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RESUMO

MESSIAS LOTUFO, Bruna. Malnutricdo protéica e desenvolvimento hipocampal:
estudo das implicacbes sobre memdria/aprendizado e avaliacdo da distribuicdo da
Oxido Nitrico Sintase. 2012. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2012.

A nutricdo inadequada € um dos principais fatores ndo-genéticos que afetam
o desenvolvimento do encéfalo. O hipocampo é uma estrutura bastante sensivel a
alteracdes no aporte nutricional durante o desenvolvimento. No hipocampo a oxido
nitrico sintase (ONS) é uma enzima altamente expressa e o 6xido nitrico (ON) ja foi
apontado como tendo papel fundamental na potenciacdo de longa duracédo (LTP) e
depressdo de longa duracdo (LTD), responsaveis pelo processo de memdbria e
aprendizado. Neste trabalho estudamos o efeito da malnutricdo no comportamento
associado a memdria e aprendizado e na distribuicdo da ONS, através da técnica da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase (NADPH-d). O presente
trabalho foi aprovado pelo COMITE DE ETICA (CEA/055/2009). Foram utilizados
ratos Wistar machos, divididos em dois grupos: grupo controle (GC) e grupo
malnutrido (GM). A malnutricdo se deu através da administracdo, para a mae, de
uma racdo com 0% de proteina durante os 10 primeiros dias de lactacdo, iniciando-
se no dia do nascimento dos filhotes. O GC recebeu ragcdo comercial (22% de
proteina). Os encéfalos foram processados histologicamente nas idades de P10,
P20, P30, P45 e P90 (n=5 para cada idade e grupo estudado), sendo entéo
realizada a histoquimica da NADPH-d para avaliar a distribuicdo da ONS. A
avaliacdo dos comportamentos associados a ansiedade foi realizada através do
labirinto em cruz elevado (LCE), o comportamento associados a busca por novos
estimulos foi medida através do campo vazado (CV) e a memoria/aprendizado foi
avaliada através do labirinto aquéatico radial de 8 bracos (LAROB) em animais P40
(n=10 para cada grupo) e P90 (n=11 para cada grupo). No GM em P10 observamos
maior densidade de células NADPHd+ no giro denteado. Em P20, a marcacao para
NADPH-d no GM foi menor e esse padrao foi mantido em P30 e P45. No GM em
P90 ndo observamos efeitos da dieta. Em P10, no GM observamos menor numero
de corpos marcados no stratum pyramidale (SPy). Em P20 o SPy encontrava-se
intensamente marcado em ambos os grupos. Em P30 GM observamos maior
namero de células marcadas no SPy. Entretanto em P45, ambos os grupos
apresentaram poucos corpos marcados. Em P90, o GM apresentou mais células
marcadas no SPy. Nao foram observadas diferencas significativas nas variaveis
analisadas para o LCE. O GM em P90 explora maior niumero de orificios, tanto na
periferia (F=8,1; gl=1; P=0,014) quanto no namero total (F=7,5; gl=1; P=0,017). Nao
foram observadas diferencas significativas para as variaveis analisadas no CV em
P40. No teste de memoria/aprendizagem foram observadas diferengas significativas
entre o GM e o GC na laténcia de escape no 1° dia de testes em P90 (F=5,2; gl=1;
P=0,033), com o GM apresentando melhor desempenho quando comparado ao GC.
Esses valores podem ser explicados pela reducdo da laténcia para encontrar a
plataforma de escape no GM. N&o foram observadas diferencas significativas no
LAROB em P40. Nossos resultados demonstram que a malnutricdo protéica restrita
aos 10 primeiros dias da lactacao altera a distribuicdo da NADPH-d no hipocampo. A
malnutricdo afetou o comportamento dos animais em P40. Por outro lado, em P90 os



primeiro dia de teste, sugerindo que o efeito observado esta mais associado a
novidade do ambiente de teste.

Palavras-chave: Desnutricdo. Hipocampo. NADPH-d. Memdria e aprendizado.



ABSTRACT

Undernutrition is one of the main epigenetic factors that affect brain
development. The hippocampus is a very vulnerable structure that is selectively
affected by alterations of food intake during the developmental period. Nitric oxide
synthase is an enzyme highly expressed in this structure and nitric oxide has been
postulated to have a role in hippocampal LTP and LTD. Here, we evaluated, in rats,
the effects of protein malnutrition during the first 10 days of lactation on the
distribution of NADPH-diaphorase and on the following behaviors: anxiety, novelty
seeking and memory/learning. This study was approved by our University Ethics
Committee (CEA/055/2009). Wistar male rats were divided into two groups: control
group (CG) and malnourished group (MG). Dams were fed ad libitum with a
normoprotein diet (22% protein) during gestation. During the first 10 days of lactation,
MG dams received a protein free (0% protein) diet while CG dams received a
normoprotein (22%protein) diet. After P10, all dams were fed with a normoprotein
diet. On each age studied, P10 until P90 (n=5 for each group), the animals brains
were processed histologically and then NADPH-d histochemistry was carried out.
Behavioral tests were performed with one male from each litter. Anxiety-like effects
were measured in the elevated plus maze (EPM) during 5 min. The time spent in and
entries into the open arms were the measured variables. The hole board (HB) was
used to assess novelty-seeking (number of nose pokes) for 5 min. Memory and
learning were assessed in the 8-arm radial water maze (8-ARWM). The time needed
to find a small platform (4 trials/day for 5 consecutive days) submerged in cloudy
water was the measured variable. P10 MG animals showed more stained NADPH-d+
cells on the dentate gyrus. At P20, we observed fewer stained cells in MG and this
pattern was also observed at P30 and P45. At P90 the staining pattern in the dentate
gyrus was similar for both groups. P10 MG animals showed less stained cell bodies
in the stratum pyramidale. At P20, the stratum pyramidale in both groups showed
intense staining. P30 MG animals showed more stained NADPH-d cells, but, at P45,
we observed few stained cells in both groups. Though P90 MG animals presented
more stained cells in stratum pyramidale. No differences between groups were
observed regarding the anxiety measures. Regarding novelty-seeking, P90 MG
animals presented a significantly (ANOVA: P=0.014 and 0,017) higher number of
nose pokes that CG ones. No differences were found between groups at P40. As for
memory/learning, P90 MG animals had a significantly (P=0.032) reduced latency to
find the platform than CG ones in the 8-ARWM. No differences were found between
groups at P40. Our results demonstrate that protein malnutrition restricted to the first
10 days of lactation altered the distribution of NADPH-d on hippocampus. The
malnourished animals did not display behavioral alterations at P40. Conversely, P90
malnourished animals displayed higher levels of novelty-seeking behavior and a
better memory/learning performance, mainly in the first testing day, suggesting that
the effect is highly dependent on the novelty of the testing situation.

Keywords: Malnutrition. Hippocampus. Memory and learning. Nitric Oxide.
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INTRODUCAO

Malnutricao

O estado nutricional depende da interacdo entre o alimento ingerido, do estado
geral da saude do individuo e do ambiente fisico. A fome esta relacionada com a
dificuldade de acesso ou falta de alimentos para contemplar a quantidade de energia
requerida para a manutencdo do organismo e execucao das atividades diarias de
um individuo. A malnutricdo é a reducdo e/ou auséncia de um ou mais nutrientes
essenciais na dieta.

Os nutrientes consistem em substancias que ndo sdo sintetizadas pelo
organismo em quantidades significativas e, portanto, devem ser complementadas
pela dieta. Para termos boa saude, necessitamos de nutrientes que fornecam
energia (proteinas, lipidios e carboidratos), vitaminas, minerais e agua. As
necessidades de nutrientes especificos incluem aminodcidos essenciais, acidos
graxos, vitaminas lipossolUveis e hidrossolaveis, e colina. A dieta também deve
suprir varias substancias inorganicas, incluindo minerais, oligominerais, eletrélitos e
os oligoelementos (Kasper e col., 2006).

A proteina alimentar consiste em aminoacidos essenciais e ndo-essenciais
necessarios para a sintese protéica, enquanto certos aminoacidos também séo
usados para energia e gliconeogénese. Quando a ingestdo energética é
inadequada, a ingestéo protéica deve ser aumentada, uma vez que 0s aminoacidos
sdo desviados para as vias de sintese e oxidacdo de glicose. Os estados de
privacdo extrema de energia podem resultar em malnutricdo protéico-calérica
(Kasper e col., 2006).

A malnutricdo € um problema de saude, especialmente nos paises em
desenvolvimento. Déficits alimentares cronicos afetam cerca de 792 milhdes de
pessoas no mundo (FAO, 2000), incluindo 20% da populacdo nos paises em
desenvolvimento. Em todo o mundo, a malnutricdo afeta uma em cada trés pessoas
(WHO, 2000). A malnutricdo afeta todas as faixas etarias, porém é comum na
populacao pobre.
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mais de um terco das
mortes infantis no mundo pode ser atribuida & malnutricdo. Cerca de 178 milhdes de
criancas no mundo tem retardo no crescimento decorrente de malnutricdo (WHO,
1995). Mais de 70% das criancas com malnutricdo protéico-caldrica vivem na Asia,
26% vivem na Africa e 4% na América Latina e no Caribe (OMS, 2000).

A malnutricdo em todas as suas formas aumenta o risco de doencas e morte
prematura. A malnutricdo protéico-energética, por exemplo, desempenha um papel
importante na metade de todas as mortes de menores de cinco anos nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2000). Formas graves de malnutricdo incluem marasmo
(perda crénica de musculo, gordura e outros tecidos); cretinismo e danos cerebrais
irreversiveis devido a deficiéncia de iodo; cegueira, aumento do risco de infeccéo e

morte por deficiéncia de vitamina A.
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1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) ocorre em fases, que
seguem uma sequéncia precisa, que difere entre regides do cérebro e até mesmo
entre areas dentro de uma determinada regido, varia no tempo e de uma espécie
animal para outra. Entre ratos e humanos as diferencas substanciais em relacdo ao
desenvolvimento do encéfalo sédo representadas pelo momento do nascimento em
relacdo ao estagio de maturacéo do encéfalo (Figura 1).

Em ratos, durante o periodo embrionario ocorre organogénese. O periodo fetal
€ 0 periodo da histogénese macroneural, inicio da gliogénese, migracdo celular e
inicio da diferenciacdo celular. Durante a fase do nascimento e amamentacao ainda
estd ocorrendo a histogénese microneural e a gliogénese tardia, a migracdo e
diferenciacdo microneural e oligodendroglial, a mielinizagéo e a sinaptogenése. No
periodo pos-desmame e até a maturidade ainda continuam a histogénese
microneural, a diferenciacéo celular, a sinaptogénese e a mielinizacdo (Morgane e
col., 1993).
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Figura 1. Esquema representativo comparando o desenvolvimento do cérebro de

humano e ratos. As curvas representam as diferencas no desenvolvimento
(Adaptado de Morgane e colaboradores, 2002).

1.1 Efeitos da malnutricdo no neurodesenvolvimento

A nutricdo inadequada € um dos principais fatores ndo-genéticos que afetam o
desenvolvimento do encéfalo. Uma oferta adequada de nutrientes é necesséria para
a manutencao do crescimento bem como para o desenvolvimento normal de todas
as funcdes fisiologicas. Todos os nutrientes tém alguma influéncia na maturagédo do
encéfalo, porém as proteinas parecem ser 0 componente mais critico para o
desenvolvimento das fun¢des neurologicas (Morgane e col., 2002).

A malnutricdo protéica e protéico-calérica durante estagios precoces da vida
séao conhecidas por produzirem prejuizos no desenvolvimento encefalico alterando a

morfologia, a neuroquimica e a neurofisiologia em humanos e outros animais (Bedi
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1991, Lukoyanov e Andrade 2000, Morgane e col., 2002, Rotta e col., 2003, Alamy e
col., 2005, Da Silva Hernandes e col., 2005).

