serviu
de referéncia comum aos dois eletrodos registradores. O registro foi efetuado em um
poligrafo MODELO 7D (Grass Medica Instruments), por um periodo continuo de 4
horas. A velocidade de propagacdo da DA foi calculada com base na distarcia entre os

dois eletrodos registradores e no tempo gasto pela DA para percorrer a distancia entre os



mesmos. A cada hora de registro foi calculada a velocidade média da propagacéo do

fendmeno, a partir das DA’ s (2 a 3) deflagradas em cada hora.

A DA foi provocada por estimulagdo quimica, na qua foi utilizada uma pelota
de agodd de 1 mm de didmetro, embebida de uma solucdo de cloreto de potassio
(KCl) a 2%. Esta pelota foi colocada durante 1 minuto sobre a superficie cortical ao
nivel do orificio frontal. Essa estimulagdo repetiu-se a cada 20 - 30 minutos durante o
registro. Em cada um dos outros dois orificios foram registrados, simultaneamente,
tanto a atividade elétrica cortical espontanea (ECoG) quanto a variagdo lenta de

voltagem (VLV), que acompanham a DA.

5.8. Peso do Encéfalo

O peso do encéfalo foi determinado ao final dos registros, apds 0s animais serem
perfundidos com solucéo salina seguida de formaldeido a 4%. Os seus encéfalos eram
retirados ap0s O neuro-eixo ser seccionado transversalmente em dois nives:
caudalmente, ao nivel da bordainferior do cerebelo, incluindo-o; rostralmente, no limite
entre os polos frontais e os bulbos olfatérios, excluindo-se esses Ultimos. Apo6s a
retirada, os encéfalos foram pesados imediatamente em balanca analitica (modelo Bosh,

S-2000, com sensibilidade até 0,1mg), afim de se obter o peso do encéfalo.



5.9. Andlise Estatistica

Para analisar os dados das velocidades de propagacdo da DA, dos pesos
corporais e encefdlicos foi empregada a Andise de Varidancia (ANOVA). As
comparacoes em que a ANOVA apontou diferencas significantes foram submetidas ao
teste para comparacdo multipla de Tukey, a fim de identificar que grupos diferiram

entre si. Foram aceitos como significantes os valores para os quais p = 0,05.



6 Resultados

6.1. Pesos Corporal e Encefalico

Os pesos corporais dos animais tratados cronicamente durante o aleitamento
materno com os aminoécidos L-arginina (ARG-Ng) e L-higtidina (HIS-Ng) ndo se
apresentaram diferentes dos seus respectivos controles (tratados com é&gua destilada —
C-Ng). Contudo, aos 90 dias de vida, os ratos que receberam ARG (ARG-Ng)
apresentaram pesos corporais superiores aos tratados com HIS (HIS-Ng), sendo as

diferencas estatisticamente significantes.

Quanto ao efeito da manipulagdo do estado nutricional, 0S pesos corporais
variaram de forma inversamente proporcional ao tamanho da ninhada. Os animais
amamentados em ninhadas com 12 filhotes (N12 - animais desnutridos) apresentaram
pesos corporais inferiores @ueles amamentados am ninhadas com 6 filhotes (Ng —
animais normonutridos), tanto para os animais tratados com o aminoacido ARG, como
para os animais controle. Essa diferenca foi persistente até o desmame, porém no 30°
dia de vida os animais das ninhadas nenores e tratados com ARG (ARG-Ng) ainda
apresentavam pesos corporais significativamente maiores do que os animais Ny, e
submetidos a0 mesmo tratamento. Os pesos médios, com as indicagtes das diferencas
significantes, estéo apresentados na TABELA 1 e ilustrados graficamente na FIGURA

4,



TABELA 1

Evolugdo ponderal de ratos amamentados em ninhadas de 6 e 12 filhotes por mée (respectivamente, Ns - normonutridos e Ni2-desnutridos), no
inicio da vida, e submetidos ao tratamento crénico durante o aleitamento com uma solucdo aguosa contendo o aminoécido L-arginina ( grupos
ARG-Ng e ARG-N1»), L-Histidina ( grupo HIS-Ng) ou Agua (grupos C-Ng e C-N12), durante 21 dias, por sonda orogastrica. Os valores
representam a média + desvio-padrdo, e 0o nimero de animais estd indicado entre parénteses. As letras minlsculas indicam valores
significativamente diferentes dos respectivos valores marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. Para andlise estatistica foi utilizada
ANOVA, seguida do teste de Tukey e foram considerados os val ores estatisticamente significantes quando p = 0,05.

Pesos Cor porais (g)

Grupos 7° dia 14° dia 21° dia 25° dia 30°dia 60° dia 90° dia
ARG —Ng 18,8+ 2.0 341+34 520+51 69,2+ 7,0 932+121 272.6 + 29,7 366,3 +41,3°
a (16) (18) (18) (15) (18) (18) (18)

C-Ng 17,6 +27 329+ 36 50,1+5,5 65,3+ 8,1 882+ 111 2564 + 27,2 339,3+46,8
b (20) (22) (22) (18) (22) (22) (22)
HISNg 17,7+ 19 31,9+31 50,9+ 53 66,2 + 6,6 894+81 2492 + 357 3289+ 41,7
c (18) (18) (18) (18) (18) (18) (18)
ARG-N1, 15,3+ 2,1° 257+35°2 411+57°% 548+ 4,6° 81,7+122°2 250,5 + 253 338,5 + 30,0
d (17) (17) (17) (13) (17) (17) (17)
C-N1» 143+20° 250+32° 39,9+ 44° 54,5+ 4,3° 794+ 86 2379+ 16,4 326,1+ 245
e (19) (19) (19) (16) (19) (19) (19)
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FIGURA 4 — Evolucéo pondera de ratos amamentados em ninhadas de 6 e 12 filhotes
por mée (respectivamente, N - normonutridos e N1,-desnutridos), no inicio da vida, e
submetidos @ tratamento cronico durante o aleitamento com uma solu¢do aguosa
contendo o aminoacido L-arginina ( grupos ARG-Ng e ARG-N1»), L-Histidina (grupo
HIS-Ng) ou Agua (grupos C-Ng e C-N1,), durante 21 dias, por sonda orogéstrica. Os
valores representam a média + desvio-padrdo. Para andlise estatistica (ver TABELA 1)
foi utilizada ANOVA, seguida do teste de Tukey e foram considerados os valores
estati sticamente significantes quando p = 0,05.



