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RESUMO 

 

 

SILVA, Juliana de Oliveira. Análise comportamental de ratos Wistar machos em 
diferentes idades em um modelo de programação metabólica pela restrição protéica 
materna durante a lactação. 2013. 86 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – 
Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 
 

A desnutrição neonatal em ratos resulta em alterações metabólicas e endócrinas 
nas proles a curto e a longo prazo. Sabe-se que algumas destas alterações, como o 
conteúdo aumentado de catecolaminas adrenais e a hipercorticosteronemia nos animais 
adultos estão associadas a alterações comportamentais. Não se sabe, no entanto, se as 
alterações comportamentais observadas estão presentes desde o insulto original, a 
desnutrição, ou se estas se desenvolvem ao longo do tempo. Neste sentido, avaliamos 
em ratos Wistar os efeitos da programação pela restrição protéica materna durante a 
lactação sobre os parâmetros comportamentais relacionados à ansiedade, à atividade 
locomotora e à memória/aprendizado em diferentes idades ao longo do 
desenvolvimento. Ao nascimento das suas proles as progenitoras foram separadas em: 
Grupo restrição protéica (RP) - que recebeu ração hipoprotéica (8% de proteína) do 
nascimento ao desmame [dia pós-natal (P) 21], e Grupo CONT (controle) - que recebeu 
ração normoprotéica neste período. Os seguintes testes comportamentais foram 
realizados com a prole (21 animais / grupo / idade) em P21, P45, P90 e P180: 1) 
labirinto em cruz elevado (LCE) - avalia comportamentos associados à ansiedade; 2) 
campo aberto (CA) - avalia atividade locomotora; 3) labirinto aquático radial de oito 
braços (LAROB) - avalia memória e aprendizado. Após os testes comportamentais, os 
animais foram sacrificados por decapitação, o sangue foi coletado para dosagem da 
corticosterona sérica e a glândula adrenal para quantificação das catecolaminas 
adrenais. No LCE, os animais RP apresentaram aumentos significativos nas variáveis 
associadas à ansiedade quando comparado ao grupo CONT somente em P21. No CA 
foi observada uma redução significativa no número de retângulos percorridos pelo grupo 
RP somente na idade de P90. No LAROB não identificamos diferenças significativas 
entre os grupos durante os quatro primeiros dias de teste, independente da idade. No 
quinto dia de testes (probe trial), o grupo RP mostrou uma diminuição na latência para 
encontrar a plataforma, em P21 e P180. Quanto à função adrenal, o grupo RP 
apresentou uma diminuição nos valores de corticosterona sérica em P90, e um aumento 
no conteúdo de catecolaminas adrenais quando comparado ao grupo CONT em P21 e 
P180. Nas demais idades analisadas não foram encontradas diferenças significativas 
entre os grupos. Nossos dados indicam que os animais do grupo RP apresentam: 1) 
redução do comportamento associado à ansiedade no final do período de lactação; 2) 
redução da atividade locomotora em adultos jovens; 3) melhora do desempenho de 
memória e aprendizado no final da lactação e na idade adulta (P180). Adicionalmente, 
os dados indicam que há uma associação entre alterações nos parâmetros 
comportamentais e da função adrenal. Podemos concluir que a restrição protéica 
durante o período de lactação em ratos afeta o comportamento apresentado ao longo da 
vida e que o padrão temporal dos efeitos varia em função do comportamento estudado. 
 

Palavras-chave: Desnutrição. Programação metabólica. Lactação. Comportamento. 



ABSTRACT 

 

 

SILVA, Juliana de Oliveira. Behavioral analysis of male Wistar rats at different ages in a 
metabolic programming model by maternal protein restriction during lactation. 2013. 86 f. 
Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

Neonatal undernutrition in rats results in short- and long-term metabolic and 
endocrine alterations in the offspring. It is known that some of these alterations, such 
as adrenal catecholamines content and hypercosticosterone, are associated with 
behavioral alterations in adult animals. However, it is not known whether these are 
present since the original insult or if these arise at some specific point after it. In this 
sense, in the present work, we analyzed, in Wistar rats, the effects of protein 
restriction programing during lactation on behavioral parameters associated with 
anxiety, locomotor activity and memory learning at different time points during 
development and maturation. Progenitors were separated into two groups after 
delivering: PR (protein restriction) group – which received hipoproteic chow (8% 
protein) from birth to weaning [postnatal day (P) 21], and CONT (control) group – 
which received normoprotein chow during this period. The following behavioral tests 
were used to analyze offspring behavior (21 animals per group per age) at P21, P45, 
P90 and P180: 1) elevated plus maze (EPM) – used to assess anxiety related 
behaviors; 2) open field (OF) – used to assess locomotor activity; 3) radial arm water 
maze (RAWM) – used to assess memory and learning. After the behavioral tests, 
animals were decapitated and blood and the adrenal glands were collected for the 
analyses of catecholamine content and serum corticosterone level. In the EPM, PR 
animals had a significant increase in the values of the anxiety-associated variables 
when compared to the control group at P21. No differences were observed between 
groups at other time-points. In the OF, a significant reduction in the number of 
traversed rectangles was observed in the PR group at P90. No differences were 
observed between groups at other time-points. In the RAWM, we failed to identify 
significant differences between groups during the first four days of testing in all ages. 
On the fifth day (probe trial), the PR group had a significant reduction in the latency 
to find the scape platform at P21 and P180. As for the endocrine data, the PR group 
had a significant reduction in serum corticosterone level at P90. No differences were 
observed between groups at other time-points. Catecholamine content was 
increased in the RP group at P21 and P180. No differences were observed between 
groups at other time-points. Our data indicate that animals in the PR group display: 
1) a reduction in anxiety-like behaviors at weaning; 2) a reduction in locomotor 
activity as young adults; 3) an improvement in memory/learning performance both at 
weaning and as mature adults. Additionally, our results indicate that there is an 
association between behavioral and endocrine alterations. We can conclude that 
protein restriction during lactation in rats affects behavior at different time points 
during the animal’s life and that the temporal profile of the effects varies as a function 
of the behavior that is being assessed. 
 

Keywords: Undernutrition. Metabolic programing. Lactation. Behavior. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Programação metabólica ou plasticidade ontogenética 

 

 

Durante a gestação e lactação, o organismo encontra-se em intenso 

crescimento, apresentando intensa replicação e diferenciação celular, o que torna 

esta fase do desenvolvimento mais sensível a alterações, sendo considerados, 

portanto, períodos de maior sensibilidade. Assim, os períodos em que o organismo 

encontra-se mais suscetível aos estímulos externos são chamados de “períodos 

críticos” (Gluckman et al., 2005). 

O termo “programação” se refere a uma alteração permanente de uma 

determinada função, consequente a um estímulo ou agressão (imprinting) ocorrido 

em um período crítico da vida (Barker, 1995; Lucas, 1999; Moura e Passos, 2005). 

Atualmente, o termo "plasticidade ontogenética" tem sido mais utilizado e propõe 

uma forma menos determinística e mais probabilística para explicar o surgimento de 

doenças em resposta a insultos durante as fases particularmente vulneráveis da vida 

de um indivíduo (Gluckman; Hanson, 2007). 

Sabe-se que alterações nutricionais, hormonais e ambientais durante estágios 

críticos do desenvolvimento podem alterar a fisiologia e o metabolismo, provocando 

o desenvolvimento de distúrbios na vida adulta (Passos et al., 2000; De Moura; 

Passos, 2005; De Moura et al., 2008; Barker, 1995, 2003, 2004; Walker; Courtin, 

1985; Pracyck et al., 1992; Dorner; Plagemann, 1994; Mantzoros et al., 1997; 

Godfrey; Robinson, 1998). A programação metabólica pode ser considerada uma 

ferramenta adaptativa utilizada por organismos que vivem em ambientes onde um 

ou mais fatores considerados essenciais ao desenvolvimento estão alterados, como 

por exemplo, insuficiência de nutrientes ou em condições estressantes. Esta é uma 

hipótese bem conhecida, descrita por Barker, que associa baixo peso ao nascer, 

uma medida indireta da qualidade do ambiente fetal, com a maior prevalência de 

Síndrome Metabólica (obesidade, hipertensão, resistência à insulina, 

hipertrigliceridemia e diabetes mellitus tipo 2) na idade adulta, sendo esta conhecida 
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como a hipótese da “origem fetal” da doença (Barker,1995, 2007). O baixo peso ao 

nascer não é a causa de tantos problemas, mas sim o que este fato representa: a 

desnutrição fetal e/ou os danos ocorridos durante o desenvolvimento. Como o feto 

depende dos nutrientes vindos da mãe, no caso de desnutrição materna, ele se 

adapta a esta nutrição inadequada, seja priorizando o crescimento cerebral em 

detrimento de outros tecidos, como órgãos abdominais, ou alterando a secreção ou 

sensibilidade a hormônios (Fall, 2009). Do ponto de vista evolutivo, a programação 

tem como objetivo preparar o metabolismo para a sobrevivência do indivíduo frente 

a condições adversas no futuro (Hales; Barker, 1992; Simmons, 2005). Entretanto, 

as alterações adaptativas podem persistir mesmo em condições normais de 

fornecimento de nutrientes. Neste sentido, a modificação de funções de órgãos e 

tecidos deixa de ser uma vantagem adaptativa e torna-se deletéria para o 

organismo. 

 

 

Desnutrição 

 

 

A desnutrição, conforme a definição da Organização Mundial da Saúde (OMS), 

é uma condição patológica causada por um desequilíbrio e/ou uma deficiência de 

nutrientes no organismo. Tais desequilíbrios são frequentemente produzidos pela 

deficiência de proteínas, carboidratos, gorduras e micronutrientes, que cursam com 

alterações fisiopatológicas que, por sua vez, resultam em prejuízos funcionais e/ou 

estruturais conforme a Organização Pan-americana da Saúde (OPAS, 2000). 

Na infância, uma alimentação adequada é condição fundamental para o seu 

pleno crescimento e desenvolvimento. O estado nutricional indica em que proporção 

as necessidades fisiológicas de nutrientes estão sendo supridas para manter a 

composição e funções adequadas do organismo (Batista Filho; Rissin., 2003; Acuña; 

Cruz, 2004). Uma deficiência quantitativa e/ou qualitativa do consumo de nutrientes 

é uma das causas imediatas mais significativas dos problemas de saúde e nutrição 

(Sigulem et al., 2000). 
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Dentre os diversos tipos de desnutrição, a protéico-energética é a mais 

prevalente desordem nutricional e ocorre frequentemente na gestação, lactação e 

até os 2 anos de vida. Um dos principais efeitos da desnutrição precoce é a 

alteração de parâmetros antropométricos (peso e estatura), considerados 

marcadores epidemiológicos de desnutrição (Romani; Lira, 2004). Assim, a 

desnutrição pode ser classificada, de acordo com o déficit de altura comparado com 

a idade, sendo considerado um nanismo nutricional (desnutrição crônica), ou de 

acordo com déficit de peso para idade (desnutrição aguda), que pode ser leve, 

moderada ou grave (Gurmini et al., 2005). 