A malnutricdo protéica e/ou protéico-caldrica durante o periodo da lactacéo
pode ser produzida através da administracdo de uma dieta hipoprotéica, reduzindo a
quantidade de proteinas presentes na composi¢ao da dieta; da reducdo de alimento
ou da quantidade inadequada de alimento disponivel; do grande namero de filhotes
por ninhada e por meio da malnutricdo por separacdo. Todas essas técnicas
produzem efeitos significativos no desenvolvimento fisico e comportamental em
ratos, como demonstrado por Hernandes e col (2003). O periodo da lactacdo em
ratos, equivalente ao terceiro trimestre de gestacdo em humanos, € considerado um
periodo critico do desenvolvimento de algumas estruturas encefalicas. O insulto
nutricional imposto durante periodos criticos do desenvolvimento pode afetar e

deixar marcas no SNC. Alguns desses efeitos sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Efeitos da malnutricdo no desenvolvimento do SNC do rato em relacédo ao

periodo de malnutricdo. Adaptado de Morgane e col. 1993.

Nascimento|| Desmame

Periodo de Periodo Periodo Periodo da Periodo pos- Adulto (periodo da
Desnutri¢do | embrionario Fetal amamentac&o desmame ate microneurogénese
{Organogénese) | {Histogénese maturidade tardia, e
neural) mielinizagao
tardia)
Efeitos da Malformacdes Alteracdes Alteracéo da Alteracéo da Efeitos
desnutricao cerebrais na génese génese dos génese dos essencialmente
grave sobre de neurdnios | microneurénios, microneurdnios, | n&o permanentes
0 SNC e glia radial, diferenciacéo diferenciagéo
distirbios da | celular, celular,
migragao sinaptogénese, sinaptogénese e
neuronal gliogénese mielinizagéo
tardia, e
mielinizagéo

Diversos trabalhos onde o padrdo nutricional da dieta das lactantes, com

consequéncia na quantidade e qualidade do leite secretado, vem sendo utilizado
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para avaliar a malnutricdo nos lactentes (Sturman e col., 1986; Rasmussn, 1992).
Ribeiro e col. (1997) demonstraram que a malnutricdo protéica, somente durante o
periodo da lactacdo, promove alteracdes no peso corporal e no padrdo de ingestéao
alimentar, que sdo mantidos na vida adulta do animal.

Em modelos animais, a malnutricdo protéico-energética no feto e no neonato
reduz o conteddo de DNA neural e de RNA, e altera o perfil de 4cidos graxos (Winick
e Nobel, 1966; Winick e Rosso, 1969). O insulto nutricional resulta em reducéo do
namero de neurdnios, sintese protéica reduzida e hipomielinizacdo. O tamanho do
encéfalo € reduzido através de todos esses mecanismos como resultado de
alteracbes nas proteinas estruturais, concentracdo de fatores de crescimento e
producdo de neurotransmissores. Essas mudancas também incluem reducdo no
namero de sinapses e alteracbes na arborizacdo dendritica (Bass e col., 1970;
Jones e Dyson, 1981; Wiggens e col., 1984; Nishijima, 1986; Yamamoto e col.,1987;
Benitez-Bribiesca e col., 1999).

Em nosso laboratorio, um estudo de Montanha-Rojas e col., 2005,
demonstraram que a malnutricdo protéica restrita aos 10 primeiros dias da lactacao
acarreta em alteracdes na expressdo de MBP (proteina basica de mielina). Entre os
efeitos podemos destacar uma aparente diminuicdo na imunorreatividade para MBP
na substancia branca cerebelar e presenca de fibras imunorreativas a MBP,
interpostas na substancia cinzenta de animais desnutridos. Os animais do grupo
malnutrido, aos 60 dias de vida, apresentaram aumento aparente no numero de
corpos celulares de oligodendrdcitos imunorreativos a MBP. Também aos 90 dias de
vida, os animais desnutridos apresentavam citoarquitetura cerebelar alterada. Esses
dados reforcam a hip6tese que a malnutricdo protéica, mesmo restrita a um periodo
da lactacdo, promove mudancas plasticas que sdo mantidas na vida adulta do
animal.

Em outros estudos realizados pelo nosso grupo, utilizando o mesmo modelo de
malnutricdo protéica durante o periodo da lactacao, Lima e col., 2010, demonstraram
que animais malnutridos apresentaram alteragdo no acumulo de glicogénio em
alguns nucleos hipotalamicos, como o nucleo arqueado (ARC) e a eminéncia média
(EM). As ceélulas que apresentavam reservas de glicogénio eram os tanicitos, uma

linhagem de células gliais. Esses dados reforcaram o conceito de que o estado
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nutricional materno durante a lactagdo é critico para a maturacdo cerebral. Além
disso, Rocha (2010), também observaram que animais malnutridos apresentaram
atraso na expressao de neuropeptideo Y (NPY) em fibras que partem do ARC em
direcdo ao nucleo paraventricular (PVN), importante via hipotalamica reguladora da
ingestao alimentar.

Modelos animais de malnutricdo protéica durante o periodo da lactacao
demonstram mudancas na qualidade e na quantidade das interacbes mae-filhotes e
pode levar a efeitos duradouros sobre o comportamento de ratos na vida adulta
(Smart e Preece, 1973; Crnic, 1980; Riul e col, 1999). Alteragcbes comportamentais
também sdo observadas nas lactantes malnutridas que passam mais tempo no
ninho (Crnic, 1980) e levam mais tempo para recolher os filhotes (Smart, 1973).
Assim como as lactantes, os filhotes submetidos a modelos de malnutricdo
apresentam alterac6es no padrdo comportamental. Os lactentes passam mais tempo
no ninho, menos tempo explorando o ambiente e menos tempo colocados em
grupos (Lima e col., 1993; Riul e col., 1999).

Para estudar os efeitos da malnutricdo e outros insultos sobre o encéfalo. Nos
altimos anos, uma regiao encefalica amplamente estudada € a formacao hipocampal

(Morgane e col., 1992; Morgane e col., 1993).

1.2 Hipocampo

O Hipocampo esta localizado na por¢do medial do lobo temporal. E um
componente essencial do sistema limbico, juntamente com a amigdala (com quem
estd intimamente ligado), nucleo accumbens, hipotdlamo, tdlamo, area tegmental
ventral, giro cingulado e septo. E uma estrutura importante nos processos
fisiologicos que levam ao aprendizado e memoria.

O papel do hipocampo foi inicialmente apontado por Papez que chamou a
atencao para o aumento da reatividade emocional causada por lesdes do hipocampo
pelo virus da raiva. Lesdes bilaterais em macacos resultam em um aumento da
agressividade destes animais (Machado, 1991). Algumas décadas depois, estudos

demonstraram que o0 hipocampo apresenta outra importante fungdo, o
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processamento de informacgdes e a consolidacdo da memoria espacial. O hipocampo
€ uma estrutura responsavel pela consolidacdo e formacdo da memdria recente,
enguanto o armazenamento da memoria de longo prazo seria uma funcao do coértex
cerebral (Kandel, 2000).

O Complexo hipocampal consiste no giro denteado (DG), no corno de Ammon
(CA), no complexo subicular (parasubiculo, presubiculo, subiculo e prosubiculo) e no
cortex entorrinal. O corno de Ammon pode ser dividido em regiées CA1, CA2 e CAS.
A principal camada de células neurais do corno de Ammon € composta por
neurdnios piramidais excitatorios. Essa camada de células est4 presente em todo o
corno de Ammon e 0s neurdnios piramidais apresentam diferentes morfologias (Tole
e col., 1997). As células piramidais glutamatérgicas e as células granulares do DG
representam 90% dos neurbnios do hipocampo, e os 10% restantes sao
interneurdnios inibitérios. Estes interneurbnios hipocampais inibem outras células
atraves da liberacdo de acido gama-aminobutirico (GABA) (Fritschy e col., 1998).

A maioria das vias aferentes glutamatérgicas recebidas pelos neurdnios
piramidais da regido CA1l, vem do cortex entorrinal, que também formam sinapses
com os dendritos das células granulares do giro denteado (Figura 2). As fibras
musgosas originadas nas células granulares projetam-se para os dendritos da regido
CAS3, que por sua vez, enviam projecdes a regiao CALl. Axbnios da regido CA1l se
comunicam com o coértex entorrinal diretamente ou indiretamente por duas vias
principais: através de projecdes eferentes ao subiculo, através do fornix e do nucleo
anterotalamico; ou por projecdes eferentes ao cortex entorrinal, através do qual,
fibras hipocampais alcancam o cortex associativo, o cortex pré-fontal e o lobo
temporal (Campbell e Macqueen, 2004).

O complexo hipocampal possui trés grandes vias aferentes: a via perfurante
tem origem no coOrtex entorrinal e faz conexdes excitatorias com as ceélulas
granulares do DG; a via das fibras musgosas formada por axdnios dos neurdnios da
camada granular do DG que irdo se conectar com 0s neurdnios piramidais da regiédo
CA3; e a via dos colaterais de Schaffer, constituida pelos axénios dos neurénios
piramidais da regido CA3 que vao se projetar para as células piramidais da regido
CAL.
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Figura 2. Vias hipocampais. Os aferentes vindos de fora do hipocampo séao as vias
perfurantes, que fazem sinapse com as células granulares do giro denteado. Os
axonios das células granulares se estendem até a regido CA3, onde estabelecem
sinapses com os dendritos das células piramidais. Estas projetam seus axdnios para
fora do hipocampo, porém enviam também para a regido CAL, os colaterais de
Schaffer, que fazem sinapses com os dendritos de outras células piramidais, cujos
axonios projetam para fora do hipocampo. A via das fibras musgosas originadas nas
células granulares do DG e projetam-se para os dendritos da regido CA3. (Adaptado
de O"Keefer e Nadel, 1978).

1.2.1 Desenvolvimento do Hipocampo

Células piramidais sao geradas principalmente durante o periodo pré-natal e o
pico de neurogénese ocorre na Ultima semana de gestacdo em roedores (Angevine,
1965; Bayer e Altman, 1974), os interneurbnios GABAérgicos migram
tangencialmente das eminéncias ganglionares para o hipocampo e desenvolvem
suas sinapses funcionais antes dos neurbnios excitatorios (Pleasure e col. 2000;
Hennou e col. 2002). Neurdnios piramidais da regido CA3 estendem aferéncias que
fazem sinapse com os neurbnios piramidais da regido CAl, estes sdo chamados

colaterais de Schaffer. Os dendritos das células piramidais da regido CA3 continuam
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o amadurecimento apds o nascimento, com a formacdo das espinhas dendriticas
(Seress e Ribak, 1995). As espinhas dendriticas recebem entradas sindpticas dos
axbnios dos neurdnios granulares do giro denteado, denominadas fibras musgosas
(Amaral e Dent, 1981) (Figura 3).

Na formacdo do hipocampo, as células granulares formam a principal camada
de células do giro denteado (Amaral e col., 2007). Dentro da formag&o hipocampal, o
DG é a ultima estrutura a ser formada (Bayer, 1980b). Em ratos, as primeiras células
granulares surgem entre o 14° e o 20° dia embrionario (E14-E20) (Schlessinger e
col. 1975; Bayer 1980b). Entre 15 a 20% de todas as células granulares do DG séo
geradas no periodo pré-natal, e a maioria das células granulares sédo formadas entre
0 nascimento e o 18° dia de vida pés-natal. Somente de 5 a 10% dessas células sdo
geradas depois desse periodo (Bayer, 1980b).

Existem duas migracbes celulares de precursores das células granulares,
provenientes da matriz secundaria denteada préxima ao neuroepitélio, que
contribuem para o desenvolvimento da camada de células granulares no DG. A
primeira migracdo do DG, completa durante a fase pré-natal, contribui diretamente
para o crescimento das células da camada granular do DG. A segunda migracao
celular que ocorre no DG é entre a camada de células piramidais e a formacao da
camada granular. Ela d& origem ao nascimento tardio de células granulares, que
migram radialmente para a parte interna da camada granular e zona subgranular
(Altman e Bayer, 1990). Células granulares continuam a ser geradas a partir da zona
subgranular no hipocampo de adultos e sdo uma fonte neural de células-tronco
adultas, com potencial terapéutico para doencas neurodegenerativas e
neuropsiquiatricas (Altman e Das, 1965; Hsieh e Eisch, 2010).
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Figura 3. Esquema representativo mostrando os tipos celulares e as camadas do
hipocampo. Em A, exemplo de células piramidais na regido CAl1 e CA3 e dos strata
gue formam o corno de Ammon. Em B, células granulares, células em cesto no giro
denteado e as camadas do giro denteado. Adaptado de O Keefer e Nadel, 1978.