No dia do registro eetrofisioldgico, o peso encefaico foi obtido apos perfusio
do animal. Diferenca significativa foi encontrada entre os pesos encefalicos dos animais
oriundos da manipulacdo precoce das ninhadas. Observouse que o0s animais
amamentados em ninhadas maiores (desnutridos) apresentaram pesos encefalicos
reduzidos, quando comparados aos animais que foram amamentados em ninhadas

menores (bem nutridos).

Ao anadlisar as possiveis alteraces decorrentes do tratamento experimental com
os aminoécidos ARG e HIS, durante o periodo do aleitamento, observou se que apenas
0s animais bem nutridos apresentaram alteragcdes nos pesos encefdlicos em decorréncia
da suplementacéo precoce destes aminoécidos. Os animais que receberam ainfusdo oral
com o aminoacido HIS (HIS-Ng) apresentaram pesos encefdlicos menores em relacdo
aos aimais que receberam o aminoacido ARG (ARG-Ng) e em relagdo aos animais

controles (C-Ng).

Ao comparar os pesos encefdicos dos animais oriundos de grandes ninhadas e
tratados precocemente com os dois aminoacidos, ndo houve diferencas significantes. Os
valores médios foram semelhantes, ndo identificando qualquer alteracdo advinda do

tratamento com os aminoé&cidos durante o periodo do aleitamento.

No mesmo dia do registro eletrofisiologico (animais com idade média variando
entre 92 e 94 dias), 0s pesos corporais Ndo apresentaram diferenca significante em
relacdo a manipulacdo nutricional imposta no inicio da vida. Diferencas foram
observadas nos animais amamentados em ninhadas menores e suplementados com ARG

(ARG-Ng), 0s quais apresentaram pesos corporais superiores aos seus controles (C-Ng) e



aos suplementados precocemente com HIS (HIS-Ng). Os valores médios referentes aos

pesos corporais e encefalicos no dia do registro estdo apresentados na TABELA 2.



TABELA 2

Pesos corporais e encefaicos (no dia do registro da DA), de ratos amamentados em
ninhadas de 6 e 12 filhotes por mée (respectivamente, Ng - normonutridos e Njo-
desnutridos), no inicio da vida, e submetidos a um dos seguintes tratamentos crénicos
durante o a eitamento: solucéo aquosa contendo o aminoacido L-arginina (grupos ARG-
N € ARG-N1,) ou L-Histidina ( grupo HIS-Ng) ou Agua (grupos C-Ng e C-N15), por
sonda orogéstrica durante 21 dias. Os valores representam amédia + desvio-padréo, e 0
numero de medidas esta indicado entre parénteses. As letras minusculas indicam valores
significativamente diferentes dos respectivos valores marcados com a mesma letra, na
coluna da esquerda. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA, seguida do teste de

Tukey e foram considerados os valores estati sticamente significantes quando p = 0,05.

Grupos Peso Corporal (g) Peso Encefalico (g)*
ARG —Ng 367,6+40,7 °° 1,6606 + 0,072 ¢
a (19 (10)
C-Ng 348,6 + 38,8 1,6915 + 0,048 ce
b (20) (6)
HISNg 333,1+44,7 1,5328 + 0,083
c (18) (8)
ARG-N, 341,0 + 30,3 1,5247 + 0,126
d (17) 8
C-N12 330,2+ 25,2 1,5108 + 0,041
e (19) 8

* obtidos apods perfusdo com salina + formaldeido a 4%.



6.2. Velocidade de Propagacéo da Depressdo Alastrante

A depressdo aastrante cortical, como descrito anteriormente, foi provocada
através da aplicacdo tépica de uma “pelota’ de algoddo com KCl a 2%, por um minuto,
em um ponto da regido frontal. A onda da DA se propagava regularmente pelo cértex e
eraregistrada pelos 2 eletrodos |ocalizados posteriormente ao ponto de estimulo. Apés a
DA ser deflagrada, eram aguardados 20 a 30 minutos até a estimulagdo seguinte ser
realizada. O registro el etrofisioldgico durava cerca de 4 horas ininterruptas. A FIGURA
5 exemplifica os registros eletrofisiolégicos da DA nos 5 grupos experimentais

estudados neste traba ho.

No grupo amamentado em grandes ninhadas e que recebeu solucéo controle (C-
N12), os valores médios das velocidades de propagacéo da DA, nas quatro horas de
registro, apresentaram-se significantemente elevadas, em comparagdo com 0s animais

amamentados em ninhadas menores (Ng) e submetidos ab mesmo tratamento (C-Ng).

