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“Somos aquilo que recordamos e também somos
0 que resolvemos esquecer”
Izquierdo, I., 2002.
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RESUMO

O sistema nervoso (SN) possui habilidade para modificar sua organizagéo
morfofuncional em resposta a mudancas internas ou demandas externas, caracterizando-se
assim a plasticidade cerebral. Fatores externos como a desnutricdo durante as fases iniciais
da vida podem alterar 0 desenvolvimento adequado do organismo e ocasionar na fase
adulta danos nas fun¢bes do sistema nervoso. Entretanto, um outro fator ambiental, o
ambiente enriquecido (AE), pode favorecer a memoria através de altera¢cdes na expressao
de fatores tréficos, especialmente o fator derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo. O
presente estudo objetivou avaliar o efeito do ambiente enriquecido sobre a plasticidade
singptica no hipocampo de ratos adultos que foram submetidos a desnutricdo no periodo
perinatal. Foram utilizados ratos machos Wistar divididos em grupos segundo a dieta
durante a gestacéo e lactacéo: controle (C) e desnutrido (D). Apés o desmame, os filhotes
receberam dieta Presence® e foram subdivididos segundo a exposi¢cao ao AE de 30 até 90
dias de vida: controle com AE (CAE); ou sem AE (CSAE); desnutrido com AE (DAE) ou sem
AE (DSAE). A evolucédo ponderal foi modificada pela desnutricdo e o peso ao nascer até os
70 dias de vida, apo0s a exposicdo ao AE, foi menor que o controle; aos 80 dias, 0 grupo
CAE apresentou menor peso, igualando-se ao DAE. Quanto aos aspectos de memoéria de
reconhecimento de objetos, comparando intragrupo, tanto o CSAE quanto o DAE
apresentaram memoria de curta duragdo. A comparacao entre grupos mostrou que a dieta e
0 ambiente enriquecido influenciaram na memoéria de longa duracdo, pois apenas o DAE
aumentou o tempo de exploracdo do objeto novo. A dieta ndo modificou 0 comportamento
dos grupos com relacdo a ansiedade. No entanto, apos a exposi¢cdo ao AE, o grupo CAE
apresentou menor ansiedade e o DAE mostrou aumento no conflito de decisdo de escolha.
Quanto a expressao génica do bdnf, a dieta provocou menor expressao no grupo DSAE e
maior expressdo apds exposicdo ao AE nos grupos controle e desnutrido. Ja quanto ao
receptor TrkB, houve uma tendéncia a menor expressdao no grupo DSAE e uma maior
expressao no CAE e DAE. Esses resultados indicam que a dieta hipoproteica induziu baixo
peso ao nascer e que essa modificacdo foi prolongada ao longo da vida, porém o AE ndo
reverteu esse perfil, mostrando que ha o efeito da plasticidade fenotipica sobre esse
aspecto. Além disso, a dieta e o AE modificaram, a longo prazo, tanto o perfil génico do bdnf
quanto do seu receptor, bem como o comportamento de memoria, demonstrando que o AE
estimulou eventos plasticos no hipocampo dos individuos desnutridos, modificando assim a
memoria de longa duragdo. Palavras-Chave: BDNF, memoria, neuroplasticidade,

enriquecimento ambiental, ma-nutricao.
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ABSTRACT

