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RESUMO

Influéncias genéticas e ambientais atuam sobre o Sistema Nervoso Central
(SNC) durante o processo de desenvolvimento. Uma nutricho adequada é
essencial para a formacdo do SNC, organizagcdo funcional e para
desenvolvimento do organismo. Estudos utilizando dietas semi-sintéticas foram
desenvolvidos para reproduzir em animais de laboratério caracteristicas
clinicas, bioguimicas e patolégicas, observadas em humanos desnutridos. A
dieta bésica regional (DBR) foi proposta para estudar a desnutricao
caracteristica dos habitantes de baixa renda da zona da mata de Pernambuco.
O presente estudo avaliou o perfil morfolégico (densidade e niamero de células
neuronais) do cortex visual de ratos Wistar submetidos a dois tratamentos
nutricionais: dieta padrdo de biotério (Labina® 23% de proteina) e dieta
hipoprotéica (DBR, 8% de proteina), originando 6 grupos experimentais: N5, N7
e N9 - animais nutridos com Labina® durante 5°., 7°. e 9° meses
respectivamente, e D5, D7 e D9 - animais desnutridos por DBR durante os
mesmos periodos. Apos o tratamento nutricional, os animais foram sacrificados
e 0s cérebros retirados, processados histologicamente e avaliados através de
estudos morfométricos. Observou-se que a desnutricdo induzida por DBR
provocou uma reducao significativa na massa corporal dos animais de todos os
grupos. A reducédo foi decrescente ao longo da idade, pois aos 5 meses 0s
animais DBR pesavam, em média, apenas 27,7% do peso total do animal
normonutrido, aos 7 meses, 29,1% e por fim aos 9 meses os animais DBR
pesavam cerca de 32% do peso dos normonutridos. A comparacao feita entre
0S grupos mostrou que o peso cerebral também foi visivelmente reduzido nos
animais desnutridos. A maior reducdo no peso cerebral ocorreu no grupo D9
onde a média do peso dos cérebros desse grupo correspondia a 81,55% do
peso cerebral do grupo N9. Nao houve diferenca significativa em relacédo ao
nimero de neurdnios por campo e nem em relacdo a média da area do soma
dos neurénios. Tais achados indicaram que a desnutricdo induzida pela DBR
no pés-desmame embora ndo cause alteracdes na citomorfologia do cortex

cerebral tem repercussdes sobre a evolugéo ponderal e encefélica.

Palavras chaves: cortex cerebral, morfometria neuronal, desnutricdo, DBR



ABSTRACT

Genetic and ambient influences affect the Central Nervous System (CNS)
during the whole development process. An adequate nutrition is essential for
the formation of the CNS, its functional organization and the development of the
organism. Many researches using half-synthetic diets had been developed in
laboratory animals to reproduce pathological, biochemical and clinical
characteristics, observed in unfed human beings. The regional basic diet (RBD),
an experimental diet, was proposed to study the characteristic malnutrition of
the low income inhabitants of the Zona da Mata of Pernambuco. The present
study evaluated, by means of the histology and digital analysis of image, the
morphologic profile of the posterior cortex of Wistar rats submitted to two
nutritional treatments: commercial laboratory diet (Labina®, 23% of protein) and
low-proteic diet (DBR, 8% of protein), originating 6 experimental groups: N5, N7
and N9 - animals nourished with Labina® during 5, 7 and 9 months respectively,
and D5, D7 and D9 - mal nourished animals by DBR during the same periods.
After the nutritional treatment, the animals had been sacrificed and the brains
removed, processed histologically and evaluated through morphometrics study.
The induced malnutrition for DBR caused a significant reduction in the corporal
mass of the animals. The analysis of the average values related to the
encephalic weight during 5°, 7° and 9° month of postnatal life demonstrated that
there was significant difference, which was lower than the malnurished animals
difference. It did not have significant difference in relation to the number of
neurons for field and nor in relation to the average area of the neurons soma.
Such findings indicated that the induced malnutrition by the DBR in after-weans
has repercussions on the ponderal and encephalic evolution even it does not

cause alterations in the citomorfologic of the cerebral cortex.

Key words: RBD, brain cortex, malnutrition, neuronal morphometric.
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1. INTRODUCAO

O problema da ma nutricdo infantil desperta o interesse e diversos estudos
tém relacionado o status nutritivo com crescimento celular ou maturacdo cerebral.
Esses estudos tém indicado a vulnerabilidade do sistema nervoso com
consequentes mudangas no comportamento, particularmente quando essas
mudancas ocorrem durante o chamado “periodo de crescimento rapido cerebral”
(HOFFMAN, 2001). Em humanos, isso corresponde ao periodo entre o ultimo
trimestre de vida fetal e o terceiro ano de vida pds-natal. Nos ratos, esse periodo
corresponde as primeiras trés semanas de vida poés-natal (periodo de lactacéo),
guando esta acontecendo os fendbmenos de neurogénese, gliogénese e
mielinizacao.

A mé& nutricdo pode ser causada por disponibilidade de todos os nutrientes
mas, em quantidades insuficientes ou pela falta que de um ou mais nutrientes
essenciais, que podem estar presentes, mas nas proporc¢des erradas na dieta.

Diversos estudos usando modelos animais sugeriram que os efeitos do
insulto nutritivo no desenvolvimento do cérebro sdo duradouros e levam a déficits
permanentes no aprendizado e no comportamento.

Influéncias genéticas e ambientais atuam sobre as células durante todo o
processo de desenvolvimento do sistema nervoso, estimulando seu crescimento,
sua migracao e diferenciacédo, e até mesmo sua morte e retracdo axonica para criar
0 sistema nervoso adulto. Alguns destes processos sdo completados intra-utero,
enquanto outros continuam durante os primeiros anos apds o0 hascimento.

A nutricio desempenha um papel crucial na maturagdo e manutencao
funcional do Sistema Nervoso Central (SNC). Contudo a nutricdo inadequada
durante os primeiros anos de vida é ainda um sério problema de salude em paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos. A desnutricdo grave afeta 20 milhdes de
criangas menores de cinco anos no mundo, matando uma crianca a cada 30
segundos, e no Brasil € uma das maiores causas de mortalidade infantil (OMS,
2007), constituindo um problema de saude publica, podendo ocorrer isoladamente
ou associada a outros fatores que aumentam a morbidade e a mortalidade
(DUNCAN, 1994).

A desnutricdo é um problema mundial que afeta milhdes de criancas durante

0s estagios vulneraveis de desenvolvimento do sistema nervoso central. Eventos na



maturacdo cerebral podem resultar em alteracbes fisiologicas, anatdémicas,
comportamentais, anormalidades na fung¢do cognitiva e distirbios de aprendizado e
memoéria (MORGANE et al. 2002).

Mesmo quando transitéria, a deficiéncia nutricional precoce, pode influenciar
no risco de doengas em longo prazo, possibilitado pela modificacdo da diferenciagao
celular e/ou pela modificacdo da funcdo dos estagios criticos de desenvolvimento.
(CABALLERO, 2002).

Inadequacdo nutricional, incluindo ma nutricdo materna, € o maior fator ndo
genético que leva a disturbios no desenvolvimento do cérebro (MORGANE, 2002).
Ma nutricdo pode alterar a histogénese cerebral, causando variacdes nas taxas de
proliferacdo de células progenitoras neurais e gliais, e pode induzir alteracbes na
regulacdo dos diversos neurotransmissores (CHEN, 1992; MARIN, 1995; RABIN,
1994).

Alguns estudos demonstraram que criangas mal nutridas tém mais problema
de aprendizagem e comportamento do que as criangas bem nutridas (GRANTHAM,
1995).

No que se referem as deficiéncias nutricionais, no inicio da vida as injurias
sdo mais graves para SNC, principalmente porque nesta fase o crescimento e 0
desenvolvimento desse sistema estdo ocorrendo com grande intensidade, através
dos processos de hiperplasia, hipertrofia e mielinizagcdo. A neurogénese, a
gliogénese e a migracdo neuronal realizam-se, entdo, com velocidade maxima,
provocando um rapido aumento do peso cerebral. Por esse motivo, essa fase é
denominada de periodo de crescimento rapido do cérebro. Sendo considerado um
dos periodos criticos mais importantes para o desenvolvimento cerebral, por ser uma
etapa de grande vulnerabilidade a varios tipos de agressao, inclusive a nutricional
(DOBBING, 1968).