Nos grupos amamentados em ninhadas menores, os animais tratados com ARG
(ARG-Ng) apresentaram velocidades médias da DA superiores aos animais controles
(C-Ng) e aos tratados com HIS (HIS-Ng). Entre os grupos desnutridos no aleitamento
(ninhadas maiores), ndo houve diferencas significantes. Os valores médios referentes as
velocidades de propagacéo da depresséo alastrante durante as quatro horas de registro

estdo apresentados na TABEL A 3 e ilustrados graficamente na FIGURA 6.
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FIGURA 5 — Registros Eletrofisiol 6gicos na regido parietal direita do cortex cerebral, em ratos adultos (90-110 dias), anamentados em ninhadas
de 6 e 12 filhotes por mée (respectivamente, Ns - normonutridos e Ni»>-desnutridos), no inicio da vida e submetidos durante o aeitamento a um
dos seguintes tratamentos. administragdo orogéstrica de solugdo de L-Arginina (grupos ARG-Ng e ARG-N1>); solucdo de L-histidina (grupo
HIS-Ng) e agua destilada (C-Ng € C-N12). As setas no tracado, indicam o periodo de estimulagdo com KCl a 2% (1 minuto), necess&rio para
deflagrar a DA. A esquerda do desenho, os niimeros 1e 2 indicam os registros obtidos nos pontos marcados com os mesmos nimeros no desenho
adireita. Este desenho mostra também esquematicamente a localizacéo do eletrodo de referéncia (R) sobre 0s 0ssos nasais e o local de aplicagdo
do KCI. A disténcia entre os eletrodos registradores foi de 4,0 mm nos cinco registros. ECoG = eletrocorticograma; VLV = variagéo lenta de
voltagem que acompanham aDA.



TABELA 3

Velocidades de propagacdo da depressdo alastrante DA) em ratos adultos (90-110
dias). A condicéo nutricional foi alterada no aleitamento, pelo método da manipulacdo
de ninhadas (Ns= ninhadas com 6 filhotes'/m&e e N12= ninhadas com 12 filhotesméag) e
submetidos durante o aleitamento a um dos seguintes tratamentos. administracdo
orogastrica de solucdo de L-Arginina (grupos ARG-Ng e ARG-N12); solucdo de L-
higtidina (grupo HIS-Ng) e agua destilada (C-Ns € C-N12). Os valores representam a
média + desvio-padréo, com o numero de medidas indicado entre parénteses. As letras
minUsculas indicam valores significativamente diferentes dos respectivos valores
marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. A andlise estatistica utilizada foi
ANOVA seguida de Tukey. Foram consideradas diferencas estatisticamente
significantes quando p< 0,05.

Vel ocidade de Propagacéo da DA (mm/min)

Grupos
12hora 22hora Fhora 42hora
ARG —Ng 397+027°%  404+031°¢  418+031°¢ 417+020°°¢
a (19) (19) (19) (19)
C-Ng 325+ 0,14 324+ 016 329+ 015 335+ 018
b 1) 1) 1) (20)
HISNg 335+0,21 331+0,18 3,30+0,17 336+ 0,22
c (19) (19) (19) (19)
ARG-N1, 4,08+ 034 4,13+ 0,30 4,27 +0.30 437+034
d 17) 17) 17) 17)
C-Ni2 410+0,14° 411+0,19° 411+0,20° 411+0,18°
e (19) (19) (19) (19)
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FIGURA 6 — Velocidades médias de propagacdo da depressdo aastrante (DA) no
cortex cerebral de ratos adultos (90-110 dias). A condicdo nutriciona foi aterada no
aleitamento, pelo método da manipulagdo de ninhadas (Ne= ninhadas com 6
filhotes'mé&e e N1,= ninhadas com 12 filhotesmae). Esses filhotes foram submetidos
durante o aleitamento a um dos seguintes tratamentos. administracdo orogéastrica de
solugéo de L-Arginina (grupos ARG-Ng e ARG-N12); solugdo de L-histidina (grupo
HIS-Ng) e agua destilada (C-Ng e C-N12). Os dados representam a média do grupo +
desvio padrdo (mm/min), na respectiva hora de registro. Para andlise estatistica (ver
TABELA 3) foi utilizado ANOVA seguido de Tukey.



7. Discussao

A arginina € um aminoécido semi-essencial que esta ewvolvido em muiltiplas
areas do metabolismo e fisiologia humana (Appleton, 2002). Como principal precursor
do 6xido nitrico (NO), uma molécula mensageira endégena com acdo comprovada na
maioria dos tecidos, na qual apresenta funcéo de destaque como modulador da funcéo
neuronal no cérebro (Prast e Philippu, 2001), a arginina tem sido avo de muitas
pesquisas nesta area. Achados experimentais tém sugerido que mudancas na via L-
arginina/oxido nitrico podem influenciar o comportamento aimentar. Squadrito e
colaboradores (1993) estudando um modelo de ratos geneticamente obesos e
hiperfagicos, apds administracdo de vérias doses do inibidor da sintase do oxido nitrico
(NOS), o NCnitro-L-arginina (L-NO ARG), observaram uma reducdo na ingestdo
alimentar que refletiu na diminuicdo do ganho de peso corporal destes animais. Estes
achados estédo em consonancia com Morley e Flood (1991) e Squadrito e col. (1994), os
quais sugeriram o papel do NO na regulagdo do apetite em animais famintos, uma vez
gue a administracdo de ARG foi capaz de atenuar parcialmente o efeito inibitério

provocado pela administracéo préviado L-NO ARG.

Prickaerts e col. (1998), a0 administrarem um inibidor da NOS (L-NAME),
durante o periodo do desenvolvimento pos-natal, encontraram que o tratamento com o
inibidor que comegou no dia do nascimento retardou 0 aumento no peso corporal dos
neonatos. Estes autores questionaram os resultados de um trabalho semelhante onde a
injecdo diariacom o inibidor da NOS durante o 8° ao 22° dia de vida néo afetou a curva
de crescimento dos filhotes. Para Prickaerts e colaboradores (1998), pareceu que a NOS

necessitaria ser imediatamente inibida apds 0 nascimento para ser capaz de afetar ataxa



de crescimento de ratos recém nascidos. Transportando as inferéncias de Prickaerts e
col. a0 nosso trabalho, uma possivel causa que poderia ser apontada por nés para
justificar o aumento ndo significativo, durante o periodo do tratamento, no peso corporal
dos animais que receberam a ARG seria o fato de termos comegado o tratamento apenas

apo6s uma semana do nascimento, no 7° dia de vida do animal.

