UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
NEUROCIENCIAS

Efeito da desnutrigcao protéica em ratos submetidos

a hipoéxia-isquemia neonatal

Eduardo Farias Sanches

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pods-Graduagdo como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas:
Neurociéncias.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alexandre Netto

Co-Orientadora: Prof2. Dr?. lonara Rodrigues Siqueira

Porto Alegre

2010



“O homem é mortal por seus temores e imortal por seus desejos.”

Pitdgoras



Dedico este trabalho a meu pai Edu (in memorian),

Anair, Edu e a Vanessa Lora.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradego ao Professor Carlos Alexandre Netto pelo
exemplo como professor, pesquisador e como pessoa. Espero que tenhas a
consciéncia da importancia que tens em minha vida. Muito obrigado por tudo.

A Professora lonara, pela disponibilidade em me co-orientar, pela presteza
com que sempre ajudou em meu projeto, tanto na fase de elaboragao, quanto em
sua execucdo. E uma grande pesquisadora, pela qual tenho grande respeito e
admiracgao.

Aos alunos do Laboratério de Neuropsicofarmacologia, em especial, aos
amigos de “estresse oxidativo” Karine, Felipe, Chris, “Nanis”, “luri”’, Lucas, Gi,
“Bibieine” que encararam no inverno passado varias manhas de chuva e frio para
que parte desse experimento se realizasse.

Ao Professor Marcos Perry e alunos de seu grupo de pesquisa, a quem
também devo a realizagcdo deste trabalho. Muito obrigado pela troca de
experiéncias e pela disponibilidade em me ajudar sempre.

A Professora Carla Dalmaz e todos os alunos do grupo do Estresse, mas
em especial a Luisa, que me apresentou ao grupo do professor Carlos Alexandre.
Muito obrigado pelo companheirismo e pela o6tima convivéncia que me
proporcionam a cada dia que passa.

Agradeco a todos os colegas do laboratério 35 pela ajuda, sem a qual com
certeza este trabalho nao teria sido realizado. Todos, de alguma forma, tém parte
nesse trabalho! Vamos por ordem alfabética para ndo gerar ciumes: Alessandra,
Aline, Atahualpa, Cibele, Déborah, Fabricio, Fabricio Simao, Fernanda, Gean,
Janine, Jaqueline, Joseane, Juliana, Lauren, Ligia, Luciano, Marilucia, Patricia,
Paulo, Rafael, Régis, Simone e Simone Assis. A duas colegas do grupo devo
agradecimento especial: a Lenir pelos ensinamentos das técnicas da hipdxia-
isquemia e a Nice, que segundo, o Professor Alex foi um anjo que apareceu na
hora certa em meu trabalho e que sem ela eu possivelmente nao teria vencido

esta etapa. Obrigado do fundo do coragao!



Aos amigos do LaBIMET e do PPG FISIOLOGIA, que por intermédio da
Vanessa vim a conhecer. Muito obrigado pelo companheirismo e amizade que
tenho certeza, tera longa duragao.

A minha familia, em especial a minha mae, pelo exemplo de carater,
dedicagdo e perseverancga. Ter sido pai e mée de dois “anjinhos” que ainda dao
muito trabalho ndo deve ser tarefa facil. Agradego por toda a ajuda que me tem
dado e sem a qual certamente ndo estaria aqui hoje concluindo a pdés-graduacéo.

A minha familia Lora: seu Geromi, dona Tere, Bruna, Cassio e Matheus,
muito obrigado pelo carinho.

Aos professores e funcionarios do PPGNEURO pelos ensinamentos,
atencao e disponibilidade dispensada.

Aos funcionarios do Departamento de Bioquimica e do ICBS. Pessoal do
biotério, da seguranga, da limpeza que contribuem para que os trabalhos em
andamento tenham as melhores condigbes de realizagéo.

Em especial (e como ela mesma pediu) dedico a Vanessa um paragrafo
inteiro. Minha “eterna namorada”, muito obrigado por toda a ajuda nos momentos
dificeis pelos quais passamos juntos. Posso me considerar a pessoa mais sortuda
do mundo por ter te conhecido. Desde que comegamos nosso relacionamento
minha vida mudou completamente e devo te agradecer por isso. Seja para sempre

essa pessoa a quem admiro e amo muito.



SUMARIO

LY o] (=Y = (UL = T S [

IES] =0 L= o 11 = 1 PR iii

Lista de Tabelas........coo ot v
RESUMIO. ... vi

1. INTRODUGAO..........ccueierertrrerresieseessesesessesessssssssssessssesssssssensssssssssssessessssssesasaes 03
L B =T o 1V (o= o TR 04
1.2 Desnutricdo e Sistema Nervoso Central................ueeiiiiiiiiiiiienn 08
1.3 MOdelos de deSNUIIIGAO. .....cevuiiiiiiiiiiiiiiiiit e e 11

1.4 DesnutriGAo Prot@iCa.........cooooii i 12
1.5 Desnutricao protéica e estresse oxidativo............ocoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieees 13
1.6 Desnutricao protéica e asfixia perinatal............coooooiii 16
1.7 Encefalopatia HipOXiCO-ISQUEMICA. ..........ooiiiiiiiiiiiiiieiiieeeee e 17
2. OBUETIVOS.......ciiiciiier s s smss s s s e s s ssmmn e s s mmn e e e e e n s mnn s 23
P B O o)1= (1Y o T C 1= - | S 23
2.2 Objetivos ESPeCIfiCOS......coiiiiieeieieee e e 23
3. MATERIAL E METODOS........ccooeietreeeeeeeseetsseesessesessssessssssesssssssssssssssssssssssaens 25
I I Y o110 = F TP 25
3.2 Desenho EXPerimental......... ... e 25
3.3 DIBAS. . 27
3.4 HIPOXI@-ISQUEIMIA. ......ouuuiee it e e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeannas 29
3.5 Analise BioqQUImICa.........cooiiiiiiii e 30
3.5.1 Preparacao dos homogeneizados.........cocoeveeieiiiiieiiiiieeeeeeeee e 30
3.5.2 Ensaio de 2',7’ diclorofluoresceina (DCF)..........couviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiniiees 31

3.5.3 Ensaio de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS).............. 31

3.5.4 Determinagéao dos tidis celulares (TRI).........ooovriiiiiiiiiiieees 32

3.5.5 Quantificagéo dos residuos de triptofano..............ueeiiiiiiiiiiiin e, 32



3.5.6 Determinagao da concentracado de proteinas...........ccccovvvviieiieeeeeeiiiieeeeee 33

3.6 Analise Comportamental.............cooooiiiiiiiiiiiiie e 33
3.6.1 Geotaxia NEGAtiVa.........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeei e 34
3.6.2 PreenSa0 PalMar.........cooovuiiiiiiiieeeeee et e e e e e e e 34
3.6.3 Reflexo de endireitamento............oooiiiiiiiiiiiiiiiii e 35
I (o] = B (o o P 35
3.6.5 CampPO @DEIO...... . 36
3.6.6 Teste OIfatOrio..........ueeiiiieii i 37
3.6.7 Esquiva inibitOria........ccooeieeeeee 38
3.7 ANAlISE MOITOIOQICA. ...ttt e e e e 39
3.8 ANalise EStatiStiCa........uuuueee 40
4. RESULTADOS .......oeiiiiiieirrrsssssnr s s smne s s ms e s s sms s s mns e s se s mne s sssssmnnessnssnns 40
4.1 AvaliagOes PONAEIAIS. .......coiiiiiiiiiii ittt aeeesneeeeeanees 41
4.2 TeSteS MOLOIES. ... oo 44
4.3 Estado oxXidativo CeIUIAT.............ueiiiiiiiiiii s 46
4.4 Comportamento OlfatOrio............euueiiiiiiiiiiieiiiei e 49
4.5 CamPO @DEIMO.... ..o aaeaeaaaa 50
G (o] = T (o Yo RPN 53
4.7 EsQUiva inibItOria. .........oeiii e 54
4.8 PeS0 €NCEFAIICO. ... ..uuiiiiiiiieiiii e 55
4.9 Dan0 CerebIral..... ..o 57
5. DISCUSSAD........coeuieeerrrireecteessesessessssessssessesssssssssssssssssssssssssesessssessssesssssessses 58
6. CONCLUSOES.........coecteeereeeeeneeeesese e sssessessesesss e ssess e esessssesesssaessnsesnsnsssnnenn 71

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssesssessssesssseesssesssssesas 73



ABREVIATURAS

AMPA: acido a-amino-3hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico
ANOVA: analise de variancia

CAT: catalase
DCFH-DA:2'-7’-diclorofluoresceina diacetato
DCF: 2’-7’- diclorofluoresceina

DG: Dia Gestacional

DNA: acido desoxirribonucléico

D.P: desvio padrao

DTNB: acido 5,5'- ditiobis-2-nitrobenzdico
EHI: encefalopatia hipoxico-isquémica

E.P: erro padréo

GABA: acido-aminobutirico

GPx: glutationa peroxidase

HI: hipbéxia-isquemia

HIDN: grupo hipoxia-isquemia desnutrido
HINN: grupo hipoxia-isquemia normonutrido
HDN: grupo hipdxia desnutrido

HNN: grupo hipoxia normonutrido

IDN: grupo isquemia desnutrido

INN: grupo isquemia normonutrido

MDA: malondialdeido

NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: éxido nitrico

NOS: éxido-nitrico sintase

0O?%: radical superdxido

OH': radical hidroxil

OMS: organizagdo mundial de saude

PBS: salina tamponada com fosfato (“phosphat buffer saline")

pH: potencial hidrogeniénico



PND: dia pés-natal

PKC: proteina quinase C

RNA: acido ribonucléico

RPM: rotacdes por minuto

SNC: sistema nervoso central

SHAMDN: grupo sham desnutrido

SHAMNN: grupo sham normonutrido

SOD: superoéxido dismutase

SPSS: statistical package for the social sciences
TBA: acido tiobarbiturico

TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico
TCA: acido tricloroacético

ROS: espécies reativas de oxigénio

RO radical alcoxil

ROOQO: radical peroxil

i



il

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Principais causas de morte em neonatos e criangas abaixo de 5 anos

(010 3 2 410 o [ Lo TEuuUU USRS 06

FIGURA 2 - Curva de velocidade, comparando indices relativos, duragéo e tempo

do processo de desenvolvimento especificos no SNC de ratos e humanos.......... 10

FIGURA 3 - Esquema ilustrativo da fisiopatologia da encefalopatia hipoxico-

1510 [0 1=] .01 o= TP 20

FIGURA 4 - Esquema ilustrativo do desenho experimental utilizado..................... 27

FIGURA 5 - Procedimento de Levine, modificado por Rice, que se utiliza da

combinacao de hipdxia € iISQUEMIA...........cooeiiiiiiiiiie e 29
FIGURA 6 - llustracdo do teste de geotaxia negativa...............ccccceeiiiiiiniinnnnn. 34
FIGURA 7 - Foto do aparelho utilizado no teste de Rota-rod...............cccccvvuuennn.... 36
FIGURA 8 - llustracédo da arena do teste do Campo aberto.............cccceeeeeererrennnee. 37
FIGURA 9 - Foto ilustrativa do teste de comportamento olfatério.......................... 38
FIGURA 10 - Foto do aparelho utilizado no teste de esquiva inibitoria.................. 39
FIGURA 11 - Ganho de peso das ratas-maes no periodo gestacional.................. 41

FIGURA 12 - Ganho de peso das ninhadas no periodo pds-natal......................... 42



v

FIGURA 13 - Comportamento olfatério dos animais aos 7 dias............cccccvuuenenen... 49

FIGURA 14 - Numero de cruzamentos realizados no 1° e 2° minutos na tarefa de

(o7= 100 oo JF=1 o 1= (o TN PSP OPPRR 50

FIGURA 15 - Numero de cruzamentos realizados no 4° e 5° minutos na tarefa de

(o700 oo JF=1 o 1= i (o TSNP OPPRR 51

FIGURA 16 - Numero de respostas de orientacao vertical realizados no 1° e 2°

minutos na tarefa de campo aberto........ ... 51

FIGURA 17 - Numero de respostas de orientacao vertical realizados no 4° e 5°

minutos na tarefa de campo aberto........ ... 52

FIGURA 18 - Laténcia para deixar o quadrante central do campo aberto............. 52

FIGURA 19 - Tempo de permanéncia em movimento sobre o cilindro no teste de
0] = L (o o LS 53

FIGURA 20 - Laténcia para descer da plataforma no teste da esquiva inibitéria.54

FIGURA 21 - Peso encefalico total dos animais aos 60 dias...........ccevevvvieeveeeeennne. 55

FIGURA 22 - Peso do hemisfério cerebral direito dos animais aos 60 dias.......... 56

FIGURA 23 - Peso do hemisfério cerebral esquerdo dos animais aos 60 dias....56

FIGURA 24 - Efeito da desnutricdo sobre o dano encefalico causado pela hipoxia-

ISQUEMIA NEONALAL........eeee e e 57



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Composigao nutricional das dietas (g/kg de dieta).............cceeeeeeennn. 28

TABELA 2 - Avaliacdo do ganho de massa corporal de ratos do PND11 a vida

= Lo (U] 2= T V101G 0 TSRS 43
TABELA 3 - Reflexo de endireitamento............cooooiiiiiiiicieeeee e 44
TABELA 4 — Reflexo de geotaxia negativa............ccccoeeeeiiiiii 45
TABELA 5 — Reflexo de preensao palmar............cooouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieieieieines 45

TABELA 6 - Medidas do estado oxidativo celular em estriado do hemisfério

cerebral direito 4hs apods a hipdxia-isquemia neonatal................cooeeveeeiieiiiiinnnnnn. 46

TABELA 7 - Medidas do estado oxidativo celular em hipocampo do hemisfério

cerebral direito 4hs apds a hipoxia-isquemia neonatal...............cceiviiiiiiiiiiiiinnnne. 47