The nervous system has the ability of modifying its morphofunctional organization in
response to internal changes or external demands, featuring thus the brain plasticity.
External factors such as the malnutrition during the early phases of life can alter the
proper development of the organism, and cause in adulthood damages at the nervous
system (NS) functions. However, another environmental factor, the enriched environment
(EE), can enhance memory through changes at the expression of trophic factors, specially
the brain derived neurotrophic factor (BDNF) at the adult animal brain. This study aimed to
evaluate the effect of the enriched environment over the synaptic plasticity at the
hippocampus in adult rats submitted to malnutrition during perinatal period of life. Male
Wistar rats were used, divided in groups according to the diet during the gestation and
lactation: control (C) and undernourished (D). After weaning, the littermates received
Presence® diet and were subdivided according to the exposure to the EE from 30 to 90
days of age: Control with EE (CAE); or control without EE (CSAE); undernourished with
EE (DAE) or without EE (DSAE). The weight gain was modified by the malnutrition and
there was a decrease from the weight at birth until 70 days of age and after the exposure
to EE; at 80 days of age, the DAE group recovered the weight. Regarding the object
recognition memory aspects, both CAE and DAE groups exhibited more efficacy at short
term memory, reducing the exploration time when compared with the without EE,
however, only the DAE group demonstrated long term memory. The diet factor did not
modify the group’s behavior related to anxiety. However, exposure to EE, the group DAE
reduced anxiety showed an increase in the conflict decision of choice. Regarding the gene
expression of BDNF, the diet reduced DSAE group and increased after exposure to AE in
the control and malnourished. As for the TrkB receptor, there was a tendency to decrease
in the group DSAE, an increase in CAE and DAE. These results indicate that the low-
protein diet induced low birth weight and that this modification was prolonged throughout
life, but EA has not reversed this profile, showing that there is the effect of phenotypic
plasticity on this aspect. In addition, modified diet and long-term AE, both the BDNF gene
profile and its receptor, and the memory behavior, showing that the AE events stimulated

hippocampus of plastics in malnhourished individuals, thus altering their long-term memory.

Keywords: BDNF, memory, neuroplasticity, environment enrichment, undernutrition



CAPITULO 1

Introducéao

O sistema nervoso possui habilidade para modificar sua organizagdo morfofuncional
em resposta ao ambiente circundante, especialmente durante o desenvolvimento precoce
em que as células estdo se diferenciando e os tecidos estdo em desenvolvimento. Esta
capacidade é baseada em mecanismos moleculares que conduzem ao controle da
expressao génica e da inducdo de fendtipos especificos na auséncia de modificagdo na
sequéncia de DNA, incluindo metilacio do DNA e de histonas e ainda modificacbes
covalentes na expressdo do RNA ndo-codificante (Barouki et al., 2012). Esse sistema se
desenvolve em um processo dinamico de sintese de componentes celulares, neurogénese e
gliogénese, migracao e diferenciagéo celular, aumento do volume das células e por ultimo,
maturacdo morfofuncional (Kempermann et al., 2003). Tais eventos do desenvolvimento
estdo contidos nas fases de gestacao, lactacdo e primeira infancia, que séo caracterizados
por crescimento rapido, maturagdo de o6rgaos e sistemas, replicacdo e diferenciagéo celular,
sendo chamado de periodo critico do desenvolvimento. Neste intervalo de tempo o
organismo se encontra mais vulneravel a insultos ambientais (Morgane, Mokler e Galler,
2002).

Hipdteses concordam com a susceptibilidade aumentada dos individuos que durante
o periodo critico do desenvolvimento sofreram agressfes ao sistema nervoso (SN), tais
como a desnutricdo, ao surgimento de alteragbes metabdlicas e comportamentais a longo
prazo. Estudos em animais e seres humanos confirmam o papel essencial da dieta no inicio
da vida (Maurage, 2008). A desnutricdo tem sido reconhecida por causar a redugdo no
namero de neurdnios, sinapses, arborizacao dendritica e mielinizacdo, os quais resultam em
diminuicdo no tamanho do cérebro. Todas essas alteracdes no sistema nervoso central
estdo associadas ao atraso nas fungdes motoras e cognitivas, tais como o transtorno do
déficit de atencdo, memoria e deficiéncia de aprendizagem (Laus et al., 2011).