A desnutrição também predispõe a várias complicações graves de saúde, 

como tendência à infecção, prejuízo na cicatrização de feridas, falência respiratória, 

entre outros. Além disso, ela é um dos principais fatores que afetam o 

desenvolvimento cerebral e diversos estudos têm demonstrado uma correlação 

entre a desnutrição protéico-calórica e alterações no desenvolvimento cognitivo 

como: prejuízos na linguagem, nas funções visuo-espaciais, na atenção e no 

aprendizado (Acunã; Cruz, 2004; Milman et al., 2005; Mansur; Neto, 2006; Victoria et 

al., 2008; Laus et al., 2011). Estudos com suplementação protéica, como o realizado 

por Pollitt et al.,1993) na Guatemala, demonstrou que a suplementação protéica 

durante o início da infância melhora a performance psico-educacional. Outro 

exemplo é um estudo realizado no México em uma comunidade de baixa renda da 

área rural onde um grupo de mães foi suplementado com calorias e proteína durante 

a gestação e a lactação, e ainda, após o nascimento, as crianças receberam leite de 

vaca, enquanto outro grupo não foi suplementado, seguindo o hábito de alimentação 

da comunidade. As crianças suplementadas desenvolveram um padrão diferente de 

interação com o ambiente e com a mãe, essas crianças dormiam menos, se 

recusavam a ficar no berço e brincavam mais. Após um ano e meio da intervenção, 

as crianças suplementadas eram mais agitadas, brincalhonas, exigentes e 

desobedientes do que as não suplementadas (Chávez et al., 1975). 

A desnutrição ainda é a desordem nutricional mais prevalente em crianças de 

países em desenvolvimento. No mundo, 2,6 milhões de crianças menores de cinco 

anos morrem todo ano por subnutrição (correspondendo a mais de 1/3 das mortes 

na infância), 170 milhões de crianças sofrem de desnutrição crônica e uma em cada 
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três crianças de países em desenvolvimento sofre de nanismo (Save The Children, 

2012). Mas apesar de ser ainda frequente no mundo, estudos mostram uma 

tendência de mudança no panorama de sua prevalência. Estima-se que entre os 

anos de 1990 e 2015 a prevalência mundial da desnutrição tenderá a diminuir de 

26,5% para 17,6%. Nos países desenvolvidos esta redução deverá ser de 1,6% para 

0,9%; e de 30,2% para 19,3% nos países em desenvolvimento. Com destaque para 

a redução de 47% da prevalência da desnutrição na Ásia e de 61% na América 

Latina. Entretanto, acredita-se que em algumas regiões da África, a prevalência de 

desnutrição aumente de 24% para 26,8%, mostrando que as alterações do 

panorama da desnutrição mundial não seguem o mesmo padrão (De Onis et al., 

2004). 

Apesar da pequena redução da desnutrição mundial nos últimos 30 anos, o 

Brasil registrou grandes avanços neste tema, tanto no que se refere à redução dos 

óbitos, como da prevalência de desnutrição na infância. Entre 1979 e 2009, os óbitos 

por desnutrição reduziram 95%. Em 1979, as mortes de crianças por desnutrição 

representavam quase 5% dos óbitos na infância no país; em 1989, o percentual caiu 

para 3%; entre 1996 e 2002 para 2%; em 2006 para 1,3% e, finalmente, em 2009 

representavam apenas 1% do total dos óbitos de crianças menores de 5 anos. Cabe 

ainda ressaltar que as regiões Norte e Nordeste concentraram 70% dos óbitos em 

2009. 

A despeito dos grandes avanços no âmbito nacional, é essencial compreender 

que o problema não foi erradicado no país. Embora em comparação com os 

parâmetros internacionais os percentuais do país sejam poucos expressivos, em 

2011 o Brasil ainda possuía 32 mil crianças menores de cinco anos em desnutrição 

grave (baixo peso para a idade) e mais de 159 mil crianças desta faixa sofrendo de 

desnutrição crônica (altura muito baixa para a idade). Assim como no caso dos 

óbitos, a prevalência da desnutrição permanece sendo alta nas regiões Norte e 

Nordeste, que historicamente concentram os piores indicadores de condições de 

vida do país. De fato, a Pesquisa de Orçamentos Familiares (POF) realizada em 

2008-2009 evidenciou a maior presença de desnutrição nas famílias de menor 

renda. Se nas famílias com renda per capita até ¼ de salário mínimo foi constatado 

déficit altura-idade de 8,2%, este percentual caiu para 3,1% das crianças menores 
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de cinco anos em famílias cujo rendimento per capita superava cinco salários 

mínimos. Por outro lado, esta pesquisa não mostrou variação significativa entre a 

área rural e urbana (Thomazinho et al., 2012). 

 

 

Sistema nervoso durante o desenvolvimento e desnutrição 

 

 

Durante a década de 60, um grupo de pesquisadores constatou que, naquela 

época, metade das crianças do mundo sofria de diferentes graus de desnutrição e 

que esta condição poderia afetar permanentemente suas funções intelectuais 

(Scrimshaw, 1968). A desnutrição durante os períodos iniciais da vida não só reduz 

o crescimento cerebral, como também deixa o cérebro permanentemente em menor 

tamanho, sendo estas observações também feitas em ratos (Smart et al., 1973), 

camundongos (Randt; Derby, 1973), porquinhos-da-índia (Chase et al., 1971) e 

porcos (Dickerson; Dobbing, 1966). De fato, modelos experimentais têm sido 

amplamente utilizados em estudos dos efeitos de curto e longo prazo de diversos 

tipos de desnutrição em diferentes fases da vida. 

Estudos em ratos indicam que o período pós-natal é suscetível aos efeitos 

deletérios da desnutrição na função cerebral, uma vez que o cérebro tem um rápido 

crescimento durante esse período (Dobbing, 1964; Winick; Noble, 1966). Este 

período de crescimento acelerado é conhecido como “surto de crescimento cerebral” 

(brain growth spurt no original em inglês) (Dobbing; Sands, 1979). Em humanos, o 

surto de crescimento cerebral começa no início do terceiro trimestre de gestação e 

tem seu pico por volta do nascimento. Em ratos e camundongos, este período se 

inicia no dia do nascimento e tem seu pico por volta do décimo dia pós natal 

(Bandeira et al., 2009; Dobbing; Sands, 1979). Por isso, vários autores têm 

considerado que, em ratos e camundongos, os primeiros 10 dias de vida pós-natal 

correspondem, do ponto de vista do desenvolvimento neural, ao período equivalente 

ao terceiro trimestre da gestação humana (Dobbing; Sands, 1979; Nunes-Freitas et 

al., 2011). 
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O período do surto de crescimento cerebral é crítico para o desenvolvimento do 

sistema nervoso. Pois é durante este período que ocorrem os picos de uma série de 

processos fundamentais para a formação da circuitaria neural como a neurogênese 

(no hipocampo e cerebelo), a migração de populações neuronais, a morte celular 

programada, o crescimento axonal e dendrítico, e a sinaptogênese em diversas 

regiões cerebrais (Goodlett et al., 2005; Goodlett; Horn, 2001). Desta forma, 

qualquer perturbação durante este período pode comprometer de modo significativo 

a formação das futuras redes neurais e, portanto, acarretar em prejuízos geralmente 

irreversíveis para a vida do indivíduo. 

Considerando o rápido crescimento do cérebro neste período, fica claro que 

está associado a demandas nutricionais significativas. Desta forma, uma dieta 

inadequada durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) pode 

comprometer tanto a estrutura quanto a função cerebral (Benton et al., 2008), 

resultando em mudanças de longa duração na formação e função dos circuitos 

cerebrais (Charney; Bremner, 1999; Stanwood; Levitt, 2004; Bhatnaga et al., 2005) e 

aumentando o risco de déficits cognitivos na idade adulta (Strupp; Levitsky, 1995; 

Charney; Bremner, 1999). De fato, crianças desnutridas apresentam profundas 

mudanças no desenvolvimento cerebral (Wang; Brand-Miller, 2003), como desordem 

na diferenciação de células nervosas, diminuição no número de sinapses e conteúdo 

de neurotransmissores, atraso na mielinização e redução do desenvolvimento global 

da arborização dendrítica. Adicionalmente, estudos epidemiológicos descrevem uma 

associação entre períodos de restrição alimentar durante a gestação e alterações 

neurológicas como esquizofrenia (Susser et al., 1996; St Clair et al., 2005) 

desordens do humor (Brown et al., 2000) e alterações de personalidade na vida 

adulta (Neugebauer et al.,1999). 

Estudos em animais mostram que a desnutrição no começo da vida também 

afeta sua estrutura cerebral (Randt; Derby, 1973; Warren; Bedi, 1988; Morgane et 

al., 1993), resultando por exemplo na redução do total número de células (Jahnke; 

Bedi, 2007). Este achado pode ser devido a uma falha na geração do número 

normal de neurônios e células da glia durante o período da neurogênese e 

glicogênese e/ou poderia ser devido à morte celular não programada resultante da 

falta de nutrientes disponíveis (Jahnke; Bedi, 2007). Cabe mencionar que o processo 
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apoptótico é altamente sensível ao status nutricional do animal (Ciaroni et al., 2002; 

Ferri et al., 2003; Jahnke; Bedi, 2007). 

Particularmente a desnutrição por carência na ingestão de proteínas é capaz 

de causar alterações no desenvolvimento do SNC (Debassio, 1996, 1994), 

modificando a morfologia das células do hipocampo (Díaz-Cintra et al.,1991), bem 

como no número e distribuição dos receptores de neurotransmissores (Almeida et 

al., 1996. Além disso, a restrição de proteína afeta a neurotransmissão 

catecolaminérgica, serotoninérgica (Wiggins et al., 1984), glutamatérgico (Rotta et 

al., 2003) e gabaérgica (Steiger et al, 2003, 2002), demonstrando que, além da fase 

da vida em que ocorre a desnutrição, o tipo da carência nutricional também pode 

influenciar nos desfechos no que diz respeito ao desenvolvimento neural. 

 

 

Modelos animais de programação por desnutrição durante a lactação 

 

 

Apesar da existência de diversos dados epidemiológicos e clínicos sobre os 

efeitos da desnutrição, modelos experimentais têm sido extensamente 

desenvolvidos para um melhor entendimento dos mecanismos bioquímicos, 

fisiológicos, morfológicos e moleculares envolvidos no processo da desnutrição bem 

como dos seus impactos a curto e longo prazo. Os modelos de desnutrição protéica 

ou protéico-calórica são os mais comuns em estudos com animais (Laus et al., 

2011). Vale ressaltar que a grande utilização de roedores se dá devido ao seu curto 

ciclo de vida e, em relação a outras espécies, estes animais apresentam o 

desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) bem semelhante ao dos seres 

humanos. 

A desnutrição pré- e pós-natal em ratos aumenta a motivação por comida e 

água devido à privação imposta anteriormente (Brioni et al., 1988; Tonkiss et al., 

1994), reduz a flexibilidade cognitiva (Smart, 1993; Strupp et al., 1995) e causa 

danos no processo de aprendizado e memória (Valadares et al., 2010). As 

mudanças comportamentais descritas são decorrentes de alterações morfológicas e 

funcionais, principalmente no neocórtex e hipocampo (Morgane et al., 1993). 
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O Laboratório de Fisiologia Endócrina (LFE) tem desenvolvido diversos 

modelos de programação no período de lactação e, através destes modelos, vêm 

demonstrando que mudanças nutricionais (Passos et al., 2004; Fagundes et al., 

2007), hormonais (Bonomo et al., 2005; Trevenzoli et al., 2007). e ambientais 

(Oliveira et al., 2009; Santos-Silva et al., 2012) afetam o estado nutricional da prole 

na vida adulta e seu perfil metabólico e endócrino. Existem vários métodos de 

induzir a desnutrição e estudar os seus efeitos, tais como dietas pobres em 

proteínas, calorias, grandes ninhadas, remoção das crias das progenitoras 

(mantidas durante o dia com uma fêmea não-lactante ou em uma incubadora) e 

cauterização de alguns dos mamilos materno impedindo o acesso dos filhotes ao 

leite materno (Crnic, 1980). 