TABELA 8 - Medidas do estado oxidativo celular em cerebelo 4hs apds a hipdxia-

ISQUEMIA NEONALAL....... ..o 47

TABELA 9 - Medidas do estado oxidativo celular em hipotalamo 4hs apés a

hipdxia-isquemia NeoNatal..............ccooiiiiiiiiiiiee e 48



vi

RESUMO

A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal é uma causa importante de
dano cerebral que ocorre durante o desenvolvimento cerebral podendo levar a
sequelas neuroldgicas de grande impacto na vida do individuo. Outra condigao
que afeta o desenvolvimento neurolégico € o estado nutricional. A desnutricdo
durante o periodo perinatal afeta varios aspectos do desenvolvimento neural,
incluindo alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e comportamentais. Além disso, a
desnutricdo pode influenciar diferentes etapas da cascata de eventos
fisiopatologicos responsaveis pelo dano cerebral hipéxico-isquémico. Este trabalho
teve por objetivo estudar os efeitos da desnutrigdo protéica gestacional e
lactacional sobre parametros bioquimicos, comportamentais e morfolégicos em
ratos submetidos a hipoxia-isquemia neonatal. Ratas Wistar foram submetidas a
restricdo protéica durante a gestacdo e a lactacédo (grupo controle: 25% de
proteina de soja e grupo desnutrido: 7% de proteina). Aos sete dias de vida pds-
natal, seus filhotes foram submetidos ao procedimento de hipdxia-isquemia
cerebral unilateral. Esses animais foram quanto a parédmetros bioquimicos aos 7
dias de vida, comprtamentais, aos 7 e 60 dias de vida e morfolégicos aos 60 dias.
Os animais apresentaram marcada redug¢ao de peso corporal durante o periodo
lactacional. Aos 60 dias, quando sacrificados, os animais desnutridos
apresentavam peso encefélico significativamente menor. O estado oxidativo
celular foi avaliado 4 horas apos o final da hipdxia, ndo tendo sido encontradas
alteragdes na formagao de radicais livres, lipoperoxidagdo, danos a proteinas e

sistemas de defesa antioxidante. N&o foram observados atrasos no



vii
desenvolvimento motor, quanto ao fator dieta, nem quanto ao fator hipoxia-
isquemia nos animais de 7 e 60 dias de vida, observados pelos testes de geotaxia
negativa, reflexo de endireitamento, preensdo palmar, Rota-rod e campo aberto.
Foi encontrado um prejuizo ao sitema olfatério dos animais, medido pela
capacidade dos animais em encontrar seus ninhos, sendo esse prejuizo
significativamente maior nos animais hipdxico-isquémicos desnutridos, o que
indica uma interacao entre a dieta e a hipdxia-isquemia neonatal. Quanto ao dano
morfolégico ocasionado pelo evento hipoxico-isquémico, foi verificada uma
diminuicdo do dano hemisférico gerado pela HI nos animais desnutridos. Com
base nestes resultados, podemos sugerir que ocorreu uma adaptacao relativa a
adversidade metabdlica aguda (privacdo de oxigénio e glicose da hipoxia-
isquemia) nos animais submetidos a dieta hipoprotéica, parecendo haver, ao
menos com relagdo a alguns dos pardmetros avaliados, um carater protetor

gerado pela desnutri¢ao protéica.



1. INTRODUGAO

Diversos conceitos vém sendo descritos em pesquisas sobre o papel dos
nutrientes presentes na dieta e suas relagdes com o desenvolvimento do individuo
nas fases pré e pos-natal. Fatores biolégicos associados as interferéncias do meio
ambiente modulam o metabolismo, determinando sua eficacia funcional. Sob essa
otica, as condi¢gbes de oferta de nutrientes sdo de fundamental importancia para
os varios sistemas corporais (DAUNCEY & BICKNELL, 1999; MORGANE et al,,
1992).

O estado nutricional é determinado pelo suprimento de nutrientes e pela
utilizacdo desses pelo organismo. A alimentagdo, a digestdo, a absorgéao, e o
metabolismo s&o processos que promovem o aproveitamento de substancias
organicas e inorganicas provenientes do meio externo, as quais sao incorporadas
ao organismo e/ou utilizadas como fonte energética (MARCONDES, 1976).

Temas relacionando a dieta a processos patolégicos tém sido muito
estudados ao longo das ultimas décadas. Sem duvida, a nutricdo encontra um
grande espaco na pesquisa cientifica e isso se deve a vital importancia do
alimento para todos os seres vivos.

Varios processos patoldgicos que tém origem durante o desenvolvimento
do sistema nervoso estdo associados a lesbes como a hipoxia, viroses, exposicao
a drogas ou a desnutricdo no periodo intra-uterino (DAUNCEY & BICKNELL,

1999).



1.1 Desnutricao

A desnutricdo é caracterizada como um problema de saude causado pela
ingestdo de alimentos em quantidades insuficientes para o desenvolvimento e
funcionamento 6timo do organismo. Pode ocorrer por falta ou insuficiéncia de
nutrientes, por deficiéncias nos processos de transformacido dos alimentos, na
fase de absorgdo ou mesmo na utilizagdo destes nutrientes pelo organismo. Sua
origem é multifatorial e comumente esta relacionada com baixo nivel social e
econdmico, como também a outros fatores relacionados a producéo,
armazenamento, industrializacdo, distribuicdo e custo dos préprios alimentos
(CAMPOS et al., 1995).

Dentre os grupos mais afetados pela desnutrigdo, destacam-se: gestantes,
lactentes, criangas e os idosos (DOUGLAS, 2002; ELIA, 2000). Segundo Madruga
e colaboradores (2004), a fome e a desnutricdo continuam sendo as principais
causas de morbimortalidade de criangas no Brasil.

Os efeitos da desnutricdo sobre o organismo vao depender de alguns
fatores como o tipo (natureza da caréncia), a gravidade (grau da desnutri¢gdo), a
fase em que a desnutrigdo ocorreu (pré e/ou pés-natal) e a duragdo do insulto,
assim como a interagdo desses com outros fatores, como fatores genéticos e
ambientais (MORGANE et al., 1992).

De Onis e colaboradores (1993) relatam que a desnutricio assume
redobrada importancia durante a infancia, em especial junto a criangas que vivem
em condi¢cdes socioecondmicas e culturais menos favorecidas. Criangas oriundas

de classes socio-econdmicas baixas ainda sofrem privagao cultural e educacional



causadora de deficiéncias graves no desenvolvimento intelectual e emocional, que
se potencializam quando associados & desnutricdo (DE ONIS et al., 2004).
Embora considerada uma condi¢&o frequente nos paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, os disturbios nutricionais tém sido relatadas também em
pacientes internados em redes hospitalares de paises industrializados (BALINT,
1998).

Clinicamente, a desnutrigdo € freqientemente dividida em duas categorias:
o Marasmo e o Kwarshiorkor (ALMEIDA & RICCO, 1998). O termo marasmo foi
descrito pela primeira vez por Pearson em 1925, como um “estado crdnico de
desnutricdo grave” resultante de uma deficiéncia de proteinas e calorias (BALINT,
1998) e caracterizado pela perda de tecido muscular e adiposo, causando redugéo
a cerca de 60% do peso corporal esperado para a idade (TRUSWELL, 1981). A
deficiéncia essencialmente protéica foi definida em 1935, quando Cicely D.
Williams descreveu a sindrome nutricional ocorrida em mées africanas, e a definiu
como Kwarshiorkor. Palavra oriunda do continente africano, significando “primeira
crianga-segunda crianga’, e vem da observacdo de que a primeira crianga
desenvolve Kwashiorkor quando a segunda crianga nasce e a substitui no peito da
mae. Esse tipo de desnutricdo € caracterizado pela perda de tecido muscular com
preservacao do tecido adiposo (WATERLOW, 1984).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais de 10 milhdes de
criancas abaixo de 5 anos morrem todo ano de doencgas preveniveis e/ou trataveis
apesar das melhorias nas condicbes de atendimento nas redes hospitalares
(WHO, 2003; AHMAD et al., 2000) sendo pelo menos metade dessas mortes

causada pela desnutricdo (DE ONIS et al, 2004, CAMPOS et al., 1995,



CAULFIELD et al., 2004). Do total de obitos, cerca de 80% das criancas
pertencem ao continente asiatico, 15% pertencem ao continente africano e 5% séo

latino-americanas (FAO/WHO 2005; FAO/WHO 2004) (FIGURA 1).

Doengas ndo-comunicaveis
{pds-natal) 4%

Outrag infecgdies e doengas parasitarias 9% Lesges (pds-neonatal) 4%

OQutras 9%

Anormalidades congénitas 7%

Tétano neonatal 3%
[ piarrdia 3%

HIV FAIDS 2%
Rubéala 4%

Mortes neonatais
7% Infecpdes neonatais 25%

’ Asfixia e traumas no

parto 23%

Malaria 7%

Diarréia 16%
Prematutidade e baixo
pesoaonascer 3I1%

Infeccfes respiratdrias agudas (pds-natal) 17%

FIGURA 1 - Principais causas de morte em neonatos e criangas abaixo de 5 anos no mundo.
35% das mortes em criangas abaixo de 5 anos estdo associadas a desnutricdo. Fontes para
estimativas e causas de morte neonatais e em criangas abaixo de 5 anos: Organizagdo Mundial de
Saude. The global burden of disease. (2004 updated 2008). Para estimativas de desnutricdo: Black
R. et al., 2008.

Wu e colaboradores (2004) apontam o estado nutricional como o fator
intrauterino mais importante no desenvolvimento, alterando a expressdo do
genoma fetal e podendo ter consequéncias de longo prazo caso seja submetido a
um insulto. Estas alteracbes podem resultar em adaptagcées no desenvolvimento,
as quais alteram permanentemente a estrutura, fisiologia e metabolismo, podendo
predispor a enfermidades metabdlicas, endécrinas e cardiovasculares na vida

adulta. Baixa estatura, diabetes mellitus, hipertensdo, aterosclerose e doencgas



cardiovasculares parecem ter origem em alteragdes ocorridas no utero e durante o
inicio da vida pos-natal (JOSHI et al., 2003).

Um fator agravante associado aos efeitos de longa duragéo, ou até mesmo
permanentes € que varios dispositivos e praticas comportamentais, associados a
desnutricdo, tendem a ser transmitidos de geragédo a geragdao (MORGANE et al.,
2002). Hales & Barker (1992) propuseram a teoria do “fendtipo econémico” que
propde que o desenvolvimento fetal € sensivel ao ambiente nutricional. Quando
este ambiente é precario, uma resposta adaptativa é desencadeada para
aperfeicoar o crescimento de 6rgdos como o cérebro, em detrimento de outros.
Esta programacao fetal teria como objetivo aumentar as chances de sobrevivéncia
do feto e resultaria em mudangas no metabolismo pds-natal, que também teria o
objetivo de aumentar as chances de sobrevivéncia sob condi¢des de nutricdo
precaria e intermitente. Isto assinala a ocorréncia de certa seletividade que
privilegia 6rgaos indispensaveis a sobrevivéncia do individuo (FREITAS et al.,
1994; TAMARIN, 1963).

O primeiro mecanismo adaptativo que ocorre na desnutricdo € uma
atividade diminuida do desnutrido, quando comparado com a atividade de criangas
alimentadas adequadamente. Este mecanismo tem por objetivo equilibrar o
balango energético (CARRAZZA & MARCONDES, 1991). Em condi¢cbes de
restricdo energética prolongada, para sobreviver, o organismo langa méao da
ativacdo de vias como: a glicogendlise, a gliconeogénese e a lipolise. A
musculatura esquelética, maior compartimento corporal de proteinas, e o tecido

adiposo, principal reserva energética, sao consumidos em fungao da manutengao



da homeostase (DOUGLAS, 2002; CARRAZZA & MARCONDES, 1991,
MARCONDES, 1976).

Quando a baixa ingestao alimentar, com um balang¢o negativo, € mantida, o
organismo tenta diminuir outros componentes da atividade metabdlica. Ocorre
entdo uma desaceleracdo do crescimento, tanto corporal quanto cerebral. Esta
seria uma das mais importantes alteracbes funcionais devido ao aporte
insuficiente de nutrientes as células (DOBBING, 1987). Em estudo sobre o
desenvolvimento neuropsicomotor de lactentes mal-alimentados, foram
encontradas classificagdes baixas, sobretudo na discriminagcdo e capacidade de
resposta a estimulos sensoriais, na habilidade para resolver problemas, na
discriminacdo de objetos e na socializacdo (CHAVEZ et al., 1998). Ocorre perda
da motivagao para explorar o ambiente e, assim, um atraso na aquisi¢cao de certas
habilidades cognitivas, independentemente de lesdo cerebral (TANER & FINN-

STEVENSON, 2002).

1.2 Desnutricao e Sistema Nervoso Central

Muitos estudos vém sendo realizados no intuito de identificar aspectos do
desenvolvimento do sistema nervoso que podem ser alterados pela nutricao
(ROTTA et al., 2003; MORGANE et al., 2002; DAUNCEY & BICKNELL, 1999;
HALES & BARKER, 1992).

A adequada maturacdo e otimizacdo do uso do Sistema Nervoso Central

(SNC) dependem essencialmente de trés fatores criticos: genética do individuo,



estimulagdo ambiental e nutricdo adequada (MORGANE et al. 2002; GALLER et
al., 1995; MARCONDES, 1976).

O estado nutricional caracteriza-se, portanto, como condi¢do primordial ao
desenvolvimento e organizacdo do sistema nervoso e esta diretamente
relacionado a produgdo de energia e de nutrientes necessarios ao
desenvolvimento de estruturas celulares e dos varios sistemas metabdlicos nele
presentes, causando maiores prejuizos quanto mais precocemente se estabelecer
a desnutricdo (MORGANE et al., 1992).

A maturagdo cerebral envolve uma série de estagios sobrepostos
temporalmente que seguem uma sequUéncia precisa e diferem de regido para
regido cerebral e mesmo dentro de uma regidao em particular, ocorrendo em
épocas distintas nas diferentes espécies animais. Em roedores essa fase ocorre a
partir da ultima semana gestacional, indo até o final do periodo de aleitamento e
ocorrendo com maior intensidade no periodo pés-natal (MORGANE et al., 2002;
SCRIMSHAW & GORDON, 1968)

Nos seres humanos, a fase de maturagdo cerebral vai desde o ultimo
trimestre gestacional até os primeiros anos de vida (2 a 4 anos). Ha relatos de que
o periodo que vai até os 2 anos de idade, em humanos, € uma fase critica para a
privacao alimentar, uma vez que, neste periodo, ha um crescimento acelerado do
corpo e o encéfalo alcanga aproximadamente 80% do seu tamanho adulto; assim,
ha uma maior necessidade de nutrientes, onde a privacdo pode acarretar
consequéncias devastadoras em estruturas encefalicas como hipocampo e
cerebelo (BONATTO et al.,, 2006; BROWN & POLLITT, 1996; POLLITT et al.,

1993; BRONZINO et al., 1990, 1986; LAl & LEWIS, 1980; LAl et al. 1980). Nesta
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fase, a neurogénese, a gliogénese e a migracdo neuronal acontecem com
velocidade maxima, provocando um rapido aumento do peso cerebral. Por este
motivo, esta fase é chamada de periodo de crescimento rapido do cérebro
(também denominado periodo critico), onde ha uma vulnerablidade aumentada a

varios tipos de agressoes, inclusive a desnutricdo (DOBBING, 1968) (FIGURA 2).

