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RESUMO

O sistema colinérgico muscarinico central desempenha um papel
modulatério importante em varias funcdes cerebrais, tais como, aprendizagem, memoria
e controle dos movimentos (SMART e DOBBING, 1971;SOBOTKA et al., 1974;
KARCZMAR, 1978, apud GREMO et al., 1987). H4 muitas evidéncias sobre retardo do
desenvolvimento motor e mental em criangas desnutridas, as quais atuam precariamente
em testes cognitivos e exibem déficits de memoria e de percepcio (MONCKBERG,
1969, e KLEIN et al., 1969, apud MONCKBERG, 1975). Nos casos de subnutrigdes,
moderada A severa, quase sempre resultaram permanentemente em déficits cognitivos
com redugdo do QI. Estas ocorréncias, bastante comuns no Brazil e paises do terceiro
mundo, nos levaram 3 estudar mudancas no sistema colinérgico central durante e ap0s 0
desenvolvimento cerebral, usando um modelo equivalente de animal subnutrido. Fizemos
determinagdes da densidade e afinidade dos receptores muscarinicos e da atividade
acetilcolinesterdsica em regides cerebrais ricas em terminais colinérgicos: hipocampo,
cortex motor, cortex somatosensorial e ndcleos da base (que corresponde ao neostriatum
ou caudado-putidmen). Os animais controles e desnutridos (recebendo dieta especial
desde a vida intra-uterina), de ambos o0s sexos, foram sacrificados aos 12-19 dias ou 5-8
meses de idade. Assim, uma dieta hipoproteica e hipocaldrica foi utilizada para desnutrir
0s animais, foram feitos ensaios de binding, utilizando PHINMS como radioligante
(DOMBROWSKI et al., 1983) e a atividade acetilcolinesterdsica foi determinada por
método colorimétrico (ELLMAN et al., 1961). Nossos resultados mostraram que nio
ocorreu alteragdo significativa na densidade dos mAChR nem na atividade
acetilcolinesterdsica na presenga de desnutricdo, em nenhuma das 4dreas e grupos
estudados, com excecdo do cdrtex motor de ratos com 12-19 dias de vida, onde houve
um aumento significativo na densidade desses receptores. No cortex motor também
ocorreu diminuicdo significativa da atividade acetilcolinesterdsica nos animais machos
com 53-8 meses de idade em relagiio aos seus respectivos controles. Em ratas desnutridas
com idade de 5-8 meses, houve apenas uma tendéncia para a diminui¢do da densidade
dos mAChR em hipocampo e cdrtex (motor ¢ somatosensorial). A desnutrigio aumentou
a afinidade dos mAChR em todas as dreas e idades estudadas, exceto nos niicleos da

base de ratos neonatos, onde o Kd nio foi diferente do encontrado para os controles da



mesma idade. Com o passar da idade, apenas no grupo controle, ocorreu aumento
significativo da densidade dos mAChR em hipocampo de ratos de ambos 0s sex0s e nas
regides corticais motora e somatosensorial dos animais machos. No grupo desnutrido,
houve um aumento na densidade, porém nio estatisticamente significativo, em fung¢io da
idade apenas no hipocampo das ratas. A atividade acetilcolinesterdsica aumentou em
funcio da idade no hipocampo dos animais desnutridos e controles, de ambos 0§ sexos,
no coértex motor das ratas desnutridas ¢ dos machos controles, ¢ no cortex
somatosensorial dos animais machos desnutridos e controles. A distribui¢do dos mAChR
ligados pela ["H]NMS coincidiu com o que j4 foi demonstrado (EL-FAKAHANY et al,,
1986), mostrando uma maior densidade no neostriatum e depois em ambas regides
corticais e no hipocampo. A atividade acetilcolinesterdsica apresentou distribuigio
paralela & dos receptores muscarinicos. Neste estudo podemos concluir que o sistema
colinérgico ¢ muito tolerante A desnutricdo proteico-caldrica, enquanto outros
pardmetros bioquimicos e estruturais de outros sistemas sdo facilmente alterados. Um
mecanismo compensatdrio contra os efeitos prejudiciais da desnutricio sobre o sistema
colinérgico central poderia ser uma explicagio para o aumento observado na afinidade de

seus receptores com o passar da idade.
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ABSTRACT

The central muscarinic cholinergic system plays an important modulatory role in a
variety of cerebral activities, such as learning, memory and motor functions (SMART e
DOBBING, 1971; SOBOTKA et al., 1974; KARCZMAR, 1978, apud GREMO et al,,
1987). There is a large body of evidence on mental and motor retardation resulting from
undernourishment in children, who perform poorly in cognitive tests and display impaired
capacity for memory and perception (MONCKBERG, 1969, ¢ KLEIN et al., 1969, apud
MONCKBERG, 1975). In cases with moderate to severe undernourishment during
cerebral development, a cognitive impairment with low IQ is usually permanent. These
clinical findings, very common in Brazil and in third world countries, encouraged us to
investigate possible changes in the cerebral cholinergic system using an equivalent animal
model of malnutrition. We analyzed the density and affinity of muscarinic receptors, as
well as the enzymatic activity of acetylcholinesterase in well known brain regions with
rich cholinergic innervation: hippocampus, motor and somatosensorial cortices and basal
forebrain nuclei (which correspond to caudate and putamen). To this end, male and
female control animals and undernourished ones (those receiving a special diet since the
beginning of their intrauterine life) were sacrificed either at 12-19 days or at 5-8 months
of age. A diet with very low amounts of protein and calory was given to the animals,
radioligand binding assays to assess muscarinic receptors (mAChR) were performed
using 3HNMS (DOMBROWSKI et al., 1983) and the acetylcholinesterase activity was
determined using a cholorimetric assay (ELLMAN et al., 1961). Our results revealed that
undernutrition did not cause any statistically significant modification in the total amount
of mAChHR neither in the activity of acetylcholinesterase, except in the motor cortex of
pups (12-19 days of age), where an increase (p<0.05) in the density of mAChR was
noted relative to naive controls. In the motor cortex of 5-8 month-old male rats, we
observed an decrease in acetylcholinesterase activity in undernourished animals as
compared to controls (p<0.05). Undernourished female rats, 5-8 months of age,
exhibited only a tendency to a diminished density of mAChR in hippocampus and cortex
(motor and somatosensorial). Undernourishment increased the affinity of mAChR in all
studied brain regions, except in basal nuclei of neonates which had an unchanged Kd.

Only in control animals, the density of mAChR in the hippocampus of male and female
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rats increased with age, similar increase occurred in the motor and somatosensorial
cortices of male rats. In undernourished female rats occurred an increase with age in
hippocampal mAChR, however, this change was not statistically significant.
Acetylcholinesterase activity increased with age in the hippocampus of all
undernourished and control animals, in the motor cortex of undernourished female and
naive male animals and in the somatosensorial cortex of all male control and
undernourished rats. In agreement with previous study (EL-FAKAHANY et al., 1986),
the density of mAChR was highest in the neostriatum and lower in the studied cortices
and hippocampus. Acetylcholinesterase activity values correlated with those of mAChR
density. In conclusion, our results suggest that the central cholinergic system may still
tolerate  severe undernourishment while many other reported biochemical and
morphological parameters are easily affected. A compensatory mechanism in central
cholinergic undernourished rodents could be one explanation for the observed increase in

affinity of mAChR with age.
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1 - INTRODUCAO

Numa primeira parte deste capitulo procurar-se-d conscientizar o leitor
sobre a importante influéncia da desnutrigio proteico-calérica (DPC) sobre o sistema
nervoso, em particular, sobre o sistema colinérgico. Numa segunda e terceira parte, serd
feita uma revisdo bibliografica detalhada sobre os receptores colinérgicos muscarinicos
(mAChR) e a atividade acetilcolinesterdsica (AChE), pardmetros indispensdveis para o
funcionamento desse sistema colinérgico. Finalmente, serdo definidos os objetivos

principais deste trabalho.
1.1 - Sobre desnutricio proteico-caldrica e sua influéncia no sistema nervoso

Uma revisdo detalhada sobre a conceituacio da DPC em fungdo de sua
evolugdo histérica e manifestagdes clinicas no homem, foi feita por COUTINHO (1978).
No entanto, a lembranca de imediato da imagem da crianga nordestina, um modelo de
DPC tdo comumente encontrado entre nés, ajuda-nos a compreender logo sobre 0 que
estamos tratando. Este mal, antes de tudo, social, é sabidamente endémico num meio
onde campeiam o baixo status socio-econdmico, a falta de educacdo, as precdrias
condigdes sanitdrias e as infecgdes recorrentes (YUNES, 1976).

MONCKEBERG (1975) chamou a atengio para o fato de que criangas de
camadas sOcio-econOmicas mais baixas apresentaram deficiéncia de crescimento e de
maturacgdo de varios 6rgios, inclusive do cérebro. Ao mesmo tempo, uma alta freqgiiéncia
de retardo do desenvolvimento mental e motor foi observada nessas criancas desnutridas
(MONCKEBERG, 1969, apud MONCKEBERG, 1975). Prejuizo da memoria recente e
da capacidade perceptiva dessas criancas, foi encontrado por KLEIN e colaboradores
(1969) apud MONCKEBERG (1975). No entanto, em termos fisiopatoldgicos, o0s
determinantes reais desse retardo do desenvolvimento, quer permanente ou ndo durante
toda a vida dessas criangas, nido poderio ser conhecidos sem que modelos de animais
experimentais desnutridos e a medigdo de seus pardmetros bioquimicos e estruturais
comecem a esbogar 0s mecanismos neuropatoldgicos que regem esse comportamento.

A comegar com 0 peso do cérebro de animais experimentais, varios $30 0s
trabalhos que mostraram diminui¢do desse pardmetro na presenga de desnutrigdo

(SERENI et al., 1966; CHASE et zﬂ., 1967, GUTHRIE ¢ BROWN, 1968; BASS et al.,



1970; DOBBING e SANDS, 1971, ADLARD e DOBBING, 1972; WEST e KEMPER,
1976: DAVIES e KATZ, 1983; TIRAPEGUI ¢ DE ANGELIS, 1984; GUEDES, 1985).
Esses autores, no entanto, observaram que a deficiéncia de peso do cérebro de animais
desnutridos foi proporcionalmente menor que a deficiéncia de peso corporal desses
mesmos animais quando comparados com 0§ repectivos pesos de animais euiréficos, e
chamaram isso de fendmeno de sparing, sugerindo que o cérebro tenha sido mais
poupado dos efeitos prejudiciais da desnutri¢do que outros 6rgaos.

O cérebro de rato cresce rapidamente até o 15° dia de vida pés-natal,
principalmente por aumento do ndmero de células; a partir de entdo, o processo de
divisdo celular sofre desaceleragio e o crescimento se faz predominantemente por
aumento do tamanho dessas células (WINICK e NOBLE, 1965, apud WIDDOWSON,
1970). Esse mesmo comportamento de rdpida hiperplasia e completa diferencia¢do nas 3
primeiras semanas de vida, foi observado também no cértex somatosensorial (BASS et
al., 1970) e no cortex visual do cérebro desses amimais (SALAS et al., 1974), assim
como no hipocampo (JORDAN et al., 1982) e cerebelo (GRIFFIN et al., 1977).

Vasta literatura demonstrou haver diminuicdo da quantidade de DNA
tanto no cérebro como um todo como em diversas 4dreas cerebrais de animais
desnutridos, indicando um menor nimero de células nesses locais quando a desnutri¢do
ocorreu durante 0 perfodo de estirio de crescimento desse 6rgdo (WINICK e NOBLE,
1966; GUTHRIE ¢ BROWN, 1968; BASS et al,, 1970; DOBBING ¢ SANDS, 1971;
GRIFFIN et al, 1977; CELEDON et al, 1979; MORGAN e NAISMITH, 1982;
TIRAPEGUI e DE ANGELIS, 1984). O efeito da desnutri¢do sobre a guantidade de
DNA  cerebral, no entanto, pareceu ndo ser cumulativo através das geracdes
(ZAMENHOF ¢ MARTHENS, 1978).

Um menor tamanho das células cerebrais, evidenciado por técni;:as
histoquimicas ou por diminui¢do da relagdo proteina/DNA, foi verificado por alguns
autores quando a desnutri¢io esieve presente desde o periodo embriondrio (WEST e
KEMPER, 1976; MORGAN ¢ NAISMITH, 1982; TIRAPEGUI ¢ DE ANGELIS,
1984). Tendo sido a desnutri¢do instalada somente no perfodo neonatal, nio foi
observada diminui¢do do tamanho das células cerebrais (WINICK ¢ NOBLE, 1966).

Foi encontrada uma menor diferenciacdo celular em cortex

somatosensorial quando a desnutrigio ocorreu apenas durante o perfodo de
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amamentacdo (BASS et al., 1970). No entanto, no cérebro como um todo, nio foi
observada diminui¢@o da relagio RNA/DNA mesmo quando a desnutri¢do ocorreu desde
a vida intra-uterina (TIRAPEGUI ¢ DE ANGELIS, 1984).