Racotta e col (1998), também evidenciaram o efeito hiperfagico do NO em ratos
machos previamente submetidos a privacdo de agua e comida e sugeriram que o
aumento observado na ingest&o alimentar poderia estar relacionado ao aumento da sede
induzida pela vasodilatacdo esplancnica ou sistémica secundaria a administragdo do
nitroprussiato de sodio (NP), ou possivelmente pela via de producéo de NO e sua acéo

metabdlica resultante.

Os possiveis efeitos do éxido nitrico no comportamento alimentar pela acéo
direta no sistema nervoso central, ou através do sistema nervoso periférico, precisam ser
mais bem compreendidos. Evidéncias experimentais substanciais indicam que o sistema
serotoninérgico central € fundamental no controle da ingestdo aimentar (Deird, 1998;
Barreto-Medeiros, 1998; Santos, 2001). Squadrito e col (1994) estudaram as relactes
entre a atividade da NOS e os niveis de serotonina em ratos privados de comida e
sugeriram que a privagdo aumenta a atividade da NOS, que reduz sucessivamente a
sintese de serotonina cerebral; por outro lado, a administracdo de L-NO ARG, inibindo
a atividade da NOS, aumentou os niveis de serotonina, ficando evidenciado uma
possivel funcdo do NO em modular o sistema serotoninérgico. O possivel envolvimento

daviaL-arginina? &xido nitrico, como também a influéncia dietética da ARG sobre os



niveis de serotonina cerebral, atuando no comportamento alimentar, precisam ser mais

bem estudadas.

No presente estudo, embora as diferencas ndo tenham sido significantes,
pudemos evidenciar um maior ganho de peso nos animais tratados com ARG. De uma
certa forma, estes resultados nos levaram a questionar se a via de administracéo
utilizada influenciaria na biodisponibilidade do aminoacido. Flynn et a (2002) acredita
gue o meio mais efetivo para fornecer arginina exdgena aos tecidos extra- hepaticos seria
por via intravenosa. Esta forma de administracdo, segundo esse autor, desviaria 0
metabolismo gastrintestinal do aminoacido, uma vez que aproximadamente 40% da
arginina seria metabolizada e degradada durante a absor¢do. No entanto, estudos em
animais tém mostrado que as administracbes orais de ARG, agudas ou cronicas,
aumentam a concentracdo plasméatica e melhoram a resposta vascular, provavelmente
via formagdo aumentada do NO (Bbger e Bode-Boger, 2001). Em nosso trabalho,
utilizamos a via oral para a administracdo da arginina durante o periodo de aleitamento
dos filhotes por se tratar de uma via fisiologica. A favor da administracdo oral de
arginina, pode-se citar o trabaho de Wu (1998) que refere que o catabolismo desse
aminoacido nos enterdcitos de animais, durante o periodo da lactacdo, é reduzido,
devido a atividade desprezivel da enzima arginase nessa fase da vida. Isto gjudaria a
maximizar a elevacdo da arginina sanguineo, apos absor¢do pelo intestino de neonatos,

sem que a mesma sofresse extenso catabolismo (Wu, 1998).

Quando os animais se tornaram adultos, aos 90 dias de vida, pudemos observar
uma diminuicdo estatisticamente significante nos pesos corporais dos ratos que

receberam 0 aminoécido L-histidina (HIS), em relacdo agueles que receberam L-



arginina. Na literatura cientifica existem evidéncias indicando que o metabolismo da
HIS é um fator importante na neuroregulacdo daingestdo alimentar (Mercer et al, 1989;
Mercer et al, 1990). A higtidina € um aminoacido essencial, precursor do
neurotransmissor histamina. Em seu trabalho, Yoshimatsu et al (2002) demonstraram
gue a administragdo intra peritoneal (i. p.) de HIS suprimiu aingestdo aimentar de ratos
Wigtar, implicando que o SNC pode ser um potente alvo da acdo do aminoécido na
regulagdo dessa ingestéo. Segundo estes pesquisadores, a conversao de HIS a histamina,
no hipotdlamo, seria responsavel para produzir tal efeito supressor. Apesar deste
resultado ndo ter sido observado durante o periodo de tratamento, especulamos que o
tratamento crénico durante o aleitamento poderia alterar alguma via responsavel pela

ingestéo alimentar, com consequiéncias em longo prazo.

Os resultados obtidos no presente trabalho a partir da manipulacéo nutricional da
ninhada, realizada experimentalmente sobre as condic¢des do aleitamento, confirmaram
dados ja consistentes na literatura. Evidenciouse que os animais provenientes de
ninhadas maiores (N12), tanto os tratados com ARG como 0s controles, apresentaram
uma reducdo do peso corporal. Esta diferenca foi significante até o periodo do
desmame; apds este, no 30° dia de vida apenas 0s animais que receberam a arginina no
inicio da vida continuaram apresentando maior peso corpora no grupo de ninhadas
menores (Ng), em relacdo ao das grandes ninhadas (N12). A partir do desmame, com a
retirada da amamentacao e adicéo de alimentacdo ad libitum, ndo foi possivel evidenciar

diferenca de peso entre os grupos de ninhadas de diferentes tamanhos (N versus Ni2).

A partir desses resultados, pudemos inferir que a “superpopulacéo” de filhotes

na ninhada, aumentando a competitividade pelo acesso ao leite materno, reduz



guantitativamente e qualitativamente a oferta “ per capta’ de alimento, resultando em um
déficit ponderal de sua prole. Para Fisbeck e Rasmusen (1987) o nimero de seis filhotes

por mée parece ser o mais fisiologicamente aceito.