Nascimento
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FIGURA 2 - Curva de velocidade, comparando indices relativos, duragéo e tempo do processo
de desenvolvimento especificos no SNC de ratos e humanos. As curvas de rapido crescimento
cerebral sdo sobrepostas em relagdo aos eventos relativos ao desenvolvimento do SNC. No
humano, ha aquisicdo de aproximadamente 27% do peso cerebral adulto ao nascimento,
comparando a aproximadamente 12% do peso cerebral adulto visto em ratos ao nascimento.
Fonte: Adaptado de Morgane et al., 2002.

No transcorrer das etapas do crescimento dos animais, nas fases pré e pos-
natal, os niveis de RNA, DNA e proteinas vao variar de acordo com os diferentes
orgaos, em etapas diversas do seu desenvolvimento. Na fase inicial, ha
predominancia da multiplicagao celular ou hiperplasia, com altos niveis de DNA.

Posteriormente, ira ocorrer tanto a multiplicagdo quanto o aumento do tamanho
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celular (hipertrofia), que vem acompanhado por um aumento nos niveis protéicos.
Finalmente, a fase de divisdo celular termina, persistindo apenas a hipertrofia
celular.

Animais submetidos a desnutricdo apresentam diminuicdo do nivel total de
acido desoxirribonucléico na formagao hipocampal (LUKOYANOV & ANDRADE,
2000; LEWIS et al., 1979), além da redugdo da quantidade de mielina (MORGANE
et al., 1992) e lipideos (DOBBING, 1968). A desnutricdo também afeta a fase de
divisdo celular, com consequente prolongamento do ciclo celular (MORGANE et

al., 1993).

1.3 Modelos de desnutrigao

O termo “desnutricdo” pode assumir distintos significados. Para Morgane e
colaboradores (2002), o termo “subnutricdo” (undernutrition) indica desnutricao
energética (quantitativa), onde existe deficiéncia global de nutrientes. De outra
forma, o termo “ma nutrigdo” (malnutrition) implicaria em proporgoes
desequilibradas de um ou mais nutrientes (qualitativa), referindo-se a sua
deficiéncia ou excesso. O tipo de desnutricdo, portanto, esta relacionado a
natureza da deficiéncia dos nutrientes, ou seja, se € uma deficiéncia protéica,
caldrica, vitaminica, de minerais, ou ainda uma combinacao delas.

Diversos modelos s&o descritos na literatura a fim de induzir a ma nutricdo
nos periodos gestacional e/ou lactacional: redugdo da oferta de proteina na dieta
oferecida as maes, aumento do numero de filhotes por ninhada, mamectomia

parcial, rotacdo de exposicao dos filhotes a fémeas lactantes e nao-lactantes,
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dentre outros. O modelo mais utilizado é o de restricdo de proteina da dieta das
maes. A redugdo do nivel de proteina na dieta oferecida as mées é caracterizada
por uma restricdo da quantidade total de nutrientes acessiveis aos filhotes
(PASSOS et al., 2000; PINE et al., 1994).

Além da natureza da deficiéncia nutricional, outro fator de fundamental
importancia é a fase em que a desnutricdo ocorre. A desnutricdo limitada ao
periodo pré-natal ja é suficiente para provocar alteragdes na tanto na estrutura
cerebral quanto no comportamento de ratos (MORGANE et al., 1993). Porém, uma
combinacdo de desnutricdo pré e pods-natal parece ser mais deletéria, causando
efeitos mais graves na proliferacao de diferentes tipos de neurdnios (macro e

micro) ou células gliais (astroglia e oligodendroglia) (MORGANE et al., 2002).

1.4 Desnutrigao protéica

A desnutricdo do tipo protéica se diferencia dos demais modelos pelo fato
de a proteina ser um dos nutrientes mais importantes ao desenvolvimento do
SNC, por possuir aminoacidos essenciais para a sintese de proteinas estruturais,
enzimas, neuropeptideos e neurotransmissores (GALLER et al., 1995). Quando a
deficiéncia nutricional esta presente desde o periodo pré-natal é também
caracterizada como fator de risco para o desenvolvimento de doencas
neuroldgicas (DIOP et al., 2003; HACKET & IYPE, 2001) e psiquiatricas
(HOECK et al., 1998; SUSSER et al., 1996; SUSSER & LIN, 1992), tais como a
esquizofrenia (PALMER et al., 2004; WEISS & FELDON, 2001). Em modelos

experimentais de desnutricdo foram detectados danos aos sistemas de
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glutamatérgicos e GABAérgicos de neurotransmissores (ROTTA et al., 2003;
STEIGER et al., 2002), no mecanismo de fosforilagdo de proteinas da membrana
sinaptica (SINGH & SHANKAR, 1999), as conexdes neuronais (ROTTA et al.,
2003; MORGANE et al., 2002), e ainda alteragdes do estado oxidativo celular
(FEOLI et al., 2006a; BONATTO et al., 2005).

Proteinas ndo atravessam a placenta em quantidades significativas, mas
sdo essenciais para fornecer os aminoacidos para a sintese protéica fetal. A
omissdo de um simples aminoacido (metionina, triptofano, lisina, por exemplo) ao
feto pode causar sérios prejuizos para o seu desenvolvimento encefalico
(MORGANE et al., 2002). Assim, a desnutricdo protéica pré-natal causa danos no
desenvolvimento cerebral, alterando parametros neuroanatémicos, neuroquimicos,
neurofisiolégicos e/ou funcionais (FEOLI et al., 2006a, 2006b; FIACCO et al,,
2003; WOODALL et al., 1996; GALLER et al., 1995; LEVITSKY & STRUPP, 1995;
POLLITT et al., 1993).

Além disso, a proteina da dieta se caracteriza por ser uma importante fonte
de aminoacidos essenciais que podem ser usados como antioxidantes
intracelulares, e sua restricdo pode levar a um aumento do dano oxidativo por
diminuir as defesas antioxidantes dos tecidos (FEOLI et al., 2006a; BONATTO et

al., 2005; LI et al., 2002).

1.5 Desnutricao e estresse oxidativo

Radicais livres sao fisiologicamente gerados por sistemas bioldgicos

durante o metabolismo e se caracterizam por possuir um elétron desemparelhado
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em sua Orbita mais externa, condigcdo que favorece a recepgado de elétrons de
outras moléculas, o que os torna extremamente reativos. Seu excesso pode oxidar
diretamente macromoléculas, causando peroxidacdo de lipideos, destruicdo
especifica de proteinas e dano ao DNA. Destacam-se entre os radicais livres e as
moléculas que dao origem a radicais livres, as espécies centradas no oxigénio: o
radical superéxido (O2’), o peréxido de hidrogénio (H,O;), o radical hidroxil (OH"),
alcoxil (RO"), peroxil (ROQ™"), éxido nitrico (NO), entre outros (HALLIWELL, 1992).

A fim de neutralizar os radicais livres, as células possuem antioxidantes
citosolicos e de membrana. O sistema de defesa antioxidante conta com enzimas
como a superoxido dismutase (SOD), que converte os radicais superoxido (Oy)
em H,O,; a catalase (CAT) que capta o perdxido de hidrogénio (H2O2) e o
decompde em oxigénio e agua antes que ele possa formar radicais hidroxilas
(mais reativos e toxicos), e a glutationa peroxidase (GPx) que atua tanto no meio
intracelular quanto extracelular em busca de moléculas de perdxido de hidrogénio
que possam ter escapado da acdo da catalase, em especial as derivadas da
oxidagdo da membrana fosfolipidica. O estresse oxidativo ocorre quando ha um
desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a atividade do sistema
antioxidante, acarretando em dano celular (HALLIWELL, 1992).

Feoli e colaboradores (2006a) relatam que tanto a desnutrigdo protéica pré
quanto pés-natal aumentou o dano oxidativo em areas como o coértex, hipocampo
e cerebelo. Alguns estudos relacionam o estado oxidativo do tecido encefalico de
ratos submetidos a desnutricdo protéica (BONATTO et al., 2006, 2005;
EHRENBRINK et al., 2006; FEOLI et al., 2006a), devido a particularidade que este

tecido apresenta a acao dos radicais livres por sua taxa de atividade metabdlica,
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alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados, regides ricas em
concentragao de ferro e moderados niveis de antioxidantes (GARCIA et al., 2005;
EVANS, 1993).

A capacidade de um 6rgdo ou sistema em desempenhar sua fungéo
depende da distribuicdo do fluxo sanguineo, do fornecimento de oxigénio e do
aporte de substancias nutritivas adequadas (MADI & CAMPOS, 1975).

A supressdao de nutrientes importantes para o desenvolvimento e a
manutengdo do tecido cerebral determina um vasto conjunto de alteragdes
induzindo o surgimento de substratos anatdomicos especificos nos diferentes tipos
de estados de desnutricdo (MONTANHA-ROJAS et al., 2005). Em relagdo ao
tecido nervoso, mudangas histologicas em decorréncia da desnutricdo
manifestaram-se através de diminuicdo da densidade neuronal e glial no cortex
cerebral e cerebelo (DOBBING & HOPEWELL, 1971), diminuicdo de espinhos
dendriticos no cortex cingulado e hipocampo de animais desnutridos (GARCIA-
RUIZ et al., 1993, SCHONHEIT & HAENSEL, 1984).

Animais desnutridos apresentam padrao de resposta alterado em diferentes
testes comportamentais que se manifestam através do aumento da laténcia para
encontrar seus ninhos (TONKISS et al., 1996; GALLER et al., 1994),
comprometimento da interagdo social em ratos jovens (ALMEIDA et al. 1996),
prejuizo na memoria espacial em ratos adultos (BEDI, 1992; CASTRO et al., 1989;
GOODLET et al., 1986), menor frequéncia de transicdo no teste claro-escuro
(BRIONI & ORSINGHER, 1988), reatividade aumentada em situa¢des de natureza
aversiva e diminui¢cado da laténcia de resposta para estimulos dolorosos (LYNCH,

1976, SMART et al., 1973).
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1.6 Desnutricao protéica e asfixia perinatal

Merece atencdo o fato que, ocorrendo durante a gestacdo, a desnutricdo
protéica € fator determinante de retardo no desenvolvimento fetal (GALDINO,
2001; MELO & CURY,1988; ANTONOV, 1947; SMITH, 1947) além de acarretar
elevadas proporcdes de recém-nascidos de baixo peso e alta incidéncia de
abortos naturais, natimortos e morbidades no periodo perinatal (TOMKINS, 2001;
LIVERPOOL, 1990; DIAZ DEL CASTILLO, 1975).

Em humanos, o recém-nascido de baixo peso ao nascer & aquele definido
com peso inferior a 2500g, sendo ou n&o prematuro, apresentando mais
anormalidades de desenvolvimento, sendo propensos a dificuldades
comportamentais, cognitivas e de desempenho escolar, assim como menor
crescimento fisico (DAMMANN et al., 1996; WERNER, 1986). Isto ocorre ainda
com maior frequéncia e maiores repercussdes se houver, simultaneamente,
prematuridade, peso ao nascer abaixo de 1500g e complicagdes neonatais, como
a hemorragia intracraniana e a asfixia perinatal (LAUCHT et al., 1997).

Ha uma importante correlacdo entre a desnutricdo ocorrida no periodo
gestacional e a asfixia perinatal, pois esta continua a ser uma das principais
causas de morbidade e mortalidade no periodo neonatal e a causa mais
importante de dano neurolégico ao recém-nascido. Estimativas da Organizagao
Mundial de Saude indicam que dos 37% de casos de mortalidade infantil antes
dos 5 anos de idade, 23% sao relacionados a asfixia perinatal (DURAN et al.,

2007).
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Quando tomadas em conjunto, o baixo peso aos nascer e a asfixia perinatal
correspondem a aproximadamente 54% do total de obitos em criangas até os 5
anos de idade (BLACK et al., 2008). Estatisticas sugerem uma incidéncia de
asfixia em 2-4 por 1000 nascimentos a termo. No Brasil, estima-se que a
prevaléncia de asfixia neonatal seja de aproximadamente 2% dos nascidos vivos
(SOUZA, 2003). Dos sobreviventes, mais de 25% irdo exibir incapacidades
neuropsicologicas permanentes, incluindo: retardo mental, paralisia cerebral,
epilepsia e dificuldades na aprendizagem (WEITZDOERFER et al., 2004,
VANNUCCI & HAGBERG, 2004).

A asfixia fetal ocorre primariamente como resultado de troca placentaria
prejudicada, sendo que o fluxo sanglineo uterino prejudicado, a hipdxia materna,
a insuficiéncia placentaria e a compressao do corddo umbilical, entre outras
causas, podem interferir com a transferéncia de substratos e levar a asfixia fetal

(JENSEN, 2002; WILLIAMS & LUCCI, 1990).

1.7 Encefalopatia hipoéxico-isquémica (EHI)

O termo encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) refere-se as alteragbes
neurologicas em recém-nascidos decorrentes da hipdxia perinatal (SARNAT &
SARNAT, 1976), vindo a ser uma complicacao imediata a asfixia intrauterina grave
e causadora de transtornos de desenvolvimento, comportamento e de deficiéncia
mental (AMATO & DONATI, 2000, BADAWI et al., 1998).

A hipoxia-isquemia decorre de uma diminuigdo da oferta de oxigénio aos

tecidos e pode se desenvolver de duas maneiras: uma situagao de hipoxemia, que
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€ a diminuicdo da quantidade de oxigénio circulante nos tecidos, e de uma
isquemia, diminuigdo na quantidade de sangue que perfunde os tecidos (BERGER
& GARNIER, 1999, ENGIDAWORK et al., 1997).

O dano cerebral hipoxico-isquémico € um processo evolutivo, que se inicia
durante o insulto e estende-se no periodo de recuperagao apos a ressuscitacao
(leséo por reperfusdo). Os achados clinicos da encefalopatia hipéxico-isquémica
irdo variar dependendo do periodo da lesdo, da duracdo do insulto e dos
mecanismos fetais de adaptacdo. Complicacbes sistémicas da asfixia neonatal
frequentemente ocorrem, incluindo alteragbes cardiovasculares, respiratorias,
metabdlicas e renais.

No entanto, o SNC € a estrutura mais afetada (VANUCCI & VANUCCI,
1997). O funcionamento adequado dos neurdnios depende da oferta apropriada
de oxigénio e glicose para a producdo de energia, € 0s mecanismos de
despolarizagdo e repolarizagdo (que possuem alta demanda energética)
constituem a base do funcionamento cerebral.

Durante a fase de isquemia, ocorre diminuicdo do aporte de oxigénio para o
tecido acometido, levando a inibicdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e a
queda da producgao de trifosfato de adenosina (ATP). No entanto, o consumo do
estoque de ATP continuaria, sendo este composto degradado a adenosina
difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP). Com a exaustdo das reservas
energéticas durante a hipoxia, ocorre faléncia nos mecanismos de manutencao
dos potenciais da membrana. Como a glicdlise anaerdbica € insuficiente para

manter a producdo de ATP, ndo ha energia para manter as fungdes cerebrais,
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ocorrendo desativacdo das bombas ibnicas, despolarizagdo das membranas e
abertura dos canais ibnicos dependentes de voltagem (DUGAN & CHOI, 1999).

