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RESUMO 

 

MESSIAS LOTUFO, Bruna. Malnutrição protéica e desenvolvimento hipocampal: 
estudo das implicações sobre memória/aprendizado e avaliação da distribuição da 
Óxido Nítrico Sintase. 2012. 96 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto 
de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
Rio de Janeiro, 2012. 
 

A nutrição inadequada é um dos principais fatores não-genéticos que afetam 
o desenvolvimento do encéfalo. O hipocampo é uma estrutura bastante sensível a 
alterações no aporte nutricional durante o desenvolvimento. No hipocampo a óxido 
nítrico sintase (ONS) é uma enzima altamente expressa e o óxido nítrico (ON) já foi 
apontado como tendo papel fundamental na potenciação de longa duração (LTP) e 
depressão de longa duração (LTD), responsáveis pelo processo de memória e 
aprendizado. Neste trabalho estudamos o efeito da malnutrição no comportamento 
associado à memória e aprendizado e na distribuição da ONS, através da técnica da 
nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato diaforase (NADPH-d). O presente 
trabalho foi aprovado pelo COMITÊ DE ÉTICA (CEA/055/2009). Foram utilizados 
ratos Wistar machos, divididos em dois grupos: grupo controle (GC) e grupo 
malnutrido (GM). A malnutrição se deu através da administração, para a mãe, de 
uma ração com 0% de proteína durante os 10 primeiros dias de lactação, iniciando-
se no dia do nascimento dos filhotes. O GC recebeu ração comercial (22% de 
proteína). Os encéfalos foram processados histologicamente nas idades de P10, 
P20, P30, P45 e P90 (n=5 para cada idade e grupo estudado), sendo então 
realizada a histoquímica da NADPH-d para avaliar a distribuição da ONS. A 
avaliação dos comportamentos associados à ansiedade foi realizada através do 
labirinto em cruz elevado (LCE), o comportamento associados à busca por novos 
estímulos foi medida através do campo vazado (CV) e a memória/aprendizado foi 
avaliada através do labirinto aquático radial de 8 braços (LAROB) em animais P40 
(n=10 para cada grupo) e P90 (n=11 para cada grupo). No GM em P10 observamos 
maior densidade de células NADPHd+ no giro denteado. Em P20, a marcação para 
NADPH-d no GM foi menor e esse padrão foi mantido em P30 e P45. No GM em 
P90 não observamos efeitos da dieta. Em P10, no GM observamos menor número 
de corpos marcados no stratum pyramidale (SPy). Em P20 o SPy encontrava-se 
intensamente marcado em ambos os grupos. Em P30 GM observamos maior 
número de células marcadas no SPy. Entretanto em P45, ambos os grupos 
apresentaram poucos corpos marcados. Em P90, o GM apresentou mais células 
marcadas no SPy. Não foram observadas diferenças significativas nas variáveis 
analisadas para o LCE. O GM em P90 explora maior número de orifícios, tanto na 
periferia (F=8,1; gl=1; P=0,014) quanto no número total (F=7,5; gl=1; P=0,017). Não 
foram observadas diferenças significativas para as variáveis analisadas no CV em 
P40. No teste de memória/aprendizagem foram observadas diferenças significativas 
entre o GM e o GC na latência de escape no 1º dia de testes em P90 (F=5,2; gl=1; 
P=0,033), com o GM apresentando melhor desempenho quando comparado ao GC. 
Esses valores podem ser explicados pela redução da latência para encontrar a 
plataforma de escape no GM. Não foram observadas diferenças significativas no 
LAROB em P40. Nossos resultados demonstram que a malnutrição protéica restrita 
aos 10 primeiros dias da lactação altera a distribuição da NADPH-d no hipocampo. A 
malnutrição afetou o comportamento dos animais em P40. Por outro lado, em P90 os 



primeiro dia de teste, sugerindo que o efeito observado está mais associado à 
novidade do ambiente de teste. 
 

Palavras-chave: Desnutrição. Hipocampo. NADPH-d. Memória e aprendizado. 

   



ABSTRACT 

 
Undernutrition is one of the main epigenetic factors that affect brain 

development. The hippocampus is a very vulnerable structure that is selectively 
affected by alterations of food intake during the developmental period. Nitric oxide 
synthase is an enzyme highly expressed in this structure and nitric oxide has been 
postulated to have a role in hippocampal LTP and LTD. Here, we evaluated, in rats, 
the effects of protein malnutrition during the first 10 days of lactation on the 
distribution of NADPH-diaphorase and on the following behaviors: anxiety, novelty 
seeking and memory/learning. This study was approved by our University Ethics 
Committee (CEA/055/2009). Wistar male rats were divided into two groups: control 
group (CG) and malnourished group (MG). Dams were fed ad libitum with a 
normoprotein diet (22% protein) during gestation. During the first 10 days of lactation, 
MG dams received a protein free (0% protein) diet while CG dams received a 
normoprotein (22%protein) diet. After P10, all dams were fed with a normoprotein 
diet. On each age studied, P10 until P90 (n=5 for each group), the animals brains 
were processed histologically and then NADPH-d histochemistry was carried out. 
Behavioral tests were performed with one male from each litter. Anxiety-like effects 
were measured in the elevated plus maze (EPM) during 5 min. The time spent in and 
entries into the open arms were the measured variables. The hole board (HB) was 
used to assess novelty-seeking (number of nose pokes) for 5 min. Memory and 
learning were assessed in the 8-arm radial water maze (8-ARWM). The time needed 
to find a small platform (4 trials/day for 5 consecutive days) submerged in cloudy 
water was the measured variable. P10 MG animals showed more stained NADPH-d+ 
cells on the dentate gyrus. At P20, we observed fewer stained cells in MG and this 
pattern was also observed at P30 and P45. At P90 the staining pattern in the dentate 
gyrus was similar for both groups. P10 MG animals showed less stained cell bodies 
in the stratum pyramidale. At P20, the stratum pyramidale in both groups showed 
intense staining. P30 MG animals showed more stained NADPH-d cells, but, at P45, 
we observed few stained cells in both groups. Though P90 MG animals presented 
more stained cells in stratum pyramidale. No differences between groups were 
observed regarding the anxiety measures. Regarding novelty-seeking, P90 MG 
animals presented a significantly (ANOVA: P=0.014 and 0,017) higher number of 
nose pokes that CG ones. No differences were found between groups at P40. As for 
memory/learning, P90 MG animals had a significantly (P=0.032) reduced latency to 
find the platform than CG ones in the 8-ARWM. No differences were found between 
groups at P40. Our results demonstrate that protein malnutrition restricted to the first 
10 days of lactation altered the distribution of NADPH-d on hippocampus. The 
malnourished animals did not display behavioral alterations at P40. Conversely, P90 
malnourished animals displayed higher levels of novelty-seeking behavior and a 
better memory/learning performance, mainly in the first testing day, suggesting that 
the effect is highly dependent on the novelty of the testing situation.  
 

Keywords: Malnutrition. Hippocampus. Memory and learning. Nitric Oxide. 
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INTRODUÇÃO 
 
 
Malnutrição 

 

O estado nutricional depende da interação entre o alimento ingerido, do estado 

geral da saúde do indivíduo e do ambiente físico. A fome está relacionada com a 

dificuldade de acesso ou falta de alimentos para contemplar a quantidade de energia 

requerida para a manutenção do organismo e execução das atividades diárias de 

um indivíduo. A malnutrição é a redução e/ou ausência de um ou mais nutrientes 

essenciais na dieta. 

Os nutrientes consistem em substâncias que não são sintetizadas pelo 

organismo em quantidades significativas e, portanto, devem ser complementadas 

pela dieta. Para termos boa saúde, necessitamos de nutrientes que forneçam 

energia (proteínas, lipídios e carboidratos), vitaminas, minerais e água. As 

necessidades de nutrientes específicos incluem aminoácidos essenciais, ácidos 

graxos, vitaminas lipossolúveis e hidrossolúveis, e colina. A dieta também deve 

suprir várias substâncias inorgânicas, incluindo minerais, oligominerais, eletrólitos e 

os oligoelementos (Kasper e col., 2006). 

A proteína alimentar consiste em aminoácidos essenciais e não-essenciais 

necessários para a síntese protéica, enquanto certos aminoácidos também são 

usados para energia e gliconeogênese. Quando a ingestão energética é 

inadequada, a ingestão protéica deve ser aumentada, uma vez que os aminoácidos 

são desviados para as vias de síntese e oxidação de glicose. Os estados de 

privação extrema de energia podem resultar em malnutrição protéico-calórica 

(Kasper e col., 2006). 

A malnutrição é um problema de saúde, especialmente nos países em 

desenvolvimento. Déficits alimentares crônicos afetam cerca de 792 milhões de 

pessoas no mundo (FAO, 2000), incluindo 20% da população nos países em 

desenvolvimento. Em todo o mundo, a malnutrição afeta uma em cada três pessoas 

(WHO, 2000). A malnutrição afeta todas as faixas etárias, porém é comum na 

população pobre. 



17 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), mais de um terço das 

mortes infantis no mundo pode ser atribuída à malnutrição. Cerca de 178 milhões de 

crianças no mundo tem retardo no crescimento decorrente de malnutrição (WHO, 

1995). Mais de 70% das crianças com malnutrição protéico-calórica vivem na Ásia, 

26% vivem na África e 4% na América Latina e no Caribe (OMS, 2000). 

A malnutrição em todas as suas formas aumenta o risco de doenças e morte 

prematura. A malnutrição protéico-energética, por exemplo, desempenha um papel 

importante na metade de todas as mortes de menores de cinco anos nos países em 

desenvolvimento (WHO, 2000). Formas graves de malnutrição incluem marasmo 

(perda crônica de músculo, gordura e outros tecidos); cretinismo e danos cerebrais 

irreversíveis devido à deficiência de iodo; cegueira, aumento do risco de infecção e 

morte por deficiência de vitamina A. 
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1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) ocorre em fases, que 

seguem uma sequência precisa, que difere entre regiões do cérebro e até mesmo 

entre áreas dentro de uma determinada região, varia no tempo e de uma espécie 

animal para outra. Entre ratos e humanos as diferenças substanciais em relação ao 

desenvolvimento do encéfalo são representadas pelo momento do nascimento em 

relação ao estágio de maturação do encéfalo (Figura 1). 

Em ratos, durante o período embrionário ocorre organogênese. O período fetal 

é o período da histogênese macroneural, início da gliogênese, migração celular e 

início da diferenciação celular. Durante a fase do nascimento e amamentação ainda 

está ocorrendo a histogênese microneural e a gliogênese tardia, a migração e 

diferenciação microneural e oligodendroglial, a mielinização e a sinaptogenêse. No 

período pós-desmame e até a maturidade ainda continuam a histogênese 

microneural, a diferenciação celular, a sinaptogênese e a mielinização (Morgane e 

col., 1993). 
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Figura 1. Esquema representativo comparando o desenvolvimento do cérebro de 
humano e ratos. As curvas representam as diferenças no desenvolvimento 
(Adaptado de Morgane e colaboradores, 2002). 
 
 

1.1 Efeitos da malnutrição no neurodesenvolvimento 

 

A nutrição inadequada é um dos principais fatores não-genéticos que afetam o 

desenvolvimento do encéfalo. Uma oferta adequada de nutrientes é necessária para 

a manutenção do crescimento bem como para o desenvolvimento normal de todas 

as funções fisiológicas. Todos os nutrientes têm alguma influência na maturação do 

encéfalo, porém as proteínas parecem ser o componente mais crítico para o 

desenvolvimento das funções neurológicas (Morgane e col., 2002). 

A malnutrição protéica e protéico-calórica durante estágios precoces da vida 

são conhecidas por produzirem prejuízos no desenvolvimento encefálico alterando a 

morfologia, a neuroquímica e a neurofisiologia em humanos e outros animais (Bedi 
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1991, Lukoyanov e Andrade 2000, Morgane e col., 2002, Rotta e col., 2003, Alamy e 

col., 2005, Da Silva Hernandes e col., 2005). 