As investigacbes sobre os efeitos da deficiéncia protéico-energética no
crescimento e desenvolvimento organico tém ocupado lugar de destaque na
literatura cientifica especializada (BIRT, BAKER, HRUZA, 1982; McGUIRE et al.,
1995; RESNICK, MORGANE, 1984). Essas investigacdes tém achado alteragbes
bioquimicas no sistema nervoso de modelos experimentais mal nutridos,
especialmente relacionados aos sistemas neurotransmissores (ROTTA, 2003;
STEIGER, 2002). Mudancas histologicas também tém sido demonstradas por
decréscimo na densidade de células gliais no cortex cerebral, cerebelo e hipocampo
(DOBBING, 1971; GARCIA-RUIZ, 1993).



Os procedimentos metodoldgicos utilizados para analise da desnutricdo
variam de um estudo para o outro. Em algumas dessas condicbes experimentais, a
dieta é severamente restrita em quantidade ou qualidade, ou em ambas, objetivando
induzir um estado de deficiéncia nos animais durante o0s periodos criticos do
desenvolvimento (PESSOA, 2005). Em outras, esses modelos de desnutricdo tém
sido usados para testar a eficacia de suplementos de dietas deficientes ou corrigir
algumas deficiéncias especificas (COLINA et al., 2002; FERREIRA et al., 2005;
GUZMAN-SILVA et al., 2004; METRI et al., 2003).

Assim, os desenhos experimentais sdo 0os mais diversos: em alguns deles os
animais sdo submetidos a dietas inadequadas durante a gestacao e/ou lactacao;
somente a partir do desmame os animais recebem dietas deficientes e, algumas
vezes, duas ou mais técnicas sdo usadas.

Neste sentido, Teoddsio et al. (1990) desenvolveram um modelo experimental
gue reproduz, no rato, quadro clinico muito semelhante ao da desnutricdo infantil
protéico-energética prevalente no Nordeste brasileiro. Com base em avaliagdes
através de inquéritos alimentares em populacdo carente, foi elaborada, para o rato,
uma dieta constituida pelos quatro alimentos mais consumidos no regime alimentar
deficitario das populagfes de baixa renda, figurando, cada um desses elementos,
nas propor¢gbes em que sdo consumidos. Esta dieta foi denominada Dieta Basica
Regional (DBR). O seu uso durante os periodos criticos de desenvolvimento
determina um estado de desnutricdo no animal, que mimetiza a desnutricao
protéico-energética vigente em nosso meio (PESSOA, 2005).

DBR é rica em carboidratos e fibras, mas pobre em proteinas (8%), as quais
sdo predominantemente de origem vegetal, minerais, gorduras. A ma nutricdo
induzida por DBR pode provocar alteracbes fisioldégicas, metabodlicas e
comportamentais (MEDEIROS, 2002; PESSOA, 2000).

Varios pesquisadores, empregando esse modelo de desnutricdo, mostraram
os efeitos deletérios da DBR sobre a gestagdo e a lactagdo (PESSOA et al., 2000), o
crescimento (TEODOSIO et al., 1990), a longevidade (LAGO, et al., 1997) e o
desenvolvimento de alguns 6rgaos (PESSOA, 1997; ROCHA DE MELO e GUEDES,
1997), associada ao etanol (PONTES-FILHO, 2003) e ao exercicio fisico
(PRAZERES, 2004).

Contudo, a maioria desses trabalhos avalia os efeitos da DBR durante o
chamado “periodo critico” de desenvolvimento cerebral, ou seja, durante a vida intra-

uterina e aleitamento. A partir dessas consideracdes, € pertinente e relevante



investigar, em animais de laboratorio, estados de desnutricdo desencadeados pelo
padrao alimentar basico de comunidades-alvo, empregando dieta que reproduza
esse padrdo em teor e qualidade, no pos-desmame, ao longo do envelhecimento do

animal, ou seja, pos periodo de desenvolvimento critico cerebral.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Formacao e Desenvolvimento do Sistema Nervoso Central

O desenvolvimento-amadurecimento do Sistema Nervoso Central (SNC)
decorre fundamentalmente de dois tipos de eventos: aditivos ou progressivos e
subtrativos ou regressivos. Os eventos aditivos/progressivos incluem a proliferacao e
migragdo neuronal, sinaptogénese e mielinizagdo; 0s regressivos consistem de
morte neuronal (apoptose), retracdo axonal e degeneracéo sinaptica (REED, 2005).

O sistema nervoso origina-se da ectoderme embrionaria dando origem ao
encéfalo e a medula espinhal. E no SNC onde ocorre o processamento da
informacdo ambiental, desencadeando-se a integracdo dos processos mentais e a
iniciacdo da resposta ao estimulo.

O inicio do desenvolvimento embrionario do SNC ¢é marcado pela
diferenciagdo dos neuroblastos a partir de células primitivas localizadas no
neuroepitélio do tubo neural. Em seguida comeca a proliferacdo celular,
extremamente rapida, que origina neurdnios bipolares, 0s quais comecam a migrar a
partir da quinta semana de vida intra-uterina, com o aparecimento das primeiras
células gliais que fornecem sustentacdo para o movimento de migracdo. A maior
parte da migracdo na dire¢cdo da camada marginal do que sera o futuro cortex dos
hemisférios cerebrais se completa até o final do quinto més. Ao término da migracéo
dos neurbnios, tem-se 0 nimero maximo de neurénios (entre 50 e 100 bilhdes) e ja
se inicia o processo de apoptose. Do sexto més em diante inicia-se a organizacao,
gue € o complexo processo de arborizacdo dendritica, trajetorias axonal e formacao
dos botbes sinapticos. A atividade funcional comeca com a mielinizagédo por volta da
102 semana. Por volta do sétimo més de vida intra-uterina, no cérebro humano, a
proliferacéo e a migragcéo neuronal estdo completas (REED, 2005).

O desenvolvimento cerebral caracteriza-se por um processo relativamente
subito de hiperproducdo, seguindo por um processo lento, ao longo da vida, de
eliminacéo seletiva (REED, 2005).

O cortex cerebral, entre outros numerosos papeéis, é responsavel pelo inicio
voluntario do movimento, percepcdo sensorial final, pensamento consciente,
linguagem, tracos de personalidade e eventos mentais sofisticados — memodria,
raciocinio, criatividade e consciéncia. Anatomicamente é formado pela porcéo

externa e cinzenta do cérebro, cuja pigmentacao € determinada pelo conjunto denso
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de corpos celulares neuronais, gliais e seus dendritos, que se distribuem pela
neurépila. Este conjunto cobre a massa branca constituida por axdénios que sao
responsaveis pela transmissao de sinais intracorticais, e entre o cortex e outras
zonas do SNC. No cortex cerebral chegam impulsos provenientes de todas as vias
da sensibilidade. Dele saem os impulsos nervosos que iniciam e comandam o0s
movimentos voluntarios (MACHADO, 1985).

A parte funcional do cortex cerebral é constituida por neurdnios que cobrem a
superficie de todas as convolugBes do cérebro ocupando um espaco de apenas 2 a
5 milimetros de espessura, contendo cerca de 100 bilhdes de neurdnios.
Histologicamente estes neurbnios se distribuem entre seis diferentes camadas: | -
molecular; Il - granular externa; Ill - de células piramidais pequenas; IV - granular
interna; V - das grandes células piramidais; e VI - de células fusiformes ou
polimérficas (GUYTON e HALL, 2002).

O desenvolvimento e a organizagdo estrutural do cérebro obedecem a um
cronograma pré-determinado e inflexivel (GUEDES, 1985), sendo variavelmente
vulneravel as agressdes durante todo o periodo de desenvolvimento pré-natal e pos-
natal precoce (MORGANE et al., 1993). Ainda segundo estes autores, o estagio do
periodo de desenvolvimento em que ocorre uma agressao parece ser o fator mais
decisivo na determinacdo do defeito final apresentado pelo cérebro, do que
propriamente o tipo de agressdo. Neste caso, um mesmo insulto atuando em
momentos variados determinaria alteracdes diferentes na morfofisiologia cerebral.

O crescimento dos tecidos, incluindo o cérebro, é resultado da divisédo e do
aumento no tamanho das células (WINICK e NOBLE, 1965). O desenvolvimento
normal de um 6rgéo pode ser dividido em duas fases distintas. Na primeira fase, ha
uma rapida divisdo celular sem o aumento do tamanho das células, denominado de
multiplicacdo celular ou hiperplasia, que pode ser avaliada pelo conteido de DNA.
Na segunda fase, a sintese de DNA continua, porém em menor proporcao,
passando a ocorrer paralelamente um significativo aumento no tamanho celular; este
periodo € denominado hipertrofia, sendo determinado pelo acréscimo no conteudo
de proteinas (MORGAN e WINICK, 1985; WINICK e NOBLE, 1965).