Ha uma diminuicdo da atividade da bomba Na‘/K* ATPase resultando em
inchaco celular e edema citotéxico. Também ocorre uma despolarizagao
generalizada nos neurdnios e com a perda dos potenciais de membrana, o Ca™"
flui para o meio intracelular, acarretando liberacdo de neurotransmissores
excitatorios, em especial o glutamato. O glutamato, entédo, ativa os receptores
NMDA, AMPA, e cainato, resultando no influxo de Na* e Ca™" para dentro dos
neurbnios pos-sinapticos, o que impede a recaptacdo de glutamato da fenda
sinaptica. A excitotoxicidade, como mecanismo de dano neuronal, é
desencadeada a partir do desequilibrio entre a liberacdo e a recaptacdo de
glutamato. Como o mecanismo de recaptacdo do glutamato (regulado
principalmente pelos astrécitos) é dependente de ATP, sofre grande prejuizo com
a faléncia energética decorrente do insulto hipoéxico-isquémico (MAGISTRETTI et
al., 1999).

O acumulo de calcio intracelular desencadeia uma série de reacodes
quimicas que apresentam efeito cascata, ocasionando a morte celular. Dentre
essas acgdes, destaca-se a ativagcdo de proteases, endonucleases e fosfolipases,
as quais, atuando sobre lipideos da membrana plasmatica, levam a formacao
excessiva de acidos graxos livres e acido araquidénico.

Possiveis mecanismos celulares responsaveis pela lesdao hipdxico-
isquémica também envolvem a ativagao de caspases (em particular a caspase-3),
uma familia de enzimas ativadas durante o episédio hipéxico e que atua dando

inicio e executando a apoptose neuronal (ROSSITER et al., 2002; TELEP, 2002;
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LOW et al., 2002), além de processos inflamatorios em decorréncia da ativagao de

citocinas (polipeptideos mediadores de resposta inflamatoria).
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FIGURA 3 - Esquema ilustrativo da fisiopatologia da encefalopatia hipoxico-

isquémica (modificado de ARAUJO et al., 2008).
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A geragao de radicais livres durante a isquemia-reperfusdo ocorre por
varios mecanismos, incluindo a atividade da 6xido nitrico sintase (NOS), da cadeia
mitocondrial de transporte de elétrons, do metabolismo do acido araquidénico e
atividade da xantina oxidase (DUGAN & CHOI, 1999) que resultam em estresse
oxidativo (MCLEAN & FERRIERO, 2004).

Dada a complexidade da patologia, torna-se importante o desenvolvimento
e aperfeicoamento de modelos experimentais para o estudo do dano hipdxico-
isquémico em animais, simulando as condigdes patoldgicas que ocorrem durante
a gestagdo humana (DUGAN & CHOI, 1999), a fim de contribuir para o
conhecimento dos mecanismos de lesdao, melhorar a compreensao sobre a
evolugao da patologia e os seus desfechos e fornecer um modelo no qual se
desenvolvam e testem estratégias terapéuticas. Ratos e camundongos s&o os
animais mais comumente usados em modelos de asfixia perinatal (YAGER, 2004).

Dentre os modelos descritos na literatura, o modelo experimental de anoxia-
isquemia desenvolvido por Levine (1960) e posteriormente modificado por Rice e
colaboradores (1981) tem sido utilizado com sucesso no intuito de reproduzir o
insulto hipdxico-isquémico ocorrido em humanos. E vantajoso por apresentar alta
reprodutibilidade (WALTON et al., 1999), baixo custo, baixa mortalidade, produz
dano em 90% dos ratos e permite recuperagao do fluxo sanglineo, mesmo com a
oclusdo da carétida, produzindo lesbes no hemisfério ipsilateral a oclusdo da
artéria carotida nas regides do coértex cerebral, substancia branca periventricular e
subcortical, estriado (nucleos da base) e hipocampo (PEREIRA et al., 2007;

HOSSAIN, 2005; VANUCCI & VANUCCI, 2005; ARTENI et al., 2003).
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Estudos realizados previamente em nosso laboratério demonstraram que
ratos com esse tipo de lesdo apresentam déficits cognitivos revelados em testes
de memoria espacial e aversiva, além de induzir a estresse oxidativo nas
estruturas citadas (PEREIRA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2004; ARTENI et
al., 2003; ALSCHER, 2002).

Considerando-se o grande impacto do dano neuroldgico causado pela
encefalopatia hipoxico-isquémica na vida do individuo e a alta incidéncia de
desnutricdo na populagao, muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos enfocando
principalmente suas consequéncias e possiveis tratamentos. Com base nas
informacgbes acerca das duas patologias, de seus mecanismos fisiopatoldgicos,
trabalhamos com a hipotese de que, ao alterar o metabolismo encefalico de forma
acentuada, a desnutricdo protéica possa alterar as consequéncias da
encefalopatia hipoxico-isquémica em parametros bioquimicos, comportamentais e

morfoldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi investigar a influéncia da desnutricao
protéica pré-natal e lactacional sobre o estado oxidativo, o comportamento e o

dano cerebral causado pelo insulto hipdxico-isquémico cerebral neonatal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Quantificar os niveis de radicais livres formados através de ensaio de
2’7’-diclorofluoresceina diacetato (DCF), niveis de peroxidacao lipidica pelo
ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARSs), quantificar os
residuos do aminoacido triptofano presentes nas amostras teciduais e verificar
perturbagbes na homeostase dos sistemas antioxidantes enddgenos através
da quantificagcdo dos tidis totais presentes nas amostras de hipocampo,

estriado, cerebelo e hipotalamo aos 7 dias de vida.

2.2.2 Verificar possiveis alteracbes no sistema motor, através dos testes de
preensdo palmar, geotaxia negativa, reflexo de endireitamento aos 7 dias de
vida e dos testes de Rota-rod e atividade exploratéria dos animais através do

teste do campo aberto aos 60 dias.
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2.2.3 Verificar possiveis alteragdes sensoriais e cognitivas através da avaliagao
do comportamento olfatério dos animais aos 7 dias e do teste de esquiva

inibitdria aos 60 dias de vida dos animais.

2.2.4 Mensurar o dano encefalico causado pela associagao entre a desnutricao
protéica gestacional-lactacional e a encefalopatia hipéxico-isquémica neonatal,

medido através do peso encefalico aos 60 dias de vida dos animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ninhadas de ratos da espécie Rattus Norvegicus, linhagem
Wistar, provenientes do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Receberam ragao adaptada ao grupo experimental ao qual
pertenciam e agua ad libitum, sendo mantidos em caixas plasticas (390 X 320 X
170 mm) recoberta por maravalha e ambiente climatizado (23°C + 2°). O ciclo
claro/escuro utilizado foi de 12 horas.

O protocolo experimental foi desenvolvido de acordo com as diretrizes do
Comité de Cuidado e Uso de Pesquisa com Animais Experimentais, Escola de

Medicina Veterinaria e Ciéncia Animal da Universidade de Sao Paulo, Brasil.

3.2 Desenho experimental

Os experimentos foram divididos em duas etapas: em um primeiro
momento as fémeas prenhas foram submetidas as dietas normonutrida e
desnutrida durante o periodo gestacional e lactacional, sendo suas proles, aos
sete dias de vida, submetidas ao procedimento de hipoxia-isquemia. As ninhadas,
a partir do 7° dia pos-natal (PND7), foram distribuidas nos seguintes grupos
experimentais: controle normonutrido (SHAMNN), isquémico normonutrido (INN),
hipoxico normonutrido (HNN), grupo hipéxico-isquémico normonutrido (HINN),

controle desnutrido (SHAMDN), grupo isquémico desnutrido (IDN), grupo hipdxico
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desnutrido (HDN) e grupo hipdxico-isquémico hipoprotéico (HIDN). Os grupos
SHAMNN e SHAMDN foram submetidos aos procedimentos de anestesia e
incisdo cirurgica, sem a oclusdo da artéria cardtida. Os animais foram entao
testados quanto a capacidade de reconhecer o odor de seus ninhos e sacrificados
para as analises bioquimicas (FIGURA 4).

Em um segundo momento, novos animais foram submetidos ao processo
de acasalamento e as ratas, a partir do primeiro dia da prenhez, submetidas as
dietas normonutrida e desnutrida, também durante o periodo gestacional e
lactaciona . Os filhotes foram expostos a hipdxia-isquemia, porém nesta etapa os
animais foram testados quanto ao desenvolvimento motor aos 7 dias de vida. Aos
60 dias foram novamente testados quanto ao desenvolvimento motor, atividade
exploratoria, ansiedade, memoria e sacrificados para analise morfoldgica.

O acompanhamento ponderal das fémeas foi feito através do periodo
gestacional e sua verificagdo ocorreu no 1° 4° 7° 14° 17° e 21° dias
gestacionais. As ninhadas foram pesadas no 1°, 4° e 7° dias pods-natais (animais
utilizados nos ensaios bioquimicos); além destas pesagens, nos animais avaliados
aos 60 dias foram realizadas pesagens no 21° (dia do desmame), 30° e 60° dias.

O tamanho das ninhadas foi ajustado para possuir entre 7 e 8 filhotes por
mae no primeiro dia pos-natal (PND1). Na tentativa de minimizar ao maximo os
animais a serem utilizados, optamos pela utilizagcdo de ratos machos e fémeas
neste estudo. Foi utilizado um numero de 7 a 11 animais por grupo experimental
na idade adulta e verificado um indice de mortalidade de 19,73% dos animais

apos o procedimento cirurgico.
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Sactificio - Analise Bioguimica

FIGURA 4 - Esquema ilustrativo do desenho experimental utilizado. DG:

dia gestacional, PND: dia pds-natal.

3.3 Dietas

Foi utilizado o modelo de desnutricdo pré-natal e lactacional caracterizado
pela restricdo do conteudo protéico a 7% na dieta das méaes nos grupos
desnutridos, sendo os grupos normonutridos mantidos com 25% de proteina na
dieta (FEOLI et al., 2006a, 2006b). Duas fémeas nuliparas com idade superior a
60 dias e um macho eram acondicionados na mesma caixa para que fosse
realizado o acasalamento (FEOLI et al., 2006a). Confirmada a prenhez através da
coleta do esfregaco vaginal, era ofertada a dieta correspondente as fémeas
pertencentes a cada grupo experimental (normoprotéica ou hipoprotéica) a partir

do primeiro dia gestacional (DGO0), sendo mantida durante todo este periodo e o
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lactacional, até o dia do desmame, onde a prole passou a receber ragdo padréao
do biotério.

A porcentagem de carboidrato foi aumentada na dieta com deficiéncia de
proteina para a obtencdo de dietas isocaldricas (FEOLI et al.,, 2006a, 2006b)
sendo suplementadas com 0.15% de L-metionina (Merck, Rio de Janeiro, Brasil)
na proteina. Quanto aos demais nutrientes, as porcentagens foram as mesmas
para ambas as dietas (7% e 25% de proteina). As composi¢cées das misturas de
sais e vitaminas estao de acordo com a Associacao Oficial de Quimicos Analiticos
(Association of Official Analytical Chemists, Washington, D.C., 1980). A

composicao nutricional das dietas esta expressa na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao nutricional das dietas (g/kg de dieta):

Componente Proteina da dieta

25% 7%
Proteina de soja (92%)? 271,4 76
Sais Minerais® 40 40
Vitaminas® 10 10
Fibras 10 10
Amido 512,5 707,5
Oleo de soja 150 150

@ Proteina de soja (Solae, S&o Paulo, Brasil), pureza de 92% suplementada com 0,15% de L-
metionina.

® Mistura de minerais mg/100g de ragdo: NaCl, 557; KCI, 3,2; KH,PO,4, 1556; MgSQO,, 229;
CaCOs;, 1526; FeSO, . 7H,0, 108; MnSO, . H,0, 16; ZnSO, . 7H,0, 2,2; CuSO, . 5H,0, 1,9;
CacCl, . 6H,0, 0,09.

¢ Mistura de vitaminas (Roche, S&o Paulo, Brasil) mg/100g de rag&o): vitamina A, 4; vitamina D,

0,5; vitamina E, 10; menadiona, 0,5; colina, 200; acido p-aminobenzdico (PABA), 10; inositol, 10;

niacina, 4; acido pantoténico, 4; riboflavina, 0,8; tiamina, 0,5; piridoxina, 0,5; acido folico, 0,2;

biotina, 0,04; vitamina B12, 0,003.

O valor energético para ambas as dietas é de 4,3 kcal/g.
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3.4 Hipoxia-isquemia

Foi utilizado o modelo experimental baseado na preparacdo de Levine
(1960), modificado por Rice e colaboradores (1981) para ratos neonatos. O
modelo consiste na associagédo da ligagao da artéria carétida comum direita com a
exposicdo a uma atmosfera hipoxica buscando produzir um dano unilateral no

encéfalo do rato.

Isquemia Unilateral
Ligagao permanente
da artéria carotida

Hipoxia Sistémica
Exposicao durante
90 min a uma
atmosfera com
92% N, e 8% O,

A 4

Figura 5 - Procedimento de Levine, modificado por Rice, que se utiliza da
combinacao de hipodxia e isquemia.
Os animais, aos 7 dias de vida, foram anestesiados com halotano 2-4% e
submetidos ao procedimento cirurgico. O procedimento era iniciado através uma
incisdo na linha média da face anterior da regido cervical, sendo entdo a artéria

carotida comum direita identificada, isolada de estruturas adjacentes, e ocluida
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com fio cirdrgico de seda 4.0 através de dois nos. Findo este procedimento, os
animais permaneceram em recuperagao sob temperatura controlada durante 15
minutos antes de serem devolvidos as caixas moradia, onde permaneceram por
um intervalo de 2,5 horas junto as mées. Por fim, em grupos de cinco, os animais
eram gentilmente colocados em uma camara (1500 ml) e expostos a atmosfera
hipoxica (8% de oxigénio e 92 % de nitrogénio, com fluxo de 5l/min) durante 90
min. A camara de hipdxia permanecia parcialmente submersa em banho-maria a
37°C para manter a temperatura corporal dos ratos lactentes dentro de limites
fisiologicos. Ao final da hipdxia, os animais eram retirados da cdmara e devolvidos

a sua caixa de origem, junto as maes (ARTENI et al., 2003).

3.5 Analise Bioquimica

Logo ap0s a realizagao do teste olfatorio, os animais foram sacrificados por
decapitagdo no intervalo de tempo de 4hs apo6s o procedimento cirurgico em sala
separada dos demais animais de experimentacdo. As estruturas de interesse,
hipocampo, estriado, cerebelo e hipotalamo foram dissecadas, pesadas,
congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -70°C até a realizagdo dos

ensaios bioquimicos.

