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RESUMO

SAMPAIO, V. F. Efeitos da desnutricdo protéica precoce e da estimulacdo ambiental
sobr e par @metr os bioquimicos e comportamentais em ratos. 2009. 61 f. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2009.

O presente estudo investigou os efeitos da desnutri¢ao protéica e estimulagdo ambiental sobre
parametros bioquimicos em ratos. Foram quantificadas as concentragdes de poliaminas no
cortex frontal, estriado e hipocampo, corticosterona plasmatica e atividade da sintase do 6xido
nitrico no hipocampo. O comportamento exploratério foi analisado no labirinto em cruz
elevado (LCE). Os animais receberam dietas contendo 16% (controles - C) ou 6%
(desnutridos - D) de proteina e foram divididos em grupos estimulados ou ndo estimulados. A
desnutricao elevou o nivel de corticosterona circulante, diminuiu o contetido protéico
plasmatico e diminuiu a ansiedade. Os ratos nao estimulados testados no LCE apresentaram
nivel elevado de corticosterona circulante, diminuida atividade da NOS no hipocampo, menor
conteudo protéico e de poliaminas no cortex frontal, estriado e hipocampo. A estimulagao
diminuiu o nimero de entradas nos bragos abertos no LCE nos animais do grupo D e
aumentou o numero de entradas nos bragos fechados nos animais do grupo C. A estimulagao
aumentou a frequéncia e tempo gasto em comportamentos de avaliacdo de risco. Estes
resultados sugerem que ambos, a desnutri¢do e o teste no LCE sdo situagdes estressantes,
como indicado pela elevagdo dos niveis de corticosterona. Estes resultados sdo consistentes

com menor ansiedade e/ou maior impulsividade nos animais do grupo D.

Palavras-chave: Desnutri¢ao. Poliaminas. Corticosterona. Ansiedade.



ABSTRACT

SAMPAIO, V. F. The effects of early protein malnutrition and environmental
stimulation on behavioral and biochemical parametersin rats. 2009. 61 f. Doctoral Thesis
- Faculdade de Filosofia, Ciéncias ¢ Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2009.

The present study investigated the effects of protein malnutrition and environmental
stimulation on the biochemical and behavioral parameters in rats. It was measured the
polyamines concentration in frontal cortex, striatum and hippocampus, as well as the plasma
corticosterone levels. The exploratory behavior was analyzed using the elevated plus-maze
(EPM) test. Rats received either 16% (well-nourished - W) or 6% (malnourished - M) protein
diets and were divided into stimulated or non-stimulated groups. Malnutrition increased
corticosterone levels, decreased plasma protein content and anxiety. Non-stimulated rats
tested in the EPM increased corticosterone levels, decreased hippocampal NOS activity,
decreased frontal cortex, striatum and hippocampus protein and polyamines contents.
Stimulation decreased open arm entries in the EPM in M animals and increased the closed
arm entries in the W ones. Stimulation increased frequency and time spent in risk-assessment
behaviors. These results suggest that both malnutrition and EPM testing are stressing
situations as indicated by increased corticosterone levels. These results are consistent with

lower anxiety and/or higher impulsiveness in M animals.

Keywords: Malnutrition. Polyamines. Corticosterone. Anxiety.
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1INTRODUCAO

A ma-nutri¢ao ¢ um problema mundial que afeta milhdes de recém-nascidos e criangas
durante os estdgios mais vulneraveis de seu desenvolvimento cerebral, comprometendo
diversos eventos maturacionais, resultando em alteragdes morfoldgicas, neuroquimicas,
comportamentais e cognitivas (LEVITSKY; STRUPP, 1995; MORGANE; MOKLER;
GALLER, 2002) Estudos experimentais em animais indicam que tanto a ma-nutri¢do como a
deprivacdo sensorial afetam a aprendizagem e a memoria. Por outro lado, a restituicdo
dietética apropriada e a estimulagdo ambiental podem ajudar a prevenir e, em certos casos,

minorar parcialmente estes efeitos (SCHANBERG; BUTLER; SUSKIND, 1978).

1.1 Manutricao

1.1.1 Panorama atual

Dados da FAO (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2001) revelam que cerca de 30% da populagdo mundial sofre de alguma forma de
ma nutri¢cdo, com o resultado devastador de doencas concomitantes € morte, bem como perda
do potencial humano e desenvolvimento social.

No mundo, mais da metade das doencas podem estar associadas a fome, ingestdo
energética inapropriada ou deficiéncias vitaminicas e de minerais.

A fome, que afeta uma em cada cinco pessoas nos paises subdesenvolvidos, é um
profundo impedimento ao avango individual e social (EVANS, 2004).

Para alcancar o objetivo do World Food Summit de reduzir a fome no mundo pela
metade em 2015, o niimero de pessoas famintas necessita cair em 22 milhdes por ano.
Atualmente, esta caindo em 6 milhdes por ano. Estima-se que cinco por cento das 12 milhdes
de mortes infantis anuais estao relacionadas a ma nutrigao.

No Brasil, a pobreza afeta mais de um quarto da populacdo — em torno de 44 milhdes
de pessoas (FAO, 2003). Segundo a FAO, 16,7 milhdes de pessoas estdo subnutridas no
Brasil atualmente. Em nove estados do nordeste do pais, quase metade de todas as familias
vive com aproximadamente um dodlar americano por dia. Embora as porcentagens de criancas
com desnutri¢do grave estejam diminuindo na maioria das regides, a ma nutri¢do atinge uma

quantidade crescente de criangas de 0 a 5 anos de idade.



14

1.1.2 Desnutricéo protéica

O crescimento e a maturagao do cérebro sdo afetados pela deprivagdo protéica na
dieta, sendo o periodo de amamentacdo o mais critico durante o desenvolvimento cerebral
(AHMAD; RAHMAN, 1975). A desnutri¢do ndo causa patologia morfologica dbvia, como
lesdao focal, sendo a formagdo inicial de neurdnios susceptivel a desnutrigdo se o periodo
experimental de desnutricdo coincidir com o periodo de neurogénese. Assim, o cerebelo,
hipocampo e o sistema olfatério s3o particularmente afetados pela desnutricao
(SHOEMAKER; BLOOM, 1977). A desnutricdo pds-natal resulta em um cérebro de menor
tamanho, possivelmente nao pela redu¢do do numero de neurénios, mas com menor tamanho
dos mesmos, além de um déficit de mielinizacdo, menor nimero de espinhas e espessura
dendriticas, com déficits no numero de contatos sindpticos no giro denteado hipocampal
(SHOEMAKER; BLOOM, 1977). Os estudos envolvendo as deficiéncias no processo de
mielinizag¢do no sistema auditivo, avaliados pela laténcia dos potenciais auditivos evocados no
tronco cerebral auditivo de ratos, provocados pela desnutricdo, realizados em nosso
laboratorio (ROCINHOLI; DE OLIVEIRA; COLAFEMINA, 2001), mostraram que a
estimulacdo sensorial levou a recuperacao eletrofisioldgica dos animais desnutridos, servindo
como fundamento para ampliar a estimulagdo ambiental com a aplicacdo dos estimulos
sonoros, além da estimulacao tatil, em nosso estudo.

Virias técnicas podem ser usadas em laboratorio para produzir a desnutri¢do: restricao
protéico-caldrica, aumento do numero de filhotes na ninhada, restricdio do periodo de
amamentacao dos filhotes. Neste trabalho, a desnutricao foi produzida em ratos pela restricao
de proteina na dieta. Neste caso, a dieta hipo-protéica foi mantida isocaldrica em relagao a
dieta dos animais controles pelo acréscimo de carboidratos.

A restri¢do da disponibilidade de proteinas na dieta reduz a sintese protéica (TORUN;
CHEW, 1999; GROFF; GROPPER, 2000). Mesmo as proteinas plasmaticas com rapida
reciclagem (“turnover”) sdo sintetizadas numa taxa 30% a 40% abaixo do normal. Entretanto,
a degradacdo protéica diminui concomitantemente de tal forma que na desnutri¢cdo crdnica a
perda diaria de nitrogénio ¢ minima.

Adaptagdes levam a economia de proteinas corporais e preservacdo de fungdes
essenciais dependentes de proteinas. Os hormdnios sdo importantes nos processos
metabolicos adaptativos na desnutri¢do protéico-caldrica. Entretanto, os niveis circulantes de
hormdnios nem sempre explicam mudancas endodcrinas na desnutrigdo protéica, pois as
respostas celulares a estimulagdo hormonal também podem estar alteradas. As alteragdes

hormonais contribuem para a manutengdo da homeostase energética através da glicolise e



15

lipolise aumentadas, maior mobilizagdo de aminodcidos, preservagdo das proteinas viscerais
através da maior utilizagdo das proteinas musculares, diminuicdo do armazenamento de
glicogénio, gorduras e proteinas, e diminui¢do do metabolismo.

A deprivacdo protéica ¢ um estimulo cronico sobre a atividade do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA) que preserva a responsividade a outros estressores a0 mesmo tempo
em que eleva os niveis basais de glicocorticoides (JACOBSON; ZURAKOWSKI;
MAJZOUB, 1997; SOBOTKA; COOK; BRODIE, 1974).

Os niveis de globulina carreadora de corticosterona (CBG) estdo baixos no periodo
hipo-responsivo ao estresse, e, na desnutrigdo, ainda mais diminuidos, deixando maior fracao
livre de corticosterona bioativa circulante (DAGOSTINHO; HENNING, 1982; SCHMIDT et
al., 2005).

Em relacdo as alteragdes comportamentais observadas no rato submetido a
desnutricdo protéica (6% de caseina) durante a lactagdo, além da reacdo intensificada a
estimulos aversivos (choque, luz intensa, agua fria) (BIAGINI et al., 1998; MOREIRA et al.,
1997, ROCINHOLI; ALMEIDA; DE OLIVEIRA, 1997, STANTON; GUTIERREZ;
LEVINE, 1988), tem sido descrita uma maior exploracdo do labirinto em cruz elevado
(ALMEIDA et al., 1994), em contraste ao controle bem nutrido. O maior nimero de entrada
nos bragos abertos € maior tempo gasto nos mesmos sugerem que a ma nutrigdo protéica
causa um aumento permanente da impulsividade e/ou maior tendéncia a explorar a novidade
do braco aberto, levando a um comportamento consistente com diminuida ansiedade em

animais desnutridos.

1.2 Par @metr os bioquimicos em estudo

1.2.1 Glicocorticoides

A capacidade de responder ao estresse ¢ um dos mecanismos basicos nos mamiferos, e
a secre¢do de glicocorticoides pelo cortex da glandula adrenal ¢ caracteristica desta resposta.
O rato, j& no final do periodo fetal, secreta glicocorticoide espécie especifico, a corticosterona
(CORT) em resposta ao estresse.

Os glicocorticoides sao geralmente catabodlicos, inibindo a divisdo celular, sintese
protéica e captagdo de aminodcidos e glicose pelos tecidos. As conseqiiéncias destes eventos
sdo potencialmente sérias para um organismo durante o periodo no qual predomina o
anabolismo. No sistema nervoso central (SNC), a elevacdo de corticosterona mediada pelo

estresse contribui para a atrofia hipocampal, mas nao ¢ suficiente para causar morte neuronal.
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Os efeitos dos glicocorticoides estendem-se ao desenvolvimento comportamental.
Ratos expostos a altos niveis de glicocorticoides durante a primeira semana de vida mostram
comportamento social alterado e reducdo do desempenho em varios paradigmas de
aprendizagem (SAPOLSKY; MEANEY, 1986).

Agindo como estresse cronico no rato, a desnutricdo protéica prolongada leva a
diminui¢do da expressdo do receptor de serotonina 5-HT1, e da neurogénese no SNC
(MIRESCU; PETERS; GOULD, 2004), atrofia hipocampal (LISTER et al., 2005), diminui¢ao
do numero de receptores de glicocorticoides no hipocampo (DE KLOET; OITLZ; JOELS,
1999) com conseqiientes alteragdes na regulacdo da retroalimentacdo negativa da
corticosterona sobre o eixo HPA e mantida elevagdo do hormonio corticotréfico (ACTH) e
corticosterona circulante (JACOBSON; ZURAKOWSKI; MAJZOUB, 1997), hipotireiodismo
(RAMOS et al., 1997) e baixos niveis de fator tréfico neural — BDNF (MESQUITA;
PEREIRA; ANDRADE, 2002).

1.2.2 Oxido nitrico (NO)

Nos mamiferos, o 6xido nitrico (NO) ¢ sintetizado em vdrios tipos de células, tais
como neurdnios, células endoteliais e macrofagos por uma familia de trés isoenzimas
chamadas sintases do 6xido nitrico (NOS) (KISS; VIZI, 2001; PRAST; PHILIPPU, 2001). A
nNOS, ou NOS tipo I, estd presente nos neurdnios, € constitutivamente expressa € sua
atividade ¢ regulada pelo cdlcio. Outra NOS constitutiva e dependente de calcio ¢ a das
células endoteliais (eNOS ou NOS tipo III) da vasculatura. Os macréfagos contém uma NOS
induzivel independente de calcio (iNOS ou NOS tipo II), que se expressa sob indugdo pela
citocinas. Os neurdnios do hipocampo e de outras regides cerebrais também contém a eNOS
(PRAST; PHILIPPU, 2001). Todas as trés isoenzimas produzem NO pela oxidagdo da L-
arginina utilizando oxigénio molecular e NADPH como co-substratos. Diferentemente dos
neurotransmissores tipicos, o NO ¢ sintetizado sob demanda e nao ¢ armazenado em vesiculas
sindpticas e nem liberado por exocitose, mas simplesmente difunde-se pelos terminais
nervosos. A distancia da difusdo do NO (40-300 p em diametro) implica que estruturas na
vizinhanga da célula produtora, neuronais ou ndo neuronais, sdo influenciadas por esta
liberacao. Isto sugere que, além de agir como neurotransmissor, o NO tem um papel
neuromodulador (GARTHWAITE, 1991). Em nosso trabalho, a atividade da NOS total
refere-se a soma das atividades da NOS neuronal (tipo I), NOS induzida (tipo II) e NOS
endotelial (tipo III), e a atividade da NOS constitutiva refere-se as atividades da NOS
neuronal (tipo I) e NOS endotelial (tipo III).
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O NO esta envolvido na plasticidade sinaptica atividade-dependente em vérias regides
cerebrais com atuagao chave nas fungdes cognitiva, emocional e/ou comportamental. Durante
o aprendizado de esquiva ou exposi¢do a novidades espaciais, a imunoreatividade a NOS
aumenta significativamente no hipocampo, cortex somatosensorial e no caudato-putamen
(PRAST; PHILIPPU, 2001). Facilitando a transmissdo dopaminérgica e glutamatérgica no
estriado, o NO participa da integragdao da informagdo motora convergente dentro das redes
neurais estriatais (WEST; GRACE, 2000).

Em geral a baixa concentragdo de NO tecidual inibe a atividade de neurdnios
excitatérios ou inibitérios, enquanto elevados niveis do NO levam a estimulacdo destes
neuronios.

A disponibilidade reduzida de L-arginina pode limitar a producdo de NO (O'SHEA;
GUNDLACH, 1996; WU et al., 1999). Como o NO ¢ um mediador da resposta imune e ¢ o
fator de relaxamento endotelial vascular, a menor sintese de NO pode explicar a

imunodeficiéncia e disfun¢do cardiovascular em sujeitos com deficiéncia de proteina ou

arginina (WU et al., 1999).

1.2.3 Poliaminas

As poliaminas sdo cations alifaticos de baixo peso molecular ocorrendo em quase
todas as células do organismo do rato. As poliaminas biogénicas avaliadas neste estudo sdo a
putrescina  (H,N(CH,)4NH,), espermidina (H,N(CH;);NH(CH,)4sNH,) e espermina
(HoN(CH;);NH(CH;)sNH(CH,);NH,). A putrescina ¢ sintetizada nos mamiferos a partir da L-
ornitina em uma reagao catalisada pela ornitina descarboxilase, enzima limitante da sintese de
poliaminas. A putrescina e a s-adenosilmetionina descarboxilada sdo substratos para a sintese
de espermidina, que € precursora da espermina.

Entre os varios papeis fisiologicos das poliaminas podemos citar sua atuagdo como:
segundo mensageiro, nutriente, regulador metabolico, fator de crescimento, antioxidante,
estabilizador de DNA, RNA e de membranas (WALLACE, 2000).

As células desenvolveram mecanismos para assegurar a rigorosa regulacdo dos niveis
intracelulares de poliaminas através de processos de biosintese, degradagdo e transporte das
mesmas no organismo. Niveis insuficientes de poliaminas resultam em crescimento sub 6timo
e, em alguns casos, morte celular, incluindo apoptose. A elevacdo descontrolada de
poliaminas pode levar a transformagao celular e favorecer a génese tumoral.

