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Resumo

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar as
possiveis contribui¢des do exercicio voluntario na recuperagdo das alteracdes na
atividade nitrérgica no hipocampo e estriado de camundongos, induzidas por
subnutricdo baseado na alteragdo do numero de filhotes por nutriz. Para
quantificar a atividade nitrérgica utilizamos a técnica histoquimica para NADPH-
diaforase, uma técnica simples e robusta utilizada para localizar e quantificar os
sitios de produgdo de 6xido nitrico no tecido. Vinte e quatro camundongos suigos
albinos machos foram randomicamente distribuidos no 5° dia pds natal em
ninhadas de 6 (grupo controle) e 12 (grupo subnutrido) filhotes e assim mantidos
até o 21° dia pds-natal. Ao 21° dia pos-natal, quatro animais de cada grupo foram
sacrificados e os dezesseis restantes foram distribuidos em quatro grupos:
Controle inativo (CI), controle exercicio (CE), subnutrido inativo (Snl) e
subnutrido exercicio (SnE), agrupados de modo a formar dois animais por gaiola,
com 4dgua e comida ad [libitum em todos os grupos, e rodinhas de correr nas
gaiolas dos grupos exercicio. A analise por densitometria Optica da neurodpila do
hipocampo e estriado dos animais de 21 dias revelou uma diminui¢do da atividade
histoquimica diafordsica da camada molecular do giro denteado e do estrato
lacunoso molecular de CA1 e de todas as camadas de CA3 no grupo subnutrido
comparado ao grupo controle. O estriado ndo apresentou diferencas entre os
grupos aos 21 dias. Apdés uma recuperagdo nutricional, ao 58° dia, o grupo SnE
apresentou um aumento na atividade nitrérgica em todas as camadas hipocampais
comparado ao grupo Snl, porém sem alcancar os niveis do grupo CE. No
estriado, o grupo SrE apresentou um aumento na atividade nitrérgica comparado
ao grupo Snl, porém sem atingir os niveis do grupo controle, que apresentou
maior atividade diaforasica no 58° dia em relacdo ao 21° dia. Aparentemente, a
subnutri¢do atinge diferentemente as diversas areas cerebrais e o exercicio parece
agir como modulador da atividade nitrérgica, auxiliando na recuperagdo da
atividade reduzida pela subnutri¢ao. O significado fisiopatologico das mudangas

observadas permanece por ser investigado.



Abstract

The aim of the present study was to investigate the possible contributions
of voluntary exercise on the recovery of the alterations on nitrergic activity on
mice hippocampus and striatum induced by a model of undernutrition based on
litter size changes. To quantify the nitrergic activity we used the NADPH-
diaphorase histochemistry, a simple and robust technique used to localize and
quantify the nitric oxide production sites on tissue. Twenty four Swiss male mice
were randomly distributed at 5t postnatal day, to form litters with 6 (control
group) or 12 pups (undernourished group). At 21th postnatal day, four animals of
each group were sacrificed and the remaining sixteen were distributed into four
groups: Inactive control (CI), exercise control (CE), inactive undernourished
(SnI) and exercise undernourished (SnE), housed two animals per cage, with
water and food ad libitum, and with running wheels on the cages of exercise
groups. Densitometric analysis of hippocampal and striatum neuropil at 21th day
groups revealed a decrease of histochemical activity of the molecular layer of the
dentate gyrus and stratum lacunosum of CAl and all layers of CA3 in the
undernourished group when compared to control group. Striatum has not
presented differences between groups at 21th day. After a nutritional recovery, at
58 day, the SnE group presented an increase on nitrergic activity in all
hippocampal layers when compared to the Snl group, but did not reach the CE
group levels. In the striatum, SnE group presented an increase on nitrergic
activity when compared to the Snl group, but did not reach the levels of control
group, which presented diaphorasic activity higher at 58th day then the 21th
postnatal day. Apparently, the undernourishment affect differently the diverse
cerebral areas and exercise seems to act as a nitrergic activity modulator, helping
on recovery of the activity impaired by environmental factors. The
pathophysiological mechanisms underlying the observed changes remain to be

investigated.



1-INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo para a Agricultura e Alimentacdo das Nagdes
Unidas (FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations), em
seu Relatorio Anual sobre a Fome no Planeta, cerca de 826 milhdes de pessoas
atualmente sdo vitimas da fome em seu estdgio mais avangado, o que representa
quase um sexto da populagdo mundial. Entre os paises em situa¢do de emergéncia
encontram-se nos primeiros lugares a Somalia, o Afeganistdo e o Haiti
(www.fao.org).

O Brasil, apesar de ja ter sido um pais no qual o quadro da fome,
especialmente nas regides menos desenvolvidas, alcangou niveis alarmantes, tem
passado por uma transi¢do nutricional nas ultimas quatro décadas no que diz
respeito a nutricdo da sua populagdo, revelando uma reducao da prevaléncia de
casos de desnutricdo em criancas menores de cinco anos, ¢ aumento da
prevaléncia de casos de obesidade em adultos (Filho e Rissin, 2000).

Mesmo tendo passado por um processo de transi¢ao nutricional entre os
quadros de desnutricdo e obesidade, o Brasil ainda retém atualmente um quadro
no qual a mortalidade infantil de criangas abaixo de um ano de idade chega a 9%,
condenando um ter¢o da sua populacdo a viver em estado de ma nutricdo (ver
www.webciencia.com).

Agravando essa situacdo esta o fato de que muitos dos distlrbios
nutricionais que se instalam no periodo perinatal e que ndo matam, deixam
marcas permanentes nessas criangas, pelo fato de ocorrerem durante um periodo
critico de intenso desenvolvimento do sistema nervoso. Assim, esfor¢os para
compreender 0os mecanismos neuropatoldogicos associados a essas lesoes
perinatais permanentes sdo de grande interesse para o formulador de politicas

publicas.



1.1 - Nutrigdo e desenvolvimento encefdalico

Diversos estudos com modelos animais e humanos demonstram que
influéncias ambientais complexas afetam de forma direta ou indireta o
desenvolvimento cognitivo. Diferentes fatores ambientais nos periodos pré e pds-
natal podem afetar as funcdes cognitivas e o desenvolvimento neural ao longo da
vida de forma permanente ou transitoria. Em ambientes desfavoraveis, o
desenvolvimento inadequado das redes neurais pode afetar de forma permanente
os niveis de expressdo de diversas substincias, tais como neurotransmissores,
marcadores sinapticos e fatores neurotroficos, e essas alteragdes costumam se
expressar em todas as escalas, incluindo mudangas morfolégicas e
comportamentais (Keller e Murua, 1997; Picango-Diniz et al, 1998; Borba et al,
2000; Kehoe et al, 2001; Rotta et al, 2002; Koo et al, 2003; Picanco-Diniz et al,
2004; Rocha-de-Melo et al, 2004; Maia et al, 2006).

A inadequagdo nutricional ¢ um dos principais fatores ndo-genéticos que
afetam o desenvolvimento cerebral. Tem sido amplamente aceito que de forma
geral a maturacdo do sistema nervoso central depende de trés fatores criticos:
caracteristicas inatas ou genéticas, estimulacdo ou enriquecimento ambiental e
nutricdo adequada. Alteracdes desfavordveis em um ou na combinacdo desses
fatores resultam em disfun¢do no desenvolvimento cerebral (Katz e Davies, 1982;
Jorgenson et al, 2003), podendo acarretar danos que podem ser ou nao
recuperados posteriormente pelo individuo. No presente trabalho emprega-se o
termo subnutricio no sentido de indicar que, embora todos os nutrientes
requeridos para o desenvolvimento adequado do animal estejam presentes na
dieta, a quantidade de alimento ofertada ¢ insuficiente para suprir as necessidades
do individuo, enquanto que o termo ma nutricdo ¢ usado para indicar que um ou
mais dos nutrientes essenciais estd faltando na dieta, ou estd presente em
proporg¢des inadequadas, ver (Morgane et al, 2002) para revisao.

A subnutricdo experimental, assim como diversas condi¢des ambientais
adversas aos quais animais experimentais podem ser submetidos durante o

periodo critico de desenvolvimento cerebral podem induzir diferentes



anormalidades morfoldgicas e funcionais (Bonthius ¢ West, 1991; Chen et al,
2006), uma vez que durante o periodo de rapido crescimento cerebral ocorrem de
forma acelerada os processos de sintese de componentes celulares (acidos
nucléicos e proteinas), neurogénese, gliogénese, migragdo neuronal e de células
gliais, diferenciagdo e crescimento celular, proliferacao e ramificacdo de dendritos
e axonios assim como sinaptogénese. Em um elegante estudo utilizando encéfalos
de criancas que foram levadas a Obito por desnutri¢do, Benitez-Bribiesca e
colaboradores (Benitez-Bribiesca et al, 1999) verificaram que a desnutri¢do no
periodo perinatal em humanos resulta em anormalidades nos dendritos, com a
redu¢do no nimero e morfologia de espinhas dendriticas, redug¢do no tamanho dos
dendritos nos cortices somestésico, motor e areas corticais ocipitais. O significado
funcional de tais alteragdes ndo estd completamente claro, mas podem estar
relacionados com as anormalidades neuropsicologicas apresentadas por criangas
que sofrem de desnutrigao.

O desenvolvimento do sistema nervoso central nas primeiras fases de vida
ocorre em fases que seguem uma seqiiéncia precisa e diferente em diversas
regides cerebrais, e que varia em fungdo do tempo e das espécies consideradas,
porém a seqiiéncia dos processos de desenvolvimento do sistema nervoso central
ndo se modifica fundamentalmente entre os mamiferos. A diferenca mais
marcante ¢ encontrada nos tempos de maturacdo de cada regido e do conjunto
delas em relagdo ao nascimento, ver (Morgane et al, 2002) para revisdo. Em
roedores, por exemplo, o desenvolvimento cerebral, em especial o
desenvolvimento dos neurdnios hipocampais ¢ predominantemente pods-natal.
Nesse periodo os sistemas responsaveis pelo processamento cognitivo estdo mais
suscetiveis a prejuizos causados por fatores ambientais. Em humanos estima-se
que a aceleragdo do crescimento cerebral comeca por volta do terceiro trimestre
de gestagdo e termina no segundo ou terceiro ano de vida, tendo-se, portando, um
periodo pré e outro pds-natal, como pode ser visto na figura 1 (Morgane et al,

2002).
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Figura 1: Curvas representando o desenvolvimento encefalico nos periodos pré e pds-
natal em roedores ¢ humanos, comparando a duracdo de cada evento. A curva de crescimento
cerebral representa as taxas de mudanga no peso encefalico em relagéo ao peso do encéfalo adulto.
Nos humanos o desenvolvimento precoce das células piramidais e astrécitos levam a uma
aquisi¢do de 27% do peso encefalico em relagdo ao adulto ao nascimento enquanto que em
roedores, aproximadamente 12% do peso encefélico ¢ alcangado ao nascimento, e nestes ultimos

as curvas de crescimento sdo predominantemente pds-natais. Adaptado de Morgane et al, 2002.

As seqiiéncias de eventos plasticos que ocorrem no sistema nervoso
central no inicio do desenvolvimento sdo primeiramente determinadas pelo
genoma, porém essa regulacdo genética sofre influéncias de fatores nutricionais.
Essa consideracao ¢ de especial importancia para os uso de modelos animais para
examinar os processos cerebrais afetados pela subnutricdo, ver (Morgane et al,

2002) para revisao.



No que concerne a areas especificas ligadas ao desenvolvimento
cognitivo, tem sido demonstrado que a subnutri¢do afeta o crescimento cerebral
interferindo na taxa de divisdo celular com redu¢ao do niimero total de células
hipocampais em CAl e um decréscimo no volume da camada piramidal do
subiculum em ratos (Lister et al, 2005), demonstrando a vulnerabilidade dos
componentes-chave do circuito trissindptico hipocampal, um circuito essencial
para a memoria e o aprendizado.

Uma vez que o periodo de crescimento neuronal do hipocampo em
roedores se da predominantemente nas primeiras semanas pods-natais, danos
ocorridos nessa fase por deficiéncia de nutrientes podem se dar em carater
permanente mesmo ap6s um periodo de reabilitagdo nutricional (Jorgenson et al,
2003). Esses danos, no que concerne a formacao hipocampal, incluem alteragao
dos circuitos neurais e da plasticidade, com déficits comportamentais que se
refletem no aprendizado de longa duracdo envolvendo sistemas de interneurdnios
gabaérgicos (Bronzino et al, 1997; Morgane et al, 2002).

O leite materno, principal fonte de nutrientes durante o periodo pds-natal
precoce, reune em sua composi¢cdo acidos graxos de cadeia longa (presentes em
grandes quantidades no cérebro e retina), hormdnios, peptideos biologicamente
ativos e fatores troficos que influenciam no crescimento cerebral (Gordon, 1997).
Em testes de inteligéncia feitos com criangas entre sete e oito anos de idade,
aquelas que foram alimentadas com leite materno nas primeiras semanas de vida
tiveram resultados significativamente melhores nos testes do que aquelas que nao
foram alimentadas com leite materno (Gordon, 1997). Isso demonstra a

importancia da amamentacdo nos primeiros estagios de vida para o

faSR]

desenvolvimento cerebral em humanos. Animais submetidos igualmente
subnutricao por redugdo de oferta de leite materno em ninhadas grandes durante
os periodos de rapido desenvolvimento cerebral apresentam dificuldades para
adquirir certas habilidades (Gordon, 1997).

Tem sido demonstrado experimentalmente que os acidos graxos de cadeia
longa, presentes no leite materno, especialmente no periodo perinatal, sdo

necessarios para a manuten¢do das concentracdes e atividade de diversos fatores



importantes no aprendizado ¢ memoria, como o 6xido nitrico, ras, insulina e
diversos neurotransmissores € citocinas, € para o crescimento ¢ desenvolvimento
encefalico normais (Das, 2003). Os 4acidos graxos de cadeia longa presentes no
leite materno parecem ser essenciais para o desenvolvimento normal e para a
memoria, estando envolvidos com a modulacdo da acuidade visual, maturagdo
neuronal, regulacdo do metabolismo energético, modulacdo dos processos de
LTP, plasticidade sinaptica e aumento das taxas de aprendizado em animais
experimentais, ver (Das, 2003) para revisdo. A suplementagdo com esses
nutrientes tem demonstrado efeitos benéficos no desenvolvimento cerebral,
aprendizado e memoria (Makrides et al, 1995).