1.2.2 Anatomia Hipocampal

O giro denteado é dividido em trés camadas: camada granular; camada
molecular e camada polimorfica (hilo). A camada granular contém 0s corpos
celulares das células granulares do giro denteado. A camada molecular é a mais
externa. A via perfurante passa através dessa camada fazendo sinapses excitatérias

nos dendritos apicais distais das células granulares (Amaral e col. 2006). A camada
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polimorfica (hilo) é a camada mais profunda do DG. Contém muitos interneurénios e
0s axdnios das células granulares do DG passam através dessa camada em direcao
a CAS.

O corno de Ammon consiste em uma estrutura curva e estratificada
apresentando sete estratos: stratum alveus; stratum oriens; stratum pyramidale;
stratum radiatum; stratum lacunosum, stratum moleculare e stratum lucidium. O
alveus é a regido mais superficial e contém os axoénios das células piramidais, é
constituido de fibras aferentes e eferentes principalmente, que vao originar a
fimbria/fornix, uma das principais eferéncias do hipocampo. O stratum oriens esta
localizado entre o alveus e o stratum pyramidale. Os corpos celulares das células
inibitorias e das células horizontais trilaminares estédo localizadas neste estrato. Os
dendritos e os axbnios basais dos neurbnios piramidais e algumas células em cesto
sdo encontradas no stratum oriens. O stratum pyramidale contém o0s corpos
celulares das células piramidais. Na regido CA3, esse estrato também contém os
contatos sinapticos das fibra musgosas, que cursam através do stratum lucidium.
Além disso, também estéo presentes 0s corpos de muitos neurénios inibitérios como
as células em cesto, os neurbnios bioestratificados e os neurbnios trilaminares
radiais. O stratum lucidium é um dos mais finos estratos do hipocampo. As fibras
musgosas das células granulares do DG cursam através desse estrato até a regido
CAS. O stratum radiatum contém fibras comissurais e septais e também contém
fibras colaterais de Schaffer que séo projetadas para as regides CA1 e CA3. Alguns
interneurdnios sdo encontrados mais superficialmente como as células em cesto, as
bioestratificadas e as radias trilaminares. O stratum lacunosum é formado pelas
ramificacbes dos dendritos apicais das células piramidais. E uma camada fina
contendo fibras de Schaffer e fibras da via perfurante das camadas do cortex
entorrinal. Geralmente € agrupado com o stratum moleculare em um Unico estrato
chamado stratum lacunosum-moleculare. O stratum moleculare € o mais profundo
estrato do hipocampo. Nesse estrato a via de fibras perfurantes forma sinapses com
os dendritos apicais e distais das células piramidais (Figura 4).

A formagédo hipocampal é uma regido cerebral particularmente afetada pela
malnutricdo precoce (Lukoyanov e Andrade 2000). Entre os efeitos da malnutricéo

precoce podemos destacar, reducédo da arborizacdo dendritica e da densidade de
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terminais sinapticos na camada granular do giro dentado (Jordan e col. 1982, Cintra
e col. 1990, Diaz-Cintra e col. 1991, Morgane e col. 1993), assim como, reducéo da
densidade celular nas regides CA1, CA2 e CA3 (Jordan e col. 1982, Morgane e col.
1993).

Figura 4. Esquema representativo mostrando a citoarquitetura do hipocampo. Em A,
os diferentes strata que formam o hipocampo, alv — alveus, Or — s. oriens, Py —
pyramidale, LMol — lacunosum-moleculare, Mol — camada molecular do giro
denteado, GrDG — camada granular do giro denteado, hf — fissura hipocampal. Em
B, as regibes do hipocampo, DG — giro denteado, PoDG — camada polimoérfica do
giro denteado, CAl1, CA2 e CA3 — corno de Ammon 1, 2 e 3. Adaptado de Paxinos
& Watson (1998).

1.3 Memoaria e Aprendizado

Aprendizagem é o processo através do qual adquirimos conhecimento sobre o
mundo, enquanto memadria € o processo pelo qual o conhecimento é codificado,
retido e, posteriormente, recuperado. As varias formas de memdria podem ser
classificadas como explicita e implicita (Figura 5). A memoaria explicita ou memoaria
declarativa é aquela relacionada a eventos autobiograficos e conhecimentos de
fatos, pessoas, lugares e coisas, enquanto que a informagcdo de como realizar
alguma coisa denomina-se memoaria implicita ou ndo-declarativa (Kandel, 2000).

As memorias também podem ser classificadas pelo tempo que duram, como

memoria de curto prazo e memoria de longo prazo (para revisédo: Izquierdo, 2011). A



29

memoéria de curto prazo € um processo que é medido em minutos ou dezenas de
minutos apos o aprendizado, e envolve mecanismos proprios e distintos (Izquierdo e
col. 1998 e 1999a). As mudancas sinapticas envolvidas na memoéria de curto prazo
requerem modificacdes covalentes em proteinas e ndo precisam de sintese protéica
(Kandel, 2000). A memoria de curto prazo tem uma capacidade muito pequena de
armazenamento, de modo que se nao ocorrer um ensaio ou uma repeticdo, a
mensagem sera esquecida. A medida que a memoria vai sendo consolidada, passa

a ser denominada de longa duracéo (Kandel, 2000).

- s
i /

Fatos Eventos Pre- Procedimentos ~ Aprendizagem associativa: ~ Aprendizagem
exposicdo (habilidades e  condicionamento classico e nao-associativa:
habitos) operante habituacéo e
Lobo temporal medial I /\ sensibilizagao
Neocortex Estriado
Resppsta_s Musculgn{ura Vias reflexas
emocionais esquelética
Amigdala Cerebelo

Figura 5. Vérias formas de memodrias, mostrando as estruturas envolvidas nos
processos. Adaptado de Kandel e colaboradores, 2003.

Os mecanismos de consolidacdo da memoria de longa duracdo comecaram a
ser desvendados nos ultimos 25 anos como consequéncia da descoberta de um
processo fisioldgico, chamado de potenciacédo de longa duracéo (LTP) (para reviséo:
Izquierdo, 2011), uma forma de plasticidade sinaptica, tida como um mecanismo de
formacdo de memoaria no hipocampo.

Estes mecanismos foram estudados fundamentalmente no hipocampo de
roedores, examinando fatias dessa regido em estudos in vitro. Das varias subregifes
do hipocampo, a regido CA1l foi a mais estudada, sendo a mais larga e a mais
medial; essa regido € ativada pela estimulacdo de fibras que procedem da regido
CA3 (Kandel e Squire, 2000).
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Entre os diversos neurotransmissores encontrados no hipocampo, podemos
destacar o ON (6xido nitrico). O ON nao é um neurotransmissor convencional, ndo é
armazenado em vesiculas, pois atravessa livremente a membrana plasmatica. A
acado do ON seria de aumentar a liberacdo de glutamato pelo terminal pré-sinaptico
através da ativacdo da guanilato ciclase. O ON esta envolvido na formagéo de varios
tipos de memoria de longo prazo.

1.4 Oxido Nitrico

O ON é um gas inorganico com meia vida curta, que facilmente se difunde
através da membrana, altamente reativo e formado a partir da L-arginina pela
enzima Oxido Nitrico Sintase (ONS). Esta reac&o se déa a partir da formacéo de um
produto intermediério, a NG-hidroxi-L-arginina, a qual é convertida em L-citrulina
liberando 6xido nitrico (Stuehr e col. 1989; Klatt e col. 1992).

Furchgott e Zawadzki, 1980, demonstraram que células endoteliais quando
estimuladas pela acetilcolina liberavam um vasodilatador, inicialmente denominado
como Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF), atuando como o
principal regulador no relaxamento de vasos sanguineos e artérias e na manutengao
da pressédo sanguinea (Furchgott e Zawadzki, 1980; Ingarro e col. 1987; Palmer e
col. 1987). Posteriormente, essa molécula sintetizada pelo endotélio e com
propriedades relaxadoras do muasculo liso foi identificada como sendo o ON.

Nos mamiferos, o ON € sintetizado por diferentes tipos celulares, como
neurénios, células endoteliais e macréfagos. A ONS é encontrada em trés isoformas,
nomeadas a partir do primeiro local onde foram observadas: tipo | ou neuronal
(ONSN), tipo Il ou induzida (ONSi) e tipo Il ou endotelial (ONSe). A ONSn é
encontrada em neurbnios, e a isoforma ONSe pode ser encontrada em células
endoteliais e em neurbnios do hipocampo e em outras regides do encéfalo
(Dinerman e col., 1994). As duas isoformas encontradas no sistema nervoso central,
ONSn e ONSe, sdo constitutivas e suas atividades reguladas pelo Ca®" intracelular e
pela calmodulina, uma proteina associada ao Ca®* (Simon e col. 2007). A ONSi é

Ca’'/calmodulina independente, encontrada em condi¢cdes fisiolégicas em
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macrofagos ativados, glia ativada e astrocito ativado podendo ser induzida por
citocinas e endotoxinas, produzindo grande quantidade de ON por longo periodo de
tempo (Simon e col., 2007).

A L-arginina é convertida a citrulina com concomitante formacdo de ON através
de uma via com duas etapas, uma hidroxilagdo e uma reducao, exigindo a presenga
de O, e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). Outros cofatores
necessarios para a sintese de ON sdo o dinucleotideo adenina-flavina (FAD), o
mononucleotideo flavina (FMN) e o BH4 (Bredt e Snyder, 1990; Schulz, 2008)
(Figura 6).

Dawson e col. (1991) demonstraram a co-localizagéo da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato diaforase (NADPH-d) com a marcacéo imunohistoquimica para
ONS. Estudos histoquimicos da ONS sao baseados na atividade da NADPH-d,
podendo ser considerada como um co-fator presente em todas as isoformas da
enzima, funcionando assim como um marcador histoquimico especifico para

neurénios que produzem ON (Hope e col. 1991).

FMN, BH4, FAD ON-
NADPH m
- ﬁ + -%
L-arginina L-citrulina > GTP  GMPe
ONS

Célula geradora célula alvo

Figura 6. Esquema representativo da via L-arginina-6xido-nitrico. O 6xido nitrico €
produzido quando a enzima converte a L-arginina em L-citrulina, e se difunde
livremente. O ON sinaliza na GC. NOS- 6xido nitrico sintase; NADPH - nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato; FAD - dinucleotideo adenina-flavina; FMN -
mononucleotideo flavina; BH4 - tetrahidrobiopterina; GC - guanilato ciclase; GTP -
guanosina trifosfato; GMPc - guanosina monofosfato ciclica.

Em condigbes fisiologicas, baixos niveis de ON produzidos pelas ONSnh e
ONSe irdo ativar a guanilato ciclase (GC) através da ligagdo ao grupamento heme
da enzima, induzindo a sua atividade catalitica. A GC ativada quebra a guanosina
trifosfato (GTP) levando a producédo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Bredt
e Snyder, 1990). O GMPc funciona como segundo mensageiro, induzindo a enzima
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proteina cinase G (PKG) que afeta a atividade de varios neurotransmissores, fatores
de transcricdo e canais idnicos por fosforilacdo. O GMPc também atua diretamente
na ativacao de outras cinases como a proteina cinase A (PKA), que € normalmente
ativada pelo AMPc (Irvine e col. 2008).

Atraves da utilizacdo do mesmo modelo de malnutricdo protéica utilizada neste
estudo, Marcelino e col., 2004, demonstraram atraso na distribuicido da Oxido Nitrico
Sintase através da histoquimica da NADPH-d no hipotalamo de animais malnutridos,
em alguns nucleos envolvidos com o controle do metabolismo energético, como o
PVN e ventro-medial (VMH).