PATEL (1983) chamou a atenc¢fo para o fato de que a diminuicdo do
nimero de células no cérebro de ratos desnutridos foi proporcionalmente menor que a
diminui¢do da sintese de DNA, ¢ tentou explicar o fendmeno de sparing cerebral com
base nessa discrepancia. Segundo citagio desse autor, foi evidenciado nos sitios
germinativos do prosencéfalo, cerebelo e hipocampo, como caracteristica peculiar as
células cerebrais, um prolongamento proporcionalmente maior da fase S de sintese de
DNA que da duraciio de todo o ciclo celular, que no se mostrou tdo diminuido como
em outros 6rgdos, gracas a uma severa diminui¢do da fase Gl desse ciclo. Esse autor
lembrou a importincia dos eventos que ocorrem nessa fase, a ponto de serem
considerados criticos para a completa expressio das diversas fun¢des de algumas células.

A guantidade total de proteina cerebral foi menor nos ratos desnutridos
que receberam a mesma dieta materna, hipoproteica e desbalanceada, apds o desmame,
que em ratos cuja desnutrigdo foi causada por uma dieta hipoproteica e balanceada
(TIRAPEGUI e DE ANGELIS, 1984); entretanto, nio foi observada nenhuma alteracio
do conteddo proteico cerebral quando os ratos experimentais, desnutridos as custas
dessa dieta hipoproteica e balanceada, foram comparados com o0s ratos controles,
adequadamente alimentados (SOBOTKA et al., 1974; TIRAPEGUI e DE ANGELIS,
1984; JOHNSON ¢ DUNHAM, 1988). Por outro lado, em ratos desnutridos de até 24
dias de vida, foi verificada uma reducdo do conteddo cerebral de glicoproteinas de cerca
de 25% durante todo o perfodo em que receberam dieta semi-sintética, pobre em caseina
(MORGAN e NAISMITH, 1982). A quantidade de proteina S100, especifica do cérebro
e rica em dcido aspdrtico e dcido glutdmico, estava diminuida no cortex visual de ratos
desnutridos ¢ aumentada no cortex somatosensorial desses mesmos animais; em
hipocampo, ndo foi observada nenhuma alteragio dessa protefna na presenca de
desnutricio (HYDEN e LANGE, 1975).

Uma diminuigio da quantidade de colesterol cerebral (GUTHRIE e
BROWN, 1968; DOBBING e SANDS, 1971; SOBOTKA et al, 1974; REDDY ¢
SASTRY, 1978; CELEDON et al, 1979) e da sintese de sulfatideo, um

galactocerebrosideo encontrado em grande quantidade na mielina (CHASE et al., 1967),



bem como um menor nimero de células gliais responsdveis pela formagdo de mielina
(BASS et al.,, 1970; MORGAN e NAISMITH, 1982), tém sido encontrados em animais
desnutridos e responsabilizados pelo prejuizo da propagacio do impulso nervoso nesses
animais (MORGAN e NAISMITH, 1982). Entretanto, a nivel de sistema nervoso
periférico, CORNBLATH ¢ BROWN (1988) encontraram diminui¢do significativa do
nimero de fibras mielinizadas de grosso calibre em ratos com idade de 4 semanas,
desnutridos desde o nascimento, sem que fosse prejudicado, no entanto, o padrdo de
medidas eletrofisioldgicas da funcio desses nervos.

GUEDES (1985) relatou que ratos precocemente desnutridos demoraram
mais tempo para atingir o padrio adulto normal de sinais elétricos cerebrais, registrados
por eletroencefalogramas, além de terem apresentado potenciais evocados com respostas
mais lentas e menor velocidade de condugio dos potenciais de ag¢do ao longo dos
prolongamentos das células nervosas.

A transmissdo do impulso nervoso através dos processos sindpticos
também pareceu estar bastante prejudicada com a desnutrigdo. Assim, foram observados
uma auséncia de dendritos apicais no cortex somatosensorial (BASS et al., 1970) e um
menor niimero de espiculas dendriticas nas células piramidais dos cortices frontal e
occipital de ratos (SALAS et al., 1974). O cdrtex frontal, a exemplo do cértex parietal e
do hipocampo, também apresentou retardo no processo de maturagdo neurofibrilar
(VIANA et al, 1988). Uma diminui¢io de 30-40% na relagdo sinapse/neurdnio, foi
encontrada por\THOMAS e colaboradores (1980).

Em se tratando de neurotransmissores, a maioria dos autores mostraram
que a restricdo proteica causou aumento dos niveis de serotonina (5-HT) cerebral, de
triptéfano (I-Trp), seu aminodcido precursor, ¢ do dcido 5-hidroxi-indolacético (5-
HIAA), seu principal metabdlito, sugerindo que o sistema serotoninérgico tenha sido
ativado com a desnutricio (SOBOTKA et al., 1974; STERN et al., 1975; RESNIK ¢
MORGANE, 1984; PETERS ¢ HARPER, 1985, HERNANDEZ et al, 1989). O
aumento dos niveis plasmdticos de triptéfano livre, secunddrio a uma diminuigdo da
albumina plasmadtica que se liga a esse aminodcido e compete com um suposto sistema de
transporte especifico de 1-Trp para o interior do cérebro, foi uma hipdtese levantada para
justificar o aumento da serotonina cerebral (HERNANDEZ et al., 1989).Estes autores

também ndo encontraram aumento concomitante dos niveis plasmdticos de outros



aminoécidos neutros (LNAA: Phe, Val, Leu, Tyr ¢ Ile) que competem com o 1-Trp pelo
mesmo sistema transportador para dentro do cérebro.

SERENI e colaboradores (1966), provocando desnuiricdo ao aumentar o
tamanho da ninhada por rata lactante, encontraram diminui¢do do contetido cerebral de
5-HT em ratos desnutridos de até 6-8 dias. No entanto, nio verificaram qualquer
diferenca no contetdo cerebral desse neurotransmissor entre 0s grupos conirole e
desnutrido, aos 14 dias de vida. Também utilizando o mesmo método para desnutrir,
ISHIMURA e colaboradores (1989) encontraram degeneracio de fibras serotoninérgicas
e diminuicio do ndmero de corpos celulares imunoreativos a serotonina no sistema da
raphe dorsalis, sugerindo uma diminuicdio do contetido de serotonina no tronco
encefdlico. No entanto, esses mesmos autores aventaram a possibilidade de que a
diminui¢do da imunoreatividade a serotonina tenha sido causada por uma reducdo da
quantidade de proteina ligada a esse neurotransmissor.

FERNSTROM ¢ colaboradores (1985) mostraram que uma dieta cujo
teor proteico variou entre 12-40% de caseina, ndo foi capaz de elevar o contetdo
cerebral de 1-Trp, 5-HT e 5-HIAA, embora tenha causado aumento dos niveis
plasmdticos de 1-Trp, e explicaram que o aumento concomitante de LNAA no plasma
desses ratos seria responsdvel por manter inalterada a relagdo 1-Trp/LNAA ¢ equilibrar a
competi¢do pelo mesmo carreador a nivel da barreira hemato-encefélica.

Afora todas essas observacdes do envolvimento do sistema
serotoninérgico na desnutri¢io, fundamentadas na maior ou menor disponibilidade do
aminodcido precursor da serotonina, 0 assunto torna-se ainda mais complexo quando se
considera que esse neurotransmissor foi necessario para a manutencdo do peso corporal
normal de ratos, em face de ter ocorrido crescimento dos animais machos e hiperfagia e
obesidade em fémeas quando foi injetada 5,7-dihidroxitriptamina, uma neurotoxina, nos
ventriculos laterais e na regido do hipotdlamo medial do cérebro desses animais,
respectivamente (HOEBEL, 1985).

Com relagdo as catecolaminas, os resultados sdo contraditérios. SERENI
e colaboradores (1966) encontraram diminuigdo do contetido cerebral de norepinefrina
(NE) em ratos desnutridos com até 14 dias de vida ao utilizar o método das grandes
ninhadas para desnutri-los. Por outro lado, embora tenha sido mantida a desnutri¢do por

restrigdo da ingestdo da dieta apds o desmame, medidas feitas aos 35 e 45 dias de vida



nesses ratos, nao mostraram diferenca no contetdo cerebral de NE em relagdo aquelas
obtidas de ratos controles da mesma idade.

Foi observada redugiio na concentragio de dopamina (DA) no cérebro
dos ratos desnutridos a partir do nascimento, especialmente no corpo estriado
(SHOEMAKER ¢ WURTMAN, 1973, apud WIGGINS et al., 1984). Por outro lado,
SOBOTKA e colaboradores (1974) nido encontraram nenhuma alteracdo nos nives de
NE e DA no telencéfalo, tronco encefilico ou cerebelo de ratos com 21 dias de vida,
cujas mies receberam dieta com baixo teor proteico.

STERN e colaboradores (1975), tendo causado desnutricio pré e p0s-
natal a0 oferecer uma dieta pobre em proteinas para as ratas prenhas e para seus filhotes
apds o periodo de amamentagdo, encontraram aumento significativo da concentragio de
NE no cérebro desses filhotes desde o nascimento até a idade adulta, exceto no 5° e 16°
dias de vida; tentaram, entdo, justificar a falta de alteragio encontrada nesses 2 dias com
a observacdo de que MILLER (1969) evidenciou 2 picos nos niveis cerebrais de
aminodcidos livres, a0s 5 dias e em torno do 18° dia de vida desses animais.

Além disso, as catecolaminas NE e DA estio envolvidas no controle da
ingestio de alimentos: foi relatada a possivel existéncia de um sistema alfa2
noradrenérgico para estimular a ingestdo, especialmente de carbohidratos, no hipotdlamo
paraventricular; possivelmente, receptores beta-adrenérgicos e dopaminérgicos existentes
na periferia do hipotdlamo lateral, reduziriam a alimentagfio, particularmente a ingestdo
de proteinas (HOEBEL, 1985; JHANWAR-UNIYAL et al., 1987).

Variacdes no contetido de colina, normalmente encontradas na dieta,
foram acompanhadas por alteragdes paralelas da concentragio de acetilcolina cerebral,
especialmente no nicleo caudado (COHEN e WURTMAN, 1976). Induzindo
desnutricio em ratos ao aumentar o tamanho da ninhada por rata lactante, REDDY e
SASTRY (1978) encontraram diminuicio da concentragio de fosfatidilcolina cerebral,
fonte de colina para a sintese de acetilcolina (GROWDON, 1979). A desnutrigdo de
ratos durante o perfodo neonatal causou diminuicfio significativa dos niveis de
acetilcolina no cérebro (KULKARNI ¢ GAITONDE, 1982, apud WIGGINS et al,
1984).

1.2 - Sobre receptores colinérgicos muscarinicos



Os receptores colinérgicos muscarinicos t€m sido exaustivamenie
estudados gragas ao crescente interesse em se esclarecer suas propriedades
neuroquimicas e estruturais, como requisito bdsico para a compreensdo dos efeitos de
agonistas e antagonistas muscarinicos sobre o comportamento, e conseqiiente descoberta
de novas drogas mais especificas e eficazes.

A definigdo original desses receptores como sendo do tipo muscarinico foi
baseada na sensibilidade demonstrada por esses receptores ao alcaldide natural muscarina
(DALE, 1914, apud PERALTA et al., 1988). No entanto, somente ap0s a observagio de
agonistas muscarinicos com eficdcias distintas em diferentes tecidos (GOYAL e
RATTAN, 1978) ¢ a verificaco de diferentes estados de afinidade desses receptores por
diferentes agonistas (BIRDSALL et al., 1978), foi sugerido a existéncia de populagdes
heterogé€neas desses receptores. No entanto, uma nova classificagio para esses
receptores apenas surgiu com a ultilizacdo da pirenzepina como radioligante em estudos
da ligacdo droga-receptor, ditos estudos de binding (HAMMER et al., 1980; HAMMER
e GIACHETTI, 1982; WATSON et al.,, 1982, 1983, 1984; LUTHIN ¢ WOLFE, 1984;
EVANS et al, 1985; LIN et al, 1986). Segundo esses estudos, os receptores
muscarinicos foram classificados em M1 (predominantemente cerebral) ¢ M2
(predominantemente cardiaco) quando apresentaram, respectivamente, alta e baixa
afinidade pela pirenzepina. No sistema nervoso central de ratos, o subtipo M1 pareceu
predominar no corpo estriado, hipocampo e cértex cerebral e o subtipo M2, embora em
pouca quantidade, foi predominante em cerebelo ¢ tronco encefdlico (WATSON et al,,
1983; LUTHIN ¢ WOLFE, 1984; TAYLOR ¢ BROWN, 1989). Em seres humanos, LIN
e colaboradores (1986) demostraram que os cortices frontal e parietal sdo especialmente
ricos em receptores do tipo M1, enquanto o cerebelo e 0 hipocampo mostraram-se como
regides relativamente pobres nesses receptores. A pirenzepina, agenie antimuscarinico
primariamente desenvolvido para o tratamento da tdlcera péptica (EBERLEIN et al,
1977, apud LIN et al, 1986) estaria ligada a um subconjunto dos receptores
muscarinicos reconhecidos pelos cldssicos antagonistas N-metil-escopolamina,
[PHINMS, ¢ benzilato de quinuclidinil, [3H]QNB (HAMMER et al., 1980; LUTHIN ¢
WOLFE, 1984; EVANS et al., 1985; LEE ¢ EL-FAKAHANY, 1985).