Evidéncias recentes demonstram que o déficit nutricional nos estagios
iniciais de vida leva igualmente a reducdo nos niveis de proteina CREB (um
importante fator de transcricdo nos mecanismos de LTP) na regido CAl
hipocampal, e diminui¢ao na taxa de fosforilacio da mesma proteina, com déficits
na aquisi¢ao de aprendizado espacial associada a perda neuronal no hipocampo
(Huang et al, 2003). Esses dados demonstram que estados de caréncia nutricional
causam distirbios nas cascatas de transducdo de sinal responsaveis pelos
mecanismos de aprendizado e memoria. A consolidagcdo hipocampal da memoria
requer sintese protéica (Guzowski et al, 2000), mediada pela ativagdo da proteina
CREB, que por sua vez ativa os genes de transcricdo. Na auséncia ou deficiéncia
de substrato para tal sintese, logicamente o processo sera prejudicado.

A ma nutricdo afeta também diversos parametros da plasticidade sinaptica
como a transdugdo de sinal pela proteina G, a fosforilagdo de proteinas sinapticas
e a taxa de ligacdo de neurotransmissores (Rotta et al, 2002), assim como diminui
a velocidade de condugdo e a resposta a estimulagdo das vias motoras, com
redugdo da excitabilidade dos neurdnios corticoespinhais, associadas
aparentemente a reducdo da mielinizacdo e do didmetro das fibras (Quirk et al,
1995). Ainda, a ma nutri¢do contribui para a alteragdo da morfologia dendritica
das células piramidais corticais em ratos (Cordero et al, 2003) e em humanos

(Benitez-Bribiesca et al, 1999).



1.2 - Atividade fisica e Neuroprotecdo

Tem sido amplamente demonstrado que a atividade fisica regular exerce
efeitos benéficos sobre o sistema nervoso central, podendo induzir mudancas
morfologicas e comportamentais e atuar como fator de neuroprotecdo. Algumas
das mudancas morfoldgicas que tém sido descritas como conseqiiéncia de
diferentes modalidades de exercicio incluem aumento da arboriza¢do dendritica,
aumento de densidade de espinhas dendriticas, da densidade neuronal, da
gliogénese, da neurogénese, da angiogénese e da sinaptogénese (Black et al, 1990;
Comery et al, 1996; Kleim et al, 1997; Farmer et al, 2004; Uysal et al, 2005).
Durante o envelhecimento diversos estudos em humanos e animais apontam
efeitos benéficos da atividade fisica regular para a saude em geral e para a funcao
cognitiva em particular, retardando os efeitos deletérios do envelhecimento, ver
(Cotman e Berchtold, 2002) para revisao. Estudos recentes com modelos animais
tém sido direcionados ao entendimento das bases neurobioldgicas desses
beneficios.

Sabe-se atualmente que diversas modalidades de exercicio fisico
acarretam beneficios moleculares, anatdmicos e comportamentais ao sistema
nervoso (van Praag et al, 1999; Cotman e Berchtold, 2002; Will et al, 2004).
Existe um numero considerdvel de estudos empregando diversos modelos de
atividade fisica no sentido de investigar suas influéncias sobre o sistema nervoso
central. Desses, diversos estudos indicam que o exercicio fisico aerdbio (e.g.
rodinha de correr ou esteira) promove um aumento nos niveis de fatores
neurotréficos como BDNF, NGF, GDNF, FGF-2 e neurotrofina 3 (Neeper ef al,
1995; Cotman e Berchtold, 2002; Kleim et al, 2002; Johnson e Mitchell, 2003;
Johnson et al, 2003; Vaynman et al, 2003; Pietropaolo et al, 2004). A
periodicidade do exercicio ¢ um fator importante para que 0 mesmo possa exercer
efeitos benéficos sobre o organismo.

Existem evidéncias de que um pequeno periodo de atividade fisica

promove um aumento da producdo de espécies reativas ao oxigénio e espécies



nitrogenadas e que a regularidade nos periodos da atividade leva a um aumento da
resisténcia das células a danos oxidativos, diminuindo os danos causados pelo
estresse oxidativo (Radak et al, 1999; Radak et al, 2001).

Também tem sido demonstrado que niveis elevados de atividade fisica
acabam por exercer influéncia prejudicial, promovendo um aumento da
vulnerabilidade neuronal (Ramsden et al, 2003), o que demonstra a importancia
da pratica de atividade fisica de forma regular e moderada.

No hipocampo, um dos beneficios mais referidos estd relacionado a
atividade fisica regular na rodinha de correr para roedores, o que promove
aumento na taxa de neurogénese no giro denteado (van Praag et al, 1999; van
Praag et al, 1999; Rhodes et al, 2003). Ocorre também um aumento no fluxo
sanguineo independente da pressao arterial sistémica, aparentemente mediado por
producao de o6xido nitrico (Kimura et al, 1994; Nakajima et al, 2003), aumento na
atividade das células piramidais do hipocampo (Czurko et al, 1999), aumento na
densidade neuronal em CA1 e CA3 (Uysal et al, 2005), manutencdo dos niveis de
proteinas relacionadas a plasticidade neuronal, como a proteina GAP (Growth
Associated Protein) e a sinaptofisina (Chen et al, 1998).

Lee e colaboradores (Lee et al, 2005), em estudo utilizando o modelo de
exercicio fisico em esteira, demonstraram que a atividade fisica em diversos
niveis de intensidade recupera os niveis de expressdo das sintases do 6xido nitrico
no hipocampo de animais que sofreram privacao alimentar na fase adulta. Outros
estudos indicam que o exercicio fisico atua também como moderador da atividade
nitrérgica em outras areas do encéfalo, como o nucleo paraventricular do
hipotalamo (DiCarlo et al, 2002). A regulacdo que acontece em nivel hipocampal,
ligada aos beneficios cognitivos proporcionados pelo exercicio fisico, ¢ evidente
em testes de aprendizado espacial que sao hipocampo-dependentes (Anderson et
al, 2000).

Em humanos, o exercicio fisico tem demonstrado promover a manutengao
da fungdo cognitiva durante o envelhecimento (Kramer et al, 1999; Colcombe ¢
Kramer, 2003; Kramer et al, 2003; Tomporowski, 2003). No estriado, uma

estrutura-chave localizada no telencéfalo basal, que participa ativamente do



processamento motor, assim como no cortex motor, o exercicio fisico induz
angiogénese, liberacdo de neurotrofinas, assim como promove aumento da
capacidade metabdlica (McCloskey et al, 2001; Kleim et al, 2002; Swain et al,
2003; Ding et al, 2004). Lee e colaboradores (Lee et al, 2003) em um elegante
trabalho demonstraram que o exercicio fisico reduz as taxas de morte neuronal em
modelos animais de hemorragia induzida no estriado, aparentemente por inibigao
da caspase 3, reduzindo significativamente a area da lesdo estriatal em relag¢do aos
animais utilizados como controle.

O estresse oxidativo tem sido apontado como um dos maiores fatores de
risco, fator primario e agravante para as doengas neurodegenerativas (McLellan et
al, 2003; Katayama et al, 2004). Sabe-se que existe um aumento na
vulnerabilidade ao estresse oxidativo em funcdo da idade (Shin et al, 2002) assim
como existe uma redu¢do dos niveis de antioxidantes endogenos durante o
envelhecimento. O exercicio fisico regular aparentemente age como fator
neuroprotetor durante o processo de envelhecimento, diminuindo os danos
causados pelo estresse oxidativo (Radak et al, 2001), provavelmente através de
mecanismos que promovem um aumento da resisténcia celular a danos oxidativos
que comprometem o DNA e proteinas (Radak et al, 1999), promovendo melhora
no desempenho cognitivo que € prejudicado durante o envelhecimento (Kramer et
al, 1999). E razoavel, portanto, sugerir que o exercicio fisico regular age como
fator de neuroprote¢cdo em doengas neurodegenerativas, uma vez que os danos
causados pelo estresse oxidativo no encéfalo guardam relagdo direta com o
desenvolvimento dessas doencas.

Diversos estudos tém indicado efeitos neuroprotetores do exercicio contra
danos neuronais, provavelmente por um aumento nos niveis de fatores
neurotréficos enddgenos (Ang et al, 2003), apresentando também efeitos positivos
sobre o processo de progressdo da patologia de Alzheimer (Adlard et al, 2005),
retardando o processo de progressdo da doenga. Outras evidéncias indicam
também que o exercicio fisico voluntario aumenta a expressdo de BDNF no
hipocampo de camundongos, expressio que decresce em funcdo da idade

(Vaynman et al, 2004). O aumento da expressdo do BDNF atua favorecendo a



plasticidade sinaptica e melhorando o desempenho dos animais de
experimentacdo na aquisicdo de aprendizado em testes de memoria hipocampo-
dependentes (e.g. Morris Water Maze). Sob condi¢des de inibi¢do do BDNF, os
niveis de desempenho nos testes dos animais experimentais cai, igualando-se aos
niveis de aprendizado de animais sedentarios (Vaynman et al, 2004),
demonstrando que os efeitos benéficos da atividade fisica regular sobre os
mecanismos de aprendizado e memoria aparentemente estdo ligados a regulacdo
da expressao de fatores neurotroficos que a mesma atividade promove.

Outros estudos apontaram também para um aumento da neurogénese e da
eficacia sindptica em animais que praticaram exercicio voluntario por periodos
regulares obtidos em testes de aprendizado de memoria espacial com resultados
cognitivos aumentados em comparagdo aos animais que ndo se exercitaram (van
Praag et al, 1999; van Praag et al, 1999; Anderson et al, 2000). O exercicio fisico
regular tem efeitos a longo prazo, induzindo um aumento na expressdao de genes
relacionados a atividade neuronal, estrutura e plasticidade sinaptica (Tong et al,
2001; Molteni et al, 2002; Farmer et al, 2004); ver (Cotman ¢ Berchtold, 2002)
para revisao; com melhores resultados ap6s um longo periodo de pratica periddica

da atividade (Molteni et al, 2002).

1.3 - Estriado, Hipocampo, Atividade Fisica e Cognicdo

No presente trabalho estudamos a influéncia da subnutri¢do sobre a
atividade nitrérgica no hipocampo e estriado de animais experimentais, assim
como a influéncia do exercicio fisico como agente recuperador das possiveis
alteragcdes encontradas. Investigamos também a influéncia da subnutricdo e da
atividade fisica voluntdria sobre o desempenho no teste de aprendizado de
memoria espacial (labirinto aquético de Morris).

Por essas razdes, o estriado e o hipocampo, estruturas-chave nos processos
cognitivo e motor, objeto de investigagdo no presente trabalho, merecerdo

considera¢do um pouco mais detalhada a seguir.



1.3.1 Estriado, atividade motora e memoria espacial

Localizado no telencéfalo basal, o estriado, composto pelos nticleos
caudado e putdmen, ¢ o maior complexo nuclear dos nucleos da base. Recebe
aferéncias corticais, talamicas e de nucleos do tronco cerebral (Shepherd, 1990).
Aferéncias corticais e da substancia negra sdo recebidas pelos neuronios de
projecdo espinhosos, que, juntamente com os interneurOnios estriatais, estdo
envolvidos com o processamento de informacdes provenientes de varias regioes
do encéfalo. O nucleo caudado recebe e processa informacgdes oriundas do sistema
limbico, cortex cingulado, cortex associativo e nicleos talamicos, enquanto que o
putdmen recebe projecdes oriundas dos cortices sensoriais, areas motoras, pré-
motoras, areas associativas do cortex auditivo e area visual secundaria (Purves,
2001).

A alca motora dos nucleos da base, envolvida diretamente com o controle
motor, tem sua origem nas aferéncias do cortex motor para o putdmen, que projeta
seus axonios para o globo palido interno, o principal ponto de eferéncia dos
nlcleos da base, para o nucleo ventral lateral e finalmente para o cortex motor
(Shepherd, 1990). O o6xido nitrico parece desempenhar importante papel na
modula¢do do comportamento motor, interferindo na neurotransmissdo estriatal.
Os neurOnios estriatais recebem uma grande variedade de imputs sinapticos
oriundos de diferentes areas. As aferéncias das areas corticais e do tdlamo
representam a maior fonte de neurotransmissores excitatorios para o estriado. A
via negroestriatal e circuitos intrinsecos sdo as fontes estriatais de dopamina,
acetilcolina, 6xido nitrico e GABA (Wichmann e DeLong, 1996). Esses sistemas
de neurotransmissores interagem na regulacdo da transmissdo sinaptica no
estriado.

O o6xido nitrico parece afetar a atividade estriatal através de interagdes
com canais dependentes de ligantes quimicos nos neuronios espinhosos estriatais,
agindo através de segundo mensageiro nos neurdnios de proje¢do estriatais. Uma

via intracelular do 6xido nitrico bem descrita na literatura € a ativa¢do da guanilil



ciclase soluvel (sGC), que aumenta a concentracdo intracelular de guanilil
monofosfato ciclico (¢cGMP), e a conseqiiente estimulagdo da proteina cinase
cGMP dependente, mecanismo molecular presente no processo da potenciagdo de
longa duragdo (LTP). Os neurbnios de projecdo estriatais contém altas
concentracdes de sGC, o que sugere sua interagdo com o 0xido nitrico produzido
pelas células nitrérgicas no estriado (NADPH-d positivas); ver (Calabresi et al,
2000; Del Bel et al, 2005) para revisdo. Estas vias de segundo mensageiro podem
estar envolvidas com a depressdo de longa duracdo (LTD) e a potenciagdo de
longa duracdo (LTP) estriatal, uma vez que os neurdnios NADPHd positivos
possuem receptores para glutamato (East et al, 1996) e recebem sinapses
glutamatérgicas dos neuronios espinhosos respondendo com LTD (Calabresi et al,
1999) e LTP (Doreulee et al, 2003) apds estimulacdo tetanica das aferéncias
corticoespinhais.