Entre as diferentes formas de desnutrição estudadas ao longo dos anos, a 

restrição protéica (RP) tem se destacado devido ao fato de que a proteína é um dos 

nutrientes mais importantes, contendo aminoácidos essenciais para a síntese de 

proteínas estruturais, enzimas, neuropeptídeos e neurotransmissores (Valadares et 

al., 2010). A RP através de dieta hipoprotéica pode ser feita com diferentes graus de 

restrição. Ramadan  (2012) utilizam dieta contendo apenas 5 % de proteína. GAO  

(2012) e Françolin-Silva (2006) utilizam ração hipoprotéica contendo 6 % de 

proteína. Reyes-Castro (2012), por sua vez usaram em seu estudo uma dieta com 

10% de proteína. 

O modelo de RP também tem sido estudado em nosso departamento pelo LFE, 

onde foram avaliados os efeitos deste tipo de desnutrição na mãe lactante e na sua 

prole até a idade adulta (P180). Neste modelo é oferecida uma ração contendo 8% 

de proteína em relação à ração padrão (22-23%). As progenitoras recebem esta 

ração preparada no próprio LFE durante toda a lactação (P1 a P21). Desta forma, os 

filhotes tornam-se desnutridos em função da menor oferta protéica através do leite 

materno. Durante a lactação, há diminuição na ingestão alimentar e no peso corporal 

das progenitoras RP (Passos et al., 2000). Estas fêmeas não apresentam diferença 

na massa de gordura visceral, o que demonstra que a diminuição do peso corporal 

pode ser devido à perda de tecido adiposo subcutâneo ou tecido muscular (Lisboa et 

al., 2006). 
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Não há diferença nas concentrações séricas de corticosterona nas mães RP, e 

sendo a RP um evento estressante, é provável que a hiperleptinemia apresentada 

por essas ratas seja responsável por esta manutenção, uma vez que ela inibe o eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal. Além disso, é possível também que este seja um 

mecanismo que minimiza o catabolismo de proteínas (Lisboa et al., 2006). Até 

meados da lactação há diminuição na produção de leite (Passos et al., 2000), que 

pode ser decorrente da hipoprolactinemia que foi encontrada nas mães RP (Lisboa 

et al., 2006). Entretanto em relação aos nutrientes do leite materno, não há diferença 

na concentração de lactose e de lipídeos, porém a concentração de proteínas é 

menor, assim como o seu valor calórico (Passos et al., 2000). 

Em relação aos filhotes RP, durante a lactação há diminuição no ganho de 

massa corporal destes animais quando comparados ao grupo controle, e mesmo 

após o desmame, quando passam a receber dieta padrão até P180, a prole RP 

ainda possui menor massa corporal (Passos et al., 2000). Ao desmame, a prole RP 

apresenta maior concentração de leptina quando comparada ao grupo controle, isto 

já era esperado uma vez que as mães RP nesta fase apresentam hiperleptinemia 

que é transferida para a prole através do leite (Lisboa et al., 2006), já na idade 

adulta, não há diferença na concentração sérica de leptina.  No entanto, a 

administração aguda e sistêmica de leptina na prole RP adulta não produziu a 

esperada diminuição na ingestão alimentar, diferente do observado no animal 

controle que responde a injeção deste hormônio anorexígeno. Isto sugere que haja 

uma resistência hipotalâmica ao efeito anorexígeno da leptina nos animais 

programados pela RP. Esta resistência pode ser consequência de uma infra-

regulação de seus receptores centrais devido ao alto nível sérico de leptina a que 

esta prole foi exposta no desmame (Passos et al., 2004). Ainda, foi detectado que a 

prole RP adulta possui maior expressão de receptores para leptina na pituitária, o 

que pode representar um maior efeito inibitório da leptina sobre a liberação de TSH 

(Vicente et al., 2004). 
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Efeitos da desnutrição sobre o comportamento 

 

 

As mudanças importantes na sequência temporal da maturação do cérebro, 

associadas com a desnutrição, podem causar distúrbios nos circuitos neuronais 

(Udani, 1992), prejudicando permanentemente as funções cognitivas (Scrimshaw, 

1968; Levitsky; Strupp, 1995). Por exemplo, a flexibilidade cognitiva, atenção, 

memória e percepção visual são afetadas pela desnutrição infantil (Kar et al., 2008). 

Dado o fato de diferentes aspectos da função cognitiva estarem associadas à 

desnutrição, diferentes áreas cerebrais podem ficar comprometidas em diferentes 

graus na presença da desnutrição (Kar et al., 2008). Estudos têm mostrado que 

prejuízos no desempenho de uma variedade de tarefas de aprendizado podem ser 

atribuídos a alterações na motivação e na emoção em indivíduos desnutridos (Levin 

et al., 1976; Levitsky; Strupp, 1995; Stone et al., 2005). 

O hipocampo é muito sensível ao estresse e a desnutrição pode ser um 

importante evento estressante. Ciaroni et al., (2002) demonstraram que durante o 

desenvolvimento do hipocampo, a célula imatura é mais suscetível a apoptose 

quando há presença de desnutrição. O hipocampo tem um importante papel no 

processamento da memória normal (Hirsh, 1974; Olton et al., 1978; O’keefe, 1990), 

atividade locomotora e comportamento de ansiedade (Gray; Mcnaughton, 1996; 

Bast; Feldon, 2003; Bannerman et al., 2004). Em relação a este último caso, já se 

demonstrou que a resposta comportamental a drogas ansiolíticas está diminuída em 

animais desnutridos (Brioni et al., 1988; Almeida et al., 1990, 1991, 1992; Laino et 

al., 1993). 

Estudos também têm apontado para uma associação entre a desnutrição 

durante o desenvolvimento e uma maior susceptibilidade ao vício tardiamente. 

Valdomero et al (2006) submeteram ratos a uma restrição protéica (RP) de 8% de 

proteína a partir do 14° dia de gestação até 40° dia de vida pós-natal (P) e na idade 

adulta, realizaram o teste de preferência condicionada por lugar com cocaína. O 

objetivo deste teste é que o animal associe o ambiente com os efeitos de 

recompensa de uma determinada droga. Assim, após algumas sessões de 

condicionamento, esta associação é testada. Se após o condicionamento o animal 
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despender mais tempo no ambiente onde a droga foi pareada admite-se que a 

associação foi feita. Animais desnutridos apresentaram condicionamento mesmo em 

baixas doses de cocaína, doses estas que não produziram efeito no grupo controle. 

Adicionalmente, para avaliar a influência da desnutrição na sensibilização aos 

efeitos de recompensa da cocaína, ratos controle e desnutridos receberam injeções 

de cocaína (5mg/Kg i.p.) durante 10 dias e após 3 dias de abstinência foram 

submetidos ao teste de preferência condicionada por lugar utilizando duas doses 

diferentes (3mg/Kg ou 5mg/Kg i.p.). Os animais desnutridos apresentaram efeito de 

condicionamento em ambas as doses, que foram ineficientes nos animais controle. 

Também foi demonstrado que os animais desnutridos apresentavam sinais de 

toxicidade induzida por altas doses de cocaína mais evidentes que os animais 

controle. A imunohistoquímica também demonstrou que baixas doses de cocaína, 

que não tiveram efeito nos animais controle, induziram uma maior atividade 

dopaminérgica em neurônios da área tegmental ventral dos animais desnutridos. 

Outro trabalho do mesmo grupo de pesquisadores, desta vez com morfina, 

mostrou resultados semelhantes. Com o mesmo esquema de RP durante a 

gestação até P40, foram administradas diferentes doses de morfina e os ratos 

desnutridos exibiram preferência condicionada por lugar com uma dose menor que 

não foi eficiente em animais controle. O pré-tratamento com doses crescentes de 

morfina produziu sensibilização ao efeito de condicionamento com a menor dose de 

morfina, além disso, estes animais mostram um significativo aumento na expressão 

de FosB, uma proteína relacionada com o desenvolvimento de adição à drogas e o 

controle dos sistemas de recompensa no cérebro, no núcleo accumbens, amígdala 

basolateral e córtex pré-frontal, que são áreas relacionadas com a circuitaria neural 

de recompensa (Valdomero et al., 2007). Os estudos acima demonstram que a 

deficiência nutricional durante o período perinatal produz alterações neurais que 

levam a um aumento dos efeitos de reforço de diferentes drogas. 

Já está bem estabelecido na literatura que a RP durante a gestação e/ou 

lactação também pode modificar outros comportamentos em modelos experimentais. 

Animais desnutridos submetidos à avaliação dos padrões de comportamento 

associados à ansiedade como o de transição claro-escuro (Brioni et al., 1989; 

Santucci et al., 1994), labirinto em cruz elevado (Almeida et al., 1996), labirinto em T 
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elevado (Hernandes et al., 2003) mostraram alterações que indicavam baixa 

ansiedade e/ou alta impulsividade. 

A RP de 10% em ratos Wistar durante a lactação produz menores níveis de 

ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado na idade adulta. Os animais 

apresentaram maior frequência de entrada e maior permanência nos braços abertos, 

alta frequência de head-dips e baixa latência para primeira entrada no braço aberto 

(Françolin-Silva et al., 2006). Françolin-Silva et al (2006), mostrou que a desnutrição 

protéica durante a lactação produz um efeito ansiolítico comparável ao do diazepam, 

um benzodiazepínico clássico. 

Em testes para avaliar aprendizado e memória, ratos submetidos à dieta 

hipoprotéica de 6% durante a lactação, apresentaram altas latências para escapar 

no labirinto aquático de Morris e baixos índices de reconhecimento no teste de 

memória de reconhecimento no campo aberto, o que indica que estes animais 

apresentam déficits na memória visuo-espacial (Valadares et al., 2010). Fukuda et 

al. (2002) submeteram ratos a uma RP de 10% durante o período de lactação e se 

estendendo até o final do período da adolescência (P49; 49º dia de vida pós-natal) e 

avaliaram o aprendizado visuo-espacial e processos de memória utilizando versões 

de sinalização proximal e distal do labirinto aquático de Morris. Os animais 

desnutridos passaram mais tempo nadando em círculos ou explorando a parede do 

labirinto durante os primeiros ensaios do teste, em contraste com os bem-nutridos, 

que rapidamente orientaram a navegação na direção do centro do labirinto. Os 

resultados encontrados se devem, segundo os autores, a alterações produzidas pela 

RP na formação do hipocampo ou ainda a maior emotividade de ratos desnutridos, 

considerando o fato de que são mais reativos a estímulos desagradáveis ou 

aversivos, como água fria. 

Ratos Wistar adultos submetidos à RP durante o período perinatal, quando 

testados no campo aberto, que é usualmente utilizado para avaliação da atividade 

locomotora, não demonstram diferença em relação à distância percorrida, tanto em 

machos quanto em fêmeas (Reyes-Castro et al., 2012). No entanto, Ohishi et al 

(2012), demonstraram que ratas expostas à RP durante o período perinatal, na 

idade adulta apresentam maior atividade locomotora no teste do campo aberto em 

relação aos animais controles. Um estudo realizado com ratos submetidos à RP 
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durante o período da lactação ou durante todo o período de vida até P76, 

demonstrou que ambos os grupos apresentaram aumento do número de elevações 

sobre as patas traseiras (rearing do original em inglês) em relação ao controle 

(Camargo et al., 2005). Esta variável pode ser considerada uma medida de atividade 

exploratória ou locomotora uma vez que tem sido descrito na literatura como 

componente vertical do comportamento exploratório (Franková, 1973). 