3.5.1 Preparagao dos Homogeneizados

Para a realizagdo dos ensaios bioquimicos, as amostras foram

homogeneizadas em 10 vol de solugdo tampao fosfato resfriado (0,1M, pH 7,4)
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contendo 140mM de KCI, 1mM de &cido etilenodiaminotetracético e TmM de fenil
metil sulfonil fluoreto. O homogeneizado foi centrifugado a 960g por 10 minutos e
o sobrenadante utilizado. Todos os passos foram realizados a 4°C. As estruturas
foram escolhidas pelo fato de exibirem maior vulnerabilidade ao insulto oxidativo,
de acordo com diversos autores (IKEDA et al., 2001; BERGER & GARNIER, 1999;

DUGAN & CHOI, 1999; WALTON et al., 1999; VANUCCI & VANUCCI, 1997).

3.5.2 Ensaio de 2’,7’ diclorofluoresceina (DCF)

A quantificagcdo da formacao de radicais livres foi avaliada com base na
modificagdo oxidativa do “probe” exdgeno, 2'7’-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA) (SIQUEIRA et al., 2005). Parte da amostra do tecido foi incubada com
DCFH-DA (100uM) a 37°C durante 30min. A formagédo do derivado fluorescente
oxidado (DCF) foi monitorada em comprimentos de onda de excitacdo e emisséo
de 488 e 525nm, respectivamente, usando um espectrofotdmetro de fluorescéncia
(Hitachi F-2000; Hitachi, Tokyo, Japan). A formacdo de espécies reativas de
oxigénio foi quantificada utilizando-se uma curva DCF padrdo e os resultados

estdo expressos em porcentagem (%) do grupo SHAMNN.

3.5.3 Ensaio de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Os niveis de peroxidacao lipidica foram avaliados pelo método de deteccao

indireta de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARs) descrito por Yagi

(1998), que consiste na incubagdo de amostras do tecido com 10% de &cido
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tricloroacético (TCA) e 0,67% de acido tiobarbiturico (TBA). A mistura € aquecida
durante 30 min em banho-maria. Apds isso, n-butanol & acrescido a mistura e
entdo esta foi centrifugada. A fase organica foi entdo coletada para obter-se a
medida da fluorescéncia (Hitachi F-2000; Hitachi, Tokyo, Japan) nos
comprimentos de onda de 515nm para excitacao e 553nm para emissao. 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, que é convertido em malondialdeido (MDA), foi utilizado como

padrdo. Os resultados estdo expressos em porcentagem (%) do grupo SHAMNN.

3.5.4 Determinacgao dos tidis celulares

Os tidis celulares, como a glutationa e tidis protéicos foram determinados
utilizando o reagente de Ellman, o acido ditiobisnitrobenzdico (DTNB) (ELLMAN,
1959). Aliquotas das amostras foram incubadas com DTNB em uma concentrac&o
final de 100mM durante 15 minutos no escuro. A absorbéncia da reagcdo da
mistura foi medida no comprimento de onda de 412 nm (KHAJURIA et al., 1999).

Os resultados estao expressos em porcentagem (%) do grupo SHAMNN.

3.5.5 Quantificagao de residuos de triptofano (TRI)

O conteudo de residuos de triptofano presente nas amostras foi
determinado por fluorescéncia (Hitachi F-2000; Hitachi, Tokyo, Japan) nos
comprimentos de onda de excitacdo de 280nm e emissdo de 345nm. Foi

adicionado dodecilsulfato de sédio a uma aliquota das amostras em uma
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concentragao final de 0,1%. Os resultados estdo expressos como porcentagem

(%) do grupo SHAMNN (FEOLI, 2006a).

3.5.6 Determinagao da concentragao de proteinas

Os niveis de proteina foram determinados segundo o método de Bradford
(1976). Foi utilizado o corante Coomassie Brilliant Blue, que ao ligar-se as
proteinas, tem a sua absorbéancia alterada de 465nm para 595nm (comprimento
de onda de leitura no espectrofotobmetro). Foi utilizada albumina sérica bovina

como padrao na concentragao de 1mg/mL.

3.6 Analise Comportamental

Previamente ao procedimento cirurgico (PND7), os animais foram
separados das maes durante o tempo de realizagdo dos testes motores (geotaxia
negativa, reflexo de endireitamento e preensao palmar) e de comportamento
olfatério. Logo apds, eram retornados as caixas-moradia. Realizado o
procedimento de hipoxia-isquemia (PND7) os animais eram re-testados 3,5 horas
ap6s o fim da hipoxia, periodo em que ficavam na caixa com as méaes. Nos
animais avaliados na fase adulta as altera¢gdes motoras foram determinadas pelos

mesmos testes (PND7) e pelo teste de Rota-rod (PNDGO).
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3.6.1 Geotaxia negativa

Os animais foram submetidos a um plano inclinado de 30° com a face
virada em direcdo ao solo. Foi medida a laténcia do animal em adotar uma
posicdo contraria, ou seja, virar-se 180° (direcdo cefalica contraria ao solo).
Realizado o movimento, foi dada ao animal a resposta (+), caso contrario (-). O

tempo maximo de teste foi 60 segundos (adaptado de KUNKO et al., 1996).

FIGURA 6 - llustracéo do teste de geotaxia negativa (Fonte: Groenink et al., 2008).

3.6.2 Preensao palmar

Os animais foram seguros de forma que ficassem suspensos e com as
patas dianteiras livres. O teste foi realizado na pata dianteira direita e consistiu em,
ao se encostar um clipe na palma da pata do animal, ele realizar o movimento de
preensdo. Realizado o movimento foi dada ao animal a resposta (+), caso
contrario (-). O tempo maximo de teste foi de 15 segundos (adaptado de KUNKO

et al., 1996).
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3.6.3 Reflexo de endireitamento

Os animais foram colocados em decubito dorsal em uma superficie, onde
logo apds, foi medida a laténcia para que ele assumisse a posi¢cao de decubito
ventral com as 4 patas apoiadas sobre o solo. A laténcia maxima foi de 15
segundos. Realizado o movimento, foi dada ao animal a resposta (+), caso

contrario (-) (adaptado de KUNKO et al., 1996).

3.6.4 Rota-rod

Na idade adulta, a avaliagdo motora foi realizada por meio do teste de Rota-
rod, metodologia descrita por LIU e colaboradores (2007). O aparelho de Rota Rod
(Insight®, 540 x 540 x 420 mm) (FIGURA 7) consiste de um cilindro distante 20cm
da superficie da mesa, movido por um motor e regulado de modo que a
velocidade maxima chegue a 37rpm. Para manter-se sobre cilindro giratério, o
animal necessita locomover-se, de modo que a capacidade locomotora pode ser
entdo quantificada cronometrando-se o tempo de permanéncia do rato sobre o
cilindro. Os animais foram avaliados aos 60 dias de vida. Para que ocorresse
habituacédo e aprendizado, no primeiro dia era realizado o treino dos animais € no
dia seguinte, a avaliagdo da fungdo motora. O numero maximo de quedas
permitidas foi 4 no treino. No teste os animais ndo eram auxiliados. O tempo limite

do teste foi de 300 segundos.
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FIGURA 7 - Foto do aparelho utilizado no teste de Rota-rod.

3.6.5 Campo aberto

Aos 60 dias de vida os animais foram colocados na arena circular do campo
aberto, dividida em areas e cercada por uma parede de 40 cm de altura. O piso do
aparelho é dividido por meio de linhas em raios e circulos concéntricos de maneira
a formar 25 figuras geométricas semelhantes que possuem relativamente a
mesma area, conforme FIGURA 8. Cada figura geométrica € considerada uma
"regidao" onde foram observadas, durante 5 minutos, diferentes variaveis
comportamentais como: a laténcia para iniciar a locomogao, cruzamentos (numero
de linhas atravessadas), e respostas de orientagao vertical (levantar e sustentar o
corpo em duas patas) (PIETA DIAS et al., 2007). Os animais preferem a periferia
ao centro do aparelho, normalmente ambulando em contato com as paredes, ou

seja, apresentam tigmotaxia. A tigmotaxia parece estar relacionada com a
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ansiedade no campo aberto (CHOLERIS et al., 2001). A tendéncia natural do
animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do conflito com o medo

provocado pelo ambiente novo (MONTGOMERY, 1955).

FIGURA 8 - llustracédo da arena do teste do Campo aberto.

3.6.6 Teste olfatorio

O teste foi realizado em uma caixa acrilica retangular transparente
(400x320x200)mm, onde o animal é exposto de um dos lados a maravalha da
caixa-moradia e do outro a maravalha limpa. Foi verificada a laténcia para
direcionar-se a maravalha da caixa-moradia ou a maravalha fresca (quando
recebia o valor maximo do teste). Os animais eram colocados na linha média entre
as maravalhas e virados com a regido cefalica em dire¢cdo a um dos lados da
caixa ndao ocupados por maravalha. O tempo maximo destinado ao teste foi de
300 segundos. O teste foi realizado anteriormente ao procedimento cirurgico e 3,5

horas ap6s o mesmo (adaptado de FAVERO et al., 2006).
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FIGURA 9 - Foto ilustrativa do teste de comportamento olfatério.

3.6.7 Esquiva inibitéria

Os animais foram submetidos a uma caixa onde ha uma plataforma elevada
e uma outra regido onde ha uma grade de barras de bronze que permite a
possibilidade da aplicagédo de um choque elétrico (500x250x250)mm. A laténcia de
descida da plataforma foi anotada no treino. Ao descer da plataforma e encostar
as 4 patas na grade, o animal recebe choques de 0,5 mA/2s. Apds 24 horas, a
retencdo é avaliada, onde a laténcia de descida da plataforma é tomada como
indice de memdria (ARTENI et al., 2002). O tempo limite do teste foi de 180

segundos.
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FIGURA 10 - Foto do aparelho utilizado no teste de esquiva inibitoria.

3.7 Analise morfolégica

Para a realizagdo da analise histologica, os ratos foram previamente
perfundidos e preparados seus encéfalos. Os animais foram anestesiados com
solugao de hidrato de cloral (20%, 10 ml/kg) via intraperitoneal. Foi entdo realizada
a toracotomia, expondo o coragao e os grandes vasos para a cateterizagcdo da
aorta ascendente, através do coracao. A via de perfusao foi transcardiaca e para a
cateterizacdo da aorta foi utilizado um cateter metalico introduzido através do apex
cordis até inicio da aorta ascendente. O cateter foi conectado a uma bomba de
perfusao peristaltica para a administragao das solu¢des de 150 ml de salina (NacCl
0,9%) e, apds, 150 ml de formaldeido 4,0%. Junto a solugcado salina foi

administrado heparina a fim de evitar a formacdo de coagulos no espaco
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intravascular. A aorta descendente e a auriculotomia foram clampeadas a fim de
permitir a otimizagédo da perfusdo e a drenagem das solu¢des administradas.

Apos a perfusdo, os encéfalos foram removidos, avaliados quanto as lesdes
macroscopicas presentes nas amostras coletadas, pesados e armazenados na
mesma solugéo de fixacdo. O dano encefalico foi definido como a porcentagem de
dano ao hemisfério cerebral direito (ipsilateral a lesdo) com relagdo ao hemisfério
cerebral esquerdo, medido através do peso através da formula (peso do
hemisfério esquerdo — peso do hemisfério direito) / peso do hemisfério esquerdo x

100.

3.8 Analise estatistica

Os dados paramétricos (peso das ratas-méaes, peso dos filhotes no periodo
lactacional e apdés o desmame, parametros bioquimicos, o teste de
comportamento olfatério, dados do campo aberto, Rota-Rod, peso encefalico e
dano encefalico), foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de duas vias
seguida do teste de Duncan para multiplas comparagoes.

Para analise dos resultados esquiva inibitoria utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Mann-Whitney para multiplas comparagdes. Os
resultados estao expressos pela mediana e intervalo interquartil (25 e 75%).

Os dados referentes aos testes motores (geotaxia negativa, reflexo de
endireitamento e preensdo palmar) foram analisados pelo teste Qui-quadrado.

As diferencgas foram consideradas significativas quando p<0,05. As analises

estatisticas foram realizadas através de software estatistico SPSS versao 15.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagoes ponderais

Os dados referentes ao ganho de peso corporal das ratas-maes no periodo
gestacional estdo apresentados na FIGURA 11. Ao longo da gestagdo houve
efeito significativo do fator dia gestacional (DG), verificado pelo teste de ANOVA
de medidas repetidas (F(1,10)= 143,15, p<0,01). Nao foi verificada diferenca

significativa entre os grupos normonutrido e desnutrido.

Peso Gestacional

310 7
290 *
270 A *

250 1

— Normo
230 1

Peso (g)

—— Desnu

210 1
190 A
170 A

150

DGO DG4 DG7 DG 14 DG 17 DG 21
Dia Gestacional (DG)

FIGURA 11 - Ganho de peso das ratas-maes no periodo gestacional. Os dados sao
expressos como média + EP. Os valores foram considerados significativos quando

p<0,05.* Diferenga entre os dias gestacionais.

Os dados referentes ao ganho de peso corporal das ninhadas no periodo
compreendido entre o 1° dia pds-natal e o 7° sdo apresentados na FIGURA 12. Os

resultados foram analisados por ANOVA seguida do teste de Duncan para
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multiplas comparag¢des. Nao houve diferenca significativa entre os grupos em
PND1. A analise evidenciou médias de peso significativamente menores no grupo
desnutrido quanto ao fator dieta em PND4 (F(1,16)= 20,55, p<0,01) e PND7 (dia

em que foram submetidos a hipoxia-isquemia) (F(1,16)=80,26 p<0,01).
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FIGURA 12 - Ganho de peso das ninhadas no periodo pds-natal (as ninhadas possuem
entre 7 e 8 animais). Os dados sdo expressos como média £+ EP. Os valores foram
considerados significativos quando p<0,05.* Diferengca entre os dias gestacionais. **

Diferenga entre os grupos normonutrido e desnutrido.

Os dados referentes ao ganho de peso corporal dos animais no periodo
compreendido entre o0 11° dia pds-natal e 60° sdo apresentados na TABELA 2. Em
PND11 a ANOVA revelou diferengas significativas quanto ao fator dieta
(F(1,61)=187,45, p<0,01) e fator procedimento (F(3,61)= 2,90 p=0,04). Em PND21,
houve diferenga quanto ao fator dieta (F(1,61)=197,50, p<0,01) e fator

procedimento (F(3,61)= 2,70, p=0,05). Em PND30 houve efeito do fator dieta
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(F(1,61)= 1,46, p<0,01) assim como em PND60 (F(1,61)= 5,85 p=0,01). Nao

houve, em nenhum dos tempos, interagao entre procedimento e dieta.