A maturacdo cerebral envolve uma série de estagios sobrepostos
temporalmente e que seguem uma precisa sequéncia que difere de regido para
regido cerebral e mesmo dentro de uma regido em particular, variando

temporalmente de uma espécie para outra (MORGANE et al., 2002).



Particularmente em relacdo ao desenvolvimento do cértex cerebral, observou-
se gue este € esculpido por um programa altamente sofisticado de reorganizacéo
neuronal influenciado por fatores sociais, nutricionais e ambientais (FERNANDEZ et
al., 1998).

O encéfalo é o 6rgdo que apresenta o desenvolvimento mais rapido na vida
embrionaria, e nos primeiro dias ou meses de vida extrauterina, em ratos e porcos, e
nos primeiros 4 anos de vida, no homem. Uma crianca, aos 4 anos de idade, tem

aproximadamente 90% da massa encefalica final do adulto (COURSIN, 1965).

2.2 Desnutricao e Dieta Basica Regional (DBR)

A nutricdo, processo que envolve as proteinas alimentares, o metabolismo, o
sistema nervoso e as condicBes emocionais dos individuos, tem influéncia direta nas
condicdes de saude das populacdes (VITOLO, 2003).

De acordo com International Dietary Energy Consultancy Group (IDECG),
desnutricdo refere-se a uma ingesta insuficiente de calorias (deficiéncia energética
cronica (DEC), com indice de massa corporal (IMC) < 18,5 Kg/m?), enquanto que a
ma nutricdo se refere a deficiéncia de macro- ou micro-nutrientes.

Todas as vezes gue a ingestao protéica é inferior ao requisito fisiolégico e a
guota calérica é menor do que a necessaria por periodos mais ou menos longos,
sobrevém as manifestacdes bioquimicas e clinicas da desnutricAo protéico-
energética (ANGELIS, 1986).

Essa forma de desnutricdo é observada em quase todo o mundo
subdesenvolvido, ou em desenvolvimento, em propor¢des elevadas principalmente
na maioria dos paises da Africa, Asia e América Latina (Figura 1).

A dieta das pessoas gue vivem abaixo da linha da pobreza ndo é adequada
em termos de valores caloricos e contém muito pouco contetdo protéico (RANADE,
2008).

Na América Latina, € responsavel pela elevada mortalidade e morbidade em
criangas abaixo de 5 anos de idade.

No Brasil, essa forma de desnutricdo esta associada a 3,5 milh6es de obitos

de criancas anualmente, matando uma crianca a cada 10 segundos (UNFPA, 2007).
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Figura 1: Mapa da desnutricdo no mundo. Fonte: FAO, 2003.

Varios paradigmas de desnutricdo sdo propostos na literatura. Entre os mais
utilizados, encontram-se a restricdo alimentar pelo afastamento da mae durante o
periodo de lactagédo, dietas hipoprotéicas e dietas deficientes em aminoacidos
essenciais (BRONZINO, 1990; GIETZEN, 1996; TEODOSIO, 1990).

Estudos utilizando dietas semi-sintéticas foram desenvolvidos para reproduzir
em animais de laboratério caracteristicas clinicas, bioquimicas e patoldgicas,
observadas em seres humanos desnutridos (BIRT, 1982; McGUIRE, 1995;
RESNICK, 1984; TEODOSIO, 1990; TONKISS et al., 1993).

No Brasil, Teoddsio et al., 1990 desenvolveram uma dieta experimental, que
denominaram Dieta Basica Regional (DBR), para simular a desnutricdo observada
entre habitantes de baixa renda da zona da mata do Estado de Pernambuco. Essa
dieta continha os ingredientes basicos da alimentacdo daquela populacéo,
caracterizando-se principalmente pelo déficit protéico, contendo apenas cerca de 8%
de proteinas, sendo a maioria de origem vegetal. Desde entdo, a DBR vem sendo
estudada em animais, sob varios aspectos, tais como: crescimento e
desenvolvimento; estimulacdo ambiental e desenvolvimento do sistema nervoso
(MONTEIRO, 1995; SANTOS, 2000); longevidade (LAGO et al., 1997); geracdes
sucessivas (PESSOA et al., 2000); associada ao etanol (PONTES-FILHO, 2003) e
ao exercicio fisico (PRAZERES, 2004).



Lago et al. (1997), a partir de um estudo sobre a duracdo do tempo de vida de
ratas desnutridas com DBR, pdde observar uma diminuigdo na curva de crescimento
e uma duracdo de vida mais curta nos animais quando comparados com 0s
normonutridos. Pessoa et al. (2005), estudaram em 159 ratos, em trés geracdes
sucessivas, os efeitos cumulativos do consumo da DBR sobre o crescimento
corporal e desenvolvimento dos 6rgdos e observaram reducdo acentuada da curva
ponderal, do ganho do peso, do comprimento da cauda e do consumo alimentar.

Os efeitos da desnutricdo em longo prazo foram divulgados por Stoch e
Smythe bem como por outros autores (WALKER et al., 2000). Estes através de
estudos sequenciais, em que multiplas analises foram realizadas aos 5, 10, 15 e 20
anos, com criancas que sofreram desnutricdo na infancia, observaram alteracoes
significantes na circunferéncia da cabeca, na altura e peso e dos quocientes de

inteligéncia verbal e ndo verbal.

3.3 Desnutricao e Sistema Nervoso

Uma nutricdo adequada € essencial para a formacdo do SNC, para sua
organizacdo funcional e para o desenvolvimento do organismo. A ocorréncia de
deficiéncia nutricional durante o periodo critico de formacdo do sistema nervoso
resulta em alteracbes morfolégicas, neuroquimicas e comportamentais. Um grande
nimero de informacdes tem se acumulado nos altimos cinqiienta anos sobre as
conseqUéncias da desnutricdo para as fun¢cdes neuroquimicas no SNC (PEREIRA-
SILVA, 2007).

Por ser um problema mundial, que afeta milhdes de criancas durante os
estagios vulneraveis de desenvolvimento do SNC, a desnutricdo tem sido
amplamente estudada.

Em particular, indmeros estudos tém demonstrando que mudangas nos
nutrientes da dieta podem alterar a morfologia cerebral, bem como as fungdes
bioquimicas, levando a alteracdo comportamental (BENNIS-TALEB, 1999).

A privacdo protéica pode causar efeitos deletérios diretos no cérebro, tais
como, diminuicdo do peso cerebral (BORBA, 1998; GUEDES, 1992; PONTES-
FILHO, 2003; ROTTA, 2003; SANTOS, 2000), diminuicdo do volume e altera¢des na
formacdo do hipocampo (MORGANE, 2002; RANADE, 2008; REZENDE, 2006),
prejuizo nos sistemas neurotransmissores (PALMER, 2004), mudancas na

fosforilacdo protéica (SINGH, 1999), alteracdes no limiar epiléptico (NUNES, 2002;



REZENDE, 2006), déficit nas funcdes cognitivas e distlirbios de aprendizado e
memoria (HACKETT, 2001). Além disso, a deficiéncia protéica pode causar efeitos
indiretos por prejudicar 6rgdos dos principais sistemas, incluindo figado, pancreas,
rim e baco (DESAI, 1996).

Sabendo que a mé& nutricdo pode ser de diversos tipos diferentes que incluem
a deficiéncia energética cronica, a deficiéncia protéica ou a privacdo de micro-
nutrientes essenciais tais como o ferro, uma pergunta critica que permanece nao
respondida € se estes tipos diferentes de ma nutricdo afetam de forma similar o
desenvolvimento que entdo resultara em déficits similares na performance cognitiva
(RANADE, 2008).

A desnutricdo durante o periodo pré e poOs-natal acarreta um retardo na
maturacdo reflexa e somatica (PEREIRA-DA-SILVA, 1996). Experimentalmente,
esse retardo é mais severo em animais que sofreram desnutricdo no periodo de
aleitamento (SMART e DOBBING, 1971).

A caréncia nutricional pode trazer varios problemas de saude que se
expressam pela perda de peso, baixa estatura, menor resisténcia as infecgoes,
podendo levar até a morte. Principalmente por volta dos dois anos de vida, a
desnutricdo pode acarretar as mais severas sequelas, fase na qual had um
crescimento acelerado do corpo e onde o cérebro cresce aproximadamente 80% do
seu tamanho adulto; fase na qual também ha uma maior necessidade de nutrientes.
A privacdo alimentar nesta fase pode prejudicar o desenvolvimento mental e
consequentemente intelectual pela producdo de um dano estrutural irreversivel no
cérebro (BROWN e POLLITT, 1996).