1.4.1 Oxido Nitrico, LTP e Hipocampo

No hipocampo, o ON esté relacionado a formagédo de memoéria declarativa e da
memo©éria espacial (Susswein e col., 2004). A LTP hipocampal € iniciada por diversos
potenciais de acao de alta frequéncia. As sinapses entre os colaterais de Schaffer e
os dendritos das células piramidais da regido CAl sao glutamatérgicas. Durante a
transmissao sinaptica normal de baixa frequéncia, o glutamato é liberado pelo
terminal pré-sinaptico e age tanto em receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-
metil D-aspartato) como em receptores do tipo ndo-NMDA, por exemplo, do tipo
AMPA (&cido alfa-amino-3-hidréxi-5-metilisoxazol-4-proprionico). O Na™ e o K* fluem
através do receptor AMPA, mas nao através dos canais NMDA, devido ao bloqueio
deste canal pelo Mg*? (Izquierdo, 2011). A estimulacao repetitiva ou de alta amplitude
pode levar a uma somacao espacgo-temporal dos potenciais poOs-sinapticos
excitatorios (PPSE) provocando uma despolariza¢do capaz de remover o bloqueio
dos canais NMDA pelo Mg™. O receptor NMDA passa entdo a ser funcional e
permite a entrada de Na* e Ca*?. O influxo de Ca*? estimula direta ou indiretamente
uma série de enzimas chamadas proteinas cinases (para reviséo: Izquierdo, 2011)
além de formarem complexos Ca**~calmodulina que ativam a enzima ONS levando
a producdo de ON. O ON funciona como um mensageiro retrogrado atuando nas
fibras colaterais de Schaffer e neurdnios pré-sinapticos e em varias outras células da
vizinhanca (Kandel, 2003; Lent, 2005), promovendo a liberacéo de glutamato (Figura
7).
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Figura 7. Mecanismo molecular da LTP. A ativacdo dos receptores de glutamato do
tipo NMDA permite a entrada de sédio e calcio na célula pés-sinaptica. O célcio
entdo de ligara a outras proteinas que ativardo a ONS. O ON se difundira da célula
pés-sinaptica para a célula pré-sinaptica, atuando como um mensageiro retrogrado.
Adaptado de Lent, 2005.

A LTP hipocampal é eliminada (Béhme e col. 1991; O'Dell e col., 1991,
Schuman e Madison, 1991; Bon e col., 1992; Doyle e col., 1996) ou parcialmente
blogueada (Gribkoff e Lum-Ragan, 1992; Chetkovich e col., 1993; Haley e col., 1993;
Iga e col., 1993) através do uso de inibidores da ONS e em camundongos knockout
para ONSn e ONSe (Son e col., 1996). A inibicdo de LTP também é observada
através da injecao de inibidores da ONS na célula pds-sinaptica, porém esse efeito
nao é observado pela injecdo na ceélula pré-sinaptica (O"Dell e col., 1991; Schuman

e Madison, 1991). Tais trabalhos mostram a importancia do ON em LTP.

1.5 Memoria espacial
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Em 1971, John O’Keefe e John Dostrovsky fizeram a descoberta de que o
hipocampo contém um mapa cognitivo do ambiente espacial no qual o animal se
move. A localizacdo de um animal em um determinado espaco € codificada por um
padrdo de disparos de células piramidais individuais, as células que sofrem LTP,
guando suas vias aferentes sdo estimuladas eletricamente (para revisdo: Kandel,
2000).

Cada uma das células piramidais existentes no hipocampo é potencialmente
uma célula de localizagdo, codificando uma localizacdo no espaco. Quando um
animal se move, diferentes células de localizacdo do hipocampo disparam. Por esse
meio, acredita-se, o animal forma um “campo de localizagdo”, uma representagao
interna do espaco que ele ocupa. Quando um animal entra em um ambiente novo,
novos campos de localizacdo sdo formados dentro de minutos e permanecem
estaveis por semanas ou meses (para revisdo: Kandel, 2000).

O desempenho de animais submetidos a modelos de malnutricdo em testes de
memoria e aprendizado foi avaliado usando diferentes testes comportamentais
como, o labirinto aquatico radial (Jordan e col., 1981; Hall, 1983); T-maze (Tonkiss e
Galler, 1990) e o labirinto aquéatico de Morris (Goodlett e col., 1986, Castro e Rudy
1987, Campbell e Bedi 1989, Bedi 1992, Cordoba e col. 1994).

Estudos demonstram déficits de aprendizado e memdéria espacial
correlacionados com alteracdes anatdbmicas e fisioldgicas, especialmente nas areas
CA1 e CA3 (Jordan e col., 1981, 1982; Morgane e col., 1993; Galler e col., 1995),
assim como reducdo dos niveis de DNA. A malnutricdo protéica reduz 30% das
sinapses estabelecidas entre as fibras musgosas e os dendritos das células
piramidais da regido CA3 (Lukoyanov e Andrade, 2000).

Fukuda e col. (2002) demonstraram que ratos submetidos a um modelo de
malnutricdo protéica (6% de proteina) durante o periodo da lactagcdo e apos o
desmame até os 49 dias de vida, ndo apresentavam comprometimento de
aprendizado e memoria espacial na versao proximal (plataforma de escape visivel)
do Labirinto aquatico de Morris, porém apresentavam aumento na laténcia para

encontrar a plataforma submersa na verséo distal (plataforma de escape submersa).
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Alguns trabalhos demonstram que a malnutricdo prejudica o desempenho em
testes de aprendizado e memoria espacial (Castro e col., 1989; Tonkiss e col., 1990;
Cordoba e col., 1994; Fukuda e col., 2002; Valadares e Almeida, 2005; Fukuda e
col.,, 2007) enquanto outros trabalhos ndo observaram diferencas entre animais
malnutridos e controles (Wolf e col., 1986; Campbell e Bedi, 1989; Tonkiss e Galler,
1990; Bedi, 1992).

A malnutricdo protéica ou protéico-calérica quando imposta no inicio da vida é
uma variavel significativa em um conjunto de diversas variaveis ambientais e pode
levar a déficits de aprendizagem e memoria, dependendo do tipo de privagdo e do
periodo da vida em que a privagdo ocorre (Laus e col., 2011).

A literatura descreve que o insulto nutricional imposto durante periodos
precoces da vida acarreta em alteracdes no desenvolvimento do SNC (para revisao,
Morgane e col., 1993; 2002). Diversos trabalhos do nosso grupo demonstraram que
a malnutricdo protéica restrita aos 10 primeiros dias da lactacdo promoveu
alteracdes em diversos aspectos durante o neurodesenvolvimento (Marcelino e col.,
2004; Montanha-Rojas e col., 2005; Lima e col., 2010). Lotufo (2010) observou que
animais malnutridos apresentaram alteracfes na distribuicdo da ONS através da
histoquimica da NADPH-d no cerebelo. No hipocampo a ONS é uma enzima
altamente expressa e o ON ja foi apontado como tendo papel fundamental na LTP,
responsavel pelo processo de memdria e aprendizado. Desta forma, neste trabalho
estudamos o efeito da malnutricho no comportamento associado a memdria e

aprendizado e na distribuicdo da ONS, através da técnica da NADPH-d.
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2 OBJETIVOS

e Avaliar a distribuicdo da Oxido Nitrico Sintase (ONS) através da histoquimica
da NADPH-diaforase, no hipocampo de ratos submetidos a um modelo de
malnutricdo protéica durante os 10 primeiros dias da lactagdo em comparacao
com 0s animais controles;

e Avaliar o desempenho, em tarefas de memoria e aprendizado, de ratos
malnutridos e controles aos 40 e 90 dias de vida pos-natal;

e Avaliar os comportamentos associados aos niveis de ansiedade e a busca por

novos estimulos em ambos 0s grupos de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para a realizagao deste trabalho foram utilizados 92 ratos Wistar, produzidos e
mantidos no biotério de animais do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os animais tiveram livre acesso a
racdo e agua, e foram mantidos em temperatura ambiente controlada a 25°C, com
ciclo claro e escuro de 12 h (07h0Omin — 19h00min). O protocolo experimental
utilizado, descrito a seguir, foi aprovado pelo Comité de Etica Para o Cuidado e Uso
de Animais Experimentais do IBRAG, sob o numero CEA/005/2009.

3.2 Instalacdo da malnutricdo protéica

Os acasalamentos foram realizados com o pareamento de trés fémeas adultas
nuliparas com dois machos adultos. Assim que a gravidez foi constatada, a fémea
gravida foi colocada em gaiola individual para acompanhamento e determinacao do
dia de nascimento. Apds 0 nascimento da prole, as progenitoras foram divididas em
dois grupos: grupo controle (GC) e grupo malnutrido (GM). Os animais foram
separados em grupos de seis filhotes machos por nutriz, utilizando-se a distancia
anogenital como parametro de distingdo entre sexos (com acerto integral da
sexagem). As nutrizes do grupo experimental receberam como dieta racdo comercial
(NUVILAB) contendo 22% de proteinas, durante todo o periodo anterior ao parto,
incluindo gestacao e desenvolvimento. As nutrizes do grupo malnutrido receberam a
racao aprotéica (0% de proteina) preparada em nosso laboratorio (Tabela 2) a partir
do dia do nascimento da prole até o décimo dia da lactacdo. Apos esse periodo, a
nutriz passou a receber racdo igual ao grupo controle. As dietas divergem
basicamente no percentual de proteinas e de carboidratos, que estdo aumentados a

fim de compensar caloricamente a auséncia de proteinas (Tabela 3).
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Tabela 2. Composicédo e modo de preparo da racdo artesanal utilizada (adaptado de
Costa, 2000).

Ingredientes Mistura de sais
Aderogil® (vitamina D3 e A) 2ml Carbonato de Célcio 87¢g
Complexo B 15ml Fosfato de potassio dibasico 1239
Vitamina K 1ml Fosfato de calcio 28g
Vitamina E 1ml Sulfato de magnésio 32g
Vitamina C 5ml Cloreto de sodio 49¢g
Vitamina B12 1ml Citrato férrico 29
Acido félico 2mg lodeto de potassio 0,29
Oleo de soja 50ml Sulfato de manganés 0,2g
Mistura de sais 329 Sulfato de zinco 0,099
Maisena 900g Sulfato de cobre 0,099
Misturar os sais e a Maizena®, reservar. Diluir as vitaminas no 6leo e
acrescenta-los a mistura. Adicionar agua destilada até dar o ponto para formar
0 biscoito, para entdo assar.
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Tabela 3. Composicéo das racbes comercial e manipulada (Adaptado de Costa,
2000).

Nutrientes Nutrilab Manipulada
Proteina 23% 0%
Carboidratos 72,6% 88,9%
Lipideos 5,4% 11,1%
Kilocalorias 4,21 Kcallg 4,05 Kcallg
Vitamina A 12.000 Ui 11.000 Ui
Vitamina D3 1.800 Ui 2.000 Ui
Vitamina E 30 mg 40 mg
Vitamina K; 10 mg
Vitamina B; 5 mg 5 mg
Vitamina B, 9 mg 10 mg
Vitamina Bg 7 mg 10 mg
Vitamina B, 20 mg 20 mg
Acido Fdlico 1 mg 2 mg
Biotina 1,5mg 2,5 mg
Nicotinamida 50mg
Niacina 60 mg 60 mg
Acido Pantoténico 20 mg 25 mg
Ferro 50 mg 50 mg
Zinco 60 mg 58 mg
Cobre 10 mg 10 mg
Manganés 60 mg 50 mg
Célcio 4207 mg
Potassio * 2765 mg
Sadio * 1226 mg
Magnésio * 606 mg

* dados ndo informados.

3.3 Perfusao

Animais nas idades pdés-natal (P) 10, P20, P30, P45 e P90 (n=5 por idade
estudada em cada grupo) foram anestesiados com pentobarbital (50mg/kg), tiveram
sua caixa toracica aberta por remocao do gradil costal para a exposicdo do coracao.
As solugbes de perfusédo foram infundidas no ventriculo esquerdo por intermédio de
uma canula. Uma pequena incisdo feita no atrio direito permitia o escoamento do
sangue e das solucbes apoOs percorrerem o sistema vascular do animal. Foram
utilizadas as seguintes solugdes: solucéo salina 0,9% que visava a remocao do
sangue do animal sem provocar coagulacdo sanguinea; solugdo de paraformaldeido

4% + glutaraldeido 2% que realizava a fixagdo dos tecidos; solugdo de
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paraformaldeido 4% + glutaraldeido 2% acrescida de sacarose a 10% que iniciava o
processo de crioprotecdo. A salina foi injetada em temperatura fisiologica a fim de
reduzir a vasoconstriccdo, e as demais solu¢des foram mantidas resfriadas a uma
temperatura em torno de 4°C durante todo o processo de perfuséo.