EVANS ¢ colaboradores (1985) ¢ LEE e EL-FAKAHANY (1985)

chegaram, inclusive, a questionar a afirmativa bem aceita de que os antagonistas



muscarinicos cldssicos do tipo {3H}NMS e [3H]QNB, ligam-se a uma fnica populagio
de receptores (HAMMER et al., 1980); no entanto, HUIZEN e colaboradores (1989)
justificaram o menor nimero de recepiores ligados a PHINMS e ao [3H]QNB, como
conseqiiéncia da natureza hidrofilica do [PHINMS, ligando-se apenas aos receptores
localizados na superficie externa da membrana celular, e da natureza lipofflica do
[3HIQNB, que favorece a sua ligacdo a todos 0s receptores muscarinicos, quer na
superficie da membrana quer no interior de células ainda intactas.

Com a descoberta da droga AF-DX 116, um antagonista muscarinico
semelhante 2 pirenzepina do ponto de vista estrutural, mas com um novo perfil de
seletividade, entre os receptores do subtipo M2 de tecidos periféricos de ratos e de
outras espécies, foi possivel discriminar aqueles de alta afinidade ao AF-DX 116,
presentes no coragio, e aqueles com baixa afinidade, presentes nas glindulas exdcrinas
(HAMMER et al, 1986; GIACHETTI et al, 1986; ENGEL et al, 1987;
WAELBROECK et al., 1987). Com a forte evidéncia de heterogeneidade entre os
receptores desse subtipo, foi proposto que fossem classificados como M2, para o subtipo
cardfaco, e M3, para o subtipo glandular (DOODS et al., 1987; LADINSK et al., 1988).

No homem, com base também em suas caracteristicas estruturais, 0S
receptores muscarinicos foram classificados em 4 subtipos: HM1, HM2, HM3 ¢ HMA4.
Dentre todos, o subtipo HM1, cerebral, mostrou a maior afinidade pela pirenzepina e o
subtipo HM2, cardiaco, mostrou a maior afinidade pelo AF-DX 116; o receptor HM4,
glandular, apresentou maior afinidade pela pirenzepina ¢ AF-DX 116 que o subtipo
HM3, cerebral (PERALTA et al., 1983).

Assim como aconteceu para a caracterizacdo do perfil de seletividade dos
receptores muscarinicos por certas drogas, avangos na caracterizacdo de sua estrutura
somente ocorreram na década de 80, com o progresso da genética molecular para
"decodificacio” de sua seqiiéncia de aminodcidos.

Através de cromatografia de afinidade, foram purificados os sitios de
ligacido dos mAChHR, confirmando assim sua natureza proteica (PETERSON et al., 1984;
HAGA ¢ HAGA, 1985). Com a utilizagdio de técnicas de DNA recombinante, a
seqiliéncia de aminodcidos dessas proteinas pode, entdo, ser determinada (KUBO et al,,
1986a; FUKUDA et al., 1987, BONNER et al., 1987). Foi relatada a existéncia de 4
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m2, m3 e m4 (BONNER et al., 1987). Nos suinos, foram caracterizados um subtipo de
mAChR cerebral (PM1) e outro atrial (PM2) ao desvendarem a codificacio genética
desses recptores (KUBO et al., 1986b; PERALTA et al.,, 1988). Com base na andlise da
seqiiéncia de nucleotideos condificadores dos mAChR de suinos, foram codificados 0s
receptores HM1 ¢ HM2 do homem, com seqiiéncia praticamente idéntica ao PMI1 e
PM2, respectivamente, ¢ os receptores HM3 e HM4, que diferem substancialmente
daqueles receptores de suinos em algumas seqii€ncias de aminodcidos (PERALTA et al,,
1988).

Foi relatado que a estrutura dos 4 subtipos de mAChR encontrados no
homem, a exemplo do que também foi referido para outras espécies (KUBO et al,
1986a; FUKUDA et al., 1987), consiste de 7 regides hidrofobicas integrantes da
membrana plasmdtica, chamadas de dominios-transmembranas, um terminal amino
extracelular e um terminal carboxilico intracelular (BURGEN, 1988; PERALTA et al.,
1988). Ainda, foi verificada grande identidade desses dominios e das algas curtas que o0s
interligam entre os 4 subtipos de mAChR do homem, sendo constante a presenca de 2
residuos de dcido aspdrtico entre 0 2° e 0 3° dominio-transmembrana, e sugerido que
esses residuos estejam relacionados com o sitio de ligacdo do receptor muscarinico para
a acetilcolina (PERALTA et al,, 1988). Um residuo de acido aspdrtico ou 4cido
glutdmico também foi sugerido como sitio de ligagdo para a mustarda
[3H]propilbenzilcolina e, por analogia, para ["H]NMS (WHEATLEY et al., 1988).

Quanto 2 natureza estrutural dos sistemas efetores que também regem a
diversidade funcional dos vdrios subtipos de mAChR, relativamente pouco foi
estabelecido. Foi sugerido que as diferentes respostas causadas pela interagdo droga-
receptor muscarinico, quer através da inibicdo da adenilato ciclase (GIL ¢ WOLFE,
1985), quer através do aumento do turnover de fosfatidil-inositol (HARDEN et al,,
1986, apud HAGA et al.,1988) ou da regulag@o de canais i6nicos (LOGOTHETIS et al.
1987, CODINA et al., 1987; CHRISTIE ¢ NORTH, 1988), sio mediadas pela familia
das proteinas G associadas & superficie citoplasmitica da membrana plasmdtica, mais
especificamente as alcas  longas 5-6 (NATHANSON, 1987, BURGEN, 1988;
WHEATLEY et al., 1988).

1.3 - Sobre acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7)
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Desde a sugestdo e demonstragdo de que a acetilcolina (ACh) era
hidrolisada por uma enzima (DALE, 1914, ¢ LOEWI e NAVRATIL, 1926, apud MAIN,
1979), foi somente na década de 40 que esta enzima pode ser melhor caracterizada, a
partir de estudos da cinética dessa reagfo enzimdtica. Foi demonsirado que a reaglo
catalisada pela colinesterase de eritrécito humano era inibida por grandes quantidades de
substrato diferentemente do que ocorria com a colinesterase sérica (ALLES e HAWES,
1940, apud MAIN, 1979). Ainda, de maneira oposta ao que foi observada com a
colinesterase sérica, a colinesterase presente no tecido nervoso hidrolisava a ACh muito
mais rapidamente que a butirilcolina (NACHMANSOHN, 1944, ¢ COHEN et al., 1949,
apud MAIN, 1979). Isso levou os autores a designarem de acetilcolinesterase (AChE;
EC 3.1.1.7), aquela enzima presente em eritrécitos ¢ predominante no tecido nervoso, e
de butirilcolinesterase ou pseudocolinesterase (BuChE; EC 3.1.1.8), aquela encontrada
no soro (AUGUSTINSSON ¢ NACHMANSOHN, 1949, e STURGE ¢ WHITTAKER,
1949, apud MAIN, 1979).

No cérebro de ratos, a BuChE representou apenas uma pequena fragio da
colinesterase total, presente principalmente no citoplasma de astrécitos e outras células
gliais, nas paredes dos capilares ¢ no misculo liso dos vassos sangiiincos (KOELLE,
1954). Grande atividade acetilcolinesterdsica foi encontrada na fragio sinaptossOmica
subcelular que contém os elementos neuronais pré e pos-sindpticos (ABDEL-LATIF et
al., 1970). Alta cbncentragao de AChHE foi observada em neurbnios do neostriatum, no
nicleo lateral dvo tdlamo, no tubérculo olfatério e no nicleo accunbens; muitas outras
dreas apresentaram atividade acetilcolinesterdsica em menor grau (KOELLE, 1954;
JACOBOWITZ ¢ PALKOVITS, 1974; PALKOVITS ¢ JACOBOWITZ, 1974). No
neostriatum, técnicas histoquimicas demonstraram uma infraestrutura que pode ser
descrita como um mosaico de aglomerados ricos em substincia P, descarboxilase do
dcido glutdmico, encefalina e receptores opiaceos, que correspondem aos estriossomos
pobres em AChE, envolvidos por uma matriz rica em AChE (HEIMER et al., 1986).

Extensa literatura foi publicada sobre as diferentes formas moleculares da
AChE que diferem em sua solubilidade ¢ modo de ligacio a membrana celular
(MASSOULIE ¢ BON, 1982). Duas formas moleculares de natureza glicoproteica foram
identificadas em homogeneizados de cérebro de rato e de nicleo caudado humano: ES

ou S8, forma de facil solubilizagiio sem o uso de detergente, ¢ HS ou DS, forma cujo
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coeficiente de sedimentac@o na presenga de detergente ficou em torno de 10S (RIEGER
e VIGNY, 1976; GENNARI ¢ BRODBECK, 1985). Em cérebro de homem adulto, a
cromatografia da fragdo soldvel da enzima apresentou 3 picos com atividade
acetilcolinesterdsica, sugerindo a presenca de 3 isoenzimas (NOGUEIRA et al., 1987).

As formas moleculares da AChE, descritas em vdrios tecidos e espécies
diferentes com diversificado nimero de isoenzimas, foram resumidamente explicadas por
TAYLOR ¢ BROWN (1989) como mondmeros, dimeros ou tetrdmeros de subunidades
cataliticas agrupadas em duas classes de formas moleculares diferentes: uma classe
formada por um conjunto de subunidades cataliticas homologas, de diferentes graus de
hidrofobicidade, ligadas a superficie externa da membrana celular de tecido excitdveis ou
ndo, através de um glicofosfolipideo; e uma outra classe de AChE formada por
subunidades cataliticas diferentes, ligadas por pontes dissulfeto a um filamento de
coldgeno associado 2 membrana basal das células. Esta forma assimétrica, segundo esses
autores, foram encontradas nas dreas de sinapse, particularmente abundantes na jungdo
neuro-muscular; no cérebro, referiram o achado de uma forma assimétrica semelhante.

Com relagdo a ontogenia da AChE, IQBAL e TALWAR (1970)
mostraram que a atividade acetilcolinesterdsica aumentou continuamnte com o0
desenvolvimento do embriio de galinha: no 8° dia de vida embriondria, o cérebro
continha apenas 3 isoenzimas e, no 9° dia do embrio, surgiu uma 4* isoenzima que, a
exemplo do que se verificou para as isoenzimas ja existentes, manteve-se presente
também no 20° dia da embriog€nese. Sugeriram, entdo, que o aumento da atividade
acetilcolinesterdsica fosse primariamente devido a sintese da enzima.

Caracterizando também as formas da AChE em funcio de sua ontogenia,
RIEGER e VIGNY (1976) mostraram que durante o desenvolvimento do cérebro de
rato, houve aumento da propor¢@o entre a forma HS da enzima e a forma ES: na época
do nascimento, a forma facilmente solivel atingiu os mesmos niveis encontrados na idade
adulta, mas a forma HS continuou a aumentar, de modo a constituir 90% da atividade
total da AChE nos cérebros de ratos adultos.

VIANA (1980) mostrou que a atividade acetilcolinesterdsica foi maior nas
fragdes S1 e S2 obtidas de cérebros de ratos aduitos que nas mesmas fragdes obtidas de
ratos recém-nascidos. Por sua vez, SERENI e colaboradores (1966) verificaram um

aumento gradual da atividade acetilcolinesterdsica no cérebro de ratos a partir do 6° dia
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de vida pGs-natal, atingindo um pico por volta do 35° dia de vida e sofrendo uma ligeira
queda no 45° dia. Esta queda, no entanto, ndo prejudicou o achado de niveis de AChE
significativamente maiores na idade adulta que no 6°-8° dia de vida desses animais
(SERENI et al., 1966). Uma evolugio semelhante para a atividade dessa enzima em
funcdo da idade, foi observada no tronco encefélico de ratos (ECKHERT et al., 1976).
Estudo particularizado a0 neostriatum de ratos, através de reagdes
histoquimicas especificas para a AChE, mostrou um continuo aumento da quantidade
dessa enzima até aproximadamente o 15° dia apds o nascimento (BUTCHER e HODGE,
1976). Segundo esses autores, as reagdes histoquimicas ocorreram como pontos isolados
na porcdo lateral do caudado-putdmen até a idade de 10 dias e aumentaram na diregao
medial até que esses nicleos estivessem total ¢ homogeneamente corados. Do ponto de
vista funcional, a por¢do dorso-lateral do caudado-putdmen faz parte do sistema
extrapiramidal e a por¢io ventro-medial é integrante do sistema limbico (ALTAVISTA

et al., 1988).
1.4 - Objetivos do trabalho

Os principais objetivos deste trabalho foram estudar alguns componentes
do sistema colinérgico (receptor muscarinico ¢ atividade acetilcolinesterdsica) em 4 4reas
cerebrais (hipocampo, cértex motor, cértex somatosensorial ¢ niicleos da base) de ratos
na vigéncia de desnutrigéo, através da:

1) determinacdo da densidade e afinidade dos receptores muscarinicos em animais
desnutridos e controles, de ambos 0s sexos, nas idades de 12-19 dias e 5-8 meses;
2) determinacgio da atividade acetilcolinesterdsica em cada um dos 8 grupos de
animais acima especificados.