A malnutrição protéica e/ou protéico-calórica durante o período da lactação 

pode ser produzida através da administração de uma dieta hipoprotéica, reduzindo a 

quantidade de proteínas presentes na composição da dieta; da redução de alimento 

ou da quantidade inadequada de alimento disponível; do grande número de filhotes 

por ninhada e por meio da malnutrição por separação. Todas essas técnicas 

produzem efeitos significativos no desenvolvimento físico e comportamental em 

ratos, como demonstrado por Hernandes e col (2003). O período da lactação em 

ratos, equivalente ao terceiro trimestre de gestação em humanos, é considerado um 

período crítico do desenvolvimento de algumas estruturas encefálicas. O insulto 

nutricional imposto durante períodos críticos do desenvolvimento pode afetar e 

deixar marcas no SNC. Alguns desses efeitos são mostrados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Efeitos da malnutrição no desenvolvimento do SNC do rato em relação ao 

período de malnutrição. Adaptado de Morgane e col. 1993. 

 

 

Diversos trabalhos onde o padrão nutricional da dieta das lactantes, com 

consequência na quantidade e qualidade do leite secretado, vem sendo utilizado 
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para avaliar a malnutrição nos lactentes (Sturman e col., 1986; Rasmussn, 1992). 

Ribeiro e col. (1997) demonstraram que a malnutrição protéica, somente durante o 

período da lactação, promove alterações no peso corporal e no padrão de ingestão 

alimentar, que são mantidos na vida adulta do animal. 

Em modelos animais, a malnutrição protéico-energética no feto e no neonato 

reduz o conteúdo de DNA neural e de RNA, e altera o perfil de ácidos graxos (Winick 

e Nobel, 1966; Winick e Rosso, 1969). O insulto nutricional resulta em redução do 

número de neurônios, síntese protéica reduzida e hipomielinização. O tamanho do 

encéfalo é reduzido através de todos esses mecanismos como resultado de 

alterações nas proteínas estruturais, concentração de fatores de crescimento e 

produção de neurotransmissores. Essas mudanças também incluem redução no 

número de sinapses e alterações na arborização dendrítica (Bass e col., 1970; 

Jones e Dyson, 1981; Wiggens e col., 1984; Nishijima, 1986; Yamamoto e col.,1987; 

Benitez-Bribiesca e col., 1999). 

Em nosso laboratório, um estudo de Montanha-Rojas e col., 2005, 

demonstraram que a malnutrição protéica restrita aos 10 primeiros dias da lactação 

acarreta em alterações na expressão de MBP (proteína básica de mielina). Entre os 

efeitos podemos destacar uma aparente diminuição na imunorreatividade para MBP 

na substância branca cerebelar e presença de fibras imunorreativas a MBP, 

interpostas na substância cinzenta de animais desnutridos. Os animais do grupo 

malnutrido, aos 60 dias de vida, apresentaram aumento aparente no número de 

corpos celulares de oligodendrócitos imunorreativos a MBP. Também aos 90 dias de 

vida, os animais desnutridos apresentavam citoarquitetura cerebelar alterada. Esses 

dados reforçam a hipótese que a malnutrição protéica, mesmo restrita a um período 

da lactação, promove mudanças plásticas que são mantidas na vida adulta do 

animal. 

Em outros estudos realizados pelo nosso grupo, utilizando o mesmo modelo de 

malnutrição protéica durante o período da lactação, Lima e col., 2010, demonstraram 

que animais malnutridos apresentaram alteração no acúmulo de glicogênio em 

alguns núcleos hipotalâmicos, como o núcleo arqueado (ARC) e a eminência média 

(EM). As células que apresentavam reservas de glicogênio eram os tanicitos, uma 

linhagem de células gliais. Esses dados reforçaram o conceito de que o estado 
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nutricional materno durante a lactação é crítico para a maturação cerebral. Além 

disso, Rocha (2010), também observaram que animais malnutridos apresentaram 

atraso na expressão de neuropeptídeo Y (NPY) em fibras que partem do ARC em 

direção ao núcleo paraventricular (PVN), importante via hipotalâmica reguladora da 

ingestão alimentar. 

Modelos animais de malnutrição protéica durante o período da lactação 

demonstram mudanças na qualidade e na quantidade das interações mãe-filhotes e 

pode levar a efeitos duradouros sobre o comportamento de ratos na vida adulta 

(Smart e Preece, 1973; Crnic, 1980; Riul e col, 1999). Alterações comportamentais 

também são observadas nas lactantes malnutridas que passam mais tempo no 

ninho (Crnic, 1980) e levam mais tempo para recolher os filhotes (Smart, 1973). 

Assim como as lactantes, os filhotes submetidos a modelos de malnutrição 

apresentam alterações no padrão comportamental. Os lactentes passam mais tempo 

no ninho, menos tempo explorando o ambiente e menos tempo colocados em 

grupos (Lima e col., 1993; Riul e col., 1999). 

Para estudar os efeitos da malnutrição e outros insultos sobre o encéfalo. Nos 

últimos anos, uma região encefálica amplamente estudada é a formação hipocampal 

(Morgane e col., 1992; Morgane e col., 1993). 

 

 

1.2 Hipocampo 

 

O Hipocampo está localizado na porção medial do lobo temporal. É um 

componente essencial do sistema límbico, juntamente com a amígdala (com quem 

está intimamente ligado), núcleo accumbens, hipotálamo, tálamo, área tegmental 

ventral, giro cingulado e septo. É uma estrutura importante nos processos 

fisiológicos que levam ao aprendizado e memória. 

O papel do hipocampo foi inicialmente apontado por Papez que chamou a 

atenção para o aumento da reatividade emocional causada por lesões do hipocampo 

pelo vírus da raiva. Lesões bilaterais em macacos resultam em um aumento da 

agressividade destes animais (Machado, 1991). Algumas décadas depois, estudos 

demonstraram que o hipocampo apresenta outra importante função, o 
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processamento de informações e a consolidação da memória espacial. O hipocampo 

é uma estrutura responsável pela consolidação e formação da memória recente, 

enquanto o armazenamento da memória de longo prazo seria uma função do córtex 

cerebral (Kandel, 2000). 

O Complexo hipocampal consiste no giro denteado (DG), no corno de Ammon 

(CA), no complexo subicular (parasubículo, presubículo, subículo e prosubículo) e no 

córtex entorrinal. O corno de Ammon pode ser dividido em regiões CA1, CA2 e CA3. 

A principal camada de células neurais do corno de Ammon é composta por 

neurônios piramidais excitatórios. Essa camada de células está presente em todo o 

corno de Ammon e os neurônios piramidais apresentam diferentes morfologias (Tole 

e col., 1997). As células piramidais glutamatérgicas e as células granulares do DG 

representam 90% dos neurônios do hipocampo, e os 10% restantes são 

interneurônios inibitórios. Estes interneurônios hipocampais inibem outras células 

através da liberação de ácido gama-aminobutírico (GABA) (Fritschy e col., 1998). 

A maioria das vias aferentes glutamatérgicas recebidas pelos neurônios 

piramidais da região CA1, vem do córtex entorrinal, que também formam sinapses 

com os dendritos das células granulares do giro denteado (Figura 2). As fibras 

musgosas originadas nas células granulares projetam-se para os dendritos da região 

CA3, que por sua vez, enviam projeções à região CA1. Axônios da região CA1 se 

comunicam com o córtex entorrinal diretamente ou indiretamente por duas vias 

principais: através de projeções eferentes ao subiculo, através do fórnix e do núcleo 

anterotalâmico; ou por projeções eferentes ao córtex entorrinal, através do qual, 

fibras hipocampais alcançam o córtex associativo, o córtex pré-fontal e o lobo 

temporal (Campbell e Macqueen, 2004). 

O complexo hipocampal possui três grandes vias aferentes: a via perfurante 

tem origem no córtex entorrinal e faz conexões excitatórias com as células 

granulares do DG; a via das fibras musgosas formada por axônios dos neurônios da 

camada granular do DG que irão se conectar com os neurônios piramidais da região 

CA3; e a via dos colaterais de Schaffer, constituída pelos axônios dos neurônios 

piramidais da região CA3 que vão se projetar para as células piramidais da região 

CA1.  
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Figura 2. Vias hipocampais. Os aferentes vindos de fora do hipocampo são as vias 
perfurantes, que fazem sinapse com as células granulares do giro denteado. Os 
axônios das células granulares se estendem até a região CA3, onde estabelecem 
sinapses com os dendritos das células piramidais. Estas projetam seus axônios para 
fora do hipocampo, porém enviam também para a região CA1, os colaterais de 
Schaffer, que fazem sinapses com os dendritos de outras células piramidais, cujos 
axônios projetam para fora do hipocampo. A via das fibras musgosas originadas nas 
células granulares do DG e projetam-se para os dendritos da região CA3. (Adaptado 
de O´Keefer e Nadel, 1978). 
 

 

1.2.1 Desenvolvimento do Hipocampo 

 

Células piramidais são geradas principalmente durante o período pré-natal e o 

pico de neurogênese ocorre na última semana de gestação em roedores (Angevine, 

1965; Bayer e Altman, 1974), os interneurônios GABAérgicos migram 

tangencialmente das eminências ganglionares para o hipocampo e desenvolvem 

suas sinapses funcionais antes dos neurônios excitatórios (Pleasure e col. 2000; 

Hennou e col. 2002). Neurônios piramidais da região CA3 estendem aferências que 

fazem sinapse com os neurônios piramidais da região CA1, estes são chamados 

colaterais de Schaffer. Os dendritos das células piramidais da região CA3 continuam 
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o amadurecimento após o nascimento, com a formação das espinhas dendríticas 

(Seress e Ribak, 1995). As espinhas dendríticas recebem entradas sinápticas dos 

axônios dos neurônios granulares do giro denteado, denominadas fibras musgosas 

(Amaral e Dent, 1981) (Figura 3). 

Na formação do hipocampo, as células granulares formam a principal camada 

de células do giro denteado (Amaral e col., 2007). Dentro da formação hipocampal, o 

DG é a última estrutura a ser formada (Bayer, 1980b). Em ratos, as primeiras células 

granulares surgem entre o 14º e o 20º dia embrionário (E14-E20) (Schlessinger e 

col. 1975; Bayer 1980b). Entre 15 a 20% de todas as células granulares do DG são 

geradas no período pré-natal, e a maioria das células granulares são formadas entre 

o nascimento e o 18º dia de vida pós-natal. Somente de 5 a 10% dessas células são 

geradas depois desse período (Bayer, 1980b). 

Existem duas migrações celulares de precursores das células granulares, 

provenientes da matriz secundária denteada próxima ao neuroepitélio, que 

contribuem para o desenvolvimento da camada de células granulares no DG. A 

primeira migração do DG, completa durante a fase pré-natal, contribui diretamente 

para o crescimento das células da camada granular do DG. A segunda migração 

celular que ocorre no DG é entre a camada de células piramidais e a formação da 

camada granular. Ela dá origem ao nascimento tardio de células granulares, que 

migram radialmente para a parte interna da camada granular e zona subgranular 

(Altman e Bayer, 1990). Células granulares continuam a ser geradas a partir da zona 

subgranular no hipocampo de adultos e são uma fonte neural de células-tronco 

adultas, com potencial terapêutico para doenças neurodegenerativas e 

neuropsiquiátricas (Altman e Das, 1965; Hsieh e Eisch, 2010). 
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Figura 3. Esquema representativo mostrando os tipos celulares e as camadas do 
hipocampo. Em A, exemplo de células piramidais na região CA1 e CA3 e dos strata 
que formam o corno de Ammon. Em B, células granulares, células em cesto no giro 
denteado e as camadas do giro denteado. Adaptado de O´Keefer e Nadel, 1978. 
 

 

1.2.2 Anatomia Hipocampal 

 

O giro denteado é dividido em três camadas: camada granular; camada 

molecular e camada polimórfica (hilo). A camada granular contém os corpos 

celulares das células granulares do giro denteado. A camada molecular é a mais 

externa. A via perfurante passa através dessa camada fazendo sinapses excitatórias 

nos dendritos apicais distais das células granulares (Amaral e col. 2006). A camada 
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polimórfica (hilo) é a camada mais profunda do DG. Contém muitos interneurônios e 

os axônios das células granulares do DG passam através dessa camada em direção 

a CA3. 