PND11 (*)(§) PND21 (*)(§) PND30 (*) PND60 (*)
SHAMNN 21,24 0,9 37,7+1,4 79,8 + 3,9 226,7 + 13,9
INN 21,6 £ 0,9 38,2+ 1,4 77,2+3,9 212,8 + 13,9
HNN 20,8 £ 1,0 38,8+ 1,6 82,7+45 237,1 £ 15,7
HINN 18,3+0,8 35,5+ 1,3 70,3 £ 3,7 203,2 + 13,2
SHAMDN 9,0 + 1,1 18+1,8 51+4,8 184 + 17,0
IDN 104+ 1,0 21,7416 52,1+4,5 175+ 15,7
HDN 11,3+ 1,6 24+25 57 +6,8 215,3 + 24,1
HIDN 8,8+0,8 184 +1,3 50 + 3,7 194,6 + 13,2

TABELA 2 - Avaliagdo do ganho de massa corporal de ratos do PND11 a vida adulta
(PND60). Os dados sédo expressos como média + EP. Os valores foram considerados

significativos quando p<0,05. * Efeito da dieta. § Efeito do procedimento.



44

4.2 Testes motores

Os dados apresentados nas tabelas 3, 4 e 5 referem-se ao
desenvolvimento motor dos animais aos 7 dias de vida. Os reflexos ja se mostram
presentes no sétimo dia de vida, dia da realizagdo da hipdxia-isquemia. Nao foram
constatados atrasos no desenvolvimento motor dos animais quando analisado o
reflexo de endireitamento pré HI (X?=9,98 p=0,18) e pds HI (X?=9,43 p=0,22).
Quanto aos reflexos de geotaxia negativa pré (X?=15,20 p=0,03) e pds HI (X?=3,72
p=0,81) e de preensdo palmar pré (X*=18,44 p=0,01) e pos HI (X?=1,14 p=0,99)
houve diferengca significativa na avaliacdo pré-Hl entre os grupos normo e

desnutridos, ndo sendo observada diferenga na avaliagdo apds o procedimento de

hipéxia-isquemia.

PND7 Pré-Hl Reflexo de Endireitamento
Grupos SHAMNN | INN | HNN | HINN [ SHAMDN | IDN | HDN | HIDN | Total
Realiza o movimento (+) 10 10 7 10 11 7 6 12 75
Realiza o movimento (%) 13,16 13,16 | 9,21 | 13,16 14,47 921 | 7,89 | 15,79]98,68
Ndo realiza (-) 0 0 0 0 0 0 ] 0 1
N&o realiza (%) 0 0 0 0 0 0 1,32 0 1,32
PND7 POs-HI Reflexo de Endireitamento
Grupos SHAMNN | INN | HNN | HINN [ SHAMDN | IDN | HDN [ HIDN | Total
Realiza o movimento (+) 10 10 7 10 11 7 6 12 73
Realiza o movimento (%) 13,16 13,16 | 9,21 | 13,16 | 14,47 9.21 17,89 15,79 (96,05
Ndo realiza (-) 0 0 0 2 0 0 1 0 3
Na&o realiza (%) 0 0 0 2,62 0,00 0,00 | 1,32 0 3.94

TABELA 3 - Reflexo de endireitamento. Os valores indicam o nimero de animais e
porcentagens na realizagao do teste. Foi dada a resposta (+) quando o animal realizava o
movimento e assumia a posigdo de decubito ventral e (-) quando nao o realizava. Os
valores foram considerados significativos quando p<0,05. Foi utilizado o teste qui-
quadrado.
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PND7 Pré-HI (*) Geotaxia negativa
SHAMN
Grupos N INN | HNN | HINN | SHAMDN | IDN | HDN | HIDN | Total
Realiza o movimento (+) 7 S 2 8 6 6 6 12 52
Realiza o movimento (%) 9,21 6,58 | 2,63 110,53 7.89 7,89 | 7,89 | 15,79 68,42
Nd&o realiza (-) 3 5 5 4 5 1 1 0 24
Na&o realiza (%) 3,95 6,58 | 6,58 | 5,26 6,58 1,32 11,32 | 0,00 [31,58
PND7 P&s-HI Geotaxia Negativa
SHAMN

Grupos N INN | HNN [ HINN | SHAMDN | IDN | HDN | HIDN | Total
Realiza 0 movimento (+) 8 8 3 9 8 5 5 9 55
Realiza o movimento (%) 10,53 10,53 13,95(11,84| 10,53 6,58 | 6,58 | 11,84172,37
Na&o realiza (-) 2 2 4 3 3 2 2 3 21
Na&o realiza (%) 2,63 2,63 | 5,26 | 3,95 3.95 2,63 | 2,63 | 3,95 (27,63
TABELA 4 - Reflexo de geotaxia negativa. Os valores indicam o numero de animais e
porcentagem de animais que apresenta uma resposta (+) quando realiza o movimento de
virar-se 180° quando colocado com a cabecga virada para baixo em uma superficie
inclinada 30°. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. Foi utilizado o
teste qui-quadrado.

PND7 Pré-HI (*) Preensdo Palmar

SHAMN
Grupos N INN | HNN | HINN | SHAMDN [ IDN | HDN | HIDN | Total
Realiza o movimento (+) 10 10 7 12 9 6 4 7 65
Realiza o movimento (%) 13,16 [13,16] 9,21 | 15,79 11,84 7,891 526 | 9,21 185,53
Ndo readliza () 0 0 0 0 2 1 3 5 11
Na&o realiza (%) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 2,63 1,32 3,95 | 6,58 | 14,47
PND7 P&s-HI Preensdo Palmar
SHAMN

Grupos N INN | HNN | HINN | SHAMDN [ IDN | HDN | HIDN | Total
Realiza o movimento (+) 8 8 6 10 8 6 5 9 60
Realiza o movimento (%) 10,53 [10,53]| 7,89 | 13,16 10,53 7,89] 6,58 |11,84|78,95
Na&o realiza (-) 2 2 1 2 3 1 2 3 16
Na&o realiza (%) 2,63 | 2,63 1,32 2,63 3,95 1,321 2,63 | 3,95 [21,05

TABELA 5 - Reflexo de preensdo palmar. Os valores indicam o nimero de animais e
porcentagens na realizacdo do teste. Uma resposta (+) indica que o animal realizou o
movimento de preensdo. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. Foi
utilizado o teste qui-quadrado.
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4.3 Estado oxidativo celular

Os resultados referentes as alteragdes em marcadores bioquimicos estao
apresentados nas TABELAS 6, 7, 8 e 9 e expressos como porcentagem do grupo
SHAMNN =+ erro padrdo. Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA
seguida do teste de Duncan para multiplas comparagées e nao evidenciaram
diferencas significativas em hipocampo, estriado e hipotalamo nas medidas de:
formacéao de radicais livres, peroxidacao de lipideos, residuos de triptofano e tidis
totais. No cerebelo, houve redugao significativa na formagéo de radicais livres,
medido pelo teste de DCF nos animais alimentados com dieta hipoprotéica. Efeito

do fator dieta (F(1,61)= 5,05 p=0,02).

DCF TBARs Tidis TRI
SHAMNN | 99,591 100,0 £ 12,7 99,9+ 13,8 99,6 +9,2
INN 92,7 £ 11,1 91,3+£8,7 96,0 £ 15,7 110,9 +10,5
HNN 86,4 + 8,6 102,3 £ 10,6 109,7 £ 13,8 114,56+ 8,8
HINN 86,2 + 9,1 103,6 + 10,6 76,2 £ 14,7 105,3 £ 8,8
SHAMDN | 87,0 + 10,3 95,0+ 11,9 102,9 £ 18,6 99,6 +9,2
IDN 85,2 £ 9,1 102,5 £ 11,9 94,1 £15,7 94,4 +9,2
HDN 83,9 + 11,1 97,8 £12,7 66,2 £ 29,4 98,1+ 10,5
HIDN 87,4 +£10,3 103,3 £ 10,6 74,3 £ 14,7 103,2 +11,3

TABELA 6 - Medidas do estado oxidativo celular em estriado do hemisfério cerebral direito 4hs
apos a hipodxia-isquemia neonatal. Os dados s&o expressos como média da porcentagem do
controle (SHAMNN) + EP em um n de 6 a 11 animais por grupo. Os resultados foram analisados
por ANOVA seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos
quando p<0,05. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais

estudados.
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DCF TBARs TIOIS TRI
SHAMNN 99,9+ 8,7 100,4 £ 9,2 99,0 + 8,6 100,6 + 7,5
INN 94,1+9,2 123,5+9,2 101,0 + 9,1 11,4 +7,0
HNN 93,8 + 8,2 104,2 + 8,1 101,3 + 8,1 114,7 £ 6,2
HINN 91,0+ 10,6 102,0 + 8,6 81,1+8,1 106,2 + 6,2
SHAMDN 99,7+9,2 114,1£9,2 81,8+9,7 109,8 +7,5
IDN 96,6 + 8,7 105,1 + 8,1 84,6 + 8,6 108,8 + 6,6
HDN 99,3+09,2 101,5+ 8,6 91,2+ 9,1 113,7+7,0
HIDN 84,1+ 10,6 110,9 + 8,6 92,3+ 8,6 118,2+7,0

TABELA 7 - Medidas do estado oxidativo celular em hipocampo do hemisfério cerebral direito

4hs apos a hipdxia-isquemia neonatal. Os dados s&o expressos como média da porcentagem do

controle (SHAMNN) + EP em um n de 6 a 11 animais por grupo. Os resultados foram analisados

por ANOVA seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos

quando p<0,05. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais

estudados.
DCF (*) TBARs TIOIS TRI

SHAMNN 99,9+ 6,0 99,5 + 10,9 99,9 + 8,6 100 + 7,1
INN 91,8+7,0 108,8 + 10,3 122,2 + 10,1 1159+ 7,9
HNN 89,4+ 6,3 108,0 + 9,8 112,6 + 9,1 11,875
HINN 929+75 128,1 + 10,9 112,2+9,5 108,2 +7,9
SHAMDN 852+7,5 113,8 £ 10,9 88,3 £ 11,7 112,2 + 8,4
IDN 85,1 + 8,1 107,2 £ 10,9 98,6 £9,5 109,9+7,9
HDN 85,0 + 8,1 101,2+211,7  115,1+10,8 121,9+9,0
HIDN 71,8 + 8,1 122,3 £ 12,6 106,3 + 11,7 103,09 + 8,4

TABELA 8 - Medidas do estado oxidativo celular em cerebelo 4hs apés a hipdxia-isquemia
neonatal. Os dados sédo expressos como média da porcentagem do controle (SHAMNN) + EP em
um n de 6 a 11 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste

post hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. * Efeito da dieta.
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DCF TBARs TIOIS TRI
SHAMNN 99,7 £ 15,6 100,9 £ 13,0 100,0 +12,8 99,9+6,8
INN 110,65+ 12,3 126,7 £ 13,8 119,0 + 13,7 108,4 +7,5
HNN 120,2 £ 12,3 109,0 £ 13,0 103,7 + 13,7 119,5+7,5
HINN 94,4+12,3 116,6 £ 13,8 110,5+12,8 104,7 + 7,1
SHAMDN | 104,7 £ 14,3 109,3 £ 15,9 103,56+ 14,8 95,1+9,2
IDN 104,1+£12,3 100,8 £ 13,0 132,0 + 13,7 105,4 +7,5
HDN 97,5+ 13,2 115,2 £ 14,8 86,5 + 16,2 104,1 + 8,0
HIDN 109,4 £ 11,6 119,1 £ 13,8 95,2+ 13,7 103,5+7,5

TABELA 9 - Medidas do estado oxidativo celular em hipotalamo 4hs apds a hipdxia-isquemia

neonatal. Os dados sédo expressos como média da porcentagem do controle (SHAMNN) £ EP em

um n de 6 a 11 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste

post hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. Ndo houve

diferencga estatisticamente significativa entre os grupos experimentais estudados.
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4.4 Comportamento olfatério

A performance dos animais no teste de discriminagao olfatéria mostrou-se
inalterada nos animais submetidos previamente a hipdxia-isquemia. Quando
testados novamente apdés o procedimento, a ANOVA revelou diferengas
significativas quanto ao fator dieta (F(1,114)=64,30, p<0,01), ao fator hipoxia-
isquemia (F(3,114)=9,40, p<0,01) e na interagao entre os dois fatores (F(3,114)=
2,55 p= 0,05) evidenciando menor capacidade de reconhecimento do odor do
ninho nos animais submetidos a HI, sendo mais pronunciada a dificuldade nos

animais do grupo HIDN.

Comportamento Olfatério
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FIGURA 13 - Comportamento olfatério dos animais aos 7 dias. Os valores Pré sao
relativos a avaliagao prévia a cirurgia. Os resultados foram analisados por ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados sédo expressos como média + EP. Os
valores foram considerados significativos quando p<0,05. * SHAMNN pré e pos-HI. **

HINN em relagao aos outros grupos NN pos-HI. *** HIDN pré e pés-HlI.
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4.5 Campo aberto

No teste de campo aberto foram verificados o somatério do niumero de
cruzamentos nos primeiros 2 minutos e 2 ultimos de teste, assim como 0 numero
de respostas verticais de orientacdo nos mesmos tempos. Com relagdo ao numero
de cruzamentos, ndo houve diferenca entre os grupos experimentais nos dois
intervalos de tempo. Com relagédo ao numero de respostas verticais de orientagéo,
nos 2 ultimos minutos do teste, a ANOVA revelou diferengas significativas entre os
grupos experimentais com relagado ao fator procedimento (F(3,63= 3,82, p=0,01).
Também foi verificada a laténcia para deixar o quadrante central do teste, e esta
medida apresentou-se significativamente alterada, havendo interagdo da dieta e

do procedimento (F(3,63)=2,92 p=0,04). Ver FIGURAS 14 - 18.
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FIGURA 14 - Numero de cruzamentos realizados no 1° e 2° minutos na tarefa de campo
aberto. Os dados sao expressos como média + EP. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os valores foram considerados

significativos quando p<0,05.
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FIGURA 15 - Numero de cruzamentos realizados no 4° e 5° minutos na tarefa de campo
aberto. Os dados sdo expressos como média + EP. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os valores foram considerados

significativos quando p<0,05.