Como já comentado, a desnutrição proteica no período neonatal programa para 

diferentes desordens endócrino-metabólicas que estão associadas com alterações 

no comportamento dos animais na idade adulta. Porém, não sabemos ainda se as 

alterações comportamentais observadas nos animais adultos estão presentes desde 

o insulto original (no período da lactação) ou se estas se surgem mais tardiamente, 

ao longo do desenvolvimento e maturação dos animais. É esta lacuna do 

conhecimento que o presente trabalho procura abordar. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

Considerando-se que a desnutrição durante o período de lactação resulta em 

alterações metabólicas e endócrinas, as quais podem ocasionar alterações 

comportamentais, temos como objetivo avaliar, em ratos Wistar, o impacto da 

programação por dieta hipoprotéica (RP) durante o período de lactação sobre 

parâmetros comportamentais relacionados à ansiedade, à atividade locomotora e à 

memória/aprendizado em diferentes momentos do desenvolvimento do animal, 

desde o final do período de lactação até a idade adulta. 

 

São objetivos específicos deste trabalho: 

 

a) avaliar os comportamentos associados à ansiedade das proles nas 

idades de P21, P45, P90 e PN180 no teste do labirinto em cruz 

elevado; 

b) avaliar comportamentos associados à atividade locomotora das 

proles nas idades de P21, P45, P90 e PN180 no teste de campo 

aberto; 

c) avaliar o desempenho de memória e aprendizado visuo-espacial 

das proles nas idades de P21, P45, P90 e P180 no labirinto 

aquático radial de oito braços; 

d) relacionar os achados comportamentais com o conteúdo de 

catecolaminas das proles nas idades de P21, P45, P90 e P180; 

e) relacionar os achados comportamentais com os níveis de 

corticosterona sérica das proles nas idades de P21, P45, P90 e 

P180. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Esse projeto foi realizado no Laboratório de Neurofisiologia (LN) e no 

Laboratório de Fisiologia Endócrina (LFE) do Departamento de Ciências Fisiológicas 

(DCF) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). 

Os experimentos descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comitê 

de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do IBRAG/UERJ 

(protocolo nº CEUA/183/2007) e estão de acordo com a declaração de Helsinki e 

com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório adotado e promulgado 

pelos Institutos Nacionais de Saúde (National Institutes of Health - NIH) dos Estados 

Unidos da América. (Bayne, 1996). 

 

 

2.1 Animais 

 

 

Os ratos Wistar utilizados neste trabalho foram criados e mantidos no biotério 

do LFE com temperatura (25±1°C) e ciclo claro-escuro (7:00 - 19:00h) controlados. 

Os animais receberam água filtrada e ração comercial (Nuvilab CR1) ad libitum até o 

início da fase experimental. Os acasalamentos foram realizados com o pareamento 

de três fêmeas adultas nulíparas com dois machos adultos. Assim que a gravidez foi 

constatada, cada fêmea grávida foi colocada em gaiola individual para 

acompanhamento e determinação do dia de nascimento. 

 

 

2.2 Instalação da malnutrição protéica 

 

 

Ao nascimento, as ninhadas foram ajustadas para 6 filhotes machos, porque 

este número de animais parece conferir o maior potencial lactotrófico (Fischbeck; 
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Rasmussen, 1987), e separadas em dois grupos experimentais: Controle (CONT) e 

Restrição Proteica (RP). No dia do nascimento (P1), As ratas lactantes do grupo RP 

receberam a ração hipoprotéica (8% de proteína - preparada em nosso laboratório - 

Quadro 1) a partir do dia do nascimento da prole até o desmame. As ratas lactantes 

do grupo CONT receberam ração comercial para roedores (Nuvilab CR1) durante 

este período. As rações hipoprotéica e comercial (controle) divergem no percentual 

de proteínas, carboidratos e lipídeos (estes dois últimos estão aumentados a fim de 

manter a dieta isocalórica apesar de restrita em proteínas - Quadro 2). Após o 

desmame (P21), tanto a prole RP quanto a CONT receberam ração comercial. 

 

Ingredientes Mistura de sais 

Aderogil (vitamina D3 e A) - 1 ml Carbonato de Cálcio - 87 g 

Complexo B - 1 ml Fosfato de potássio dibásico - 123 g 

Vitamina K - 75µl Fosfato de cálcio - 28 g 

Vitamina E - 1 gota Sulfato de magnésio - 32 g 

Vitamina C - 5 ml Cloreto de sódio - 49 g 

Vitamina B12 - 10 µl Citrato férrico - 2 g 

Ácido fólico - 2 mg Iodeto de potássio - 0,2 g 

Óleo de soja - 32 ml Sulfato de manganês - 0,2 g 

Mistura de sais - 32 g Sulfato de zinco - 0,09 g 

Maisena - 591 g 
Ração comercial - 348 g* 

Sulfato de cobre - 0,09 g 

 

Quadro 1- Ingredientes utilizados no preparo da ração artesanal 
Legenda: * utilizada como fonte protéica. 

 

Modo de preparo 

Acrescentou-se amido de milho (maizena) à ração, obtendo-se 
assim uma ração hipoprotéica e isoenergética. Foram 
acrescentados também minerais e vitaminas. A quantidade de 
amido, minerais e vitaminas acrescentados à ração padrão foi 
calculada para suprir a diminuição do conteúdo energético, de 
minerais e de vitaminas decorrente da mistura feita para obter a 
ração hipoprotéica. 

Composição 

  Nuvilab CR-1 Hipoprotéica 

Proteínas 22,0% 8,0% 

Carboidratos 73,1% 81,0% 

Lipídeos            5,9%           11,0% 

 

Quadro 2- Modo de preparo e composição das rações utilizadas 
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2.3 Consumo de ração, massa corporal e desenvolvimento somático 

 

 

As massas corporais totais das progenitoras e dos filhotes foram avaliadas de 

4 em 4 dias durante a lactação. A quantidade de ração ingerida pelas ratas lactantes 

foi avaliada diariamente durante o mesmo período. A quantidade ingerida foi 

calculada pela diferença entre a quantidade da ração que restou na gaiola e a 

quantidade colocada no dia anterior. 

 

 

2.4 Testes comportamentais 

 

 

Os animais nas idades de P21, P45, P90 e P180 (n = 20 em cada grupo 

estudado) foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: Labirinto em 

Cruz Elevado (LCE), Campo Aberto (CA) e Labirinto Aquático Radial de Oito Braços 

(LAROB). Todos os testes foram feitos no mesmo ambiente, sempre a partir das 18 

h. Um animal foi testado apenas em uma única idade e somente um animal de cada 

ninhada era testado por idade. 

 

 

2.4.1 Labirinto em cruz elevado 

 

 

Os animais foram testados no labirinto em cruz elevado (LCE - Figura 1), 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 et al., 2002; Carobrez; Bertoglio, 2005). Antes do início de 

cada teste, as 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 × 
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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 papel toalha 

umedecido com uma solução de etanol (50%) com o intuito de eliminar as excretas e 

minimizar odores que pudessem interferir no comportamento dos demais animais a 

serem testados subsequentemente. 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 relacionadas à ansiedade 

analisadas foram: 

a) Tempo BA:  tempo total de permanência no braço aberto; 

b) %Tempo BA: percentual de tempo de permanência no braço aberto 

[Tempo BA / (Tempo BA + Tempo BF)]; 

c) Entradas BA: número de entradas no braço aberto; 

d) %Entradas BA: percentual de entradas no braço aberto [Entradas 

BA / (Entradas BA + Entradas BF)]. 

Também foram avaliados parâmetros etológicos (Carola et al., 2002; Rodgers; 

Dalvi, 1997; Fraga et al., 2009, 2010) como: 

a) Entradas BF: número de entradas no braço fechado (medida de 

atividade locomotora); 

b) %Tempo CN: percentual de tempo no centro (Tempo CN / Tempo 

Total - medida de tomada de decisão); 

c) Alongamentos (stretched attend posture no original em inglês): o 

animal estica-se para fazer exploração sem dar passos - medida de 

avaliação de risco; 

d) Atividade vertical (rearing): levantamento sobre as patas traseiras - 

medida de atividade motora; 

e) Auto-limpeza (grooming): utilizado como medida de atividade 

motora; 

f) Avaliação de risco (head-dipping): movimentos de exploração com a 

cabeça passando abaixo do nível do piso do labirinto - medida de 

exploração; 
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g) Retornos BF: retornos ao braço fechado do qual acabou de sair. 

 

 

 

Figura 1- Fotografia do labirinto em cruz elevado  

 

 

2.4.2 Campo aberto 

 

 

Desde o seu desenvolvimento na primeira metade do século passado (Hall 

1934), o teste de campo aberto (CA - Figura 2) vem sendo amplamente utilizado e é 

hoje uma das ferramentas mais populares para o estudo da atividade locomotora em 

roedores (Prut; Belzung 2003; Whishaw et al., 2006). Além disso, com base no fato 

de que os roedores têm uma tendência natural de evitar espaços abertos, a 

atividade medida na parte central do campo é utilizada como um indicador de 

ansiedade (Choleris et al., 2001; Prut; Belzung, 2003). Um aumento da atividade ou 

permanência na porção central do campo pode ser interpretado como o resultado de 

um efeito ansiolítico, enquanto que o contrário, isto é, a diminuição destas medidas, 

como resultado de um efeito ansiogênico (Prut; Belzung, 2003). 

A arena do teste de campo aberto consiste de uma caixa retangular de 

polipropileno (37,6 x 30,4 x 17,0 cm), que foi dividida em 16 retângulos (9,4 cm x 7,6 
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cm), sendo 12 periféricos e 4 centrais. Para realização dos testes, os animais foram 

colocados na borda da caixa. O tempo de duração da sessão experimental foi de 5 

min. Após o fim de cada teste, o CA era limpo com papel toalha umedecido com 

uma solução de etanol (50%) com o intuito de eliminar excretas e minimizar odores 

que poderiam interferir no comportamento dos animais testados subsequentemente. 

Todas as sessões foram gravadas por uma câmera de vídeo posicionada a um 

metro acima da caixa e a avaliação do comportamento foi feita a partir do material 

gravado. Para a análise do comportamento no campo aberto, foram registrados 

escores de locomoção ao longo de intervalos de 1 minuto. Para que uma unidade de 

locomoção fosse contada, era necessário que o animal passasse com as quatro 

patas por um retângulo. A seguinte variável relacionada à atividade locomotora foi 

avaliada: Locomoção TT: total de retângulos percorridos no CA. 

As variáveis relacionadas à ansiedade analisadas foram: 

a) Tempo centro (CE): tempo de permanência nos quatro retângulos 

centrais do CA; 

b) Locomoção CE: número de retângulos centrais percorridos no CA; 

c) %Locomoção CE: percentual de retângulos percorridos no centro 

do CA (Locomoção CE / Locomoção total (TT). 

Também foram avaliados os seguintes parâmetros etológicos: 

a) Atividade vertical: levantamento sobre as patas traseiras - medida 

de atividade motora; 

b) Auto-limpeza: também utilizado como medida de atividade motora. 

 

 

Figura 2- Fotografia do campo aberto 
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2.4.3 Labirinto aquático radial de oito braços 

 

 

Os animais foram testados no labirinto aquático radial de 8 braços (LAROB - 

Figura 3), teste que tem sido utilizado para avaliar diferentes aspectos da memória e 

da aprendizagem visuo-espacial (Xavier et al., 1999; Fraga et al, 2009,2010). 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. 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 cm de largura). Uma tinta atóxica (tinta guache) 

foi utilizada para tornar a água opaca para não permitir a visualização da plataforma 

de escape. O teste foi iniciado colocando-se o animal no centro da piscina, voltado 

em direção a um dos braços sem a plataforma. A direção de entrada no LAROB 

variou entre animais, porém, para cada animal, o posicionamento de entrada foi 

mantido durante todo o período de teste. Os animais foram testados 4 vezes por dia, 

com intervalo de 15 minutos entre uma tentativa e outra, durante 5 dias. 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 diferentes formatos e de cor preta, para auxiliar na orientação 

dos 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 
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LAROB para análise posterior do comportamento. As seguintes variáveis 

relacionadas ao desempenho de memória e aprendizado foram analisadas: 

a) Latência: latência (em segundos) para encontrar a plataforma de 

escape ao longo dos quatro primeiros dias de teste (plataforma 

localizada na mesma posição); 

b) Latência Probe: latência (em segundos) para encontrar a 

plataforma de escape ao longo no probe trial (quinto dia de teste - 

plataforma localizada na posição oposta à original). 