O corno de Ammon consiste em uma estrutura curva e estratificada 

apresentando sete estratos: stratum alveus; stratum oriens; stratum pyramidale; 

stratum radiatum; stratum lacunosum, stratum moleculare e stratum lucidium. O 

alveus é a região mais superficial e contém os axônios das células piramidais, é 

constituído de fibras aferentes e eferentes principalmente, que vão originar a 

fímbria/fórnix, uma das principais eferências do hipocampo. O stratum oriens está 

localizado entre o alveus e o stratum pyramidale. Os corpos celulares das células 

inibitórias e das células horizontais trilaminares estão localizadas neste estrato. Os 

dendritos e os axônios basais dos neurônios piramidais e algumas células em cesto 

são encontradas no stratum oriens. O stratum pyramidale contém os corpos 

celulares das células piramidais. Na região CA3, esse estrato também contém os 

contatos sinápticos das fibra musgosas, que cursam através do stratum lucidium. 

Além disso, também estão presentes os corpos de muitos neurônios inibitórios como 

as células em cesto, os neurônios bioestratificados e os neurônios trilaminares 

radiais. O stratum lucidium é um dos mais finos estratos do hipocampo. As fibras 

musgosas das células granulares do DG cursam através desse estrato até a região 

CA3. O stratum radiatum contém fibras comissurais e septais e também contém 

fibras colaterais de Schaffer que são projetadas para as regiões CA1 e CA3. Alguns 

interneurônios são encontrados mais superficialmente como as células em cesto, as 

bioestratificadas e as radias trilaminares. O stratum lacunosum é formado pelas 

ramificações dos dendritos apicais das células piramidais. É uma camada fina 

contendo fibras de Schaffer e fibras da via perfurante das camadas do córtex 

entorrinal. Geralmente é agrupado com o stratum moleculare em um único estrato 

chamado stratum lacunosum-moleculare. O stratum moleculare é o mais profundo 

estrato do hipocampo. Nesse estrato a via de fibras perfurantes forma sinapses com 

os dendritos apicais e distais das células piramidais (Figura 4). 

A formação hipocampal é uma região cerebral particularmente afetada pela 

malnutrição precoce (Lukoyanov e Andrade 2000). Entre os efeitos da malnutrição 

precoce podemos destacar, redução da arborização dendrítica e da densidade de 
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terminais sinápticos na camada granular do giro dentado (Jordan e col. 1982, Cintra 

e col. 1990, Díaz-Cintra e col. 1991, Morgane e col. 1993), assim como, redução da 

densidade celular nas regiões CA1, CA2 e CA3 (Jordan e col. 1982, Morgane e col. 

1993). 

 

 
Figura 4. Esquema representativo mostrando a citoarquitetura do hipocampo. Em A, 
os diferentes strata que formam o hipocampo, alv – alveus, Or – s. oriens, Py – 
pyramidale, LMol –  lacunosum-moleculare, Mol – camada molecular do giro 
denteado, GrDG – camada granular do giro denteado, hf – fissura hipocampal. Em 
B, as regiões do hipocampo, DG – giro denteado, PoDG – camada polimórfica do 
giro denteado, CA1, CA2 e CA3 – corno de Ammon 1,  2 e 3. Adaptado de Paxinos 
& Watson (1998).  
 

 

1.3 Memória e Aprendizado 

 

Aprendizagem é o processo através do qual adquirimos conhecimento sobre o 

mundo, enquanto memória é o processo pelo qual o conhecimento é codificado, 

retido e, posteriormente, recuperado. As várias formas de memória podem ser 

classificadas como explícita e implícita (Figura 5). A memória explícita ou memória 

declarativa é aquela relacionada a eventos autobiográficos e conhecimentos de 

fatos, pessoas, lugares e coisas, enquanto que a informação de como realizar 

alguma coisa denomina-se memória implícita ou não-declarativa (Kandel, 2000). 

As memórias também podem ser classificadas pelo tempo que duram, como 

memória de curto prazo e memória de longo prazo (para revisão: Izquierdo, 2011). A 
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memória de curto prazo é um processo que é medido em minutos ou dezenas de 

minutos após o aprendizado, e envolve mecanismos próprios e distintos (Izquierdo e 

col. 1998 e 1999a). As mudanças sinápticas envolvidas na memória de curto prazo 

requerem modificações covalentes em proteínas e não precisam de síntese protéica 

(Kandel, 2000). A memória de curto prazo tem uma capacidade muito pequena de 

armazenamento, de modo que se não ocorrer um ensaio ou uma repetição, a 

mensagem será esquecida. À medida que a memória vai sendo consolidada, passa 

a ser denominada de longa duração (Kandel, 2000). 

 

 
Figura 5. Várias formas de memórias, mostrando as estruturas envolvidas nos 
processos. Adaptado de Kandel e colaboradores, 2003. 
 

 

Os mecanismos de consolidação da memória de longa duração começaram a 

ser desvendados nos últimos 25 anos como consequência da descoberta de um 

processo fisiológico, chamado de potenciação de longa duração (LTP) (para revisão: 

Izquierdo, 2011), uma forma de plasticidade sináptica, tida como um mecanismo de 

formação de memória no hipocampo. 

Estes mecanismos foram estudados fundamentalmente no hipocampo de 

roedores, examinando fatias dessa região em estudos in vitro. Das várias subregiões 

do hipocampo, a região CA1 foi a mais estudada, sendo a mais larga e a mais 

medial; essa região é ativada pela estimulação de fibras que procedem da região 

CA3 (Kandel e Squire, 2000). 
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Entre os diversos neurotransmissores encontrados no hipocampo, podemos 

destacar o ON (óxido nítrico). O ON não é um neurotransmissor convencional, não é 

armazenado em vesículas, pois atravessa livremente a membrana plasmática. A 

ação do ON seria de aumentar a liberação de glutamato pelo terminal pré-sináptico 

através da ativação da guanilato ciclase. O ON está envolvido na formação de vários 

tipos de memória de longo prazo. 

 

 

1.4 Óxido Nítrico  

 

O ON é um gás inorgânico com meia vida curta, que facilmente se difunde 

através da membrana, altamente reativo e formado a partir da L-arginina pela 

enzima Óxido Nítrico Sintase (ONS). Esta reação se dá a partir da formação de um 

produto intermediário, a NG-hidroxi-L-arginina, a qual é convertida em L-citrulina 

liberando óxido nítrico (Stuehr e col. 1989; Klatt e col. 1992). 

Furchgott e Zawadzki, 1980, demonstraram que células endoteliais quando 

estimuladas pela acetilcolina liberavam um vasodilatador, inicialmente denominado 

como Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF), atuando como o 

principal regulador no relaxamento de vasos sanguíneos e artérias e na manutenção 

da pressão sanguínea (Furchgott e Zawadzki, 1980; Ingarro e col. 1987; Palmer e 

col. 1987). Posteriormente, essa molécula sintetizada pelo endotélio e com 

propriedades relaxadoras do músculo liso foi identificada como sendo o ON. 

Nos mamíferos, o ON é sintetizado por diferentes tipos celulares, como 

neurônios, células endoteliais e macrófagos. A ONS é encontrada em três isoformas, 

nomeadas a partir do primeiro local onde foram observadas: tipo I ou neuronal 

(ONSn), tipo II ou induzida (ONSi) e tipo III ou endotelial (ONSe).  A ONSn é 

encontrada em neurônios, e a isoforma ONSe pode ser encontrada em células 

endoteliais e em neurônios do hipocampo e em outras regiões do encéfalo 

(Dinerman e col., 1994). As duas isoformas encontradas no sistema nervoso central, 

ONSn e ONSe, são constitutivas e suas atividades reguladas pelo Ca2+ intracelular e 

pela calmodulina, uma proteína associada ao Ca2+ (Simon e col. 2007). A ONSi é 

Ca2+/calmodulina independente, encontrada em condições fisiológicas em 
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macrófagos ativados, glia ativada e astrócito ativado podendo ser induzida por 

citocinas e endotoxinas, produzindo grande quantidade de ON por longo período de 

tempo (Simon e col., 2007). 

A L-arginina é convertida a citrulina com concomitante formação de ON através 

de uma via com duas etapas, uma hidroxilação e uma redução, exigindo a presença 

de O2 e nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH). Outros cofatores 

necessários para a síntese de ON são o dinucleotídeo adenina-flavina (FAD), o 

mononucleotídeo flavina (FMN) e o BH4 (Bredt e Snyder, 1990; Schulz, 2008) 

(Figura 6). 

Dawson e col. (1991) demonstraram a co-localização da nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato diaforase (NADPH-d) com a marcação imunohistoquímica para 

ONS. Estudos histoquímicos da ONS são baseados na atividade da NADPH-d, 

podendo ser considerada como um co-fator presente em todas as isoformas da 

enzima, funcionando assim como um marcador histoquímico específico para 

neurônios que produzem ON (Hope e col. 1991). 

 

 

                       Célula geradora                                                                célula alvo 

Figura 6. Esquema representativo da via L-arginina-óxido-nítrico. O óxido nítrico é 
produzido quando a enzima converte a L-arginina em L-citrulina, e se difunde 
livremente. O ON sinaliza na GC. NOS- óxido nítrico sintase; NADPH - nicotinamida 
adenina dinucleotídeo fosfato; FAD - dinucleotídeo adenina-flavina; FMN - 
mononucleotídeo flavina; BH4 - tetrahidrobiopterina; GC - guanilato ciclase; GTP - 
guanosina trifosfato; GMPc - guanosina monofosfato cíclica. 
 

 

Em condições fisiológicas, baixos níveis de ON produzidos pelas ONSn e 

ONSe irão ativar a guanilato ciclase (GC) através da ligação ao grupamento heme 

da enzima, induzindo a sua atividade catalítica. A GC ativada quebra a guanosina 

trifosfato (GTP) levando à produção de guanosina monofosfato cíclico (GMPc) (Bredt 

e Snyder, 1990). O GMPc funciona como segundo mensageiro, induzindo a enzima 



32 

 

proteína cinase G (PKG) que afeta a atividade de vários neurotransmissores, fatores 

de transcrição e canais iônicos por fosforilação. O GMPc também atua diretamente 

na ativação de outras cinases como a proteína cinase A (PKA), que é normalmente 

ativada pelo AMPc (Irvine e col. 2008). 

Através da utilização do mesmo modelo de malnutrição protéica utilizada neste 

estudo, Marcelino e col., 2004, demonstraram atraso na distribuição da Óxido Nítrico 

Sintase através da histoquímica da NADPH-d no hipotálamo de animais malnutridos, 

em alguns núcleos envolvidos com o controle do metabolismo energético, como o 

PVN e ventro-medial (VMH). 

 

1.4.1 Óxido Nítrico, LTP e Hipocampo 

 

No hipocampo, o ON está relacionado à formação de memória declarativa e da 

memória espacial (Susswein e col., 2004). A LTP hipocampal é iniciada por diversos 

potenciais de ação de alta frequência. As sinapses entre os colaterais de Schaffer e 

os dendritos das células piramidais da região CA1 são glutamatérgicas. Durante a 

transmissão sináptica normal de baixa frequência, o glutamato é liberado pelo 

terminal pré-sináptico e age tanto em receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-

metil D-aspartato) como em receptores do tipo não-NMDA, por exemplo, do tipo 

AMPA (ácido alfa-amino-3-hidróxi-5-metilisoxazol-4-propriônico). O Na+ e o K+ fluem 

através do receptor AMPA, mas não através dos canais NMDA, devido ao bloqueio 

deste canal pelo Mg+2 (Izquierdo, 2011). A estimulação repetitiva ou de alta amplitude 

pode levar a uma somação espaço-temporal dos potenciais pós-sinápticos 

excitátorios (PPSE) provocando uma despolarização capaz de remover o bloqueio 

dos canais NMDA pelo Mg+2. O receptor NMDA passa então a ser funcional e 

permite a entrada de Na+ e Ca+2. O influxo de Ca+2 estimula direta ou indiretamente 

uma série de enzimas chamadas proteínas cinases (para revisão: Izquierdo, 2011) 

além de formarem complexos Ca+2–calmodulina que ativam a enzima ONS levando 

a produção de ON. O ON funciona como um mensageiro retrógrado atuando nas 

fibras colaterais de Schaffer e neurônios pré-sinápticos e em várias outras células da 

vizinhança (Kandel, 2003; Lent, 2005), promovendo a liberação de glutamato (Figura 

7). 
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Figura 7. Mecanismo molecular da LTP. A ativação dos receptores de glutamato do 
tipo NMDA permite a entrada de sódio e cálcio na célula pós-sináptica. O cálcio 
então de ligará a outras proteínas que ativarão a ONS. O ON se difundirá da célula 
pós-sináptica para a célula pré-sináptica, atuando como um mensageiro retrógrado. 
Adaptado de Lent, 2005. 
 