Eventos estressantes como a deprivagdo sensorial levam a inibi¢do da atividade da

ornitina descarboxilase (ODC). Esta enzima, a ODC, ¢ reguladora e limitante da sintese de



18

poliaminas e marcador de proliferagao e diferenciacao celular (PEGG, 1988; TABOR;
TABOR, 1984). A quantidade de ODC ¢ regulada ndao somente por varios fatores de
crescimento, mas também pelas poliaminas ao nivel de transcri¢do, traducdo e degradagdo
(TABOR; TABOR, 1984).

Em pH fisiolégico, as poliaminas estdo protonadas e interagem com varios alvos
celulares como acidos nucléicos e proteinas. A necessidade essencial das poliaminas para o
crescimento e diferenciacao celular normal pode ser parcialmente atribuida a sua influéncia na
expressao génica, um processo regulado pelo estado de acetilagdo das histonas nucleosomais,
que esta elevada em tumores e em linhagens de células modificadas geneticamente para hiper-
expressarem a ODC (CHILDS; MEHTA; GERNER, 2003; HOBBS; PAUL; GILMOUR,
2002).

A ativagdo precoce do metabolismo cerebral das poliaminas, a chamada “resposta das
poliaminas ao estresse” (PSR), ¢ uma reagdo comum a estimulos estressantes, incluindo os
fisicos, emocionais ¢ hormonais, com magnitude relacionada a intensidade do estimulo
(DIENEL; CRUZ , 1984; GILAD; GILAD, 2003; GILAD et al., 1998).

Entretanto, a PSR varia conforme a idade, pois individuos imaturos ndo mostram o
aumento caracteristico da ODC induzido pelo estresse (GILAD et al., 1998). Mudangas na
atividade da ODC e nas concentracdes tissulares de poliaminas servem como marcadores de
PSR (GILAD; RABEY; ELIYAYEV, 2000).

Além de sua importancia na sintese protéica, divisdo celular e crescimento celular, as
poliaminas interagem com diferentes canais ionicos (WILLIAMS, 1997) participando da
modulagdo de eventos sindpticos plasticos. A espermina e espermidina podem modular a
funcao de receptores de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) de modo positivo ou
negativo. Baixas concentracdes de poliaminas acentuam as correntes evocadas pelos canais
ionicos NMDA, enquanto altas concentracdes de poliaminas inibem estes receptores. Em
condigdes fisiologicas, as concentragdes extracelulares destas poliaminas sdo suficientes para
ativar estes receptores, mas nao inibi-los (WILLIAMS, 1997).

Quando em concentragdes intracelulares fisiologicas basais, as poliaminas bloqueiam
os canais ionicos AMPA permeaveis ao célcio. Entretanto, & medida que o potencial de
membrana torna-se suficientemente positivo, a concentra¢do intracelular de poliaminas
aumenta, tornando o canal AMPA permeavel ao cdlcio. Durante a atividade neuronal
repetitiva, o bloqueio pelas poliaminas ¢ aliviado, induzindo a facilitacdo de correntes
mediadas pelos canais AMPA. Em animais jovens, os niveis de espermina ¢ de ODC estao

aumentados, coincidindo com a maior expressao de canais AMPA sensiveis as poliaminas.



19

Esta maior facilitagdo sob altas freqiiéncias de estimulagdo neuronal sugere que os canais
AMPA sensiveis as poliaminas servem como um filtro para aumentar o ganho sinaptico
durante experiéncias sensoriais aumentadas (PELLEGRINI-GIAMPIETRO, 2003).

Filhotes de ratas com maior comportamento de lamber e afagar (“high liking,
grooming, arching and nursing” ou “hLGAN mothers”) apresentam maior capacidade de
ligagcdo dos receptores NMDA no hipocampo (com elevacdo da expressdao de sub-unidades
NR2A nos receptores NMDA), maior expressdao génica do fator tréfico neural BDNF (LIU et
al., 2000), com conseqiiente elevagdo da sinaptogénese hipocampal e maior sensibilidade do
filhote a estimulagdo ambiental. Esta elevacao da expressio do BDNF é um mecanismo
critico mediando o efeito materno sobre a formagao hipocampal (LIU et al., 2000).

Tarefas de aprendizado e memoria, que envolvem a mediacdo do hipocampo, resultam
em promogao da neurogénese (CUI; SO, 2004). As poliaminas também desempenham papel
importante na neurogénese em mamiferos adultos, esta ocorrendo na camada celular
subgranular do giro denteado, € na zona subventricular do ventriculo lateral (MALATERRE
et al., 2004), havendo também descricdo de neurogénese no cortex pré-frontal (CUI; SO,
2004).

O NO influencia o metabolismo das poliaminas na medida em que inibe tanto a
ativacdo da enzima ornitina descarboxilase como o mecanismo de transporte ativo de
poliaminas do meio extracelular para o intracelular. Desta forma, a eleva¢do do NO tecidual

tende a diminuir a sintese de poliaminas (SATRIANO et al., 1999).

1.3 Desnutricéo e alteragbes ambientais no inicio da vida

O uso da estimulagdo ambiental tem se mostrado uma técnica util para reduzir ou
recuperar parcialmente os efeitos da desnutri¢do e do isolamento funcional do rato em relagdo
ao ambiente (ROSENZWEIG; BENNET; DIAMOND, 1972). Crnic (1983) descreve que as
manipulagdes ambientais em ratos submetidos a desnutricdo protéico-calorica, nao
melhoraram os pardmetros bioquimicos avaliados, como a menor quantidade de DNA total
cerebral, menor tamanho celular no cortex ou tronco cerebral e menor quantidade de lipides
cerebrais, concluindo que os efeitos da estimulagdao sobre o comportamento dos ratos nao se
dava pela melhora nas alteracdes cerebrais produzidas pela desnutri¢do protéico-calorica.

Estudos mais recentes mostraram que a estimulacdo tatil aumenta a expressdo de
receptores de glicocorticoides no hipocampo e cortex frontal do rato (JUTAPAKDEEGUL et

al., 2003), alterando assim a regula¢dao da sintese hipotalamica do horménio liberador de
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corticotrofina (CRF) (LADD; OWENS; NEMEROFF, 1996) e a resposta do eixo HPA ao
estresse.

A estimulacdo materna de areas anogenitais, que se segue a estimulagdo tatil entre o
segundo dia e nono dia pos-natais, ¢ levada via nucleos do tronco cerebral, incluindo
neurdnios expressando CRF no nucleo de Barrington, para o nucleo paraventricular talamico,
que projeta neurdnios para o nucleo central da amigdala, o integrador central das aferéncias
maternas-derivadas e de sinais de estresse. A conseqiiéncia da ativacdo didria deste circuito ¢
o aumento da expressdo génica do CRF na amigdala central no sexto dia pds-natal
(FENOGLIO et al., 2004).

Assim, a cascata de mudancas moleculares eliciadas pela estimulagdo tatil pode
iniciar-se pela elevagdo da sintese de CRF na amigdala independentemente da elevagdo de
corticosterona no sexto dia pos-natal. Isto pode facilitar a liberagdo de corticosterona nos dias
subsequentes de estimulacdo tatil. Dado que a expressdo de receptores glicocorticoides (GR)
permanece inalterada no nucleo paraventricular, as elevagdes de corticosterona agem inibindo
a expressdao do CRF no nucleo paraventricular no nono dia pés-natal. A duradoura redugdo do
CRF no nucleo paraventricular, entdo, diminui a liberagdo cumulativa de corticosterona por
longo tempo, levando ao aumento conseqiiente de receptores GR que sé se inicia no vigésimo
terceiro dia pds-natal, muito mais tardiamente do que as mudangas na expressao hipotalamica
de CRF (FENOGLIO et al., 2004). Esta reprogramacdo da expressdo génica hipotaldmica ¢
uma mudanga precoce na cascata molecular iniciada pela estimulagdo tatil (FENOGLIO et al.,
2004).

A imunoreatividade da sintase de 6xido nitrico no hipocampo esta alterada em ratos
submetidos a estimulacgdo tatil quando comparado com animais controles que ndo receberam
tal estimulacdo (VAID et al., 1997).

E amplamente aceito que a atividade neuronal tem papel importante na plasticidade
sindptica. As neurotrofinas t€ém emergido recentemente como fator importante da modulacao
singptica. As neurotrofinas podem modular a eficacia da transmissdo sindptica e o
crescimento de dendritos e axonios, os elementos estruturais necessarios para a sinaptogénese.

A hipdtese prevalente ¢ de que a modulacdo sindptica atividade-dependente ¢ mediada
por fatores neurotroficos. Estimulos fisiologicos relevantes como a atividade fisica e corrida,
restricdo dietética, sono, ritmo circadiano e a estimulagdo tatil afetam a expressdo génica do
fator neurotrofico cerebral (BDNF) o qual desempenha importante papel na regulagdo do
nivel basal de neurogénese no giro denteado, promovendo a sobrevivéncia dos neuronios

recém gerados (LU, 2003; ROCAMORA et al., 1996).
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20BJETIVOS

Os objetivos do trabalho incluiram o estudo das alteragdes nas concentragdes das
poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) no cortex frontal, estriado e hipocampo,
apos validagao do método bioquimico utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem
como o estudo dos niveis plasmaticos de corticosterona e das alteragcdes comportamentais em
ratos submetidos a desnutri¢do protéica precoce e estimulacdo ambiental, apos exposi¢dao ao

labirinto em cruz elevado.
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3MATERIAL E METODO

3.1 Procedimentos gerais

Foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP ratos
machos e ratas fémeas virgens com idade aproximada entre 60 e 65 dias, que foram
transportados para o Laboratorio de Desnutricdo, Desenvolvimento ¢ Comportamento, onde
passaram por um periodo de adaptacdo ao novo ambiente. Para o periodo de adaptacdo
(aproximadamente um més), os ratos machos foram mantidos juntos em gaiolas de
polipropileno, medindo 41 x 34 x 17 cm, com tampas de grade em ago inoxidavel nas quais ha
espago para colocacdo das dietas e bebedouros de plastico. As gaiolas foram forradas com
raspas de madeira. As fémeas foram colocadas em gaiolas de polipropileno 41 x 34 x 17 em
grupos de trés fémeas por gaiola. Depois de passarem pelo periodo de adaptagdo, as fémeas
foram levadas para as gaiolas dos machos, na propor¢ao de trés fémeas para cada macho,
onde permaneceram durante cinco dias consecutivos.

As ratas que engravidaram foram acompanhadas durante todo o periodo de gestacgdo,
as que ndo engravidaram foram descartadas no dia do parto.

Todos os filhotes das ratas-mae nascidos no mesmo dia (intervalo de 24 horas) foram
separados de suas maes e agrupados em um conjunto maior. Em seguida, foram separados por
sexo e designados aleatoriamente em grupos de oito animais para cada das ratas-mae.

As ninhadas foram compostas por uma rata-mae, seis filhotes machos e duas fémeas,
mantidas em gaiola de acrilico medindo 40 x 30 x 20 cm. Estas gaiolas foram preparadas com
tampa e trés paredes de acrilico transparente, fundo de aco inoxidavel e na quarta parede
também em ag¢o inoxidavel, foi acoplado um tinel (15 x 5 x 5 cm) para a adaptacdo do
comedouro (5 x 5 x 5 cm) que fica a uma altura de 9 cm do piso da gaiola. H4 orificios nas
paredes e nas tampas das gaiolas para permitir uma maior ventilagdo e para que os bebedouros
de plasticos possam ser acoplados. As ninhadas foram mantidas nestas gaiolas até o final do
periodo da lactagdo (21 dias apds o nascimento).

Os animais (n = 96) foram divididos em 8 grupos: Controle Nao Estimulado Nao
Testado (CNENT), Controle Nao Estimulado Testado (CNET), Controle Estimulado Nao
Testado (CENT), Controle Estimulado Testado (CET), Desnutrido Nao Estimulado Nao
Testado (DNENT), Desnutrido Nao Estimulado Testado (DNET), Desnutrido Estimulado Nao
Testado (DENT), Desnutrido Estimulado Testado (DET), conforme descrito na tabela 1.

Os controles receberam dietas contendo 16% de proteina, enquanto os desnutridos

receberam dietas contendo 6% de proteina no periodo da lactacdo (0 a 21 dias de idade) e pos-
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lactacdo (22 a 35 dias de idade). Os demais componentes da dieta (lipideos 8,0%, sais
minerais 5,0%, vitaminas 1,0%, colina 0,2%) foram mantidos constantes, sendo que a reducao
das proteinas foi compensada com o aumento de 10,0% no conteido de carboidratos
(passando de 69,8% para 79,8%) mantendo a dieta isocalérica. Foi acrescentado L-metionina
na proporcao de 2 g/kg de proteina.

As dietas de 16% de proteina e de 6% de proteina foram preparadas no proprio
Laboratério de Nutri¢do, Desenvolvimento e Comportamento, respondendo as propor¢des de
nutrientes recomendadas pela AIN (American Institute of Nutrition) e AOAC (Association of
Official Agricultural Chemists) como descrito por Reeves, Nielsen e Fahey (1993) e
Rocinholi, Almeida e De Oliveira (1997). Durante este periodo foi medida diariamente a
ingestdo de dietas até 21 dias. As ratas-mae foram pesadas individualmente e os filhotes (seis
machos e duas fémeas) foram pesados semanalmente em conjunto (dias 0, 7, 14 e 21). Foi
também feita a pesagem individual dos animais nos dias 21, 28 e 35 da pos-lactacao.

Os animais, apds o periodo da lactacdo (21 dias), foram separados de suas ratas-mae e
colocados em gaiolas individuais de polipropileno medindo 30 x 19 x 13 cm, com tampas de
aco inoxidavel e bebedouros de plastico acoplados. Nesse periodo (dos 21 aos 35 dias de

idade), os animais receberam a mesma dieta do periodo da lactagdo.

Tabela 1- Distribuigdo dos grupos de animais conforme as variaveis experimentais em estudo

Variaveis experimentais

Grupos Dieta Estimulacdo  Teste n
CNENT 16% N N 12
CNET 16% N S 12
CENT 16% S N 12
CET 16% S S 12
DNENT 6% N N 12
DNET 6% N S 12
DENT 6% S N 12

DET 6% S S 12

* N =nao, S = sim

Na fase de lactagdo, as ratas-mae das ninhadas dos grupos CENT, CET, DENT E DET
foram temporariamente separadas e colocadas em gaiolas individuais. Os filhotes foram
mantidos no ninho recobertos com uma manta de algoddo, para manuten¢do da temperatura

corporal, e retirados individualmente para o procedimento de estimulagdo ambiental
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(handling), que consiste em segurar cada filhote com uma das maos e o polegar da outra mao,
deslizando suavemente na parte dorsal do animal no sentido encéfalo-caudal durante trés
minutos, conforme descrito por Lima et al. (1993).

Ao termino dos 3 minutos de manipulagdo, os animais foram agrupados em suas
ninhadas, e transportados, sem as ratas maes, para uma sala distante 24 m do biotério, onde a
ninhada em conjunto recebeu estimulos auditivos durante 3 minutos, apresentando tons puros
de 70 dB e 3 Khz por 3 segundos e intervalos de 25 segundos entre tons. Na fase de lactacao,
apos esta estimulagdo, as ninhadas foram transportadas para o biotério e colocadas com a suas
ratas maes. As ninhadas dos grupos nao estimulados também retornaram para as gaiolas com
suas proprias maes. Apds a lactacdo, dos 22 aos 35 dias, o mesmo procedimento de
estimulacdo sonora foi mantido para os animais dos grupos estimulados sendo os animais
colocados em grupos de seis, retornando para suas gaiolas individuais apds a estimulagdo
sonora.

Os filhotes dos grupos CNENT, CNET, DNENT, e DNET nao foram estimulados,
sendo somente separados de suas maes e também envolvidos em algoddo para a manutengdo
da temperatura corporal.

No trigésimo sexto dia, os animais dos grupos testados (CNET, CET, DNET, DET)
foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado. Apds o teste, os animais voltaram
para o biotério onde permaneciam por exatos trinta minutos.

Decorridos os 30 minutos, os animais foram decapitados numa sala préxima, isolada
do biotério, observando um tempo menor que trinta segundos entre a retirada de sua gaiola do
biotério e a decapitacdo. Todos os grupos foram decapitados entre 08:00 e 10:00 da manha,
observando o periodo de nadir do eixo HPA (GUILLEMIN; DEAR; LIEBELT, 1959). Apds o
sacrificio, os animais tiveram o sangue do tronco coletado e o cérebro dissecado para as

analises.