Nossos resultados estdo em acordo com Rocha-de-Melo (2001) e Santos
Monteiro (2002), cujos resultados revelaram também, reducdo de peso corporal nos
filhotes amamentados em grandes ninhadas (12 filhotes). Em nosso estudo, estas
diferencas foram significantes para os animais controles até o desmame e para 0S
animais que receberam a ARG, até 0 30° dia de vida. Isto poderia ser esperado, uma vez
gue o desmame foi realizado apenas no 25° dia de vida e o tratamento experimental com
0 aminoécido perdurou até o 28°. Entretanto, a reducdo do peso corpora desapareceu
guando os animais atingiram a idade adulta. Com isto pudemos comprovar que 0 peso
corpora foi recuperado em consequéncia de uma oferta adequada de alimentacéo,
oferecida apés o desmame. Apesar da “realimentacdo” (maior oferta de alimentacéo
apo6s o desmame) ter sido capaz de recuperar 0 peso corporal desses ratos desnutridos,
caréncias nutricionais precoces sdo suficientes para produzir sequelas, muitas vezes

permanentes (Smart et al, 1973).

Um outro modelo experimentalmente seguro em provocar reducdo no peso
corpora dos filhotes é a manipulagdo nutricional com a dieta basica regional (DBR),
imposta as ratas durante o periodo do aeitamento (Rocha-de-Melo, 1997). Utilizando
este método, Santos (2001) observou que no grupo desnutrido durante o aleitamento, a
reducdo do peso corporal também desapareceu quando estes animais atingiram a idade
adulta; indicando que o peso corporal afetado pela desnutricdo durante o aleitamento

pbde se recuperar quando uma intervencdo alimentar passou a ser oferecida, fazendo



com gue o peso corporal desses ratos adultos apresentassem valores semelhantes aos

dos animais bem nutridos.

Cambraia e colaboradores (2001), ao estudar o comportamento aimentar de
ratos desnutridos durante a lactagdo observaram que agueles animais que ndo
experienciaram desnutricdo no seu periodo de crescimento precoce, hdo apresentaram a
mesma eficiéncia alimentar como ocorreu com os ratos desnutridos durante o periodo de
recuperacdo. Isto demonstra uma certa resposta adaptativa do organismo ao tentar se

recuperar do insulto sofrido, em uma maior velocidade e no menor tempo.

Engelbregt e colaboradores (2001), utilizando manipulacdo nutricional de 20
filhotes por mée, estudaram a restricdo alimentar precoce sobre a composi¢cdo corporal
desses ratos, no inicio da puberdade (40 dias de vida). Diferente dos nossos achados, o
peso corporal dos ratos precocemente desnutridos foi significantemente menor do que o
de seus controles. Isto poderia ser devido ao fato do autor ter provocado um grau severo
e duradouro de privacdo alimentar, o que levaria a um déficit ponderal importante, e

possivelmente com recuperacéo mais lenta.

Nossos resultados podem ser apoiados nas inferéncias de Farias (2002). Segundo
este autor, durante a interrupgcdo ou diminuicdo da velocidade de crescimento linear,
uma vez retirada a causa de agresséo ou ofertado o fator carente, o crescimento retoma
Seu ritmo anterior, como se a agress3o ou falta do fator ndo tivesse ocorrido. E o que
ocorre por ocasido do répido ganho de peso corpora, e também do aumento de
crescimento estatural, logo apOs a recuperacdo nutricional que segue a desnutricdo

(Farias, 2002).



Tal acontecimento ndo ocorre com o0 cérebro. Uma vez que o periodo de
crescimento cerebral é cuidadosamente seletivo, sendo necessério apenas retardar a taxa
de crescimento corporal em direcdo aos limites minimos da escala normal para que
mudancas permanentes se estabelecam (Dobbing e Smart, 1974). Ha um consenso
generalizado de que o cérebro do adulto é bastante protegido dos efeitos da desnutricéo.
Todavia, durante certos periodos vulneraveis do desenvolvimento cerebral, pequenas
caréncias nutricionais sdo suficientes para produzir deficiéncias no SNC as quais
poderdo tornar-se permanentes (Smart et al, 1973; Peeling e Smart, 1994). Dependendo
da intensidade, periodo e duracéo da desnutricdo, ndo SO 0 peso corpora é afetado, mas

0 peso encefdlico pode também ser reduzido (Rocha-de-Melo e Guedes, 1997).

A potencialidade dos efeitos prejudiciais da desnutricdo sobre as alteragoes em
estruturas cerebrais ja foi relatada em muitos estudos. Claramente, o argumento mais
convincentemente sustentado sobre esta potencialidade foi aquele de que a desnutricéo
imposta no inicio da vida ndo sO reduz o tamanho do céebro, mas o deixa

permanentemente em menor tamanho (Levitsky e Strupp, 1995).

O que tem se tornado um consenso na literatura cientifica é o fato da desnutricéo
precoce afetar a proliferacéo celular, predominantemente glial, bem como o processo de
mielinizagdo. A caréncia nutricional também € responsdvel pela diminuicdo na
concentracdo de DNA, menor quantidade de lipideos cerebrais e pela atividade alterada
de enzimas cerebrais (Dobbing e Smart, 1974). Essas alteragbes culminam com uma
diminuicéo do peso encefdlico, especialmente em estruturas como cerebelo, hipocampo
e cortex cerebral, o que indica que elas sdo mais sensivels a insultos nutricionais durante

a fase de crescimento rapido (Fuller e Wiggins, 1984).



Em nossos resultados tais efeitos foram observados nos ratos adultos que
sofreram manipulagdo precoce do seu estado nutricional, a0 serem amamentados em
ninhadas maiores (N12). Os seus pesos encefélicos foram significativamente menores,
guando comparados aos grupos amamentados em ninhadas menores (Ng). Diversos
achados estdo em consonancia com esses nossos resultados. Em trabalhos anteriores,
realizados em nosso laboratdrio, animais desnutridos durante o aleitamento, pela técnica
das grandes ninhadas, apresentaram quando adultos pesos cerebrais menores do que 0s
de animais amamentados em ninhadas menores (Rocha-de-Melo, 2001; Santos
Monteiro, 2002; Araljo, 2003). Na desnutricdo experimental originada pelo uso precoce
da DBR, um efeito duradouro do déficit ponderal encefdlico também foi observado

(Santos, 2001).