Existe igualmente evidéncia acumulada de que o complexo estriatal contribui
para a memoria espacial (Packard, 1999; Roullet et al, 2001; Ragozzino e Choi,
2004; Schmitzer-Torbert e Redish, 2004) e que sua interagdo com o hipocampo ¢
importante para tal contribui¢do (Gengler et al, 2005). Estudos empregando registro
unitario no estriado dorsal revelaram que neuronios localizados nessa area estdo
envolvidos na codificacdo de informagdo espacial. Esses neurdnios t€ém propriedades
semelhantes as das células de lugar (place cells) do hipocampo, que disparam
durante a execugdo de tarefas espaciais (Ragozzino ef al, 2001; Schmitzer-Torbert e
Redish, 2004). A medida que as memoérias relacionadas a essas atividades sdo
formadas e consolidadas, uma cascata de eventos intracelulares envolvendo uma
variedade de moléculas sinalizadoras é desencadeada, resultando em ultima instancia
na ativacao de genes e sintese de proteinas para formacao de memoria a longo prazo.
Genes de ativagdo precoce do tipo c-fos e c-jun sdo rapidamente ativados de forma
transitoria em resposta a ativagdo dos muitos tipos celulares estimulados servindo
como marcadores dessa ativagdo decorrente da experiéncia em curso(Teather et al,
2005). No caso especifico do estriado e hipocampo e sua relacdo com a formagao de

memoria espacial, tem sido sugerido que o hipocampo estd associado com memoria



cognitiva € que o estriado estd associado com memoria do tipo estimulo-resposta
(memoria de habito).

Estudos acerca dos papéis seletivos do hipocampo e do estriado dorsal nas
memorias cognitiva e de hdbito tém empregado diversas metodologias; ver (Packard
e Knowlton, 2002) para revisdo. Alguns desses estudos sugeriram um papel
dissociado do estriado dorsal no aprendizado de habito do sistema de memodria
declarativa do lobo temporal medial que inclui o hipocampo como componente
primario. Evidéncias sugerem que durante o aprendizado, o estriado e os sistemas de
memoria do lobo temporal medial sdo ativados simultaneamente, atuando numa
interferéncia competitiva em algumas situacdes de aprendizado; ver (Packard e
Knowlton, 2002) para revisao.

Voermans e colaboradores (Voermans et al, 2004), empregando estudos de
neuroimageamento funcional em humanos durante a exploracio de ambientes
virtuais, verificaram que o hipocampo e o estriado dorsal exercem fungdes distintas
porém complementares, indicando que ambos os sistemas estdo envolvidos na
memoria de navegacdo, e que o envolvimento de ambos os sistemas depende da
estratégia utilizada pelo individuo durante a navegacdo em um determinado
ambiente. O hipocampo e o estriado dorsal podem estar ativos seqiiencialmente
durante o treino ou a familiarizacdo a um dado ambiente. Aparentemente, o
hipocampo gerencia representacdes mais flexiveis do ambiente, fazendo uma
representacdo neural de uma espécie de mapa do ambiente, enquanto que o estriado
gerencia aprendizados mais inflexiveis, como seguimento de rotas (Voermans et al,
2004). O envolvimento sucessivo dos dois sistemas varia de acordo com o estado de
proficiéncia do animal na navegagdo, e, em alguns casos, pode ocorrer uma
compensagdo por parte do sistema hipocampal a danos ocorridos no estriado,
mantendo o nivel de desempenho (Hartley e Burgess, 2005).

Existem evidéncias de que a subnutri¢do nas primeiras fases de vida tem
como resultados a indu¢do de hiperatividade e alteragdes no sistema dopaminérgico
estriatal (Alamy et al, 2005).

Tem sido amplamente demonstrado que o 6xido nitrico desempenha

papéis importantes na circuitaria estriatal. Doreulee e colaboradores (Doreulee et



al, 2003) demonstraram que o 6xido nitrico tem papel funcional importante para a
génese da LTP no estriado, através da indu¢ao de mutacao no gene codificador de
uma das enzimas de sintese do 6xido nitrico. Os animais mutantes deficientes de
oxido nitrico apresentaram uma redugdo dramatica da LTP no estriado em relagdo
aos animais controle, evidenciando que o oOxido nitrico desempenha papel
fundamental nos processos plasticos no complexo estriatal. O 6xido nitrico regula
a atividade basal e a responsividade dos neurdnios dopaminérgicos no estriado
(West e Galloway, 1998), desempenhando um importante papel na integragao da
informacao das vias estriatais envolvidas no comportamento motor. Em modelos
mutantes de discinesia paroxistica, a densidade de neur6nios que apresentaram
imunoreatividade para as sintases do 6xido nitrico apresentou reducdo drastica no
estriado dos animais mutantes em relagdo aos controles, principalmente durante a
fase critica na qual os episodios de distonia se apresentavam mais freqiientes

(Sander et al, 2006).

1.3.2 Hipocampo, atividade motora voluntdria e cognicio

O hipocampo se divide em quatro regides, designadas cornos de Amon
(CA1, CA2, CA3 e CA4), por causa da sua forma. O giro denteado, subiculum e
cortex entorrinal constituem a forma mais geral, chamada formacdo hipocampal
ou regiao hipocampal (Shepherd, 1990). Os principais inputs hipocampais provém
do cortex entorrinal, regido do septo, e hipocampo contralateral. Outras projegoes
importantes que alcangam o hipocampo sdo projegdes do hipotidlamo, cortices,
talamo e amigdala.

Os elementos neuronais da formag¢ao hipocampal sdo células piramidais e
granulares, porém as células piramidais constituem a maior parte das unidades
celulares hipocampais. O circuito hipocampal € basicamente trisinaptico, com
projecdes vindas do cortex entorrinal chegando ao giro denteado pela via
perfurante e estabelecendo sinapses com as células granulares do giro denteado,
que por sua vez projetam fibras chamadas fibras musgosas (por possuirem

varicosidades) que fazem sinapses com os neurdnios piramidais de CA3, que



projetam seus axonios (colaterais de Schaffer) para as células piramidais de CA1,
que sdo o principal output hipocampal, enviando axdnios através do subiculum de
volta ao cortex entorrinal e para o hipocampo contralateral pelo fornix (Shepherd,
1990); ver (Sweatt, 2004) para revisdo; encerrando o principal circuito
hipocampal. O cértex entorrinal recebe e envia ao hipocampo a maior parte de
inputs sensoriais advindos de diversas dreas corticais, atuando como o principal
input hipocampal.

A reagdo histoquimica para NADPH-diaforase no hipocampo revela um
padrao laminar bem definido, como pode ser visto na figura 2, e coincide com o
padrdao laminar encontrado na coloragdo de Nissl. As camadas hipocampais
definidas pela coloracdo sdo o estrato oriens, o estrato piramidal, o estrato radiado
e o estrato lacunoso molecular em CAl. Em CA3, define-se também o estrato
lucido (ndo mostrado na figura), que se distingue entre o estrato radiado e o
estrato piramidal nessa area. O estrato oriens ¢ a camada mais dorsal e onde se
encontram os axdnios dos neurdnios piramidais. O estrato piramidal contém os
corpos celulares das células piramidais, cujos dendritos se situam na camada
encontrada logo abaixo, que corresponde ao estrato radiado. E nessa camada que
ocorrem as sinapses das fibras musgosas e dos colaterais de Schaffer em CA3 e
CAl, respectivamente. As camadas estrato lacunoso molecular e camada
molecular do giro denteado definem as margens da fissura hipocampal,
atravessada por vasos calibrosos, aparentemente responsaveis pelo controle do
fluxo sanguineo no hipocampo. As camadas a seguir de situacdo mais ventral sdo
as camadas granular e polimorfica do giro denteado. Existe um corpo crescente de
evidéncias acerca da ocorréncia de neurogénese na fase adulta na camada granular
do giro denteado. Essa neurogénese parece desempenhar um papel-chave nos
mecanismos de aprendizado e memoria, e estd sujeita a influéncias ambientais
benéficas ou ndo, que se refletem a nivel cognitivo em animais experimentais
(Bruel-Jungerman et al, 2005; Karten et al, 2005; Chen et al, 2006; Leuner et al,
2006; Xu et al, 2006).
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Figura 2: (A) Fotomicrografia do hipocampo corado pela histoquimica para NADPH-
diaforase, mostrando a clara definicdo do padrdo laminar conferido pela histoquimica. (B)
Desenho esquematico do hipocampo mostrando os principais elementos neuronais encontrados em
cada area hipocampal. Note o detalhamento dos circuitos sinapticos hipocampais ¢ a localizagdo

em relag@o as camadas. Adaptado de Cajal, 1911 apud Brown e Zador, 1990.

O papel mais conhecido do hipocampo nos mecanismos de aprendizado e
memoria € o de consolidagdo da memoria de longo prazo, através da potenciagio
de longo prazo, ou LTP (Long-Term Potentiation), que depende de 6xido nitrico
(ON) para sua indu¢do e manutencao (Holscher, 1997; Huang, 1997; Haley, 1998;
Hawkins et al, 1998; Wheal ef al, 1998; Yamada, 1998; Zorumski e Izumi, 1998).
Os processos de aprendizado e consolidagdo de memoria que ocorrem no
hipocampo sdo dependentes de 6xido nitrico, tendo em vista que sob condigdes de
inibicdo das sintases do o¢xido nitrico (SON), suas enzimas de sintese, a
participagdo hipocampal nos processos de consolidag¢do de aprendizado ¢ inibida

ou anulada (Mogensen et al, 1995; Mogensen et al, 1995).

Um numero consideravel de investigagdes t€ém sido desenvolvidas no
intuito de compreender os mecanismos celulares e moleculares que sustentam os
processos cognitivos e especial atengdo tem sido dada ao papel do hipocampo e

cortices associados nesses processos. Essas investigagdes incluem testes



comportamentais, experimentos com lesdes, administracdo de drogas, registros
eletrofisiologicos in vivo, assim como estudos de mudangas moleculares do
hipocampo apds treinamento e manipulagdes genéticas (Izquierdo et al, 1999;
Dragoi et al, 2003; Lynch, 2004; Nakazawa et al, 2004; Steffenach et al, 2005).
As conexdes hipocampais com diversas areas sensoriais € de associacdo através
dos cortices entorrinal e perirrinal também evidenciam o envolvimento
hipocampal no processamento geral da informacao.

O hipocampo esta funcionalmente interconectado com o cortex prefrontal;
ver (Sweatt, 2004) para revisdo; e essa Integracdo também sugere uma
participa¢do do hipocampo na cognicdo em geral. Outro fato que sustenta a
hipotese de que o hipocampo estd diretamente envolvido com os processos de
aprendizado ¢ a neurogénese que permanece no cérebro adulto e que parece ser
importante para a manuten¢do da fungdo hipocampal normal (Eriksson et al,
1998; Snyder et al, 2005). A neurogénese que ocorre no giro denteado parece
estabelecer ligacdo direta com os processos de plasticidade neuronal no
hipocampo, sendo importante ferramenta para a fun¢do hipocampal nos
mecanismos de aprendizado e memoria. A presenga de novos neurdnios parece
ser necessaria para a funcdo normal dessa regido no encéfalo, estando diretamente
ligada a plasticidade sinaptica (Derrick et al, 2000; Snyder et al, 2001; Madsen et
al, 2003; Snyder et al, 2005), aparentemente desempenhando papel nos
mecanismos de aprendizado espacial (Snyder et al, 2005). Animais que sofreram
inibicao dessa proliferacao neuronal (o que pode ocorrer, por exemplo, por efeito
de irradia¢do) apresentaram déficits na aquisicdo de aprendizado de testes
hipocampo-dependentes, com perda da capacidade de reconhecimento de locais e
objetos (Madsen et al, 2003), e obtiveram prejuizo na memoria espacial de longa
duracdo (Snyder et al, 2005). Alguns casos em humanos submetidos a
procedimentos profilaticos de irradiagdo no intuito de bloquear possiveis
metastases no sistema nervoso central de determinados tipos de céncer, os efeitos
colaterais do tratamento incluem prejuizo de memoria, disforia e letargia. Tem
sido demonstrado que diversas “tarefas” necessarias a sobrevivéncia de um

animal em um determinado ambiente sdo dependentes da participagdo hipocampal



para sua execucao, tais como a organizagdo temporal entre eventos, localizacao
espacial e estabelecimento de relagdes entre objetos no ambiente (Sweatt, 2004).
Um dos papéis mais bem documentados do hipocampo, além de seu papel
na consolidagdo da memodria de longo prazo pelo processo da potenciacdo de
longa duragao (LTP: Long-Term Potentiation), que discutiremos de forma mais

detalhada posteriormente, € a participagao hipocampal na localizagao espacial.

1.3.2.1 As células de localizacdo espacial (place cells)

No presente trabalho pretende-se investigar possiveis déficits cognitivos
espaciais associados ao hipocampo decorrentes de subnutri¢ao induzida durante o
desenvolvimento pos-natal e para isso € importante nos determos um pouco
acerca do papel funcional do hipocampo na memoria espacial. O indicativo de
que o hipocampo esta relacionado a esse papel € o declinio da cognicao espacial
em animais submetidos a lesdes hipocampais (Steffenach et al, 2005).

As células de localizagdo espacial sdo neuronios piramidais hipocampais,
localizados mais precisamente em CAl, CA3 e no cortex entorrinal. Evidéncias
indicam que as células espaciais localizadas em CA1 parecem estar mais ligadas
ao processamento de informacdes espaciais em tempo real, enquanto que as
células espaciais de CA3 parecem estar envolvidas com os processos de
consolidagao da memoria espacial a longo prazo (Hartley et al, 2005).

As células de localizagdo espacial formam no hipocampo uma espécie de
mapa topografico do ambiente que cerca o animal. Para cada ponto do espago em
uma determinada orientagdo, uma célula ou um grupo de células dispara
potenciais em resposta a esse estimulo, fazendo com que o animal construa uma
representacdo do espacgo a partir do grau de disparo dessas células.

O ponto no espaco para o qual uma célula ou um grupo de células
apresenta disparos de potenciais ¢ chamado de campo de localizagao espacial.

Durante a exploragdo de um novo ambiente, quando o animal ainda esta
em processo de reconhecimento e construgdo da representacdo espacial do

mesmo, a atividade das células de localizacdo espacial ¢ influenciada por uma



variedade de fatores, como a geometria do ambiente, a deteccdo de objetos que
sdo utilizados como pistas visuais, suas cores, odores € o estado interno do animal
(Chakraborty et al, 2004); ver (Poucet et al, 2003) para revisdo. Baseado nessas
pistas, o animal cria o contexto do espago que o cerca.

O mapeamento de um determinado ambiente ¢ feito seguindo um padrao
hierarquico de pistas a serem utilizadas como referencial. Os primeiros estimulos
que um animal busca em um determinado ambiente como ponto de localizagdo
espacial sdo estimulos visuais (Poucet et al, 2003). Na auséncia de pistas visuais,
o animal busca orientar-se por outras pistas do contexto espacial que possam
servir como marcos para sua localizagdo no ambiente.