Ao término da perfusao, iniciava-se a disseccdo do encéfalo, para que esse
fosse mantido em uma solugéo fixadora acrescida de 10% de sacarose por 3 horas
a 4°C sendo, posteriormente, transferido para uma solucdo de tampéao fosfato 0,1M

pH 7,4 acrescido de sacarose a 20% durante a noite a 4°C.

3.4 Crioseccéao

Para realizar a criosecc¢do, cérebros foram aparados para serem cortados no
plano coronal e embebidos em meio de inclusdo (OCT tissue tek). O cérebro era
colocado em recipientes de papel aluminio e cobertos com o OCT, para entdo serem
congelados em nitrogénio liquido e cortados em critomo a -25°C. Cortes de 60 um
foram recolhidos em tampdo Tris para serem submetidos a reacdo da di-

hidronicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase (NADPH-d).

3.5 Histoquimica

Para avaliar a expressao/distribuicdo da ONS utilizamos a técnica da
histoquimica da NADPH-d. Os cortes recolhidos em placas de 24 pocos com 1 ml de
tampéao Tris-HCI 0,05M, pH 7,4, foram lavados 3 vezes com 0 mesmo tampao. Estes
cortes foram reagidos pela reacdo da NADPH-d direta, utilizando um protocolo
modificado de Hamani e col. (1999). O tempo de reacao foi de 60 a 90 minutos em
estufa a 37°C sob agitacado. A solugao de reacgao utilizada continha 100 ul de Triton
X-100 diluidos em 12 ml de tampao Tris-HCI 0,05M pH 7,4, onde foram
acrescentados 10mg de NADPH e 5 mg de azul de tetrazol (NBT) diluido em 100 pl
de dimetilsulféxido (DMSO). ApOs a marcacdo os cortes foram lavados 2 vezes em

tampéao Tris-HCI 0,05M pH 7,4, montados em laminas gelatinizadas e deixados para
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secagem durante a noite. Os cortes reagidos foram desidratados através da imerséo
das laminas em solu¢des crescentes de etanol por periodos de trés minutos (etanol
a 70%, 80%, 90%, 95%) e por cinco minutos em etanol absoluto, e
subsequentemente imersas em xilol por 10 minutos para clarificacdo. Posteriormente
os cortes foram cobertos com laminulas utilizando Entellan® (MERCK) como meio
de montagem.

As laminas foram observadas e fotografadas sob iluminacdo de campo claro

em um microscopio Olympus RX40 (Tokyo, Japan).

3.6 Terminologia utilizada

A identificacdo da citoarquitetura e a terminologia das areas do hipocampo
seguiram o0s critérios estabelecidos por Paxinos & Watson (1998) para animais

adultos (Bregma -3,14 a -4,3 mm).

3.7 Testes Comportamentais

Os animais nas idades de P40 (n=10 em cada grupo estudado) e P90 (n=11
em cada grupo estudado) foram submetidos aos seguintes testes comportamentais:
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e do Campo Vazado (CV), e na idade de P41 e
P91 ao teste do Labirinto Aquético Radial de Oito Bracos (LAROB). Todos os testes
foram feitos no mesmo ambiente, sempre a partir das 18h. Os animais testados em

P40 néo foram os mesmos animais testados em P90.

3.7.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os animais foram testados no LCE (figura 8), que é considerado como um dos
melhores testes para analise de ansiedade em modelos experimentais, sendo
frequentemente utilizado para a avaliacdo do efeito de drogas ansioliticas (Sala-

Roca e col., 2002; Carobrez e Bertoglio, 2005). Antes do inicio de cada teste, as
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gaiolas dos animais foram transportadas para a sala de teste, local em que os
animais foram ambientados por 1 h antes do teste. O equipamento tem formato em
cruz e consiste em 2 bracos abertos (BA: 10 cm de largura x 50 cm de
comprimento), 2 bracos fechados (BF: 10 cm de largura x 50 cm de comprimento x
40 cm de altura), dispostos perpendicularmente, e uma area central (CN) entre os
bracos, elevados 50 cm acima do ch&o. Os ratos foram colocados individualmente
no centro do equipamento, virados para um dos bracos abertos, tendo 5 min para
explorar o labirinto. Apds o término de cada teste, o LCE era limpo com um pano
umedecido com alcool com o intuito de eliminar as excretas e minimizar odores que
pudessem interferir no comportamento dos demais animais a serem testados. Todos
os testes foram filmados por uma camera de video posicionada a 1,60 m acima do
LCE para analise posterior. A andlise comportamental foi feita a partir dos videos. As
variaveis analisadas foram: 1) o tempo de permanéncia no braco aberto (Tempo
BA); 2) o percentual de tempo de permanéncia no brago aberto (%Tempo BA: o
tempo de permanéncia no BA foi dividido pelos tempos de permanéncia no BA e
BF); 3) o numero de entradas no braco aberto (Entradas BA); 4) o percentual de
entradas no braco aberto (%Entradas BA: o percentual de entradas no braco aberto
foi dividido pelos numeros de entradas no BA e BF), 5) o numero de entradas no
braco fechado (Entradas BF); 6) o percentual de tempo no centro (%Tempo CN: o

tempo de permanéncia no CN foi dividido pelo tempo total de teste).
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Figura 8. Fotografia do Labirinto em Cruz Elevado (LCE - vista superior).

3.7.2 Campo Vazado (CV)

Os animais foram testados no CV (figura 9) para avaliar os niveis de busca por
novos estimulos (“busca pela novidade”) (File e col., 2001) e ansiedade (Abreu-
Villaga e col., 2006). Antes do inicio de cada teste, as gaiolas dos animais foram
transportadas para a sala de teste onde os animais foram ambientados por 1 h. O
equipamento de teste tem formato de uma arena retangular com (83 cm x 63 cm x
40 cm). A arena apresenta 16 orificios (4 cm de diametro) distribuidos de forma
regular onde o animal pode inserir a narina para explorar. Para iniciar o teste, 0
animal foi posicionado voltado para um dos quatro cantos e podera explorar a arena
por 5 min. Apés o término de cada teste, o CV era limpo com um pano umedecido
com alcool com o intuito de eliminar as excretas e minimizar odores que pudessem
interferir no comportamento dos demais animais a serem testados. Todos os testes
foram filmados por uma camera de video posicionada a 2 m acima do CV para
analise posterior. As variaveis avaliadas foram: 1) o nimero de orificios explorados
com a cabeca no centro do equipamento de teste; 2) o numero de orificios
explorados com a cabeca na periferia (borda); 3) o nimero total de orificios

explorados (centro + borda); 4) % de orificios explorados coma cabeca no centro.
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Figura 9. Fotografia do Campo Vazado (CV — vista superior).

3.7.1 Labirinto Aquatico Radial de Oito Bracos (LAROB)

Os animais foram testados no LAROB (figura 10) que tem sido utilizado para
avaliar diferentes aspectos da memoéria e da aprendizagem (Xavier e col., 1999).
Antes do inicio de cada teste, as gaiolas dos animais foram transportadas para a
sala de teste que tinha as mesmas condi¢cdes de temperatura do biotério, sendo que
os animais foram ambientados por 1 h antes do inicio dos testes. O LAROB é
composto por uma arena central com 41 cm de didmetro com oito bracos
retangulares radialmente dispostos em relacdo a arena central formando uma
espécie de asterisco (bracos: 29 cm comprimento x 13 cm de largura x 40 cm de
altura). O LAROB foi preenchido com agua (26°C) com uma profundidade de 34 cm
logo, os ratos ndo conseguiam tocar o fundo com as patas ou com a cauda, assim
nao permitindo sua saida do aparelho. Na extremidade final de cada um de seus
bracos pode ser posicionada uma plataforma a 1 cm abaixo da superficie que
permite ao animal escapar do labirinto (plataforma de escape: 8 cm de comprimento
x 10 de largura). Uma tinta atoxica (tinta guache) foi utilizada para tornar a agua
opaca sendo assim, ndo permitindo a visualizacéo da plataforma de escape. O teste
foi iniciado colocando o animal no centro da piscina em diregcdo a um dos bracos

sem a plataforma, sendo mantido esse posicionamento do animal durante todo o
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periodo de teste (foi feito durante cinco dias consecutivos com quatro tentativas por
dia) com intervalo de 10 minutos entre uma tentativa e outra. O animal teve dois
minutos para achar a plataforma. Caso o animal ndo a encontrasse, ele era levado
para a plataforma, sendo deixado por 20 s sobre a mesma. Para 0s quatro primeiros
dias, a plataforma foi mantida na sua posi¢ao original. No quinto dia, a plataforma foi
colocada no braco oposto ao seu posicionamento original (probe trial). A sala de
teste tinha fixadas a parede pistas espaciais, que nada mais eram do que placas de
acrilico de cor preta, para orientar os animais. Entre cada teste os residuos
presentes na agua foram retirados. Os testes foram gravados por uma camera de
video posicionada a 1,30 m acima do LAROB para andlise posterior. O parametro

avaliado foi a laténcia (segundos) para encontrar a plataforma de escape.

Figura 10. Fotografia do Labirinto Aquético Radial de Oito Bracos (LAROB - vista
superior obliqua).

3.8 Estatistica

Todas as distribuicdes de dados foram avaliadas quanto & normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para uma amostra. As avaliagbes de
normalidade foram feitas para cada grupo experimental separadamente. Para
valores de P = 0,05 (bi-caudal), as distribuicdes foram consideradas paramétricas e

as analises posteriores foram realizadas considerando-se esta caracteristica. Para
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valores de P < 0,05 (bi-caudal), as distribuicbes foram consideradas nao-
paramétricas. Os dados com distribuicdo paramétrica serdo apresentados como
meédias + erros padrdo das médias.

A analise dos comportamentos apresentados no LCE iniciou-se com uma
ANOVAmM em que os seguintes fatores foram utilizados: IDADE (P40 e P90), e
GRUPO. As variaveis analisadas foram: Tempo BA, %Tempo BA, Entradas BA,
%Entradas BA, Entradas FC e %Tempo CN. Para o CV, o efeito da malnutricdo
protéica nos numeros de orificios explorados com a cabeca no centro e na borda do
equipamento de teste bem como o numero total de orificios explorados nas duas
idades foram inicialmente analisado através de uma ANOVAm. Os fatores utilizados
foram o GRUPO e a IDADE. O desempenho de memoria e aprendizado no LAROB
foi inicialmente analisado através de uma ANOVAr com o0s seguintes fatores:
GRUPO e IDADE. Os fatores de repeticao foram o DIA (1° ao 4°) e a TENTATIVA
(12 a 4?). A variavel analisada foi a laténcia para encontrar a plataforma. Os
resultados do quinto dia de teste (probe trial) foram também analisados através de
uma ANOVAr com os mesmos fatores indicados anteriormente. No entanto, como
fator de repeticao foi utilizada somente a TENTATIVA.

Para a realizacdo das ANOVAs de repeticdo, inicialmente era testada a
hip6tese de que a matriz de covariancia das variaveis dependentes eram similares
entre grupos pelo teste de Box. Em seguida, testou-se a hipotese de que as
variancias de erro das variaveis dependentes eram similares entre grupos pelo teste
de Levene. Finalmente, a hip6tese de esfericidade era testada pelo teste de
Mauchley. A esfericidade assume igualdade de variancias para todos os pares das
medidas realizadas com repeticdo. Cumpre ressaltar que o teste de Mauchley é
altamente sensivel as violagdes de normalidade (Keselman e col.,, 1980). Na
situacdo de rejeicao de esfericidade optou-se por corrigir o nimero de graus de
liberdade da analise de variancia através do parametro € (Huynh e Feldt, 1976).

Os efeitos de fatores individuais foram considerados significativos quando P <
0,05 (bi-caudal). Para interacdes entre fatores, nos casos em que P < 0,10 (bi-
caudal) os fatores interativos foram separados e as ANOVAs repetidas para verificar
se os efeitos eram mantidos (Snedecor e Cochran, 1967).
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Quando necessario, ANOVAs de menor ordem seguidas do teste de Fisher
para comparacgOes par a par (Fisher protected least square difference test do original

em inglés) foram utilizados post-hoc para as analises paramétricas.