3.2 Equipamentos

A analise comportamental foi realizada no labirinto em cruz elevado (LCE). O LCE
era feito de madeira e consistia de dois bragos abertos (50 x 10 cm) opostos um ao outro,
cruzando com dois bragos fechados (50 x 10 x 40 cm), com o teto aberto (PELLOW et al.,
1985). O labirinto ficava elevado 50 cm acima do piso. Uma luz fluorescente (40 W) no teto
iluminava a sala experimental. Todos os testes ocorreram pela manha entre 08:00 e 10:00

horas. Os trajetos percorridos pelo animal num periodo de 5 minutos foram registrados por
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uma camera de video fixada no teto da sala, para analise posterior de algumas categorias
comportamentais além das medidas de tempo classicas do teste.
Um molde de acrilico milimetrado, como o apresentado na figura 1, foi utilizado na

coleta das amostras.

Razor used
to slice brain

View

iy

S Side

| 4

Figura 1- Molde de acrilico milimetrado (JACOBOWITZ , 1974)

3.3 Aparelhos e condi¢des cromatogr éficas

Na determinag¢do quantitativa das poliaminas no tecido cerebral, foi empregado
cromatografo da Shimadzu Corporation modelo LC-10AD, equipado com duas bombas de
alta pressdo modelo Shimadzu LC-10AD, bomba para mistura de gradientes Shimadzu CBM-
10 A, auto-sampler Shimadzu SIL-10A, forno modelo Shimadzu CTO-10 A para aquecimento
da coluna a temperatura de 37°C. Para a separagdo das poliaminas foi utilizada uma coluna
contendo fase ligada de octadecilsilano (C18) da marca LiChrospher® 100 RP 18 da Merck-
Germany, 120x4,0 mm d.i., com didmetro de particula de 5 pm. O fluxo dos gradientes na
coluna foi mantido a 1,2 mL/min. Foi utilizada uma bomba de baixa pressdo da Milton Roy
Company com fluxo de 0,45 mL/min. para a reacao de derivatizagdo pos-coluna com o o-
ftaldialdeido (OPA). O efluente da coluna e o0 OPA foram misturados em uma conexdo em T,
e, apos passar por uma espiral de polipropileno (Im x 0,5 mm d.i.), conforme descrito por
Seiler e Bolkenius (1985), mantida em um banho em 4gua a uma temperatura de 54°C
controlada por um termostato no equipamento Banho Maria Fanen modelo 100, a mistura

efluente-reagente passou por um detector de fluorescéncia da marca Shimadzu modelo
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RF535, com comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 345 nm e 455 nm,

respectivamente.

3.4 Reagentes

Foram adquiridos os padrdes das poliaminas para putrescina (putrescine (1,4-
diaminobutane) 99% - Sigma-D13208 com peso molecular (PM) de 88,15), espermidina
(spermidine free base - Sigma-S2626 com PM=145,25), espermina (spermine free base -
Sigma-S3256 com PM=202,34) e o padrdo interno (1,7-diaminoheptane - Sigma-32990 com
PM=130,23). O octanosulfonato de sédio (1-octanesulfonic acid sodium salt — Vetec Brasil
com PM=234,29), o o-ftaldialdeido (opa/phthaldialdeyde — Acros com PM=134,13) e¢ o
detergente Brij35 (Acros com PM=1198) foram de grau de pureza para HPLC. O 4cido
perclérico PA a 70% (Cinética Quimica Brasil), a acetonitrila (JT Baker), o acetado de sddio
PA (Merck), o hidroxido de potassio, etanol, 2-mercaptoetanol, acido acético PA (Vetec
Brasil) e 4cido borico PA (Vetec Brasil) foram de grau analitico. Filtros MILLEX-GS de 13
mm de didmetro com poros de 0,22 um da marca Millipore (JBR13GP05) foram adquiridos.
A agua utilizada foi obtida com o sistema Milli-Q (Millipore). Para a dosagem de proteinas
foi utilizado o método de ligacdo do Coomassie blue (BRADFORD, 1976) usando o reagente
Dye Reagent Concentrate (BIO-RAD Protein Assay) e albumina bovina (PIERCE Protein

assay reagents).

3.5 Preparo de solucdes

(a) Tampao A: solugdo de acetato de sodio a 0,1 Molar e octanosulfonato de sodio a 0,01
Molar: obtida pela adi¢do de acetato de sodio (16,41 g) e de octanosulfonato de sodio
(4,69 g) a 4gua Milli-Q (2.000 mL), tendo o pH ajustado para 4,5 com acido acético.

(b) Tampao B: solugdo de acetato de sédio a 0,2 Molar e octanosulfonato de so6dio a 0,01
Molar: obtida pela adicao de acetado de sodio (32,81 g) e de octanosulfonato de sodio
(4,69 g) a dgua Milli-Q (2.000mL), tendo o pH ajustado para 4,5 com acido acético. A
uma aliquota desta solucdo adiciona-se acetonitrila numa propor¢do 10:3 (v/v) para
formar o tampao B. Ambos os tampdes (A e B), apds agitagdo, foram filtrados com filtro
de celulose (ou nylon) de 0,45 um e 47 mm de diametro para fase organica.

(c) Solucdo de acido bdrico: obtida adicionando acido bodrico (12,34 g) e hidroxido de
potassio a 25% (25 mL) a agua Milli-Q (1.000 mL), tendo o pH desta solucdo sido
ajustado para 10,4 com solu¢do de hidréxido de potéssio a 50%.

(d) Solugao de OPA-metanol: obtida misturando-se 400 mg de OPA a 5 mL de metanol .
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(e) Solugdao do reagente de derivatizagdo OPA-2-mercaptoetanol: obtida misturando-se a
solugdo de acido borico (227,3 mL), BRIJ35 a 30% (6,82 mL), 2-mercaptoetanol (4,55
mL) e solugdo OPA-metanol (11,36 mL). O reagente de derivatizagdo deve ser
armazenado em frasco escuro protegido da luz e com pressurizacdo constante com gas
hélio.

(f) Solugao de acido perclérico (PCA) a 0,2 Molar: obtida pela adi¢ao de 4,31 mL de PCA a
70% (PM = 100,46, densidade = 1,664 g/mL) a dgua destilada (250 mL).

(g) Solugdo de padrio interno para adicdo as amostras: obtida adicionando-se 1,7-
Diaminoheptano (0,039 mg) a 10 mL de tampao A, o que resulta numa concentragdo de
300 nMoles/mL.

(h) Mistura dos padrdes de poliaminas (MPP) para a curva padrdo e corridas de calibracao,
composta de:

(1) 40 pL da solugdo de 1,7-Diaminoheptano (padrao interno) a 13.822 nMolar, obtida
adicionando-se 0,09 mg de padrao interno a 50 mL de tampao A .

(2) 160 pL da solu¢do de 1,4-diaminobutano (putrescina) a 846,3 nMolar, obtida
adicionando-se 0,000373 mg de putrescina a 5 mL de fase A .

(3) 30 pL de solugdo de N-(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano (espermidina) a 63,7
uMolar, obtida adicinando-se 0,23131 mg de espermidina a 25 mL de fase A .

(4) 8 uL da solucdo de N,N’-Bis(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano (espermina) a
32.122 nMolar, obtida adicionando-se 0,03250 mg de espermina a 5 mL de fase A .

(5) 5.000 puL do tampado A

Ao final, a MPP contera: putrescina (6,77 nMoles), padrdo interno (44,22 nMoles),
espermidina (76,44 nMoles) e espermina (51,40 nMoles).

3.6 Gradiente de eluicao

Para as analises no HPLC foi utilizado o gradiente de tampdes descrito na tabela 2. O
fluxo na coluna foi de 1,2 mL/min., o tempo de corrida para a elui¢ao das poliaminas de cerca
de 17 minutos, o tempo de equilibrio da coluna de 8 minutos, com tempo total de analise de

25 minutos.



28

Tabela 2- Gradiente de eluicdo dos tampdes usados no método

Tampdo A Tampdo B Tampido A TampioB

Tempo de
eluicao % % fluxo fluxo
(min.)
mL/min.  mL/min.
0 50 50 0,6 0,6
10 25 75 0,3 0,9
12 0 100 0 1,2
16 0 100 0 1,2
17 50 50 0,6 0,6
Tempo Equilibrio
(min.) 8
Tempo Total (min.) 25

3.7 Procedimento de extracdo das amostras

O procedimento de extracdo deu-se conforme descrito por Loser, Wunderlich e Folsch
(1988). As amostras, apés pesagem a fresco, foram congeladas a -70°C tendo sido relatado
que sob esta condicdo pode-se aguardar até no maximo 6 meses para posterior analise
(HALLINE; DUDEJA; BRASITUS, 1989).

No dia da analise, apds descongelar a amostra a temperatura ambiente, foi adicionada
solucdo salina a 0,9% no ependorf contendo a amostra numa propor¢ao 1:20 (peso (g)/volume
(mL)) seguido de homogeneizacdo com sonicador (Ultrassonic Processor Modelo GE 130PB)
por 4 vezes de 5 segundos. Foi aspirado 250 pL do homogeneizado ¢ colocado em outro
ependorf sendo o restante armazenado novamente no freezer a -70°C para posterior
quantifica¢do de proteinas. Ao homogeneizado foi adicionado 50 pL de padrdo interno (1,7-
diaminoheptano, 300 nMoles/mL) e 700 pL de acido perclérico (PCA) a 70% 0,2 Molar.
Entdo, a amostra com o padrdo interno e PCA foi centrifugada a 3.200g por 5 minutos € o
sobrenadante passado por filtro Millex de 0,22 um e 20 uL foi injetado no HPLC.

A MPP, utilizada na rotineira calibragdo para a obten¢do da curva analitica, a qual se
fazia antes das andlises das amostras, continha, num volume de 20 pL injetado, 27,08
picomoles de putrescina, 176,92 picomoles de padrao interno (1,7-diaminoheptano), 305,76
picomoles de espermidina e 205,6 picomoles de espermina, permitindo a constru¢dao de curva

padrdo das poliaminas mostrada na figura 2.
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Figura 2- Curva padrdo de poliaminas

3.8 Validacéo da técnica analitica

A validacdo da técnica analitica, confirmando sua aplicabilidade ao propdsito
intencionado, foi efetuada, com determina¢do dos pardmetros: linearidade, limite de deteccao,
limite de quantificagdo, precisdo e recuperagdo, seguindo recomendagdes para validacdo de
métodos bioanaliticos proposto pelo FDA (UNITED STATES, 2001) e pela ICH
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE,
2005).

Os resultados obtidos nas concentragdes de poliaminas nas determinacdes das
amostras usando este método foram expressos em nanomoles de poliamina por grama de
tecido fresco, conforme ja publicado na literatura (ADIBHATLA et al., 2002; JANNE;
RAINA; SIIMES, 1964; SHASKAN; HARASZTI; SNYDER, 1973).

3.9 Avaliacdo comportamental

Os animais foram colocados individualmente no centro do labirinto, com a face para
um braco fechado, e podia explord-lo por 5 minutos. As sessdes experimentais foram
gravadas por uma camera de video montada verticalmente sobre o LCE e analisada

posteriormente usando o software X-Plo Rat 2005 versdo 1.1.0, desenvolvida no Laboratério
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de Comportamento Exploratorio da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao
Preto (USP), disponivel em http://scotty.ffclrp.usp.br. Os seguintes comportamentos foram
analisados: 1) porcentagem de entradas nos bragos abertos (uma entrada no braco definida
como o rato tendo as quatro patas dentro do brago), 2) o tempo gasto nos bracos abertos, 3)
entradas nos bragos fechados, 4) “rearing” (elevacdo sobre as patas traseiras), 7) “head-
dipping” (vasculhando sobre os bracos do labirinto em direcdo ao piso), 8) postura de
“stretch-attend” (alongamento da cabega e ombros para frente seguido de retracdo para a
posicdo original). As categorias comportamentais “stretch-attend” e “head-dipping” foram

previamente descritas como comportamentos de avaliagao de risco (MOREIRA et al., 1997).

3.10 Coleta das amostras

Apds a decapitagdo, os animais tiveram o sangue coletado para a andlise de
corticosterona, sendo os tubos mantidos a 4°C. A seguir, os animais tiveram o cérebro
dissecado com auxilio de molde de acrilico milimetrado, conforme a figura 1, excisando-se
sob lupa o cortex frontal, o estriado, dissecado com as paredes externas dos ventriculos
laterais como limite interno e o corpo caloso como limite externo, o hipocampo, apos retirada
de uma fatia de dois milimetros entre laminas de gilete colocadas no molde de acrilico
milimetrado, a frente dos corpos mamilares.

Imediatamente apds a dissec¢do, os tubos com material destinados & dosagem do
oxido nitrico foram colocados em gelo seco e os tubos com material para dosagem de
poliaminas deixados em gelo (4°C) para ndo desidratar. O material dos tubos para
determinagdo das poliaminas, apds pesagem em balanga de precisdo, foram congelados a -
70°C até analise posterior. Os tubos para determinagdo do 6xido nitrico também foram
armazenados a -70°C para posterior analise. Os tubos contendo o sangue para determinagio
da corticosterona, sem anticoagulante, foram centrifugados a 3.000 rpm por 15 minutos,

sendo o soro armazenado a -70°C para posterior analise.

3.11 Andlise das poliaminas

Apés a extragdo das amostras, uma aliquota do sobrenadante contendo o padrio
interno foi injetada no HPLC, sendo as poliaminas quantificadas, ap6s passarem pelo detector
de fluorescéncia, através da analise dos cromatogramas obtidos, como o ilustrado na figura 3,
que mostra os tempos de reten¢do da putrescina de cerca de 6 minutos, padrdo interno de 11
minutos, espermidina de 14 minutos e espermina de 16 minutos na analise de uma amostra de

tecido cerebral do rato.
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Figura 3- Cromatograma de amostra exibindo os picos de reten¢do da putrescina (5), padrio interno (6),
espermidina (9) e espermina (10)

3.12 Andlise da sintase do oxido nitrico (NOS)

A determinacdo da atividade da NOS no hipocampo foi realizada por meio de uma
modificagdo do método descrito por Bredt e Snyder (1989). Resumidamente, os fragmentos
foram homogeinizados em 0,2 ml de tampdo de homogeiniza¢do gelado contendo: Tris 50
mM (Sigma), pH 7,4, 3,2 mM sacarose, | mM EDTA, 10 ng/ml Leupeptin (Sigma), 1 mM de
dithiothreitol (DTT, Sigma), 10 pug de soybean trypsin inhibitor/ml (Sigma), e 2 ug de
aprotinin/ml (Sigma), 1 mM de Phenyl methyl sulfonyl fluoride (Sigma). O homogeinato foi
centrifugado a 10.000g por 10 min a 4°C. Quarenta microlitros do sobrenadante foram
adicionados a 100 pul do tampao de ensaio: 20 mM HEPES (Sigma), 1,25 mM CaCl2 , 1 mM
DTT e 100 mM Tetrahydrobiopterin (BH4, Sigma), 120 uM Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate (NADPH, Sigma) e 100.000 cpm de [14C]-L-arginine (270
uCi/mmol, 0,21 pmol) e incubando-se por um periodo de 15 min em banho-maria a 37°C e
agitacdo de 50 ciclos/min. No final deste periodo (15 min) a reacdo foi encerrada
adicionando-se 1 ml de resina de troca catidnica (Dowex® 50Wx8 hydrogen form, Sigma)
gelada, previamente ativada com NaOH e diluida em 100 mM Hepes, 10 mM EDTA, pH 5.5).
A resina foi removida por centrifugacdao (10.000g, 10 min, 4°C) e 400 pl do sobrenadante
contendo L-citrulina foi adicionado em um frasco contendo 3 ml de liquido de cintilagdo

(ScintiSafeTM, Fisher Scientific) e colocado para determinar a quantidade de [14C]-citrulina
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em contador de cintilagdo beta. Como a sintase do 6xido nitrico converte a arginina em
citrulina e 6xido nitrico, em concentragdes equimolares, os resultados foram expressos como
oxido nitrico produzido por tecido (pmol/min./mg de proteina). Aliquotas de 10 pl do
homogeinato foram utilizadas para dosagem de proteina pelo método de ligagdo do
Coomassie blue usando o reagente Dye Reagent Concentrate (BIO-RAD Protein Assay) e

albumina bovina (PIERCE Protein assay reagents).

3.13 Anadlise da corticosterona

Os niveis plasmaticos de CORT foram obtidos por método de radio-imuno-ensaio
especifico, apos extracdo com etanol, como previamente descrito (ELIAS, 1997, 2004). O
anticorpo anti-corticosterona foi gentilmente cedido pelo Dr. José¢ Gilberto Vieira
(Universidade Federal de Sao Paulo, Brasil), a 1,2,6,7-3H-corticosterona foi adquirida da GE
Healthcare Life Sciences (USES). A sensibilidade do ensaio e os coeficientes de variacao

intra e inter-ensaio foram de 0.4 pg/dL, 5.1% e 8.4%, respectivamente.