Semelhante aos resultados dos pesos corporais dos ratos, discutidos
anteriormente, os pesos encefdlicos dos animais amamentados em ninhadas menores e
tratados sistemicamente com o0s aminoacidos ARG e HIS, apresentaram
respectivamente, maiores e menores pesos encefalicos, quando comparados aos animais
controles. Durante a fase de crescimento rapido cerebral, o tratamento com os
aminoacidos foi capaz de provocar mudangas ponderais persistentes nos cérebros de tais
animais. Este fato ndo foi evidenciado naqueles animais que sofreram certo grau de
restricdo alimentar durante o aleitamento, quando amamentados em grandes ninhadas
(grupos Nj2). Essa auséncia de efeito entre os desnutridos permite-nos especular sobre
duas possiveis hipoteses. ou que o tratamento com esse aminoacido poderia ter sido
utilizado para suprir alguma necessidade metabdlica importante, ou a deficiéncia

nutricional os tornou hiporesponsivos ao tratamento.



Em relacdo aos efeitos sobre a DA, nossos resultados evidenciaram que a
manipulacdo da ninhada, aumentando o nimero de 6 para 12 filhotes por mée, tornou o
cortex cerebral mais sensivel ao fendmeno. Neste caso pudemos observar 0 aumento da
velocidade de propagacdo da DA, em relacdo aos grupos em gue o nimero de filhotes
amamentados permaneceu o padréo (6 filhotes por mée). Tais efeitos foram observados
na idade adulta, tendo os animais sido manipulados precocemente. Os dados obtidos em
nosso trabalho comprovam mais uma vez que a dteracdo do estado nutriciona
provocado pela manipulacdo precoce da ninhada pode ser capaz de dterar parametros
eletrofisiologicos de uma forma irreversivel, como o fendbmeno da DA, por exemplo.
Através de tal analise observamos que aspectos relacionados a fungdo neural ndo
puderam ser revertidos mesmo apds os animais terem recuperado o déficit ponderal

adquirido durante o aeitamento.

Como comentado na introducdo, no inicio da vida o sistema nervoso atravessa
um periodo critico de crescimento rapido. Esse periodo, que varia de espécie para
espécie, possui uma janela temporal fechada (pré-determinada). Nessa fase o cérebro
encontra-se mais vulnerdvel a fatores externos, dentre os quais a nutricdo exerce papel
de destaque. Episodios de desnutricdo durante este periodo podem afetar processos
importantes no desenvolvimento neural como neurogénese, gliogénese, diferenciacéo e
migracdo celular, sinaptogénese e mielinizacd. Ademais, a maturagdo neural serd
definida nesta fase, permanecendo até a idade adulta (Morgane et a, 1993; Dobbing e

Smart, 1974).

A abordagem de se utilizar a depressdo alastrante cortical com o intuito de se

compreender até que ponto a manipulagdo nutricional precoce afetaria aspectos



morfofuncionais cerebrais tem sido utilizada ha muito tempo (Guedes et al, 2004). No
ano de 1977, De Luca e colaboradores investigaram os efeitos tardios da desnutricéo
precoce sobre o fendmeno da DA. Tais autores discutiram que as altas velocidades de
propagacdo da DA no cortex de ratos desnutridos poderia ser explicada pela reduzida
mielinizagdo o que representaria diminuicdo da quantidade de uma estrutura (a mielina)

gue se contraporia a deflagracdo e propagacéo da DA.

Outro fator importante que parece contribuir na determinacdo da
susceptibilidade cortical ao fendbmeno da DA é o fato de que a desnutri¢do imposta no
periodo critico do desenvolvimento cerebral traz como principal consequéncia o
comprometimento da multiplicacdo das células gliais (Guedes e Cavaheiro, 1997).
Como comentado anteriormente, a desnutri¢cdo afeta o crescimento glial e é responsavel
também pela menor quantidade de DNA aém de alterar as enzimas cerebrais tornando o
cérebro mais vulneravel a insultos nutricionais durante a fase de crescimento (Dobbing
e Smart, 1974; Fuller e Wiggins, 1984). Assm, pelo fato da glia desempenhar
importante papel na regulagdo do K™ e pH extracelular, bem como na transmissio
sindptica, um prejuizo na formagdo glia acarretaria um aumento do risco neuronal,

deixando o tecido cerebral mais susceptivel a depressao aastrante (Largo et al, 1997).

Nossos resultados estdo em consonancia com trabalhos experimentais ja
realizados em nosso laboratorio (LAFINNT), os quais utilizaram manipulagdo do
tamanho da ninhada, analisando sua repercusséo sobre a DA, tanto em ratos jovens,
guanto em ratos adultos. Estes trabalhos concluiram que a modificacdo da condicéo

nutricional durante o aleitamento, persiste até a idade adulta, mesmo apds os animais



terem retornado a alimentacdo adequada (Rocha-de-Melo, 2001; Santos-Monterio,

2002; Aratijo, 2003).

O aumento da velocidade da DA em decorréncia da desnutri¢cdo, utilizando-se
para isto a DBR, também foi evidenciado em estudos recentes (Rocha-de-Melo e
Guedes, 1997; Guedes et al, 2002). Esses achados acima citados reforcam dados ja
consistentes de que uma nutricdo adequada em qualidade e quantidade, durante o
periodo critico do desenvolvimento cerebral, é fundamental para o desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso, e que déficits nutricionais podem causar alteracdes

persistentes no tecido neural.

As investigagOes do presente trabalho foram tragadas no sentido de se estudar
em ratos adultos os efeitos da administracdo crénica de L-arginina, combinada a
manipulacdo do estado nutricional durante o periodo do aleitamento, na velocidade da
depressdo adastrante cortical (DA). Os resultados mostraram que o tratamento precoce
com ARG aumentou a susceptibilidade cortical a DA em ratos adultos, ao julgar pelas
altas velocidades, sugerindo um papel do aminoédcido na DA. O déficit nutricional
induzido pelo aumento do tamanho da ninhada (grupos Np2) aterou o efeito da ARG
sobre a DA, uma vez que este aminoécido teve efeito apenas nos animais com condi¢do

nutricional normal (manipulados em ninhadas menores).