 

A LTP hipocampal é eliminada (Böhme e col. 1991; O´Dell e col., 1991, 

Schuman e Madison, 1991; Bon e col., 1992; Doyle e col., 1996) ou parcialmente 

bloqueada (Gribkoff e Lum-Ragan, 1992; Chetkovich e col., 1993; Haley e col., 1993; 

Iga e col., 1993) através do uso de inibidores da ONS e em camundongos knockout 

para ONSn e ONSe (Son e col., 1996).  A inibição de LTP também é observada 

através da injeção de inibidores da ONS na célula pós-sináptica, porém esse efeito 

não é observado pela injeção na célula pré-sináptica (O´Dell e col., 1991; Schuman 

e Madison, 1991). Tais trabalhos mostram a importância do ON em LTP. 

 

1.5 Memória espacial 
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Em 1971, John O´Keefe e John Dostrovsky fizeram a descoberta de que o 

hipocampo contém um mapa cognitivo do ambiente espacial no qual o animal se 

move. A localização de um animal em um determinado espaço é codificada por um 

padrão de disparos de células piramidais individuais, as células que sofrem LTP, 

quando suas vias aferentes são estimuladas eletricamente (para revisão: Kandel, 

2000). 

Cada uma das células piramidais existentes no hipocampo é potencialmente 

uma célula de localização, codificando uma localização no espaço. Quando um 

animal se move, diferentes células de localização do hipocampo disparam. Por esse 

meio, acredita-se, o animal forma um “campo de localização”, uma representação 

interna do espaço que ele ocupa. Quando um animal entra em um ambiente novo, 

novos campos de localização são formados dentro de minutos e permanecem 

estáveis por semanas ou meses (para revisão: Kandel, 2000). 

O desempenho de animais submetidos a modelos de malnutrição em testes de 

memória e aprendizado foi avaliado usando diferentes testes comportamentais 

como, o labirinto aquático radial (Jordan e col., 1981; Hall, 1983); T-maze (Tonkiss e 

Galler, 1990) e o labirinto aquático de Morris (Goodlett e col., 1986, Castro e Rudy 

1987, Campbell e Bedi 1989, Bedi 1992, Córdoba e col. 1994). 

Estudos demonstram déficits de aprendizado e memória espacial 

correlacionados com alterações anatômicas e fisiológicas, especialmente nas áreas 

CA1 e CA3 (Jordan e col., 1981, 1982; Morgane e col., 1993; Galler e col., 1995), 

assim como redução dos níveis de DNA. A malnutrição protéica reduz 30% das 

sinapses estabelecidas entre as fibras musgosas e os dendritos das células 

piramidais da região CA3 (Lukoyanov e Andrade, 2000). 

Fukuda e col. (2002) demonstraram que ratos submetidos a um modelo de 

malnutrição protéica (6% de proteína) durante o período da lactação e após o 

desmame até os 49 dias de vida, não apresentavam comprometimento de 

aprendizado e memória espacial na versão proximal (plataforma de escape visível) 

do Labirinto aquático de Morris, porém apresentavam aumento na latência para 

encontrar a plataforma submersa na versão distal (plataforma de escape submersa). 
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Alguns trabalhos demonstram que a malnutrição prejudica o desempenho em 

testes de aprendizado e memória espacial (Castro e col., 1989; Tonkiss e col., 1990; 

Cordoba e col., 1994; Fukuda e col., 2002; Valadares e Almeida, 2005; Fukuda e 

col., 2007) enquanto outros trabalhos não observaram diferenças entre animais 

malnutridos e controles (Wolf e col., 1986; Campbell e Bedi, 1989; Tonkiss e Galler, 

1990; Bedi, 1992). 

A malnutrição protéica ou protéico-calórica quando imposta no início da vida é 

uma variável significativa em um conjunto de diversas variáveis ambientais e pode 

levar a déficits de aprendizagem e memória, dependendo do tipo de privação e do 

período da vida em que a privação ocorre (Laus e col., 2011). 

A literatura descreve que o insulto nutricional imposto durante períodos 

precoces da vida acarreta em alterações no desenvolvimento do SNC (para revisão, 

Morgane e col., 1993; 2002). Diversos trabalhos do nosso grupo demonstraram que 

a malnutrição protéica restrita aos 10 primeiros dias da lactação promoveu 

alterações em diversos aspectos durante o neurodesenvolvimento (Marcelino e col., 

2004; Montanha-Rojas e col., 2005; Lima e col., 2010). Lotufo (2010) observou que 

animais malnutridos apresentaram alterações na distribuição da ONS através da 

histoquímica da NADPH-d no cerebelo. No hipocampo a ONS é uma enzima 

altamente expressa e o ON já foi apontado como tendo papel fundamental na LTP, 

responsável pelo processo de memória e aprendizado. Desta forma, neste trabalho 

estudamos o efeito da malnutrição no comportamento associado à memória e 

aprendizado e na distribuição da ONS, através da técnica da NADPH-d. 
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2 OBJETIVOS 

 

 Avaliar a distribuição da Óxido Nítrico Sintase (ONS) através da histoquímica 

da NADPH-diaforase, no hipocampo de ratos submetidos a um modelo de 

malnutrição protéica durante os 10 primeiros dias da lactação em comparação 

com os animais controles; 

 Avaliar o desempenho, em tarefas de memória e aprendizado, de ratos 

malnutridos e controles aos 40 e 90 dias de vida pós-natal; 

 Avaliar os comportamentos associados aos níveis de ansiedade e a busca por 

novos estímulos em ambos os grupos de ratos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais 

 

Para a realização deste trabalho foram utilizados 92 ratos Wistar, produzidos e 

mantidos no biotério de animais do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia 

da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os animais tiveram livre acesso à 

ração e água, e foram mantidos em temperatura ambiente controlada a 25ºC, com 

ciclo claro e escuro de 12 h (07h00min – 19h00min). O protocolo experimental 

utilizado, descrito a seguir, foi aprovado pelo Comitê de Ética Para o Cuidado e Uso 

de Animais Experimentais do IBRAG, sob o número CEA/005/2009. 

 

 

3.2 Instalação da malnutrição protéica 

 

Os acasalamentos foram realizados com o pareamento de três fêmeas adultas 

nulíparas com dois machos adultos. Assim que a gravidez foi constatada, a fêmea 

grávida foi colocada em gaiola individual para acompanhamento e determinação do 

dia de nascimento. Após o nascimento da prole, as progenitoras foram divididas em 

dois grupos: grupo controle (GC) e grupo malnutrido (GM). Os animais foram 

separados em grupos de seis filhotes machos por nutriz, utilizando-se a distância 

anogenital como parâmetro de distinção entre sexos (com acerto integral da 

sexagem). As nutrizes do grupo experimental receberam como dieta ração comercial 

(NUVILAB) contendo 22% de proteínas, durante todo o período anterior ao parto, 

incluindo gestação e desenvolvimento. As nutrizes do grupo malnutrido receberam a 

ração aprotéica (0% de proteína) preparada em nosso laboratório (Tabela 2) a partir 

do dia do nascimento da prole até o décimo dia da lactação. Após esse período, a 

nutriz passou a receber ração igual ao grupo controle. As dietas divergem 

basicamente no percentual de proteínas e de carboidratos, que estão aumentados a 

fim de compensar caloricamente à ausência de proteínas (Tabela 3). 
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Tabela 2. Composição e modo de preparo da ração artesanal utilizada (adaptado de 
Costa, 2000). 

Ingredientes Mistura de sais 
Aderogil® (vitamina D3 e A) 2ml Carbonato de Cálcio 87g 

Complexo B 15ml Fosfato de potássio dibásico 123g 
Vitamina K 1ml Fosfato de cálcio 28g 
Vitamina E 1ml Sulfato de magnésio 32g 
Vitamina C 5ml Cloreto de sódio 49g 

Vitamina B12 1ml Citrato férrico 2g 
Ácido fólico 2mg Iodeto de potássio 0,2g 

Óleo de soja 50ml Sulfato de manganês 0,2g 
Mistura de sais 32g Sulfato de zinco 0,09g 

Maisena 900g Sulfato de cobre 0,09g 
Misturar os sais e a Maizena®, reservar. Diluir as vitaminas no óleo e 

acrescentá-los a mistura. Adicionar água destilada até dar o ponto para formar 
o biscoito, para então assar. 
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Tabela 3. Composição das rações comercial e manipulada (Adaptado de Costa, 
2000). 

Nutrientes Nutrilab Manipulada 
Proteína 23% 0% 

Carboidratos 72,6% 88,9% 
Lipídeos 5,4% 11,1% 

Kilocalorias 4,21 Kcal/g 4,05 Kcal/g 
Vitamina A 12.000 Ui 11.000 Ui 
Vitamina D3 1.800 Ui 2.000 Ui 
Vitamina E 30 mg 40 mg 
Vitamina K1  10 mg 
Vitamina B1 5 mg 5 mg 
Vitamina B2 9 mg 10 mg 
Vitamina B6 7 mg 10 mg 
Vitamina B12 20 mg 20 mg 
Ácido Fólico 1 mg 2 mg 

Biotina 1,5 mg 2,5 mg 
Nicotinamida  50mg 

Niacina 60 mg 60 mg 
Ácido Pantotênico 20 mg 25 mg 

Ferro 50 mg 50 mg 
Zinco 60 mg 58 mg 
Cobre 10 mg 10 mg 

Manganês 60 mg 50 mg 
Cálcio  4207 mg 

Potássio * 2765 mg 
Sódio * 1226 mg 

Magnésio * 606 mg 

* dados não informados. 
 

 

3.3 Perfusão 

 

Animais nas idades pós-natal (P) 10, P20, P30, P45 e P90 (n=5 por idade 

estudada em cada grupo) foram anestesiados com pentobarbital (50mg/kg), tiveram 

sua caixa torácica aberta por remoção do gradil costal para a exposição do coração. 

As soluções de perfusão foram infundidas no ventrículo esquerdo por intermédio de 

uma cânula. Uma pequena incisão feita no átrio direito permitia o escoamento do 

sangue e das soluções após percorrerem o sistema vascular do animal. Foram 

utilizadas as seguintes soluções: solução salina 0,9% que visava à remoção do 

sangue do animal sem provocar coagulação sanguínea; solução de paraformaldeído 

4% + glutaraldeído 2% que realizava a fixação dos tecidos; solução de 
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paraformaldeído 4% + glutaraldeído 2% acrescida de sacarose a 10% que iniciava o 

processo de crioproteção. A salina foi injetada em temperatura fisiológica a fim de 

reduzir a vasoconstricção, e as demais soluções foram mantidas resfriadas a uma 

temperatura em torno de 4ºC durante todo o processo de perfusão. 

Ao término da perfusão, iniciava-se a dissecção do encéfalo, para que esse 

fosse mantido em uma solução fixadora acrescida de 10% de sacarose por 3 horas 

a 4ºC sendo, posteriormente, transferido para uma solução de tampão fosfato 0,1M 

pH 7,4 acrescido de sacarose a 20% durante a noite a 4ºC. 