3.14 Analise dos dados

Constatada a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) dos fatores dieta, estimulacao e teste no LCE,
seguido, quando necessario, da analise post-hoc através do teste de Newman-Keuls. A analise
do 6xido nitrico deu-se através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste
de Mann-Whitney para detectar diferencas entre as medianas das vinte e oito comparagdes
possiveis entre os diferentes grupos experimentais, com correcao do nivel de significancia
para multiplas comparagdes (SHESKIN, 2004).

Para a andlise dos dados foi utilizado o programa Statistica, versdao 6.0, e foi
considerado nivel de significancia um valor de a < 0,05 para os testes paramétricos e o <

0,002 para os testes nao paramétricos.
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4 RESULTADOS

4.1 Metodologia cromatogr &fica

4.1.1Linearidade

A linearidade da resposta das poliaminas no detector foi examinada para assegurar que
o procedimento pode ser usado para andlise quantitativa. Para tanto, realizou-se a constru¢ao
das curvas analiticas a partir da mistura obtida pela adi¢do de 200 pL da MPP a 200 pL de
fase A e analise de triplicatas de 10 uL, 20 uL, 30 puL, 40 uL e 50 puL desta nova solugdao. A
analise de regressao linear para a relagdo entre concentragao injetada e a resposta do detector
para a putrescina (PUT), espermidina (SPD) e espermina (SPM) esta representada na tabela 3,

que mostra os coeficientes de correlagdo e as equagdes das retas.

Tabela 3- Anélise de regressao linear para a relagdo entre a concentragdo e a area dos picos
de putrescina (PUT), espermidina (SPD) e espermina (SPM

Inclinagao (a) +

Composto coef.corr.(r) SD

Intercepto-X Intercepto-Y (b)

PUT 0,981631 16530 + 858,8 1,233 -20380+18670

SPD 0,992018 3093 +£105,2 -5,579 17260+25830
SPM 0,990051 2865 +108,9 8,071 -23130+17970
4.1.2 Precisao

A precisdo, definida como o grau de concordancia entre resultados de testes
individuais quando o procedimento ¢ aplicado a multiplas amostragens de uma amostra
homogénea, foi realizada avaliando a repetibilidade, ou precisdo intra-ensaio ou intra-dia, e a
precisdo intermedidria ou entre-ensaios ou entre-dias (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH,
1997). Foram utilizados trés cérebros inteiros de ratos Wistar machos que foram submetidos
ao mesmo processo de extragdo descrito acima, cada cérebro fornecendo uma solugdo
homogénea. De cada solugdo homogénea foram retiradas 15 amostras que foram analisadas
em quintuplicata (intra-dia, n = 5) e triplicata (entre-dias, n = 15).

Nos estudos de precisao e recuperagdao nao aparecem os dados relativos a putrescina, a

concentragdo da qual, nas amostras utilizadas, encontrava-se abaixo do limite de deteccao.
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Os coeficientes de variacdo intra- e entre-dias obtidos no célculo da precisdo do

método estdo sumarizados na tabela 4 ¢ 5 e estdo de acordo com o esperado (< 20%)

(UNITED STATES, 2001).

Tabela 4- Célculo da precisdo intra-dia em quintuplicata apresentando a média (picomoles),
desvio padrao (SD), erro médio padrao (SEM) e coeficiente de variacao (CV) das medidas

Precisdo intra-dia

SPD SPM
DIAS 1 2 3 DIAS 1 2 3
MEDIA 287.8 291,5 236,7 MEDIA 126,2 115,7 83,19
SD 3,234 11,45 5,538 ANIMAL 1 SD 24,14 3,884 6,073
SEM 1,867 6,612 2,477 SEM 13,94 2,746 3,037
Cv 1,12% 3,93% 2,34% (0% 19,13% 3,36% 7,30%
DIAS 1 2 3 DIAS 1 2 3
MEDIA 229,2 268,2 254,6 MEDIA 84,21 117,8 104,1
SD 5,739 22,53 15,02 ANIMAL 2 SD 4,759 10,41 11,54
SEM 2,869 10,08 6,718 SEM 2,128 4,655 5,161
Cv 2,50% 8,40% 5,90% Ccv 5,65% 8,84% 11,08%
DIAS 1 2 3 DIAS 1 2 3
MEDIA 2774 2434 2183 MEDIA 69,96 163,5 39,01
SD 25,44 8,075 2,814 ANIMAL 3 SD 11,57 20,09 0,891
SEM 11,38 4,038 1,625 SEM 5,176 11,6 0,4455
Cv 9,17% 3,32% 1,29% (0% 16,54% 12,29% 2,28%

Tabela 5- Célculo da precisao entre 3 dias (n = 15) apresentando a média (picomoles), desvio
padrao (SD), erro médio padrao (SEM) e coeficiente de variacao (CV) das medidas

Precisdo entre-dias

SPD SPM
MEDIA 267,40 101,70
ANIMAL 1 SD 29,40 19,73
SEM 8,16 6,24
Ccv 10,99%  19,40%
MEDIA 249,10 102,00
SD 24,52 16,71
ANIMAL 2 SEM 6,33 4,31
Ccv 9.84%  16,37%
MEDIA 252,60 73,44
ANIMAL 3 SD 36,89 10,47
SEM 9,53 3,70
Ccv 14,60% 14,26%
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4.1.3 Recuperacéo

Para a andlise da recuperagdo das poliaminas, foi utilizado o cérebro inteiro de um rato
Wistar macho. Para os estudos de recuperagdo, 15 amostras de uma solu¢gdo homogénea,
obtida pelo mesmo processo de extracdo tecidual descrito acima, foram analisadas em
triplicata com ¢ sem adicdo de conhecidas quantidades de padrdes de poliaminas. As

recuperagdes foram de 92,56% para a espermidina e 84,47% para a espermina.

4.1.4 M odificagbes no método par a deteccdo da putrescina

O maior volume de injecdo da amostra no HPLC, passando de 20 pL para 30 pL., com
conseqiiente aumento da massa injetada de 1,5 vezes, nao resultou em sucesso na detec¢ao da
putrescina nas amostras de tecido cerebral. Posteriormente, na tentativa de detec¢do da
putrescina, concentramos a amostra de tal forma que a massa injetada quintuplicou. Para
tanto, a dilui¢@o original com salina proposta por Loser, Wunderlich e Folsch (1988) de 1:20
foi reduzida para 1:10 e o volume de PCA reduzido da propor¢ao original de 2,8:1 (volume
homogenato/volume de PCA) para 1,2:1. O volume de padrdo interno a ser adicionado
permaneceu na mesma propor¢ao original que € de 1/5 do volume do homogenato. Assim, por
exemplo, a um volume de homogenato de 250 uL, originalmente tinhamos que adicionar 50
uL de padrao interno, o que mantivemos, ¢ 700 uL de PCA, o que foi mudado para 300uL.
Finalmente, para elevar a massa injetada de 5 vezes, injetamos 30 uL no HPLC. Estas

alteracdes no método tiveram sucesso na detec¢do da putrescina.

4.1.5 Limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de detecg¢do para cada poliamina foram calculados considerando-se um
nivel de sinal/ruido maior que 2:1. Assim, obtivemos os seguintes limites de detec¢do: 0,11
picomoles para a PUT, 27,56 picomoles para a SPD e 20,69 picomoles para a SPM.

O limite de quantificagdo, a menor concentracdo de analito que fornece uma respota
que pode ser quantificada acuradamente, foi de 0,22 picomoles para a PUT, 76,44 picomoles

para a SPD e 51,40 picomoles para a SPM, observando-se uma relagdo sinal/ruido de 10:1.

4.2 Peso dos animais

O peso dos animais durante a lactagdo e pos-lactagdo estd descrito na tabela 6. A ANOVA
ndo mostrou diferengas no peso ao nascer [F(1,13) = 0,31; p > 0,05] dos animais designados as
diferentes condi¢des de dieta. Entretanto, ao final do periodo de lactagdo, no vigésimo primeiro

dia de vida, houve efeito significativo de dieta [F(1,100) = 466.36; p < 0.001], com menor peso
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entre os desnutridos. Além disso, houve efeito significativo de estimulagdo [F(1,100) = 7,75; p <
0,01], com menor peso entre os estimulados, quando comparados com os nao estimulados, entre
os bem nutridos. Finalmente, houve significativa intera¢do entre dieta e estimulacdo [F(1,100) =
4,61; p < 0,05]. Aos 35 dias de vida, houve apenas efeito significativo de dieta [F(1,100) =

820,42; p <0,001], com menor peso entre os desnutridos.

Tabela 6- Peso médio + SEM dos filhotes ao 0, 21 e 35 dias de vida (n = 96)

grupos dias média + SEM

0 8,87 £0,40
CNE 21 56,53 + 1,89
35 141,8 +4,81
0 8,79 £ 0,87
DNE 21 21,97 £ 0,57
35 27,41 +1,02
0 8,58 + 0,67
CE 21 49,35+ 1,98
35 127,9 + 5,40
0 7,95 + 0,40
DE 21 21,05+0,73
35 27,75+1,14

4.3 Andlise da corticosterona e proteina plasmaticas.

Os resultados das analises estatisticas sobre a CORT estdo representados na tabela 7.
Houve efeito significativo de dieta [F(1,88) = 57,89, p<0,001] com os desnutridos
apresentando valores mais elevados de CORT quando comparados com os animais bem
nutridos. Houve também efeito significativo do teste [F(1,88) = 9,70, p<0,05] com os animais
testados apresentando niveis mais elevados de CORT quando comparados aos animais ndo

testados. Nenhum efeito de estimulacao foi observado.

Tabela 7- Concentragao da CORT plasmatica (ug/dL) nos diferentes grupos experimentais (n
=96)

CORT (média + SEM)
Grupos pg/dL Grupos pg/dL
CNENT 0,78 + 0,08 DNENT 8,51 +1,43
CNET 4,33+ 0,46 DNET 14,55 + 1,08
CENT 4,15+0,79 DENT 9,24+ 1,54
CET 5,81+0,83 DET 829+1,76

ANOVA + Newman-Keuls “post-hoc”: dieta vs. estimulaggo [F(1,88) = 9,48, p
= 0,002]: CNE < CE (p < 0,05), CNE < DNE (p < 0,001), CE < DE (p <
0,001), DE < DNE (p < 0,05); estimulacdo vs. teste [F(1,88) = 7,25, p =
0,008]: NENT < NET (p <0,001), ET <NET (p < 0,05).
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Foi observada interagdo significativa entre dieta e estimulacao [F(1,88) = 9,49,
p<0,01]. Analise post-hoc pelo teste de Newman-Keuls mostrou que a estimulagdo ambiental
aumentou significativamente a CORT entre os bem nutridos (p<0,05) enquanto diminuiu
significativamente nos desnutridos (p<0,01). Houve também interacdo significativa entre
estimulacdo ¢ teste [F(1,88) = 7,25; p<0,01] com a analise post-hoc pelo teste de Newman-
Keuls mostrando significante aumento da CORT como resultado do teste nos animais nao
estimulados (p<0,05) enquanto o teste ndo altera os niveis de CORT entre os animais
estimulados.

Os resultados das analises estatisticas da proteina plasmatica total estdo representados

na tabela 8.

Tabela 8- Concentragdo da proteina plasmatica (g/dL) nos diferentes grupos experimentais (n
=96)

Proteina plasmatica (média + SEM)

Grupos g/dL Grupos g/dL
CNENT 6,99 +£0,19 DNENT 4,44 +0,22
CNET 5,71 £0,26 DNET 4,37 +0,30
CENT 6,41 £0,10 DENT 5,11+0,24
CET 6,34 +£0,21 DET 4,37+0,29

ANOVA + Newman-Keuls “post-hoc”: dieta vs. estimulagdo vs. teste [F(1,95)
=8,10,p <0,005]: D<C (p<0,001), DNENT < DENT (p < 0,05), CNET <
CNENT (p <0,01).

A analise da proteina plasmatica total mostrou efeito significativo de dieta [F(1,95)
=117,76, p<0,001] com os bem nutridos apresentando valores mais elevados quando
comparados aos desnutridos. Houve também efeito significativo de teste [F(1,95) = 10,72,
p<0,001] com os animais testados apresentando niveis mais baixos de proteina plasmatica
quando comparados com os nao testados. Finalmente, houve também interacdo significativa
entre dieta, estimulacdo e teste [F(1,95) = 8,10, p<0,05]. A analise post-hoc mostrou que o
teste no LCE diminuiu os niveis de proteina plasmatica nos animais bem nutridos nado

estimulados (p<0,05) mas nao afetou os bem nutridos estimulados.

4.4 Andlise da proteina tecidual

Os resultados da determinacdo da proteina tecidual no cortex frontal, estriado e
hipocampo estdo representados na tabela 9. No cortex frontal ndo houveram diferengas devido
a dieta, estimulagdo ou teste, mas foi demonstrado interagdo significante entre estimulagao e

teste [F(1,83) = 5,61, p<0,05]. A analise post-hoc mostrou que o teste no LCE diminui
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significativamente os niveis de proteina tecidual entre os animais ndo estimulados (p<0,05),
sem diferenca nos estimulados. No estriado nao houveram diferencas significativas devido a
dieta e estimulacdo, mas houve efeito significante do teste [F(1,68) = 4,06, p<0,05]
apresentando os animais testados no LCE menores niveis de proteina tecidual quando
comparado com os ndo testados. Houve também interacdo significativa entre dieta e
estimulagdo [F(1,68) = 4,19, p<0,05] com a analise post-hoc mostrando que a estimulagdo
aumentou significativamente os niveis de proteina nos bem nutridos (p<0,05) enquanto

diminuiu nos desnutridos (p<0,05).

Tabela 9- Concentracdo (média =+ SEM) da proteina tecidual (mg/g) nos diferentes grupos
experimentais (n = 96) no cortex frontal (CF), estriado (ES) e hipocampo (HC)

Grupos (CF) Proteina (mg/g tec.)

AxB A B
CNENT x CNET 236,4 + 50,23 * 124,1 £20,71
CENT x CET 208,5 + 32,80 254,77+ 32,54
DNENT x DNET 220,6 +£ 29,24 * 159,2 + 13,46
DENT x DET 193,8 + 18,18 171,1 £9,54

ANOVA + Newman-Keuls “post-hoc”: estimulagdo vs. teste
[F(1,83) = 5,61, p <0,05]: NET < ET (p <0,05), NET < NENT

(p <0,05).
Grupos (ES) Proteina (mg/g tec.)
AxB A B
CNENT x CNET 230,2+61.93 * 119,6 £ 16,25
CENT x CET 264,9 £ 52,19 2427+ 27,42
DNENT x DNET 218,5+39,75 * 144,7 +£22,16
DENT x DET 155,3+ 16,58 136,4 + 28,54

ANOVA + Newman-Keuls “post-hoc”: teste [F(1,68) = 4,06; p <
0,05]; dieta vs. estimulacdo [F(1,68) = 4,19, p <0,05]: CE > DE

(p <0,05).
Grupos (HC) Proteina (mg/g tec.)
AxB A B
CNENT x CNET  233,8 £46,42 ** 85,19+ 12,1
CENT x CET 236,7 + 35,56 267,9 £ 40,4
DNENT x DNET  296,1 £47,16 ** 1444+ 12,26
DENT x DET 1929+11,11 175,9 +£21,29

ANOVA + Newman-Keuls “post-hoc”: dieta vs. estimulagio
[F(1,85)=17,33,p <0,01]: CNE < CE (p < 0,05); estimulagdo vs.
teste [F(1,85) = 10,96, p < 0,001]: NENT>NET (p < 0,001), ET
>NET (p <0,01).

No hipocampo, nao houveram diferengas significativas devido a dieta ou estimulagao,

mas houve efeito significativo de teste [F(1,85) = 9,07, p<0,01] com os animais testados no
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LCE apresentando menores niveis de proteina tecidual quando comparados com os nado
testados. Houve também interacdo significativa entre dieta e estimulagdo [F(1,85) = 7,33,
p<0,01] com a analise post-hoc mostrando que a estimulagdo aumentou significativamente os
niveis de proteina tecidual entre os bem nutridos (p<0,05) enquanto diminuiu entre os
desnutridos (p<0,05). Finalmente, houve intera¢do significativa entre estimulacdo e teste
[F(1,85) = 10,96, p<0,001] com a analise post-hoc mostrando que o teste no LCE diminuiu
significativamente os niveis de proteina tecidual entre os animais ndo estimulados (p<0,05)

enquanto aumentou entre os estimulados (p<0,05).

4.5 Andlise das poliaminas

As medidas das concentracdes teciduais de putrescina, espermidina e espemina estdo
representadas nas tabelas 10 e 11. A putrescina ndo foi detectada no cértex frontal e estriado. No
hipocampo, houve apenas efeito significante de dieta [F(1,32) = 17,67, p<0,01], com os animais
desnutridos apresentando maior concentragdo quando comparado com os bem nutridos.