Embora o crescimento encefélico seja menos afetado do que o restante do
corpo pela desnutricdo, uma pequena diminuicdo nos niveis 6timos de um simples
nutriente durante o periodo critico de crescimento cerebral pode significar um atraso
no crescimento e na diferenciacdo celular (MORGAN e WINICK, 1985).

Ao longo de toda a histogénese, o cérebro em desenvolvimento é sensivel
aos efeitos nocivos da desnutricdo. As repercussbes finais dessa agressao
dependerdo do periodo da vida em que ela incide e da sua duragdo; sera expressa
como alteragdes estruturais e funcionais (ROCHA-DE-MELO, 2001; SANTOS-
MONTEIRO, 2002), cognitivas e comportamentais (MORGANE et al., 1993), de
variada intensidade, observadas tanto em recém-nascidos quanto em adultos.

A desnutricdo, principalmente no periodo inicial de vida quando ocorre o

periodo critico de crescimento e desenvolvimento, causa efeitos irreversiveis



(DOBBING e SANDS, 1979). A reabilitacdo nutricional posterior ndo é capaz de
reverter o dano na formacédo do SNC e na sintese e liberacdo de neurotransmissores
(GONCALVES, 2001).

Modelos de desnutricdo animal durante o periodo pré-natal levam a alteracao
do desenvolvimento poés-natal do cérebro apesar da reabilitagdo nutricional ao
nascimento. Alteracdes no comportamento, anatomia, quimica e fisiologia estendem-
se apos o periodo pés-natal, permanecendo até a vida adulta (FIACCO et al., 2003).

Em estudos experimentais com animais, algumas alteragcdes produzidas pela
desnutricdo sado mais evidentes, tais como a redugdo do peso corporal e
determinadas alteracdes no desenvolvimento (DOBBING, 1987; LIMA et al., 1999;
NUNES, 2002). No entanto, h& outras alteracGes estruturais e funcionais que sao
mais sutis e ocorrem em determinados periodos de desenvolvimento mais acelerado
do cérebro, sendo, dependendo de sua natureza, passiveis de reversibilidade diante
de reabilitacdo nutricional (MORGANE et al., 1993).

Entre as alteracdes estruturais, as principais se referem ao menor niumero e
tamanho de células cerebrais, assim como alteracdes na ramificacdo dendritica e na
camada de mielina dos neur6nios (MORGANE et al., 1993). Morgane et al. (2002)
mostraram que varias regides do cérebro também sado bastante afetadas pela
desnutricdo precoce, como por exemplo, o coértex, o cerebelo e o sistema
hipocampal. Quanto as alteracdes neuroquimicas, a desnutricdo protéica altera o
nivel de neurotransmissores e o nimero e a afinidade de alguns receptores de
varios sistemas de neurotransmissdo, como 0 serotoninérgico, o dopaminérgico, o
gabaérgico e o colinérgico (STRUPP et al., 1995). Além disso, algumas alteracfes
neurofisioldgicas produzidas pela desnutricdo se referem essencialmente a prejuizos
na plasticidade sinaptica (GUERRINI et al.,, 2007; REZENDE, 2006), como a
alteracdo da habilidade de potencializacdo da neurotransmissdo a longo prazo,
modificacOes referentes ao limiar do kinding (abrasamento) e modificacées no
padréo do eletroencefalograma associados ao comportamento do sono (GALLER et
al., 1996). Do ponto de vista funcional, a desnutricdo influencia aspectos como a
emocdo, a motivacdo e a ansiedade, além de alterar processos envolvidos na
memoaria e na aprendizagem (STRUPP et al., 1995).

Varios estudos tém apresentado mudancas no sistema nervoso central (SNC)
em modelos experimentais de desnutricdo protéica poés-natal, particularmente
envolvendo sistemas especificos de neurotransmissores (MORGANE et al., 2002;
ROCHA e SOUZA, 1994; STEIGER et al., 2003; WIGGINS et al., 1984).



Nos animais subnutridos, o cortex cerebral tem mais de 40% de perda das
sinapses (MORGAN e WINICK, 1985), o que explicaria o prejuizo na transmissdo de
informacdes (DYSON e JONES, 1976), uma vez que a quantidade de
neurotransmissores estaria diminuida. Essas alteracdes, acontecidas em
decorréncia da restricdo alimentar precoce de ratos, ndao podem ser revertidas
inteiramente pela reabilitacdo nutricional, deixando sequelas permanentes
(PEDROSA e MORAES-SANTOS, 1987).

Vilela (2005) observou uma reducdo de cerca de 20% na dimensdo de
cérebros de ratos desnutridos desde a gestacdo e 10% em animais desnutridos
desde a lactacgao.

As sinapses sédo formadas por mecanismos bem complexos e que ocorrem
durante o desenvolvimento pré-natal até a vida adulta. Um dos fatores epigenéticos
gue regula o nimero de sinapses no cérebro em desenvolvimento € a quantidade
apropriada de nutrientes. Quando em quantidades insuficientes, causa efeitos
danosos na formacdo da sinapse (GRANADOS-ROJAS et al.,, 2002) e na
mielinizacdo do cérebro (KAWAI et al., 1989). H4 evidéncias de que a disfuncdo
cerebral causada pela desnutricdo pode, em parte, ser irreversivel. Achados eletro-
encefalograficos anormais foram associados a desnutricdo por Mourek et al (1967).

A desnutricdo neonatal afeta a ramificacdo dendritica, crescimento axonal e
formacdo de sinapses durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central,
estando todos estes processos diretamente relacionados a biossintese de proteinas.
Durante o periodo de rapido crescimento do cérebro, a taxa de biossintese de
proteinas esta aumentada em cinco vezes quando esta é comparada com animais
adultos (LAJTHA et al.,, 1979). No entanto, a biossintese de proteinas pode ser
bloqueada pela desnutricdo, conforme estudos prévios em animais experimentais
submetidos a restricdo de alimentos, onde foi encontrada uma menor taxa de
biossintese de proteinas no grupo de animais desnutridos, em estudos “in vitro”
(MORAES-SANTOS,1981), “ex vivo” (SANTOS e MORAES-SANTOS, 1979), e
estudos “in vivo” (PEDROSA e MORAES-SANTOS, 1987).

AlteracBes eletroencefalogréaficas e comportamentais, provocadas por
desnutricdo protéica pré-natal foram descritas por Bronzino et al. (1986).

Padilha (1970) observou, em ratos alimentados com dietas contendo baixos
teores de proteinas, uma velocidade de conducdo do impulso nervoso de
aproximadamente 10 metros/segundo; em ratos da mesma idade e que recebiam

guotas normais de proteinas, a média era de 44 metros/segundo.



Uma das estruturas cerebrais, particularmente afetada, por esse tipo de
insulto é o hipocampo, no qual ocorre uma significativa neurogénese no periodo pés-
natal (BAYER e ALTMAN, 1974; RANADE, 2008).

O conceito relativo ao impacto da injaria precoce ao cérebro esta baseado na
concepcdo de que h& periodos do desenvolvimento durante os quais 0 organismo é
particularmente vulneravel. Este, denominado periodo critico, representa um Unico
periodo restrito de desenvolvimento que ndo pode ser revertido ou repetido
posteriormente. Durante o periodo de rdpido crescimento cerebral (periodo no qual
processos organizacionais estdo sendo modificados mais rapidamente), cada sub-
regido do cérebro segue uma cuidadosa e intrincada programacdo sequencial de
desenvolvimento, a qual deve ser sincronizada temporalmente com outras regides
interligadas, de tal forma que o produto final seja intacto e apto na estrutura madura.
O desenvolvimento normal também depende da formacéo e diferenciacéo de células
neurais, ocorrendo de forma inter-relacionada. Uma das maiores incumbéncias do
cérebro em desenvolvimento é estabelecer padrbes corretos de conexdes em um
determinado periodo de tempo (MORGANE et al. 2002). Distor¢cbes na maturacao
coordenada de diferentes componentes cerebrais poderdo romper o crescimento
ordenado e elaboracdo do circuito neural (MORGANE et al., 2002). Atraso em
apenas poucos eventos neuroldgicos isolados resultantes da desnutricdo pode
causar reacdes em cadeia amplificando erros funcionais. Interferéncias temporais na
progressdo de processos morfolégicos, anatomo-fisioldgicos e bioquimicos de
desenvolvimento do SNC, podem levar ao déficit funcional permanente (MORGANE
et al., 2002).