 

 

Figura 3- Fotografia do labirinto aquático radial de 8 braços  
 

 

2.5 Avaliação da função adrenal: 

 

 

Após os testes comportamentais (aos 21, 45, 90 ou 180 dias de idade), a 

massa corporal dos animais dos grupos CONT e RP foi verificada e em seguida 

estes foram sacrificados por decapitação para coleta de amostras de sangue para 

quantificação da corticosteronemia e da glândula adrenal para avaliar o conteúdo de 

catecolaminas. O sangue foi centrifugado a 2500 rpm, por 25 min para obtenção do 

soro, que foi congelado a -45ºC para posterior análise. 
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2.5.1 Corticosterona 

 

 

Determinada a partir das amostras obtidas das proles por radioimunoensaio 

(RIE) específico (ImmuChemTM125 I, duplo anticorpo, ICN Biomedicals, Inc, USA). 

O coeficiente de variação intra-ensaio foi 7,1%. 

 

 

2.5.2 Catecolaminas 

 

A dosagem do conteúdo de catecolaminas totais na adrenal foi realizada pelo 

método fluorimétrico do trihidroxiindol (Trevenzoli et al., 2007). As glândulas 

adrenais esquerdas foram cuidadosamente dissecadas, pesadas em balança de 

precisão e armazenadas a -20ºC até o processamento do tecido. Para extrair as 

catecolaminas, as adrenais foram homogeneizadas manualmente em ácido acético 

10% e centrifugadas (1.129g/5 min), para utilização do sobrenadante. No ensaio 

fluorimétrico, utilizamos padrões de adrenalina (Adren®, Hipolabor, Brasil) diluída 

em ácido acético 10%. Em 50 µL de cada padrão ou amostra, adicionamos 250 µL 

de tampão fosfato 0,5 M, pH 7,0 e 25 µL de ferricianeto de potássio 0,5%. A solução 

foi homogeneizada, incubada por 20 minutos e paralisada com 500 µL de ácido 

ascórbico (60mg/mL)/NaOH 5M, na proporção 1:19. Adicionamos 2 mL de água 

destilada, sendo a solução novamente homogeneizada e submetida à leitura em 

espectrofluorímetro (Victor3, PerkinElmer, Brasil Ltda). Os comprimentos de onda 

para a leitura foram 420 nm de excitação e 510 nm de emissão. As dosagens foram 

feitas em duplicata, com os tubos de ensaio sob refrigeração durante todo o 

procedimento. 
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2.6 Estatística 

 

 

2.6.1 Aspectos preliminares 

 

 

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 (bicaudal), as distribuições foram consideradas paramétricas e 

as análises posteriores foram realizadas considerando-se esta característica. Os 

dados com distribuição paramétrica serão apresentados como médias ± erros 

padrão das médias. 

 

 

2.6.2 Massa corporal e ingestão de ração 

 

 

As massas corporais das progenitoras (entre P1 e P21) e das proles (entre P1 

e P21) foram analisadas independentemente através de análises de variância com 

medidas repetidas (ANOVAr). O fator utilizado foi o GRUPO (RP e CONT). O fator 

de repetição utilizado foi o DIA e a variável utilizada foi a massa corporal em gramas 

(g). Os dados de massa corporal da prole de P21 a P180 foram analisados com uma 

ANOVA bi-fatorial univariada onde o GRUPO e a IDADE (21, 45, 90 e 180) foram 

considerados como fatores e a variável utilizada foi a massa corporal em gramas. O 

consumo de ração foi analisado através de uma ANOVAr (entre P1 e P21) onde o 

fator utilizado foi o GRUPO. O fator de repetição utilizado foi o DIA e a variável 

utilizada foi a massa (em gramas) de ração consumido diariamente. 
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2.6.3 Parâmetros comportamentais 

 

 

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

ANOVA multivariada em que os seguintes fatores foram utilizados: GRUPO e IDADE 

(P40 e P90). Para o CA, o mesmo procedimento estatístico foi utilizado para iniciar a 

análise. 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). 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. 

 
 
2.6.4 Parâmetros endócrinos 
 

 

O conteúdo de catecolaminas foi analisado através de uma ANOVA bi-fatorial 

univariada onde o GRUPO e a IDADE (21, 45, 90 e 180) foram considerados como 

fatores e a variável utilizada foi a concentração de catecolaminas em µM. A 

concentração de corticosterona no soro catecolaminas foi analisada através de uma 

ANOVA bi-fatorial univariada onde o GRUPO e a IDADE (21, 45, 90 e 180) foram 

considerados como fatores e a variável utilizada foi a concentração de corticosterona 

em ng/ml. 

 

 

2.6.5 Aspectos complementares 

 

 

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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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-

cau00dal) os fatores interativos foram separados e as ANOVAs repetidas para 

verificar se os efeitos eram mantidos (Snedecor; Cochran, 1967). 

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 et al., 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; Feldt, 1976). 
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3 RESULTADOS  

 

 

3.1 Massa corporal e ingestão de ração 

 

 

3.1.1 Massa corporal das progenitoras 

 

 

A evolução da massa corporal das progenitoras durante a lactação é mostrada 

na Figura 4. Os dados mostram que as progenitoras do grupo RP apresentaram uma 

redução progressiva de massa ao longo do período de lactação quando comparadas 

as progenitoras CONT (DIA x TRATAMENTO: F = 69,1; gl = 6; P < 0,001). 

 

Figura 4- Evolução da massa corporal das progenitoras 
Legenda: progenitoras que receberam dieta comercial (CONT: n = 21) ou que foram 

submetidas à restrição protéica (RP: n = 21) durante a lactação.  
Nota: dados expressos como média ± EPM. **P < 0,01 , ***p < 0,001. 
 

 

 

 

 

200 

210 

220 

230 

240 

250 

260 

270 

280 

290 

300 

1 4 8 12 16 20 21 

M
a
s

s
a
 c

o
rp

o
ra

l 
(g

) 

Dia pós-natal 

MASSA CORPORAL - PROGENITORAS 

CONT 

RP 

** 
*** *** *** *** 



40 
 

3.1.2 Massa corporal das proles 

 

 

A evolução da massa corporal da prole durante a lactação é mostrada na 

Figura 5 (DIA: F = 1591,3; gl = 1,7; P < 0,001). Os dados mostram que a prole RP 

apresentou um menor ganho de massa corporal ao longo do período de lactação 

quando comparada a prole CONT (DIA x TRATAMENTO: F = 191,3; gl = 1,7; P < 

0,001), levando o grupo RP a apresentar uma massa corporal menor que o grupo 

CONT a partir de P4. Como se pode verificar na Figura 6, o grupo RP continuou a 

apresentar menor ganho de massa que o grupo CONT ao longo de todo o período 

restante do experimento. 

 

Figura 5- Evolução da massa corporal das proles  
Legenda: proles cujas progenitoras receberam dieta comercial (CONT: n = 21) ou 

que foram submetidas à restrição protéica (RP: n = 21) durante a lactação 
Notas: dados expressos como média ± EPM. ***P < 0,001. 
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Figura 6- Evolução da massa corporal após a lactação  
Legenda: proles cujas progenitoras receberam dieta comercial (CONT: n = 21) ou 

que foram submetidas à restrição protéica (RP: n = 21) durante a lactação 
Notas: dados expressos como média ± EPM. ***P < 0,001. 
 

 

3.1.3 Ingestão de ração 

 

 

O consumo de ração dos grupos CONT e RP durante a lactação é apresentado 

na Figura 7. Enquanto o consumo dos animais CONT aumentou ao longo de todo o 

período, o consumo dos animais RP se estabilizou em valores inferiores aos do 

grupo CONT, de P5 em diante, o que explica a interação GRUPO x DIA significativa 

(F = 17,3; gl = 10,8; P < 0,001). Mesmo quando o consumo de ração é corrigido pela 

massa de animais presentes na gaiola (Figura 8) observa-se que o mesmo é sempre 

maior e crescente no grupo CONT enquanto que no grupo RP o consumo corrigido 

se estabiliza a partir de P8 (GRUPO x DIA: F = 5,9; gl = 4,0; P < 0,001). 
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Figura 7- Evolução da ingestão de ração (valores absolutos)  
Legenda: nos grupos que receberam dieta comercial (CONT: n = 21) ou que foram 

submetidos à restrição protéica (RP: n = 21) durante a lactação 
Nota: dados expressos como média ± EPM. –**P < 0,01. 
 

 

Figura 8- Evolução da quantidade de ração ingerida (valores relativos) 
Legenda: durante por animais que receberam dieta comercial (CONT: n = 21) ou que 

foram submetidos à restrição protéica (RP: n = 21) durante a lactação.  
Notas:dados expressos como média ± EPM. **P < 0,01 , ***P < 0,001. 
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3.2 Testes comportamentais 

 

 

3.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado 

 

 

A ANOVAr global do LCE indicou um efeito significativo da IDADE (F = 2,7; gl = 

3; P < 0,05) e uma interação VARIÁVEL x IDADE (F = 20,1; gl = 8,6; P < 0,001) 

também significativa. As análises seguintes foram feitas para cada idade 

separadamente. 

Para os dados associados com a ansiedade (Figuras 9 e 10), verificou-se que 

os animais RP testados em P21 apresentavam alterações quando comparados com 

os animais CONT. Foram observados aumentos significativos dos valores de Tempo 

BA (F = 5,9; gl = 1; P < 0,05), %Tempo BA (F = 5,3; gl = 1; P < 0,05), Entradas BA (F 

= 9,5; gl = 1; P < 0,01) e %Entradas BA (F = 6,3; gl = 1; P < 0,05) no grupo RP. Não 

foram observadas alterações significativas nas outras idades. 

Em relação aos demais parâmetros comportamentais no LCE, somente a 

avaliação de risco mostrou-se alterada, também em P21: os animais RP 

apresentaram um número maior de eventos associados a avaliação de risco do que 

o grupo CONT (F = 5,8; gl = 1; P < 0,05) (Figura 15). Não foram observadas outras 

alterações significativas nos parâmetros etológicos (Figuras 11 a 17). 



44 
 

 

   Figura 9- Tempo no braço aberto (A) e percentual de tempo no braço aberto (B) no 
LCE, segmentados por grupo e idade  

Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:dados expressos como média ± EPM. *P < 0,05. 
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Figura 10- Entradas no braço aberto (A) e percentual de entradas no braço aberto 
(B) no LCE, segmentados por grupo e idade  

Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:dados expressos como média ± EPM. *P < 0,05, **P < 0,01. 
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Figura 11- Entradas no braço fechado no LCE, segmentado por grupo e idade 
Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:dados expressos como média ± EPM. 
 

 

 

Figura 12- Percentual de tempo no centro no LCE, segmentado por grupo e idade 
Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:dados expressos como média ± EPM. 
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Figura 13 - Número de alongamentos no LCE, segmentado por grupo e idade 
Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade) 
Nota: Dados expressos como média ± EPM. 
 

 

 

Figura 14- Número de eventos de atividade vertical no LCE, segmentado por grupo e 
idade 

Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. 
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Figura 15- Número de eventos de avaliação de risco no LCE, segmentado por grupo 
e idade  

Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. *P < 0,05. 
 