Esses componentes do sistema colinérgico estudados, dentro de cada grupo,

desnutrido ou controle, foram observados em funcio da idade.

2 - MATERIAL E METODOS



2.1 - Animais

Foram utilizados ratos Wistar de ambos 0s sexos, fornecidos pelo biotério
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, onde
foram mantidos a temperatura ambiente de cerca de 300C e submetidos a um ciclo de
alterndncia de claridade e escuriddo a cada 12 horas, determinado pela duragiio do dia e
da noite na regiao.

Os animais divididos em 2 grupos, desnutrido e controle, foram
subdivididos de acordo com o sexo e com as seguintes faixas etdrias: 12-19 dias e 5-8
meses. O grupo desnutrido foi constituido por filhotes de ratas que receberam dieta para
desnutrir desde o acasalamento e durante o perfodo de aleitamento. Apds o desmame,
aos 21 dias de vida, esses filhotes foram submetidos a mesma dieta materna deficiente. O
grupo controle foi mantido com dieta normal para ratos. Todos os animais, desnutridos e

controles, receberam dgua e ragio ad libitum.
2.2 - Dietas

A dieta utilizada para desnutrir os animais foi preparada no proprio
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFCE. Todos os ingredientes (tabela
2.2.1) cozinhados e triturados, foram misturados e unidos até formarem uma massa, ¢
levados a cozinhar. Apés o cozimento, a farinha de milho foi adicionada a mistura, que
foi moldada como pellets com cerca de 2,5cm de comprimento e 0,5cm de didmetro, que
foram secados na estufa a 600oC por cerca de 12 horas. O controle de qualidade desta
racio foi feito a cada 6 meses, através da verificacdo de sua composicdo bioquimica
centesimal (tabela 2.2.1).

A dieta utilizada para desnutrir € hipoproteica e hipocalérica; as proteinas
presentes sdo de origem vegetal e, portanto, apresentam menor digestibilidade e baixo
valor bioldgico porque sdo deficientes em um ou mais aminodcidos essenciais € contém
guantidade excessiva de outros aminodcidos (JANSEN, 1972, apud TIRAPEGUI e DE
ANGELIS, 1985; FRANCO, 1982). Em termos de teor de colina, por ser principalmente

constitufda de cereais, essa dieta apresenta os mais baixos niveis desse aminodcido



encontrados nos alimentos: 0,1% versus 1,7% ¢ 0,6% do peso encontrados no ovo e na
carne, respectivamente (COHEN ¢ WURTMAN, 1976). A dieta para desnutrir é ainda
deficiente em lipideos, vitaminas e sais minerais.

A tabela 2.2.2 mostra a composi¢do da ragio Labina (Purina, Campinas,

SP, Brasil) oferecida ao grupo controle.

2.3 - Dissecagdo de dreas cerebrais (hipocampo, cdrtex motor, cértex somatosensorial e

nicleos da base)

Os animais foram decapitados ¢ apenas os ratos de 5-8 meses de idade
receberam, previamente, anestesia superficial com éter etilico. Rapidamente os encéfalos
foram retirados e colocados numa lamina de metal sobre gelo. Seguindo a fissura sagital
mediana, a camada cortical cerebral foi liberada das leptomeninges com a ajuda de uma
pinga reta de microdissecagdo que, progredindo delicada e tangencialmente aos
ventriculos laterais, divulsionou o cértex em toda a sua extensdo fronto-occipital. O
cortex assim divulsionado, foi rebatido para os lados, expondo parte do hipocampo
correspondente aos campos CA1-CA3 do corno de Ammon (BAYER, 1986), que foi
divulsionado das estruturas vizinhas e retirado (ver figura 2.3.1).

O neostriatum ou caudado-putdmen foi separado das estruturas
circunjacentes com a ajuda de uma tesoura de microdissecagio, sendo a sua retirada
orientada pelo didmetro da porcéo tuberosa visivel desses niicleos, apdés o rebatimento
lateral do cortex. Esses nicleos recebem aferentes dos cértices motor e sensorial e se
projetam, em particular, para a substincia nigra (HEIMER, 1986). Ver figura 2.3.1.

Apbés a retirada do neostriatum, procurando-se reconstituir 0 contorno
dos hemisférios cerebrais, o cortex foi recolocado em sua posigdo inicial e, com uma
tesoura de microdissecagdo, foi retirada sua por¢do superior ¢ mediana, numa extensdo
de cerca de 3-5mm, tendo como limite posterior um plano imagindrio que dividiria o
cérebro em partes iguais, anterior ¢ posterior. Esta parte cortical assim retirada,
corresponde A 4drea motora do cértex fronto-parietal (PRAXINOS, 1982), também
conhecida como dreas Frl, Fr2 e Fr3 do cértex frontal, que recebem proje¢des das dreas
somatosensoriais, de nicleos taldmicos ¢ hipotaldmicos, dos nicleos da base, locus

coeruleus e nicleos da rafe. Dessa dreas, apenas Fr2 recebe aferentes do cértex




retrosplenial, envolvido no processo de aprendizagem (ZILLES, 1986). Ver figuras 2.3.1
e 2.3.2.

O cortex somatosensorial, denominado drea somatosensorial do cortex
fronto-parietal (PRAXINOS, 1982) ou dreas FL, HL ¢ Parl-2 do cértex parietal
(PRAXINOS, 1986), foi retirado com o auxilio da tesoura de microdissecagdo, numa
extensdo de cerca de 3-5mm anteriores ao plano frontal imagindrio mencionado
anteriormente, imediatamente acima da fissura rinal, na face lateral de cada hemisfério
cerebral (figuras 2.3.1 ¢ 2.3.2). Segundo ZILLES (1986), as dreas parietais HL, FL ¢
Parl-2 recebem proje¢des de mecanoceptores cutineos: FL constitui a representagdo
somatosensorial das patas dianteiras do rato, HL representa as patas traseiras, € a parte
mais caudal da Parl corresponde & representagdo somatosensorial do tronco e da cauda.

Ap6s a dissecagdo, cada drea foi colocada sobre papel de aluminio,
pesada e, entdlo, conservada a -100C por cerca de 24 horas. Quando foi necessirio a
estocagem por um maior perfodo de tempo (maximo de 1 semana), os tecidos foram
considerados como tendo a mesma viabilidade para experimentac3o que os ensaiados
mais precocemente (BURKE e GREENBAUM, 1987; FIEDLER et al., 1987).

Para cada 4rea cerebral estudada, pools de tecidos dissecados de 3-6
animais foram submetidos a0 mesmo procedimento de conservacdo e reservados para 0s

experimentos de saturagio.
2.4 - Determinagdo da densidade de receptores muscarinicos
2.4.1 - Principio

A [3H]N-metil-escopolamina liga-se a sitios especificos dentre os 4
primeiros segmentos transmembrana dos receptores muscarinicos (WHEATLEY et al,,
1988), existentes nos fragmentos de membrana dos tecidos homogeneizados, ficando
retida no filtro de fibra de vidro que permite apenas a filtra¢fio de particulas de tamanho
inferior a lum (VWR SCIENTIFIC, 1985). Portanto, o ligante triciado marca 0s
receptores ligados especificamente (B) presentes no tecido estudado. Por sua vez, a
atropina, outro antagonista muscarinico cldssico, € utilizada nos "brancos" dos ensaios

para que se possa determinar a radioatividade de background ou ligagdes nao especificas.



Acredita-se que a atropina acrescentada ao ensaio numa concentragdo muitas vezes
superior a da [3H]NMS, interaja seletivamente com os mesmos sitios de ligagdo do
receptor, deslocando e deixando livre toda a droga radioativamente marcada (F), que €

entdo filtrada. A radioatividade contida no filtro pode ser contada por cintilagio liquida.

2.4.2 - Material

- homogeneizadores (Bellco, EUA);

- micropipetas (H.E. Pedersen, Dinamarca);

- pipetador automdtico (Gilson, Middleton, WS, EUA);

- banho-maria (FANEM, Sio Paulo, SP, Brasil);

- discos de filtro de fibra de vidro (GF/B, Whatman, Maidstone, England);

- filtro a vacuo (Millipore, Bedford, MA, EUA);

- estufa de secagem (modelo 315 SE, FANEM, Sio Paulo, SP, Brasil);

- frascos de vidro para contagem de cintilagio (Value Vials, Beckman, Fullerton, CA,
EUA);

- contador de cintiliagfo liquida (LS-100, Beckman, Fullerton, CA, EUA);

- balanga analitica (modelo HS, Mettler, Suica).

Foram utilizadas as seguintes solugdes reagentes:

- solugdo estoque de N-metil-escopolamina: cloreto de PHINMS (85Ci#/mmol, New
England Nuclear, Boston, MA, EUA) 23,52nM em tampao fosfato de sédio 150mM, pH
7,4,

- solugdo estoque de atropina: sulfato de atropina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 0,5mM
em 4gua bidestilada;

- tampao fosfato de sédio: NaH2PO4H20 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 150mM
em dgua bidestilada, pH 7,4, ajustado com solugdo de 1N HCL (Merck, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil);

- coquetel de cintilagdo: 0,5g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) ¢ 4,0g de 2,5-difeniloxazol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, EUA) para
1000m]1 de tolueno para cintilagio (Beckman, Fullerton, CA, EUA).
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2.4.3 - Método

Com o tecido cerebral, foram feitos homogeneizados a 10%
(peso/volume) em tampdo fosfato de sédio. Segundo DOMBROWSKI e colaboradores
(1983), aliquotas de 10ul de homogeneizado foram pipetadas em duplicatas e triplicatas,
na presenga ou nio de sulfato de atropina 12,5uM, respectivamente. Todas as amostras
foram incubadas com ["HJNMS 1,62n0M e tampio fosfato de sédio para o volume final
de 200ul, em banho-maria a 370C, por 30 minutos. Nos experimentos de saturagio
foram utilizadas 5-6 concentragOes crescentes do radioligante: desde 0,06nM até
2,35nM, de modo que pudéssemos obter uma curva de saturagdo do receptor em fungio
da concentragio do ligante.

Os discos de filtro foram lavados 3 vezes com 2ml de solugio gelada de
cloreto de s6dio 0,9% (peso/volume) e levados para secar em estufa a 60°C, por no
minimo 2 horas. Colocados entdo em frascos contendo 3ml do coquetel de cintilagio,
foram deixados em repouso por no minimo 3 horas, e levados para determinar a

radioatividade em contador de cintilagio liquida, com eficiéncia média de 25,5%.

2.4.4 - Célculo da densidade de receptores e da constante de dissociagio no equilibrio

A densidade de receptores muscarinicos (B), em fmol/mg de proteina,

para cada concentragdo do ligante utilizada, foi calculada pela seguinte formula:

Ligagdes especificas (cpm)

B= x 1000

Proteina em 10ul de tecido homogeneizado (ug)

Sabendo-se que:
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) a média da triplicata das ligagdes totais (cpm) menos a média da duplicata das ligacdes
1especificas (cpm) sdo as ligagbes especificas (cpm);

) a atividade especifica do ligante (cpm/fmol) é dada pela atividade especifica desse
gante, em pCi/fmol, multiplicada por 2,22dpm e pela eficiéncia de leitura da amostra
elo contador de cintilagio liquida (cpm/dpm);

) € que a atividade especifica do ligante, em pCi/fmol, ¢ calculada pela seguinte
Srmula: log A/Ao= (-/2,303), onde A e Ao sio, respectivamente, a guantidade de
adioatividade encontrada no dia do experimento e a radioatividade inicial, ¢ a
onstante de decaimento do tritio e t € o tempo decorrido entre a determinagdo da
wdioatividade inicial e o dia do experimento.

Para a obtengdo da densidade mdxima de receptores (Bmax) e da
onstante de dissocia¢do no equilibrio (Kd) foi utilizado o método de Eadie-Hofstee,
ito Scatchard reverso (BURT, 1981), que transforma a hipérbole retangular, dada pela
urva de saturagdo dos receptores em fungio da concentragio do ligante, em uma linha
>ta, onde a interse¢do com o eixo dos Y fornece o valor de Bmax e a inclinagfo dessa
sta corresponde ao Kd.