Em um ambiente com limites circulares, e estando o animal desprovido de
pistas visuais e outros estimulos como odor ou pistas auditivas, ele passa a ser
orientado pelo senso interno de direcdo, composto por pistas “idiotéticas”
(Chakraborty et al, 2004). Pistas idiotéticas consistem em informagdes oriundas
de aferéncias motoras, proprioceptivas, vestibulares e de fluxo o6tico.

As células de localizagdo espacial exibem uma seletividade de disparos.
Cada célula dispara preferencialmente quando o animal se encontra em um
determinado ponto no espago ¢ em uma determinada diregdo. E o conjunto e o
padrdo de disparos de uma determinada populacdo de células que codifica a
localizagdo espacial e direcdo na qual o animal se encontra (Mizumori, 2006).

Ao ocorrerem mudangas no ambiente, as células de localizagdo espacial
reorganizam seus padroes de disparo, num fendmeno chamado de remapeamento.
O processo de remapeamento nas células de localizag@o espacial ocorre através de
mudancas nos padrdes de disparo e nas conexdes sinapticas, estabelecendo novos
campos de disparo das células de localizagdo espacial em resposta as mudancgas
ambientais.

O aprendizado de localizacdo espacial, assim como o remapeamento dos
campos de localiza¢do espacial em resposta a uma modificagdo no ambiente sdo
processos dependentes de um mecanismo especifico de plasticidade sinaptica, a
Potenciagdo de Longa Duragdo (LTP), que detalharemos a seguir. Dragoi e

colaboradores (Dragoi et al, 2003) em um elegante trabalho demonstraram



claramente a ligacdo entre refor¢o sindptico associado a LTP e aprendizado
espacial, demonstrando que a indugdo da LTP causa altera¢des na representacao
hipocampal do espago. Discutiremos a seguir o papel da LTP nos mecanismos de
aprendizado e memoria e a importancia do o6xido nitrico (foco do presente

trabalho) nesses processos.

1.3.2.2 - A potenciacio de longa duracio (LTP)

Os correlatos eletrofisiologicos da plasticidade neural sdo a Potenciacao
de Longa Duragao (LTP - do inglés Long-Term Potentiation) e a Depressao de
Longa Duracdo (LTD — do inglés Long-Term Depression). Entretanto, uma vez
que temos como uma das varidveis em estudo a taxa de aprendizado de memoria
espacial, que ¢ dependente da LTP no hipocampo, e como a LTP e a LTD sao
dependentes de o0xido nitrico (variavel importante no presente trabalho) para seu
estabelecimento no hipocampo e estriado (Hawkins et al, 1998; Calabresi et al,
1999; Bon e Garthwaite, 2001), discutiremos brevemente acerca do papel da LTP
no aprendizado e memoria e o papel do 6xido nitrico nesses processos.

Em 1913, Cajal originalmente hipotetizou que o armazenamento das
informacdes dependia das mudangas na configuracdo das conexdes sindpticas
entre os neurdnios ativos. Donald Hebb em 1949 manteve essa hipdtese, e propds
que se dois neuronios sdo ativados ao mesmo tempo, a eficiéncia sindptica seria
ampliada (Shepherd, 1990). A evidéncia veio em 1973, quando Timothy Bliss e
Terje Lomo publicaram a descoberta do fendmeno chamado Potenciagdo de
Longo Prazo (LTP); ver (Lomo, 2003) para revisdo. Estudando o hipocampo de
coelhos, Bliss e Lomo estimularam um conjunto de axdnios na via perfurante e
registraram a resposta em neurdnios de outra parte do hipocampo. A surpresa veio
quando, ao estimular os axonios no subiculum a altas freqiiéncias (100 estimulos
por segundo), a resposta do grupo de células ndo s6 foi fortalecida como

continuou fortalecida por varias horas; ver (Bennett, 2000) para revisao.



Desde entao grande esfor¢o tem sido feito no sentido de compreender o
mecanismo pelo qual o reforco das conexdes sinapticas ¢ alcangado, a LTP; ver
(Lynch, 2004) para revisao.

No estudo da LTP, énfase particular tem sido dada a andlise das mudangas
que acompanham e dao suporte & memoria espacial por causa da sua dependéncia
hipocampal e por causa dos protocolos bem desenvolvidos que estdo disponiveis
para esta andlise. A plasticidade sindptica dependente de atividade desempenha
um papel vital em esculpir conexdes sinapticas durante o desenvolvimento e tem
sido identificada em diversas vias sindpticas. O sistema nitrérgico exerce um
papel importante no mecanismo da LTP, tendo sido demonstrado em diversos
experimentos que a LTP pode ser bloqueada por situagdes de inibi¢do das sintases
do 6xido nitrico (SON) (Son et al, 1996), ou, no caso contrario, aumentada por
ativadores ou potencializadores das SON (Chien et al, 2003). A nivel molecular,
a LTP ¢ dependente da ativagdo do receptor metabotrépico NMDA; ver
(Nakazawa et al, 2004) para revisdo; acoplado a sintase do o¢xido nitrico
calcio/calmodulina dependente, que, quando ativado, causa um aumento no
influxo de calcio na célula, formando o complexo célcio/calmodulina, que ativa a
producao de 6xido nitrico pela enzima. As altas taxas de difusdo do 6xido nitrico
permitem que ele funcione como uma rapida molécula de sinalizagdo intercelular,
e, segundo a hipotese do mensageiro retrégrado, a especificidade sinaptica pode
ser conferida pelo 6xido nitrico que modifica somente aqueles terminais que
estiveram recentemente ativos, aumentando a liberagdo de neurotransmissores
pela membrana pré-sinaptica; ver (Larkman e Jack, 1995; Medina e Izquierdo,
1995) para revisao.

A primeira evidéncia do papel do 6xido nitrico na LTP vem de grupos
independentes mostrando que inibidores das sintases do 6xido nitrico, como a L-
nitroarginina, bloqueiam a geragdo da LTP (Xiaojuan et al, 1998). A injecao de
inibidores das sintases do 0xido nitrico nas células piramidais de CAl inibem a
LTP pré-sinaptica, indicando que o 6xido nitrico ¢ produzido pds-sinapticamente
e serve provavelmente como mensageiro retrogrado; ver (Medina e Izquierdo,

1995) para revisdao. Da mesma forma, a aplicagdo de oxido nitrico ou de um



potencializador de seu efeito ¢ capaz de gerar ou aumentar a LTP (Bon e

Garthwaite, 2001; Chien et a/, 2003).

1.4 - O oxido nitrico, suas enzimas de sintese e seu papel na plasticidade

neural durante o desenvolvimento.

O o6xido nitrico € um gas que, por ser hidro e lipossoluvel, tem grande
facilidade de se difundir através dos tecidos e ¢ produzido por uma familia de
enzimas presentes na maior parte das células. A distribuicdo do 6xido nitrico pelo
organismo indica sua participagdo em uma ampla variedade de processos
fisiologicos. No sistema nervoso, sua relevancia se deve aos efeitos fisiologicos
gliais, neuronais e vasculares. Age como neuromodulador, neurotransmissor
anterogrado e retrogrado, atuando também no controle do fluxo sanguineo
cerebral (Wang et al, 2005; Wang et al, 2005). Sua relevancia para o sistema
nervoso deve-se também ao seu envolvimento em doengas neurodegenerativas,
abrindo uma possibilidade para tratamentos farmacoldgicos direcionados as vias
metabolicas do 6xido nitrico; ver (Bishop e Anderson, 2005; Guix et al, 2005)
para revisao.

Durante as fases criticas de desenvolvimento encefalico, pré e pds-natal, a
expressao das SON se altera em diferentes eventos temporais, indicando um
possivel papel do 6xido nitrico nos processos de desenvolvimento encefalico
(Moritz et al, 1999; Chung et al, 2004). Recentemente foi descrito que o 6xido
nitrico interage com fatores neurotréficos através de uma alca de regulagdo
reciproca entre o 6xido nitrico € o BDNF (Cheng et al, 2003; Chen et al, 2006).
Akassoglou (Akassoglou, 2005) descreveu a interacdo das vias ON/cGMP e
NGF/TrKA na auséncia de NGF mediando a sobrevivéncia neuronal.

Por ser um gas altamente difusivel, se torna bastante dificil conseguir
quantificar o 6xido nitrico em um determinado tecido. A alternativa mais simples
para localizar e quantificar os sitios de producdo de 6xido nitrico ¢ medindo a

expressao de suas enzimas de sintese, as Sintases do Oxido Nitrico (SON).



Existem trés isoformas para as SON: a SON neuronal (SONn), que ¢
produzida nos neurénios, a SON endotelial (SONe), produzida pelas células
endoteliais dos vasos sanguineos ¢ a SON imunoldgica (SONi), produzida por

células gliais envolvidas com a resposta imune.

A SON neuronal ¢ uma enzima citosolica, constitutiva, calcio-calmodulina
dependente que ocorre somente nos corpos celulares dos neurdnios, dendritos e
axonios. Os neurdnios marcados para SON apresentam marcagdo para NADPH
diaforase, e a SON purificada apresenta atividade diaforasica; ver (Del Bel et al,

2005) para revisao.

As isoformas neuronal e endotelial sdo expressas constitutivamente e
ativadas brevemente pelo aumento do calcio intracelular ligando-se a
calmodulina. A isoforma induzida por macréfago nao ¢ detectada em condigcdes
normais, sendo expressada somente em condigdes de agressdo ao sistema

imunologico.

O o6xido nitrico produzido pela SONn e SONe age como segundo
mensageiro através da ativacdo da guanilil ciclase soluvel (sGC) enquanto que o
oxido nitrico produzido pela SONi no sistema imune serve como agente
citotoxico (Li e Poulos, 2005). Recentemente foi evidenciada a existéncia de uma
outra isoforma da SON, a SON mitocondrial (SONmt), posteriormente

identificada como SONn (Elfering et al, 2002).

O o6xido nitrico parece participar ativamente nos processos de
desenvolvimento cerebral e diferenciacdo funcional do encéfalo durante as fases
criticas de desenvolvimento. Em camundongos, a reatividade para NADPH-
diaforase aparece inicialmente apds o 14° dia de vida pré-natal, vindo a aparecer
nas areas corticais entre o 17° e o0 20° dia de desenvolvimento pré-natal, alterando
seus padrdes de marcagdo durante o periodo pos-natal (Oermann et al, 1999), o
que reforca a hipdtese de que o 6xido nitrico pode estar envolvido nos processos

plasticos que ocorrem no periodo de desenvolvimento, uma vez que sua expressao



aparentemente ¢ regulada em periodos nos quais o desenvolvimento cerebral se da

de forma mais acelerada.

Como ja foi discutido anteriormente, tem sido relatado que o 6xido nitrico
parece exercer influéncia significativa no desenvolvimento das conexoes
sinapticas em diversas areas do sistema nervoso central por um mecanismo
dependente de atividade. Aparentemente, o 6xido nitrico atua no desenvolvimento
neuronal e na modulacdo da diferenciacdo e maturagdo neuronal em diversas
areas, como no cortex cerebral, hipocampo e estriado. Uma das fortes evidéncias
acerca desse papel ¢ a distribuicdo das sintases do Oxido nitrico que ocorre
diferentemente durante as fases de desenvolvimento (Morys et al, 2002), em
comparacao com a distribui¢do dessas enzimas no encéfalo adulto (Wendland et

al, 1994; Vaid et al, 1996; Burette et al, 2002; Czeh et al, 2005; Gotti et al, 2005).

Alguns estudos realizados no intuito de investigar as alteragdes na
expressao das sintases do 0xido nitrico em diversas areas encefalicas em diversas
janelas temporais demonstraram que as mesmas sdo expressas em diferentes
niveis de intensidade, com distribui¢do variada no cértex, hipocampo e estriado,
de acordo com o estagio de desenvolvimento, a regido cerebral e a espécie (Morys
et al, 2002; Blackshaw et al, 2003; Murata e Masuko, 2003; Chung et al, 2004).
Essas alteragdes refletem um papel do 6xido nitrico durante o desenvolvimento,

aparentemente estando envolvido com o estabelecimento de projecdes.

Chung e colaboradores (Chung et al, 2004) estudaram a distribui¢do dos
neurdnios que apresentavam imunoreatividade para a SONn durante o
desenvolvimento p6s natal de ratos, tendo verificado que ocorre uma modificagao
nos padrdes de marcagdo no hipocampo durante o desenvolvimento. Estudando as
variacoes na expressao da SONn e SONe em encéfalos de ratos, camundongos e
humanos, Blackshaw e colaboradores (Blackshaw et al, 2003) verificaram que a
expressdo da SONn nas células piramidais de CA1 varia entre as espécies, tanto
na distribuicdo espacial como na janela temporal, o que pode refletir as diferencas

de estagios de desenvolvimento cerebral em relacdo ao tempo que varia entre as



espécies, como ja citado anteriormente (Morgane et al, 2002). Essa varia¢ao
ocorre em funcdo do desenvolvimento, estando diretamente relacionada com a

plasticidade sindptica 6xido nitrico- dependente (LTP) (Blackshaw et al, 2003).

Fazendo as mesmas investigagdes no estriado de ratos, Murata e Masuko
(Murata e Masuko, 2003) verificaram, utilizando marcacdo histoquimica para
NADPH-diaforase e imunomarcacdo para SONn, que a expressdo das SON no
estriado também apresenta variacdes significativas durante o desenvolvimento,
tendo observado marcagao diaforasica no estriado a partir do 18° dia de vida pré-
natal, e maior densidade neuronal por volta do 5° dia de vida pds natal,
observaram também que o nimero de neurdnios marcados pela técnica alcanga

seu pico de atividade nitrérgica por volta do 2° ao 3° més de vida.

O papel do 6xido nitrico nos fendmenos de plasticidade neural tem sido
amplamente evidenciado através de diversos estudos, demonstrando que o 6xido
nitrico parece ser um elemento essencial, envolvido diretamente nos mecanismos
de aprendizado e memoria (Susswein et al, 2004), agindo como neurotransmissor
nos processos de plasticidade sindptica (Bon e Garthwaite, 2001; Bon e
Garthwaite, 2003). Aparentemente, a diminuicdo na expressdo da SONn que
ocorre em decorréncia da idade parece estar diretamente ligada ao declinio
cognitivo que aparece ao longo do processo de envelhecimento (Law et al, 2002),
e estimulos ambientais que estimulem ou estejam envolvidos com os processos de
plasticidade sindptica induzem um aumento da produc¢do de o6xido nitrico nas

areas envolvidas (Zhang et al, 1998).