Em relacéo a hiporesponsividade do tratamento com ARG sobre a DA, nos ratos
desnutridos, nossos dados confirmam relatos prévios a respeito dos efeitos da
desnutricéo em alterar a capacidade da resposta cerebral a alguns agentes facilitadores

ou inibidores da DA (Guedes et al, 1996). Resultados anteriores tém mostrado que a



desnutricdo precoce reduz o efeito facilitatorio do agonista do acido amino butirico
(GABA), o diazepam (Guedes et al, 1992), bem como o efeito inibitério da glicose
(Ximenes-da-Silva, 1991; Costa-Cruz, 2001), sobre a DA. Estas observagoes, feitas em
animais desnutridos, levaram a conclusdo de que este insulto nutricional diminui a
habilidade do cérebro em reagir na presenca de algumas, mas ndo todas as substancias.
De fato, outras substancias, como por exemplo, o inibidor seletivo da recaptacéo da
serotonina, o citalopram, exerce a mesma agdo antagonica sobre a DA, tanto em ratos

normais, quanto nagueles precocemente desnutridos (Guedes et al, 2002).

Os efeitos da manipulacéo do oxido nitrico sobre a DA tém sido extensivamente
documentados na literatura cientifica, e a sua grande maioria sugere que ateracoes
agudas na sindizacdo do Oxido nitrico (principal produto do metabolismo deste
aminoacido) estdo envolvidas na propagacdo da depressdo aastrante cortical. Os
diversos achados da literatura em respeito a esta estreita relagdo destacam que: (i)
durante a DA ha formac&o aumentada do NO (Read et a, 1997); (ii) a dilatagdo inicial
gue ocorre durante a DA € mediada, pelo menos em parte, pelo NO (Goadsby et a,
1992; Collonna et a, 1994; Wahl et al, 1994; Shimizu et al, 2002); (iii) doadores do NO
reduzem a velocidade da DA em preparagdes de retina (Ulmer et a, 1995) e (iiii) o
inibidor da sintase do NO (NOS) é o maior responsavel por aumentar marcadamente a
recuperacdo da homeostase i6nica da onda de DA (Obrenovitch et al, 2002; Wang et a,
2003). No entanto, ndo encontramos estudos relacionando a administracéo orogastrica

de ARG e as caracteristicas da DA.

Nossos resultados representam o efeito tardio do tratamento crénico com a ARG

durante o periodo de crescimento rgpido cerebral (lactacéo). Portanto é dificil comparg&



los com agueles dos estudos anteriormente citados onde a manipulacdo com o
aminoacido ARG, ou com doadores ndo enziméaticos do NO, ou com inibidores da NOS
foi realizada agudamente e por via de administracéo topica, intracerebroventricular au
intraperitoneal. Dessa maneira, os resultados aqui obtidos permitemnos apenas fazer
conjecturas e propor hipéteses a respeito das possiveis alteragdes da susceptibilidade

cortical a DA mediadas pela manipulacdo do sistema do oxido nitrico.

Como comentado (na introducdo), dentre as inimeras funcdes do NO no sistema
nervoso, a participacéo deste mensageiro celular na liberacdo de neurotransmissores
como acetilcoling, catecolaminas, histamina, serotonina e aminoécidos excitatorios e
inibitorios tem sido alvo de muitas pesquisas (ver em revisdo de Prast e Pullippu, 2001).
AlteracOes em certos sistemas de neurotransmissores sdo conhecidos por interferir na
propagacéo da DA e alguns trabalhos realizados em nosso laboratério abordaram esta
guestdo. Guedes et d (1988) demonstraram 0 papel dos aminoécidos excitatérios na
DA, onde a aplicacéo tépica de NMDA ou &cido kainico, em concentraces elevadas
deflagraram a DA, a0 passo de que baixas concentragbes antagonizaram a propagacao
da DA. Anos mais tarde Guedes et a (1992) testaram em ratos nutridos os efeitos dos
agonistas e antagonistas GABAérgicos sobre a DA. A injecdo intravenosa aguda
(durante o registro) do agonista Diazepam, aumentou, e a dos antagonistas Picrotoxina e
Bicuculina reduziu a velocidade de propagacéo da DA. Nos ratos desnutridos estes
efeitos ndo foram encontrados. A partir dos resultados obtidos em nosso trabalho,
podemos especular que administraco precoce e cronica de ARG possivelmente tenha
interferido na via “NO x neurotransmissores’, provocando alteracdes duradouras,
modificando a susceptibilidade cortical & DA. Todavia, apenas investigacbes futuras

(utilizando outras dosagens de ARG e outras formas de administragdo, e/ou



administrando em outro grupo um inibidor da NOS) nos fornecerdo maiores subsidios

para tentarmos compreender melhor tais alteragoes.

Um outro aspecto citado na introducdo é a respeito do papel da arginina na
funcdo neuroenddcrina, responsavel pela estimulagdo dos horménios pancredticos em
humanos (Pamer, 1975). Shankar e colaboradores (1998) comprovaram estudos
anteriores a0 demonstrar em ratos Sprague Dawley adultos, que a inibicdo aguda da

NOS no SNC induziu hiperglicemia, e deficiéncia ha secrecdo de insulina.

Estudos realizados em nosso laboratério evidenciaram que hiperglicemia, aguda
e cronica, diminuem a velocidade da DA, enquanto que a hipoglicemia aumenta a
velocidade deste fendmeno (Ximenes-da-Silva e Guedes, 1991; Costa-Cruz e Guedes,
2001). Consideramos que serd importante investigar em trabalhos futuros se a
administracdo crénica de ARG durante o periodo critico ser4 capaz de adterar o
metabolismo glicémico via modificagdo na liberagdo de insulina, o que poderia

aumentar a susceptibilidade cortical aDA.