Em relacdo a espermidina, no cortex frontal houve efeito significativa de estimulacio
[F(1,91) = 7,28, p<0,01] e interagdo significativa entre estimulacdo e teste [F(1,91) = 12,67,
p<0,001]. A analise post-hoc mostrou que enquanto o teste no LCE diminuiu a espermidina
nos animais nao estimulados, houve aumento nos estimulados (p<0,05). No estriado houve
apenas interagdo entre estimulagdo e teste [F(1,94) = 4,06, p<0,05], com analise post-hoc
mostrando que enquanto o teste no LCE aumentou a espermidina nos animais estimulados, ela
diminuiu nos ndo estimulados (p<0,05). Nenhum efeito foi observado no hipocampo. Em
relagdo a espermina, no cortex frontal houve efeito significativo do teste [F(1,89) = 23,34,
p<0,001), com os animais testados apresentando valores menores quando comparados com o0s
ndo testados (p<0,05). Houve também interacdo significativa entre dieta, estimulagdo e teste
[F(1,89) = 4,56, p<0,05]. No estriado houve efeito significante de dieta [F(1,91) = 6,77,
p<0,05]. Houve também significante interagdo entre dieta e estimulacao [F(1,91) = 14,46,
p<0,001] e entre dieta e teste [F(1,91) = 7,71, p<0,05]. A analise post-hoc mostrou que
enquanto ambos a estimulacdo ambiental e o teste no LCE aumentaram os valores de
espermina entre os bem nutridos, estes fatores sofreram queda nos desnutridos (p<0,05). No
hipocampo houve efeito de teste no LCE [F(1,93) = 7,92; p<0,01], os animais testados
apresentando menor valor de espermina quando comparado com os ndo testados (p<0,05).
Houve também interagdo significativa entre dieta e estimulacao [F(1,93) = 17,33; p<0,001], a
estimulacdo ambiental aumentando os valores de espermina nos bem nutridos, enquanto

produzindo decréscimo nos desnutridos (p<0,05).
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Tabela 10- Concentragcdes (média £ SEM) de poliaminas putrescina (PUT), espermidina
(SPD), e espermina (SPM) em nanomoles por grama de tecido no cortex frontal, estriado e
hipocampo dos grupos de animais bem nutridos. A putrescina nao foi detectada (n.d.) no

cortex frontal e estriado

Cortex Frontal CNENT CNET CENT CET
PUT n.d. n.d. n.d. n.d.
SPD 280,3 +£ 26,56 ** 201,4+229 296,9 +£2421 308,7 £ 35,16
SPM 343,8 £+ 39,44 *** 159,4 +£27,12 284,8 £ 29,84 319,3 + 38,94

SPD+SPM 624,1 £ 61,41 *** 353,2+47,17 581,7 £43,52 628,1 + 73,87
SPD/SPM 0,878 £ 0,08 1,35+0,19 * 1,18+£0,14 0,98 £0,02
Estriado CNENT CNET CENT CET
PUT n.d. n.d. n.d. n.d.
SPD 389,3 £46,1 385,8+£29,97 431,7 £ 23,59 460,4 + 43,49
SPM 260 £ 29,7 271,9 £48,75 297,8+£22.22 362,8 36,96
SPD+SPM 649,3 £ 66,71 657,8 £73,92 729,5 £ 34,6 823,2+72,33
SPD/SPM 1,6 £0,2 2,2+0,5 1,6 £ 0,1 1,2+0,1
Hipocampo CNENT CNET CENT CET
PUT 0,82 +0,17 0,63 + 0,004 1,23 £0,24 1,23 £0,17
SPD 410 £48,42 401,1+41,26 489.,7 + 40,67 452 £59,94
SPM 319,8 £41,54 255,1+£49,11 360,4 + 29,89 339,54+ 35,93
SPD+SPM 729,8 + 87,68 656,2 + 85,17 850 + 62,84 815,4+93,95
SPD/SPM 1,35+0,1 2,5+0,5* 1,3+0,1 1,4+0,1

Tabela 11- Concentragcdes (média + SEM) de poliaminas putrescina (PUT), espermidina
(SPD), e espermina (SPM) em nanomoles por grama de tecido no cortex frontal, estriado e
hipocampo dos grupos de animais desnutridos. A putrescina ndo foi detectada (n.d.) no cortex
frontal e estriado

Coértex Frontal DNENT DNET DENT DET
PUT n.d. n.d. n.d. n.d.
SPD 312,4 £ 8,29 ** 206,9 + 35,57 2644+ 18,4 327,8 £18,65
SPM 368.,9 + 14,84 ** 218,7+ 31,3 267,8 26,69 * 153,2+ 16,92

SPD+SPM 681,3 £19,91 **=* 407,3 £ 64,11 532,2 +41,42 481 £28.4
SPD/SPM 0,85+ 0,03 0,84 + 0,06 0,98 £ 0,07 2,34 £0,19 ***
Estriado DNENT DNET DENT DET
PUT n.d. n.d. n.d. n.d.
SPD 4743 + 32,72 * 3169 +47,17 4144+ 304 4424 + 49,1
SPM 332,8 £20,33 * 255+ 44,18 233,1+27,74 * 129,8 £ 10,13
SPD+SPM 807,1 £48,36 * 571,8 + 87,86 629,5 £43,17 587,8 £ 65,45
SPD/SPM 1,4+0,1 1,3+0,1 1,9+0,2 3,3+£0,4 ***
Hipocampo DNENT DNET DENT DET
PUT 1,40 £0,12 2,26 +0,38 * 1,36 £0,15 2,05+0,56
SPD 522 £20,51 ** 348,6 £ 39,07 398,7 + 38,27 409.4 + 40,5
SPM 406,6 £ 25,07 ** 281,5+ 37,62 234 +£32,94 ** 164,2 £ 17,06
SPD+SPM 928,6 35,44 * 630 + 74,95 632,8 + 57,38 573,5 +£44,92
SPD/SPM 1,3+0,08 1,3+£0,07 1,9+03 2,7+0,3
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Os dados do “pool” de espermidina e espermina [SPD+SPM] no coértex frontal
mostrou efeito significativo de teste [F(1,90) = 14,28, p<0,001], com os animais testados
apresentando menores valores quando comparados com os ndo testados. Houve também
interagdo significativa entre dieta e estimulagdo [F(1,90) = 4,48, p<0,05] e entre estimulacdo e
teste [F(1,90) = 13,78, p<0,001]. A analise post-hoc mostrou que enquanto a estimulagdo
ambiental aumentou a [SPD+SPM] entre os bem nutridos, ela produziu uma diminui¢ao nos
desnutridos (p<0,05). A analise post-hoc também mostrou que enquanto o teste no LCE
diminuiu a [SPD+SPM] entre os ndo estimulados, ela ndo alterou os valores entre os
estimulados (p<0,05). Em relacdo aos valores de [SPD+SPM] no estriado, houveram
significantes interagdes entre dieta e estimulagdo [F(1,92) = 5,25, p<0,05] e entre dieta e teste
[F(1,92) = 4,55, p<0,05]. A analise post-hoc mostrou que enquanto ambos, estimulagdo
ambiental e teste aumentaram os valores entre os bem nutridos, tais fatores diminuiram a
concentragdo de [SPD+SPM] nos desnutridos (p<0,05). Os dados da [SPD+SPM] no
hipocampo mostraram efeito significativo de teste [F(1,93) = 5,39, p<0,05] com os animais
testados apresentando menores valores quando comparados com os ndo testados. Houve
também interagdo significativa entre dieta e estimulagdo [F(1,93) = 9,90, p<0,05], com analise
post-hoc evidenciando que, enquanto a estimulagdo aumentou a [SPD+SPM] entre os bem
nutridos, tais fatores diminuiram a [SPD+SPM] entre os desnutridos (p<0,05).

Finalmente, os dados da razdo espermidina/espermina no cortex frontal mostrou efeito
significante de estimulacao [F(1,91) = 20,70, p<0,001], com os animais estimulados
apresentando maiores valores quando comparados com os ndo estimulados, e efeito
significante de teste [F(1,91) = 22,19, p<0,001], com os animais testados apresentando maior
valor quando comparados com os ndo testados. Houve também interagdo significante entre
dieta e estimulagdo [F(1,91) = 24,11, p<0,001], entre dieta e teste [F(1,91) = 9,57, p<0,01] e
entre estimulagdo e teste [F(1,91) = 4,29, p<0,05]. Finalmente, houve interagdo significativa
entre dieta, estimulagdo e teste [F(1,91) = 35,41, p<0,001]. No estriado a analise da razao
espermidina/espermina mostrou efeito significativo de dieta [F(1,92) = 4,11, p<0,05], com os
animais bem nutridos apresentando valores menores quando comparados com os desnutridos.
Houveram também significantes efeitos de estimulagdo [F(1,92) = 4,54, p<0,05], com os
estimulados apresentando maiores valores quando comparados com os ndo estimulados; e
efeito significativo de teste [F(1,92) = 4,98, p<0,05], com os animais testados no LCE
apresentando maiores valores quando comparados com os ndo testados. As interagdes entre
dieta e estimulagdo [F(1,92) = 26,77, p<0,001] e dieta, estimulagdo e teste [F(1,92) = 12,52,

p<0,001] também foram significativos. Finalmente, no hipocampo, a razdo
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espermidina/espermina mostrou efeito significativo de teste [F(1,93) = 6,17, p<0,05], com os
animais testados apresentando maiores valores quando comparados com os nao testados.
Houve também significantes interacdes entre dieta e estimulacdo [F(1,93) = 21,34, p<0,001] e

entre dieta, estimulacao e teste [F(1,93) =5,56, p<0,05].

4.6 Andlise da sintase do éxido nitrico (NOS)

Os resultados das analises das sintases do 6xido nitrico estdo representados nas figuras
4,5, e 6, abaixo. A andlise ndo paramétrica de ambas, a NOS total [r=22,11; df=7;p=0,002] e
a NOS constitutiva [r=20,78;df=7;p=0,004], mostrou diferenca significativa entre os grupos, €
o teste de Mann-Whitney para as comparagdes entre os 28 pares de grupos mostrou que, tanto
para a NOS total (p=0,000) como para a NOS constitutiva (p=0,001), o teste, nos animais
controles ndo estimulados, diminuiu significativamente a atividade da enzima. Nenhuma
diferenca significativa entre os grupos foi observada no teste de Mann-Whitney considerando
p < 0,002 para as dosagens da NOS induzida, embora a elevagdo da atividade da NOS quando
do teste aplicado nos animais desnutridos estimulados aproximou-se da significancia
(p=0,005), assim como a comparagao entre os grupos CENT e DENT (p=0,002), com menor

atividade enzimatica neste tltimo grupo.
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Kruskal-Wallis [r=22,11;df=7;p=0,002];
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4.7 Comportamento no labirinto em cruz elevado

Os dados comportamentais no LCE estdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13- Categorias comportamentais analisadas. Valores representam média + SEM.
Tempo absoluto em segundos. * = efeito de dieta; T = efeito de estimulacao

CATEGORIAS \ GRUPOS CNE DNE CE DE

Entradas braco aberto (%) 20,32 +£4,96 46,3 £ 1,76 *** 28 +1,75 42,3 £ 3,67 ***
Tempo brago aberto (%) 10,46 + 3,61 28,07 £ 3,34 *** 12,99 + 1,86 24,17 £4,0 ***

No. entradas braco fechado 9,25+1,16 8,43 +0,68 12,92 +£ 0,74 **% 8,92 +£0,48
N°. head-dippings 9,5+2,1 15,36 £2,04 * 8,75+0,98 12,25+2,11 *

N°. rearing 9,83 £0,65 * 421+0,55 15,75 £ 0,89 *{1+ 9+ 1,0 7

N°. grooming 2,92 + 0,68 4,86+ 1,29 2,5+0,48 2,83 +£0,6
N°. stretch-attend 10,58 £ 1,46 *** 5,36+ 1,21 18,92 £ 1,38 ***+1 12,5+ 2,11 T+t
Tempo gasto em stretch-attend 38,61 £ 6,0 *** 7,51 +1,95 35,79 £4,2 26,24+ 6,10 t

A porcentagem de entradas nos bragos abertos mostrou efeito significativo de dieta
[F(1,46) =38,70, p<0,001], com os desnutridos apresentando maior numero de entradas quando
comparados aos bem nutridos. Nenhum efeito de estimulacdo ou interagdo entre dieta e
estimulagdo foi observado. Este resultado foi o0 mesmo para a porcentagem de tempo gasto nos
bracos abertos, com efeito significativo apenas de dieta [F(1,46) = 18,66, p<0,001]. O niimero de
entradas nos bragos fechados mostrou efeito significativo de dieta [F(1,46) =9,16, p<0,01], com
os bem nutridos apresentando maior nimero de entradas quando comparados com os desnutridos.
Houve também efeito significativo de estimulagao [F(1,46) = 6,80, p<0,05], com os animais
estimulados entrando mais nos bragos fechados quando comparados com os ndo estimulados.

Os dados sobre o comportamento de “rearing” indicaram efeito significativo de dieta
[F(1,46) = 61,11, p<0,001], com os bem nutridos mostrando maiores valores quando
comparados com os desnutridos. Houve também efeito significativo de estimulagdo [F(1,46)
= 45,75, p<0,001], com os animais estimulados apresentando maiores valores quando
comparados com os nao estimulados.

Quanto ao comportamento de “head-dipping”, foram encontrados significativos efeitos
de dieta [F(1,46) = 6,11, p<0,05], com os desnutridos apresentando maiores valores quando
comparados com os bem nutridos. No comportamento de “stretch-attend” encontrou-se efeito
significativo de dieta [F(1,46) =13,95, p<0,01], com os bem nutridos apresentando maiores
valores quando comparados com os desnutridos. Houve também efeito significativo de
estimulagdo [F(1,46) = 24,66, p<0,001], com os estimulados apresentando maiores valores
quando comparados com os ndo estimulados. Nenhuma diferenca foi observada no

comportamento de “grooming”.
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5DISCUSSAO

Sob as condi¢des cromatograficas de extracdo das poliaminas dos tecidos, utilizadas
conforme descrito por Loser, Wunderlich e Folsch (1988), a putrescina ndo foi detectada por
estar sua concentragdo abaixo dos niveis de deteccdo do método por nds reproduzido. As
medidas tomadas para a concentracao das amostras elevaram a massa final de tecido injetada
no HPLC de 5 vezes, o que tornou a putrescina detectavel e quantificavel nas amostras. As
diferentes propriedades das fases estacionarias das colunas utilizadas neste estudo
(LiChrospher®) e por Loser, Wunderlich e Folsch (1988) (NovaPak®) tais como: diferencas
no tamanho da particula, no tamanho de poro, na area de superficie, na carga de carbono,
maior exposicdo de grupos silandis, com conseqiientes maior hidrofobicidade e maior
polaridade, podem explicar diferengas na eficiéncia para compostos basicos entre as colunas
(COMPARISON..., 2006). Gennaro, Angelino e Gianotti (1999), em estudo sobre a
adequacdo de diferentes colunas cromatograficas com fases estacionarias C18 para a
transferéncia de métodos de interagdo idnica no HPLC, comparando a robustez na
transferéncia de método entre 5 diferentes marcas comerciais, com fases estacionarias
baseadas em silica (RP-18) de 5 um, concluiram que o parametro critico a ser considerado na
troca de colunas entre métodos é o pH da fase movel, que deve ser estritamente controlado
para manuten¢do da performance. Com a coluna LiChrospher®, desvios minimos de até +
2,5% no pH da fase movel sdo tolerados (GENNARO; ANGELINO; GIANOTTI, 1999), o
que procuramos observar. Loser et al. (1999) relata o uso da diluigdo final de 01:10 para a
concentracdo de amostras.

A concentracdo das poliaminas nos tecidos pode ser expressa em nanomoles por
grama de tecido e a normalizagdo em miligramas de proteina fornece resultados similares
como também verificado por Deignan et al. (2007).

Assim como observado por Crnic (1983), o peso dos animais bem nutridos nao
estimulados foi maior que os estimulados, o que poderia ser explicado pela maior
concentragdo de CORT nestes animais, como visto nos resultados.