Cérebros de desnutridos podem apresentar mudancas transitorias e/ou
permanentes na estrutura e fungdo, que tém sido demonstradas através de
experimentos com animais (MORGANE et al., 1993) e humanos (LEVITSKY et al.,
1995). Diferentes caminhos tém sido usados para entender até que ponto as
desordens nutricionais afetam os aspectos neuroanatdomicos (BORBA et al., 2000;
FRAZAO et al., 2008;), bioquimicos (MARIN et al., 1995; RESNICK et al., 1979) e
eletrofisiolégicos do cérebro (GUEDES, 1992; NUNES, 2002; REZENDE, 2006).
Esta claro, que tais mudancas sdo muito mais severas quando a desnutricao
coincide com chamado “brain growth spurt”, que corresponde as fases mais intensas
da neurogénese, glicogénese e migracdo neuronal, nessas areas corticais
(MORGANE et al., 1993).



Este fato ocorre por duas razdes fundamentais: em primeiro lugar, porque 0s
processos implicados na evolugdo neural (hiperplasia, hipertrofia e mielinizacao)
estdo ocorrendo com grande velocidade; em segundo lugar, como decorréncia do
primeiro fato, o sistema nervoso €é neste periodo, altamente dependente do
suprimento de nutrientes, os quais fornecem a “matéria-prima” e a energia
necessaria ao seu desenvolvimento (GUEDES, 1992).

Privacéo nutricional durante o crescimento cerebral pode promover diferentes
mudancas métricas caracteristicas da desnutricdo. Por exemplo, tem sido
demonstrada diminuicdo do peso e volume cerebrais, assim como a diminuicdo da
densidade do cértex cerebral (BALLABRIGA, 1990; MORGANE, 1992; PONTES-
FILHO, 2003; SANTOS, 2000). Além do aumento no numero de prolongamentos
dendriticos nos neurdnios piramidais do cértex visual (DIAZ-CINTRA et al., 1990)
também ocorre reducdo do numero e da densidade desses prolongamentos no
cortex occipital (SALAS et al., 1974).

O direcionamento e o deslocamento das células nervosas para seu habitat
final sdo dependentes da expressdo de moléculas de adesdo na superficie delas e
da sua interacdo com a matriz extracelular. Assim, agentes agressores que
interfram na formacdo dessas moléculas de adesdo, como a desnutricao,
determinardo o retardo ou o bloqueio da migracdo. O retardo fard com que os
neurdnios jovens cheguem muito tarde aos seus alvos definitivos, prejudicando a
formacgéao dos circuitos neurais (PONTES-FILHO, 2003).

Yeh (1988) verificou reducdo de 30 a 40% no teor de mielina cerebral, bem
como reducao de outros compostos lipidicos em ratos desnutridos no aleitamento.

A supresséo de nutrientes importantes para o desenvolvimento e manutengao
do tecido cerebral determina um vasto conjunto de alteracdes morfolégicas e
fisiolégicas, induzindo o surgimento de substratos anatébmicos especificos nos
diferentes tipos de estados de desnutricdo (LEVITSKY e STRUPP, 1995).

Os nutrientes sdo necessarios nao so para neurdnios, mas também para dar
suporte as células gliais. A proteina parece ser o componente mais critico a interferir
durante o periodo de crescimento rapido do cérebro. Assim, a sintese de proteinas
estruturais, o0 crescimento, a organizacdo funcional e a produgcdo de
neurotransmissores cerebrais dependem da disponibilidade de aminoacidos
essenciais contidos nas proteinas da dieta (WINGGINS, 1984).

Inimeros estudos tém demonstrado uma estreita associacdo entre a

ocorréncia da desnutricdo proteico-calérica grave e 0 prejuizo para o0



desenvolvimento do cérebro, com a consequente alteracdo do seu funcionamento
(DIXON, 1992; MORGANE, 1992; PICANCO-DINIZ, 1998; POLLITT, 1995; RAO,
1993; RASMUSSEN, 1992; RESNICK, 1984; REZENDE, 2006; ROCHA-DE-MELO,
1997; RUIZ, 1985; SANTOS, 2000).

Para Morgane e colaboradores (1993) a desnutricdo altera o ritmo de
proliferacdo das células-tronco neurogliais. A proliferacdo dessas células
precursoras seria reduzida devido a sua maior necessidade nutricional, uma vez
que, para se multiplicarem, precisam produzir DNA em grande quantidade
(MORGANE et al., 1993).

Ndo s6 uma desnutricdo protéica severa, mas também uma desnutricdo
protéica moderada podem aumentar o prejuizo oxidativo para lipidios (aumentando
os niveis de peroxidacéo lipidica) e proteinas em areas do SNC, incluindo a coluna
vertebral, por destruir seu sistema de defesa antioxidante. Desse modo, conclui-se
gue ndo s6 uma severa, mas também, uma moderada desnutricdo protéica tem
efeitos deletérios nas estruturas do SNC (TATLI, 2007).

Muitas investigacdes acharam alteracdes bioquimicas no sistema nervoso em
modelos experimentais desnutridos (BONATTO et al., 2006; FEOLI et al. 2008;
GARCIA et al., 2005), especialmente aqueles associados aos sistemas
neurotransmissores, (FEOLI et al., 2008; ROTA et al., 2003; STEIGER et al., 2003),
fosforilagdo das proteinas da membrana sinaptica (SINGH e SHANKAR, 1999), e
conexdes neuronais (MORGANE et al., 2002; PERRY e SOUZA, 2003).

Em animais de laboratério, a desnutricdo protéica em idades precoces
provoca alteracbes no tecido nervoso, tais como: diminuicdo nos teores de
glicogénio e glicose cerebrais; aumento na utilizacdo de corpos cetdnicos; aumento
na concentracdo de acido glutamico e glutamina (GARRIGA, 1992; JOHN, 1991).

Varias linhas de pesquisa tém apresentado que a sintese de mielina é
significativamente reduzida pela ma nutricdo (MONTANHA-ROJAS et al., 2005;
SANTOS, 2000) e como resultado poucas fibras nervosas serdo mielinizadas
(PEELING e SMART, 1994 a, b). No desenvolvimento cerebral, dieta pobre também
altera a distribuicdo da espinha dendritica nos neurdnios, com efeitos similares
aqueles causados pelo éalcool, toxinas e infec¢des (FIALA, 2002).

A desnutricdo protéica produz reducédo do tecido cerebral acompanhada por
um aumento de proteinas gliais em diferentes estruturas cerebrais (cortex,
hipocampo, cerebelo) (FEOLI, 2008).



Ma nutricdo protéica severa provoca a longo prazo efeitos deletérios
oxidativos em macromoléculas pela diminuicdo dos niveis da peroxidacao lipidica e
significativo decréscimo dos niveis de tirosina e triptofano. Dano oxidativo para
lipidios e proteinas pode estd associado com numerosas alteragdes na estrutura da
membrana, parametros bioquimicos, e atividades funcionais, tais como, fluidez da
membrana e disfungcdo mitocondrial (HALLIWELL, 1992).

A atividade da catalase e os niveis de triptofano e tirosina encontram-se
reduzidos no cerebelo, cortex e hipocampo de animais mal nutridos (FEOLI, 2006).

Feoli et al. (2008) observou aumento da ativacdo do gene ERK 1/2 (sinal
extracelular de ativacdo de kinases) no tecido do coértex cerebelar dos animais
desnutridos no 2°. e 15°. dias de vida pds-natal. Essa elevacdo basal da ativacao da
ERK em ratos neonatos desnutridos poderia participar da alteragcdo celular
responsavel por injurias, como observado, por exemplo, em hepatocitos expostos a
interleucina-6 (LING et al., 2004).

Bonatto (2006) reportou aumento de lipoperoxidacdo no cerebelo e aumento
da atividade da catalase no coértex cerebral de ratos desnutridos. Também foi
detectado diminuicdo na atividade da superéxido desmutase no cerebelo como
resultado da desnutricéo.

Existem no cortex visual de animais desnutridos estruturas celulares mais
susceptiveis (axdnios terminais reativos a biocitina), enquanto outras mostram
menor sensibilidade (neurénios NADPH-d positivos) a injuria representada pela
desnutricdo (PICANCO-DINIZ et al., 1998).

Pontes-Filho (2003) observou em seus estudos, a modificagdo do padréo
citomorfoldgico do cortex cerebral em ratos aos 40 dias de vida, concluindo que a
desnutricdo aumenta a area do soma e a densidade de neurbnios NADPH-d
positivos, embora haja reducédo do volume encefalico.