A ARG é um aminoé&cido conhecido pelas inimeras fungdes metabdlicas que
desempenha no organismo. O NO é responsavel por grande parte dessas funcdes, dentre
elas a de modulador universal da funcdo neuronal ao nivel do SNC. Em resumo, nosso
trabalho se refere ao tratamento precoce com esse aminoacido, associado a manipulagdo
do estado nutricional e sua repercussdo, em longo prazo, sobre a excitabilidade
neuronal. Isto € apenas o inicio de nossa contribuicdo no sentido de esclarecer o papel

deste aminoacido na susceptibilidade cortical ao fendbmeno da DA.



8. Conclusdes

Com base nos resultados deste trabalho, sdo apresentadas as seguintes

conclusdes:

1) a manipulagdo do tamanho da ninhada durante a lactacdo foi suficiente para aterar o

desenvolvimento corporal e encefélico dosratos, ajulgar pelos seus pesos;

2) a susceptibilidade cortical dos filhotes, quando adultos, & depressdo alastrante variou

de forma diretamente proporcional ao tamanho das ninhadas;

3) Nos animais adultos provenientes de ninhadas menores (grupos Ns), o tratamento
crénico com ARG, durante o aleitamento, aumentou a susceptibilidade cortical a DA, a
julgar pelo aumento de suas velocidades, sugerindo um papel para este aminoacido na

DA;

4) o déficit nutricional induzido pelo aumento do tamanho das ninhadas aboliu o €efeito
da arginina obre a DA, sugerindo que esse efeito € dependente do estado nutricional

durante o aleitamento;

5) o tratamento com HIS, como controle da ARG, néo reproduziu o efeito de tal
aminoécido (ARG) sobre a DA, sugerindo que o papel da ARG sobre a DA ndo

dependeu do aumento da quantidade de nitrogénio oferecido a partir deste aminoéacido.



9. Per spectivas

Os resultados deste trabalho, referentes a associacdo entre as condi¢cdes do
aleitamento e tratamento crébnico com a ARG, nos permitem sugerir as seguintes

perspectivas, visando dar continuidade ao estudo deste tema:

1) investigar o efeito da ARG sobre a DA de ratos manipulados em ninhadas muito

reduzidas;

2) investigar o efeito agudo e/ou em curto prazo, da administracdo da ARG sobre a DA

cortical;

3) utilizando a mesma metodologia, investigar a susceptibilidade cortical a DA em

diferentes fases da vida, como por exemplo, logo apds o desmame e naidade jovem;

4) utilizar vérias dosagens do aminoécido (curva “dose x resposta’) e distintas vias de
administracéo (intraperitoneal e intravenosa) a fim de se comparar se ha diferenca entre

eles quanto ao seu efeito sobre aDA;

5) verificar niveis glicémicos durante o tratamento com a ARG e também no dia do

registro eletrofisiol 6gico.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE FTICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

F.acife, 25 de novembro de 2002

Oficio n” 109/2002

Da Comisséo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Ao Prof. Rubem Carlisde Aradjo Guedes
Departamento de Mutrigio da 1/FPE

Prezado Professor,

Apds o recebimento de seu projeto de pesquisa intitulado *Administracio exégena de L-
arginina em ratos lactentes ¢ Depressio alastrante cortical”, os membros da Comisséo de Etica
em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pemambuce (CEEA-UFPE) analisacam os aspectos relativos aos protocolos experimentais
adotados.

Concluimos que os procedimentos descritos para o manejo e cuidado dos animais encontram-se
de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagiio Animal e com as
normas internacionais cstabelecidas pelo Mational Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEEA-
UFPE. '

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 - art. 32 e Decreto
3.079-art 17, de 21/09/1999. que trata da questio do uso de animais para fins cientificos,
ressaltamos ainda que o sacrificio dos animais experimentais, realizado no presente trabalho,
justifica-se pelo fato de ndo existirem recursos altemativos para a realizagio do procedimento
cientifico. '

Diante do exposto, emitimos um parccer favordvel aos protocolos experimentais realizados.

Alenciosamente, :

u*l-qm e L:: o 34 ﬁwt,
Profa Bélmira Lara da . Andrade da Costa
Coordenadora da Comissdo de Etica em Experimentag#io Animal da UFPE




ANEXO 2

A composi¢ao basica dadieta“Labi na® ", de acordo com a Agribands Purina do Brasil €

a base de milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru,

carbonato de célcio, fosfato bicalcico, sal, e pré-mix.

Enriquecimento de micronutrientes por Kg de Produto:

Vitamina A 20000 Ul
Vitamina D3 6000
Vitamina E 30 Ul
Vitamina K 6 mg
VitaminaB12 10 mcg
Vitamina B2 28 mg
Pantotenato de Calcio 24 mg
Niacina 95 mg
Tiamina 4mg
Colina 2000 mg
Piridoxina 6 mg
Biotina 0,1 mg
Acido Fdlico 0,5mg
Manganés 50 mg
lodo 2 mg
Ferro 65 mg
Zinco 35mg
Cobre 26 mg
Antioxidante 100 mg

Niveisde Garantia:

Umidade (méax.) 13,0%
Proteina (min.) 23,0%
Extrato Etéreo (min.) 2,5%
Matéria fibrosa (max.) 9,0%
Matéria mineral (max.) 8,0%
Célcio (Ca) (méx.) 1,8%
Fosforo (P) 0,8%

FONTE: Labina" (Agribands Purina do Brasil)



ANEXO 3

Centro de Quimica de Proteinas
Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto - USP
Aminograma de Ragdo para Roedores (LABINA)

Procedéncia: LAFINNT — Dept® de Nutricdo — UFPE

AmostraA AmostraA AmostraB # AmostraB #
AMINOACIDO #1 #2 1 2 MEDIA
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

Valores expressos em g/Kg da amostra.