Os dados mostrados aqui descrevem ainda os efeitos da desnutrigdo protéica e
estimulacdo ambiental sobre o comportamento de ansiedade e a atividade do eixo HPA apos
exposicdo do rato ao LCE. Os animais desnutridos apresentaram nivel de CORT basal
elevado quando comparados aos bem nutridos e responderam com aumento dos niveis de
glicocorticoide circulante apos exposicdo ao LCE, como previamente descrito (FILE et al.,

1994; JACOBSON; ZURAKOWSKI; MAJZOUB et al., 1997; RODGERS et al., 1999;
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SOBOTKA; COOK; BRODIE, 1974). Este resultado confirma que a desnutricdo protéica ¢
um estimulo cronico sobre a atividade do eixo HPA que preserva a responsividade a outros
estressores a0 mesmo tempo em que eleva os niveis basais de glicocorticdides. A estimulagao
ambiental repetitiva, agindo como evento estressor brando, pode estar contribuindo para a
elevagdo dos niveis basais de CORT nos bem nutridos. De acordo com Dallman et al. (1987),
a concentracao basal de CORT ¢ menor que 1 pg/dL em ratos mantidos sem perturbagdo
ambiental com livre acesso a 4gua e alimento. A deprivacdo de agua por 12 ou mais horas
pode elevar a CORT plasmatica a valores entre 5 ¢ 9 pg/dL. (DALLMAN et al., 1987). Esta
elevagdo pode resultar em aumento da atividade central, resultando em elevagdo da secregdo
de CRF e ACTH durante o ciclo normal da fun¢do adrenocortical. Interessante o fato de que
animais submetidos a estimulacdo ambiental ndo apresentaram elevados niveis de CORT
plasmatica apds exposi¢do ao LCE, quando comparados aos animais ndo estimulados,
podendo sugerir que a estimulagdo cronica ambiental desde o inicio da vida (FENOGLIO et
al., 2004) leva a adaptacdes no eixo HPA, que podem incluir a resposta mais rapida ou menos
prolongada da secrecdo de CORT (HESS et al., 1969; JUTAPAKDEEGUL et al., 2003;
PLOTSKY; MEANEY, 1993) e catecolaminas (MEERLO et al., 1999) ap6s a exposi¢do a um
estressor agudo. Este fato pode ser devido a maior sensibilidade do eixo HPA a
retroalimentacao negativa, relacionada a maior expressao de receptores de glicocorticoides no
hipocampo e cortex frontal JUTAPAKDEEGUL et al., 2003). Assim, a elevagdo dos niveis
de CORT plasmatica, como resultado da exposicdo ao LCE, ¢ de menor magnitude ou
apresentou pico mais cedo em ambas as condi¢cdes de dieta nos animais submetidos a
estimulagdo. Os valores menores de proteina plasmadtica total nos desnutridos quando
comparados com os bem nutridos podem sugerir uma maior fra¢do livre de CORT circulante.
Gelfand et al. (1984) reportaram que a elevagdo prolongada de glicocorticoides,
epinefrina e norepinefrina em situagdes de estresse severo, podem contribuir para a perda
massiva de nitrogénio, protedlise muscular e hiper-metabolismo. Wronska et al. (1990)
descreveram que a supressao da elevagao de hormonios catabolicos induzida pelo estresse, em
animais submetidos a depriva¢do alimentar, contribui para o decréscimo das taxas
metabolicas e preservagdo de proteina corporal. O presente estudo descreve a diminuigdo dos
niveis de proteina tissular no cortex frontal, estriado e hipocampo, trinta minutos apos o teste
no LCE em animais ndo estimulados em ambas as condigdes de dieta, um efeito nao
observado em animais previamente submetidos a estimulacdo ambiental. Um melhor “coping”
em situagdes de estresse, que pode estar sendo refletido por uma mais curta, menos

prolongada, elevagao da CORT plasmatica apds exposicdo ao LCE, pode estar contribuindo
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para a auséncia de protedlise na mesma magnitude como a observada em animais nao
estimulados, sendo a observacao da degradagdo protéica apropriada para a quantificacao do
estresse oxidativo (PACIFICI; DAVIES, 1990). E também possivel que, ap6s a exposi¢do ao
LCE, a secrecdo reativa de catecolaminas seja menos intensa ou mais curta (LUCION et al.,
2003), como também descrito por Konarska, Stewart e McCarty (1989) apods exposicao a
estresse cronico intermitente. No presente estudo, a concentracao de proteina plasmatica total
também foi menor apds teste no LCE entre os bem nutridos ndo estimulados.

A ativagdo transitoria do metabolismo das poliaminas no cérebro sob influéncia dos
glicocorticoides, Gilad et al. (2001) referem-se a resposta das poliaminas ao estresse (PSR). A
PSR pode ser considerada como um mecanismo bioquimico celular especifico, demonstrando
a capacidade do cérebro em controlar a homeostase das poliaminas sob situagdes de estresse
unica ou repetidamente apresentadas. Neste trabalho, a reagdo do metabolismo das poliaminas
a exposicao ao LCE foi observada, caracterizando-se pelo decréscimo das concentragdes de
espermidina e espermina, € do “pool” de [SPD+SPM] no cortex frontal entre os bem nutridos
ndo estimulados, e no cortex frontal, estriado e hipocampo, entre os desnutridos nao
estimulados. Nenhuma diferenga foi observada nos niveis de espermidina e espermina nas
trés estruturas nos animais em ambas as condi¢des de dieta em condigdes basais (sem
estimulagdo e sem teste no LCE), sugerindo a plasticidade dos organismos desnutridos na
manutencdo da homeostase das poliaminas. A elevacdo da CORT plasmatica, queda da
concentragdo protéica tecidual e ativagdo do catabolismo das poliaminas em grupos de
animais sob condigdes experimentais similares, principalmente no cortex frontal e hipocampo,
sugerem a interagdo destes fatores na PSR observada. Assim, ao nivel celular, a elevacao da
CORT induz o catabolismo das poliaminas, apds ativagdo da SSAT, com queda na proteina
tecidual pelo estresse oxidativo, com, possivelmente, maior quantidade de poliaminas livres
no citoplasma, seguido de efluxo de N1-acetilespermidina e N1-acetilespermina para o meio
extracelular e consequente diminui¢do do “pool” de [SPD+SPM] e, principalmente,
espermina com ocorréncia ou ndo de variacdo na razdo espermidina/espermina ([SPD/SPM]).
A PSR alterada nos animais previamente submetidos a estimulagdo ambiental seria explicada
pelo diferente “coping” do eixo HPA em diferentes condigdes de estresse, como descrito
acima, a PSR refletindo as mudancgas na concentracao plasmatica de CORT nestes grupos. A
razdo [SPD/SPM] tem sido utilizada como marcador mais confidvel da formagdo de
espermidina a partir da espermina durante o ciclo de inter-conversdo das poliaminas
(SEILER; BOLKENIUS, 1985). Hixson et al. (1994) relataram que a razao [SPD/SPM] ¢é o

indicador menos susceptivel a erros de medida pois ndo depende de uma segunda medida
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para normaliza¢o, como o peso ou o contetido de proteina das amostras. E interessante o fato
de que os animais desnutridos estimulados, mesmo sem significante alteracdo dos niveis de
CORT plasmatica e da proteina tecidual trinta minutos apods exposi¢do ao LCE, os quais
provavelmente voltaram aos seus niveis proximos do controle mais rapidamente do que nos
nao estimulados, mostrarem ativacdo do metabolismo das poliaminas, com elevag¢ao da razio
[SPD/SPM] no cértex frontal e estriado, mas nao no hipocampo, que se mostra como estrutura
mais plastica com queda da espermina e preservacao do conteudo de espermidina.

Wu et al. (1999) relata que a desnutrigdo protéica (5% de caseina) reduziu as
atividades da NOS constitutiva e induzida no cérebro, coracdo, jejuno, pulmio, musculo
esquelético e bagco. Radomski, Palmer ¢ Moncada (1990) relatam que os glicocorticoides
inibem a expressdo da NOS induzida e que esta inibi¢do pode explicar a agdo anti-
inflamatoria destes esterdides. Em relacdo a analise da NOS no hipocampo, observamos a
queda significativa da atividade da NOS total e da NOS constitutiva apos a aplicacao do teste
no LCE apenas nos animais bem nutridos nao estimulados. Possivelmente, aos trinta minutos
apos o teste no LCE, a queda atividade da NOS total e constitutiva ja ndo sdo mensuraveis nos
animais previamente estimulados tendo havido tal queda em menor intensidade ou se
recuperado para niveis dos controles previamente aos trinta minutos, em paralelo ao
comportamento das concentragdes de CORT circulantes acima observados. A queda
significativa da atividade da NOS indica que houve menor produgdo de citrulina marcada a
partir da arginina marcada na amostra de hipocampo analisada no animal testado, o que
parece indicar que o teste no LCE leva ao aumento do metabolismo do 6xido nitrico e que a
NOS foi consumida. Dados metabolicos mais detalhados necessitariam mais experimentos,
como medir a producdo de NO em células de hipocampo controle e testadas cultivadas em
meio apropriado. Situacdes com maior exposi¢do a radicais oxidantes, ou capacidade
antioxidante comprometida, como na queda do “pool” total de poliaminas, conhecidas
antioxidantes (HA et al., 1998; WALLACE, 2000), contribuem para o estresse oxidativo ao
nivel celular (PACIFICI; DAVIES, 1990), fato aparentemente ndo observado na mesma
extensao nos animais estimulados. A inibicao aguda da sintese de 6xido nitrico em ratos induz
ansiodlise no teste no LCE em animais tratados sistemicamente com L-NAME, um inibidor da
sintase do 6xido nitrico (FARIA et al., 1997). A administracdo de doadores de 6xido nitrico
resulta na supressdo da captacdo de poliaminas, sendo a modulacdo do transporte de
poliaminas um processo gradual, mais lento do que a desativacdo da ODC e outras proteinas
por nitrosilagdo (SATRIANO et al., 1999), provavelmente esta sendo a principal agdo do

oxido nitrico contribuindo para a diminui¢ao do “pool” de poliaminas intracelulares apos o
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teste no LCE. Interessante a observagao de baixos niveis de iNOS nos animais desnutridos
estimulados e sua tendéncia a elevacdo apds o teste no LCE (p=0,005), possivelmente
mostrando efeito de sua reposicdo (“turnover”), com aumentada atividade na producdo de
oxido nitrico trinta minutos apds o teste no LCE no material analisado.

O tempo gasto nos bragos abertos do LCE e a porcentagem de entradas nos bragos
abertos sdo indices de ansiedade, enquanto o nimero total de entradas nos bragos fechados
refletem atividade locomotora (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Em relacao as analises
comportamentais no LCE, como ja descrito (MOREIRA et al., 1997), a desnutri¢do protéica
resultou em maior exploracdo dos bragos abertos indicando menor ansiedade e/ou maior
impulsividade. Além disso, foi observado maior nimero de comportamentos de “head-
dippings” e menor niumero de comportamentos de “stretch-attend”, indicando déficits em

comportamentos de avalia¢do de risco nos animais desnutridos.
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6 CONCLUSAO

O método cromatografico altamente sensivel e reprodutivo desenvolvido por Léoser,
Waunderlich e Folsch (1988), utilizado neste trabalho, assim como em outros (LOSER et al.,
1999; TIBERIO; MAIER; SCHIAFFONATI, 2001; WALTERS et al., 1995), mostrou-se
adequado a proposta de andlise das poliaminas.

A desnutricdo protéica elevou o nivel de CORT circulante e diminuiu o contetido de
proteina plasmatica, além de resultar em alteragdes ponderais marcantes.

O teste no LCE elevou a CORT circulante, proporcionou proteodlise tecidual e
diminuiu o “pool” de poliaminas nas estruturas cerebrais estudadas nos animais, sendo que
nos ndo estimulados isto foi detectado aos 30 minutos apds o teste. Provavelmente, nos
animais estimulados tais alteragdes ocorreram previamente ou em menor escala.

A estimulacdo ambiental reduziu a ansiedade avaliada no teste do LCE, tanto nos bem
nutridos como nos desnutridos.

Em conclusdo, a estimulacdo ambiental pode ser considerada importante agente

antioxidante.
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Abstract

The present study investigated the effects of protein malnutrition and environmental stimulation on biochemical and behavioral
parameters in rats. The concentrations of polyamines in the frontal cortex, striatum, and hippocampus, as well as plasma corticosterone
levels, were measured. The exploratory behavior was analyzed using the elevated plus-maze (EPM) test. Rats received either
16% (well-nourished - W) or 6% (malnourished - M) protein diets and were divided into stimulated or non-stimulated groups.
Malnutrition increased corticosterone levels and decreased plasma protein and anxiety. Non-stimulated rats tested in the EPM
had increased corticosterone levels and decreased frontal cortex, striatum and hippocampus protein and polyamines contents.
Stimulation decreased open arm entries in the EPM in M animals and increased closed arm entries in the W ones. Stimulation
increased frequency and time spent in risk-assessment behaviors. These results suggest that both malnutrition and EPM testing are
distressing situations, as indicated by increased corticosterone levels. These results are consistent with lower anxiety and/or higher
impulsiveness in M animals. Keywords: malnutrition, polyamines, corticosterone, elevated plus-maze, anxiety.
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Introduction

Malnutrition is a worldwide problem that affects
millions of newborns and children during the most
vulnerable stages of cerebral development, impairing
several maturational events and leading to morphological,
neurochemical, behavioral, and cognitive alterations
(Levitsky & Strupp, 1995; Morgane, Mokler, & Galler,
2002). Experimental studies in animals indicate that both
malnutrition and sensory deprivation affect learning and
memory. On the other hand, the appropriate dietary
restoration and environmental stimulation can help to
prevent and/or partially reduce these effects (Schanberg,
Butler, & Suskind, 1978).
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Prolonged protein malnutrition in the rat leads to
decreased 5-HT1, serotonin receptor expression and
decreased neurogenesis in the central nervous system
(Mirescu, Peters, & Gould, 2004), hippocampal atrophy
(Lister et al., 2005) and decreased glucocorticoid
receptor density in the hippocampus (de Kloet, Oitlz, &
Joéls, 1999), with consequent changes in the negative
feedback regulation of corticosterone (CORT) upon the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis and maintained
elevation of plasma adrenocorticotropin and CORT levels
(Jacobson, Zurakowski, & Majzoub, 1997). Malnutrition
also contributes to hypothyroidism (Ramos, Lima,
Teixeira, Brito, & Moura, 1997), low levels of brain
derived neurotrophic factor (BDNF) (Mesquita, Pereira,
& Andrade, 2002) and decreased activity of ornithine
decarboxylase (ODC) (Schertel & Eichler, 1991), a
regulatory, limiting of polyamine synthesis enzyme and a
marker of cellular proliferation and differentiation (Pegg,
1988; Tabor & Tabor, 1984).

The polyamine metabolism complexity and the
variety of compensatory mechanisms involved in the
maintenance of its homeostasis support their critical role in
cellular survival. Historically the ornithine decarboxylase
(ODC; EC 4.1.1.17) and the spermidine/spermine-N'-
acetyltransferase enzymes (SSAT; EC 2.3.1.57) have been
considered as regulators of biosynthesis and catabolism
of polyamines, respectively. ODC is a highly inducible
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cytosolic enzyme that responds to trophic stimuli, with
a half-life lasting from 10 minutes to one hour. ODC is
subject to positive and negative feedback regulation by
polyamines: polyamine high concentration decreases while
polyamine low concentration increases the enzyme activity.
This regulation is under the influence of antizyme induction
- an ODC specific inhibitor (Hayashi & Murakami, 1995)
with a half-life shorter than 30 minutes - as the result of
the intracellular increase of polyamines (Pegg, 2006). Both
spermine and spermidine are substrata for and inductors
of SSAT, with spermidine being approximately three times
more efficient as substratum than spermine (Wallace,
Fraser, & Hughes, 2003). SSAT has a half-life lasting from
20 to 40 minutes and is quickly inducible. Ientile, De Luca,
Di Giorgio and Macaione (1988) reported the ODC and
SSAT induction in the hippocampus and cerebellum by
CORT, with striking increase of putrescine and a small
decrease in spermidine concentration, probably due to the
N'-acetylspermidine slow cleavage by polyamine oxidase
(PAO). According to Ientile et al. (1988), the synthesis
of the ODC enzyme would be the inducing mechanism
(peak of induction around six hours after glucocorticoid
administration), even though the short latency period for
its onset suggests alternative mechanisms. The action
of agmatine, produced by arginine decarboxylase with
its inductive action upon antizyme (Dudkowska et al.,
2003), the nitric oxide inhibition upon ODC activity
(Satriano, Ishizuka, Archer, Blantz, & Kelly, 1999), and the
polyamine influx from the extracellular space may all be
involved in these fast alternative mechanisms. Polyamine
transportation into the cell and the N'-acetylspermidine,
spermidine and putrescine exportation contributes to the
polyamine homeostasis, spermine not being exported
by the cell (Seiler, 2004). Only the free fraction of
polyamines, about 10% of the intracellular amount
(Igarashi & Kashiwagi, 2000), is catabolized and excreted
by mammal cells (Hyvonen, 1989). Fogel-Petrovic,
Vujcic, Miller and Porter (1996) reported that, despite
the fact that the intracellular concentration of polyamines
is in the millimolar range and that there is SSAT mRNA
in excess, the translation is not activated unless there
is a cellular polyamine influx. The polyamine influx
seems to be controlled by intracellular concentrations of
polyamines (Shappell, Fogel-Petrovic, & Porter, 1993).
There are several behavioral consequences of
malnutrition, and some authors have shown that
malnutrition leads to reduced environmental exploration,
increased locomotor activity, and low thresholds to
aversive stimuli (shocks, intense light, cold water),
characterizing an intensified emotional reaction
(Almeida et al., 1994; Moreira, de Araujo, de Oliveira,
& Almeida, 1997; Rocinholi, Almeida, & de Oliveira,
1997). Increases in the number of entries and in the
time spent on the open arms of the elevated plus-maze
suggest that the low protein diet causes a permanent
increase in impulsiveness and/or a greater tendency to
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explore the open arm novelty, an indicative of lower
anxiety (Almeida et al., 1994).