 

 

3.4 Criosecção 

 

Para realizar a criosecção, cérebros foram aparados para serem cortados no 

plano coronal e embebidos em meio de inclusão (OCT tissue tek). O cérebro era 

colocado em recipientes de papel alumínio e cobertos com o OCT, para então serem 

congelados em nitrogênio líquido e cortados em criótomo à -25oC. Cortes de 60 µm 

foram recolhidos em tampão Tris para serem submetidos à reação da di-

hidronicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato diaforase (NADPH-d). 

 

 

3.5 Histoquímica 

 

Para avaliar a expressão/distribuição da ONS utilizamos a técnica da 

histoquímica da NADPH-d. Os cortes recolhidos em placas de 24 poços com 1 ml de 

tampão Tris-HCl 0,05M, pH 7,4, foram lavados 3 vezes com o mesmo tampão. Estes 

cortes foram reagidos pela reação da NADPH-d direta, utilizando um protocolo 

modificado de Hamani e col. (1999). O tempo de reação foi de 60 a 90 minutos em 

estufa a 37ºC sob agitação. A solução de reação utilizada continha 100 μl de Triton 

X-100 diluídos em 12 ml de tampão Tris-HCl 0,05M pH 7,4, onde foram 

acrescentados 10mg de NADPH e 5 mg de azul de tetrazol (NBT) diluído em 100 μl 

de dimetilsulfóxido (DMSO). Após a marcação os cortes foram lavados 2 vezes em 

tampão Tris-HCl 0,05M pH 7,4, montados em lâminas gelatinizadas e deixados para 
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secagem durante a noite. Os cortes reagidos foram desidratados através da imersão 

das lâminas em soluções crescentes de etanol por períodos de três minutos (etanol 

a 70%, 80%, 90%, 95%) e por cinco minutos em etanol absoluto, e 

subsequentemente imersas em xilol por 10 minutos para clarificação. Posteriormente 

os cortes foram cobertos com lamínulas utilizando Entellan® (MERCK) como meio 

de montagem. 

As lâminas foram observadas e fotografadas sob iluminação de campo claro 

em um microscópio Olympus RX40 (Tokyo, Japan). 

 

 

3.6 Terminologia utilizada 

 

A identificação da citoarquitetura e a terminologia das áreas do hipocampo 

seguiram os critérios estabelecidos por Paxinos & Watson (1998) para animais 

adultos (Bregma -3,14 a -4,3 mm). 

 

 

3.7 Testes Comportamentais 

 

Os animais nas idades de P40 (n=10 em cada grupo estudado) e P90 (n=11 

em cada grupo estudado) foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: 

Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e do Campo Vazado (CV), e na idade de P41 e 

P91 ao teste do Labirinto Aquático Radial de Oito Braços (LAROB). Todos os testes 

foram feitos no mesmo ambiente, sempre a partir das 18h. Os animais testados em 

P40 não foram os mesmos animais testados em P90. 

 

3.7.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 

Os animais foram testados no LCE (figura 8), que é considerado como um dos 

melhores testes para análise de ansiedade em modelos experimentais, sendo 

frequentemente utilizado para a avaliação do efeito de drogas ansiolíticas (Sala-

Roca e col., 2002; Carobrez e Bertoglio, 2005). Antes do início de cada teste, as 
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gaiolas dos animais foram transportadas para a sala de teste, local em que os 

animais foram ambientados por 1 h antes do teste. O equipamento tem formato em 

cruz e consiste em 2 braços abertos (BA: 10 cm de largura x 50 cm de 

comprimento), 2 braços fechados (BF: 10 cm de largura × 50 cm de comprimento × 

40 cm de altura), dispostos perpendicularmente, e uma área central (CN) entre os 

braços, elevados 50 cm acima do chão. Os ratos foram colocados individualmente 

no centro do equipamento, virados para um dos braços abertos, tendo 5 min para 

explorar o labirinto. Após o término de cada teste, o LCE era limpo com um pano 

umedecido com álcool com o intuito de eliminar as excretas e minimizar odores que 

pudessem interferir no comportamento dos demais animais a serem testados. Todos 

os testes foram filmados por uma câmera de vídeo posicionada a 1,60 m acima do 

LCE para análise posterior. A análise comportamental foi feita a partir dos vídeos. As 

variáveis analisadas foram: 1) o tempo de permanência no braço aberto (Tempo 

BA); 2) o percentual de tempo de permanência no braço aberto (%Tempo BA: o 

tempo de permanência no BA foi dividido pelos tempos de permanência no BA e 

BF); 3) o número de entradas no braço aberto (Entradas BA); 4) o percentual de 

entradas no braço aberto (%Entradas BA: o percentual de entradas no braço aberto 

foi dividido pelos números de entradas no BA e BF), 5) o número de entradas no 

braço fechado (Entradas BF); 6) o percentual de tempo no centro (%Tempo CN: o 

tempo de permanência no CN foi dividido pelo tempo total de teste). 



43 

 

 
Figura 8. Fotografia do Labirinto em Cruz Elevado (LCE – vista superior). 

 

 

3.7.2 Campo Vazado (CV) 

 

Os animais foram testados no CV (figura 9) para avaliar os níveis de busca por 

novos estímulos (“busca pela novidade”) (File e col., 2001) e ansiedade (Abreu-

Villaça e col., 2006). Antes do início de cada teste, as gaiolas dos animais foram 

transportadas para a sala de teste onde os animais foram ambientados por 1 h. O 

equipamento de teste tem formato de uma arena retangular com (83 cm × 63 cm × 

40 cm). A arena apresenta 16 orifícios (4 cm de diâmetro) distribuídos de forma 

regular onde o animal pode inserir a narina para explorar. Para iniciar o teste, o 

animal foi posicionado voltado para um dos quatro cantos e poderá explorar a arena 

por 5 min. Após o término de cada teste, o CV era limpo com um pano umedecido 

com álcool com o intuito de eliminar as excretas e minimizar odores que pudessem 

interferir no comportamento dos demais animais a serem testados. Todos os testes 

foram filmados por uma câmera de vídeo posicionada a 2 m acima do CV para 

análise posterior. As variáveis avaliadas foram: 1) o número de orifícios explorados 

com a cabeça no centro do equipamento de teste; 2) o número de orifícios 

explorados com a cabeça na periferia (borda); 3) o número total de orifícios 

explorados (centro + borda); 4) % de orifícios explorados coma cabeça no centro.
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Figura 9. Fotografia do Campo Vazado (CV – vista superior). 

 

 

3.7.1 Labirinto Aquático Radial de Oito Braços (LAROB) 

 

Os animais foram testados no LAROB (figura 10) que tem sido utilizado para 

avaliar diferentes aspectos da memória e da aprendizagem (Xavier e col., 1999). 

Antes do início de cada teste, as gaiolas dos animais foram transportadas para a 

sala de teste que tinha as mesmas condições de temperatura do biotério, sendo que 

os animais foram ambientados por 1 h antes do início dos testes. O LAROB é 

composto por uma arena central com 41 cm de diâmetro com oito braços 

retangulares radialmente dispostos em relação à arena central formando uma 

espécie de asterisco (braços: 29 cm comprimento × 13 cm de largura × 40 cm de 

altura). O LAROB foi preenchido com água (26ºC) com uma profundidade de 34 cm 

logo, os ratos não conseguiam tocar o fundo com as patas ou com a cauda, assim 

não permitindo sua saída do aparelho. Na extremidade final de cada um de seus 

braços pode ser posicionada uma plataforma a 1 cm abaixo da superfície que 

permite ao animal escapar do labirinto (plataforma de escape: 8 cm de comprimento 

× 10 de largura). Uma tinta atóxica (tinta guache) foi utilizada para tornar a água 

opaca sendo assim, não permitindo a visualização da plataforma de escape. O teste 

foi iniciado colocando o animal no centro da piscina em direção a um dos braços 

sem a plataforma, sendo mantido esse posicionamento do animal durante todo o 
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período de teste (foi feito durante cinco dias consecutivos com quatro tentativas por 

dia) com intervalo de 10 minutos entre uma tentativa e outra. O animal teve dois 

minutos para achar a plataforma. Caso o animal não a encontrasse, ele era levado 

para a plataforma, sendo deixado por 20 s sobre a mesma. Para os quatro primeiros 

dias, a plataforma foi mantida na sua posição original. No quinto dia, a plataforma foi 

colocada no braço oposto ao seu posicionamento original (probe trial). A sala de 

teste tinha fixadas à parede pistas espaciais, que nada mais eram do que placas de 

acrílico de cor preta, para orientar os animais. Entre cada teste os resíduos 

presentes na água foram retirados. Os testes foram gravados por uma câmera de 

vídeo posicionada a 1,30 m acima do LAROB para análise posterior. O parâmetro 

avaliado foi a latência (segundos) para encontrar a plataforma de escape. 

 

 
Figura 10. Fotografia do Labirinto Aquático Radial de Oito Braços (LAROB – vista 
superior oblíqua). 
 

 

3.8 Estatística 

 

Todas as distribuições de dados foram avaliadas quanto à normalidade pelo 

teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para uma amostra. As avaliações de 

normalidade foram feitas para cada grupo experimental separadamente. Para 

valores de P ≥ 0,05 (bi-caudal), as distribuições foram consideradas paramétricas e 

as análises posteriores foram realizadas considerando-se esta característica. Para 
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valores de P < 0,05 (bi-caudal), as distribuições foram consideradas não-

paramétricas. Os dados com distribuição paramétrica serão apresentados como 

médias ± erros padrão das médias. 

A análise dos comportamentos apresentados no LCE iniciou-se com uma 

ANOVAm em que os seguintes fatores foram utilizados: IDADE (P40 e P90), e 

GRUPO. As variáveis analisadas foram: Tempo BA, %Tempo BA, Entradas BA, 

%Entradas BA, Entradas FC e %Tempo CN. Para o CV, o efeito da malnutrição 

protéica nos números de orifícios explorados com a cabeça no centro e na borda do 

equipamento de teste bem como o número total de orifícios explorados nas duas 

idades foram inicialmente analisado através de uma ANOVAm. Os fatores utilizados 

foram o GRUPO e a IDADE. O desempenho de memória e aprendizado no LAROB 

foi inicialmente analisado através de uma ANOVAr com os seguintes fatores: 

GRUPO e IDADE. Os fatores de repetição foram o DIA (1º ao 4º) e a TENTATIVA 

(1ª a 4ª). A variável analisada foi a latência para encontrar a plataforma. Os 

resultados do quinto dia de teste (probe trial) foram também analisados através de 

uma ANOVAr com os mesmos fatores indicados anteriormente. No entanto, como 

fator de repetição foi utilizada somente a TENTATIVA. 

Para a realização das ANOVAs de repetição, inicialmente era testada a 

hipótese de que a matriz de covariância das variáveis dependentes eram similares 

entre grupos pelo teste de Box. Em seguida, testou-se a hipótese de que as 

variâncias de erro das variáveis dependentes eram similares entre grupos pelo teste 

de Levene. Finalmente, a hipótese de esfericidade era testada pelo teste de 

Mauchley. A esfericidade assume igualdade de variâncias para todos os pares das 

medidas realizadas com repetição. Cumpre ressaltar que o teste de Mauchley é 

altamente sensível às violações de normalidade (Keselman e col., 1980). Na 

situação de rejeição de esfericidade optou-se por corrigir o número de graus de 

liberdade da análise de variância através do parâmetro ε (Huynh e Feldt, 1976). 