4 RESULTADOS
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4.1 Histoquimica NADPH-d

Avaliamos a distribuicdo da marcacdo para NADPH-d no hipocampo de ratos
do grupo malnutrido em comparagcdo com 0s ratos do grupo controle ao longo do
desenvolvimento pos-natal. A marcagdo para NADPH-d no hipocampo de animais
com 10, 20, 30, 45 e 90 dias pOs-natal esta presente em corpos e prolongamentos
celulares, neurdpila e vasos sanguineos. Na figura 11, observamos nos animais P10
0 padrdo de marcacgdo consistiu em uma marcacéao uniforme da neurépila com maior
intensidade de marcacdo no stratum pyramidale. Em P20 observamos uma
marcacao menos intensa de neurépila e maior intensidade de marcacdo no stratum
pyramidale comparado em P10. A partir de P30 notamos uma redugdo na
intensidade de neurdpila, entretanto o stratum pyramidale encontra-se intensamente
marcado, como observado em P20. Nos animais P45 observamos padréao
semelhante de neurépila e do stratum pyramidale em P30. Em P90, notamos uma
fraca marcacdo de neuropila e reducdo da intensidade de marcacdo do stratum
pyramidale em relacdo a P45.
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Figura 11. Padrdo de marcacdo da NADPH-d no hipocampo de ratos ao longo do
desenvolvimento. P10 (A e B), P20 (C e D), P30 (E e F), P45 (G e H) e P90 (I e J).
Grupo controle (A, C, E, G e I) e grupo malnutrido (B, D, F, H e J). Barra de
calibracdo: 50 um.
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4.1.1 Animais com 10 dias p6s-natal

Giro denteado

Nos animais do GC, a camada polimérfica no hilo do DG apresentou diversos
corpos celulares intensamente marcados em contraste com a camada granular do
DG e da regido CA3 onde observamos pouca marcacao em corpos celulares (figura
12A). Na figura 12C podemos observar também a marcacao de prolongamentos das
células da camada polimorfica na regido do hilo. Nos animais do GM a quantidade
de células NADPH-d positivas (NADPH-d+) na camada polimérfica no hilo foi bem
maior do que no GC (figura 12D). Esse aumento é ainda mais evidente na parte da
camada polimoérfica localizada logo acima de CA3. A camada granular e a CA3
também se encontra bem mais definida pela marcacdo nestes animais em relacéo
ao do GC (figura 12B). Os prolongamentos das células marcadas em todo DG
nestes animais apresentam-se bem definidos. Observamos uma intensa marcacao
de vasos sanguineos. Nos animais do grupo malnutrido foi observada menor

intensidade de marcac¢éo de vasos sanguineos.
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Figura 12. Padrdao de marcacdo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 10 dias
pés-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada
molecular, CG — camada granular, CP — camada polimérfica, CA3 — corno de
Ammon 3. Notar um aumento do numero de células NADPH+ na CP do grupo

malnutrido. Barra de calibragéo: A e B 50 um; C e D 100 pm.
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Corno de Ammon 1
Foram observados diferentes padrdes de marcacéo nos diferentes estratos que
formam a regido CAL. No stratum oriens poucas células NADPH-d positivas podem
ser observadas e ndo foi observada diferenca entre o GC e GM. O stratum
pyramidale encontra-se intensamente marcado com diversos corpos celulares em
evidéncia no GC (figura 13A). A intensidade de marca¢do ndo muda no GM, porém,
a quantidade de células NADPH-d+ foi aparentemente menor. Podemos observar no
stratum radiatum de animais do GC alguns prolongamentos marcados com a
marcagado mais concentrada em corpos celulares. Foi observado maior nimero de
células marcadas para NADPH em relacdo ao GC. No stratum lacunosum-
moleculare foram observadas poucas células NADPHd+ em ambos 0s grupos, no
entanto, em animais do GM as células marcadas apresentaram prolongamentos

mais longos e definidos.

Corno de Ammon 3

Na regido CA3 os diferentes estratos também apresentaram particularidades
no padrdo de marcacdo. No GC podemos observar poucos corpos e
prolongamentos celulares marcados para NADPH-d no stratum oriens. O stratum
pyramidale apresentou-se intensamente marcado possuindo células NADPH+. Nos
stratum lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare diversos corpos celulares
marcados foram observados sendo que a maior parte destes estava presente no
stratum radiatum (figura 13C).

No GM (figura 13D) foi observada reducdo do niumero de células NADPH+ no
stratum oriens, porém uma maior densidade celular pode ser observada no stratum
pyramidale em relacdo ao GC. A densidade de células marcadas nos stratum

lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare foi maior em relacdo ao GC.
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Figura 13. Padrdo de marcacdo da NADPH-d no Corno de Ammon de ratos com 10
dias p6s-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). Ae B—-CAl;Ce
D — CA3. SO - stratum oriens, SP — stratum pyramidale, SR — stratum radiatum,
SLM — stratum lacunosum-moleculare, SL — stratum lucidium. Notar na CA1 o SP
apresenta intensa marcacdo em ambos 0s grupos, porém o GM apresenta menor
densidade de células NADPH+, ao contrario do SR maior nimero de células
marcadas em relacdo ao GC. Na CAS3, notar uma reducdo do numero de células
NADPH+ no SO, porém uma maior densidade foi observada no SP, SL, SR e SLM
em relacdo ao GC. Barra de calibragdo: 50 pm.
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4.1.2 Animais com 20 dias p6s-natal

Giro denteado

Nos animais controle algumas células com seus prolongamentos apresentaram
intensa marcagdo na camada polimorfica do giro denteado, no entanto esta
marcacao foi bem menor do que a observada em P10. A camada granular do DG e a
CA3 apresentam poucas células NADPH-d positivas (figura 14A). Nos animais do
GM (figura 14B) o padrdo de marcacdo da camada polimérfica do giro denteado
apresentou menor quantidade de células marcadas para NADPH-d em relagdo ao
GC, esta marcagdo estava presente nos corpos e nos prolongamentos celulares
(figura 14D).

Corno de Ammon 1

A marcacéo para NADPH-d na regido CA1 do GC em P20 consistiu em poucos
corpos celulares no stratum oriens em contraste com o stratum radiatum e
lacunosum-moleculare onde observamos algumas células NADPH positivas. O
stratum pyramidale encontra-se intensamente marcado e diversos corpos celulares
podem ser observados (figura 15A).

No GM em P20 (figura 15B) néo foi observada diferenca em relagdo ao padréao
de marcagao para NADPH-d no stratum oriens, com poucos corpos celulares
marcados. Em contraste, no stratum radiatum e no stratum lacunoso-moleculare do
GM, foi observada menor quantidade de corpos celulares marcados. O padrdo de
marcacgao para NADPH-d no stratum pyramidale consistiu em uma intensa marcacao

semelhante ao observado no GC.

Corno de Ammon 3

Foi observada pouca marcacdo de corpos celulares no stratum oriens tanto em
animais do GC como do GM. O padrédo de marcacéo no stratum pyramidale consistiu
em uma intensa marcacao e presenca de poucos corpos celulares marcados em
ambos os grupos. Um aumento da quantidade de células marcadas foi observado
nos stratum lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare de animais do GM em
relacdo ao GC (figura 15C e 15D).
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Figura 14. Padrao de marcacdo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 20 dias
pés-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada
molecular, CG — camada granular, CP — camada polimorfica, CA3 — Corno de
Ammon 3. Notar um menor niumero de células NADPH+ no grupo malnutrido. Barra
de calibracdo: A e B 50 um; C e D 100 pm.
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Figura 15. Padrdao de marcacdo da NADPH-d no Corno de Ammon de ratos com 20
dias pos-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). Ae B—-CAl;Ce
D — CA3. SO - stratum oriens, SP — stratum pyramidale, SR — stratum radiatum,
SLM - stratum lacunosum-moleculare, SL — stratum lucidium. Na CAl1 o GM
apresenta menor densidade de células NADPH+ no SR e SLM em relagédo ao GC.
Na CA3, notar um aumento no numero de células no SL, SR e SLM. Ambos os
grupos apresentam uma intensa marcagao no SP. Barra de calibragdo: 50 pm.
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4.1.3 Animais com 30 dias p6s-natal

Giro denteado

No DG de animais do GC a distribuicdo de células marcadas na camada
polimorfica foi semelhante ao observado em animais P20 deste mesmo grupo com
corpos e prolongamentos celulares marcados dispersos por esta regiao (figura 16A).
Algumas células marcadas de formato piramidal, também podem ser observadas na
camada granular com um grande prolongamento apical marcado. (figura 16C). Nos
animais do GM poucas células marcadas para NADPH-d dispersas pela camada
polimorfica no hilo podem ser observadas, no entanto, uma fileira de células
NADPH-d+ pode ser observada justaposta a camada granular (figura 16B e 16D).

Poucas células podem ser observadas na camada granular e na camada molecular.

Corno de Ammon 1

Em P30 o padrdo de marcacdo na regido CAl do hipocampo de animais do
grupo controle consistiu em poucas células NADPH positivas no stratum oriens,
intensa marcacdo do stratum pyramidale, onde foram observados diversos corpos
celulares marcados e intensa marcacdo para corpos celulares nos stratum radiatum
e lacunosum-moleculare (figura 17A). No GM algumas células marcadas pela
NADPH-d podem ser observadas no stratum oriens e ha um aumento na intensidade
da marcacao e na quantidade de células NADPH+ no stratum pyramidale em relacéo
ao GC, ja nos stratum radiatum e lacunosum-moleculare a marcacdo de corpos

celulares foi menor quando comparado ao grupo controle (figura 17B).

Corno de Ammon 3

Na regido CA3 a uma nitida diferenca no padrdo de marcacao entre 0os animais
do GC e GM. Animais GM apresentaram um numero de células intensamente
marcadas pela NADPH-d bem maior do que os animas do GC em todos 0s estratos
(figura 17C e 17D).
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Figura 16. Padrdo de marcacédo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 30 dias
pés-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada
molecular, CG — camada granular, CP — camada polimorfica, CA3 — Corno de
Ammon 3. Notar no GM poucas células NADPH+ na CP, onde as células encontram-
se justapostas a CG. Barra de calibragdo: A e B 50 um; C e D 100 pm.
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Figura 17. Padrédo de marcacdo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 30 dias
pés-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). Ae B—-CAl1; CeD -
CA3. SO - stratum oriens, SP — stratum pyramidale, SR — stratum radiatum, SLM —
stratum lacunosum-moleculare, SL — stratum lucidium. Notar na CA1 uma maior
intensidade do SP no GM e menor densidade celular no SR e SLM em relagéo ao
grupo controle. Na CA3 notar maior densidade de células NADPH+ em todos os
estratos.Barra de calibracdo: 50 pum.
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4.1.4 Animais com 45 dias p6s-natal

Giro denteado

Diversas células intensamente marcadas pela NADPH-d podem ser
observadas na camada polimérfica do giro denteado, localizadas mais proximas a
lamina interna em animais do GC (figura 18A) em contraste com os animais do GM
onde raras células foram observadas. A camada granular dos animais do GM
apresentou-se mais marcada e mais delgada do que o GC e na camada molecular
do DG (figura 18B).
Corno de Ammon 1

A marcacao para NADPH-d foi bastante semelhante em ambos 0s grupos de
animais nesta idade. Foram observadas leves diferencas na intensidade de
marcacdo do stratum radiatum que mostrou-se menos intensamente marcado em
animais do GM. Corpos celulares marcados foram observados dispersos por este

estrato em animais GC o0 mesmo nao sendo observado no GM. (figura 19A e 19B).

Corno de Ammon 3

Esta regido apresentou o padrédo de marcacao semelhante ao observado para
CAl. As diferencas observadas entre os dois grupos de animais também parece
prevalecer aqui. Em animais do GC varios corpos celulares dispersamente
distribuidos pelo stratum radiatum o diferenciam do GM onde foi observada pouca

marcacao nestas células. (figura 19C e 19D).
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Figura 18. Padrédo de marcacdo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 45 dias
pés-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada
molecular, CG — camada granular, CP — camada polimorfica, CA3 — Corno de
Ammon 3. Notar no GM poucas células NADPH+ na CP em relagéo ao GC. Barra de
calibracdo: A e B 50 um; C e D 100 pm.
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Figura 19. Padrédo de marcacédo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 45 dias
pés-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). Ae B—-CAl1; CeD -
CA3. SO - stratum oriens, SP — stratum pyramidale, SR — stratum radiatum, SLM —
stratum lacunosum-moleculare, SL — stratum lucidium. Na regido CA1 e CA3 o0 GM
apresenta uma menor intensidade de marcagdo, com poucos corpos evidentes em
relacdo ao GC. Barra de calibragao: 50 pm.
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4.1.5 Animais com 90 dias p6s-natal

Giro denteado

Poucas células marcadas estao presentes na camada polimoérfica do DG nesta
idade em ambos os grupos estudados (figura 20A e 20B). Na camada molecular
algumas células apresentam marcacdo nos animais do GC, a marcacdo desta
camada no DG de animais do GM apresentou-se bem uniforme com raras células
NADPH-d+.