A concentragdo do ligante livre (F), em nM, correspondente a cada
oncentra¢do de ligante empregada nos experimentos de saturagdo e utilizada na
onstrugdo do grifico Eadie-Hofstee, foi obtida segundo a férmula:

= ligante total (nM) - ligagdes especificas (nM), onde:

, ligante total (nM) x lig. especificas (cpm)
igacoes especificas (NM)= ~-=--memmmmmmm s

radioatividade padrido (cpm)

A radioatividade padrio foi obtida por regra de trés simples a partir da
iédia das cintilagdes por minuto encontrada em uma concentragdo do ligante total
rOxima a concentragdo do ligante empregada no experimento, uma vez que a contagem
e cpm cresce linearmente com 0 aumento da concentragio.

A andlise de regressio linear utilizada pelo método do Scatchard reverso
mece estimativas razodveis do Bmax e Kd, sujeitas apenas a bias que, nos nossos
:sultados, foi corrigido pelo método do cdlculo do SD(Erad) (ZIVIN e WAUD, 1982).
er tabela 3.1.3 dos RESULTADOS.
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Com o objetivo de encontrar a curva que fosse melhor ajustada aos dados
dos experimentos de saturagdo, foi utilizado um programa simples em BASIC, de
regressao ndo linear, baseado no método dos minimos quadrados e especialmente
desenvolvido para a fungdo da hipérbole retangular (OLIVEIRA FILHO, 1989). Ver
figura 7 do APENDICE.

2.5 - Determinacio da atividade acetilcolinesterdsica
2.5.1 - Principio

A atividade acetilcolinesterdsica foi determinada segundo ELLMAN e
colaboradores (1961) e consiste na "medida da velocidade de produgdo de tiocolina

quando a acetiltiocolina ¢ hidrolizada. Isto ocorre pela reagdo continua do tol com o

fon 5:5'-ditiobis-2-nitrobenzoato (I)

(enzima)
H,0 + (CH;);"NCH,CH,SCOCH; ~-==nrmmmmev > (CH3); 'NCH,CH,S™ + CH;COO - 2H+
(CH3): "NCH,CH,S™ + RSSR ~-renmocmmammmnaas > (CH;); 'NCH,CH,SSR + RS’
) (In
R = O,N
Coo

para produzir o Anion amarelo do 4cido 5-tio-2-nitro-benzdico (II)." 36:89
2.5.2 - Material

Além de ter sido usada a mesma vidraria referida em 2.5.1, foi utilizada a
seguinte aparelhagem:

- cubetas de pldstico para leitura em espectrofotometro (Sarstedt, Alemanha

Oriental);
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- espectrofotdmetro (modelo DU, Beckman, Fullerton, CA, EUA) com medidor de
absorbancia digital € outros accessérios (Modernization System, Gilford, Oberlin, Ohio,
EUA).

Foram utilizadas as seguintes solucSes reagentes:
- tampdo fosfato de sédio: NaH2PO4.H20 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 0,1M em
agua bidestilada, pH 7,0;
- solugdo de iodeto de acetiltiocolina, ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 75mM em
dgua bidestilada;

2.5.3 - Método

Os tecidos dissecados foram homogeneizados segundo descri¢iio anterior
em 2.4.3. Estudos preliminares mostraram que a quantidade de substrato utilizada
permitiu que a reagdo obdecesse a uma cinética de primeira ordem, descartando a
possibilidade de que a atividade enzimdtica encontrada tivesse sofrido qualquer inibigfo
por uma alta concentragio do substrato (ALLES e HAWES, 1940, apud MAIN, 1979).

O ensaio enzimdtico foi feito em duplicata para a amosira testada,
segundo o protocolo mostrado na tabela 2.5.3. As leituras das absorbancias foram feitas
no comprimento de onda de 412nm. O "branco” foi utilizado para "zerar" o aparelho

antes de cada leitura.
2.5.4 - Calculo da atividade acetilcolinesterasica
A atividade acetilcolinesterdsica (nmol de ATC hidrolizado/mg de

proteina/minuto) foi calculada pela seguinte féormula:

Atividade da AChE (nmol/mg de proteina/min)=A.AChE

El pmol/l

lem

absorbincia por minuto /

proteina em 20ul de tecido homogeneizado (ug)

Sabendo-se que: absorbincia por minuto ¢ a média das absorbincias por minuto obtidas

para as duplicatas do ensaio ¢ que E™™" ¢ o coeficiente de extingdo micromolar do
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anion lcm amarelo do 4cido 5-tio-2-nitro-benzdico e corresponde a 0,0136 (ELLMAN,

1959).

2.6 - Dosagem de proteina

2.6.1 - Principio

A cor atribuida inteiramente aos resfduos de triptéfano e tirosina, pouco
aumentada pelo pré-tratamento com dlcali sozinho, aumenta em 3-15 vezes na presenga
de cobre, quando estes aminodcidos estdo ligados a proteinas. A redugio do reagente de
Folin-Ciocalteau, quando este € acrescentado 2 protefna tratada com cobre, confere ao
ensaio uma cor médxima que ¢é proporcional a concentragdo de proteina presente

(LOWRY et al., 1951).

2.6.2 - Material

A aparelhagem utilizada foi a mesma referida para a determinagéo
enzimdtica em 2.5.2.

Foram utilizadas as seguintes solugdes reagentes:
- reagente A: Na2CO3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2% em 0,IN NaOH
(Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil );
- reagente B: CuS04.5H20 a 0,5% em NaKC4H406.4H20 (Grupo Quimica, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) a 1%;
- reagente C: solugdo de cobre alcalina (24ml do reagente A com Iml do reagente B,
misturados no momento de usar);
- reagente de Folin-Ciocalteau-fenol (Laborclin, Piraquara, PR, Brasil) 1:1 em 4dgua
bidestilada;
- solucdo de albumina sérica bovina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) Img/ml em dgua

bidestilada.

2.6.3 - Método
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Para a determinagdo da proteina dos homogeneizados do tecido cerebral,
foi utilizado o método de LOWRY e colaboradores (1951). Esses homogeneizados
foram preparados segundo descrico feita anteriormente em 2.4.3.

A tabela 2.6.3 mostra o protocolo seguido nos experimentos. Os ensaios
para a proteina testada, proteina padrio e para o "branco"”, foram realizados em
triplicatas. Ap6s a adi¢do da dgua bidestilada, do homogeneizado e da albumina bovina,
os tubos foram agitados e deixados em repouso por 10 minutos 2 temperatura ambiente.
Com a adi¢do do reagente de Folin-Ciocalteau, os tubos foram novamente agitados e
mantidos em repouso por 30 mintuos sob a mesma temperatura. As leituras das

absorbancias foram feitas no comprimento de onda de 750nm.

2.6.4 - Célculo da quantidade de proteina

Trabalhando-se dentro do intervalo de linearidade da curva padrdo de
proteina e sendo a absorbdncia encontrada para Sul da solugdo de albumina a
correspondente a Sug de proteina, foi calculada a quantidade de proteina da amostra
(ug/5ul). Sabendo-se a quantidade de tecido/ul de homogeneizado, foi calculada a

quantidade de proteina em mg/g de tecido.

2.7 - Pesagem dos animais

Os ratos foram pesados no dia em que foram decapitados, utilizando-se

uma balanga de precisido (Mettler P3, Micronal, Sido Paulo, SP, Brasil).

2.8 - Andlise estatistica

O teste t de Student para dados ndo pareados foi aplicado para: 1)
comparar a média dos resultados obtidos para o grupo desnutrido com aquela obtida
para 0 grupo controle, em cada faixa etdria estudada e; 2) comparar a média dos
resultados obtidos na idade neonatal com a obtida na idade de 5-8 meses, em cada grupo

estudado.



Sendo as amostras provenientes de populagdes normalmente distribuidas
com varidncias populacionais desconhecidas, com o objetivo de aplicar corretamente a
estatistica do teste t de Student, baseado num nivel de significincia de 5%, foi utilizado o

teste F da razfio de varidncias (SANTOS, 1985) para testar as seguintes hipOteses:
Ho: 87 = S (ndio existe diferenca significativa entre as duas varidncias populacionais) e
1 2

2 2 . . . e . N . . .
H;: 8” = 87 (existe diferenca significativa entre as duas varidncias populacionais),
1 2

Onde: F= --mmmmmemeee , que tem distribuigdo F-Snedecor com (nl-1) e (n2-1) graus

2 de liberdade.

* Ho foi rejeitada ao nivel = 5%, quando o valor da estatistica F foi maior

que o percentil f975 da distribuicdo amostral de F.

As hipoteses testadas foram:
Ho: uy - up > 0 (a média populacional u; ndo € inferior a média populacional u;) e

Hi: uy - up < 0 (a média populacional u, € inferior & média populacional uy).

H, foi rejeitada ao nivel = 5%, quando o valor da estatistica F foi menor que -K, onde
K= 1o95.

Quando quisemos testar se uma média populacional foi maior que outra,
consideramos as seguintes hipdteses e regra de decisdo:
Ho: uy - u; <0 (a média populacional uy ndo € superior 2 média populacional uy) e
Hi: vy - up > 0 (a média populacional u, € superior a média populacional uy).

H, foi rejeitada ao nivel = 5%, quando o valor da estatistica T foi maior
que percentil ;. da distribuicdo amostral de T.

Todos os cdlculos dos testes estatisticos, inclusive a probabilidade de erro

a0 se aceitar a hipétese Hy como verdadeira a cada valor da estatistica T encontrado,




yram feitos pelo pacote estatistico Minitab Data Analysis Software (versdo para

omputadores IBM-PC, Minitab, 1984)

'abela 2.2.1 - Composigao centesimal da ragio utilizada no grupo experimental

INGREDIENTES QUANTIDADE | PROTEINA | GLICIDIOS | LIPIDIOS
(®

“eijdo fradinho 20 4,83 10,76 0,30
Arroz polido 20 1,44 15,94 0,12
viilho (farinha) 20 1,92 14,34 0,63
Jatata doce (roxa) 20 0,56 4,34 0,02
Abdbora 15 0,18 1,47 0,04
Jleo de soja 04 - - 4,00
val 01 - - -

TOTAL 100 8,73 46,85 5,11
“ALORIAS 268,31 34,92 187,40 45,99
ADEQUACAO % 13 70 17

egundo determinagdo feita por Nddia Maria Macedo Agra (Departamento de Nutrigdo

a Universidade Federal do Ceard) e Zuleica Braga de Lima Guedes (Departamento de

armdcia da Universidade Federal do Ceard).
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Tabela 2.2.2 - Composi¢ao da ragdo Labina 5001*

Constituintes: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo
de arroz cru, carbonato de célcio, fosfato de cdlcio, sal e Premix (misturas

minerais ¢ vitaminicas)

Composicao %o
Umidade maxima 13,0
Proteina minima 23,0
Extrato etéreo minimo 2,5
Matéria fibrosa maxima 9,0
Matéria mineral méxima 8,0
Cilcio médximo 1,8
Fésforo minimo 0,8
Enriguecimento (/kg do produto)

Vitamina A 20.000,0U1
Vitamina D; 6.600,0U1
Vitamina E 30.000,0U1
Vitamina K 6,0mg
Vitamina By, 8,0mg
Pantotenato de célcio 24,0mg
Niacina 95,0mg
Tiamina | 4,0mg
Colina 2,0mg
Piridoxina 6,0mg
Biotina 0,1mg
Acido f6lico 0,5mg
Manganés 50,0mg
Iodo 2,0mg
Ferro 65,0mg
Zinco 35,0mg
Cobre 26,0mg
Antioxidante | 100,0mg




* Segundo Purina do Nordeste S.A. (1989)

Tabela 2.5.3 - Prococolo utilizado na

determinacdo da atividade

acetilcolinesterdsica

SOLUCOES TESTE “BRANCO”

Agua bidestilada 880l 900ul

Tampio fosfato 500ul 500ul

Tecido homogenizado 10% (p/v) 20ul -

DTNB 50ul 50ul

ATC 50ul 50pl

TOTAL 1500ul 1500ul1
Tabela 2.6.3 - Prococolo utilizado na dosagem de proteinas
SOLUCOES TESTE PADRAO | “BRANCO”
Agua bidestilada 7451l 7000l 750ul
Homogeneizado do tecido 10% (p/v) 5ul - -
Albumina sérica bovina (padrdo) - 50ul -
Reagente C 500ul 500ul 500ul
Reagente de Folin-Ciocalteau 50ul 50ul 50ul
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Figura 2.3.1 - Cortes frontals do cérebro de rato: 2 esquerds,
dreas coradas por método histoquimico especifi-
co para AChE (KOELLE e FRIEDENUALD, 1949); &
direita, desenhos esquemdticos dessas dreas.
{Modificado de PRAXINOS, 14988).