Os efeitos de fatores individuais foram considerados significativos quando P < 

0,05 (bi-caudal). Para interações entre fatores, nos casos em que P < 0,10 (bi-

caudal) os fatores interativos foram separados e as ANOVAs repetidas para verificar 

se os efeitos eram mantidos (Snedecor e Cochran, 1967). 
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Quando necessário, ANOVAs de menor ordem seguidas do teste de Fisher 

para comparações par a par (Fisher protected least square difference test do original 

em inglês) foram utilizados post-hoc para as análises paramétricas. 
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4.1 Histoquímica NADPH-d 

 

Avaliamos a distribuição da marcação para NADPH-d no hipocampo de ratos 

do grupo malnutrido em comparação com os ratos do grupo controle ao longo do 

desenvolvimento pós-natal. A marcação para NADPH-d no hipocampo de animais 

com 10, 20, 30, 45 e 90 dias pós-natal está presente em corpos e prolongamentos 

celulares, neurópila e vasos sanguíneos. Na figura 11, observamos nos animais P10 

o padrão de marcação consistiu em uma marcação uniforme da neurópila com maior 

intensidade de marcação no stratum pyramidale. Em P20 observamos uma 

marcação menos intensa de neurópila e maior intensidade de marcação no stratum 

pyramidale comparado em P10. A partir de P30 notamos uma redução na 

intensidade de neurópila, entretanto o stratum pyramidale encontra-se intensamente 

marcado, como observado em P20. Nos animais P45 observamos padrão 

semelhante de neurópila e do stratum pyramidale em P30. Em P90, notamos uma 

fraca marcação de neurópila e redução da intensidade de marcação do stratum 

pyramidale em relação a P45. 
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Figura 11. Padrão de marcação da NADPH-d no hipocampo de ratos ao longo do 
desenvolvimento. P10 (A e B), P20 (C e D), P30 (E e F), P45 (G e H) e P90 (I e J). 
Grupo controle (A, C, E, G e I) e grupo malnutrido (B, D, F, H e J). Barra de 
calibração: 50 µm. 
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4.1.1 Animais com 10 dias pós-natal 
 

Giro denteado 

Nos animais do GC, a camada polimórfica no hilo do DG apresentou diversos 

corpos celulares intensamente marcados em contraste com a camada granular do 

DG e da região CA3 onde observamos pouca marcação em corpos celulares (figura 

12A). Na figura 12C podemos observar também a marcação de prolongamentos das 

células da camada polimórfica na região do hilo. Nos animais do GM a quantidade 

de células NADPH-d positivas (NADPH-d+) na camada polimórfica no hilo foi bem 

maior do que no GC (figura 12D).  Esse aumento é ainda mais evidente na parte da 

camada polimórfica localizada logo acima de CA3. A camada granular e a CA3 

também se encontra bem mais definida pela marcação nestes animais em relação 

ao do GC (figura 12B). Os prolongamentos das células marcadas em todo DG 

nestes animais apresentam-se bem definidos. Observamos uma intensa marcação 

de vasos sanguíneos. Nos animais do grupo malnutrido foi observada menor 

intensidade de marcação de vasos sanguíneos. 
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Figura 12. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 10 dias 
pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada 
molecular, CG – camada granular, CP – camada polimórfica, CA3 – corno de 
Ammon 3. Notar um aumento do número de células NADPH+ na CP do grupo 
malnutrido. Barra de calibração: A e B 50 µm; C e D 100 µm. 
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Corno de Ammon 1 
Foram observados diferentes padrões de marcação nos diferentes estratos que 

formam a região CA1. No stratum oriens poucas células NADPH-d positivas podem 

ser observadas e não foi observada diferença entre o GC e GM. O stratum 

pyramidale encontra-se intensamente marcado com diversos corpos celulares em 

evidência no GC (figura 13A). A intensidade de marcação não muda no GM, porém, 

a quantidade de células NADPH-d+ foi aparentemente menor. Podemos observar no 

stratum radiatum de animais do GC alguns prolongamentos marcados com a 

marcação mais concentrada em corpos celulares. Foi observado maior número de 

células marcadas para NADPH em relação ao GC. No stratum lacunosum-

moleculare foram observadas poucas células NADPHd+ em ambos os grupos, no 

entanto, em animais do GM as células marcadas apresentaram prolongamentos 

mais longos e definidos. 

 

 

Corno de Ammon 3 

Na região CA3 os diferentes estratos também apresentaram particularidades 

no padrão de marcação. No GC podemos observar poucos corpos e 

prolongamentos celulares marcados para NADPH-d no stratum oriens. O stratum 

pyramidale apresentou-se intensamente marcado possuindo células NADPH+. Nos 

stratum lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare diversos corpos celulares 

marcados foram observados sendo que a maior parte destes estava presente no 

stratum radiatum (figura 13C). 

No GM (figura 13D) foi observada redução do número de células NADPH+ no 

stratum oriens, porém uma maior densidade celular pode ser observada no stratum 

pyramidale em relação ao GC. A densidade de células marcadas nos stratum 

lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare foi maior em relação ao GC. 
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Figura 13. Padrão de marcação da NADPH-d no Corno de Ammon de ratos com 10 
dias pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). A e B – CA1; C e 
D – CA3. SO – stratum oriens, SP – stratum pyramidale, SR – stratum radiatum, 
SLM – stratum lacunosum-moleculare, SL – stratum lucidium. Notar na CA1 o SP 
apresenta intensa marcação em ambos os grupos, porém o GM apresenta menor 
densidade de células NADPH+, ao contrário do SR maior número de células 
marcadas em relação ao GC. Na CA3, notar uma redução do número de células 
NADPH+ no SO, porém uma maior densidade foi observada no SP, SL, SR e SLM 
em relação ao GC. Barra de calibração: 50 µm. 
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4.1.2 Animais com 20 dias pós-natal 
 

Giro denteado 

Nos animais controle algumas células com seus prolongamentos apresentaram 

intensa marcação na camada polimórfica do giro denteado, no entanto esta 

marcação foi bem menor do que a observada em P10. A camada granular do DG e a 

CA3 apresentam poucas células NADPH-d positivas (figura 14A). Nos animais do 

GM (figura 14B) o padrão de marcação da camada polimórfica do giro denteado 

apresentou menor quantidade de células marcadas para NADPH-d em relação ao 

GC, esta marcação estava presente nos corpos e nos prolongamentos celulares 

(figura 14D). 

 

Corno de Ammon 1 

A marcação para NADPH-d na região CA1 do GC em P20 consistiu em poucos 

corpos celulares no stratum oriens em contraste com o stratum radiatum e 

lacunosum-moleculare onde observamos algumas células NADPH positivas. O 

stratum pyramidale encontra-se intensamente marcado e diversos corpos celulares 

podem ser observados (figura 15A). 

No GM em P20 (figura 15B) não foi observada diferença em relação ao padrão 

de marcação para NADPH-d no stratum oriens, com poucos corpos celulares 

marcados. Em contraste, no stratum radiatum e no stratum lacunoso-moleculare do 

GM, foi observada menor quantidade de corpos celulares marcados. O padrão de 

marcação para NADPH-d no stratum pyramidale consistiu em uma intensa marcação 

semelhante ao observado no GC. 

 

Corno de Ammon 3 

Foi observada pouca marcação de corpos celulares no stratum oriens tanto em 

animais do GC como do GM. O padrão de marcação no stratum pyramidale consistiu 

em uma intensa marcação e presença de poucos corpos celulares marcados em 

ambos os grupos. Um aumento da quantidade de células marcadas foi observado 

nos stratum lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare de animais do GM em 

relação ao GC (figura 15C e 15D). 
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Figura 14. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 20 dias 
pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada 
molecular, CG – camada granular, CP – camada polimórfica, CA3 – Corno de 
Ammon 3. Notar um menor número de células NADPH+ no grupo malnutrido. Barra 
de calibração: A e B 50 µm; C e D 100 µm. 
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Figura 15. Padrão de marcação da NADPH-d no Corno de Ammon de ratos com 20 
dias pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). A e B – CA1; C e 
D – CA3. SO – stratum oriens, SP – stratum pyramidale, SR – stratum radiatum, 
SLM – stratum lacunosum-moleculare, SL – stratum lucidium. Na CA1 o GM 
apresenta menor densidade de células NADPH+ no SR e SLM em relação ao GC. 
Na CA3, notar um aumento no número de células no SL, SR e SLM. Ambos os 
grupos apresentam uma intensa marcação no SP. Barra de calibração: 50 µm. 
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4.1.3 Animais com 30 dias pós-natal 
 

Giro denteado 

No DG de animais do GC a distribuição de células marcadas na camada 

polimórfica foi semelhante ao observado em animais P20 deste mesmo grupo com 

corpos e prolongamentos celulares marcados dispersos por esta região (figura 16A). 

Algumas células marcadas de formato piramidal, também podem ser observadas na 

camada granular com um grande prolongamento apical marcado. (figura 16C). Nos 

animais do GM poucas células marcadas para NADPH-d dispersas pela camada 

polimórfica no hilo podem ser observadas, no entanto, uma fileira de células 

NADPH-d+ pode ser observada justaposta a camada granular (figura 16B e 16D). 

Poucas células podem ser observadas na camada granular e na camada molecular. 

 

Corno de Ammon 1 

Em P30 o padrão de marcação na região CA1 do hipocampo de animais do 

grupo controle consistiu em poucas células NADPH positivas no stratum oriens, 

intensa marcação do stratum pyramidale, onde foram observados diversos corpos 

celulares marcados e intensa marcação para corpos celulares nos stratum radiatum 

e lacunosum-moleculare (figura 17A). No GM algumas células marcadas pela 

NADPH-d podem ser observadas no stratum oriens e há um aumento na intensidade 

da marcação e na quantidade de células NADPH+ no stratum pyramidale em relação 

ao GC, já nos stratum radiatum e lacunosum-moleculare a marcação de corpos 

celulares foi menor quando comparado ao grupo controle (figura 17B). 

 

Corno de Ammon 3 

Na região CA3 a uma nítida diferença no padrão de marcação entre os animais 

do GC e GM. Animais GM apresentaram um número de células intensamente 

marcadas pela NADPH-d bem maior do que os animas do GC em todos os estratos 

(figura 17C e 17D). 
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Figura 16. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 30 dias 
pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada 
molecular, CG – camada granular, CP – camada polimórfica, CA3 – Corno de 
Ammon 3. Notar no GM poucas células NADPH+ na CP, onde as células encontram-
se justapostas a CG. Barra de calibração: A e B 50 µm; C e D 100 µm. 
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Figura 17. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 30 dias 
pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). A e B – CA1; C e D – 
CA3. SO – stratum oriens, SP – stratum pyramidale, SR – stratum radiatum, SLM – 
stratum lacunosum-moleculare, SL – stratum lucidium. Notar na CA1 uma maior 
intensidade do SP no GM e menor densidade celular no SR e SLM em relação ao 
grupo controle. Na CA3 notar maior densidade de células NADPH+ em todos os 
estratos.Barra de calibração: 50 µm. 
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4.1.4 Animais com 45 dias pós-natal 
 

Giro denteado 

Diversas células intensamente marcadas pela NADPH-d podem ser 

observadas na camada polimórfica do giro denteado, localizadas mais próximas a 

lâmina interna em animais do GC (figura 18A) em contraste com os animais do GM 

onde raras células foram observadas. A camada granular dos animais do GM 

apresentou-se mais marcada e mais delgada do que o GC e na camada molecular 

do DG (figura 18B). 

Corno de Ammon 1 

A marcação para NADPH-d foi bastante semelhante em ambos os grupos de 

animais nesta idade. Foram observadas leves diferenças na intensidade de 

marcação do stratum radiatum que mostrou-se menos intensamente marcado em 

animais do GM. Corpos celulares marcados foram observados dispersos por este 

estrato em animais GC o mesmo não sendo observado no GM.  (figura 19A e 19B). 

 

Corno de Ammon 3 

Esta região apresentou o padrão de marcação semelhante ao observado para 

CA1. As diferenças observadas entre os dois grupos de animais também parece 

prevalecer aqui. Em animais do GC vários corpos celulares dispersamente 

distribuídos pelo stratum radiatum o diferenciam do GM onde foi observada pouca 

marcação nestas células. (figura 19C e 19D). 
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Figura 18. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 45 dias 
pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada 
molecular, CG – camada granular, CP – camada polimórfica, CA3 – Corno de 
Ammon 3. Notar no GM poucas células NADPH+ na CP em relação ao GC. Barra de 
calibração: A e B 50 µm; C e D 100 µm. 
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Figura 19. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 45 dias 
pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). A e B – CA1; C e D – 
CA3. SO – stratum oriens, SP – stratum pyramidale, SR – stratum radiatum, SLM – 
stratum lacunosum-moleculare, SL – stratum lucidium. Na região CA1 e CA3 o GM 
apresenta uma menor intensidade de marcação, com poucos corpos evidentes em 
relação ao GC. Barra de calibração: 50 µm. 
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4.1.5 Animais com 90 dias pós-natal 
 

Giro denteado 

Poucas células marcadas estão presentes na camada polimórfica do DG nesta 

idade em ambos os grupos estudados (figura 20A e 20B). Na camada molecular 

algumas células apresentam marcação nos animais do GC, a marcação desta 

camada no DG de animais do GM apresentou-se bem uniforme com raras células 

NADPH-d+. 