Corno de Ammon 1

No GC (figura 21A) no stratum oriens poucas células apresentam-se marcadas,
engquanto no stratum pyramidale observamos diversos corpos celulares marcados.
Poucas células NADPH positivas foram observadas no stratum radiatum. No GM
(figura 21B) foram observadas poucas células marcadas no stratum oriens. O
stratum pyramidale e stratum radiatum apresentam maior quantidade de células

NADPH positivas em relagcdo ao grupo controle.

Corno de Ammon 3

O padrao de marcacdo da NADPH na regido CA3 no hipocampo de animais do
GC (figura 21C) consistiu em uma leve marcacdo de vasos sanguineos e intensa
marcacdo de corpos celulares. O stratum oriens apresenta pouca marcacdo de
corpos celulares. Uma quantidade de células marcadas foi observada no stratum
lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare. Nos animais do GM (figura 21D), o
padrdo de marcacdo consistiu em uma leve marcacdo de vasos sanguineos.
Observamos padrdo de marcacdo semelhante ao GC no stratum oriens. Foi
observada uma menor quantidade de células marcadas pela NADPH-d no stratum

pyramidale, lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare em relagéo ao GC.
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Figura 20. Padrédo de marcacédo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 90 dias
pés-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada
molecular, CG — camada granular, CP — camada polimorfica, CA3 — Corno de
Ammon 3. Notar poucas células marcadas na CP do DG em ambos 0s grupos
estudados. Barra de calibragcdo: A e B 50 um; C e D 100 pm.
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Figura 21. Padrédo de marcacdo da NADPH-d no giro denteado de ratos com 90 dias
pés-natal Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). AeB—-CAl;CeD -
CA3. SO - stratum oriens, SP — stratum pyramidale, SR — stratum radiatum, SLM —
stratum lacunosum-moleculare, SL — stratum lucidium. Notar na CAl1 e na CA3
reducdo da intensidade de marcacdo no SP em ambos os grupos. Na CA3 o GM
apresenta menor densidade de células marcadas no SL, SR e SLM em relacdo ao
grupo controle. Barra de calibragdo: 50 pm.
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4.2 Comportamento

4.2.1 Comportamento associado a ansiedade

Avaliamos o comportamento associado a ansiedade nos animais em P40 e P90
através do LCE. A ANOVA néo indicou efeitos significativos da IDADE ou
TRATAMENTO, como também nao indicou interacédo entre IDADE x TRATAMENTO,
para todas as variaveis analisadas (figuras 22 a 25).
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Figura 22. Tempo no braco aberto (A) e percentual de tempo no braco aberto (B)
segmentados por grupo e idade. Nao foi observado efeito significativo da malnutricdo
protéica para ambas as idades. Valores sdo médias + EPM.
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Figura 23. Numero de entradas no braco aberto (A) e percentual de entradas no
brago aberto (B) segmentados por grupo e idade. N&o foi observado efeito

significativo da malnutricdo protéica para ambas as idades. Valores sdo médias *
EPM.
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Figura 24. Namero de entradas no braco fechado segmentados por grupo e idade.
N&o foi observado efeito significativo da malnutricdo protéica para esta variavel.
Valores sdo médias + EPM.
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Figura 25. Percentual de tempo no centro segmentado por grupo e idade. Nao foi
observado efeito significativo da malnutricdo protéica para esta variavel. Valores sao
médias = EPM.
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4.2.2 Comportamento associado a atividade explorat6ria

Avaliamos a atividade exploratéria nos animais em P40 e P90 através do CV. A
ANOVA global indicou efeitos significativos do TRATAMENTO e interacdo entre
IDADE x TRATAMENTO para as variaveis derivadas das contagens de orificios
explorados — total e orificios explorados na periferia do CV. ANOVAs de menor
ordem foram realizadas para cada uma das idades (P40 e P90) separadamente.

N&o foram observados efeitos significativos da malnutricdo protéica em P40
para as seguintes variaveis (P>0,05 em todos 0s casos):

¢ Orificios explorados - total (figura 26);

e Orificios explorados na periferia (figura 27);

¢ Oirificios explorados no centro (figura 28);

e Percentual de Orificios explorados no centro (figura 29).

A malnutricdo causou um aumento significativo no valor médio das seguintes
variaveis analisadas em P90:

¢ Orificios explorados totais (F=7,531; gl=1; P=0,017) (figura 26);
e Orificios explorados na periferia (F=8,145; gl=1; P=0,014) (figura 27).

Ndo foram observados efeitos significativos em P90 da malnutricdo protéica
para todas as variaveis estudadas no campo vazado (P>0,05 em todos 0s casos).

¢ Oirificios explorados no centro (figura 28);

e Percentual de Orificios explorados no centro (figura 29).
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Figura 26. Numero total de orificios explorados segmentado por grupo e idade.
Notar que em P90 os animais do grupo malnutrido apresentam aumento dos valores
médios no numero de orificios explorados. Nao foi observado efeito significativo da
malnutricdo protéica para os animais em P40. Valores sdo médias + EPM. *P<0,05.

CV - Borda

[any
N
]

=
o
I

(o]
I

Orificios Explorados (borda)
[ep)

P40 P90
Idade

OCONTROLE BDIETA

Figura 27. Numero de orificios explorados na periferia do CV segmentado por grupo
e idade. Notar que em P90 os animais do grupo malnutrido apresentam aumento dos
valores médios no numero de orificios explorados na borda. Nao foi observado efeito
significativo da malnutricdo protéica para os animais em P40. Valores sdo médias *
EPM. *P<0,05.
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Figura 28. Numero de orificios explorados no centro segmentado por grupo e idade.
N&o foi observado efeito significativo da malnutricdo protéica para esta variavel.
Valores sdo médias + EPM.
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Figura 29. Percentual de orificios explorados no centro segmentado por grupo e
idade. N&o foi observado efeito significativo da malnutricgdo protéica para esta
variavel. Valores sdo médias £ EPM.
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4.2.3 Memodria e aprendizado

Avaliamos a memoria e aprendizado nos animais em P41 e P91 através do
LAROB. A ANOVA com medidas repetidas para o LAROB indicou interacéo
significativa IDADE x TRATAMENTO x DIA (P<0,05 em ambas as comparacoes).
Assim sendo, ANOVAs com medidas repetidas foram realizadas para cada uma das
idades (P40 e P90) separadamente.

A malnutricdo protéica restrita aos 10 primeiros dias da lactacdo ndo afetou o
desempenho de memodria e aprendizado, medido pela laténcia para encontrar a
plataforma no LAROB, nos animais testados em P40 (P>0,10) (figura 30A). O grupo
malnutrido e o grupo controle apresentaram uma melhora progressiva do
desempenho entre 0 1° e o0 4° dia de testes. Ndo observamos diferencas entre os
grupos no 5° dia de testes (probe trial) (figura 31A).

Para os animais testados em P90 verificou-se que a malnutricdo protéica ndo
afetou de forma significativa o desempenho de memoaria e aprendizado, medido pela
laténcia para encontrar a plataforma, no LAROB (figura 30B). Tanto o grupo
malnutrido quanto o grupo controle apresentaram melhora no desempenho entre o
1° e 0 4° dia de testes. Observamos a laténcia para encontrar a plataforma do grupo
malnutrido no 1° dia é significativamente melhor (F=5,213; gl=1; P=0,033) do que o
grupo controle. Diferencas significativas ndo sdo mais encontradas a partir do
segundo dia de testes. Também nao foram observadas diferencas entre 0s grupos

no 5° dia de testes (probe trial) (figura 31B).
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Figura 30. Laténcia para encontrar a plataforma em P40 (A) e P90 (B) ao longo de
todos os dias de teste. Notar que em P90 os animais do grupo malnutrido
apresentam um desempenho melhor no primeiro dia de teste do que os animais
controle. Valores sdo médias = EPM. * P < 0,05.
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Figura 31. Laténcia para encontrar a plataforma em P40 (A) e P90 (B) no 5° dia de
testes (probe trial). Nao foi observado efeito significativo da malnutricdo protéica
para esta variavel. Valores sdo médias + EPM.
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5 DISCUSSAO

5.1 Histoquimica

No presente estudo, avaliamos os efeitos da malnutricdo protéica durante os 10
primeiros dias da lactacdo na distribuicdo da marcacdo da NADPH-d no hipocampo
de ratos ao longo do desenvolvimento. No GM em P10 observamos maior densidade
de células marcadas pela NADPH-d na CP do DG em comparagdo ao GC. Ambos
0S grupos apresentaram uma intensa marcacdo de vasos sanguineos, entretanto
esta era menos intensa no GM. Na regido CAl, o stratum pyramidale apresentou-se
intensamente marcado, porém o GM apresentou menos células NADPH-d+. Em
P20, ambos os grupos estudados apresentaram uma reducdo na intensidade de
marcacao na camada polimoérfica em comparagcdo ao observado em P10. No GM o
padrdo de marcacdo da camada polimorfica apresentou menor densidade de células
marcadas. Nos animais em P30 o GM apresentou poucas células marcadas para
NADPH-d dispersas pela camada polimoérfica. Na CA1 o GM apresentou um
aumento na intensidade da marcacao e densidade de células NADPH+ no stratum
pyramidale. Em P45 poucas células foram observadas no DG no GM. Observamos
uma reducdo da intensidade de marcacado do stratum pyramidale comparado aos
animais em P30 em ambos os grupos estudados. Aos 90 dias de vida, ambos os
grupos apresentaram poucas células marcadas na CP, entretanto foi observada uma
reducdo da intensidade de marcacao do corno de Ammon nos dois grupos, a regiao
CAl1l do GM apresentou maior densidade de células marcadas. Na CA3 o GM
apresentou uma reducao na intensidade de marcacao em relacao ao GC.

Como ja mencionado, estudos histoquimicos da ONS sao baseados na
atividade da NADPH-d, que funciona assim como um marcador histoquimico
especifico para neurénios que produzem ON (Hope e col., 1991). Valtschanoff e col,
1992, demonstraram melhora na marcacdo da NADPH-d na medula espinhal de
ratos, usando fixadores contendo altas concentracbes de glutaraldeido. A ONSnh é
citoplasmatica, diferindo da ONSe que em grande parte é associada a membrana

(Pollock e col., 1991; Schmidt e col.,, 1992a). A fixacdo com glutaraldeido é
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irreversivel e produz mais ligacdes cruzadas do que o formaldeido (Dinerman e col.,
1994) e preserva melhor a isoforma endotelial da ONS. Através da utilizacdo de
fixadores contendo glutaraldeido, além das células endoteliais nos vasos
sanguineos, corpos e prolongamentos celulares no stratum pyramidale na regido
CA1 sao observados (Dinerman e col., 1994; Vaid e col., 1996).

Durante o periodo pré-natal e pds-natal, os nutrientes sdo importantes para a
manutencdo do crescimento e para o desenvolvimento normal de todas as funcdes
fisiolégicas. O periodo da lactacdo € considerado um periodo critico do
desenvolvimento, onde um insulto nutricional pode afetar e deixar marcas no SNC.
Nossos dados mostraram uma intensa marcacdo para NADPH-d nos vasos
sanguineos nos animais controle em P10, porém a intensidade de marcacao reduz
ao longo do tempo. Esta maior intensidade de marcacdo em vasos sanguineos nos
animais P10 GC pode ser explicado pela maior necessidade de nutrientes em uma
fase de intenso metabolismo provocado por uma maior proliferagdo celular,
crescimento axonal e sinaptogénese que ocorre na maturacdo desta estrutura. A
producdo de Oxido nitrico pela ONSe levaria a uma vasodilatacdo que permitiria 0
aumento do aporte nutricional necessario. O ON é importante para a regulacdo do
fluxo sanguineo associado com o aumento da demanda energética nessa idade,
onde os nutrientes possuem papel importante no desenvolvimento do SNC. A
reducdo da marcacéo de vasos no grupo malnutrido pode ter relacdo com o fato de
termos observado uma maior marcacao de células no hipocampo destes animais,
pois, a uma producdo aumentada de ON pelas células pode inibir, por
retroalimentacdo negativa, a expressdo de outra NOS, como por exemplo, a do
endotélio (Garthwaite e col., 2004).