Abreviaturas:

2n nervo éptico

3v 32 ventrfculo

Acb nucleo accunbens

CA1-3 campos CAl a CA3 do corno de Ammon
cc corpo caloso

CPu caudado cutimen

ec cadpsula externa

Fri1-2 4dreas 1 e 2 do cdriex frontal
FrPal 4drea motora do cdriex fronto-parietal
FrPaS5 area somatosensorial do cértex fronto-

parisetal

Hip hipocampo

HL cortex parietal (representacdo somato-
sensorial das patas traseiras de rato)

Ly ventriculo latera)

Oc coritex occipital

Parl-2 drea 1 e 2 d cdriex parietal

PRh coértex perirhinal

RS cortex retrosplenial

Te cértex temporal

Thal talamo
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lateral

Figura 2.3.2 Vistas lateral e dorsal do cére-
bro de rato. A linha tracejada
repregenta a posig¢¥do do plano
frontal imagindrio que dividiria
o cérebro em duas partes, ante-
rior e posterior. Ver explicacio
no iftem 2.3 do texto. (Modifica-
do de ZILLES e WREE, 1986).
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3 - RESULTADOS

3.1 - Efeitos da desnutri¢io sobre a densidade de receptores muscarinicos centrais

Em hipocampo, nas duas idades estudadas, ndo houve diminuic¢fo
estatisticamente significativa da densidade de mAChR no grupo desnutrido em relagio
ao grupo controle, tanto entre os animais machos como entre as fémeas (tabelas 3.1.1
3.1.2 e figura 3.1.1). No entanto, a probabilidade de erro muito préxima a do nivel de
significAncia estabelecido neste estudo (p= 0,052) permite sugerir com maior segurancga,
que a densidade desses receptores tendeu a diminuir na presenga de desnutrigio nas
fémeas de 5-8 meses de idade (figura 3.1.2).

Os valores encontrados para as densidades mdximas de mAChR (Bmax) e
para as constantes de dissociacao no equilibrio (Kd) em hipocampo, através da andlise do
Scatchard reverso, nas idades de 12-19 dias e 5-8 meses (figura 3.1.3), sdo apresentados
na tabela 3.1.3. Valores semelhantes foram obtidos por regressio ndo linear dos
resultados provenientes dos experimentos de saturagdo (tabela 3.1.4).

No que diz respeito a densidade de mAChR em fun¢do da idade, em
hipocampo, ocorreu aumento significativo da densidade desses receptores nos controles
de ambos os sexos com idade de 5-8 meses em relagdo aqueles em idade neonatal; no
grupo desnutrido, foi evidenciada apenas uma tendéncia para este aumento da densidade
com o passar da idade (p= 0,075 e p= 0,135 para fémeas e machos, respectivamente).
Ver tabelas 3.1.1. ¢ 3.1.2.

Em cortex motor e cértex somatosensorial, também nfo foi encontrada
uma diminui¢do estatisticamente significativa da densidade de mAChR nos grupos
desnutridos, de ratos lactentes e adultos de ambos 0s sexo0s, em relagdo aos respectivos
controles (tabelas 3.1.1. e 3.1.2 e figura 3.1.4). Por outro lado, ocorreu aumento da
densidade desses receptores em cortex motor de ratos desnutridos de 12-19 dias em
relacdo aos controles da mesma idade (tabela 3.1.2 e figura 3.1.4).

A exemplo do que foi observado em hipocampo, pareceu haver uma
tendéncia para a diminui¢do da densidade de mAChHR nas ratas desnutridas com idade de

5-8 meses, tanto em cértex motor como em cortex somatosensorial (p= 0,095 e p=



0,090, respectivamente), quando comparadas com os controles da mesma idade (ver
figura 3.1.2). As figuras 3.1.5 e 3.1.6 mostram os grificos de Eadie-Hofstee para cortex
motor e cOrtex somatosensorial, respectivamente, que deram origem aos valores de
Bmax e Kd, nessas dreas, apresentados nas tabelas 3.1.3 ¢ 3.1.4.

A anilise da densidade desses receptores nessas duas dreas em fungio da
idade mostrou que, apenas no cértex somatosensorial das ratas controles, foi evidenciada
uma tendéncia para o aumento dessa densidade com o passar dos meses (p= 0,090). Ver
tabela 3.1.1. Entre os machos, houve aumento significativo da densidade de mAChR nos
cortices motor e somatosensorial dos ratos controles com 5-8 meses de idade em relagdo
20s controles em idade neonatal (tabela 3.1.2).

Em nicleos da base de ratas desnutridas, resultados preliminares nio
mostraram diminuicdo da densidade de mAChR em relacio a seus respectivos controles,
nem aumento dessa densidade com o decorrer da idade (tabela 3.1.1 e figura 3.1.1).

A figura 3.1.8 mostra os graficos da curva de saturagdo e do Scatchard
reverso encontrados para os ntcleos da base de ratas desnutridas e controles, nas duas
idades estudadas. Os valores de Bmax ¢ Kd para esta drea sdo apresentados nas tabelas
3.1.3¢3.1.4.

A andlise dos graficos de Eadie-Hofstee revelou um aumento na afinidade
dos mAChR na presenca de desnutri¢do, em todas as dreas ¢ idades estudadas, exceto
em nicleos da base, na idade neonatal, onde o Kd ndo foi diferente do encontrado para

os controles da mesma idade (tabelas 3.1.3 ¢ 3.1.4).

3.2 - Efeitos da desnutrigdo sobre a atividade acetilcolinesterdsica em dreas cerebrais

Os ensaios para a determinagfio da atividade acetilcolinesterdsica em
hipocampo, cortex motor, cdrtex somatosensorial e ndcleos da base das ratas, nido
revelaram diminuic@o significativa deste pardmetro na presenga de desnutri¢do, tanto na
idade neonatal como na idade de 5-8 meses, em nenhuma dessas dreas (tabela 3.2.1).
Nos animais machos, estes resultados se repetiram em todas as dreas, exceto no cortex

motor, onde foi encontrada uma diminuigdo significativa da  atividade



acetilcolinesterdsica no grupo desnutrido de 5-8 meses em relagio ao controle da mesma
idade (tabela 3.2.2).

Analisando os valores encontrados para a atividade acetilcolinesterdsica
em fungdo da idade, houve aumento estatisticamente significativo dessa atividade
enzimdtica na idade de 5-8 meses em relacfo a idade neonatal, em hipocampo, tanto no
grupo desnutrido como no controle, em ambos os sexos. Este aumento também foi
verificado em cOrtex motor de ratas desnutridas e nos machos do grupo controle. No
cortex somatosensorial dos animais machos, diferentemente do que foi encontrado para
as f€meas, ocorreu aumento da atividade acetilcolinesterdsica com o decorrer da idade,
tanto no grupo experimental como no grupo controle (figura 3.2).

A atividade acetilcolinesterdsica em ntcleos da base apresentou valores
maiores que em qualquer uma das outras dreas estudadas. Resultados preliminares
mostraram que ndo houve diferenca significativa da atividade acetilcolinesterdsica nessa
drea entre as ratas desnutridas e controles, nas duas idades estudadas, nem tdo pouco

ocorreu alteragdo dessa atividade enzimética com o passar da idade (figura 3.2).
3.3 - Efeitos da desnutri¢do sobre a quantidade de proteina de dreas cerebrais

Nao ocorreu diminui¢do estatisticamente significativa da quantidade de
proteina por grama de tecido cerebral, em nenhuma das dreas estudadas nos animais
desnutridos de ambos 0s sexos, lactentes ou adultos, em relagdo aos seus respectivos
controles (tabelas 3.3.1 e 3.3.2).

Foi observado um aumento significativo do contedido proteico com o
passar da idade, nos cOrtices motor e somatosensorial e nos nicleos da base de ratas
desnutridas; no grupo controle, este aumento foi verificado apenas no cériex
somatosensorial (tabela 3.3.1). Entre os machos, apenas no hipocampo, houve aumento
significativo da proteina total nos animais desnutridos de 5-8 meses em relagio a aqueles

com idade neonatal (tabelas 3.3.1 ¢ 3.3.2).

3.4 - Efeitos da desnutri¢io sobre o fenétipo e 0 peso dos animais



As seguintes caracteristicas foram comuns aos ratos desnutridos: retardo
na abertura dos olhos apds o nascimento, pélos ressequidos e erigados, rarefagdo e queda
dos pélos, desproporc¢io entre 0 tamanho da cabeca e o resto do corpo, sangramento
conjuntival, diminui¢do significativa do peso corporal em relagdo ao peso dos ratos
controles da mesma idade, retardo do desenvolvimento motor e menor atividade
exploratéria do ambiente (figuras 3.4.1 ¢ 3.4.2).

As médias dos pesos corporais de ratos desnutridos com idade de 12-19
dias representaram 39% ¢ 48% (machos e f€meas, respectivamente) das médias dos
pesos encontrados para os respectivos controles da mesma idade; aos 5-8 meses de vida
essa deficiéncia tornou-se ainda maior, sendo as médias dos pesos nos grupos
desnutridos de apenas 26% ¢ 32% (machos e fémeas, respectivamente) daquelas
encontradas para 0s respectivos controles (tabela 3.4).

Em vdrios filhotes desnutridos foram ainda observadas malformagdes
grosseiras: opacidade da cérnea e nio abertura total da fenda ocular de um ou de ambos
os lados.

O numero de filhotes por ninhada desnutrida foi de 6,3 = 0,5 (média *
EPM de 12 ninhadas observadas). A percentagem de natimortos de ratas desnutridas em
relagio ao nimero de filhotes por ninhada foi de 33,3%. Ocorreu canibalismo em 16,7%

das ninhadas desnutridas.



Tabela 3.1.1 - Efeito da desnutrigdo sobre a densidade de mAChR (fmol/mg de proteina)

em 4 dreas cerebrais de ratas.

AREA CEREBRAL IDADE GRUPO GRUPO
DESNUTRIDO| CONTROLE
Hipocampo 12-19 dias 336,720 (13) | 382,9+48 (9)
5-8 meses 397,8 £38 (10) | 508,1 =51 (10)

p=0,075 *p=0,048
Cértex motor 12-19 dias [ 411,6 £23 (15) | 449,8 £37 (15)
5-8 meses 418,038 (8) | 483,828 (8)

p=0,440 p=0,27

Cériex somatosensorial 12-19 dias 418,0£29 (16) | 409,5 £ 36 (14)
5-8 meses 411,1+38(8) | 484,5+36 (&)

p=0,445 p=0,090
Nicleos da base 12-19 dias 7474 £ 126 (5)| 739,7 =87 (8)
5-8 meses 507,8 £ 133 (3) | 549,781 (4)

p=0,134

p=0,098

Cada resultado representa a média + EPM do nimero de experimentos mostrado entre

parénteses. "p" - grupo com idade neonatal x grupo na idade adulta. "*" -

significativo (teste t de Student para dados ndo pareados).
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Tabela 3.1.2 - Efeito da desnutri¢do sobre a densidade de mAChR (fmol/mg de proteina)

em 3 dreas cerebrais de ratos.

AREA CEREBRAL IDADE GRUPO GRUPO
DESNUTRIDO | CONTROLE
Hipocampo 12-19 dias 226,3+£16(3) | 280,99+ 10 (5)
5-8 meses 309,8£25(5) | 343,6:8(4)

p=0,135 *p=0,001
Cortex motor 12-19 dias 406,8 =14 (2) | 289,6+ 16 (7)
5-8 meses 379,31 36(4) | 417,042 (3)

p=0,320 *p=0,03
Cortex somatosensorial 12-19 dias 388,717 (2) | 363,519 (7)
5-8 meses 421,3+43 (4) | 443,061 (3)

p=0,320

p=0,065

Cada resultado representa a média = EPM do niimero de experimentos mostrado entre

1" "

parénteses. "p" - grupo com idade neonatal x grupo na idade adulita. "*" -

significativo (teste t de Student para dados ndo pareados).
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Tabela 3.1.3 - Efeito da desnutri¢do sobre a densidade médxima (Bmax) e afinidade (Kd)

dos receptores muscarfnicos em 4 dreas cerebrais de ratas. Dados obtidos a partir dos

graficos de Eadie-Hofstee.

AREA CEREBRAL IDADE | GRUPO DESNUTRIDO | GRUPO CONTROLE
dias (d) | -mmmmmmm e | e

meses (m) | Bmax Kd  SDgmg | Bmax Kd  SDgug

Hipocampo 12-19d | 353,41 0,64 | 0,094 | 632,41 0,80 |0,134

5-8m | 325,27 | 0,33 | 0,083 | 428,55 0,39 |0,022

Cértex motor 12-19d | 321,05 0,54 | 0,072 | 675,01 | 0,65 | 0,089

5-8m | 266,62 | 0,28 | 0,023 | 471,86| 0,43 | 0,042

Cortex somatosensorial 12-19d | 323,23 | 0,48 0,129 | 388,89 0,50 | 0,056

5-8m | 361,90 | 0,32 | 0,067 | 505,45 0,53 | 0,032

Nicleos da base 12-19d | 525,66 | 0,58 | 0,091 |930,75| 0,59 | 0,131
5-8m | 448,01 | 0,37 | 0,052 | 674,15 0,49 | 0,051

O Bmax ¢ dado em fmol/mg de proteina ¢ o Kd, em nM. Ver item 3.1 do texto para

explicagio.
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Tabela 3.1.4 - Efeito da desnutricdo sobre o Bmax (fmol/mg de proteina) e o Kd (nM)

de 4 4reas cerebrais de ratas. Dados obtidos a partir do programa de regressao nio linear

da fungdo da hipérbole retangular.