 

 

Figura 16-Número de eventos de auto-limpeza no LCE, segmentado por grupo e 
idade  

Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. 
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Figura 17- Número de eventos de retorno para o braço fechado no LCE, segmentado 
por grupo e idade 

Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. 
 

 

3.2.2 Teste do campo aberto 

 

 

A ANOVAr global do CA indicou um efeito significativo da IDADE (F = 8,7; gl = 

3; P < 0,001) e uma interação VARIÁVEL x IDADE (F = 6,7; gl = 3,6; P < 0,001) 

também significativa. As análises seguintes foram feitas para cada idade 

separadamente. 

Para os dados associados com a atividade locomotora (Figura 18), verificou-se 

que os animais RP testados em P90 apresentavam alterações quando comparados 

com os animais CONT. Foi observado uma redução significativa na locomoção total 

(F = 10,7; gl = 1; P < 0,01) no grupo RP. Não foram observadas alterações 

significativas nas outras idades. 

Em relação aos dados associados com medidas de ansiedades (Figuras 19 e 

20), somente se observou em efeito da restrição protéica nos animais em P90: os 

animais RP permaneciam significativamente menos tempo no centro (Tempo CE - F 

= 4,9; gl = 1; P < 0,05) do CA do que os animais controle (Figura 19). Não foram 
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observadas alterações nesta variável nas outras idades. Também não foram 

observadas diferenças entre grupos para as variáveis Tempo CE e %Tempo CE 

(Figura 20). 

Em relação aos demais parâmetros comportamentais no CA, a atividade 

vertical (Figura 21) estava significativamente aumentada somente nos animais P21 

do grupo RP (F = 5,8; gl = 1; P < 0,05). Adicionalmente, o número de eventos de 

auto-limpeza (Figura 22) estava significativamente reduzido em animais P90 deste 

grupo (F = 5,8; gl = 1; P < 0,05). Não foram observadas outras diferenças 

significativas entre grupos em relação a estes parâmetros. 

 

Figura 18- Números de entradas totais no CA, segmentado por grupo e idade 
Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. **P < 0,01. 
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Figura 19- Tempo no centro no CA, segmentado por grupo e idade  
Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. *P < 0,05. 
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Figura 20- Entradas no centro (A) e percentual de entradas no centro (B) no CA, 
segmentados por grupo e idade  

Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. *P < 0,05. 
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Figura 21- Números de eventos de atividade vertical no CA, segmentado por grupo e 
idade  

Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota: Dados expressos como média ± EPM. ***P < 0,001. 

 

Figura 22- Números de eventos de auto-limpeza no CA, segmentado por grupo e 
idade 

Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade). 
Nota:Dados expressos como média ± EPM. ***P < 0,05. 
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3.2.3 Teste do labirinto aquático de 8 braços 

 

 

A ANOVAr global do LAROB indicou uma interação DIA x IDADE (F = 150,1; gl 

= 2,8; P < 0,001) significativa. As análises seguintes foram feitas para cada idade 

separadamente. 

Em todas as idades testadas, verificamos que a desnutrição materna durante a 

lactação não afetou o desempenho de memória e aprendizado, medido pela latência 

para encontrar a plataforma, durante os quatro primeiros dias de teste (em que a 

plataforma foi mantida na mesma posição – Figuras 23 a 26): tanto os animais do 

grupo CONT quanto os do grupo RP, independentemente da idade, apresentaram 

uma redução progressiva da latência ao longo dos dias (P < 0,001 em todas as 

análises). 

No 5º dia de testes (probe trial), encontramos efeitos significativos da restrição 

protéica na latência nas idades de P21 (F = 5,8; gl = 1; P < 0,05) e em P180 (F = 

4,9; gl = 1; P < 0,05), mostrando que a desnutrição materna durante a lactação, 

diminuiu a latência para encontrar a plataforma (Figura 27). 

 

Figura 23- Latência para encontrar a plataforma no LAROB na idade de PN21, 
segmentado por grupo  

Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota:Dados expressos como média ± EPM. 
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Figura 24- Latência para encontrar a plataforma no LAROB na idade de PN45, 
segmentado por grupo  

Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade). 
Nota: Dados expressos como média ± EPM. 
 

 

 

Figura 25- Latência para encontrar a plataforma no LAROB na idade de PN90, 
segmentado por grupo 
Legenda: (CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota: Dados expressos como média ± EPM. 
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Figura 26- Latência para encontrar a plataforma no LAROB na idade de PN180, 
segmentado por grupo  

Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Notas: Dados expressos como média ± EPM. 
 

 

 

Figura 27- Latência para encontrar a plataforma no LAROB no probe trial, 
segmentado por grupo e idade  

Legenda:(CONT: n = 18; RP: n = 18, por idade).  
Nota: Dados expressos como média ± EPM. *p < 0,05. 
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3.3 Avaliação da função adrenal 

 

 

3.3.1 Corticosterona sérica 

 

 

Foi observada uma diferença significativa no perfil de corticosterona sérica ao 

longo das idades entre os grupos CONT e RP (F = 3,6; gl = 3; P < 0,05). Em P90 (P 

< 0,01) os animais do grupo RP apresentaram valores menores de corticosterona 

sérica do que o grupo CONT. Nas demais idades analisadas não foram encontradas 

diferenças significativas entre os grupos (Figura 28). 

 

Figura 28- Conteúdo de corticosterona sérica, segmentado por grupo e idade 
Legenda: (CONT: n = 8; RP: n = 8 por idade).  
Nota: Dados expressos como média ± EPM. *p < 0,05. 
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3.3.2 Conteúdo de catecolaminas 

 

 

Foi observada uma diferença significativa no perfil de catecolaminas totais ao 

longo das idades entre os grupos CONT e RP (F = 5,1; gl = 3; P < 0,01). Em P21 (P 

< 0,05) e P180 (P < 0,05) os animais grupo RP apresentaram valores mais elevados 

de catecolaminas totais do que o grupo CONT. Nas demais idades analisadas não 

foram encontradas diferenças significativas entre os grupos (Figura 29). 

 

Figura 29- Conteúdo de catecolaminas totais, segmentado por grupo e idade 
Legenda:(CONT: n = 8; RP: n = 8 por idade).  
Nota: Dados expressos como média ± EPM. *p < 0,05. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

A gestação em humanos é uma fase de mudanças metabólicas importantes, 

além disso, durante o terceiro trimestre da gestação ocorre o período conhecido 

como “surto de crescimento cerebral” (brain growth spurt), período em que há picos 

nos processos de mielinização, arborização dendrítica e sinaptogênese (Morgane et 

al., 1993). No entanto, o cérebro humano não desenvolve rapidamente apenas 

durante a gestação, mas também nos primeiros dois anos vida (Dobbing, 1968). Em 

um recém-nascido, a massa do cérebro equivale a 10% da sua massa corporal, 

enquanto que no adulto equivale somente a 2%. Isto mostra o quão rápido é o 

desenvolvimento cerebral durante esta fase inicial (Benton, 2008). 

Consequentemente, o período do desenvolvimento corresponde a uma fase de 

intensa necessidade energética, o que indica que a desnutrição materna pode 

acarretar diversos efeitos negativos, no feto e no recém-nascido, se este estiver 

dependendo principalmente ou exclusivamente do aleitamento materno para sua 

nutrição (Kaminetzky et al., 1973; Roeder; Chow, 1972; Winick, 1969; 1990; Winick 

et al, 1971). 

O período de lactação é particularmente crítico para o desenvolvimento dos 

mamíferos, sendo que uma desnutrição neste momento causa, como mencionado 

anteriormente, alterações que podem perdurar a vida inteira do indivíduo mesmo se 

nutrição deste for normalizada. Além dos efeitos imediatos que podem se tornar 

permanentes, também é sabido que alterações nutricionais neste período podem 

levar ao surgimento, em médio e longo prazo, de alterações estruturais e funcionais 

pelo mecanismo da programação (Moura; Passos, 2005). Devido a isto, fatores 

nutricionais, como a restrição protéica, quando impostos as progenitoras nesta fase 

podem influenciar o desenvolvimento da prole. Em nosso trabalho, escolhemos 

investigar os efeitos comportamentais da desnutrição durante a lactação, pois 

sabemos que este período do desenvolvimento em roedores, do ponto de vista do 

sistema nervoso central, apresenta equivalências com o terceiro trimestre da 

gestação e com período de lactação em seres humanos (Clancy et al., 2007; Quinn, 

2005). 



60 
 

No nosso estudo utilizamos o modelo de desnutrição protéica materna, sendo 

assim, se torna essencial entender um pouco das características associadas às 

progenitoras antes de discutirmos os resultados encontrados nas proles. Um 

aspecto importante é a quantidade e a qualidade do leite que as progenitoras 

desnutridas estão passando para a prole. De uma maneira geral, a análise da 

composição do leite mostram mudanças marcantes, durante a lactação, 

principalmente no período neonatal precoce (Keen,1981). Durante a amamentação, 

mudanças na composição do leite podem ocorrer e agir como sinais de saciedade 

(Hall, 1975). Essas alterações podem estabelecer um conjunto de pontos para o 

consumo de energia ou taxa metabólica durante a vida da prole. 

Vários autores relataram que a restrição protéica pode alterar o volume e a 

composição do leite em ratos, o que também já foi avaliado pelo nosso grupo. Foi 

verificado que o leite de ratas lactantes submetidas à restrição protéica, apresenta 

menor concentração de proteínas e que, além disso, o volume de leite produzido 

também está reduzido pela desnutrição (Passos, 2000). É sabido que as ratas 

lactantes RP apresentam hipofagia, que é causada por uma combinação da 

hiperleptinemia e hipoprolactinemia (Lisboa, 2006). Consequentemente, essas mães 

transferem um leite deficiente em proteína e em volume para a prole. Em relação 

aos nutrientes do leite materno, não há diferença na concentração de lactose e de 

lipídeos, porém a concentração de proteínas é menor, assim como o seu valor 

calórico (Passos et al., 2000). 

Durante a lactação, mecanismos diversos são ativados para suprir a grande 

necessidade de energia da progenitora, como hiperfagia, redução da taxa 

metabólica basal e fluxo de nutrientes com preferência para a lactogênese (Lisboa, 

2006). Durante a gestação e lactação tem sido proposto, como indicado acima, que 

exista uma associação entre a prolactina (PRL) e a leptina (LEP) no controle da 

ingestão alimentar e do peso corporal da progenitora, onde a PRL exerce papel de 

estimuladora da ingestão alimentar e a LEP tem efeito anorexigênico. Neste período, 

estes hormônios possuem relação inversa, ou seja, enquanto a leptina está baixa, a 

prolactina está alta. Desta forma as alterações na ingestão alimentar e no peso 

corporal das mães RP lactantes podem ser explicados também por distúrbios 

hormonais presentes nestes animais. 
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Outro aspecto importante a ser levado em consideração é o nível 

corticosterona sérica nas mães RP, que não apresentou alterações apesar da 

desnutrição ser considerada um estresse. A corticosteronemia é um dado 

importante, pois é uma medida indireta no nível de estresse dessas progenitoras. 

Altos níveis de corticosterona sérica, por exemplo, poderiam estar associados a 

prejuízos no cuidado parental, o que por si só acarretaria em diversos efeitos no 

comportamento da prole. 

Após caracterizar alguns aspectos da lactação das progenitoras submetidas à 

restrição protéica e como essa restrição realizada nas progenitoras se projeta na 

prole, podemos então discutir os resultados encontrados nesses filhotes. Para uma 

melhor compreensão, discutiremos primeiramente resultados relacionados com o 

desenvolvimento somático e, em seguida, as alterações comportamentais e de 

função adrenal, separados por idade. 