Durante estagios precoces do desenvolvimento o hipocampo apresenta altos
niveis de expressdo da ONS nas células piramidais e nas células granulares. Ao
longo do tempo, o padréo de marcacao reduz e neurénios maduros apresentam uma
marcacgao mais fraca (Bredt e Snyder, 1994; Yan e Riback, 1997). O ON participa de
diversos processos celulares incluindo a neurogénese e a diferenciacdo celular
(Bayram e col. 2002; Pinnock e col. 2007; Zhou e col. 2007). O ON esta envolvido na
regulacdo da proliferacdo celular e no desenvolvimento de células neurais no

sistema nervoso e exerce um papel regulador da proliferacdo celular no cérebro
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adulto de mamiferos. As isoformas constitutivas da ONS, ONSn e ONSe, séo
encontradas no tecido nervoso (Feldman e col. 1993). No hipocampo, a ONSn é
encontrada em neurbnios e a ONSe também esta presente em neurbnios e nas
células endoteliais (Dinerman e col. 1994). A ONSi é expressa por glia reativa em
estados patoldgicos do SNC.

Nosso trabalho mostrou que animais do GM em P10 apresentaram maior
densidade de células NADPH-d positivas na camada polimérfica do hilo do DG em
relacdo ao GC. Pode-se explicar esse aumento no niumero de células NADPHd+
considerando que a malnutricdo pode ter aumentado a neurogénese nesses animais
e assim, maior numero de células expressando a ONS. Embora a maior parte das
células que apresentam atividade NADPHd+ tenham morfologia neuronal, também
ndo podemos descartar a possibilidade da expressdo da ONSi nos animais
malnutridos, principalmente nesta etapa precoce do desenvolvimento, onde pode
ocorrer a reatividade glial.

O processo de neurogénese ocorre principalmente na zona subgranular (SGZ)
do giro denteado hipocampal e na zona subventricular (SVZ). As células da SVZ dos
ventriculos laterais sdo as responsaveis pela neurogénese hipocampal, produzindo
células progenitoras que migram para as zonas neurogénicas e proliferam para
produzir os neurdnios granulares (Bull e Bartlett., 2005). Em ratos, o pico de
neurogénese no giro denteado acontece em P7-P10 (Bayer e Altman, 1995). Ja foi
demonstrado que a restricdo energética aumenta a neurogénese no hipocampo de
ratos adultos (Lee e col., 2000; 2002a). Lobo e col, 2008, utilizando um modelo de
malnutricdo onde os animais receberam uma ragdo contendo 8% de proteina
durante a gestacdo e lactacdo, demonstraram que a restricdo protéica aumentou a
proliferacdo de células-tronco/progenitoras na SVZ de ratos em P21 e diminuiu em
P90.

Moritz e col., 1999, demonstraram que animais jovens, aos sete dias de vida,
apresentavam uma intensa marcacgao para NADPH-d no giro denteado. Entretanto,
na fase adulta foi observada uma marcacdo mais fraca no giro denteado. O
desenvolvimento do padrdo da distribuichio da NADPH-d correlaciona-se com o
padrao temporal de desenvolvimento do hipocampo e a marcacao persiste no

periodo pds-natal até a idade adulta.
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A partir de P20, a densidade de células marcadas para NADPH-d foi
gradativamente menor quando comparado aos animais em P10. Quando avaliamos
0 padrdo de marcacdo no GM, observamos menos células marcadas na regiao do
giro denteado em relacédo ao GC. O padréo observado no grupo malnutrido em P20,
permanece semelhante ao observado em P30 e P45, onde poucas células marcadas
puderam ser observadas. Aos 90 dias de vida, ambos 0s grupos, apresentaram o
mesmo padrdo de marcacdo, com poucas células evidentes no giro denteado. Estes
resultados demonstram que a malnutricdo alterou a distribuicdo da NADPH-d, e
portanto, da enzima ONS, temporalmente, ao longo do desenvolvimento, no entanto,
ocorreu recuperacao do padrao normal desta distribuicdo na vida adulta. O fato da
distribuicdo da ONS estar alterada em fases iniciais do desenvolvimento hipocampal,
e portanto em um periodo critico, pode levar a modificacbes permanentes na
circuitaria deste nucleo que se mantenham até a vida adulta com implicacdes no
comportamento destes animais.

Além disto, no corno de Ammon observamos em P10 que o stratum pyramidale
encontrava-se intensamente marcado em ambos 0s grupos. Entretanto, o grupo
malnutrido apresentou menor nimero de células NADPH-d+ no stratum pyramidale.
Nos animais P20 a regido CAl apresentou-se intensamente marcada no GM e no
GC onde diversos corpos celulares podem ser observados. Em P30 foi observado
um aumento da intensidade da marcacdo e densidade de células NADPH-d no
stratum pyramidale no GM. Aos 45 dias de vida, observamos uma reducdo da
intensidade da marcacdo no stratum pyramidale com poucos corpos celulares
marcados em ambos os grupos. Em P90, observamos uma marcacdo menos
intensa no stratum pyramidale para ambos 0s grupos, entretanto o0 GM apresentou
maior numero de células NADPH+.

A regido do corno de Ammon esta envolvida nos processos de memoria e
aprendizado. A camada de células piramidais do Corno de Ammon & composta
principalmente por neurbnios glutamatérgicos. Nossos dados sugerem que o
aumento do numero de células piramidais marcadas para a NADPH-d pode estar
relacionado com aumento do namero de neurénios na camada piramidal ou aumento
da expressdo da ONS nessas células, sugerindo que exista um aumento da

atividade do sistema ON-glutamato-NMDA nesta regiao. O ON funciona como um
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mensageiro retrégrado, o ON produzido pelo neurdnio pos-sinaptico € liberado e se
liga ao neurdnio pré-sinaptico, promovendo a liberacdo de glutamato. Assim, o
aumento na marcacdo para NADPH-d no corno de Ammon pode refletir no aumento

da atividade desse sistema, que esta relacionado com LTP.

5.2 Comportamento

5.2.1 Comportamento associado a ansiedade

E descrito na literatura que a malnutricdo imposta durante o periodo pré-natal
(Almeida e col. 1996; Almeida e col. 1996) e pds-natal (Almeida e col. 1991; Almeida
e col. 1993; Santuci e col. 1994) pode ocasionar em reducdo do nivel de ansiedade.
Esses trabalhos demonstraram que animais malnutridos submetidos a testes
comportamentais para avaliar os niveis de ansiedade, como o labirinto em cruz
elevado, passam mais tempo nos bracos abertos e apresentam maior nimero de
entradas nos bracos abertos (Almeida e col. 1994, Moreira e col. 1997, Almeida e
col. 1998, Durand e col. 1998, Riul e col. 1998), sugerindo assim que a malnutricao
promove reducéo da ansiedade e/ou aumento da impulsividade.

Em nosso estudo, demonstramos que os animais do grupo malnutrido, em P40
e P90, ndo apresentaram alteracdes nos niveis de ansiedade. Esses resultados
sugerem que o insulto nutricional ndo afetou a ansiedade no modelo de malnutricao

utilizado.

5.2.2 Comportamento associado a atividade exploratéria

Em um estudo onde a malnutricdo era induzida ap0s o desmame 0s animais
malnutridos apresentaram hiperatividade medida através do teste do campo aberto
(Open Field) (Alamy e col. 2006). Outros trabalhos, utilizando diferentes modelos de
malnutricdo como, malnutricdo protéica poés-natal (Bengelloun, 1990), restricao
alimentar crénica (Masur e Ribiero, 1981) e malnutricdo protéica em ratos adultos
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(Lukoyanov e Andrade, 2000) também demonstraram aumento da atividade medida
através do campo aberto.

No nosso estudo, observamos diferencas significativas entre o grupo controle e
0 grupo malnutrido no teste do campo vazado. Os animais malnutridos em P40 néo
apresentaram alteracées no comportamento de busca por novidade.

Em P90 o GM apresentou um aumento no numero total de orificios explorados
e na borda do aparelho, gerando um aumento da atividade exploratéria. Esse
aumento da atividade exploratéria em P90 GM pode ser atribuido a reducédo da
ansiedade em um ambiente novo (Lukoyanov e Andrade, 2000), porém também
pode ser atribuido a uma busca ativa por alimentos, ligado ao tratamento nutricional
(Bengelloun, 1990).

Quando avaliamos o0 comportamento dos animais no campo vazado,
observamos que os animais em P40 ndo apresentaram alteragbes no
comportamento de busca por novidade. Quando a comparacdo é feita entre os
animais em P90, foi observado aumento no total de orificios explorados e orificios na
borda.

Entretanto, quando avaliamos o numero de orificios explorados no centro do
aparelho, ndo observamos diferencas entre os grupos. Demonstrando assim, efeito
da atividade exploratéria ja que o numero de orificios explorados no centro nao

mudou.

5.2.3 Memdria e aprendizado

Alguns trabalhos demonstram que a malnutricdo prejudica a performance em
testes de aprendizado e memoaria espacial (Castro e col. 1989; Tonkiss e col. 1990;
Cordoba e col. 1994; Fukuda e col. 2002; Valadares e Almeida, 2005; Fukuda e col.
2007) enquanto outros trabalhos ndo observaram diferencas entre animais
malnutridos e controles (Wolf e col. 1986; Campbell e Bedi, 1989; Tonkiss e Galler,
1990; Bedi, 1992)

Quando observamos o comportamento dos animais de ambas as idades no
LAROB, podemos verificar que animais de ambos os grupos sao capazes de lidar

com a tarefa de memoaria visuo-espacial, uma vez que as laténcias para encontrar a
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plataforma de escape reduzem-se ao longo das tentativas e dos dias. Mesmo no dia
em que ocorre a inversdo da posicdo da plataforma (5° dia), ambos os grupos
apresentam melhoras similares de desempenho ao longo das tentativas.

Embora ndo tenhamos observado diferencas significativas em P40 entre o
grupo controle e o grupo malnutrido, indicando que a malnutricdo protéica no
periodo da lactacéo ndo promoveu déficits de memoria e aprendizado visuo-espacial
nesses animais, nossos resultados demonstram que em P90 os animais malnutridos
apresentaram um tempo menor para encontrar a plataforma, o que pode sugerir um
melhor desempenho de memodria e aprendizado. Por outro lado, tendo em vista que
o efeito de melhora de desempenho foi mais restrito ao primeiro dia, pode-se
especular sobre a possibilidade de que esta diferenca esteja mais diretamente
associada a novidade dos primeiros contatos com o equipamento de teste e da
tarefa a ser executada do que propriamente com uma maior capacidade de memoria
e aprendizado visuo-espacial. Em acordo com esta possibilidade esta o fato de que
0s animais malnutridos apresentaram niveis significativamente maiores de busca por
novos estimulos no campo vazado do que os animais submetidos a dieta normal,

efeito este também restrito aos ratos adultos (P90).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a malnutricdo protéica imposta durante os
dez primeiros dias de lactacdo alterou a distribuicdo da NADPH-d no hipocampo de
ratos ao longo do desenvolvimento, e algumas destas alteragbes foram observadas
até a vida adulta. Ndo houve alteracdes nos niveis de comportamento associados a
ansiedade em curto (P40) e longo prazo (P90). Houve diferenca significativa no
namero de orificios explorados, sugerindo uma diferenca nos niveis de
comportamento associado a busca novos estimulos a longo prazo, porém esse
efeito nédo foi observado a curto prazo. Houve um efeito a longo prazo sobre a
aprendizagem e memdéria através da diminuicdo da laténcia para encontrar a
plataforma, principalmente no primeiro dia de teste. Estes efeitos parecem ser
decorrentes de um fendbmeno de programacéao, visto que ndo houve diferenca em

curto prazo, sem efeitos durante a adolescéncia.
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