Periodos moderados a severos de desnutricdo, antes dos dois primeiros anos
de vida em humanos, sdo associados a retardos no desenvolvimento cognitivo e ao
desempenho escolar em criancas (FIACCO et al., 2003).

Estudos de comportamento animal tém demonstrado que a desnutricdo
durante o desenvolvimento cerebral pode resultar em demora para adquirir certas
habilidades, tais como o aprendizado e a atencédo (LISTER et al., 2005; SOTO-
MOYANO et al., 2005).

A plasticidade é uma propriedade do SNC em resposta a um estimulo,
podendo esta propriedade ser funcional ou ndo. A desnutricdo neonatal dificulta esta



resposta fisioldgica, impedindo processos de aprendizado e memdria, assim como
respostas a injurias (REZENDE, 2006).

Neuroplasticidade congrega diversos processos de vital importancia pelos
guais o cérebro percebe, se adapta e responde a variedade de estimulos internos e
externos. As manifestagdes da neuroplasticidade no sistema nervoso central adulto
sao caracterizadas como alteracfes na funcdo dendritica, reestruturacao sinaptica,
brotamento axonal, extensdo do neurdnio, sinaptogénese e neuronogénese
(MESULAM, 1999). A plasticidade exerce um importante papel em resposta as
injdrias.

Rezende (2006) analisando a neuroplasticidade em ratos desnutridos, néo
encontrou diferenca estatisticamente significativa no teor de proteina e DNA no
hipocampo de animais, destacando que o tamanho e o numero de células
permaneceram inalterados por acdo da desnutricdo, confirmando dessa maneira, 0s
dados de Hammer et al. (1980) e Villescas et al. (1980).

Déficits de desenvolvimento resultantes da desnutricio ndo levam
necessariamente as disfuncdes cerebrais imediatas. A maior parte dos fenbmenos
biol6gicos opera com um nivel de substratos além daguele necesséario para
encontrar a velocidade maxima ou manter as condicbes de equilibrio. Portanto, as
conseqUéncias de uma limitacdo anormal durante um periodo especifico do
desenvolvimento cerebral podem permanecer subliminarmente, ou podem apenas
manifestar-se como uma predisposicdo, até que o sistema passe por situacdes de

estresse emocional ou ambiental ndo usual.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a morfologia do cértex cerebral posterior de ratos adultos, submetidos
a desnutricao cronica (DBR) desde o desmame até os 5°., 7°. e 9°. meses de idade.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito da desnutricdo crdonica sobre o peso corporal e 0 peso
umido cerebral.

b) Realizar estudo histologico de éareas do coértex cerebral posterior,
avaliando através de morfometria:

- a densidade neuronal do coértex cerebral;

- a area do corpo celular neuronal.



METODOLOGIA



4. METODOLOGIA

O presente trabalho faz parte de projeto de pesquisa executado em parceria
com o Programa de Pd4s-graduacdo em Fisiologia e Farmacologia - CCB/UFPE,
tendo sua metodologia sido aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal — CCB conforme o oficio n®. 008507/2007-16 (Anexo A).

4.1 Animais e dietas

Os animais utilizados na experimentacdo, oriundos do biotério do
Departamento de Fisiologia do Centro de Ciéncias da Saude/UFPE, foram mantidos
em ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura de 23 + 1°C, com
sistema de exaustdo, em gaiolas plasticas, com grades metélicas (33x40x17 cm) e
com oferta de agua filtrada ad libitum durante todo o experimento.

Inicialmente, as matrizes foram colocadas para o0 acasalamento e
acompanhadas, durante as fases de gestacdo e aleitamento. Durante todas as
fases, as matrizes foram alimentadas com a dieta padrdo Labina®. As proles foram
desmamadas aos 21 dias de vida, sendo selecionados, para a pesquisa, apenas 0s
machos. Estes foram agrupados em gaiolas plasticas, com grades metalicas com
propor¢cao quatro/uma. Os animais foram separados em seis grupos experimentais
com 6 animais/grupo: 3 grupos NORMONUTRIDO (N) com ratos alimentados com a
dieta padrdo Labina® (23% proteina) e 3 grupos DESNUTRIDO (D), submetido &
DBR (8% proteina) durante todo o periodo de estudo. Ambos 0s grupos receberam a
dieta e agua ad libitum.

Grupos experimentais:
e N5: animais nutridos com Labina® durante 5 meses
e D5: animais desnutridos por DBR durante 5 meses
e N7: animais nutridos com Labina® durante 7 meses
e D7: animais desnutridos por DBR durante 7 meses
e NO9: animais nutridos com Labina® durante 9 meses

e D9: animais desnutridos por DBR durante 9 meses



4.2 Preparo da DBR

O preparo da dieta foi realizado segundo Prazeres et al (2004). A tabela 1

apresenta a composicéo centesimal da dieta DBR.

Tabela 1. Composicao centesimal da Dieta Basica Regional

INGREDIENTES g (%) COMPOSICAO

Proteina Carboidrato Gordura Sais Minerais Fibras Kcal
Feijao Mulatinho 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76
Farinha de Mandioca 64,81 0,80 48,49 0,12 0,43 5,64 198,80
Charque Desengordurado 3,74 2,74 0,43 0,06 0,06 14,57
Gordura de Charque 0,35 0,35 3,15
Batata Doce 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 58,87
Total 100,00 7,83 69,57 0,80 1,26 7,21 336,15

Fonte: Modificado de Teoddsio et al. (1990).

4.3 Afericao dos pesos corporal e encefalico

No dia do sacrificio, os animais foram pesados, utilizando-se balanca
eletrbnica e anestesiados, por via intraperitonial, com solugcdo aquosa contendo
pentobarbital 25-40mg/kg. Em seguida ocorreu a abertura da calota craniana com
retirada do encéfalo, excluiram-se o cerebelo e o bulbo olfatério para a afericdo do
seu peso Umido em balanca analitica, que posteriormente foi acondicionado em
formalina a 10% tamponada em PBS (Phosphate Buffered Saline - pH 7,4) durante
48 horas.

4.4 Processamento histologico

Apés a fixacdo, o cérebro foi dividido em 3 partes atraves de dois cortes
coronais equidistantes aos polos cerebrais. Os fragmentos correspondentes ao
cortéx visual foram entdo processados em histotécnico (processador de tecidos
automatico) durante 12 horas e posteriormente emblocados em parafina histologica.
A seguir, os blocos parafinados foram submetidos a microtomia utilizando navalhas
(Feather S35) (Figura 2) obtendo-se cortes histologicos (4pum), que foram montados
em laminas histolégicas previamente albuminizadas, as quais ficaram secando em

placa térmica por cerca de 2 horas. De cada bloco foram confeccionadas 3 laminas.



Os cortes histolégicos foram desparafinizanados e hidratados e em seguida
corados pela técnica cresil violeta acético - coloracao de Nissl (nucleo e corpusculos
de Nissl) (Figura 3) de acordo com Behmer e col. (1976) modificado. Por fim, as

laminas foram montadas, utilizando Entelan® pra fixacéo da laminula.
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Figura 2: Esquema dos planos de microtomia. Obtencao dos cortes coronais seriados.



Figura 3: Fotomicrografia (400x) das células neuronais
coradas pelo cresil violeta.

4.5 Anélise microscopica e morfométrica

Para a analise microscopica foi feito estudo convencional utilizando-se
microscopio que continha camera digital acoplada a qual gerava a imagem
digitalizada no software analisador de imagens NIS-elements F version 2.30. Em
cada corte histoldgico captava-se, aleatoriamente, imagens (aumento de 400X) de 3
areas do cortex, gerando que foram analisadas. No estudo morfométrico avaliou-se
a densidade neuronal e a area do pericario desses neurbnios da camada
imediatamente inferior a camada molecular do cortex visual, para tal estudo foram

utilizados os aplicativos Image J 1.40® e Mesurin_pro® .

4.6 Analise estatistica

Na andlise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism 5, onde o test t
foi empregado para comparar os pesos encefalicos e corporais entre animais de
grupos diferentes. Em todos os casos, considerou-se como nivel de significancia

para rejeicdo da hipétese nula um valor de p< 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso Corporal

O peso corporal de todos os animais do estudo foi avaliado (Tabela 2 - Anexo
B). Observou-se que a desnutricdo induzida por DBR provocou uma reducédo
significativa na massa corporal dos animais de todos os grupos. A reducao foi
decrescente ao longo da idade, pois aos 5 meses os animais DBR pesavam, em
média, apenas 27,7% do peso total do animal normonutrido, aos 7 meses, 29,1% e
por fim aos 9 meses de vida os animais DBR pesavam cerca de 32% do peso dos
animais normonutridos.