 

Corno de Ammon 1 

No GC (figura 21A) no stratum oriens poucas células apresentam-se marcadas, 

enquanto no stratum pyramidale observamos diversos corpos celulares marcados. 

Poucas células NADPH positivas foram observadas no stratum radiatum. No GM 

(figura 21B) foram observadas poucas células marcadas no stratum oriens. O 

stratum pyramidale e stratum radiatum apresentam maior quantidade de células 

NADPH positivas em relação ao grupo controle. 

 

Corno de Ammon 3 

O padrão de marcação da NADPH na região CA3 no hipocampo de animais do 

GC (figura 21C) consistiu em uma leve marcação de vasos sanguíneos e intensa 

marcação de corpos celulares. O stratum oriens apresenta pouca marcação de 

corpos celulares. Uma quantidade de células marcadas foi observada no stratum 

lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare. Nos animais do GM (figura 21D), o 

padrão de marcação consistiu em uma leve marcação de vasos sanguíneos. 

Observamos padrão de marcação semelhante ao GC no stratum oriens. Foi 

observada uma menor quantidade de células marcadas pela NADPH-d no stratum 

pyramidale, lucidium, radiatum e lacunosum-moleculare em relação ao GC. 
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Figura 20. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 90 dias 
pós-natal. Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). CM - camada 
molecular, CG – camada granular, CP – camada polimórfica, CA3 – Corno de 
Ammon 3. Notar poucas células marcadas na CP do DG em ambos os grupos 
estudados. Barra de calibração: A e B 50 µm; C e D 100 µm. 
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Figura 21. Padrão de marcação da NADPH-d no giro denteado de ratos com 90 dias 
pós-natal Grupo controle (A e C) e grupo malnutrido (B e D). A e B – CA1; C e D – 
CA3. SO – stratum oriens, SP – stratum pyramidale, SR – stratum radiatum, SLM – 
stratum lacunosum-moleculare, SL – stratum lucidium. Notar na CA1 e na CA3 
redução da intensidade de marcação no SP em ambos os grupos. Na CA3 o GM 
apresenta menor densidade de células marcadas no SL, SR e SLM em relação ao 
grupo controle. Barra de calibração: 50 µm. 
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4.2 Comportamento 
 

4.2.1 Comportamento associado à ansiedade 

 

Avaliamos o comportamento associado à ansiedade nos animais em P40 e P90 

através do LCE. A ANOVA não indicou efeitos significativos da IDADE ou 

TRATAMENTO, como também não indicou interação entre IDADE x TRATAMENTO, 

para todas as variáveis analisadas (figuras 22 a 25). 
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Figura 22. Tempo no braço aberto (A) e percentual de tempo no braço aberto (B) 
segmentados por grupo e idade. Não foi observado efeito significativo da malnutrição 
protéica para ambas as idades. Valores são médias ± EPM. 
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Figura 23. Número de entradas no braço aberto (A) e percentual de entradas no 
braço aberto (B) segmentados por grupo e idade. Não foi observado efeito 
significativo da malnutrição protéica para ambas as idades. Valores são médias ± 
EPM. 
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Figura 24. Número de entradas no braço fechado segmentados por grupo e idade. 
Não foi observado efeito significativo da malnutrição protéica para esta variável. 
Valores são médias ± EPM. 
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Figura 25. Percentual de tempo no centro segmentado por grupo e idade. Não foi 
observado efeito significativo da malnutrição protéica para esta variável. Valores são 
médias ± EPM. 
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4.2.2 Comportamento associado à atividade exploratória 

 

Avaliamos a atividade exploratória nos animais em P40 e P90 através do CV. A 

ANOVA global indicou efeitos significativos do TRATAMENTO e interação entre 

IDADE x TRATAMENTO para as variáveis derivadas das contagens de orifícios 

explorados – total e orifícios explorados na periferia do CV. ANOVAs de menor 

ordem foram realizadas para cada uma das idades (P40 e P90) separadamente. 

Não foram observados efeitos significativos da malnutrição protéica em P40 

para as seguintes variáveis (P>0,05 em todos os casos): 

 Orifícios explorados - total (figura 26); 

 Orifícios explorados na periferia (figura 27); 

 Orifícios explorados no centro (figura 28); 

 Percentual de Orifícios explorados no centro (figura 29). 

A malnutrição causou um aumento significativo no valor médio das seguintes 

variáveis analisadas em P90: 

 Orifícios explorados totais (F=7,531; gl=1; P=0,017) (figura 26); 

 Orifícios explorados na periferia (F=8,145; gl=1; P=0,014) (figura 27). 

Não foram observados efeitos significativos em P90 da malnutrição protéica 

para todas as variáveis estudadas no campo vazado (P>0,05 em todos os casos). 

 Orifícios explorados no centro (figura 28); 

 Percentual de Orifícios explorados no centro (figura 29). 
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Figura 26. Número total de orifícios explorados segmentado por grupo e idade. 
Notar que em P90 os animais do grupo malnutrido apresentam aumento dos valores 
médios no número de orifícios explorados. Não foi observado efeito significativo da 
malnutrição protéica para os animais em P40. Valores são médias ± EPM. *P<0,05. 
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Figura 27. Número de orifícios explorados na periferia do CV segmentado por grupo 
e idade. Notar que em P90 os animais do grupo malnutrido apresentam aumento dos 
valores médios no número de orifícios explorados na borda. Não foi observado efeito 
significativo da malnutrição protéica para os animais em P40. Valores são médias ± 
EPM. *P<0,05. 
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Figura 28. Número de orifícios explorados no centro segmentado por grupo e idade. 
Não foi observado efeito significativo da malnutrição protéica para esta variável. 
Valores são médias ± EPM. 
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Figura 29. Percentual de orifícios explorados no centro segmentado por grupo e 
idade. Não foi observado efeito significativo da malnutrição protéica para esta 
variável. Valores são médias ± EPM. 
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4.2.3 Memória e aprendizado 

 

Avaliamos a memória e aprendizado nos animais em P41 e P91 através do 

LAROB. A ANOVA com medidas repetidas para o LAROB indicou interação 

significativa IDADE x TRATAMENTO x DIA (P<0,05 em ambas as comparações). 

Assim sendo, ANOVAs com medidas repetidas foram realizadas para cada uma das 

idades (P40 e P90) separadamente. 

A malnutrição protéica restrita aos 10 primeiros dias da lactação não afetou o 

desempenho de memória e aprendizado, medido pela latência para encontrar a 

plataforma no LAROB, nos animais testados em P40 (P>0,10) (figura 30A). O grupo 

malnutrido e o grupo controle apresentaram uma melhora progressiva do 

desempenho entre o 1º e o 4º dia de testes. Não observamos diferenças entre os 

grupos no 5º dia de testes (probe trial) (figura 31A). 

Para os animais testados em P90 verificou-se que a malnutrição protéica não 

afetou de forma significativa o desempenho de memória e aprendizado, medido pela 

latência para encontrar a plataforma, no LAROB (figura 30B). Tanto o grupo 

malnutrido quanto o grupo controle apresentaram melhora no desempenho entre o 

1º e o 4º dia de testes. Observamos a latência para encontrar a plataforma do grupo 

malnutrido no 1º dia é significativamente melhor (F=5,213; gl=1; P=0,033) do que o 

grupo controle. Diferenças significativas não são mais encontradas a partir do 

segundo dia de testes. Também não foram observadas diferenças entre os grupos 

no 5º dia de testes (probe trial) (figura 31B). 
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Figura 30. Latência para encontrar a plataforma em P40 (A) e P90 (B) ao longo de 
todos os dias de teste. Notar que em P90 os animais do grupo malnutrido 
apresentam um desempenho melhor no primeiro dia de teste do que os animais 
controle. Valores são médias ± EPM. * P < 0,05. 
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Figura 31. Latência para encontrar a plataforma em P40 (A) e P90 (B) no 5º dia de 
testes (probe trial). Não foi observado efeito significativo da malnutrição protéica 
para esta variável. Valores são médias ± EPM. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Histoquímica 

 

No presente estudo, avaliamos os efeitos da malnutrição protéica durante os 10 

primeiros dias da lactação na distribuição da marcação da NADPH-d no hipocampo 

de ratos ao longo do desenvolvimento. No GM em P10 observamos maior densidade 

de células marcadas pela NADPH-d na CP do DG em comparação ao GC. Ambos 

os grupos apresentaram uma intensa marcação de vasos sanguíneos, entretanto 

esta era menos intensa no GM. Na região CA1, o stratum pyramidale apresentou-se 

intensamente marcado, porém o GM apresentou menos células NADPH-d+. Em 

P20, ambos os grupos estudados apresentaram uma redução na intensidade de 

marcação na camada polimórfica em comparação ao observado em P10. No GM o 

padrão de marcação da camada polimórfica apresentou menor densidade de células 

marcadas. Nos animais em P30 o GM apresentou poucas células marcadas para 

NADPH-d dispersas pela camada polimórfica. Na CA1 o GM apresentou um 

aumento na intensidade da marcação e densidade de células NADPH+ no stratum 

pyramidale. Em P45 poucas células foram observadas no DG no GM. Observamos 

uma redução da intensidade de marcação do stratum pyramidale comparado aos 

animais em P30 em ambos os grupos estudados. Aos 90 dias de vida, ambos os 

grupos apresentaram poucas células marcadas na CP, entretanto foi observada uma 

redução da intensidade de marcação do corno de Ammon nos dois grupos, a região 

CA1 do GM apresentou maior densidade de células marcadas. Na CA3 o GM 

apresentou uma redução na intensidade de marcação em relação ao GC. 

Como já mencionado, estudos histoquímicos da ONS são baseados na 

atividade da NADPH-d, que funciona assim como um marcador histoquímico 

específico para neurônios que produzem ON (Hope e col., 1991). Valtschanoff e col, 

1992, demonstraram melhora na marcação da NADPH-d na medula espinhal de 

ratos, usando fixadores contendo altas concentrações de glutaraldeído. A ONSn é 

citoplasmática, diferindo da ONSe que em grande parte é associada a membrana 

(Pollock e col., 1991; Schmidt e col., 1992a). A fixação com glutaraldeído é 
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irreversível e produz mais ligações cruzadas do que o formaldeído (Dinerman e col., 

1994) e preserva melhor a isoforma endotelial da ONS. Através da utilização de 

fixadores contendo glutaraldeído, além das células endoteliais nos vasos 

sanguíneos, corpos e prolongamentos celulares no stratum pyramidale na região 

CA1 são observados (Dinerman e col., 1994; Vaid e col., 1996). 

Durante o período pré-natal e pós-natal, os nutrientes são importantes para a 

manutenção do crescimento e para o desenvolvimento normal de todas as funções 

fisiológicas. O período da lactação é considerado um período crítico do 

desenvolvimento, onde um insulto nutricional pode afetar e deixar marcas no SNC. 

Nossos dados mostraram uma intensa marcação para NADPH-d nos vasos 

sanguíneos nos animais controle em P10, porém a intensidade de marcação reduz 

ao longo do tempo. Esta maior intensidade de marcação em vasos sanguíneos nos 

animais P10 GC pode ser explicado pela maior necessidade de nutrientes em uma 

fase de intenso metabolismo provocado por uma maior proliferação celular, 

crescimento axonal e sinaptogênese que ocorre na maturação desta estrutura. A 

produção de óxido nítrico pela ONSe levaria a uma vasodilatação que permitiria o 

aumento do aporte nutricional necessário. O ON é importante para a regulação do 

fluxo sanguíneo associado com o aumento da demanda energética nessa idade, 

onde os nutrientes possuem papel importante no desenvolvimento do SNC. A 

redução da marcação de vasos no grupo malnutrido pode ter relação com o fato de 

termos observado uma maior marcação de células no hipocampo destes animais, 

pois, a uma produção aumentada de ON pelas células pode inibir, por 

retroalimentação negativa, a expressão de outra NOS, como por exemplo, a do 

endotélio (Garthwaite e col., 2004). 