No entanto, o ambiente enriquecido (AE) € uma manipulacdo de habitacdo que
aumenta os estimulos fisico e social e modula a plasticidade no hipocampo e em outras
regides corticais em roedores. Essas modificacbes na plasticidade incluem a regulagéo
positiva de fatores de crescimento, incluindo o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), o aumento na neurogénese, sobrevivéncia celular, gliogénese e alteragbes na
morfologia e expressdo das células da glia (Wiliamson, Chao e Bilbo, 2012). Recentes

evidéncias em nosso grupo de estudo utilizando um modelo de restricdo dietética nos



periodos precoces da vida, revelaram diminuicdo na proliferacdo e sobrevivéncia de células
no giro denteado (DG) do hipocampo. Tal tratamento reduziu o nimero de neurdnios no DG
do hipocampo nos animais submetidos a restricdo de 50% da dieta fornecida ao grupo
controle durante as fases de gestacdo e lactacdo (Matos et al., 2011). Dessa maneira,
considerando que o hipocampo apresenta propriedades morfolégicas e bioquimicas que
conferem ao mesmo uma alta vulnerabilidade a insultos ambientais, o presente estudo foi
conduzido para testar a hipétese de que a desnutricdo no periodo critico do
desenvolvimento pode induzir a alteracfes tardias na plasticidade sinaptica, promovendo um
déficit na memoéria de reconhecimento de objetos.

Todavia, o AE pode ser uma ferramenta que favorece a organizacdo da circuitaria
sinaptica, facilitando o aumento de fatores tréficos no encéfalo do animal adulto e a memdéria
de reconhecimento de objetos. Diante dessas hipoteses, surgem as seguintes perguntas: as
alteracBGes na expressdo do BDNF podem favorecer a plasticidade sinaptica no hipocampo
nesse organismo desnutrido? O AE facilita mecanismos de memdria de reconhecimento de
objetos no adulto desnutrido?

Uma questdo crucial tanto em termos clinicos como experimentais, é compreender
quais 0s mecanismos subjacentes entre a desnutricdo nos periodos precoces da vida e 0s
eventuais beneficios promovidos pela exposicdo ao AE até a fase adulta. Os efeitos da
desnutricdo e subnutricdo sdo de grande interesse a comunidade cientifica em muitos
paises, incluindo o Brasil, devido a incidéncia generalizada de deficiéncia nutricional fetal e
infantil, adicionados a evidéncias de que o insulto nutricional ocorrendo no periodo do
desenvolvimento do cérebro é de longa duracédo e pode levar a sequelas permanentes na
aprendizagem e no comportamento do individuo.

Além disso, estudos sobre os efeitos das agressdes nutricionais no periodo fetal e
neonatal no desenvolvimento de sistemas fisiolégicos e os efeitos do AE sobre tais sistemas
na vida adulta sdo de grande interesse para 0 nosso grupo de pesquisa, que vem se
estabelecendo como um centro que visa estudar as doengas na vida adulta originadas no
periodo perinatal. Dessa forma, procura assim entender as modificacbes moleculares e
comportamentais do SN advindas de altera¢des nutricionais nos periodos precoces da vida,
assim como os efeitos do AE como possivel fator de facilitagdo da plasticidade sinaptica do
SN.

Sendo assim, 0 presente estudo tem interesse socioecondmico para o Brasil e do
ponto de vista cientifico sai dos aspectos descritivos, base para o conceito DOHaD (Origem
desenvolvimentista da Saude e da Doenca) descrito por Van den Berg, 2011 e busca

analisar e investigar os mecanismos moleculares, fisiolégicos e comportamentais acerca da



programacéo fetal. Além do mais, 0 nosso objetivo é fornecer dados para futuras estratégias
de intervencéo no ambito do estudo da programacdo fetal, plasticidade cerebral e interactes
com o AE com a finalidade de favorecer uma melhoria na qualidade de vida dos individuos.



1.2 Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do ambiente enriquecido sobre a plasticidade sinaptica
hipocampal em ratos adultos que foram submetidos a desnutricdo no periodo

perinatal.