Os animais desnutridos (D), alimentados com a dieta experimental DBR
contendo apenas 8%de proteina, apresentaram uma reducdo de 72,3% do peso
corporal em relacdo aos animais controle (N), aos 5 meses de idade. Este grupo
apresentou a maior diferenca em relagdo ao peso corporeo.

Figura 4: Comparacdo de ratos 9 meses:
DBR (A) com um Normonutrido (B).
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Gréfico 1: Efeito da DBR sobre o peso corporal dos
ratos. Os grupos D representam os animais DBR, os
N, os animais normonutridos nas diferentes idades,
5, 7 e 9 meses. Os resultados sdo expressos como
média + desvio padrdo. Teste t de Student (p< 0,05).

5.2 Peso cerebral

A comparacdao feita entre 0os grupos mostrou que o peso cerebral também foi
visivelmente reduzido nos animais desnutridos.

A andlise dos valores médios relativos ao peso encefélico durante o 5°, 7° e 9°
més de vida pos-natal demonstrou diferenca significativa (Gréfico 2 e Tabela 3 -
Anexo B). A menor reducdo no peso cerebral foi vista nos animais D7, pois este
correspondia a 87% do peso do grupo N7; enquanto que a maior reducdo, por sua
vez, ocorreu no grupo D9 onde a média do peso dos cérebros desse grupo
correspondia a 81,55% do peso cerebral do grupo N9. No 5°. més de vida o peso
cerebral dos animais DBR correspondia a 84,61% do peso médio dos animais
normonutridos na mesma idade.

Todos os pesos foram comparados pareando-se 0s animais de ambos 0s

grupos guanto a idade, uma vez que a faixa etaria variou entre 5, 7 e 9 meses.
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Gréfico 2: Peso cerebral (média + desvio
padrdo) nas diferentes idades, 5, 7 e 9 meses
dos ratos Wistar, submetidos & DBR (D5, D7,
DY) e Labina® (N5, N7, N9). Os resultados s&o
expressos como média + desvio padrdo. Teste t
de Student (p< 0,05).

5.3 Estudo morfomeétrico

Os dados referentes ao estudo morfométrico, quantidade do numero de
células e area do soma neuronal, foram submetidos ao Test t de Student. Essa
avaliacdo ndo demonstrou significAncia entre os grupos tratado (desnutrido) e

grupos controle (normonutrido) (Graficos 3 e 4 e Tabela 4 - Anexo B).

NUm. de cél p/ campo 40X

Gréfico 3: Numero neurdnio por campo
(400X) (média =+ desvio padrdo) em
diferentes idades, 5, 7 e 9 meses dos ratos
Wistar, submetidos a DBR (D5, D7, D9) e
Labina® (N5, N7, N9). Os resultados s&o
expressos como média + desvio padréo.
Teste t de Student. (p< 0,05).



As médias da area do soma dos neurénios ndo apresentaram diferenca

significativa entre os grupos, como demonstrado no grafico 4.
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Gréfico 4: Area do soma neuronal (média +
desvio padrdo) de ratos Wistar, em diferentes
idades, 5, 7 e 9 meses, submetidos a DBR
(D5, D7, D9) e Labina® (N5, N7, N9). Os
resultados sdo expressos como média + desvio
padréo. Teste t de Student (p< 0.05).
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6. Discussao

6.1 Efeitos do tratamento nutricional sobre o peso corporal

No presente estudo, investigamos as repercussdes cerebrais da ma nutricdo
decorrente de uma dieta multideficiente hipoproteica e hipercaldrica, imposta em
ratos, durante seu desenvolvimento, o que caracterizou um modelo de desnutricao
crobnica. Este modelo avaliou, portanto, aspectos nutricionais durante o
envelhecimento.

A reducado do peso corporal pode ser utilizada como um indicador basico do
grau de desnutricdo (LUCAS, 1998), o que confirma a efetividade do modelo
experimental empregado. O estudo experimental (DBR) de ma nutricdo utilizado
neste trabalho, a partir de uma dieta multideficiente, que mimetiza a dieta utilizada
pelos habitantes da regido da zona da mata de Pernambuco, conforme descrito por
Teddosio et al. (1990), difere de outras metodologias utilizadas para induzir a
desnutricdo que se caracterizam por reducdo isolada do teor protéico (6%)
(OLIVEIRA et al., 2004; PENITENTE et al., 2007; TROPIA et al., 2001) ou ainda, por
utilizacdo de dietas balanceadas, porém, com redugcdo quantitativa (restricdo de 50%
na ingestao) para o grupo dos animais desnutridos (CICOGNA et al., 2000; OKOSHI
et al., 2004; REZENDE, 2006; SUGUZAKI et al., 2005).

As proteinas encontradas na DBR além de se apresentarem em quantidade
muito pequenas sdo predominantemente de origem vegetal. Essas proteinas quando
comparadas as de origem animal, sdo consideradas de qualidade inferior, uma vez
gue nao fornecem teores de aminoacidos essenciais adequados ao desenvolvimento
normal do organismo (TEODOSIO et al., 2000). Andrade et al. (1990), estudando em
ratos, os efeitos da suplementacéo nutricional da DBR, verificaram que a reducéo de
pesos corporal e encefalico ocorriam devido principalmente a deficiéncia protéica da
DBR.

O protocolo de desnutricdo empregado determinou uma acentuada e precoce
reducdo no ganho de peso corporal dos ratos, a qual se manteve até o final do
periodo estudado (nove meses). Reducdo do ganho ponderal também foi
encontrada em outros estudos que utilizaram o rato como modelo experimental, seja
por desnutricdo induzida por restricdo alimentar 50% (SUGIZAKI et al., 2005), ou por



dietas hipoproteicas (6% de proteina) (OLIVEIRA et al., 2004; PENITENTE et al.,
2007; PONTES-FILHO, 2003; TROPIA et al., 2001).

O modelo experimental utilizado causou um drastico déficit de ganho ponderal
nos animais mal nutridos, sendo que os animais desse grupo exibiram, no final do
experimento (9 meses), significativa redugdo no peso corporal que correspondia a,
aproximadamente, 25% do peso corporal do grupo controle para a mesma idade.
Além disso, o aspecto fisico do rato do grupo DBR aos nove meses de idade era
semelhante ao observado nos animais normonutridos (controle) para idade de um
més.

Além da reducdo dos componentes, em termos qualitativos, a dieta
experimental, apresentava reduzido teor protéico (8,59%), que se caracterizou
abaixo do requerimento do rato e dos teores da dieta utilizada pelos animais controle
(20,5%). A reducdo do teor de proteinas na dieta acarreta menor turnover de
proteinas no corpo, acarretando uma menor sintese protéica nos tecidos. Essa
reducdo demonstra a faléncia do crescimento corporal dos animais expostos a
dietas hipoprotéicas (WYKES et al., 1996).

De acordo com o nosso desenho experimental, a DBR imposta aos ratos a
partir do 21°. dia de vida pos-natal, promove uma diminuicdo do peso corporal ao

longo do seu crescimento.

6.2 Efeitos do tratamento nutricional sobre o peso cerebral

A diferenciacdo e maturacdo do cérebro seguem uma histéria ontogenética
caracteristica de cada elemento celular neuronal. O desenvolvimento das células
neurais inclui eventos especificos, tais como, crescimento neuronal, sinaptogénese,
desenvolvimento da atividade elétrica e mielinizagdo (TAKEUCHI et al., 1998).

O desenvolvimento normal do cérebro requer uma elevada sintese protéica e
a presenca de alguns hormdnios, que sao essenciais a migracdo celular, ao
crescimento de dendritos e axbnios, formacdo de sinapses, mielinizacdo e
gliogénese. A deficiéncia desses fatores debilita seriamente a organizagdo e
desenvolvimento estrutural do cérebro, afetando também a fisiologia
oligodendrocitica e neuronal (PORTERFIELD, 1993).

Um dos fatores que regula a formacdo do SNC é a quantidade apropriada de
nutrientes, portanto ao se ter diminuicdo do peso corporal, por falta de elementos

essenciais ao organismo, advindos de uma boa nutricdo, ter-se-a prejuizo na



biossintese de proteinas com uma provavel diminuicdo do peso cerebral, o que
causara consequéncias na formacédo e desenvolvimento das estruturas (alteracées
do hipocampo, cortex e cerebelo; déficit de neurotransmissores) e funcdes cerebrais
(cognitivas; memoria e aprendizado; prejuizo na plasticidade sinaptica, dentre
outras) as quais também dependem desses elementos essenciais.