Respostas de Orientacao Vertical

|
S R

- - -
o] o N BN
1 1 1 ]

—

Respostasno 1° e 2° minutos
»

SHAMNN  INN HNN HINN SHAMDN DN HDN HI DN

FIGURA 16 - Numero de respostas de orientagdo vertical realizadas no 1° e 2° minutos
na tarefa de campo aberto. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido pelo
teste post hoc de Duncan. Os dados sao expressos como média + EP. Os valores foram

considerados significativos quando p<0,05.
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FIGURA 17 - Numero de respostas de orientagéo vertical realizadas no 4° e 5° minutos na tarefa
de campo aberto. Os dados s&do expressos como média + EP. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos
quando p<0,05. * Diferenga entre os grupos HINN e SHAMNN. ** Diferenga entre os grupos HINN
e HIDN. *** Diferenga entre os grupos SHAMDN e HIDN.
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FIGURA 18 - Laténcia para deixar o circulo central do campo aberto. Os dados s&o expressos
como média + EP. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste post hoc de
Duncan. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. * Diferenga entre o grupo
HINN e SHAMNN. ** Diferenga entre os grupos SHAMNN e SHAMDN. *** Diferenca entre os
grupos HINN e HIDN.
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4.6 Rota-rod

Nao houve diferenga significativa no teste de Rota-rod tanto no treino
quanto no teste. O teste foi avaliado por ANOVA seguido do teste de Duncan para
multiplas comparagdées. Os animais aparentemente demonstram similar

capacidade de locomocao, equilibrio e forga.
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FIGURA 19 - Tempo de permanéncia em movimento sobre o cilindro no teste de
Rota-Rod. Os dados sdo expressos como média = EP. Os resultados foram analisados
por ANOVA seguido pelo teste post hoc de Duncan Os valores foram considerados

significativos quando p<0,05.
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4.7 Esquiva inibitoria

O teste de esquiva inibitéria foi analisado pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Mann-Whitney para multiplas comparagdes. Nao foi verificado
efeito significativo no treino nos grupos experimentais (H=6,17, p=0,52). No teste,
houve diferenga significativa (H=15,47, p=0,03) entre os animais. O teste de
Mann-Whitney mostrou a diferenga entre os grupos SHAMNN e HINN (H=24,5,
p=0,05), SHAMDN e HINN (H=10,50, p=0,01) e HINN e HIDN (H=20,00 p=0,01),

evidenciando uma possivel reversdo no déficit de memoria causado pela HI.
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FIGURA 20 - Laténcia para descer da plataforma no teste da esquiva inibitoria. Os
resultados estdo expressos em mediana e percentis 25% e 75%. Os valores foram
considerados significativos quando p<0,05. * Diferenga entre os grupos SHAMNN e os
grupos HNN e HINN. ** Diferengca entre os grupos SHAMDN e o grupo HINN. ***
Diferenga entre os grupos HINN e HI DN.
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4.8 Peso encefalico

Os dados referentes ao peso encefalico aos 60 dias foram analisados por
ANOVA seguido do teste de Duncan. Os resultados obtidos mostram efeito
significativo do procedimento (F(3,61)=7,14, p<0,01) e do fator dieta
(F(1,61)=5,62, p=0,02) sobre o peso encefalico total dos animais. No hemisfério
ipsilateral a lesdo houve efeito do fator procedimento (F(3,61)=17,94, p<0,01) e da
interagao entre dieta e procedimento (F(3,61)=3,58, p=0,02). Efeito do fator dieta

no hemisfério esquerdo (F(3,61)=6,93 p=0,01). Ver FIGURAS 21 - 23.

Peso Encefalico
2 ] * *
18 -
1.5 - I I I
. R S S|
. I I
i
2 1-
]
0,8
06
04
0,2
0
SHaM MM I WM H NN HI MM SHAM DM DM H DM HI DM

FIGURA 21 - Peso encefalico total dos animais aos 60 dias. Os dados sdo expressos
como média + EP. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste post
hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. * Diferenca
entre o grupo HINN e SHAMNN. ** Efeito do fator dieta.
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FIGURA 22 - Peso do hemisfério cerebral direito dos animais aos 60 dias. Os dados sdo
expressos como média + EP. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido pelo
teste post hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. *
Diferenga entre o grupo HINN e SHAMNN. ** Efeito do fator dieta entre todos os grupos
experimentais. *** Diferenga entre o grupo HI DN e HINN.
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FIGURA 23 - Peso do hemisfério cerebral esquerdo dos animais aos 60 dias. Os dados

sdo expressos como média + EP. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido
pelo teste post hoc de Duncan. Os valores foram considerados significativos quando
p<0,05. * Efeito do fator dieta.
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4.9 Dano cerebral

Os dados referentes ao dano encefalico foram analisados por ANOVA de
duas vias seguido do teste de Duncan. Houve efeito significativo do fator
procedimento (F(3,60)=39,63, p<0,01) e a interacdo entre dieta e procedimento
(F(3,60)= 4,58, p<0,01), mostrando um grau de dano menor nos animais
desnutridos submetidos a HI e evidenciando um perfil neuroprotetor causado pela

desnutri¢ado.
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FIGURA 24 - Efeito da desnutricdo sobre o dano encefalico causado pela hipoxia-
isquemia neonatal. Os dados s&o expressos como % dano com relagdo ao hemisfério
contralateral, tendo sido calculados pela formula (peso HE - peso HD)/ peso HE x 100. Os
resultados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de
Duncan. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. * Diferenga entre o
grupo HINN e demais grupos normonutridos. ** Diferenga entre os grupos HI DN e SHAM

DN. *** Diferenga entre os grupos HINN e HI DN.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo descrever efeitos da desnutricao
protéica, imposta nos periodos gestacional e lactacional em ratos submetidos a
hipéxia-isquemia neonatal, sobre paréametros bioquimicos, comportamentais e
histoldgicos, a curto e longo prazo.

As fungdes das proteinas estdo ligadas a um grande numero (quase que a
totalidade) de reagbes homeostaticas, atuando como enzimas, anticorpos,
hormdnios, no equilibrio acido-basico, na distribuicdo de liquidos no organismo, no
transporte de substancias, de oxigénio, na coagulagdo sanguinea, atividade
muscular e ainda como substrato energético (HARRIS, 1997).

A caréncia protéica na dieta pode acarretar problemas de saude que se
expressam pela perda de peso, baixa estatura, baixa resisténcia as infeccoes,
podendo levar até mesmo ao 6bito. Doencas crénicas ndo transmissiveis, como
diabetes mellitus, hipertensao, aterosclerose e doengas cardiovasculares parecem
ter origem em alteragbes ocorridas no utero e durante o inicio da vida pos-natal
(JOSHI et al., 2003).

O baixo peso corporal em ratos submetidos a desnutricdo protéica é um
fendbmeno amplamente relatado na literatura. O modelo de caréncia nutricional
utilizado neste trabalho levou em conta a possibilidade de estabelecimento de
comparativos com a literatura (SCHWEIGERT et al., 2005; DE SOUZA et al.,
2004; ROTTA et al., 2003; MORGANE et al., 2002 e 1993; TONKISS et al., 2000 e

1998; GRESSENS et al., 1997).
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Os resultados do ganho de peso corporal indicam que a alimentagdo com
dieta de 7% de proteina foi eficiente em causar em filhotes uma desnutricdo
similar a do tipo Kwarshiorkor, exceto pela presenca de edema (TORUN & CHEW,
1994; OKITOLONDA et al., 1987).

Os animais desnutridos, a partir do momento em que foram alimentados
com dieta padrdo do biotério (PND21), obtiveram aumento de peso, porém,
sempre se mantiveram com peso inferior aos animais dos grupos normonutridos
(TABELA 2).

Para a diferenga de peso durante a fase de lactacdo (FIGURA 12 e
TABELA 2), deve-se levar em conta a deficiéncia em proteina no leite materno
(restrita a 7% da dieta), o que pode ocasionar prejuizo no crescimento fisico do
animal (FUKUDA, et al., 2002; ROCINHOLI et al., 1997). As diferengas ponderais
observadas no periodo lactacional entre os ratos mantidos com dieta hipoprotéica
e os mantidos com dieta normoprotéica provavelmente foram desencadeadas pela
desigualdade no teor protéico da dieta, uma vez que as duas dietas possuiam o
mesmo conteudo energético.

A deficiéncia no crescimento fisico ocasionada pela desnutricdo protéica foi
verificada em nosso estudo, tendo em vista que o modelo utilizado neste trabalho
causou uma marcada redugdo no ganho de massa corporal nos ratos
pertencentes aos grupos desnutridos a partir do 4° dia de vida, permanecendo até
os 60 dias (quando foram sacrificados) (TABELA 2).

Por suas particularidades anatbmicas e funcionais, além de sua elevada
susceptibilidade a lesdes, o tecido cerebral parece ser particularmente vulneravel

a insultos, em especial durante o periodo de desenvolvimento (ROUGEMONT et
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al., 2002). As consequéncias de uma limitagdo anormal de nutrientes durante um
periodo especifico do desenvolvimento cerebral podem permanecer
subliminarmente, ou apenas representar uma predisposicdo, até que o sistema
seja exposto a circunstancias emocionais ou ambientais ndo usuais (MORGANE
et al., 2002).

O desenvolvimento pés-natal é representado, dentre outros aspectos, pela
maturagao de reflexos neuroldgicos e coordenagao motora (LUBICS et al., 2005).
Segundo o0 mesmo autor, a maior parte dos reflexos neurolégicos parece surgir no
rato a partir do 7° dia pos-natal. No presente estudo, os dados referentes ao
surgimento dos reflexos motores foram semelhantes entre os grupos, onde
pudemos verificar a presenga de todos os reflexos ja no PND7 previamente ao
procedimento cirurgico na maior parte dos animais. Especificamente quanto ao
reflexo de endireitamento (TABELA 3), foi verificada a presenca do reflexo na
quase totalidade dos animais ja no periodo pré-cirurgico, mantendo-se apés a Hl.
Foram encontradas diferencgas significativas no teste de geotaxia negativa entre os
animais normo e desnutridos no periodo pré-HI, onde uma grande parte dos
animais desnutridos n&o conseguiu realizar adequadamente o teste. No periodo
pos HI, uma maior parcela dos animais passa a realizar a tarefa, deixando de
existir significancia estatistica (TABELA 4). Uma possivel explicagéo para o fato, €
que segundo Kunko e colaboradores (1996), o reflexo de geotaxia negativa
costuma ser verificado a partir de 8 dias de vida. O teste de preensao palmar
(TABELA 5) apresenta um resultado similar ao do reflexo de endireitamento,
apresentando diferengca significativa previamente a hipdxia-isquemia e na

avaliacdo pdés a HI os animais apresentam similar execugdo dos movimentos.
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Porém, os resultados do teste devem ser analisados com cuidado, pois, pelo fato
deste reflexo ser primitivo, sua tendéncia é de desaparecimento no decorrer da
vida do animal, o que se verifica em nosso trabalho, onde se nota uma maior
parcela dos animais com resposta negativa ao teste (TABELA 5). Com base em
nossos resultados, podemos inferir que, de forma geral, os animais né&o
apresentaram déficits ou retardos no desenvolvimento neurolégico nos animais
submetidos a desnutri¢ao.

Segundo Tonkiss e colaboradores (1996), outra medida sensivel do
desenvolvimento pos-natal de felinos e roedores é a capacidade de localizar a
ninhada quando separados desta, sendo esse parametro alterado em diferentes
modelos de desnutricdo. No PND7, enquanto os animais ainda nao haviam sido
submetidos a HI, apresentaram o mesmo padrao de resposta ao teste, com tempo
de laténcia para encontrar a maravalha com odor do ninho de forma similar nos
grupos normo e desnutridos. Houve, nos animais do grupo SHAMNN apds a Hl
uma diminuicdo da laténcia para encontrar os ninhos apés a HI, caracterizando
uma possivel memoria da tarefa a ser realizada, ou seja, reconhecer o odor do
ninho, ao contrario dos animais SHAMDN, que aumentaram sua laténcia. Apos a
hipoxia-isquemia, observamos os animais pertencentes aos grupos desnutridos,
de forma geral, com desempenho inferior aos normonutridos, em especial os
animais HIDN, que parecem ter sido mais afetados pela hipoxia-isquemia
(FIGURA 13). Este resultado pode evidenciar um prejuizo na recuperagao apos a
hipéxia-isquemia, talvez ocasionada pelo fator nutricional ou de fato uma lesdo ao

sistema olfatorio dos animais pela hipdxia-isquemia e acentuada pela desnutrigao.
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Os resultados comportamentais apresentados pelos animais em idade
precoce demonstram a hipéxia-isquemia atuando de forma isolada e em adicao a
desnutricdo no teste de comportamento olfatério, aparentemente tendo um efeito
sinergistico. Nos testes realizados para verificagdo do desenvolvimento motor dos
animais, nao foram verificados atrasos aparentes em idade precoce. Quando
analisados na idade adulta no teste de Rota-rod, os animais desnutridos
apresentaram capacidade de locomover-se sobre o cilindro similar aos dos grupos
normonutridos (FIGURA 19), n&o evidenciando, portanto, atrasos no
desenvolvimento motor, nem capacidade reduzida de locomogao.

Embora o crescimento e a maturagdo cerebral ndo sejam fenédmenos
comportamentais, eles s&o estreitamente relacionados e integrados ao
desenvolvimento comportamental. Nesse contexto, o fator nutricional adquire
fundamental importancia. Segundo RANADE e colaboradores (2008), diferentes
caréncias nutricionais implicam em diferentes alteracées a morfologia encefalica, o
que por sua vez provoca diferencas nas respostas dos animais em testes
comportamentais.

A desnutricdo afeta diferentes estruturas cerebrais de formas e/ou
intensidades variadas, sendo o hipocampo, estrutura também afetada pelo
insulto hipodxico-isquémico e que possui fungdes relacionadas a memodria,
gravemente afetada pela desnutricdo (MORGANE et al.,, 2002; LEVITSKY &
STRUPP, 1995; BEDI, 1992; CINTRA et al., 1990).

Os resultados obtidos na esquiva inibitéria (FIGURA 20) mostraram uma
menor laténcia para descer da plataforma em animais hipoxico-isquémicos tanto

normo, quanto desnutridos (demonstrando um déficit de memdéria aversiva e
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evidenciando a lesdo acarretada pela HI), porém os animais desnutridos
apresentaram melhores resultados do que os normonutridos. Este resultado nos
permite correlacionar a desnutricio a uma possivel acao neuroprotetora,
favorecendo o animal em uma atividade na qual um estimulo aversivo é
desencadeado.

Podemos ainda inferir que a desnutrigdo protéica provocou um aumento da
impulsividade e/ou reducdo da ansiedade corroborando dados de Almeida e
colaboradores (1992, 1993) que se utilizaram dos testes de esquiva inibitéria e
labirinto em cruz elevado. Houve, nos animais desnutridos, hipersensibilidade a
estimulos aversivos e aumentada atividade exploratoria no labirinto em cruz
elevado, quando o teste nao envolvia o estimulo aversivo.