Durante estágios precoces do desenvolvimento o hipocampo apresenta altos 

níveis de expressão da ONS nas células piramidais e nas células granulares. Ao 

longo do tempo, o padrão de marcação reduz e neurônios maduros apresentam uma 

marcação mais fraca (Bredt e Snyder, 1994; Yan e Riback, 1997). O ON participa de 

diversos processos celulares incluindo a neurogênese e a diferenciação celular 

(Bayram e col. 2002; Pinnock e col. 2007; Zhou e col. 2007). O ON está envolvido na 

regulação da proliferação celular e no desenvolvimento de células neurais no 

sistema nervoso e exerce um papel regulador da proliferação celular no cérebro 
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adulto de mamíferos. As isoformas constitutivas da ONS, ONSn e ONSe, são 

encontradas no tecido nervoso (Feldman e col. 1993). No hipocampo, a ONSn é 

encontrada em neurônios e  a ONSe também está presente em neurônios e nas 

células endoteliais (Dinerman e col. 1994). A ONSi é expressa por glia reativa em 

estados patológicos do SNC. 

Nosso trabalho mostrou que animais do GM em P10 apresentaram maior 

densidade de células NADPH-d positivas na camada polimórfica do hilo do DG em 

relação ao GC. Pode-se explicar esse aumento no número de células NADPHd+ 

considerando que a malnutrição pode ter aumentado a neurogênese nesses animais 

e assim, maior número de células expressando a ONS. Embora a maior parte das 

células que apresentam atividade NADPHd+ tenham morfologia neuronal, também 

não podemos descartar a possibilidade da expressão da ONSi nos animais 

malnutridos, principalmente nesta etapa precoce do desenvolvimento, onde pode 

ocorrer a reatividade glial. 

O processo de neurogênese ocorre principalmente na zona subgranular (SGZ) 

do giro denteado hipocampal e na zona subventricular (SVZ). As células da SVZ dos 

ventrículos laterais são as responsáveis pela neurogênese hipocampal, produzindo 

células progenitoras que migram para as zonas neurogênicas e proliferam para 

produzir os neurônios granulares (Bull e Bartlett., 2005). Em ratos, o pico de 

neurogênese no giro denteado acontece em P7-P10 (Bayer e Altman, 1995). Já foi 

demonstrado que a restrição energética aumenta a neurogênese no hipocampo de 

ratos adultos (Lee e col., 2000; 2002a). Lobo e col, 2008, utilizando um modelo de 

malnutrição onde os animais receberam uma ração contendo 8% de proteína 

durante a gestação e lactação, demonstraram que a restrição protéica aumentou a 

proliferação de células-tronco/progenitoras na SVZ de ratos em P21 e diminuiu em 

P90. 

Moritz e col., 1999, demonstraram que animais jovens, aos sete dias de vida, 

apresentavam uma intensa marcação para NADPH-d no giro denteado. Entretanto, 

na fase adulta foi observada uma marcação mais fraca no giro denteado. O 

desenvolvimento do padrão da distribuição da NADPH-d correlaciona-se com o 

padrão temporal de desenvolvimento do hipocampo e a marcação persiste no 

período pós-natal até a idade adulta. 
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A partir de P20, a densidade de células marcadas para NADPH-d foi 

gradativamente menor quando comparado aos animais em P10. Quando avaliamos 

o padrão de marcação no GM, observamos menos células marcadas na região do 

giro denteado em relação ao GC. O padrão observado no grupo malnutrido em P20, 

permanece semelhante ao observado em P30 e P45, onde poucas células marcadas 

puderam ser observadas. Aos 90 dias de vida, ambos os grupos, apresentaram o 

mesmo padrão de marcação, com poucas células evidentes no giro denteado. Estes 

resultados demonstram que a malnutrição alterou a distribuição da NADPH-d, e 

portanto, da enzima ONS, temporalmente, ao longo do desenvolvimento, no entanto, 

ocorreu recuperação do padrão normal desta distribuição na vida adulta. O fato da 

distribuição da ONS estar alterada em fases iniciais do desenvolvimento hipocampal, 

e portanto em um período crítico, pode levar a modificações permanentes na 

circuitaria deste núcleo que se mantenham até a vida adulta com implicações no 

comportamento destes animais. 

Além disto, no corno de Ammon observamos em P10 que o stratum pyramidale 

encontrava-se intensamente marcado em ambos os grupos. Entretanto, o grupo 

malnutrido apresentou menor número de células NADPH-d+ no stratum pyramidale. 

Nos animais P20 a região CA1 apresentou-se intensamente marcada no GM e no 

GC onde diversos corpos celulares podem ser observados. Em P30 foi observado 

um aumento da intensidade da marcação e densidade de células NADPH-d no 

stratum pyramidale no GM. Aos 45 dias de vida, observamos uma redução da 

intensidade da marcação no stratum pyramidale com poucos corpos celulares 

marcados em ambos os grupos. Em P90, observamos uma marcação menos 

intensa no stratum pyramidale para ambos os grupos, entretanto o GM apresentou 

maior número de células NADPH+. 

A região do corno de Ammon está envolvida nos processos de memória e 

aprendizado. A camada de células piramidais do Corno de Ammon é composta 

principalmente por neurônios glutamatérgicos. Nossos dados sugerem que o 

aumento do número de células piramidais marcadas para a NADPH-d pode estar 

relacionado com aumento do número de neurônios na camada piramidal ou aumento 

da expressão da ONS nessas células, sugerindo que exista um aumento da 

atividade do sistema ON-glutamato-NMDA nesta região. O ON funciona como um 
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mensageiro retrógrado, o ON produzido pelo neurônio pós-sináptico é liberado e se 

liga ao neurônio pré-sináptico, promovendo a liberação de glutamato. Assim, o 

aumento na marcação para NADPH-d no corno de Ammon pode refletir no aumento 

da atividade desse sistema, que está relacionado com LTP. 

 

 

5.2 Comportamento 

 

5.2.1 Comportamento associado à ansiedade 

 

É descrito na literatura que a malnutrição imposta durante o período pré-natal 

(Almeida e col. 1996; Almeida e col. 1996) e pós-natal (Almeida e col. 1991; Almeida 

e col. 1993; Santuci e col. 1994) pode ocasionar em redução do nível de ansiedade.  

Esses trabalhos demonstraram que animais malnutridos submetidos a testes 

comportamentais para avaliar os níveis de ansiedade, como o labirinto em cruz 

elevado, passam mais tempo nos braços abertos e apresentam maior número de 

entradas nos braços abertos (Almeida e col. 1994, Moreira e col. 1997, Almeida e 

col. 1998, Durand e col. 1998, Riul e col. 1998), sugerindo assim que a malnutrição 

promove redução da ansiedade e/ou aumento da impulsividade. 

Em nosso estudo, demonstramos que os animais do grupo malnutrido, em P40 

e P90, não apresentaram alterações nos níveis de ansiedade. Esses resultados 

sugerem que o insulto nutricional não afetou a ansiedade no modelo de malnutrição 

utilizado. 

 

5.2.2 Comportamento associado à atividade exploratória 

 

Em um estudo onde a malnutrição era induzida após o desmame os animais 

malnutridos apresentaram hiperatividade medida através do teste do campo aberto 

(Open Field) (Alamy e col. 2006). Outros trabalhos, utilizando diferentes modelos de 

malnutrição como, malnutrição protéica pós-natal (Bengelloun, 1990), restrição 

alimentar crônica (Masur e Ribiero, 1981) e malnutrição protéica em ratos adultos 
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(Lukoyanov e Andrade, 2000) também demonstraram aumento da atividade medida 

através do campo aberto. 

No nosso estudo, observamos diferenças significativas entre o grupo controle e 

o grupo malnutrido no teste do campo vazado. Os animais malnutridos em P40 não 

apresentaram alterações no comportamento de busca por novidade. 

Em P90 o GM apresentou um aumento no número total de orifícios explorados 

e na borda do aparelho, gerando um aumento da atividade exploratória.  Esse 

aumento da atividade exploratória em P90 GM pode ser atribuído a redução da 

ansiedade em um ambiente novo (Lukoyanov e Andrade, 2000), porém também 

pode ser atribuído a uma busca ativa por alimentos, ligado ao tratamento nutricional 

(Bengelloun, 1990). 

Quando avaliamos o comportamento dos animais no campo vazado, 

observamos que os animais em P40 não apresentaram alterações no 

comportamento de busca por novidade. Quando a comparação é feita entre os 

animais em P90, foi observado aumento no total de orifícios explorados e orifícios na 

borda. 

Entretanto, quando avaliamos o número de orifícios explorados no centro do 

aparelho, não observamos diferenças entre os grupos. Demonstrando assim, efeito 

da atividade exploratória já que o número de orifícios explorados no centro não 

mudou. 

 

5.2.3 Memória e aprendizado 

 

Alguns trabalhos demonstram que a malnutrição prejudica a performance em 

testes de aprendizado e memória espacial (Castro e col. 1989; Tonkiss e col. 1990; 

Cordoba e col. 1994; Fukuda e col. 2002; Valadares e Almeida, 2005; Fukuda e col. 

2007) enquanto outros trabalhos não observaram diferenças entre animais 

malnutridos e controles (Wolf e col. 1986; Campbell e Bedi, 1989; Tonkiss e Galler, 

1990; Bedi, 1992) 

Quando observamos o comportamento dos animais de ambas as idades no 

LAROB, podemos verificar que animais de ambos os grupos são capazes de lidar 

com a tarefa de memória visuo-espacial, uma vez que as latências para encontrar a 
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plataforma de escape reduzem-se ao longo das tentativas e dos dias. Mesmo no dia 

em que ocorre a inversão da posição da plataforma (5o dia), ambos os grupos 

apresentam melhoras similares de desempenho ao longo das tentativas. 

Embora não tenhamos observado diferenças significativas em P40 entre o 

grupo controle e o grupo malnutrido, indicando que a malnutrição protéica no 

período da lactação não promoveu déficits de memória e aprendizado visuo-espacial 

nesses animais, nossos resultados demonstram que em P90 os animais malnutridos 

apresentaram um tempo menor para encontrar a plataforma, o que pode sugerir um 

melhor desempenho de memória e aprendizado. Por outro lado, tendo em vista que 

o efeito de melhora de desempenho foi mais restrito ao primeiro dia, pode-se 

especular sobre a possibilidade de que esta diferença esteja mais diretamente 

associada à novidade dos primeiros contatos com o equipamento de teste e da 

tarefa a ser executada do que propriamente com uma maior capacidade de memória 

e aprendizado visuo-espacial. Em acordo com esta possibilidade está o fato de que 

os animais malnutridos apresentaram níveis significativamente maiores de busca por 

novos estímulos no campo vazado do que os animais submetidos à dieta normal, 

efeito este também restrito aos ratos adultos (P90). 
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6 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou que a malnutrição protéica imposta durante os 

dez primeiros dias de lactação alterou a distribuição da NADPH-d no hipocampo de 

ratos ao longo do desenvolvimento, e algumas destas alterações foram observadas 

até a vida adulta. Não houve alterações nos níveis de comportamento associados à 

ansiedade em curto (P40) e longo prazo (P90). Houve diferença significativa no 

número de orifícios explorados, sugerindo uma diferença nos níveis de 

comportamento associado à busca novos estímulos a longo prazo, porém esse 

efeito não foi observado a curto prazo. Houve um efeito a longo prazo sobre a 

aprendizagem e memória através da diminuição da latência para encontrar a 

plataforma, principalmente no primeiro dia de teste. Estes efeitos parecem ser 

decorrentes de um fenômeno de programação, visto que não houve diferença em 

curto prazo, sem efeitos durante a adolescência. 
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