 

 

4.1 Massa corporal e consumo de ração 

 

 

O modelo de desnutrição por restrição protéica durante o período de lactação 

está bem estabelecido em nossos laboratórios e os projetos desenvolvidos com este 

já resultaram em diversas publicações abordando aspectos somáticos, metabólicos 

e endócrinos. Dois aspectos observados em nossos resultados estão em acordo 

com os resultados previamente informados e corroboram a hipótese de que o 

modelo foi adequadamente implantado no presente estudo. As progenitoras RP 

apresentaram uma significativa e progressiva redução de peso ao longo da lactação 

quando comparadas as progenitoras controle e o consumo de ração das 

progenitoras RP permaneceu relativamente estável ao longo deste período ao passo 

que o consumo das progenitoras controle aumentou progressivamente. Essa 

hipofagia nas progenitoras RP, presente desde o primeiro dia de lactação, somada 

aos altos níveis de leptina, aos baixos níveis de prolactina e a necessidade de 

alimentar os filhotes resultaram em menor peso corporal dessas ratas lactantes já a 
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partir do oitavo dia da lactação. Essas condições das progenitoras RP levaram a 

produção de um leite com quantidade de proteína reduzida e em menor volume. 

O desenvolvimento somático das proles RP refletiu a qualidade e a quantidade 

do leite produzido por suas progenitoras: estes filhotes, embora tenham nascido com 

o mesmo peso dos animais do grupo controle, apresentaram um padrão de 

crescimento de massa corporal bem menos acentuado do que o destes últimos ao 

longo de todo o experimento. É importante frisar que este déficit ponderal foi mantido 

até a idade adulta, em P180, mostrando que mesmo após o acesso a ração 

normoprotéica depois do desmame não foi possível, aos animais RP, uma 

recuperação integral do insulto original durante a lactação. Esses resultados estão 

em acordo com os dados anteriores dos nossos laboratórios (Passos et al., 2000; 

Teixeira et al., 2002; De Moura et al., 2007; Fagundes et al., 2007) e indicam que o 

modelo foi reproduzido com sucesso. 

 

 

4.2 Comportamento e função adrenal 

 

 

4.2.1 21º dia pós-natal (P21) 

 

 

O primeiro teste que realizamos nas proles foi o labirinto em cruz elevado 

(LCE), que é amplamente utilizado para avaliação da ansiedade, por ser um teste 

econômico, rápido, de fácil desenho, além do fato de não requerer procedimentos de 

testes muito cansativos. O tempo passado no braço aberto do aparelho bem como o 

número de entradas nestes braços são utilizados como variáveis associadas ao 

comportamento de ansiedade (Hogg, 1996; Rodgers; Dalvi, 1997; Stead et al., 2006; 

Abreu-Villaça et al., 2008; Manhães et al., 2008; Fraga et al., 2009). O que 

observamos em P21 foi que os animais RP apresentavam valores maiores nestas 

variáveis do que os animais do grupo controle. 

Os roedores, de forma geral, evitam as áreas abertas do labirinto, as quais se 

presumem sejam as mais aversivas, ou seja, ansiogênicas, e mostram preferência 
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pelas partes fechadas e protegidas pelas paredes do aparelho (Pellow et al., 1985; 

Marco et al., 2006). Sendo assim o fato da prole RP passar mais tempo e entrar 

mais vezes nos braços abertos do labirinto sugerem que estes animais estão 

exibindo um comportamento de menor ansiedade quando comparados aos 

controles. Nossos dados corroboram dados da literatura: a  menor ansiedade nos 

animais desnutridos por longos períodos foi previamente descrita tanto para a 

desnutrição pré-natal (Almeida, 1996) quanto para a pós-natal (Almeida et al, 1991, 

1993, Santucci et al., 1994). O resultado do presente experimento poderia ser 

interpretado como um aumento nos traços comportamentais associados à 

impulsividade, onde a desnutrição estaria levando a deficiências na inibição 

comportamental, resultando em aumento da exploração de braços abertos no 

labirinto. Essa hipótese é particularmente interessante porque a desnutrição causa 

alterações na estrutura (Cintra et al., 1990; Crrdoba et al., 1992), neurofisiologia 

(Austin et al., 1986) e neuroquímica (Blatt et al., 1994) da formação do hipocampo, 

que é uma estrutura importante na modulação da inibição do comportamento em 

mamíferos (Gray, 1982). Além disso, tem sido demonstrado que a desnutrição altera 

os sistemas gabaérgico serotoninérgico no hipocampo (Del et al., 2002). Assim, 

alterações do sistema gabaérgico hipocampal pode estar subjacente aos efeitos 

ansiolíticos observados nesses animais. Considerando-se que a maior impulsividade 

é uma característica de transtorno de deficit de atenção, que é encontrado em 

grande proporção de crianças desnutridas (Galler et al., 1990), o conhecimento dos 

mecanismos de uma possível ligação entre a desnutrição pós-natal e impulsividade, 

em animais de laboratório, pode ser de relevância à realização de estudos que 

investigam aspectos de desnutrição induzindo transtorno de déficit de atenção em 

crianças. 

O segundo teste realizado foi o campo aberto (CA), que é primariamente 

utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais, podendo também ser 

utilizado para avaliar a ansiedade, não tendo, porém a sensibilidade e a 

especificidade do LCE. Em P21, não observamos grande mudanças em relação a 

atividade locomotora desses animais, ainda assim vale a pena ressaltar que a prole 

RP mostrou um aumento próximo a significância na locomoção na periferia e na 

locomoção total. Por outro lado, os parâmetros etológicos dos animais RP 
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mostraram um aumento significativo no número de eventos de atividade vertical, que 

também tem sido utilizado como medida de atividade motora. Apesar dos nossos 

resultados principais não terem sido significativos, alguns trabalhos mostram que a 

redução de ingestão de proteína durante o período de desenvolvimento do cérebro 

resulta em aumento da locomoção na idade adulta. Esse aumento da atividade 

locomotora também tem sido associado ao fato do hipocampo ser sensível ao 

estresse, contexto no qual pode ser inserido a desnutrição materna, levando a 

modificação das respostas comportamentais moduladas por ele, como a atividade 

locomotora (Gray; Mcnaughton, 1996; Bast; Feldon, 2003; Bannerman et al., 2004). 

O terceiro teste realizado foi o labirinto aquático radial de oito braços (LAROB), 

desenvolvido por Buresová et al.,1985 que é utilizado para avaliar aprendizado e 

memória. O teste baseia-se no fato de que roedores apresentam aversão à imersão 

em água (Filgueiras; Manhães, 2004, 2005), de modo que estes procuram sair da 

água o mais rápido possível utilizando-se de estratégias visuo-espaciais para 

localizar a plataforma de escape (Olton, 1987). Nos 4 primeiros dias de teste 

(quando a plataforma permanecia no mesmo lugar), não observamos diferenças 

significativas de desempenho entre os grupos. Observamos que ambos os grupos 

tiveram uma evolução na aprendizagem, caracterizado pela diminuição da latência 

para encontrar a plataforma ao longo desta primeira sequência do experimento. 

Porém no 5º dia de teste (probe trial - onde a plataforma era trocada de lugar), os 

animais desnutridos apresentaram uma menor latência, para encontrar a plataforma 

em relação ao grupo controle, o que sugere um melhor desempenho de memória e 

aprendizagem nesta idade. Esse fato é curioso, pois alguns estudos mostram que no 

labirinto aquático de Morris tanto os animais controles e os animais desnutridos 

aprenderam a tarefa de localização da plataforma, porém os animais desnutridos 

apresentam um tempo mais longo para efetuar a tarefa em relação ao controle 

(Valadares et al., 2010). Estes conflitos entre estudos podem ser atribuídos às 

diferenças de espécies animais, o tipo de desnutrição e a fase durante a qual foi 

aplicada, bem como o tipo de aprendizagem e memória espacial usado. 

No labirinto aquático é possível criar diferentes procedimentos 

comportamentais, que permitem estudar alguns sistemas de memórias. Morris 

(1984) desenvolveu uma metodologia que permite utilizar duas formas de 
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navegação espacial. Uma das versões é chamada “pista proximal”, onde a 

plataforma é visível e o rato nada diretamente para esta pista proximal. Nesta 

versão, o animal não precisa estabelecer relações espaciais entre objetos; ele se 

orienta por esta pista específica, utilizando assim o “sistema de táxon’’. A outra 

versão é chamada de “pista distal” e a plataforma fica submersa. Assim, o animal 

tem que utilizar pistas ambientais extra-labirinto para navegar até a plataforma. Na 

maioria dos trabalhos utilizando o labirinto aquático, a posição da plataforma 

permanece fixa em todo o experimento e deste modo se avalia um tipo de tarefa 

espacial específica, a memória espacial de referência. No entanto, o labirinto 

aquático também pode ser utilizado para avaliar a memória espacial operacional, na 

qual as informações são armazenadas por um tempo limitado em um contexto 

temporal específico (Kesner, 1986). Como nós só encontramos diferenças no probe 

trial é possível que, nesse caso, a desnutrição tenha afetado especificamente um 

tipo de memória, a memória espacial operacional, que é ativada quando a 

plataforma é trocada de lugar. 

Quanto função adrenal, ao avaliarmos o conteúdo de catecolaminas totais na 

medula adrenal das proles na idade de P21, observamos um aumento no conteúdo 

de catecolaminas em relação ao controle. Podemos especular que nesta idade, logo 

após o insulto, os animais RP haviam acabado de ser expostos a uma situação de 

privação continuada. De fato, é importante ressaltar que a desnutrição, por si só, é 

um evento estressante. Sabe-se que o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) é 

particularmente sensível a estímulos deste tipo agindo em períodos pré-natal e pós-

natal (Young, 2002; Matthews,  2002). O sistema nervoso simpático e da medula 

adrenal, ou seja, o sistema simpatoadrenal (SAS), também é afetado por fatores 

nutricionais durante o desenvolvimento. As alterações na densidade da inervação 

simpática ou no estado funcional do nervo simpático e da medula adrenal em 

repouso ou em resposta a estressores específicos podem ser alterados por 

exposições fetal ou neonatal (Young, 2002). 

Avaliamos a corticosteronemia sérica, porém não encontramos diferenças entre 

os grupos. Resultado esse que está em acordo com os de Fagundes et al. (2009), 

que demonstraram que ratos machos cujas progenitoras receberam dieta 

hipoprotéica na lactação não apresentam quaisquer alterações de corticosteronemia 
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em PN21 comparado ao controle. Esse resultado sugere que apesar da desnutrição 

ser um evento estressante, e esses animais terem sido testados logo após o insulto, 

estes não apresentam um comportamento estressado, como nós observamos no 

teste de ansiedade e no teste de atividade locomotora. 

É interessante notar que a desnutrição materna afetou o conteúdo de 

catecolaminas e não afetou os níveis de corticosterona sérica. É importante levar em 

conta que o maior conteúdo de catecolaminas totais pode ser devido a duas 

possibilidades, um aumento de produção ou uma menor. Para entender melhor o 

que esta acontecendo, seria necessária a quantificação do conteúdo de duas 

enzimas da via de biossíntese das catecolaminas por Western Blotting, a TH e a 

FMNT, análise que está neste momento em andamento. Em relação à 

corticosterona, é possível que a hiperleptinemia encontrada nesses animais 

(Passos, 2000) mantenha as concentrações de corticosterona sérica mais baixas. 