The use of environmental stimulation was shown
to be a useful technique to reduce the impairments
produced by early malnutrition or by environmental
isolation (Rosenzweig, Bennet, & Diamond, 1972).
Environmental stimulation increases glucocorticoid
receptor expression in the hippocampus and frontal
cortex of rats (Jutapakdeegul, Casalotti, Govitrapong,
& Kotchabhakdi, 2003), changing the regulation of the
hypothalamic synthesis of the corticotrophin-releasing
factor (CRF) and the HPA axis reactivity to stress (Ladd,
Owens, & Nemeroff, 1996).

Thus, the main objective of the present work was
to study the biochemical alterations in polyamine
(putrescine, spermidine, and spermine) concentration
inthe frontal cortex, striatum and hippocampus; as well
as the plasma CORT levels and behavioral alterations
in rats submitted to early protein malnutrition and
environmental stimulation, following exposure to the
elevated plus-maze test.

Methods

Animals

Male Wistar (Rattus norvegicus) rats from the
animal colony of the Ribeirdo Preto Campus of the
University of Sdo Paulo were used. Each litter was
culled to 6 male and 2 female pups on the day of birth.
The dams and the pups were housed in transparent
plastic cages (40 x 30 x 20 cm) and assigned randomly
to a 6% or a 16% protein ad libitum diet. The diets
were offered during lactation to both mother and
nestlings, and post-lactation phases until day 35 of
age. During lactation, the whole litters were weighed
on days 0, 7, 14 and 21 of life, while in the post-
natal period the animals were individually weighed
on days 21, 28 and 35.

The diets were prepared according to the nutrient
proportions recommended by the AIN (American
Institute of Nutrition) and AOAC (Association of Official
Agricultural Chemists) as described by Reeves, Nielsen
and Fahey (1993) and Rocinholi et al. (1997). Briefly, the
protein-deficient diet contained approximately 8% casein
(6% protein), 5% salt mixture, 1% vitamin mixture, 8%
corn oil, 0.2% choline, and 77.8% corn starch (w/w). The
regular protein diet contained approximately 20% casein
(16% protein), 60.8% corn starch and the same percentage
of the other constituents as the protein-deficient diet. The
two diets were supplemented with L-methionine (2.0 g/kg
protein) since casein is deficient in this amino acid.

The animals were divided into litters according to
three variables. The first variable was the diet condition,
with well-nourished (W) animals receiving a 16% and
malnourished (M) animals receiving a 6% protein diet.
The second variable was the stimulation condition, with
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animals submitted (S7) or not (S°) to environmental
stimulation. The third variable was the test condition,
with animals being submitted (T*) or not (T) to the
EPM. This experimental design produced the following
8 groups of conditions WS'T, WST*, WS'T, WS*T*,
MST, MST", MS'T and MS'T".

After weaning, the male animals were placed in
individual cages of polypropylene measuring 30 x 19
x 13 cm, according to the distribution of the above
groups (n = 12 per group). During all this period the
groups submitted to stimulation received environmental
stimulation, which consisted of holding the nestling with
one hand and sliding the thumb of the other hand on the
back of the animal in the cephalo-caudal direction for
three minutes, followed by sonorous stimulation with
sounds of 3KHz and 70 dB for 3 minutes at regular
intervals of 24 seconds. On the 36" day of life the
tested groups were submitted to the EPM and, after 30
min, removed from the home cage and decapitated. All
groups were decapitated in the morning between 08:00
a.m and 10:00 am, observing the nadir period of the
HPA axis (Guillemin, Dear, & Liebelt, 1959).

After decapitation the animals had their blood collected
for CORT analysis, and the frontal cortex, striatum and
hippocampus were quickly dissected. The samples, after
fresh weighing, were frozen to -70 °C, a procedure that
permits a storage of the material for at least six months
(Halline, Dudeja, & Brasitus, 1989).

The animals were maintained on a 12:12-h light/dark
cycle (lights on at 6:00 am) with room temperature kept at
23-25°C,and with free access to water and food throughout
the experiment. The experiments were performed in
compliance with the recommendations of the Brazilian
Society of Neuroscience and Behavior (SBNeC), which
are based on the US National Institutes of Health Guide
for Care and Use of Laboratory Animals.

Behavioral Analysis

The behavioral analysis was conducted in the EPM
apparatus. The EPM was made of wood and consisted of
two open arms (50 x 10 cm) opposite to each other, crossed
by two enclosed arms (50 x 10 x 40 cm), with an open
roof (Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985). The maze was
elevated 50 cm from the ground. Fluorescent ceiling light
(40 W) provided the only illumination in the experimental
room. All the tests occurred in the morning between 08:00
and 10:00 am. The animals were individually placed in the
center of the maze, facing an enclosed arm, and allowed
to explore for 5 minutes. The experimental sessions were
recorded by a video-camera mounted vertically above the
EPM and afterwards analyzed using the software X-Plo-
Rat 2005 version 1.1.0, developed in the Laboratory
of Exploratory Behavior of the Faculty of Philosophy,
Sciences and Letters of Ribeirdo Preto (USP), available
at http://scotty.ffclrp.usp.br. The following behaviors
were analyzed: 1) percentage of open arm entries (an arm
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entry defined as the rat having all four paws into an arm),
2) time spent in the open arms, 3) closed-arm entries,
4) rearing (rising on the hind paws), 7) head-dipping
(scanning over the sides of the maze toward the floor),
8) stretch-attend posture (forward elongation of head and
shoulders followed by retraction to the original position).
The behavioral categories stretch-attend posture and head-
dips have been previously described as risk-assessment
behaviors (Moreira et al., 1997).

Biochemical Analysis

Polyamines

Afterhomogenizing and deproteinizing, each sample
was filtered and analyzed with HPLC, using ion-pair
reversed phase chromatography with o-ftaldialdehyde
post-column derivatization, as described previously
(Loser, Wunderlich, & Folsch, 1988), and modified for
a final dilution of 1/10. The results were described in
nanomoles per gram of tissue. The normalization to
milligrams of protein for each sample was accomplished
and supplied similar results.

Corticosterone analysis

Plasma CORT levels were obtained through a specific
radio-imunoassay method, after ethanol extraction,
as previously described (Elias, Antunes-Rodrigues,
Elias, & Moreira, 1997; Elias, Elias, Castro, Antunes-
Rodrigues, & Moreira, 2004). The anti-corticosterone
antibody was kindly supplied by Dr. José Gilberto Vieira
(Federal University of Sdo Paulo, Brazil) and the 1,2,6,7
3H corticosterone was bought from GE Healthcare Life
Sciences (USES). The assay sensibility and the intra and
inter-assay coefficient variations were 0.4 pg/dL, 5.1%
and 8.4%, respectively.

Table 1. Mean weight + SEM of nestlings at 0.21 and 35 days of life

groups days mean + SEM
0 8.87 £ 0.40

WS 21 56.53 £ 1.89
35 141.8 +4.81

0 8.79 £ 0.87

MS 21 21.97+£0.57
35 27.41 +1.02

0 8.58 £0.67

Wws* 21 49.35+1.98
35 127.9 £5.40

0 7.95+0.40

MS* 21 21.05+0.73
35 27.75+1.14
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Table 2. Plasma CORT concentration (ug/dL) in the
experimental groups (n = 96)

CORT (mean + SEM)

groups png/dL groups pg/dL

WST 0.78 £ 0.08 MST 8.51+£1.43
WST* 4.33+0.46 MST* 14.55+1.08
WS'T 4.15+0.79 MS'T 924 +£1.54
WST* 5.81+0.83 MS'T* 8.29+£1.76

Protein analysis

The Coomassie blue method with the Dye Reagent
Concentrate (BIO-RAD Protein Assay) and bovine
albumin (Pierce Protein assay reagents) was used
(Bradford, 1976) for tissue and plasma protein dosage.

Statistical analysis

Statistical analysis, using the Statistica® software,
was conducted applying a 3-factor analysis of variance
(ANOVA), with diet, stimulation and test conditions as
main factors. When appropriate, post hoc comparisons
were made using the Newman-Keuls test. The level of
significance was set at 0.05.

Results

Body weight

The weights of the animals during lactation and
post-lactation are presented in Table 1. The ANOVA
did not show differences in birth weight [F(1,13)
= 0.31; p > 0.05] of animals designed to different
diet conditions. However, at the end of the lactation
period (21 days of age) there was a significant effect
of diet [F(1,100) = 466.36; p < 0.001], with lower

Table 3. Plasma protein concentration (g/dL) in the
experimental groups (n = 96)

Plasma protein (mean = SEM)

Groups* g/dL groups g/dL

WST 6.99 + 0.19%* MST 4.44+£0.22%
WST* 5.71£0.26 MST* 4.37+0.30
WS'T 6.41+£0.10 MS'T 5.11+0.24

WS T* 6.34+0.21 MS* T 4.37+0.29

* p < .05 compared to malnourished groups; ** p < .05
compared to WST*; and #p < .05 compared to MS™T.
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Table 4. Tissue protein concentration in mg/g of tissue
(mean + SEM) in the frontal cortex (FC), striatum (ST) and
hippocampus (HC) of the experimental groups (n = 96)

groups (FC) protein (mg/g)
AxB A B
WS-T-x WS-T+  236.4+50.23 * 124.1 +20.71

WSHT-x WS+T+  208.5+32.80 254.7+32.54

MS-T- x MS-T+ 220.6 £29.24 * 159.2 +13.46

MS+T-x MS+T+  193.8+18.18  171.1 £9.54

ANOVA + Newman-Keuls post hoc: stimulation vs. test [F(1.83)
=5.61;p<.05]: NET <ET (p <.05), NET <NENT (p < .05).

groups (ST) protein (mg/g)
AxB A B
WS-T-x WS-T+  230.2+61.93* 119,6 +16.25

WS+T-x WS+T+  264.9+52.19 242.7+27.42

MS-T- x MS-T+ 218.54+39.75* 144.7+22.16

MS+T-x MS+T+ 1553+ 16.58  136.4 +28.54

ANOVA + Newman-Keuls post hoc: test [F(1.68) = 4.06; p <.05];
diet vs. stimulation [F(1.68) =4.19; p <.05]: WS+ > MS+ (p <.05).

groups (HC) protein (mg/g)

AxB A B

WS-T- x WS-T+ 233.8+46.42* 85.19+12.1
WS+T- x WS+T+  236.7+35.56  267.9+40.4
MS-T- x MS-T+ 296.1 +47.16 * 144.4+12.26
MS+T-x MS+T+ 1929+ 11.11  175.9+21.29

ANOVA + Newman-Keuls post hoc: diet vs. stimulation

[F(1, 85) =7.33; p <.01]: WS- < WS+ (p < .05); stimulation
vs. test [F(1.85) = 10.96; p <.001]: S-T- > S-T+ (p < .001),
S+T+ > S-T+ (p <.01).

weight in malnourished animals when compared
with well-nourished ones. In addition, there was a
significant effect of stimulation [F(1,100) = 7.75; p
< 0.01], with higher weight in the stimulated animals
as compared with non-stimulated ones. Finally, there
was a significant diet by stimulation interaction
[F(1,100) = 4.61; p < 0.05]. At 35 days of age there
was a significant effect of diet [F(1,100) = 820.42;
p < 0.001], with lower weight in malnourished as
compared with well-nourished animals. However,
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there were no significant effects of stimulation or diet
by stimulation interaction.

Corticosterone and plasma protein analysis

The results of the statistical analysis on plasma
CORT are presented in Table 2.

There was a significant effect of diet [F(1,88) =
57.89; p < .001] with malnourished presenting higher
values of CORT as compared with well-nourished
animals. There was also a significant effect of testing
[F(1,88) =9.70; p < .05] with tested animals presenting
higher levels of CORT when compared with non-tested
animals. No effects of stimulation were observed.

A significant diet by stimulation interaction was
found [F(1,88) = 9.49, p <.01]. Post-hoc analysis with the
Newman-Keuls test showed that environmental stimulation
significantly increased CORT in well-nourished animals
(p <.05) while significantly decreasing it in malnourished
ones (p <.01). There was also a significant stimulation by
test interaction [F(1,88) = 7.25; p < 01] with Newman-
Keuls post-hoc analysis showing a significant increase
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in CORT levels as the result of testing in non-stimulated
animals (p <.05), whereas testing did not alter the levels of
CORT in stimulated animals.

The results of the statistical analysis on total plasma
protein are presented in Table 3.

The total plasma protein analysis showed a
significant effect of diet [F(1,95)=117,76, p <.001] with
well-nourished presenting higher values as compared
with malnourished animals. There was also a significant
effect of testing [F(1,95) = 10.72; p <.001] with tested
animals presenting lower levels of plasma protein as
compared with non-tested ones. Finally, there was
also a significant diet by stimulation by test interaction
[F(1,95) = 8,10; p <.05]. Post-hoc analysis showed that
EPM testing decreased plasma protein levels in well-
nourished non-stimulated animals (p < .05) but did not
affect it in stimulated well-nourished ones.

Tissue protein analysis
The results of tissue protein determination in the frontal
cortex, striatum, and hippocampus are presented in Table 4.

Table 5. Polyamines putrescine (PUT), spermidine (SPD) and spermine (SPM) concentration (mean + SEM) in nanomoles per
tissue weight (gram) in the frontal cortex, striatum and hippocampus of well-nourished animals. Putrescine was not detected

(n.d.) in frontal cortex and striatum. * = p <.05

Frontal Cortex WS-T- WS-T+ WS+T- WS+T+

PUT n.d. n.d. n.d. n.d.

SPD 280.3 £26.56 * 201.4+£22.9 296.9 £24.21 308.7 +£35.16
SPM 343.8£39.44 * 159.4 £27.12 284.8 £29.84 319.3 +£38.94
SPD+SPM 624.1+61.41* 353.2+47.17 581.7+43.52 628.1 +73.87
SPD/SPM 0.878 £ 0.08 1.35+£0.19 * 1.18+0.14 0.98 £0.02
Striatum WS-T- WS-T+ WS+T- WS+T+

PUT n.d. n.d. n.d. n.d.

SPD 389.3 +46.1 385.8 +£29.97 431.7 +£23.59 460.4 +43.49
SPM 260 +29.7 271.9 +48.75 297.8 £22.22 362.8 +36.96
SPD+SPM 649.3 + 66.71 657.8 +73.92 729.5 +34.6 823.2+£72.33
SPD/SPM 1.6+0.2 22+05 1.6+0.1 1.2+0.1
Hippocampus WS-T- WS-T+ WSHT- WS+HT+

PUT 0.82+0.17 0.63 +£0.004 1.23+0.24 1.23+0.17
SPD 410 £48.42 401.1+41.26 489.7 +40.67 452 +£59.94
SPM 319.8 +41.54 255.1+49.11 360.4 +29.89 339.5+35.93
SPD+SPM 729.8 + 87.68 656.2 £85.17 850 £ 62.84 815.4+£93.95
SPD/SPM 1.35+0.1 25+05%* 1.3+£0.1 14+0.1
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Table 6. Polyamines putrescine (PUT), spermidine (SPD) and spermine (SPM) concentration (mean + S.E.M) in nanomoles per
tissue weight (gram) in the frontal cortex, striatum and hippocampus of malnourished animals. Putrescine was not detected (n.d.)
in frontal cortex and striatum. * = p <.05

Frontal Cortex MS-T- MS-T+ MS+T- MS+T+

PUT n.d. n.d. n.d. n.d.

SPD 312.4+8.29 * 206.9 +35.57 264.4+184 327.8 £18.65
SPM 368.9 +14.84 * 218.7+31.3 267.8 +£26.69 * 153.2+16.92
SPD+SPM 681.3+1991 * 407.3 + 64.11 532.2+41.42 481 +28.4
SPD/SPM 0.85+0.03 0.84 = 0.06 0.98 +0.07 2.34+£0.19 *
Striatum MS-T- MS-T+ MS+T- MS+T+

PUT n.d. n.d. n.d. n.d.