Modificagdes no processo de formacdo do 6xido nitrico sdo capazes de
modular diversas condig¢des fisiologicas e/ou patologicas no encéfalo como a LTP
no hipocampo, a LTD no cerebelo, mecanismos de neurotoxicidade e de

neuroprotec¢ao, etc; ver (Del Bel et al, 2005) para revisao.



A andlise por densitometria Optica dos tecidos marcados pela NADPH
diaforase consiste em uma técnica simples de quantificagdo da atividade das SON

(Picanco-Diniz et al, 2004; Rocha-de-Melo et al, 2004).

A histoquimica para NADPH diaforase ¢ uma técnica simples que se
baseia na presenga de uma enzima capaz de catalisar a conversio NADPH
dependente dos sais soluveis de tetrazolium a produtos insoluveis e visiveis
(formazan). Essa técnica permite a localizacdo das sintases do 6xido nitrico no
tecido. Ela marca os sitios de producdo do 6xido nitrico no parénquima cerebral,
obtendo-se marcacdo da neurdpila e de uma populagdo neuronal denominada
neurdnios diaforase positivos, que podem ser classificados em tipos I e 1I. A
técnica foi descrita inicialmente em 1961 por Thomas e Pearse e posteriormente
aperfeigoada por Scherer-Singler e colaboradores em 1983 (Vincent e Hope,

1992).

Ensaios bioquimicos e imunohistoquimicos identificaram a NADPH
diaforase neuronal como sintase do 6xido nitrico, revelando que a histoquimica
para NADPH diaforase ¢ um marcador especifico da producdo do 6xido nitrico

nos neurdnios (Dawson et al, 1991; Hope et al, 1991; Beesley, 1995).

No presente trabalho investigamos os efeitos da subnutricio sobre a
atividade histoquimica para NADPH-diaforase no hipocampo e estriado de
camundongos  subnutridos no periodo perinatal (amamentagdo), e
subseqiientemente a influéncia da atividade fisica sobre as alteragdes
histoquimicas apresentadas no 21° dia de vida associadas a subnutri¢do. Para tanto
utilizamos um modelo experimental de subnutri¢do por alteragdo no tamanho da
ninhada, ja utilizado em outros estudos (Rocha-de-Melo et al, 2004; Maia et al,

2006).



2 - OBJETIVOS

Apesar do esforco sistemdtico de investigagdo dos efeitos dos
desequilibrios nutricionais de diversas naturezas sobre o sistema nervoso central,
utilizando como modelos experimentais diversas linhagens de roedores, pouco se
sabe acerca dos efeitos da subnutri¢do durante a fase de aleitamento sobre o
sistema nitrérgico do hipocampo e estriado de camundongos antes € apds a

recuperacao nutricional. Por essa razdo, € objetivo do presente trabalho investigar:

- A influéncia da subnutricdo perinatal sobre a histoquimica para NADPH
diaforase no hipocampo e estriado aos 21 dias de vida pds-natal, quando apenas o

leite materno esta sendo utilizado na dieta em condig¢oes insuficientes.

- A ocorréncia de recuperacdo nutricional por oferecimento de agua e
racdo ad libitum durante o periodo de desenvolvimento pds-natal tardio,

verificada pelo peso corporal.

- A influéncia da provavel recuperagdo nutricional e do exercicio fisico
empreendidos entre 0 21° e 0 58° dias pos-natais sobre a atividade histoquimica da

NADPH-diaforase possivelmente alterada pela desnutri¢do detectada aos 21 dias.

- A influéncia da subnutricdo perinatal e da atividade fisica voluntaria

sobre o teste hipocampo-dependente de aprendizado espacial;

- A relagdo entre o padrdo de marcagdo da atividade nitrérgica e o

desempenho nos testes de aprendizado.



3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

No presente estudo foram utilizados 24 camundongos suicos albinos
machos, provenientes da colonia do biotério da UFPA. Durante todo o periodo de
experimentos, todos os animais foram mantidos a temperatura de 23+2°C, com
ciclo claro/escuro de 12/12h, com as luzes sendo ligadas as 7:00h. Todos os
experimentos foram executados de acordo com o guia do Instituto Nacional de
Satde dos Estados Unidos (National Institute of Health — NIH/USA), “Principios
para o Cuidado de Animais de Laboratorio” (Principles of Laboratory Animal
Care), para uso de animais de experimentacdo. Aos 21 e 58 dias de vida pds-natal,
todos os animais foram pesados a fim de se verificar a diferenga na condigdo

nutricional entre os grupos.

3.2 - Grupos Experimentais

Camundongos suicos albinos fémeas provenientes do biotério da UFPA
foram colocadas para acasalamento, e depois de detectada a prenhez foram
separadas em gaiolas individuais, com suprimento de dgua e ragdo balanceada
para animais de laboratorio (NUVILAB), ad libitum. A ragdo contém 23g de
proteina/100g de racdo. Cinco dias apds o nascimento, os filhotes foram
separados por sexo, sendo manipulada a quantidade de filhotes por nutriz.

O experimento consistia em dois grupos, sendo um grupo subnutrido,
onde a oferta de leite materno era escassa, € um grupo controle, onde a oferta era
adequada. O grupo subnutrido foi obtido com um nimero de doze filhotes por
nutriz, enquanto o grupo controle foi obtido com uma ninhada de seis filhotes.
Todas as nutrizes receberam agua e ragdo ad [libitum durante o periodo de
amamentagdo (até o 21° dia de vida pos-natal das crias), a fim de garantir que a

alteragdo do estado nutricional das crias se desse devido a maior ou menor oferta



de leite materno alterada pelo tamanho da ninhada (ver tabela 1 para informacao

nutricional da ragdo).

ALIMENTO COMPLETO PARA CAMUNDONGOS E RATOS - HUVILAB - CR1
Niveis de Garantia Vitaminas Microelementos Minerais
urnidad e 12 50% A Ul12.000 Ferro rng 50.00
proteina bruta 22 00% 0, Ul 1800 Zinca rmg B0.00
extrato etéren 4 00% E g 30.00 Cobre rng 10.00
material mineral 10,00% I ng 3.00 loda mg 2.00
matéria fibrosa g .00% B, myg 5.00 Manganés my B0.00
caleio 1.40% = myg B.00 Selénio my 0.05
fasfaro 0.80% = myg /.00 Caobaltg mg 1.5
Indicagio: Alimento ecuiliorada By, mg 20.00
para camundonoos e ratos de niacing g B.00 Aminoacidos Aditivos
laboratdrio, baseado em pantotenatao g 20.00 DL-mmetionina rrg 300.00
recomendagies do Mational folato g 1.00 Lisina rng 100.00
Research Council e Mational biatina g 0.05
Institute of Health - US4, colina g BO0.00 Antioxidante rng 100.00

Tabela 1. Informag¢@o nutricional da ragdo utilizada para alimentar as nutizes ¢ os animais

experimentais a partir do 22° dia de vida pds-natal.

Ao término do periodo de amamentacao (21° dia de vida pods-natal), oito
animais (quatro do grupo controle e quatro do grupo subnutrido, C,; € Sny;) foram
sacrificados, e os dezesseis animais restantes foram separados de suas nutrizes,
sendo colocados em gaiolas plasticas (16.5 x 32 x 39 cm), dois animais em cada
gaiola, onde permaneceram até o 58° dia de vida pds-natal, com suprimento de
agua e racdo ad libitum. Para cada grupo nutricional foram criados dois
subgrupos: o grupo de exercicio voluntario e o grupo inativo, sendo estabelecidos
ao final dos experimentos dois grupos de animais de 21 dias de vida pods-natal
(C31 € Sny;, ambos de n=4), e quatro grupos de animais adultos: controle inativo
(CI n=4), controle exercicio (CE n=4), subnutrido inativo (Sn n=4) e subnutrido
exercicio (SnE n=4). A diferenga entre os subgrupos inativo e exercicio se deu
pela presenca de rodinhas de correr (12,5 cm de didmetro) acopladas as gaiolas

dos animais do grupo exercicio (duas rodinhas por gaiola). Em cada rodinha foi



colocado um ciclometro que consistia de um ima acoplado na rodinha com um
sensor magnético ativado a cada revolucao da rodinha (ver figura 3). Diariamente
eram aferidos a distancia percorrida e o tempo de exercicio realizado pelos
animais. A velocidade média era igualmente estimada a partir do quociente

espago/tempo.

Figura 3: Animal praticando exercicio na rodinha de correr. As setas apontam para o ima

e o sensor acoplado a gaiola.

3.3 - Teste de aprendizado de memoria espacial no labirinto aquadtico de

Morris

Entre o 54° e o0 58° dia de vida pos-natal, os animais foram submetidos ao
treinamento em uma versao do labirinto aquatico de Morris, a fim de verificar o
desempenho dos grupos no teste de memoria espacial. O labirinto aquético
consiste em um tanque circular de fibra de vidro, medindo 94cm de diametro de
boca e 1.04m de fundo, preenchido com agua na profundidade de 24cm. No
tanque foram estabelecidos quatro pontos: norte, sul, leste e oeste, com o intuito

de dividir a 4rea do tanque em quatro quadrantes (nordeste, sudeste, noroeste e



sudoeste) e no centro do quadrante noroeste foi colocada uma plataforma circular
de PVC, medindo 23cm de altura e 14cm de diametro, de modo que a plataforma
ficasse submersa a lcm da superficie da dgua. Para garantir que os animais nao
poderiam visualizar a plataforma, a agua foi turvada utilizando-se dois litros de
leite. O tanque foi circundado por cortinas na cor cinza, para dificultar a utilizacao

de pistas visuais do ambiente pelos animais.

As cortinas pretendiam minimizar as pistas visuais estimulando o animal a
utilizar igualmente o senso interno de direcdo (pistas idiotéticas) (Chakraborty et
al, 2004).

Durante as ultimas horas da fase clara do ciclo, os animais foram
submetidos aos testes de aprendizado espacial no labirinto aquatico. O teste
consistia em quatro tentativas didrias de encontrar a plataforma, com intervalos de
descanso de 1 minuto entre as tentativas.

Os animais eram colocados gentilmente na agua com o auxilio de um
sistema de suporte para o animal com cabo longo. Sempre de frente para a parede
do tanque, os animais eram soltos para nadar a partir de quadrantes escolhidos de
forma randomica.

O tempo que o animal levava para encontrar a plataforma submersa era
registrado (tempo de laténcia de escape), sendo considerado acerto quando o
animal encontrava a plataforma e permanecia na mesma por 5s. Tempos acima de
um minuto € meio eram registrados como erro.

No caso de erro, o animal era manualmente colocado em cima da
plataforma pelo experimentador, onde permanecia por 5s.

O primeiro dia de teste (55° dia de vida) foi utilizado como treinamento e
adaptagdo dos animais ao ambiente aquatico, e durante os trés dias seguintes os
dados de laténcia de escape foram registrados para analise. A taxa de aprendizado
no labirinto aquatico foi designada pelo célculo de indice de contraste (C) entre as
médias das laténcias de escape (L) da cada individuo entre o primeiro e o terceiro
dia de treinamento C=(L1-L3) / (L1+L3), permitindo que os dados das laténcias
iniciais de cada animal fossem utilizados como controle da taxa de aprendizado

do mesmo.



3.4 - Perfusdo e Reacdo Histoquimica

Aos 21 e 58 dias de vida pds-natal, no ultimo dia de treinamento no
labirinto aquatico (para os animais de 58 dias), apds a Gltima sessdo de testes, os
animais foram pesados e anestesiados profundamente com uma mistura de
Cloridrato de Ketamina (100 mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina (10 mg/Kg)
(Konig). Os animais foram entdo perfundidos transcardiacamente através do
ventriculo esquerdo com solugdo salina 0,9% por 10 minutos, seguido de
paraformaldeido a 4% em solucao tampao fosfato (pH 7,2-7,4) por 30 minutos. A
reacdo de diaforase requer fixagdo aldeidica para promover a inibicdo de outras
oxi-redutases dependentes de NADPH-diaforase, que através de mecanismos de
reducdo também convertem os sais de tetrazolio a produtos insolaveis e coloridos.
A utilizagdo de paraformaldeido a 4% inibe a atividade das outras diaforases
(Buwalda et al, 1995; Grozdanovic et al, 1995) enquanto preserva a deposicao de
formazan no tecido que ¢ proporcional a concentracdo da enzima ativa no tecido
mantidas constantes a temperatura, pH, grau de fixacdo, espessura do corte, etc.
No cérebro de ratos, diferentes fixacdes aldeidicas afetam a distribuicdo da
atividade diaforasica mas nao a da sintase do 6xido nitrico (Buwalda et al, 1995).
Ap0s a fixagdo os animais foram decapitados e tiveram seus encéfalos retirados e
seccionados na fissura sagital a fim de separar os hemisférios, que foram

mantidos em solugdo tampao fosfato 0,1M a 4°C durante a noite.

3.5 - Processamento Histologico

No dia seguinte a perfusdo, secgdes parassagitais de 100 um de espessura
dos hemisférios direitos de cada animal foram obtidas em vibratomo (Pelco),
sendo recolhidas em tampao fosfato 0,IM (pH 7.2-7.4) e processados para a
reagdo histoquimica da NADPH-diaforase.

A histoquimica para revelacdo da atividade da enzima NADPH-diaforase
foi realizada pelo método da enzima malica (Scherer-Singler et al, 1983), segundo

os procedimentos a seguir:



ApoOs o corte, as secgoes eram recolhidas brevemente em tampao fosfato
0,1M, e incubadas a 37° C em solugdo de 0,6% de acido méalico em tampao TRIS
0,IM pH 8.0. Adicionou-se a mistura [J-nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (B-NADP - 0.1% p/v), cloreto de manganés (0.04% p/v) e azul de
nitrotetrazolio (nitroblue terazolium, NBT - 0.03% p/v), previamente diluidos em
dimetil sulfoxido (DMSO - 0.3% p/v), acrescentando-se em seguida Triton X-100
a 0.1% v/v, obtendo-se assim uma solu¢do de cor amarela fotossensivel, que foi
protegida da luz com papel laminado. As sec¢des foram incubadas nessa solugao
sob agitacdo constante a temperatura de 37° C. A reacdo foi monitorada em
intervalos de 30 minutos, com a utilizagdo de um microscopio optico € o tempo
maximo de reacdo obtido foi de trés horas. A interrupcdo da reacdo se dava
quando as camadas hipocampais e as células do estriado estavam bem definidas,
fazendo-se a lavagem das sec¢des em tampao fosfato 0,1M por 10 minutos,
repetindo-se a lavagem por trés vezes. A seguir, os cortes foram montados em
laminas e cobertos com laminula com auxilio de um meio de inclusdo (glicerol),
para posterior andlise. Todos os reagentes quimicos utilizados foram supridos pela

companhia farmacéutica Sigma (Poole, UK).