1.2.2. Objetivos especificos

- Analisar a desnutricdo pela evolu¢do do peso corporal e indice de massa
corporal (IMC);

- Avaliar os efeitos da dieta e do ambiente enriquecido sobre a expressao
génica do bdnf e TrkB no hipocampo;

- Avaliar a memoria de reconhecimento de objetos de curta e longa duracéo;

- Analisar se o ambiente enriquecido promove ansiedade.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1. Aformacé&o hipocampal e a memaria de reconhecimento de objetos

O hipocampo é uma estrutura encefélica localizada na regido temporal medial e
responsavel pelos estagios iniciais do processamento da memdria e embora essa regido
desempenhe um papel importante como um centro de processamento sensorial, 0 mesmo
também pode atuar como um local de armazenamento temporario de informacdes que
contribuem para a o aprendizado. Desse modo, a plasticidade dessa regido é essencial para
0 armazenamento da memoria e aprendizado (Alonso et al., 2005).

A memodria declarativa ou explicita € definida como a memdéria para fatos e eventos e
€ muitas vezes dividida em episédica (memdria para eventos dentro da propria vida) e
memoria semantica (conhecimento geral sobre os aspectos do mundo). As informacgdes
sobre atributos sensorial, espacial e contextual de objetos sdo elementos importantes de
memorias declarativas. A memoria de reconhecimento de objetos (MRO) é um tipo de
memoria declarativa e utilizada para estudar a neurobiologia deste tipo de memdéria. A
integridade funcional do lobo temporal medial, incluindo o hipocampo, a amigdala e o cortex
entorrinal € essencial para o processamento da memoria de reconhecimento de objetos
(Furini et al., 2010).

Os trabalhos que induziram a LTP, do inglés “long term potentiation”, comecaram a
surgir no final dos anos 1960, quando Terje Lomo e Timothy Bliss descobriram que alguns
segundos de estimulagdo elétrica de alta frequéncia podem aumentar a transmissao
sinaptica no hipocampo de coelhos durante dias ou mesmo semanas (Neves, Cooke e
Bliss, 2008). Mais recentemente, no entanto, o progresso na compreensao do mecanismo
de LTP baseou-se em estudos in vitro de fatias hipocampais, visto que a organizagdo dos
neurdnios hipocampais permite a sua seccdo de modo que a maior parte da circuitaria
permanece intacta. Em tais preparacdes, o corpo celular dos neurdnios piramidais esta
numa Unica camada, a qual é dividida em regibes distintas, sendo as principais CA1 e CA3
(Izquierdo et al., 1999). O termo "CA" refere-se a cornu Ammon, do latim Ammon’s horn
(chifre de carneiro de Amon), o qual se assemelha a forma do hipocampo. Os dendritos das
células piramidais da regido CA1 formam uma banda espessa que recebe sinapses dos
colaterais de Schaffer, os axénios advindos das células piramidais da regido CA3 (Riedel e
Micheau, 2001). Grande parte dos trabalhos que estudam a LTP o faz nas conexdes

sindpticas entre os colaterais de Schaffer e as células piramidais CAl, em que a



estimulacao elétrica dos colaterais de Schaffer gera um potencial excitatorio pos-sinaptico
(EPSP) nas células pos-singpticas CA1 (Martin, Grimwood e Morris, 2000). Ver figura 1.

A LTP ndo ocorre apenas nas sinapses excitatorias do hipocampo, mas em outras
sinapses em uma variedade de regides do cérebro, incluindo o cortex, a amigdala e o
cerebelo. A LTP também exibe a propriedade da especificidade de entrada: quando LTP’s
sdo induzidas pela estimulagdo de uma sinapse, 0 mesmo ndo ocorre em outras sinapses
inativas que estdo em contato com o0 mesmo neurdnio (Zagrebelsky e Korte, 2013). Esta
caracteristica da LTP é consistente com o seu envolvimento na formacédo da memaria, visto
que o aumento seletivo na estimulacdo de determinados conjuntos de entradas é

provavelmente necessario para armazenar informacoes especificas.
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Figura 1: Vias neuronais de entrada e saida do hipocampo. Modificada de Neves et al, 2008.

1.3.2. Ameméoria e o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)

Estudos sobre a aprendizagem e a memoria em modelos animais tém identificado
produtos de genes que S840 necessarios para que esses processos ocorram, entre eles esta
o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), um pequeno dimero de proteina e o seu
principal receptor, o TrkB, os quais sdo amplamente expressos no cérebro de mamiferos

adultos (Murer, Yan e Raisman-Vozari, 2001).