SPD 4743 £32.72 * 316.9+47.17 414.4+304 442.4 £ 49.1
SPM 332.8+20.33 * 255+44.18 233.1+27.74 * 129.8 +10.13
SPD+SPM 807.1 +48.36 * 571.8 +87.86 629.5+43.17 587.8 £ 65.45
SPD/SPM 1.4+£0.1 1.3+£0.1 1.9+0.2 33+04%
Hippocampus MS-T- MS-T+ MS+T- MS+T+

PUT 1.40+0.12 2.26+0.38 * 1.36 +£0.15 2.05+0.56
SPD 522+20.51 * 348.6 £39.07 398.7 +38.27 409.4 +40.5
SPM 406.6 £25.07 * 281.5 +37.62 234 +£32.94 * 164.2 +17.06
SPD+SPM 928.6 +35.44 * 630 + 74.95 632.8 +57.38 573.5+44.92
SPD/SPM 1.3+£0.08 1.3+£0.07 1.9+03 27+0.3

In the frontal cortex there were no significant
differences due to diet, stimulation and testing factors,
but a significant effect of the stimulation by testing
interaction was demonstrated [F(1,83) = 5.61; p < .05].
Post-hoc analysis showed that EPM testing significantly
decreased protein levels in non-stimulated animals (p <
.05) with no effects on stimulated ones.

In the striatum there were no significant differences
due to diet and stimulation factors, but there was a
significant effect of testing [F(1,68) =4.06; p <.05] with
EPM tested animals presenting lower protein levels as
compared with non-tested animals. There was also a
significant diet by stimulation interaction [F(1,68) =
4.19; p<0.05] with the post-hoc analysis showing that
stimulation significantly increased protein levels in
well-nourished (p < .05) while significantly decreasing
these levels in malnourished ones (p < .05).

In the hippocampus there were no significant
differences due to diet and stimulation factors, but there
was a significant effect of testing [F(1,85)=9.07; p<.01]

with EPM tested animals presenting lower protein levels
as compared with non-tested animals. There was also a
significant effect of the diet by stimulation interaction
[F(1,85)=7.33, p <01] with post-hoc analysis showing
that stimulation significantly increased protein levels in
well-nourished animals (p <.05) and decreased the same
levels in malnourished ones (p <.05). Finally, there was
a significant stimulation by testing interaction [F(1,85)
=10.96; p < .001] with the post-hoc analysis showing
that EPM testing significantly decreased protein levels
in non-stimulated animals (p < .05) while increasing
them in stimulated ones (p < .05).

Polyamine analysis
The measures of tissue concentration of putrescine,
spermidine, and spermine are presented in Tables 5 and 6.
Putrescine was not detected in the frontal cortex
and striatum. In the hippocampus, there was only a
significant effect of diet [F(1,32) = 17.67; p <.01], with
malnourished animals presenting higher concentrations
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as compared with well-nourished ones.

In relation to spermidine in the frontal cortex, there
was a significant effect of stimulation [F(1, 91) = 7.28; p
< .01] and a significant interaction between stimulation
and testing [F(1, 91) = 12.67; p <.001]. Post-hoc analysis
showed that while EPM testing decreased spermidine
values in non-stimulated animals, they were increased in
stimulated ones (p < .05). In the striatum there was only
a stimulation by testing effect [F(1,94) = 4.06; p < .05],
with post-hoc analysis showing that while EPM testing
increased spermidine values in non-stimulated animals,
it decreased those values in stimulated ones (p < .05). No
effects were observed in the hippocampus.

Regarding spermine in the frontal cortex, there was
a significant effect of stimulation [F (1,89) =23.34; p <
.001), with stimulated animals presenting lower values
as compared with non-stimulated animals (p < .05).
There was also a significant diet by stimulation by testing
interaction [(F(1,89) = p < .05]. In the striatum there
was a significant effect of diet [F(1,91) = 6.77; p < .05].
There were also significant interactions between diet
and stimulation factors [F(1,91) = 14.46; p < .001] and
between diet and testing factors [F(1,91)=7.71; p <.05].
Post-hoc analysis showed that while both environmental
stimulation and EPM testing increased spermine values
in well-nourished animals, they produced a decrease
in malnourished ones (p < .05). In the hippocampus
there was a significant effect of EPM testing [F(1,93)
= 7.92; p < .01], with tested animals presenting lower
spermine values as compared with non-tested ones
(p < .05). There was also a significant diet by
stimulation interaction [F(1,93) = 17.33; p <.001], with
environmental stimulation increasing spermine values
in well-nourished animals, while decreasing them in
malnourished ones (p < .05).

Thedataofspermidine+spermineinthe frontal cortex
showed that there was a significant effect of stimulation
[F(1,90) = 14.28; p < .001], with stimulated animals
presentinghighervaluesascompared withnon-stimulated
ones (p < .05). There were also significant interactions
between diet and stimulation factors [F(1,90) = 4.48;
p < .05] and between stimulation and testing factors
[F(1,90) = 13.78; p < .001]. Post-hoc analysis showed
that while environmental stimulation increased
spermidine + spermine values in well-nourished
animals, it produced a decrease in malnourished ones
(p < .05). Post-hoc analysis also showed that while
EPM testing decreased spermidine + spermine values
in non-stimulated animals, it did not alter the values in
stimulated ones (p < .05).

Regarding the spermidine + spermine values in
the striatum, there were only significant interactions
between diet and stimulation [F(1,92) = 5.25; p <
.05] and between diet and testing [F(1,92) = 4.55;
p < .05]. Post-hoc analysis showed that while both
environmental stimulation and EPM testing increased
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values in well-nourished animals, these values were
decreased in malnourished ones (p <.05).

The data concerning spermidine + spermine
in the hippocampus showed a significant effect of
stimulation [F(1,93) = 5.39; p < .05] with stimulated
animals presenting lower values as compared with
non-stimulated ones. There was also a significant effect
of the diet by stimulation interaction [F(1,93) = 9.90;
p < .05], with post-hoc analysis showing that, while
stimulation increased the spermidine + spermine values
in well-nourished animals, these values were decreased
in malnourished ones (p < .05).

The data related to the spermidine/spermine ratio in
the frontal cortex showed significant effects of stimulation
[F(1,91) = 20.70; p < .001], with stimulated animals
presenting higher values as compared with non-stimulated
ones, and significant effects of testing [F(1,91) = 22.19;
p < .001], with EPM tested animals presenting higher
values as compared with non-tested ones. There were
also significant interactions between diet and stimulation
[F(1,91) = 24.11; p < .001], diet and testing [F(1,91) =
9.57; p < .01], and stimulation and testing [F(1,91) =
4.29; p < .05]. Finally, there was a diet by stimulation by
testing interaction [F(1,91) =35.41; p <.001].

In the striatum, the spermidine/spermine ratio
showed a significant effect of diet [F(1,92) = 4.11; p <
.05], with well-nourished animals presenting higher
values as compared with malnourished ones. There were
also significant effects of stimulation [F(1,92) = 4.54; p
< .05], with stimulated animals presenting higher values
as compared with non-stimulated ones; and significant
effects of testing [F(1,92) = 4.98; p < .05], with EPM
tested animals presenting higher values as compared with
non-tested ones. The diet by stimulation factor [F(1,92) =
26.77; p <.001] and diet by stimulation by testing factors
[F(1,92) = 12.52; p < .001] were also significant.

Finally, in the hippocampus the spermidine/
spermine ratio showed a significant effect of testing
[F(1,93) = 6.17; p < .05], with EPM tested animals
presenting higher values as compared with non-
tested ones. There were also significant effects of
diet by stimulation [F(1,93) = 21.34; p < .001] and
diet by stimulation by testing [F(1,93) = 5.56; p <
.05] interactions.

Behavior in the Elevated Plus-Maze

The behavioral data in the EPM are presented in Table 7.

The percentage of open arm entries showed a
significant effect of diet [F(1,46) =38.70; p <.001], with
malnourished animals presenting a higher number of
entries as compared with well-nourished ones. No effects
of stimulation or diet by stimulation interactions were
observed. This result was the same for the percentage of
time spent in the open arms with a significant effect of
diet only [F(1,46) = 18.66; p <.001].

The number of closed arm entries showed a
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Table 7. Mean + S.E.M. values for behavioral categories recorded in the EPM test. * = diet effect and { = stimulation at p < .05

Sampaio et al

CATEGORIES / GROUP WS- MS WS* MS*

Open arms entrance (%) 20.32 £4.96 463+ 1.76 * 28 £1.75 423 +£3.67*
Time in open arms (%) 10.46 £3.61 28.07 £3.34 * 12.99 +1.86 24.17+4.0*
Closed arms entries 9.25+1.16 8.43+£0.68 12.92 £0.74 *+ 8.92+0.48
Head-dips 95+2.1 15.36 £2.04 * 8.75+0.98 12.25+£2.11 *
Rearing 9.83 £0.65 * 421+0.55 15.75 £0.89 *t 9+ 1.0 117
Grooming 2.92 +£0.68 4.86+1.29 2.5+£0.48 2.83+0.6
Stretch-attend posture 10.58 £ 1.46 * 5.36+1.21 18.92 & 1.38 *7 125+2.11F
Time spent in stretch-attend 38.61 £6.0 * 7.51+1.95 3579 +4.2 2624 +6.10 7

significant effect of diet [F(1,46) = 9.16; p < .01],
with well-nourished animals presenting a higher
number of entries as compared with malnourished
animals. There was also a significant effect of
stimulation [F(1,46) = 6.80; p <.05], with stimulated
animals entering more the closed arms as compared
with non-stimulated animals.

The data on rearing behavior indicated a significant
effect of diet [F(1,46) = 61.11; p < .001], with well-
nourished animals showing higher values as compared
with malnourished ones. There was also a significant
effect of stimulation [F(1,46) = 45.75; p < .001], with
stimulated animals presenting higher values as compared
with non- stimulated ones.

Regarding the head-dipping behavior, significant
effects of diet [F(1,46) = 6.11; p < .05] were found,
with malnourished animals presenting higher values as
compared with well-nourished ones.

In the stretch-attend behavior, a significant effect
of diet was found [F(1,46) = 13.95; p < .01], with
well-nourished animals presenting higher values as
compared with malnourished ones. There was also a
significant effect of stimulation [F(1,46) = 24.66; p <
.001], with stimulated animals presenting higher values
as compared with non-stimulated ones.

No differences in the grooming behavior were found.

Discussion

The data reported here describe the effects of
protein malnutrition and environmental stimulation on
the anxiety behavior and hypothalamic-pituitary-adrenal
axis activity after exposing the rat to the EPM.

The malnourished animals showed elevated basal
plasma CORT as compared with well-nourished ones
and responded with increasing levels of glucocorticoid
after EPM exposure, as previously described (File,
Zangrossi, Sanders, & Mabbutt, 1994; Jacobson et al.,
1997; Rodgers et al., 1999; Sobotka, Cook, & Brodie,
1974). This result confirms that protein malnutrition is a

chronic stimulus upon the activity of the HPA axis which
preserves the responsivity to other stressors at the same
time that it elevates the basal levels of glucocorticoids.
The repetitive environmental stimulation, acting as a
mild chronic stressor, may be contributing to the basal
CORT elevation in well-nourished animals. According to
Dallman et al. (1987), basal plasma CORT concentration
is less than 1 pg/dL in undisturbed rats with free access
to food and water. Food and water deprivation for 12
or more hours can raise plasma CORT concentration to
values between 5 and 9 ug/dL (Dallman et al., 1987).
This elevation can be the result of increased central drive,
resulting in elevated secretion of CRF and ACTH during
the normal trough on adrenocortical system function.

Interestingly, the fact that animals submitted
to the environmental stimulation did not increase
plasma CORT levels after EPM exposure as
compared with non-stimulated animals may suggest
that chronic environmental stimulation beginning at
birth (Fenoglio, Brunson, Avishai-Eliner, Chen, &
Baram, 2004) leads to adaptations in the HPA axis,
which include the fastest response or less prolonged
secretion of CORT (Hess, Denenberg, Zarrow, &
Pfeifer, 1969; Jutapakdeegul et al., 2003; Plotsky &
Meaney, 1993) and catecholamines (Meerlo, Horvath,
Nagy, Bohus, & Koolhass, 1999) after acute stressor
exposure. This fact can be due to a higher sensitivity
of the HPA axis to the negative feedback, related to the
increased glucocorticoid receptor expression in the
rat hippocampus and frontal cortex (Jutapakdeegul et
al., 2003). Thus, the raise in CORT plasma levels, as
a result of EPM exposure, is of a smaller magnitude
or peaked earlier in animals in both diet conditions
submitted to the environmental stimulation.

The lower values of total plasma protein in the
malnourished rats as compared with well-nourished
animals may suggest a large free CORT circulating
fraction. Gelfand, Mathews, Bier and Sherwin (1984)
reported that prolonged glucocorticoid, epinephrine, and
nor-epinephrine elevation in situations of severe stress
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contributes to the massive loss of nitrogen, muscular
proteolysis, and hyper-metabolism. Wronska, Niezgoda,
Sechman and Bobek (1990) described that the suppression
of catabolic hormones elevation induced by stress, in
food deprived animals, contributes for the decrease of the
metabolic rate and preservation of corporal protein.

The present study described the decrease of
tissue protein levels in the frontal cortex, striatum,
and hippocampus thirty minutes after EPM testing
in non-stimulated animals in both diet conditions,
an effect not observed in animals previously
submitted to environmental stimulation. Better
stress coping conditions in the stimulated animals,
which may be reflected by a shorter, less prolonged,
elevation of plasma CORT levels after the EPM test,
may be contributing to the absence of proteolysis
in the same magnitude as that observed in non-
stimulated animals. It is also possible that, after
the exposure of stimulated animals to the EPM,
the reactive catecholamines secretion is being less
intense or shorter (Lucion, Pereira, Winkelman, &
Sanvitto, 2003), as also described by Konarska,
Stewart and McCarty (1989) after exposure to
chronic intermittent stress. In the present study,
the concentration of total plasma protein was also
smaller after EPM testing in well-nourished non-
stimulated animals.

To the transitory activation of the cerebral
polyamine metabolism under glucocorticoid influence,
Gilad, Rabey, Kimiagar and Gilad (2001) referred
to the polyamine stress response (PSR). PSR can
be considered as a cellular specific biochemical
mechanism, demonstrating the capacity of the brain
to control the cellular polyamines homeostasis under
stressful conditions uniquely or repeatedly presented. In
this work, the reaction of polyamine metabolism to the
EPM exposure was observed, characterizing itself by
the decrease of spermidine and spermine concentrations,
and of the spermidine + spermine [SPD+SPM] pool
in the frontal cortex in well-nourished non-stimulated
animals, and in the frontal cortex, striatum, and
hippocampus in malnourished non-stimulated animals.
No differences were observed in basal spermidine and
spermine levels in the three structures in animals in both
diet conditions (no stimulation and no EPM testing),
suggesting the plasticity of malnourished organisms in
the polyamine homeostasis maintenance. The plasma
CORT elevation, fall of tissue protein concentration,
and activation of polyamines catabolism in groups under
similar experimental conditions, mostly in the frontal
cortex and hippocampus, suggest the interaction of these
factors in the PSR observed. Thus, at the cellular level,
CORT elevation induces catabolism of polyamines,
after SSAT activation, with a decrease of tissue protein
by oxidative stress, and a possibly larger quantity of free
polyamines in the cytoplasm, with N'-acetylspermidine
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and N'-acetylspermine efflux to the extracellular space
and the consequent decrease of the spermidine and
spermine pool and, mostly, spermine with occurrence or
not of variations on the SPD/SPM ratio. The altered PSR
in animals previously submitted to the environmental
stimulation would be explained by the different coping
of the HPA axis under the stress condition, as described
above, with the PSR reflecting the changes in plasma
CORT concentration in these groups.

The spermidine/spermine ratio (SPD/SPM) has
been used as a more reliable measure of spermidine
formation from spermine during the polyamine inter-
conversion cycle (Seiler & Bolkenius, 1985). Hixson,
Emerson, Shassetz and Gerner (1994) reported that
the SPD/SPM ratio is the less susceptible indicator
to measure mistakes because it does not depend on
a second measure for normalization, like the weight
or protein content of the samples. It is interesting
that malnourished stimulated animals, even without
significant alterations of CORT levels and tissue
protein concentration after EPM exposure, showed
activation of the polyamine metabolism, with
elevation of the SPD/SPM ratio in the frontal cortex
and striatum, but not in the hippocampus, a more
plastic structure due to spermine concentration fall
and preservation of spermidine content.

Regarding the behavioral analysis in the EPM,
as reported elsewhere (Moreira et al., 1997) protein
malnutrition resulted in greater exploration of the
open arms, indicating lower anxiety and/or greater
impulsiveness. In addition, a higher frequency of
head-dipping and a lower rate of stretch-attend
behaviors were observed, indicating impairments
of risk-assessment behaviors in malnourished
animals. The decrease in rearing behavior, as the
result of early malnutrition, may suggest impaired
exploratory behavior.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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