3.6 - Andlise densitométrica no estriado e hipocampo

De cada animal, foram selecionadas cerca de cinco a dez sec¢des contendo
cada estrutura: hipocampo dorsal, cerebelo e estriado para andlise densitométrica.
A fim de quantificar a densidade da reagdo, a quantidade de luz transmitida
através dessas estruturas foi medida utilizando-se um fotometro digital
TekLumacolor (Tektronix mod J17), com sonda de luminancia (J1803) acoplada a
microscopio Optico axiophot (Zeiss), com valores expressos em candelas/ pm?, a
fim de determinar a densidade da reacdo histoquimica. Todas as medidas foram
feitas sob valor constante de intensidade luminosa (10V no potencidmetro). A
escolha desse valor foi feita de modo que as medidas estivessem dentro da faixa
de resposta linear do fotdmetro obtida a partir de curva de calibra¢do construida

antes das medidas. Esse valor foi escolhido com base a se fazer uma relagao linear



entre os depdsitos de formazan e os valores de transmitancia. Logo, quando a
atividade nitrérgica associada a presenca de depdsitos de formazan aumentava, o
valor de transmitancia correspondente diminuia.

A magnificacdo da objetiva também foi escolhida de maneira que, ao se
analisar o estriado e as camadas hipocampais, o circulo do diafragma de campo do
microscopio se mantivesse dentro dos limites da estrutura/camada analisada, sem
avancar sobre estruturas adjacentes.

Ap6s a determinagdo dos valores de luminancia em cada estrutura das
secgoes individuais de cada animal, obtinha-se a média dos valores por animal, e
da média dos valores de cada animal obtinha-se a média dos valores por grupo
experimental.

No hipocampo foram quantificadas as medidas de luminancia das camadas
granular, polimorfica e estrato molecular do giro denteado (DG), estrato lacunoso
molecular, estrato radiado e estrato oriens no corno de Amon I (CAl), e as
camadas estrato lacunoso molecular, estrato radiado, e estrato oriens no corno de
Amon III (CA3). No estriado foram obtidas trés medidas, sendo duas no estriado
dorsal e uma no estriado ventral, sendo mensuradas areas livres da passagem de
fibras e corpos celulares de neurdnios diaforase positivos. As areas padronizadas

de coleta de dados no hipocampo e estriado estdo demonstradas na figura 4

Figura 4: Fotomicrografias de sec¢des do
hipocampo e estriado ilustrando as areas
sistematicamente mensuradas das quais
foram obtidos os dados de transmitancia. A -
areas coletadas no hipocampo. B - areas

coletadas no estriado. Escala = 250pum.




A fim de evitar equivocos metodologicos, as quantificacdes foram
efetuadas por dois experimentadores, dos quais um manipulava o microscopio
enquanto o outro fazia os registros dos dados mensurados com o fotdmetro.

Levando em conta que as secgdes parasagitais selecionadas correspondem
ao hipocampo dorsal, a analise empregada no presente estudo corresponde
aproximadamente a 4rea entre a linha média e 2,5mm lateral. As medidas

densitométricas no estriado foram realizadas entre 1 e 3mm lateral.

3.7 - Atividade Histoquimica

A reagdo histoquimica para NADPH-diaforase estd sujeita a variagdes
dentro e entre os animais. O padrdo de marcacdo de uma determinada sec¢do em
relagcdo a outra pode variar em fungdo de parametros histologicos como tempo de
reacdo, espessura do corte, grau de fixacdo e outros valores aos quais a reagao
pode estar sujeita. A fim de manter a comparabilidade dos dados, para a andlise da
transmitancia nas camadas hipocampais e no estriado, adotamos como controle
uma regido que quase nao exibe atividade histoquimica para funcionar como
indicador do background da reagdo, a camada granular do giro denteado. A partir
da medida de transmitancia da camada granular do giro denteado, fizemos as
comparagdes entre as seccdes de diferentes animais, reagidas em diferentes
momentos, utilizando o célculo de contraste para cada camada analisada em cada
seccdo. O calculo de contraste foi utilizado com o intuito de reduzir o efeito da
variabilidade da reacdo associado aos diferentes parametros histologicos, da
seguinte maneira:

A regido escolhida como controle para as medidas hipocampais foi
designada valor de transmitincia maximo (Tmax), enquanto o valor de
transmitancia da camada a ser estudada foi designado valor de transmitancia
minimo (Tmin). A partir desses valores, calculava-se o indice de contraste (C)
entre a regido de interesse e o padrao de referéncia, utlizando-se a seguinte
equacao (Borba et al, 2000; Picanco-Diniz et al, 2004; Torres et al, 2006):

C = (Tmax - Tmin) / (Tmax + Tmin)



O calculo de contraste para os valores de transmitancia do estriado foram
feitos utilizando-se como Tmax a camada granular do giro denteado, sendo Tmin
o valor de transmitancia da neurdpila do estriado.

O indice de contraste foi calculado para cada camada em cada seccdo,
obtendo-se o valor médio por camada de cada grupo experimental através das

médias de cada animal.

3.8 — Por que a adocdo do indice de contraste?

O indice de contraste foi calculado para cada camada em cada secgdo,
obtendo-se o valor médio por camada de cada grupo experimental através das
médias de cada animal. A figura 5 apresenta as representagdes graficas dos
valores de transmitancia (Figura 5A) e de contraste (Figura 5B) das camadas do
giro denteado e de CA1 de trés seccdes obtidas de trés animais pertencentes a um
mesmo grupo experimental (CI). A variabilidade apresentada nos valores de
transmitancia pode ter sido induzida por diferentes parametros histoldgicos, como
variacOes na espessura da seccdo, grau de fixagdo, tempo de reagdo, etc, que
podem afetar a quantidade de depodsitos de formazan no tecido. Note que os
valores de transmitincia em todas as camadas tendem a seguir a variagdo no
background da reagdo. Uma vez que os depositos ndo especificos de formazan sao
facilmente observados nas camadas que apresentam menor atividade nitrérgica, a
camada granular do giro denteado se torna uma 6tima escolha para utilizagao de
um controle interno da intensidade da reacdo. Utilizando-se dessa camada para
estimar os valores de contraste, pode-se facilmente reduzir a influéncia de
possiveis variagdes induzidas por alteragdes em parametros histoldégicos em cada
seccao. Observe que na figura 5B a varia¢do apresentada na figura SA ¢ reduzida
apos a estimacdo dos valores de contraste para cada seccdo. O presente estudo
baseia-se na andlise comparativa dos indices de contraste obtidos nos grupos
experimentais previamente descritos, e confirma resultados previamente obtidos

(Picanco-Diniz et al, 2004; Torres et al, 2006), indicando que a utilizacdo de



medidas relativas na quantificagdo da atividade histoquimica da NADPH-

diaforase ¢ uma alternativa confiavel para a densitometria quantitativa.
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3.9 - Anadlises estatisticas

Para avaliar o grau de significancia dos resultados foi adotada a andlise
estatistica paramétrica aplicando-se a analise de varidncia (ANOVA) seguida do
teste de Bonferroni, aceitando-se como significantes as diferengas entre grupos
com intervalos de confianga de 95% (p<0,05), e de 99% (p<0,01). Todos os testes
estatisticos foram efetuados utilizando o software Bioestat 4.0 (Ayres, 2005). Em
todos os casos, as medidas das seccoes de um mesmo animal foram estimadas,
obtendo-se a média entre os valores de um mesmo animal, sendo esta média o
valor utilizado para os calculos estatisticos. A média obtida dos valores dos
animais de um mesmo grupo foi utilizada para a obtengdo das representagdes

graficas (média + erro padrio).



4 - RESULTADOS

4.1 - Peso corporal dos animais

Aos 21 dias pos-natais observamos diferencas estatisticamente
significativas (ANOVA, teste a priori de Bonferroni, p<0,05) nas médias dos
pesos dos animais dos grupos Snz; (10.35 + 0.58g) e C5; (13.20 + 0.36g). Nesse
periodo, os grupos controle e subnutrido revelaram uma diferenca de peso em
termos percentuais equivalente a 21,6%, o que indica que a alteracdo do tamanho
da ninhada foi suficiente para induzir uma alteracdo do estado nutricional dos
animais, revelado no peso dos mesmos (Figura 6). O periodo de desenvolvimento
pos-desmame, no qual todos os animais receberam agua e rag¢do ad libitum, foi
suficiente para estabelecer uma recuperacao na condi¢do nutricional verificada
aos 21 dias nos animais do grupo SrE (37.23 g + 1.28g). Apds 37 dias, a
diferenga entre as médias dos pesos dos animais dos grupos CI, CE, ¢ SnE se
normalizou a niveis ndo significativos, porém os animais do grupo Snf (31.31 g+
0.87g.) permaneceram com o peso significativamente reduzido quando

comparado ao do grupo CI (36.30 g+ 2.04g).
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Figura 6. A — Peso corporal dos grupos aos 21 dias pds-natais. C,; — Controle; Sn,; — Subnutrido.
B — Peso corporal aos 58 dias pos-natais. CI — Controle Inativo; CE — Controle Exercicio;

Snl — Subnutrido Inativo; SnE — Subnutrido Exercicio. ANOVA, teste a priori de Bonferroni.
(**) p<0.01, (*) p<0.05. Barras de erro=+ E.P.



4.2 - Desenvolvimento nas rodinhas de correr

As alteragdes nutricionais nas fases precoces pds-natais ndo afetaram o
desempenho dos animais dos diferentes grupos experimentais nas rodinhas de
correr. As distancias percorridas pelos animais dos grupos CE (75.87 + 15.27 km)
e SnE (555 £ 6.23 km) ndo apresentaram diferengas estatisticamente

significativas (ANOVA, um critério, teste a priori de Bonferroni, p<0,05).

4.3 — As alteragoes nutricionais nas primeiras fases de vida pos-natal
afetam a atividade histoquimica da NADPH-diaforase no hipocampo aos 21

dias pos-natais, sem alteracoes no estriado nesse periodo.

A reacgdo histoquimica da NADPH-diaforase permitiu revelar a atividade
das enzimas 6xido nitrico sintases no hipocampo e estriado dos animais de todos
os grupos experimentais. Como j& descrito previamente na literatura, a
histoquimica da NADPH-diaforase ¢ um marcador confidvel que marca ndo
somente a ocorréncia, mas a atividade da enzima NADPH diaforase, sendo um
marcador confidvel das sintases do oxido nitrico no encéfalo, uma vez que
reagdes histoquimicas para marcacdo da NADPH diaforase neuronal e sintase do
oxido nitrico indicam a atividade e ocorréncia da mesma enzima, respectivamente
(Hope et al, 1991).

Aos 21 dias de vida pds-natal, ao compararmos os valores de contraste dos
grupos C; e Sny, observamos que o grupo Sny apresenta valores
significativamente menores que os do grupo controle no estrato molecular do giro
denteado [F(5,18)=4.35, p < 0.01] e estrato lacunoso molecular de CAI
[F(5,18)=3.54, p < 0.05] (Figura 7A), assim como no estrato lacunoso
[F(5,41)=117.37, p < 0.01], estrato radiado [F(5,41) = 102.29, p < 0.01] e estrato
oriens [F(5,39)=112.5, p < 0.01] de CA3 (Figura 7B). Nao foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos C21 e Sn21 nesse

periodo [F(2,9) = 1.43, p = 0.28] (Figura 7C).
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Figura 7. Representacdes graficas da atividade diafordsica no 21° dia pds-natal. A — Médias dos
valores de contraste nas camadas de CAl e DG. Po — Polimérfica; Mol — Molecular; Lac —
Lacunoso; Rad — Radiado; Or — Oriens. B — Média dos valores de contraste nas camadas de CA3.
Lac — Lacunoso; Rad — Radiado; Or — Oriens. C — Média dos valores de contraste no estriado. [
— Cy; B —Sny,,. ANOVA, teste a priori de Bonferroni. (**) p<0.01, (*) p<0.05. Barras de erro =
+E.P.

4.4 — A subnutricdo perinatal precoce reduz a atividade histoquimica da
NADPH-diaforase no hipocampo durante a vida adulta, apresentando

diferencas regionais em CAl, giro denteado e CA3.

A figura 8 mostra as representacdes graficas das médias dos valores de
contraste no giro denteado, CA1 (Figura 8A) e CA3 (Figura 8B) dos grupos C e
Sn apds o desmame (21° dia pos-natal) e na fase adulta (58° dia pos-natal). Note
que o desenvolvimento da atividade nitrérgica no grupo controle demonstrou uma
tendéncia (ndo estatisticamente significativa) de aumento dos valores de contraste
entre o0 21° e o 58° dia pos-natal em todas as camadas do giro denteado e de CAI.
Em CA3 este aumento dos valores de contraste no grupo controle entre o0 21° € o
58° dia de vida pos-natal foi estatisticamente significativo em todas as camadas
(SL-[F(5,41)=117.37, p < 0.01]; SR-[F(5,41)=102.29, p < 0.05];
SO-[F(5,39)=112.5, p < 0.01]). A atividade nitrérgica no grupo subnutrido (Sn)
ndo apresentou aumento entre o 21° e o 58° dia pds-natal no giro denteado ¢ em
CAl, permanecendo com valores de contraste significativamente mais baixos que

os do controle no estrato molecular do giro denteado [F(5,18)=4.35, p < 0.01],



estrato lacunoso de CAl [F(5,18)=3.54, p < 0.01] e estrato oriens de CAl
[F(5,18)=5.16, p < 0.01]. Em CA3, o grupo Sn apresentou um aumento nao
significativo da atividade nitrérgica entre o 21° ¢ o 58° dia de vida pds-natal,
porém sem conseguir alcangar os niveis de atividade apresentados pelo grupo
controle, permanecendo uma diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos Snl e CI nesse periodo.
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Figura 8. Representagdes graficas da atividade diaforasica hipocampal, expressa como média dos
valores de contraste dos grupos C e Sn aos 21° e 58° dia pos-natal. A. Camadas de CA1l e DG. B.
Camadas de CA3. O- C,;; ¥l — cr; O — Sn,;; M — Sul. ANOVA, teste a priori de Bonferroni, (**)
p<0.01, (*) p<0.05. Barras de erro = +E.P.