Historicamente, as proteinas que se ligam a receptores transmembranas foram
divididas em categorias, tais como os fatores neurotroficos, citocinas e fatores de
crescimento. Dependendo do tipo de célula ou do local em que atuam, muitas destas
proteinas podem exercer uma variedade de efeitos sobre as células, que vao desde a
proliferacdo, maturacéo e suporte tréfico (Choi et al., 2009; Hagg, 2009). Sendo assim, o
BDNF classifica-se como uma neurotrofina estruturalmente relacionada ao fator de
crescimento do nervo (NGF) (Alonso, Vianna, Depino, et al., 2002). Logo, as neurotrofinas
séo necessarias ao desenvolvimento do sistema nervoso de vertebrados e a classe também
inclui a neurotrofina- 3 (NT3), a neurotrofina-4/5, neurotrofina-6, e a neurotrofina-7 (Huang e
Reichardt, 2001; Balu e Lucki, 2009; Cunha, Brambilla e Thomas, 2010). Do mesmo modo, a
acdo do BDNF no SNC do adulto vem sendo extensivamente estudada, provavelmente
devido as evidéncias de que o mesmo apresenta um papel critico na potenciagéo a longo
prazo (LTP) (Ma et al., 1998; Martin, Grimwood e Morris, 2000).

A proteina BDNF € sintetizada por um precursor, a proteina pré-pro BDNF resultante
da clivagem de uma proteina de 32kDa pro BDNF, a qual é proteoliticamente clivada
intracelularmente por enzimas, como a furina ou pro-convertases e secretada como 0s
14kDa do BDNF maduro (mBDNF) ou secretada como pro BDNF e depois clivada por
proteases extracelulares, tais como as metaloproteinases e plasmina, para mBDNF (Huang
e Reichardt, 2001). A extensdo do processamento intracelular e extracelular de pro BDNF
ndo é exatamente esclarecida, mas sabe-se que é menos processada por proteases
intracelulares, em comparacdo a outras neurotrofinas, como o mBDNF. No entanto, as
proteinas pro BDNF e mBDNF sao preferencialmente separadas em vesiculas de atividade
secretora diferenciadas (Mowla et al., 2001). Ver figura 2.



- pro-apoptotic effects - pro-survival effects

- facilitates LTD - facilitates LTP
proBDNF/p75NTR MmMBDNF/TrkB
o o o o
o‘\é °ce é/'o

)

Constitutive @ Regulated

pathway @ pathway

synaptic process

o mBDNF
e © proBDNF
{ 3] O pre-proBDNF
X proteolytic cleavage

U s =

Figura 2: Célula nervosa (corpo neuronal e dendritos) onde ocorre a sintese, processamento
e liberacdo do mBDNF. Figura modificada de Cunha et al, 2010.

O BDNF ¢ localizado predominantemente na regido somatodendritica dos neurdnios,
mas também é encontrado nos dendritos, onde também é sintetizado a partir de RNAmM em
estreita proximidade com as espinhas dendriticas (Tongiorgi, 2008). O BDNF esta presente
nos compartimentos pré e pds-sinapticos e pode sofrer tanto transporte retrégrado como
anterogrado. A liberagcdo do BDNF na fenda singptica pode ser regulada através de trés
mecanismos dependentes do local de sintese: 1. Mecanismo dependente do influxo de Ca™
nos terminais pré-sinapticos; 2. Dependente do influxo de Ca™ nos terminais pos-
sinapticos; 3. Independente da liberacdo de Ca'" pelos terminais pré ou pos- sinapticos, pois
depende da liberacdo de Ca™ a partir de reservas intracelulares (Poo, 2001; Tongiorgi,
2008).