AREA CEREBRAL IDADE | GRUPO DESNUTRIDO | GRUPO CONTROLE
dias (d) | -m-----mmmmmm s | e
meses (m) Bmax Kd Bmax Kd
Hipocampo 12-19d 423,81 1,08 578,30 0,76
5-8m 342,35 0,48 460,82 0,60
Cortex motor 12-19d 377,19 0,88 813,59 1,11
5-8 m 288,25 0,44 521,80 0,70
Cortex somatosensorial 12-19d 348,83 0,63 391,57 0,58
5-8 m 366,11 0,43 550,14 0,81
Nicleos da base 12-19d 668,04 1,18 959,92 0,81
5-8m 512,52 0,70 748,50 0,83
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Tabela 3.2.1 - Efeito da desnutri¢do sobre a atividade acetilcolinesterdsica (nmol/mg de

proteina/min) em 4 4dreas cerebrais de ratas.

AREA CEREBRAL IDADE GRUPO GRUPO CONTROLE
DESNUTRIDO
Hipocampo 12-19 dias | 26,66 £ 1,8 (13) [27,65+£2,9 (12) p=0,385

5-8meses |4536+23(9) [44,10+£2,1(9) p=0,210

Cortex motor 12-19 dias | 27,69+ 1,7 (15) 127,32 £ 1,8 (15) p=0,440

5-8 meses 35,16 £3,6(8) |30,89+3.3(7) p=0,200

Cortex somatosensorial 12-19 dias 128,95+ 1,8 (11) |27,75+2,0 (10) p=0,320

5-8 meses 29,27+ 1,7(8) |[26,37+1.4(8) p=0,105

Nicleos da base 12-19 dias | 156,84 + 21,5/189,06 =+ 18,6 (8)
5 p=0,145

5-8 meses | 128,30+ 17,1 (3)|159,53 + 44,1 (4
p=0,230

Cada resultado representa a média + EPM do ndmero de experimentos mostrado entre
11 n

parénteses. "p" - grupo desnutrido x grupo controle (teste t de Student para dados nio

parecados).
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Tabela 3.2.2 - Efeito da desnutricdo sobre a atividade acetilcolinesterdsica (nmol/mg de

protefna/min) em 3 dreas cerebrais de ratos.

AREA CEREBRAL IDADE GRUPO GRUPO CONTROLE
DESNUTRIDO

Hipocampo 12-19dias {23,1+£3,3(3) 26,0£3,6 (5) p=0,310
5-8 meses |47,6£3,3 (5) 39,2+ 1,2 (4) *p=0,035

Coértex motor 12-19 dias {27,9+4,5 (4) 22,747 (7) *p=0,024
5-8 meses 26,4+ 1,2 (4) 32,4 +£0,6 (4) *p=0,009

Cortex somatosensorial 12-19 dias |26,6 £3,2 (3) 254+2,4(6) p=0,380
5-8 meses 33,9+ 1,7 (5) 35,4+29@3) p=0330

Cada resultado representa a média = EPM do nimero de experimentos mostrado entre

"ot

parénteses. "p" - grupo desnutrido x grupo controle. "*" - resultado significativo (teste t

de Student para dados nfo pareados).
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Tabela 3.3.1 - Efeito da desnutricao sobre o conteido de proteina (mg/g de tecido) em 4

areas cerebrais de ratas.

AREA CEREBRAL IDADE GRUPO GRUPO CONTROLE
DESNUTRIDO

Hipocampo 12-19 dias | 76,0+3,9 (13) | 79,1 26,0 (12) p=0,375
5-8 meses | 81,8%£7,9 (10) | 80,2 5,7 (10) p=0,435

p=0,280 p=0,450
Coértex motor 12-19 dias | 74,8 £5,8 (15) | 68,3 £29 (15) p=0,330
5-8meses | 80,1 +10,2(8) | 89,0£7,3 (8) p=0,245

p=0,315 *p=0,003
Cortex somatosensorial 12-19 dias | 69,4 +5,5(16) | 75,1 £3,4 (16) p=0,190
5-8 meses | 90,2+4,9 (8) | 853+5,1(8)p=0,250

*p=0,012 p=0,051
Nicleos da base 12-19dias | 74,5 +£6,0 (6) | 69,2145 (8) p=0,240
5-8 meses | 105,1 £ 15,5(3) | 75,3 £ 11,8 (4) p=0,092

*p=0,029 p=0,284

Cada resultado representa a média + EPM do ndmero de experimentos mostrado entre

L

parénteses.

p" - embaixo, grupo na idade neonatal x grupo na idade adulta; a direita,

srupo desnutrido x grupo controle. "*" - aumento significativo (teste t de Student para
grup grup g p

dados ndo pareados).
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Tabela 3.3.2 - Efeito da desnutri¢@o sobre o contetido de proteina (mg/g de tecido) em 4

dreas cerebrais de ratos.

em 3 dreas cerebrais de ratos.

AREA CEREBRAL IDADE GRUPO GRUPO CONTROLE
DESNUTRIDO

Hipocampo 12-19 dias | 62,2+4,2(3) | 69,1 £8,6 (5) p=0,295
5-8 meses | 81,4+55(5) | 77,9 %84 (4) p=0,365

*p=0,026 p=0,245
Cortex motor 12-19dias | 74,1+ 1,0(4) | 63,1 £21,1 (7) p=0,110
5-8 meses | 65,1+ 12,0(4) | 56,5+£7,2 (4) p=0,285

p=0,240 p=0,300
Cortex somatosensorial 12-19dias | 74,3+£7,4(3) | 77.5%+6,7 (7) p=0.,395
5-8 meses | 57,7 £ 10,0 (5) | 70,6 £9,6 (3) p=0,220

p=0,150 p=0,290

Cada resultado representa a média = EPM do ndmero de experimentos mostrado entre

n 1"

parénteses. "p" - embaixo, grupo na idade neonatal x grupo na idade adulta; a direita,

grupo desnutrido x grupo controle. "*" - aumento significativo (teste t de Student para

dados ndo pareados).
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Tabela 3.4- Efeito da desnutri¢io sobre o peso corporal (g) de ratos.

em 3 dreas cerebrais de ratos.

SEXO IDADE GRUPO GRUPO
DESNUTRIDO CONTROLE
FEMEAS 12-19 dias 9,6 £ 0,4 (20) 19,8 £0,8 (19)*

5-8 meses 56,5+4,7(14) |176,34+4,0(13)*

MACHOS 12-19 dias 9,7+0,7 (6) 24,6+ 1,1 (8)*

5-8 meses 56,6 £5,6(5) [211,8%£25,1 (4)*

Cada resultado representa a média = EPM do niimero de experimentos mostrado entre

parénteses. "*" - p< 0,001 (teste t de Student para dados nio pareados).
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Grafico de Eadie-Hofstee das ligacdes especificas de [3HINNS no
cdrtex motor de ratas desnutridas e controles, com idades de
12-19 dias (A) e 5-8 memes (B). Inset: !ligacBes especfificas {(cur-—
vas) =3 inespecificas (rebtas? de [SHINHS., em homogenesizados da
dres o grupos acima mencionados, em fungBo de concentragfes cres-—
centes do ligante total. Us valores de Bmax e Kd obtidos desses
grificos s3o mostrados nas tabelas 3.1.3 e 2.1.4.
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Grafico de Eadie-Hofstee das ligacBes especfficas de [SHINMS no
cortex somatosensorial de ratas desnutridas e controles, com ida-—
des de 12-19 dias (&) e 5-8 meses (B). Inset: ligacBSes especi{fi-
cas (curvas) e inespecificas (retas) de [JHINHS, em homogeneiza—
dos da 3sSrea e grupecs acima mencionados, em funcido de concentra-—-
¢8es crescentes do ligante total. UOs valores de Bmax e Kd obtidos
desses grificos s¥oc mostrados nas tabelas 3.1.3 ¢ 3.1.4.
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Figura 3.4.1 - Agpectos de ratas, desnutrida (=) =

7

controle, em 1dade neonatal.
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Filgura 3.4.2

- Aspectosde rataz, desnutrida (-») e
controle, com idade de & meses.
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DISCUSSAQO

Segundo nossos resultados, a desnutrigdo proteico-calérica, mesmo
guando instalada desde a vida intra-uterina, nfio foi capaz de causar diminuigdo
significativa da densidade dos mAChR e da atividade acetilcolinesterdsica nas quatro
dreas cerebrais estudadas, em ratos de ambos os sexos, quer na idade neonatal, quer na
idade adulta. Isso nos leva a cogitar que o desenvolvimento do sistema colinérgico, no
que tange a esses dois parAmetros estudados, parece ser menos vulnerdvel a influéncia
prejudicial da desnutrigio que outras estruturas cerebrais (ver item 1.1 da
INTRODUCAO). No entanto, se considerarmos que, de maneira oposta ao que foi
observado nos controles, a quase totalidade das dreas estudadas em animais desnutridos,
com exce¢do do hipocampo de ratas, nio mostrou aumento significativo da densidade
dos mAChR na idade de 5-8 meses em relagido & idade neonatal, e que a densidade
desses receptores tendeu a diminuir na maioria das dreas cerebrais estudadas em ratas de
5-8 meses de idade quando comparadas as de seus respectivos controles, podemos
sugerir entdo que a desnutrigio poderia ter causado um certo retardo do
desenvolvimento desses receptores, embora ndo marcante o suficiente para ser
estatisticamente detectado. Esta hipdtese pode ser corroborada pelo retardo também
observado no processo de maturagdo neurofibrilar do tecido cerebral na maionia das
dreas estudadas nesses ratos desnutridos (VIANA et al., 1988). Os relatos de outros
autores que mostraram diminuigfio da relagfo sinapse-neur6nio no cérebro como um
todo e diminui¢io da quantidade de dendritos apicais no cortex somatosensorial no 30°-
50° dia de vida, respectivamente,em ratos desnutridos a partir do nascimento (BASS et
al., 1970, THOMAS et al., 1980), quando é conhecido que a diferenciagio neuronal ¢ a
formagdo dos elementos sindpticos se completam no 10°-30° dia de vida no
desenvolvimento pés-natal normal (BASS et al.,, 1970), sdo observagdes que podem
corroborar a suposi¢io de retardo do desenvolvimento dos mAChR na presenca de
desnutricio.

A hip6tese de que tenha ocorrido up-regulation dos mAChR, mascarando
ou atenuando os efeitos danosos da desnutrigdo sobre o sistema colinérgico, pode ser
levantada se considerarmos que a desnutricio causou diminuigio dos niveis de

acetilcolina no cérebro de ratos (RAJALAKSHMI et al., 1974, apud ECKHERT et al,,



1975; KULKARNI e GAITONDE, 1982, apud WIGGINS et al., 1984) e que, a longo
prazo, essa diminuicfo seria capaz de causar aumento da densidade desses receptores
colinérgicos, a exemplo do que ocorre na administracdo crOnica de um antagonista
muscarinico que possivelmente diminui a normal degradacio ou internaliza¢do dos
receptores induzida pelos niveis fisiol6gicos do neurotransmissor (YOSHIDA, 1984). No
entanto, esta hipdtese torna-se sem valor se considerarmos que ndo encontramos
diminui¢do da atividade acetilcolinesterdsica na presenca de desnutri¢do e que, embora a
acetilcolinesterase nao seja um marcador exclusivo do neurbnio colinérgico (KOELLE,
1954), ocorre um paralelismo entre a atividade acetilcolinesterdsica e o contetido de
acetilcolina cerebral JERUSALINSKY et al., 1981).

A observacio de uma maior vascularizagdo das meninges dos animais
controles que dos desnutridos, levou-nos a supor que pudesse ter ocorrido uma maior
contaminacido por sangue dos tecidos cerebrais nos animais controles, elevando a
probabilidade de ser dosado um maior conteddo de proteina nesses tecidos sem o
proporcional aumento do nimero de receptores muscarinicos ¢ diminuindo assim a
densidade desses receptores nos controles (dada em fentomoles por mg de proteina).
Entretanto, esta hipétese ndo foi confirmada gragas a observagio de que o contefido
proteico em cada uma das dreas estudadas em ratos desnutridos ndo foi diferente do
encontrado para a respectiva drea nos animais controles. Por outro lado, a observagio de
que houve uma tendéncia para uma maior quantidade de proteina em nicleos da base de
ratas desnutridas de 5-8 meses de idade em relagfio aquela obtida para a mesma drea nos
respectivos controles, ndo invalida a nossa suposicio a respeito da contaminagio pelo
sangue das dreas cerebrais nos animais controles nem a negacfo dessa hipétese, pelo fato
da grande varidncia nos dados referentes ao contetido proteico em nicleos da base de
ratas desnutridas necessitar ser minimizada por um nimero maior de experimentos.