4.5 — O exercicio voluntario associado a alimentacao ad libitum ndo sdo
suficientes para recuperar a atividade histoquimica da NADPH-diaforase
prejudicada pela subnutricdo perinatal no giro denteado, mas apresentam

melhoras significativas em algumas camadas de CAI e CA3.

A atividade fisica voluntaria aparentemente ndo se mostrou suficiente
para promover uma recuperacdo da atividade histoquimica da NADPH-diaforase
no hipocampo de animais submetidos a subnutri¢do perinatal. Aparentemente,
porém, os animais submetidos a subnutricdo perinatal seguida de reabilitagdao
nutricional com agua e comida ad libitum associada a atividade fisica voluntaria
apresentaram uma melhora na atividade histoquimica em relacdo aos animais que
ndo tiveram a oportunidade de realizagdo de atividade fisica voluntaria. Apds o
periodo de recuperacao nutricional, no qual os animais receberam agua e ragcdo ad
libitum, associado a exercicios voluntarios, o grupo subnutrido exercicio (SnkE)
apresentou uma tendéncia nao significativa de aumento da atividade nitrérgica em
relacdo ao grupo subnutrido inativo (Snl) nas camadas polimorfica e molecular
do giro denteado, porém permanecendo com os niveis de atividade histoquimica
da NADPH-diaforase significativamente abaixo dos niveis apresentados pelo
grupo controle. Em contraste, em CAl o grupo SnE apresentou uma recuperacao
parcial da atividade nitrérgica, apresentando valores de contraste
significativamente maiores em relacdo ao grupo Snl no estrato lacunoso
[F(5,18)=3.93, p < 0.05], estrato radiado [F(5,18)=3.62, p <0.05] e estrato
oriens [F(5,18)=5.73, p < 0.05] de CAl, alcancando os niveis de atividade
apresentados pelo grupo controle nos estrato lacunoso e estrato radiado. Em CA3,
o exercicio voluntario se apresentou insuficiente na recuperagdo da atividade
nitrérgica no grupo SnE nos estrato radiado e estrto oriens, porém apresentou um
aumento significativo da atividade nitrérgica do grupo SnE em comparado ao
grupo Snl no estrato lacunoso [F(5,27) =41.43, p < 0.05], alcancando os niveis

encontrados no grupo controle (Figura 9).
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Figura 9. Representagdes graficas das médias dos valores de contraste nas camadas hipocampais de
CA1, CA3 e DG dos grupos C e Sn ao 58° dia pos-natal. (1 - CI; ] - CE; O - Snl; B - SnE. A.
Camadas de CAl e DG; B. Camadas de CA3. ANOVA, teste a priori de Bonferroni, (**) p<0.01;
(*) p<0.05. Barras de erro = +E.P.

As figuras 10 e 11 mostram fotomicrografias das camadas do giro
denteado, CA1 e CA3 escolhidas para representar as meédias dos valores de
contraste de cada grupo experimental apresentado no presente estudo. Note que a
subnutri¢do perinatal acarreta uma redu¢do permanente da atividade nitrérgica na
neuropila nas camadas molecular e polimorfica do giro denteado, a qual nao foi
completamente recuperada mesmo apds o periodo de crescimento sob condi¢des

de atividade fisica voluntaria associada a reabilitacdo nutricional.
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4.6 — A atividade fisica voluntdaria associada a reabilita¢do nutricional
apresenta-se insuficiente na recuperag¢do da atividade histoquimica da

NADPH-diaforase no estriado de animais submetidos a subnutricdo perinatal .

Aos 21 dias de vida pods-natal, ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas na atividade nitrérgica no estriado entre os grupos
experimentais (figura 7C). Aos 58 dias de vida pos-natal, a atividade histoquimica
para a NADPH-diaforase no grupo controle (CI) aumentou significativamente
quando comparado ao mesmo grupo aos 21 dias (Cy) [F (5, 18) =5.05, p < 0.01],

sugerindo que a atividade nitrérgica no estriado apresenta um desenvolvimento



tardio em relacdo ao hipocampo. Entretanto, a atividade nitrérgica do grupo
subnutrido (Snl) nao apresentou o aumento verificado no grupo controle,
apresentando valores de contraste significativamente inferiores aos do referido
grupo ao 58° dia pds-natal [F (5, 18)=5.05, p < 0.01]. Apds o periodo de
exercicio, o grupo subnutrido exercicio (Snl) ndo apresentou recuperagao da
atividade nitrérgica, ndo alcancando os niveis observados no grupo controle
(Figura 12A). A figura 12B mostra fotomicrografias de sec¢des do estriado
reagidas histoquimicamente para a NADPH-diaforase, que foram escolhidas para

representar as médias dos valores de contraste de cada grupo experimental.
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Figura 12. A — Representagdes graficas dos valores médios de contraste no estriado para todos os
grupos experimantais. Esquerda: Grupos C e Sn aos 21° ¢ 58° dias po6s-natais. Direita: Grupos C e
Sn ao 58° dia pds-natal nas condi¢des inativa e exercicio. B — Fotomicrografias do estriado de
seccOes selecionadas para representar a média dos valores de contraste para cada grupo

experimental. Escala: 250pum.



4.7 — O desempenho dos animais no labirinto aqudtico de Morris nao foi

alterado pelas condicoes experimentais.

No presente estudo, o impacto das alteragdes nutricionais perinatais
seguidas pela recuperagdao nutricional associada a atividade fisica voluntaria no
aprendizado espacial foi verificado através do calculo dos indices de contraste
entre as laténcias de escape apresentadas pelos animais experimentais entre o 1° e
o 3° dias de teste. O indice de contraste foi utilizado a fim de otimizar a curva de
aprendizado de cada animal experimental, utilizando-se um modelo de testes de
curta duragdo no labirinto aquatico (Torres et al, 2006). A utilizagdo do indice de
contraste permite que cada animal seja utilizado como seu préprio controle,
independente das variacdes de desempenho observadas entre os animais no
primeiro dia de testes. Sob as condigdes experimentais previamente descritas, as
alteragdes nutricionais induzidas nas primeiras fases de vida associadas ou ndo a
atividade fisica voluntéria ndo afetaram o desempenho dos animais dos diferentes
grupos experimentais no labirinto aquatico. Como pode-se observar na figura 13,
os valores de contraste apresentados pelos grupos experimentais nao revelaram
diferencas estatisticamente significativas, tendo-se obtido valores de contraste
semelhantes para todos os grupos experimentais testados nas condigdes
anteriormente descritas (CI=0.39 £ 0.02 S.E.; CE =0.31 £0.14 S.E.; Snl = 0.46
+0.04 S.E.; ShE=0.46+0.15 S.E.) [F (5, 18)=0.53, p = 0.75].
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Figura 13. Graficos representando a média dos indices de contraste de aprendizado (A) e as
médias dos tempos de laténcia de escape (B) no teste do labirinto aquatico para os grupos C e

Sn. ANOVA, teste a priori de Bonferroni, p<0,05.



Diferentemente de resultados previamente obtidos em estudos realizados
em nosso laboratdrio por Torres e colaboradores (Torres et al, 2006), no presente
estudo ndo observamos diferengas estatisticamente significativas entre os
desempenhos obtidos no teste do labirinto aquatico nem na atividade nitrérgica
entre os animais do grupo controle inativos e sob condi¢ao de exercicio.

A figura 14 demonstra que a condicdo experimental de isolamento social
exerce efeito prejudicial sobre a atividade nitrérgica tanto em condigdes inativas
quanto de exercicio voluntario, porém o exercicio induz um aumento significativo
na atividade nitrérgica no hipocampo de animais criados sob condigdo de
isolamento social, efeito ndo observado nos animais criados em pares (Figura 14

A, B, C, D, E).
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Figura 14. Comparagdes graficas da atividade histoquimica e do desempenho no teste de
labirinto aquatico entre os grupos inativo e exercicio voluntario de Torres et al, 2006 ¢ os grupos
controle inativo e exercicio do presente estudo, que foram submetidos as mesmas condi¢des
experimentais. A, B, C, D, E — Médias dos valores de contraste das camadas de CAl e DG. F —
Meédia dos valores de contraste de aprendizado dos mesmos grupos. [ e O — grupos IC (inativo
controle) e VX (exercicio voluntdrio) do estudo de Torres et al, 2006; ¥d ¢ B — grupos CI e
CE do presente estudo. ANOVA, teste a priori de Bonferroni, (**) p<0.01, (*) p<0.05. Barras
de erro = +E.P. As barras representam diferenga significativa entre os grupos indicados pelas
mesmas. Os asteriscos indicam diferenca significativa entre o grupo marcado com o(s)

asterisco(s) e o grupo controle correspondente.



As taxas de aprendizado mostradas na figura 14 F demonstram que os
animais inativos isolados apresentaram desempenhos significativamente inferiores
no labirinto aquético aos apresentados pelos animais inativos que foram criados
em duplas. Sob condi¢des de exercicio voluntario, o grupo isolado mostra um
desempenho no teste significativamente superior ao dos animais do grupo

exercicio que foram criados em duplas.

5-DISCUSSAO

No presente trabalho, investigamos os efeitos do exercicio voluntério
sobre o impacto causado pela subnutrigdo no periodo perinatal na atividade
histoquimica da NADPH-diaforase na neurdpila do hipocampo e estriado, bem
como sobre a memoria espacial. Os resultados obtidos revelaram inicialmente que
nosso protocolo de indugdo de subnutri¢ao por alteragdo do numero de filhotes
por nutriz foi eficiente no sentido de provocar alteragdes no estado nutricional dos
animais, condizendo com os resultados obtidos anteriormente com a utilizacdo do
mesmo protocolo de subnutricdo perinatal por Rocha-de-Melo e colaboradores
(Rocha-de-Melo et al, 2004) e Maia e colaboradores (Maia et al, 2006). Aos 21
dias de vida pds-natal, a atividade nitrérgica do grupo Sn apresentou-se reduzida
comparada ao grupo C no giro denteado, CA1 e CA3, porém esse resultado nao
foi observado no estriado nesse periodo. O livre acesso a agua e ragdo no periodo
seguinte a0 desmame nao foi suficiente para recuperar a atividade nitrérgica
hipocampal do grupo Sn aos niveis encontrados no grupo controle. A atividade
fisica voluntdria nas rodinhas de correr induz uma recuperacdo parcial da
atividade histoquimica da NADPH-diaforase no hipocampo dos animais
subnutridos, alcangando os niveis observados nos animais do grupo controle em
algumas regides. No 58° dia de vida po-natal, os animais do grupo controle
apresentaram um aumento na atividade nitrérgica no estriado que ndo foi
observada pelos animais do grupo subnutrido. O exercicio ndo se apresentou

suficiente na recuperagdo da atividade nitrérgica no estriado nos animais do grupo



subnutrido. O desempenho dos animais de ambos os grupos nao foi afetado pelas

condigdes experimentais descritas.

5.1 - Mudancas na histoquimica da NADPH-diaforase no giro denteado,
hipocampo e estriado: conseqiiéncias funcionais da producdo alterada de oxido

nitrico.

Os dados observados no presente estudo sugerem que fatores ambientais
como desequilibrios nutricionais, especialmente durante a fase de réapido
crescimento cerebral, podem levar a danos neurais permanentes e/ou transitorios.
No presente estudo, e de forma semelhante em outras investigacdes, ver (Morgane
et al, 2002) para revisdo, verificamos que mudangas precoces no tamanho da

ninhada afetam a atividade nitrérgica diferentemente em cada regido hipocampal.

5.1.1 - Alteracoes vasculares, atividade histoquimica daNADPH-

diaforase e atividade fisica voluntdria.

Como ja foi previamente descrito por Picanco-Diniz e colaboradores
(Picanco-Diniz et al, 2004), a forte marcacao diaforasica proxima as artérias da
fissura hipocampal sugere um papel do 6xido nitrico nessas camadas na regulagdo
do fluxo sanguineo local do giro denteado, CA1 e CA3. Além disso, tem sido
demonstrada a marcacdo para a NADH-diaforase nas células do endotélio
vascular cerebral e na inervacdo das células musculares lisas da parede das
artérias (Tsuchida et al/, 2001). A maior densidade de microvasos, arteriolas e
redes de fibras nervosas NADPH-diaforase positivas no hipocampo ¢ observada
no estrato lacunoso molecular de CA1 (Lovick ef al, 1999).

Evidéncias semelhantes no estriado implicam no papel do 6xido nitrico no
controle do fluxo sanguineo local no estriado, tanto no cérebro adulto quanto no
cérebro em desenvolvimento. Durante o periodo de desenvolvimento, a produgio
de 6xido nitrico pelo estriado aumenta significativamente € promove um aumento

no fluxo sanguineo cerebral local (rCBF — regional Cerebral Blood Flow) em



resposta a hipoxia induzida, que ¢ atenuado por agentes inibidores das sintases do
oxido nitrico (Ioroi et al, 1998).

Diferentemente, estudos utilizando microscopia eletronica no intuito de
observar a distribuicdo dos produtos da reagcdo diaforasica a nivel subcelular
revelaram deposicdo predominante desses produtos nas mitocondrias dos
terminais dos astrocitos, aparentemente envolvidos na adaptagdo do fluxo
sanguineo local no estriado (Calka e Wolf, 2003). Ainda, o uso de inibidores da
atividade das sintases do 6xido nitrico, como a NG-Nitro-L-arginina metil éster
apresentaram uma diminui¢ao do fluxo sanguineo no estriado, com aumento da
pressao arterial sistémica (Jansson ef al, 1999).