O teste de campo aberto avalia principalmente a atividade locomotora e
exploratéria dos animais, podendo também ser empregado para avaliagdo da
ansiedade. Em nosso estudo, com relacdo ao teste, houve uma maior laténcia
para que os animais SHAMNN deixassem o circulo central, quando comparados
aos animais SHAMDN, mostrando uma menor ansiedade, ou melhor adaptacéo a
exposicdo a um ambiente novo. A reduzida laténcia para deixar o circulo central
dos animais HINN evidencia um maior nivel de ansiedade ou impulsividade nos
animais normonutridos sumetidos a HI quando comparados aos HIDN (FIGURA
18). Nao foram encontradas neste teste diferengas significativas no numero de
cruzamentos quando somados os dois primeiros minutos do teste, assim como
nos dois Uultimos demonstrando similar atividade exploratéria nos grupos
experimentais (FIGURAS 14 e 15). Nao houve diferenga quanto ao numero de

cruzamentos totais, nem a relagdo entre cruzamentos centrais e periféricos (indice
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de ansiedade). Quanto ao numero de respostas de orientagéo vertical (FIGURAS
16 e 17), observamos uma diferenga estatisticamente significativa nos 2 ultimos
minutos do teste mostrando uma maior movimentagdo vertical nos grupos
submetidos a hipdxia-isquemia com relagdo aos grupos SHAMNN e SHAMDM,
indicando maior atividade exploratéria no novo ambiente. Este efeito foi verificado
também com relacdo aos grupos HINN e HIDN, onde os animais desnutridos
apresentaram maior atividade nos dois ultimos minutos do teste.

O cérebro saudavel, maduro e adequadamente nutrido nos mamiferos oxida
a glicose como principal fonte de energia para manter a fungao celular, sendo o
suprimento cerebral normal de oxigénio e glicose mantido pelo fluxo sanguineo nas
carotidas e artérias vertebrais. Desta forma, a integridade do fluxo sanguineo esta
diretamente relacionada ao metabolismo cerebral (PEREZ-POLO, 1996).

Em modelos animais, a desnutricdo protéica em idades precoces provoca
alteragbes no tecido nervoso como: diminuigdo nos teores de glicogénio e glicose
cerebrais; aumento na utilizagdo de corpos cetdnicos; aumento de acido glutamico
e glutamina (GARRIGA & CUSSO, 1992; COLOMBO et al.,1992; JOHN et al.,
1991); alteragao significativa e seletiva a sensibilidade a drogas, agindo sobre
diversos sistemas de neurotransmissores (ALMEIDA et al., 1996; BUTLER et
al., 1994); favorecendo o desenvolvimento de doengas neuropsiquiatricas (DIOP
et al.,, 2003; HACKET e IYPE, 2001; HOEK et al., 1998; SUSSER et al., 1996;
SUSSER e LIN, 1992) podendo levar a uma redugdo no numero de sinapses e
prejuizo a transmissao de informagées (MORGAN & WINICK, 1981; DYSON &

JONES, 1976).
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Torna-se oportuno ressaltar que, dentre os mecanismos fisiopatolégicos
responsaveis pela encefalopatia hipéxico-isquémica, destaca-se a excitotoxicidade
glutamatérgica. Durante a isquemia, a despolarizagdo induzida pela entrada de
Ca™ estimula a liberagdo dos neurotransmissores das vesiculas sinapticas.
Ocorre a liberagao excessiva de glutamato e de outros aminoacidos excitatorios,
0s quais sao liberados para o espago extracelular e contribuem para a injuria
neuronal (DUGAN & CHOI, 1999). Ocorre uma superativacdo de receptores
NMDA, AMPA, dentre outros pelo excesso de glutamato e subsequente dano
neuronal (FAROOQUI & HORROCKS, 1994).

As células gliais, em particular os astrécitos, sdo responsaveis pelo suporte
metabdlico de neurdnios, que envolve a captacdo de glutamato e destinagao
desse aminoacido para consumo energético e sintese de glutamina, substancia
que € restituida ao neurbnio para novamente ser convertida a glutamato
(MAGISTRETTI et al., 1999). Este mecanismo de recaptagédo do glutamato requer
gasto energético e em uma situacdo de faléncia energética tal mecanismo se
encontra prejudicado.

Quando ha a presenca de desnutrigdo e uma patologia associada (como
por exemplo, a hipdxia-isquemia) o equilibrio do sistema é rompido e provoca
alteragcdes do metabolismo celular, lesdo do DNA e dos transportadores de ions
das membranas celulares, elevacao de calcio e ferro ionizados e peroxidacao
lipidica. Quando ocorre a isquemia, em segundos ha deplecdo de oxigénio e
interrupgdo da fosforilagdo oxidativa. A glicose anaerdbia é insuficiente para
manter a producédo de ATP, ndo sendo capaz de fornecer a energia necessaria as

fungdes cerebrais. Sem a entrada de sangue para suprir de glicose o tecido
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cerebral, este mobiliza os poucos estoques de glicogénio e posteriormente os de
fosfocreatina em poucos minutos. Como as demandas energéticas n&do sao
alcangadas, ocorre deplecdo de ATP em poucos minutos (FAROOQUI &
HORROCKS ,1994).

As células cerebrais utilizam 20% do oxigénio consumido no organismo,
porém representam somente 2% do peso corporal, indicando alta atividade
oxidativa. O cérebro tem alto conteudo de acidos graxos poliinsaturados, mais
suscetiveis a lipoperoxidagdo. Estudos mostram que a proteina da dieta é
importante para os mecanismos antioxidantes e que a desnutricdo protéica
pode levar ao aumento do dano oxidativo ao diminuir defesas antioxidantes do
organismo (WANG et al., 2002).

Estudos sugerem a existéncia de interagcdes entre oxidantes e as vias que
levam a morte neuronal, onde ndo so6 os oxidantes, mas o estado redox como um
todo modula os mecanismos de regulagao neuronal.

O estado redox celular é definido como o balanco entre os oxidantes e
antioxidantes intracelulares e é regulado dentro de uma faixa 6tima para a
sobrevivéncia celular. Sob condi¢cdes de estresse oxidativo, os mecanismos
antioxidantes ndo conseguem neutralizar o seu conteudo de radicais livres, pois os
antioxidantes endogenos (vitamina C, tocoferol, tidis protéicos e a glutationa,
primeiramente) sdo consumidos pelos insultos oxidativos.

A peroxidagdo de acidos graxos insaturados de fosfolipidios das
membranas plasmaticas pode resultar em significativa perda da integridade da
membrana, sendo este um dos efeitos mais marcantes do dano oxidativo

(TAPPEL, 1973), e leva a geracao de aldeidos e alcanos potencialmente nocivos,



67

que reagem com o acido tiobarbiturico. O teste de substancia reativas ao acido
tiobarbiturico € pouco especifico, porém é frequentemente empregado para avaliar
o grau de dano oxidativo por sua facil execugao e baixo custo (TAPPEL, 1973).
Alem disso, modificagbes oxidativas de aminoacidos tém efeitos significativos na
funcéo celular, uma vez que proteinas oxidadas perdem sua atividade biologica e
tendem a ser muito mais sensiveis a protedlise (STADTMAN & OLIVER, 1991).

Autores, como Martin e colaboradores (2000), encontraram aumento na
formacéo de radicais livres entre 3 e 6 horas apos a hipoxia-isquemia. Dentro
deste intervalo de tempo optamos pelo sacrificio dos animais 4 horas apods a
hipéxia a fim de avaliarmos os efeitos bioquimicos da associagédo entre as duas
patologias. Contudo, em ratos de 7 dias, no intervalo de tempo de 4 horas apos a
HI, ndo foram encontradas alteracbes na formacdo de radicais livres, danos
oxidativos em macromoléculas, lipidios e proteinas, observados, respectivamente,
nos ensaios de DCF, TBARs e conteudo de residuos de triptofano (TRI), em
nenhum dos grupos experimentais. Também as defesas antioxidantes enddgenas,
medidas pela verificagdo dos tidis totais ndo apresentaram alteracao significativa
(TABELAS 6, 7,8 ¢€9).

Foi observada neste intervalo de tempo nos grupos desnutridos, uma
tendéncia a redugao nos niveis de formacado radicais livres (conteudo de DCF
formado) no cerebelo (TABELA 8), que pode ser explicada pela redugéo da
atividade da cadeia respiratoria, observada por Olorunsogo 1989 e 1992, em
animais desnutridos. A observacao de que mesmo em situacao de estresse
0s grupos nao apresentam diferengas significativas quanto a formagao de

espécies reativas, peroxidacao lipidica e danos a proteinas contribui para o
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fortalecimento da idéia de que, em alguns parametros, dependendo do
momento da avaliacdo, o tecido parece manter-se em equilibrio. Nesse
contexto, pode-se considerar que os animais desnutridos desenvolvem uma
adaptacdo ao estresse oxidativo gerado pela dieta, possivelmente aumentando as
defesas antioxidantes. As defesas antioxidantes, chamadas a restabelecer o
equilibrio permitem ao organismo tolerar o estresse oxidativo leve e moderado.
Porém, é oportuno ressaltar que as defesas antioxidantes ndo conferem protegéao
completa contra os radicais livres produzidos pelo organismo.

Em nosso trabalho, utilizamos as medidas de peso encefalico total
(FIGURA 21), bem como dos hemisférios separadamente (FIGURAS 22 e 23)
como medida de perda de tecido cerebral. Este parametro, mesmo apresentado
limitagdes no seu significado, € de obtengado relativamente facil e pode ser
utilizado como um indicador de perda tecidual. No caso da desnutricdo, a redugcao
do peso encefalico total, resulta provavelmente do menor numero e/ou menor
tamanho dos elementos celulares, bem como de alteragbes nos processos de
maturacao neuronal (MORGANE et al., 1992).

Varios relatos mostram que a desnutricdo precoce ocasiona
anormalidades nos processos de diferenciacdo neuronal e sinaptogénese
(GRESSENS et al., 1997), além de retardo na migragcado das células granulares
em cortex de ratos (DEL ANGEL-MEZA et al., 2001).

Ja Gressens e colaboradores (1997), ao induzirem restricdo protéica
durante as duas primeiras semanas de gestagéo, observaram que os ratos na vida
adulta apresentavam quase completa normalizacdo dos paradmetros de

desenvolvimento cerebral (citoarquitetura, diferenciagdo neuronal e glial). A
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normalizacao desses parametros reflete a importante plasticidade do cérebro em
desenvolvimento e sua habilidade em adaptar-se ao estresse intenso precoce
(GRESSENS et al., 1997).

Deste trabalho podemos sugerir que o encéfalo dos animais desnutridos
aparentemente se comporta de forma diferenciada perante o insulto hipdxico-
isquémico, provavelmente por seu aparente metabolismo reduzido, corroborando
os dados de Schweigert e colaboradores (2005). Propostas terapéuticas que se
baseiam no decréscimo no metabolismo energético como, por exemplo, a
hipotermia, tém sido difundidas nos ultimos anos. Ela acarreta uma diminuicdo da
demanda de O2 pelo encéfalo, redugao na densidade de aminoacidos excitatorios,
reducédo da producdo de radicais livres de O,, redugado da infiltracdo leucocitaria
nas areas isquémicas, diminuicdo da ativagdo microglial e da despolarizagao
isquémica, levando a diminuigdo dos efeitos da hipoxia-isquemia (PRANDINI et
al., 2005; ZHU et al., 2004; RIMPILAINEM et al., 2000).

Ao associarmos a desnutricdo protéica e a encefalopatia hipoxico-
isquémica em um modelo animal, em um primeiro momento se pensou que elas
viessem a assumir um carater aditivo, onde a desnutricdo potencializaria o dano
sofrido pelos animais. Porém, houve uma relativa adaptagcdo a adversidade
metabdlica nos animais submetidos a desnutricdo. Isso se mostrou de forma mais
clara no teste de esquiva inibitéria (FIGURA 20), onde os animais obtiveram
melhor desempenho na tarefa. Podemos ainda correlacionar este dado ao de
dano ocasionado ao tecido encefalico pela hipdéxia-isquemia (FIGURA 24), onde o

grau de dano sofrido aos animais desnutridos foi inferior aqueles dos animais
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normonutridos, parecendo haver, ao menos com relacdo a estes parametros
especificos, um carater protetor gerado pela desnutrigao protéica.

Os dados acima apresentados ainda demonstram a dificuldade em se
estabelecer comparagbes entre os modelos animais empregados e sua
extrapolagao para o homem.

Patologias como a desnutricdo ocorrem geralmente em associagéo a outros
elementos, como fatores genéticos e ambientais (como por exemplo, doengas
infecciosas, parasitarias, traumas no parto) e de natureza sdécio-econdémica,
devendo ainda ser considerados fatores como as interagbes sociais durante a
infancia. Ainda assim, torna-se muito importante o desenvolvimento e
aperfeicoamento de modelos experimentais que possam contribuir para melhor
compreensao dos danos causados por patologias como a desnutricdo e a hipoxia-

isquemia e dos seus mecanismos fisiopatoldgicos.
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6. CONCLUSOES

1. A desnutricao gestacional e pds-natal diminuiu significativamente o peso
corporal dos animais, a partir do 4° dia pos-natal. O menor ganho de peso
foi verificado nos animais desnutridos submetidos a hipoxia-isquemia até

o dia do desmame.

2. Ainteragao entre a dieta e o procedimento deixou de existir aos 30 dias,
evidenciando uma provavel recuperacao nutricional, a partir do momento

em que todos os grupos foram mantidos com ragéo padrao do biotério.

3. Nao foram verificados aumento na formacdo de radicais livres,
lipoperoxidacdo e danos a proteinas nas estruturas analisadas, tanto nos
grupos normonutridos quanto nos desnutridos no intervalo de tempo de 4

horas apods o final da hipdxia.

4. Nao ha evidéncia de atraso no desenvolvimento neurolégico dos animais,
nem com relacdo a hipdxia-isquemia nem quanto a dieta nos testes

neuromotores realizados na fase lactacional.

5. Quando realizado na idade adulta, o teste de Rota-rod n&o evidenciou
diferengcas motoras significativas entre os grupos. Os animais
permaneceram o mesmo tempo caminhando sobre o cilindro, evidenciando

similar capacidade de locomocao, forca e equilibrio.
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6. Os ratos desnutridos, quando submetidos ao modelo animal de hipdxia-
isquemia neonatal apresentaram um prejuizo significativo na memoria de
orientac&o olfatoria aos 7 dias, evidenciando uma capacidade reduzida de

encontrar suas ninhadas quando separados de seus ninhos.

7. Os animais do grupo hipoxico-isquémico desnutrido apresentaram melhor
desempenho na tarefa de esquiva inibitéria quando comparados aos
animais hipoxico-isquémicos normonutridos aos 60 dias. Com base neste
resultado pode-se inferir um carater de protecdo oferecido pela dieta
hipoprotéica quando o animal é submetido a um evento como a hipdxia-

isquemia neonatal.

8. O modelo animal de hipdxia-isquemia neonatal em ratos resultou em visivel
area de infarto no hemisfério ipsilateral a oclusao da artéria carétida, sendo
mais evidente nos animais do grupo normonutrido, onde ocasionou um
dano morfoldgico significativamente maior. Este fato também nos permite

sugerir um papel neuroprotetor proporcionado pela dieta protéica.
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