A série de eventos seqlienciais apresentada pelo sistema nervoso durante o
desenvolvimento pré e poés-natal determina a composicdo neuroquimica e a
estrutura morfofuncional definitivas, presentes no adulto (MORGANE et al., 1993).
Entretanto, a estrutura do sistema nervoso ndo é homogénea. Assim, a proliferacao
celular varia em intensidade, de acordo com a regido, o tipo celular e a etapa do
desenvolvimento (MORGANE et al., 1993; WINICK, 1972).

No caso da desnutricdo, a reducéo do peso enceféalico, resulta provavelmente
do menor nimero e/ou menor tamanho dos elementos celulares, bem como de
alteracbes nos processos de maturacdo neuronal, levando a diminuicdo do
desenvolvimento da arborizagdo dendritica, sinaptica e da mielinizacdo (MORGANE
etal., 1992).

Em animais desnutridos, particularmente durante o aleitamento, € frequente a
ocorréncia de mudancas estruturais, tais como: modificacdo da espessura do cortex
cerebral, da arborizacdo dendritica e do nimero de seus segmentos, do calibre
dendritico, da proliferacao glial, do diametro axonal e da mielinizacdo (MORGANE et
al., 1993). Ha reducéo do peso do cérebro e do cerebelo e diminuicdo da biossintese
protéica neural, porém comparavelmente menor do que a reducdo ocorrida em
outros 6rgdos (MORGANE et al., 1993). A reversao das alteragbes de tamanho e
composicdo dos cérebros de animais desnutridos depende da intensidade da
desnutricdo (MORGANE et al., 1993).

Em animais de laboratério, a DBR provoca alteracfes clinicas e bioguimicas,
associadas a reducdo do desenvolvimento somatico (TEODOSIO et al., 1981; 1983;
1990).

No rato, a desnutricdo pds-natal compromete principalmente a multiplicac&o
de células gliais, a julgar por alteracdes no conteudo de DNA apds o0 nascimento.
Nessa fase, 0 aumento do DNA indica, sobretudo, aumento do nimero de células da
glia. (CORDERO et al., 1982).

O encéfalo, apesar de ser protegido em detrimento de outras estruturas, como
as visceras, quando este esta sob um insulto nutricional (HALES e BARKER, 1992),

a semelhanca do efeito sobre o peso corporal dos animais, apresentou diminui¢ao



do peso encefalico ocasionada pela desnutricdo pos-desmame. Assim cOmo 0 peso
corporal, estes dados estdo de acordo com a literatura (OLIVEIRA, 1998; PONTES-
FILHO, 2003; REZENDE, 2006; ROCINHOLI et al., 1997; SILVA, 2000).

O modelo de restricdo adotado permite ainda extrapolagbes para o ser
humano, considerando a semelhanca com o que ocorre em encéfalo de criancas
desnutridas na infancia, com ou sem reabilitacdo nutricional apés o periodo critico
de crescimento e desenvolvimento humano (DOBBING e SANDS, 1979).

Os resultados apresentados em nosso trabalho indicam que de modo geral, e
nos periodos estudados houve interferéncia do fator nutricional nos pesos corporal e

encefalico.

6.3 Efeitos do tratamento nutricional sobre o padrédo morfologico do

coOrtex cerebral

Em resposta a desnutricdo, o encéfalo € menos atingido do que qualquer
outro 6rgdo. Isto é verificado quando calcula-se o peso do encéfalo como uma
propor¢cdo do peso corporal. Esse fato referido por Winick e Noble (1966)
demonstram que mecanismos de protecdo entram em atuacdo para poupar 0
cérebro da agressao nutricional, em relacdo a outros 6rgaos.

Nossos resultados em relacdo a média do numero de células neuronais nédo
mostraram significancia entre os grupos. No entanto, acreditamos que o gue levou
0s animais do grupo DBR a apresentar o mesmo numero de células do grupo
controle (normonutrido) poder ter sido o “empacotamento”, perda de matriz cerebral
e agua, que o cérebro sofre ao reduzir seu tamanho. No cérebro desnutrido, a maior
densidade de “empacotamento” resulta do agrupamento dos elementos celulares
cerebrais de forma mais compacta porque ha menos mielina entre eles. Embora em
menor tamanho e nimero, tais elementos se encontram mais proximos, uns dos
outros, do que nos animais bem nutridos, ocasionando um aumento da densidade
celular cerebral (GAMBETTI et al., 1974, MORGANE et al., 1978).

Dependendo do grau da injdria nutricional, periodo e tempo de imposi¢cao
(MORGANE et al. 2002) e de eventual posterior reabilitacdo nutricional (GRESSENS
et al., 1997), nem alteracbes anatdmicas ou patologias focais equivalentes a lesdes
microscopicas, nem mesmo retardo mental expressivo ou psicopatologias sao
detectaveis. No entanto, poderdo resultar em condicdes sub-otimizadas

permanentes do desenvolvimento intelectual e comportamental. Desequilibrio no



sistema de neurotransmissores, por exemplo, mais do que lesGes focais aparentes
contribuem significativamente para alteracdes funcionais tardias (MORGANE et al.,
2002).

O cérebro procura se adaptar a situagdo de agressdo, na tentativa de
preservar fungdes vitais para a sobrevivéncia da espécie (BORBA, 1998)

Alguns autores (FEOLI et al., 2008; MORGANE et al., 1993) afirmam que a
desnutricdo provoca maiores efeitos a nivel cerebral quando ocorre durante a
gestacdo e o periodo de lactacao. Isto leva-nos a justificar também nossos achados,
pois 0 nosso periodo de estudo — pés-desmame — seria um periodo onde o cérebro
jA ndo cresce tao intensamente como na fase de “brain growth spurt’, tendo dessa
forma uma neurogénese, glicogénese e migra¢do neuronal menos intensa.

As medidas de area e de volume celular representam um dos desafios para o
estudo da morfometria tecidual ja que esses parametros sao influenciados pelo
“‘instante dinamico” pelo qual o tecido esta passando no momento de sua obtencéo.
Nossos resultados nao indicaram diferenga nessas medidas. Picango-Diniz e
colaboradores (1998) e Borba e colaboradores (2000) sugeriram que 0S neurdnios
da substancia cinzenta cortical podem modificar sua area conforme o estimulo
recebido num determinado momento, podendo posteriormente voltar a sua condi¢c&o
de “normalidade”, significando que a variagdo da area celular constitui uma
modificacdo transitéria. De fato, diante de estimulos, fisiol6gicos ou ndo, um tecido
pode apresentar diferentes comportamentos. Considerando que essas séo
condicbes adaptativas, supbe-se que a medida celular é diretamente correlacionada
ao momento metabdlico da célula (RUBIN, 1998).

Acreditamos entdo, que o padrdo morfolégico do cértex cerebral ndo se
alterou por um conjunto de dois fatores associados: “empacotamento” e “instante
dindmico” que ocorreu o estudo, j& que a média do nimero de células neurais dos
grupos 5 meses (N5 e D5) era basicamente a mesma dos grupos 9 meses (N9 e
D9), mostrando que a partir da idade estudada o cérebro ja ndo estava mais na fase

de “crescimento rapido”, o periodo mais critico do desenvolvimento do SNC.
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7. CONCLUSOES

No protocolo experimental proposto podemos observar que:

1. A dieta basica regional (DBR) interfere no desenvolvimento reduzindo
0s pesos corporal e encefalico.
A area do corpo celular neuronal ndo sofreu modificacéo.
N&o ocorreu alteracédo do padréo citomorfolégico do cortex cerebral de
ratos.
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ANEXO B

Tabela 2: Média dos pesos corporais dos animais nas trés idades avaliadas

Idade (meses) Peso corporal médio (Q)
Nutrido (Labina®) Desnutrido (DBR)
5 387,50 107,32
446,00 129,76
9 474,02 152,03

Tabela 3: Média dos pesos cerebrais dos animais nas trés idades avaliadas

Idade (meses) Peso cerebral médio (g)
Nutrido (Labina®) Desnutrido (DBR)
5 1,95 1,65
2,00 1,74
9 2,06 1,68

Tabela 4: Média do nimero de neurénios/campo (400X) do coértex posterior nas trés idades avaliadas

Idade (meses) Neurdnios/campo (400X)
Nutrido (Labina®) Desnutrido (DBR)
5 34 32
34 33

9 35 33
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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