Pelo fato de o o6xido nitrico estar envolvido com o aumento do fluxo
sanguineo local no hipocampo e estriado, € como no presente estudo observamos
uma diminui¢do significativa da atividade histoquimica da NADPH-diaforase nas
camadas lacunoso molecular de CA1, na camada molecular do giro denteado e no
estriado dos animais do grupo Snl, quando comparados aos animais do grupo
controle no 58° dia de vida pos-natal, podemos sugerir que o fluxo sanguineo
hipocampal e estriatal do grupo subnutrido pode estar diminuido nessa janela
temporal, e que essa mudanca no fluxo sanguineo pode estar associada as
mudangas no tamanho da ninhada. Se essa diferenca permanecerd em fases mais
tardias de vida, ¢ uma questdo que merece futuras investigagoes.

Outros estudos tém descrito que o exercicio aerdbico moderado (e.g.
caminhada) induz o aumento do fluxo sanguineo, mediado pelo 6xido nitrico
(Nakajima et al, 2003). Tem sido demonstrado também uma relacdo estreita entre
exercicio fisico, atividade nitrérgica e fluxo sanguineo estriatal (Santizo et al,
2000; Encinas et al, 2004; Gertz et al, 2006).

No presente estudo, a atividade fisica voluntaria nas rodinhas de correr
promoveu um aumento da atividade nitrérgica em todas as camadas de CA1 dos
animais do grupo SnE. Estes resultados corroboram outros estudos acerca dos
efeitos do exercicio na atividade histoquimica da NADPH-diaforase no

hipocampo e estriado (Torres et al, 2006).



Uma vez que a redugdo da atividade nitrérgica apresentada pelo grupo
subnutrido no giro denteado, CA3 e estriado ndo foi completamente recuperada
pela reabilitagdo nutricional associada a atividade fisica no presente estudo,
podemos diante disso supor que a subnutricdo perinatal precoce produz danos
severos na atividade nitrérgica, e que esses danos apresentam-se de forma
diferente, podendo ser permanentes ou transitorios em diferentes regides
cerebrais, de acordo com estudos previamente realizados que demonstram que as
alteragcdes nutricionais nas primeiras fases de vida afetam diferentemente as
diferentes regides cerebrais (Morgane et al, 2002).

Diante do exposto, € razoavel sugerir que no presente estudo, o exercicio
pode ter contribuido para o aumento do fluxo sanguineo local no hipocampo e

estriado, mediado pela produgdo de 6xido nitrico.

5.1.2 — Mudancgas histoquimicas da NADPH-diaforase, plasticidade
sindptica, neurogénese, desempenho no teste de aprendizado espacial e

isolamento social.

Outra contribuicdo importante do 6xido nitrico no sistema nervoso ¢ a
plasticidade sinaptica. Tem sido bem descrito na literatura que o exercicio fisico
promove um aumento na expressdo do fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BDNF- Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Berchtold et al, 2005; Huang et al,
2006), e dos niveis de proteinas sindpticas reguladas pelo BDNF (Vaynman et al,
2006). Tem sido descrita também uma alca de feedback positivo entre o 6xido
nitrico € o BDNF (Cheng et al/, 2003; Chen et al, 2006), e que a produgdo de
oxido nitrico ¢ necessaria para promover um aumento do BDNF induzido pelo
exercicio (Chen et al, 2006).

A atividade fisica voluntaria nas rodinhas de correr aumenta a LTP na
camada molecular do giro denteado, a neurogénese na camada granular do giro
denteado, assim como apresenta resultados positivos em testes de aprendizado
espacial (van Praag et al, 1999). Blokland e colaboradores demonstraram

evidéncias de que a inibicao local das sintases do ¢xido nitrico no hipocampo nao



prejudica a laténcia de escape nos testes no labirinto aquatico de Morris em ratos,
concluindo que o o6xido nitrico ndo esta criticamente envolvido na memoria
espacial (Blokland et al, 1999). Em discordancia a este dado, mais recentemente,
Chien e colaboradores demonstraram que a via 6xido nitrico-GMPc-PKG esta
envolvida nos mecanismos que sustentam o aprendizado espacial, através da
utilizacdo do YCI1, um potente ativador da via 6xido nitrico-guanilato ciclase,
obtendo uma redugdo significativa das laténcias de escape no teste do labirinto
aquatico (Chien et al, 2005). No mesmo trabalho, Chien e colaboradores também
relataram o efeito impactante do L-NAME, um inibidor das sintases do 6xido
nitrico, assim como de outros inibidores (KT5823 e Rp-8-Br-PET-cGMPS) sobre
o aprendizado e a memoria.

Observando-se as taxas de aprendizado mostradas na figura 14, ¢ bastante
notavel que os animais inativos isolados apresentaram desempenhos inferiores no
teste do labirinto aquatico comparados aos desempenhos apresentados pelos
animais inativos criados em duplas. Em consonédncia com esse dado, a atividade
nitrérgica se apresenta mais baixa nos animais isolados em relacdo aos animais
criados em duplas. O grupo exercicio isolado, por sua vez, revelou uma taxa de
aprendizado superior ao do grupo exercicio criado em duplas. Entretanto, a
atividade nitrérgica do grupo exercicio criado em duplas se apresentou
significativamente maior que a do grupo exercicio isolado. Considerando-se esses
dados, podemos supor que o exercicio fisico contribui de forma mais significativa
na consolidacdo da memoria espacial e da atividade nitrérgica sob condig¢des
desfavordveis como desequilibrios nutricionais e isolamento social, do que sob
condicdes favoraveis.

No presente estudo, as mudangas na atividade nitrérgica ndo foram
acompanhadas por um aumento na taxa de aprendizado espacial nos testes no
modelo utilizado do labirinto aquatico de Morris, previamente descrito (Torres et
al, 2006). No estudo anterior, realizado em nosso laboratorio por Torres e
colaboradores, os animais foram criados isolados (um em cada gaiola) desde o 21°
dia de vida pds-natal, enquanto que no presente estudo os animais foram criados

em pares (dois por gaiola), pelo mesmo periodo. Em outras palavras, a atividade



histoquimica da NADPH-diaforase nas camadas hipocampais ¢ significativamente
mais alta nos animais criados em pares que nos animais criados isolados, em todas
as camadas do giro denteado e CAl. A melhora do desempenho nos testes de
aprendizado espacial relacionada ao exercicio nos animais do grupo isolado
correlaciona-se com o aumento da atividade nitrérgica promovido pelo exercicio
nesse grupo nas camadas polimorfica e molecular do giro denteado e na camada
lacunoso molecular de CA1. Entretanto, o exercicio ndo provocou alteragdes na
atividade nitrérgica ou no desempenho nos testes de aprendizado espacial dos
animais criados em condigdes de convivio social (pares) no presente estudo.

Uma vez que os grupos controle do presente estudo e os do estudo
desenvolvido por Torres e colaboradores em nosso laboratorio (Torres et al, 2006)
foram manipulados sob condi¢des experimentais idénticas, exceto pela presenca
ou auséncia de oportunidade de interacdo social, podemos atribuir os resultados
negativos acerca do papel do exercicio na alteracdo da atividade nitrérgica e no
desempenho em testes de aprendizado espacial observados no presente estudo a
condigdo de interacio social. E possivel também que a memoria espacial ndo
tenha sido apreciavelmente afetada pelo modelo de alteracdo nutricional adotado
no presente estudo, ou, alternativamente, que o possivel dano que possa ter
ocorrido em decorréncia da subnutri¢ao perinatal possa ter sido recuperado apos o
desmame, quando os animais obtiveram acesso a dgua e ragao ad libitum.

Estudos anteriores investigando a memoria espacial em ratos revelaram
que a interacdo social nas primeiras fases de vida e o isolamento afetam o
aprendizado no labirinto aquatico de Morris de forma distinta. Na vida adulta, os
animais que sofreram isolamento durante as primeiras fases de vida aprenderam a
encontrar a plataforma escondida com menores laténcias de escape e mais
rapidamente que os animais do grupo que foi criado sob condi¢des de interagdo
social (Wongwitdecha e Marsden, 1996; Frisone et al, 2002; Schrijver et al,
2002). Ainda, o estresse provocado pelo isolamento social apresenta um efeito no
aprendizado espacial em ratos dependente da idade (Frisone et al, 2002).

Nos estudos que realizamos no presente trabalho, ndo foram encontradas

diferengas significativas nos desempenhos dos grupos subnutrido e controle nos



testes de aprendizado espacial. Estudos anteriores acerca da consolidacao da
memoria espacial e a influéncia realizada pela subnutricdo nas primeiras fases de
vida revelaram que o livre acesso a 4gua e comida sdo suficientes para recuperar o
desempenho de memoria espacial (Lukoyanov e Andrade, 2000). Uma vez que os
nossos dados no labirinto aquatico foram obtidos apds o periodo de recuperagao
nutricional, era esperado que os possiveis déficits no aprendizado espacial fossem
recuperados antes do periodo de testes. Em contraste, Cordoba e colaboradores
(Cordoba et al, 1994) relataram que a recuperacdo nutricional ndo foi suficiente
para melhorar o desempenho de ratos adultos no labirinto aquatico de Morris. Se
essas conclusdes opostas devem-se ou ndo a diferentes abordagens experimentais
do modelo de labirinto aquético ¢ uma questdo que permanece em aberto.

Aparentemente, a subnutricdo retarda o desenvolvimento da atividade
nitrérgica no estriado, € o livre acesso a agua e racdo nao ¢ suficiente para
recuperar a atividade nitrérgica dos animais subnutridos aos niveis encontrados no
grupo controle, pelo menos até o 58° dia de vida pos-natal. E fato bem descrito na
literatura que o oxido nitrico desempenha um importante papel na circuitaria
estriatal (West e Galloway, 1998; Doreulee et al, 2003), estando envolvido no
comportamento motor (Del Bel et al, 2005), e que os desequilibrios nutricionais
tém efeito prejudicial sobre o sistema estriatal de neurotransmissores (Alamy et
al, 2005).

Araki e colaboradores (Araki ef al, 2001) observaram que a inibicao das
sintases do oxido nitrico levam a déficits motores. Contudo, poderiamos esperar
uma modulacdo da expressdo das sintases do 6xido nitrico no estriado induzida
pelo exercicio. Estudos anteriores realizados em nosso laboratério demonstraram
que o exercicio fisico induz o aumento na densidade de ramos nos neuronios
NADPH-diaforase positivo tipo I no estriado (Torres et al, 2006).

Finalmente, existem relatos indicando que a ma nutri¢ao durante o periodo
pré-natal reduz a neurogénese na camada granular do giro denteado (Debassio et
al, 1996; King et al, 2004). Os niveis de produgdo do 6xido nitrico parecem estar
associados a um aumento da neurogénese, tanto in vitro (Covacu et al, 2000)

quanto in vivo (Romero-Grimaldi et a/, 2006).



A inducdo de estresse ¢ outro fator que parece inibir a neurogénese
(Pinnock et al, 2007), sendo importante investigar se os desequilibrios
nutricionais durante as primeiras fases de vida podem desencadear cascatas de
sinalizacdo relacionadas ao estresse, de modo a compreender como esses fatores
interagem e afetam o desenvolvimento do hipocampo e estriado. Uma vez que no
presente estudo nao verificamos a taxa de neurogénese ou morte celular, a questao
sobre como as alteragdes nutricionais nas primeiras fases de vida seguidas de
reabilitacdo nutricional interagem e afetam a neurogénese no estriado e

hipocampo em camundongos suicos albinos permanece em aberto.

5.2 — Consideracoes técnicas

Trés diferentes isoformas da enzima sintase do Oxido nitrico sdo
reconhecidas: sintase do 6xido nitrico neuronal (SONn), sintase do 6xido nitrico
induzida (SONi) e sintase do oxido nitrico endotelial (SONe), ver (Berdeaux,
1993; Paakkari e Lindsberg, 1995) para revisdo. No presente trabalho, utilizamos
a histoquimica da NADPH-diaforase, que reflete a atividade de todas as isoformas
da enzima de sintese do oOxido nitrico. Estudos anteriores utilizando dupla
marcacao para NADPH-diaforase e imunohistoquimica para SONn revelaram que
a atividade diaforésica colocaliza com a imunomarcacao para a SONn no estriado
e na maioria das camadas hipocampais (Hope ef al, 1991). Entretanto, a forte
marcacdo diaforasica na camada lacunoso molecular ndo colocaliza com a
imunopositividade para a SONn (Burette ef a/, 2002; Picanco-Diniz et al, 2004).
E possivel que a camada lacunoso molecular apresente outra isoforma da sintase
do 6xido nitrico que ndo a SONn, e hipotetizamos que a primeira candidata a ser
investigada seja a SONe, por causa da proximidade dos vasos sanguineos da
fissura hipocampal.

Em ldminas de estriado de ratos, injecdes intracelulares de biocitina
seguidas de dupla marcacdo para a histoquimica da NADPH-diaforase e
imunohistoquimica para SONn revelaram que os neurdnios NADPH-diaforase

positivos tipo I sdo interneurdnios de circuito local (Kawaguchi, 1993).



Uma vez que observamos que o exercicio aumenta a atividade nitrérgica, ¢
importante enfatizar que a NADPH-diaforase ¢ uma enzima dependente de
atividade, tendo os inputs sinapticos um efeito maior na atividade da SONn do
que na sua expressdo protéica (Weruaga et al, 2000). O produto da sintase do
oxido nitrico ¢ de grande importancia para o modelo de plasticidade sinaptica
dependente de atividade envolvendo o aumento permanente de neurotransmissao
excitatdria (von Bohlen und Halbach et a/, 2002).

Diante do exposto, ¢ razodvel supor que no presente estudo a maior parte
da atividade histoquimica da NADPH-diaforase revela a atividade da SONn tanto
no hipocampo quanto no estriado.

Concluindo, as alteracdes nutricionais durante o periodo de rapido
crescimento cerebral podem afetar a atividade nitrérgica de forma permanente
e/ou transitdria, afetando as areas hipocampais e estriatais diferentemente.

Em CALI e no giro denteado, a recuperacdo nutricional ndo associada ao
exercicio ¢ insuficiente para recuperar a atividade nitrérgica dos animais
subnutridos. O exercicio contribui para a recuperagdo parcial da atividade
nitrérgica hipocampal, sendo um fator-chave para o aumento da atividade
nitrérgica aos niveis do grupo controle em CA1 no hipocampo.

O estriado exibe um desenvolvimento tardio da atividade nitrérgica,
diferentemente do que foi observado no hipocampo.

Finalmente, parece que o exercicio sob condi¢cdes inadequadas de
desenvolvimento age na regulacdo da atividade nitrérgica e na melhora da

aprendizagem espacial de forma mais efetiva do que sob condigdes adequadas.
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