 

 

4.2.2 45º dia pós-natal (P45) 

 

 

Não observamos alterações nos padrões de comportamentos associados à 

ansiedade, no comportamento locomotor e no desempenho de memória e 

aprendizado visuo-espacial na prole RP no 45º dia de vida pós-natal. Também não 

encontramos alterações na concentração sérica de corticosterona e no conteúdo de 

catecolaminas totais nestes animais. É importante ressaltar que em P45, os ratos 

estão no período da adolescência. Este período de transição para a vida adulta é 

caracterizado por mudanças comportamentais e endócrinas. Por exemplo, o cérebro 

durante a adolescência apresenta continuada maturação de seus sistemas, com 

perda de aproximadamente metade do número de conexões sinápticas em algumas 

regiões neurais (Rakic et al., 1994), perda esta que pode servir para refinar as 

conexões e aumentar a eficiência cerebral durante este período (Chugani, 1996). 

Considerando-se que a adolescência é um período de transição e que os testes 

comportamentais foram realizados mais de 3 semanas após o término da restrição 

protéica, a inexistência de diferenças entre grupos pode estar relacionada, em 
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primeiro lugar, ao fato de que os animais, em P45, já tiveram tempo para se 

recuperar dos efeitos agudos (observados em P21) da restrição protéica, e que 

ainda não houve tempo para surgirem os efeitos tardios, mais diretamente 

associados ao fenômeno de programação. 

 

 

4.2.3 90º dia pós-natal (P90) 

 

 

Quando testamos os animais no LCE, não encontramos diferenças 

significativas em nenhuma das variáveis analisadas. Observamos apenas que o 

grupo RP apresentou uma tendência de passar mais tempo no centro do aparelho 

em relação ao grupo controle, comportamento este que tem sido interpretado como 

um comportamento relacionado com uma tomada de decisão. 

Ao avaliarmos estes animais no campo aberto, observamos importantes 

alterações no comportamento da prole RP. Estes animais apresentaram uma 

diminuição no tempo no centro, quando comparado ao grupo controle. O tempo no 

centro no campo aberto, também pode ser utilizado como medida de ansiedade, 

sendo assim, a prole RP estaria manifestando um comportamento mais ansioso, por 

passar menos tempo no centro da caixa. Além disso, estes animais apresentaram 

uma diminuição significativa na locomoção total, sugerindo que a desnutrição 

materna afetou a atividade locomotora da prole. Nossos achados não corroboram 

dados na literatura, onde autores mostram que a redução da ingestão de proteínas, 

durante o período de desenvolvimento do cérebro, resulta e um aumento da 

locomoção da prole (Almeida et al., 1993; Trzctnska et al., 1992). 

Em relação ao aprendizado e memória, não encontramos diferenças 

significativas entre grupos tanto no período inicial de quatro dias em que a 

plataforma era mantida na mesma posição quanto no probe trial: ambos os grupos 

aprenderam igualmente ao logo dos dias e tentativas. 

Não encontramos diferenças significativas no conteúdo de catecolaminas 

adrenais. Porém, ao analisar os níveis de corticosterona sérica, observamos que a 

prole RP apresentava uma diminuição nos níveis séricos destes hormônios, que 



68 
 

pode estar relacionado com a diminuição da atividade locomotora, que nós 

detectamos no campo aberto. 

 

 

4.2.4 180º dia pós-natal (P180) 

 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos tanto nos 

comportamentos apresentados no LCE quanto no CA. Quando avaliamos as proles 

no LAROB, observamos que nos 4 primeiros dias de teste (quando a plataforma 

permanecia no mesmo lugar), não havia diferenças significativas entre os grupos na 

latência para encontrar a plataforma de escape. De fato, observamos que ambos os 

grupos tiveram uma evolução na aprendizagem, caracterizado pela diminuição da 

latência para encontrar a plataforma ao longo dos dias e das tentativas nesta fase do 

experimento. Porém, no 5o dia de teste, com a mudança na posição da plataforma 

para o probe-trial, os animais desnutridos apresentaram uma menor latência para 

encontrar a plataforma em relação ao grupo controle, o que sugere uma melhora na 

aprendizagem nesta idade. 

Assim como em P21, nossos resultados divergem dos encontrados na 

literatura. Como nós só encontramos diferenças no probe trial, é possível que, nesse 

caso, a desnutrição tenha afetado especificamente um tipo de memória, a memória 

espacial operacional, que é ativada quando a plataforma é trocada de lugar. E 

possível que no presente estudo a alteração de rigidez comportamental dos animais 

desnutridos possa ter favorecido a realização da tarefa. 

Ao avaliamos o conteúdo de catecolaminas adrenais totais nas proles na idade 

de P180, nós observamos um aumento no grupo RP em relação ao controle. Esse 

resultado corrobora com os achados de Fagundes et al. (2009). Nesse trabalho foi 

avaliado também a secreção in vitro da secreção de catecolaminas na medula 

estimulada por cafeína e foi observado uma maior secreção destas pela prole RP 

adulta, podendo-se concluir que estes animais produzem e liberam mais 

catecolaminas. 
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Avaliamos ainda a corticosteronemia sérica, porém não encontramos 

diferenças entre os grupos. Esse resultado diverge do observado por Fagundes et al 

(2009). Estes demonstraram que, em P180, as proles RP apresentaram 

hipercorticosteronemia. É importante ressaltar que os animais utilizados no presente 

estudo podem ser fisiologicamente diferentes dos animais utilizados em outros 

trabalhos (Passos et al., 2000; Teixeira et al., 2002; De Moura et al., 2007; Fagundes 

et al., 2007) do nosso grupo pelo fato de que em nosso experimento, os animais 

passaram por uma bateria de testes comportamentais antes do sacrifício, o que 

poderia justificar as divergências de resultados encontrados. 

 

 

4.3 Considerações finais 

 

 

Muitos trabalhos vem sendo publicados estudando os efeitos de alguns tipos 

de desnutrição, principalmente a protéica, em diversos comportamentos. Porém, as 

alterações relatadas são quase sempre avaliadas na idade adulta. Tal fato não nos 

permite determinar se os efeitos comportamentais da desnutrição estão presentes 

desde o insulto original ou se estes surgem tardiamente, associados a mecanismos 

de programação. Também não nos é possível saber se os animais apresentaram 

alterações comportamentais durante ou após o insulto, mas que tiveram curta 

duração, não estando mais presentes na vida adulta. Em nosso trabalho, 

procuramos abordar esta lacuna do conhecimento através da análise 

comportamental da prole RP em diferentes pontos de seu desenvolvimento e 

maturação: no desmame (P21 – logo após o insulto), na adolescência (P45), na fase 

inicial da idade adulta (P90) e em uma fase mais madura da idade adulta (P180). 

Considerando-se os comportamentos associados à ansiedade observados no 

LCE, nossos principais achados indicam que os animais RP apresentam-se menos 

ansiosos que os animais CONT somente logo após os desmame. Este padrão 

temporal sugere que os efeitos ansiolíticos da dieta RP são de surgimento rápido e 

têm um curto prazo de duração, estando o comportamento dos animais RP 

normalizado a partir da adolescência. É curioso notar, no entanto, que o tempo de 
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permanência no centro do CA, uma variável que também pode ser utilizada na 

análise dos comportamentos associados à ansiedade, apresenta um padrão 

temporal diverso. No CA foi observado um efeito ansiogênico nos animais RP 

somente quando adultos jovens. Esta alteração comportamental seria, então, de 

surgimento tardio, mas com normalização ao longo do amadurecimento do animal. 

Não está descartada a possibilidade de um efeito de programação no CA, mesmo 

que de curta duração. A diferença de resultados entre os testes comportamentais 

pode ser explicada pela existência de evidências de que não existem correlações 

significativas entre os testes e que, também entre estes testes, existem diferenças 

no carregamento de fatores em análises fatorais. Como resultado, foi sugerido que o  

LCE e o CA medem aspectos diferentes da ansiedade (Ramos, 2008); foi sugerido 

que o CA é tanto um modelo para a análise da ansiedade normal que todos 

enfrentamos quando confrontados com uma situação estressante e/ou ameaçadora 

como um modelo de transtorno de ansiedade generalizada, enquanto que foi 

sugerido o LCE seria um teste mais adequado para o pânico, embora mantendo-se 

como um teste também para o transtorno de ansiedade generalizada (PRUT;  

Belzung, 2003; Che, 2000). 

A atividade locomotora avaliada no CA indicou uma alteração no deslocamento 

total dos animais como resultado da dieta RP apenas em adultos jovens (P90): os 

animais da prole cujas progenitoras passaram pela dieta hipoprotéica apresentaram 

uma significativa redução da atividade locomotora. Assim, para este comportamento, 

pode-se sugerir um efeito de programação, visto que a alteração comportamental é 

de surgimento tardio, embora com curta duração. Outro parâmetro comportamental 

utilizado em nosso trabalho que tem sido associado à atividade locomotora é o 

número de entradas no braço fechado do LCE. Ao contrário do que ocorreu no CA, 

não foram observadas diferenças significativas entre grupos ao longo do tempo para 

esta variável. Tal como mencionado para os dados de ansiedade, a natureza diversa 

dos dois testes comportamentais deve explicar a diferença nos resultados. 

No que diz respeito ao desempenho de memória e aprendizado, verificamos 

que a melhora de desempenho ao longo das tentativas e dos dias quando se 

considera a primeira fase da avaliação (4 primeiros dias) é similar entre os grupos 

RP e CONT em todas as idades. Por outro lado, uma significativa diferença entre os 
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grupos, favorecendo o grupo RP foi notada no probe trial ao tempo do desmame e 

na vida adulta em P180. Este padrão de resultados sugere que estão presentes 

tanto efeitos agudos de curta duração quanto efeitos de longo prazo associados à 

programação. 

É interessante notar que as alterações endócrinas observadas em nosso 

estudo parecem refletir algumas das alterações comportamentais. Por exemplo, os 

níveis de corticosterona sérica só estavam alterados (reduzidos) nos animais RP em 

P90, o que guarda uma boa relação com os achados de atividade locomotora e 

tempo no centro do campo aberto. Adicionalmente, o conteúdo de catecolaminas 

estava alterado (aumentado) especificamente em P21 e P180, guardando uma boa 

relação com os dados do probe trial no labirinto aquático radial. Embora as relações 

apresentadas acima sejam instigantes e aparentemente claras, o desenho 

experimental utilizado no presente estudo não permite o estabelecimento de uma 

relação de causa e efeito. Neste sentido, novos estudos serão necessários para 

elucidar as relações entre as alterações endócrinas e comportamentais no modelo 

de desnutrição protéica materna durante o período de lactação. Adicionalmente, é 

bem documentado que alterações comportamentais refletem alterações no 

funcionamento da circuitaria do sistema nervoso central. Porém, ainda não dispomos 

de informações sobre possíveis efeitos da RP sobre a atividade destes circuitos em 

diferentes pontos do desenvolvimento e maturação dos animais experimentais. 

Então, nossos próximos passos serão no sentido de aprofundar o nosso 

conhecimento sobre os efeitos da desnutrição materna por restrição protéica durante 

o período da lactação no sistema nervoso central, com foco na análise dos sistemas 

de neurotransmissão serotoninérgico, dopaminérgico e noradrenérgico. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

Nossos dados indicam que os animais do grupo RP apresentaram redução dos 

padrões de comportamento associado à ansiedade no final do período de lactação, 

redução da atividade locomotora em adultos jovens e melhora do desempenho de 

memória e aprendizado no final da lactação e em animais adultos em fases mais 

maduras. Adicionalmente, os dados indicam que há uma associação entre 

alterações nos parâmetros comportamentais e endócrinos. Podemos concluir que a 

restrição protéica materna durante o período de lactação em ratos afeta o 

comportamento apresentado ao longo da vida e que o padrão temporal dos efeitos 

varia em função do comportamento estudado. 
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