Desde que encontramos uma tendéncia para o aumento da afinidade dos
mAChR em praticamente todas as dreas estudadas nas ratas desnutridas em relagio a
seus respectivos controles, podemos supor que este aumento tenha ocorrido na tentativa
de manter o normal funcionamento do sistema colinérgico quando a densidade dos
mAChR tendeu a diminuir com a desnutrigio. Esta hipdtese € corroborada pela
observacdo de que foram encontrados menores valores de Kd nas diversas dreas

cerebrais de ratas desnutridas de 5-8 meses em relacdo as ratas controles da mesma
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idade. Por outro lado, nos experimentos de saturagio realizados com tecido cerebral de
ratas em idade neonatal, utilizamos o ligante numa concentracdo final superior a utilizada
nos experimentos com tecidos de ratas adultas, possibilitando assim o achado de valores
maiores para 0 Kd na idade neonatal. Esse fato, entretanto, ndo altera a observagio de
maior afinidade dos receptores na idade adulta porque, mesmo quando retiramos esta
Gltima e maior concentracdo do ligante da andlise de regressdo linear da curva de
saturagdo dos receptores obtida para cada 4rea cerebral de rata em idade neonatal, o
valor encontrado para o Kd ainda foi superior ao obtido para a respectiva drea de rata
adulta.

Por sua vez, os valores de Kd encontrados nos nossos experimentos para
as diversas dreas cerebrais dos animais controles adultos, estdo de acordo com 0$
relatados por HAMMER e colaboradores (1980). A diversidade de valores de Kd
referidos na literatura para cada 4rea cerebral e para o cérebro como um todo, pode ser
explicada pela variedade de preparacbes ensaiadas e pelas diferentes faixas de
concentragdo e formas isoméricas do ligante utilizadas (BIRDSALL et al., 197&; LEE ¢
EL-FAKAHANY, 1985; NORMAN et al., 1986).

Com relacdo a isomerizacdo do ligante, gostarfamos de chamar a atengio
para o fato de que a atividade especifica do ligante, encontrada a cada experimento, fot
sempre cerca de 50% daquela estabelecida pelo fabricante, mesmo apds termos feito a
devida corre¢do do seu valor em fungdo do decaimento da radioatividade com o tempo.
Esta observagio estd de acordo com a discrepancia de cerca de 40% encontrada entre 0s
valores da atividade especifica da [’HINMS determinados por espectrometria de massa e
os obtidos dos ensaios de binding (ENSING et al,, 1988). Segundo este autor, tal
discrepincia se deveu a racemizacio do ligante, reagio que deu origem ao seu
(+)isémero de menor afinidade (KLOOG e SOKOLOVSKY, 1977). Nos nossos
experimentos, entretanto, esta diminuigio da atividade especifica, encontrada a partir das
leituras feitas pelo contador de cintilagio, ndo prejudicou em nada os valores da
densidade dos mAChR, uma vez que, ao calcularmos esses valores, consideramos a
atividade especifica determinada pelo fabricante, apés corre¢do do decaimento da
radioatividade em fungdo do tempo, corrigida pela eficéncia média das leituras da

radioatividade do ligante triciado feitas pelo contador de cintilagdo. Essa eficiéncia, que
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numa amostra padrio de tricio foi de cerca de 50%, caiu em média para 25,5% quando
utilizamos o radioligante.

WIGGINS e colaboradores (1984) encontraram reducgfo das ligagdes do
[3H]JQNB aos mAChR no corpo estriado e hipotdlamo de filhotes desnutridos que foram
privados da amamentagdo. No entanto, esses autores n3o encontraram alteragdes da
densidade dos mAChR no cértex cerebral e cerebelo de ratos na vigéncia de desnutri¢éo,
nem alteragdo da afinidade dos receptores pelo radioligante em nenhuma das dreas
estudadas. A auséncia de alteragdes da afinidade dos receptores, provavelmente aliada a
diferente forma de desnutricdo causada pela privagdo dos filhotes 4 amamentaggo, sdo
fatores que poderiam justificar os diferentes resultados encontrados por esses autores
para a densidade de mAChR em hipocampo na vigéncia de desnutri¢do.

Por sua vez, RANSNAS e colaboradores (1989) nio encontraram
diminuicdo da densidade nem da afinidade dos mAChR em coragio de ratos desnutridos.

Nossos resultados concordaram com os de EL-FAKAHANY e
colaboradores (1986) quanto a distribui¢do regional dos sitios de alta afinidade pelo
[3H]NMS: a maior densidade de mAChHR foi observada em neostriatum, sendo seguida
pelo coértex. No entanto, ndo observamos diferenca de densidade desses receptores enire
o hipocampo e as regides do cértex estudadas, enquanto esses autores mostraram que o
hipocampo era mais rico em receptores muscarinicos que o cortex cerebral como um
todo.

Com relag¢do a ontogenia dos mAChR, podemos concluir que, em ratos,
ainda ndo ocorreu um completo desenvolvimento desses receptores na idade de 12-19
dias, desde que os resultados obtidos para o grupo controle mostraram que, nos animais
machos, a densidade dos mAChHR foi maior na idade de 5-8 meses que na idade neonatal,
e que houve aumento significativo dessa densidade em hipocampo e uma forte tendéncia
para 0 aumento em func¢io da idade no c¢drtex somatosensorial de ratas. Esses resultados
estdo de acordo com os obtidos por KUHAR e colaboradores (1980) que mostraram
aumento da densidade dos mAChR no cérebro de rato como um todo durante o
desenvolvimento, atingindo os niveis do adulto em torno do 30° dia de vida. COYLE e
YAMAMURA (1976), utilizando [3H]QNB, acharam que 10% da densidade total dos
mAChR do adulto estava presente no cérebro do rato ao nascimento e 90% do total, aos

28 dias de vida. Mais especificamente, no cértex cerebral de rato, BALDUINI e

55



colaboradores (1987) encontraram aumento da densidade até o 75° dia de wida.
Entretanto, os maiores valores para essa densidade encontrados por esses autores,
podem ser explicados pelo fato de que utilizaram o (-)[3H]QNB como ligante e sabendo-
se que apenas 50-65% das ligacOes especificas desse ligante sdo ligadas pela (-)’HINMS
que, por sua vez, ¢ um isdmero mais potente que a mistura racémica de PHINMS que
utilizamos.

Em se tratando da acetilcolinesterase, considerada um bom marcador dos
terminais neuronais por ser encontrada em grande quantidade na fragdo sinaptosomal que
contém os elementos pré e pés-sindpticos (DE ROBERTIS et al., 1962; ABDEL-LATIF
et al., 1970), ndo encontramos diminuicio da sua atividade em nenhuma das 4reas
cerebrais estudadas em fémeas lactentes ou adultas na presenga de desnutri¢do. Nos
machos, entretanto, houve aumento da atividade acetilcolinesterdsica em hipocampo e
diminui¢do dessa atividade no cértex motor de animais adultos desnutridos.

ADLARD e DOBBING (1971), causando desnutrigio durante o perfodo
pré ¢ pds-natal em ratos, conseguiram diminui¢io da atividade acetilcolinesterdsica no
cérebro dos animais machos com idade de 21 dias, utilizando uma dieta balanceada para
desnutrir. De maneira diferente, nos nossos experimentos, os animais machos lactentes
nio apresentaram diminuicdo da atividade acetilcolinesterdsica mesmo quando a
desnutrigdo foi causada por uma dieta desbalanceada, sabidamente mais prejudicial para
os filhotes no que tange aos pardmetros bioquimicos estudados por TIRAPEGUI e DE
ANGELIS (1984).

SOBOTKA e colaboradores (1974), por sua vez, nio encontraram
qualquer alteragio na atividade acetilcolinesterdsica em telencéfalo de ratos desnutridos
com 21 dias de idade (as fémeas ndo participaram desse estudo), corroborando 08
resultados que obtivemos para os machos desnutridos com idades de 12-19 dias. No
entanto, esses autores causaram desnutricio apenas durante o periodo de aleitamento ¢
decerto ndo obtiveram um grau de defici€ncia proteico-caldrica suficiente o bastante para
influir nos niveis da enzima, uma vez que, afora a auséncia de interfer€ncia da
desnutri¢do sobre a embriogénese, esses filhotes devem ter recebido maior quantidade de
leite do que aqueles desnutridos desde o dtero, pois KLIEWER e RASMUSSEN (1987)

mostraram que € maior a quantidade de leite produzida por ratas que sofreram restrigao
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da ingestio de alimentos apenas durante o perfodo de lactagio que naquelas cuja
restrigAo alimentar ocorreu desde a prenhez.

Nossos resultados também mostraram um aumento significativo da
atividade acetilcolinesterdsica em vdrias 4reas cerebrais na idade adulta em relagdo a
idade neonatal, corroborando com a idéia expressa pela literatura de que, via de regra,
essa atividade enzimdtica aumenta com o passar da idade (SERENI et al., 1966;
ECKHERT et al., 1976; RIEGER e VIGNY, 1976; VIANA, 1980). Assim, os valores
encontrados para a atividade acetilcolinesterdsica na idade neonatal que ndo diferiram
estatisticamente daqueles encontrados na vida adulta, em c6rtex motor de ratos machos e
nos cortices motor e somatosensorial das fémeas, podem sugerir que o desenvolvimento
dessas regides, mormente de seus terminais sindpticos, j4 poderia estar completo no
periodo neonatal estudado. Por outro lado, os valores semelhantes encontrados para a
densidade dos mAChR nessas dreas nas idades de 12-19 dias e 5-8 meses, afastam esta
possibilidade.

Na presenca de desnutricio, os pesos corporais dos ratos lactentes, de
ambos os sexos, foram cerca de 50-60% menores que 0s pesos dos seus respectivos
controles e, com o passar da idade, esses pesos tornaram-se ainda mais deficientes. Isso
nos leva a concluir que a medida que continua o estado de deficiéncia nutricional,
progridem os seus efeitos deletérios sobre o organismo, ndo existindo um mecanismo
compensador que atenue ou acabe com a deficiéncia de crescimento do organismo de um
modo geral. CORDERO e colaboradores (1985), por exemplo, causando desnutri¢io a
partir do nascimento, somente encontraram pesos signifcativamente menores a partir do
60° dia de vida desses aniamis e a deficiéncia de peso foi menor que a observada nos
nossos resultados. A literatura concorda com nossos resultados quando refere uma
deficiéncia 44-65% no peso de animais desnutridos com 21 dias de vida e de 84%, aos 3
meses de idade (ADLARD e DOBBING, 1972; SOBOTKA et al., 1974).

Corroborando  nossas observagdes a respeito  do fenltipo e
comportamento dos animais, outros autores também referiram opacidade da cornea,
retardo na abertura dos olhos, abilidade motora prejudicada ¢ menor atividade
exploratéria (MAHADEVAN et al., 1965, apud GUTHRIE ¢ BROWN, 1968; SMART
e DOBBING, 1971, apud SMART et al., 1973; SOBOTKA et al., 1974).

wn
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Uma diminuicdo do ndmero de filhotes por ninhada foi relatada por
ALEXANDER e colaboradores (1988), concordando assim com oS nossos resultados.
Segundo esses autores, ocorre menor numero de ovulagdes nas ratas desnutridas

cronicamente.

CONCLUSOES

1) A desnutricdo proteico-caldrica, mesmo quando instalada desde a vida intra-uterina,
ndo ¢ capaz de causar diminuigdo significativa da densidade dos mAChR nem da
atividade acetilcolinesterdsica em hipocampo, cértex motor, cériex somatosensorial e

nicleos da base do cérebro de ratos.

2) Uma forte tendéncia para a diminuigio da densidade dos mAChR nas 4 dreas cerebrais
estudadas em fémeas adultas desnutridas, sugerem que pode ter ocorrido um certo
retardo no desenvolvimento desses receptores, embora ndo tdo marcante para ser

evidenciado estatisticamente.

3) O aumento da afinidade dos receptores parece ser o mecanismo responsavel por

atenuar a influéncia prejudicial da desnutri¢do sobre os mAChR.

4) Em ratos lactentes desnutridos, o mecanismo que determina o aumento da densidade
dos mAChR em cortex motor, carece de ser melhor estudado para poder ser
compreendido; também necessitam de esclarecimento as alteragdes da atividade
acetilcolinesterdsica que ocorrem em hipocampo e cOrtex motor de ratos adulios

desnutridos

5) A deficiéncia do peso corporal de ratos varia diretamente com o tempo de instalagio

da desnutricio.



6) No rato, com base no aumento da densidade e afinidade dos mAChR e da atividade
acetilcolinesterdsica na maioria das dreas estudas em funcfo da idade, concluimos que,
de um modo geral, o completo desenvolvimento do sistema colinérgico ndo ocorre anies

dos 19 dias de vida .

7) Dentre as 4 regides cerebrais estudadas, o striatum € a drea mais rica em estruturas

integrantes do sistema colinérgico.
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Figura 7 - Programa de regress¥o n%o linear da fung¥o da hipérbole retangular para

aplicagdo em estudos de binding (OLIVEIRA FILHO, 1989).