O BDNF se liga a membrana e ativa duas diferentes proteinas receptoras
transmembranas: a tropomiosina relacionada a quinase TrkB, receptor com alta afinidade, e
a pan neurotrofina p75NTR, receptor com baixa afinidade. Praticamente todos os efeitos do
BDNF séo atribuidos a ativacdo do receptor TrkB. O Pro BDNF, p75NTR e isoformas de
TrkB podem ser consideradas como mecanismos reguladores negativos da associacdo do
BDNF/TrkB, com consequentes efeitos para a plasticidade sinaptica e, talvez para a

aprendizagem e a memoria (Zagaar et al., 2013). Em contrapartida, a ativacdo do receptor



TrkB pelo BDNF inicia trés grandes vias de cascatas de sinalizacéo: fosfolipase Cy (PLC7),
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a cascata regulada por quinases (ERK). A ativacdo da
via fosfolipase Cy (PLCI1) esta relacionada ao aumento de Ca™" intracelular e a ativacdo
da calmodulina quinase dependente de Ca™ (CaMKII). A elevacéo de Ca™ intracelular € um
dos mais importantes resultados bioquimicos de sinalizacdo do BDNF na célula p0s-
sinaptica e além disso, a CaMKII ativa o fator de transcricgdo CREB, ativando desse modo a
transcricdo do BDNF (Choi et al., 2009). Ver figura 3.

Assim, o BDNF pode regular a sua prépria expressdo através da ativacdo da
sinalizacdo da CaMKIl e também pode ativar a via PI3K através da interacdo direta entre
IRS1/IRS2 e PI3K, a qual medeia os efeitos de protecdo do BDNF em varios tipos de células
neuronais in vitro, incluindo neurénios do hipocampo. O BDNF também facilita a traducéo de
proteinas locais por ativagéo dos dendritos do alvo da rapamicina em mamiferos (nTOR) via
PI3K (Alonso, Vianna, lzquierdo, et al., 2002). A ativagdo diferencial e o papel dessas
cascatas na sobrevivéncia neuronal irdo depender do tipo de célula e o envolvimento de
estimulos fisiolégicos ou patoldgicos especificos. O BDNF induz efeitos rapidos na
transmisséo sinéptica e na excitabilidade da membrana, principalmente através da ativagéo
dessas vias de sinalizacdo e pode induzir a liberacdo pré-sinaptica de glutamato e GABA
atraveés da fosforilacdo TrkB/ERK (Jovanovic et al., 2000).

Para as sinapses glutamatérgicas, 0 aumento nos niveis de BDNF é induzido por um
aumento no numero de vesiculas sinapticas. Na regido pés-singptica o BDNF também
modula a transmissdo excitatéria e inibitdria alterando a cinética da ativacdo de receptores
NMDA glutamatérgicos e receptores GABA inibitérios. Parece, assim, que o BDNF mostra
as propriedades de um neurotransmissor classico: sintese no neurbnio pré-sinaptico,
armazenamento em forma de vesiculas, receptores pds-sinapticos e transporte por canal
ibnico (Zagrebelsky e Korte, 2013). O papel dos varios mecanismos de sinalizacdo na
aprendizagem e memodria tem sido bem documentado, no entanto, o papel exato que o
BDNF desempenha modulando estas vias de sinalizagdo durante a aprendizagem continua
a ser elucidado. Assim, o BDNF pode ativar multiplas vias de sinalizacdo que podem agir de
forma a regular os efeitos necessarios para a plasticidade sinaptica e formagéo da memoria.
A interacdo entre cada uma destas tem vias intracelulares dependes dos niveis de BDNF e
TrkB e se a sinalizacéo foi ativada nos terminais pré ou pos sinapticos (Cunha, Brambilla e
Thomas, 2010). Ver figura 4.
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Figura 3: Vias de sinalizagdo do pro BDNF e mBDNF no neurdnio pré ou pos sinaptico.
Modificada de Cunha et al, 2010.

Existem sistemas de feedback que controlam a atividade do BDNF: além de ser
capaz de aumentar a sua propria transcrigcdo através de um mecanismo mediado por CREB
(Finkbeiner et al., 1997), o BDNF também pode aumentar a expressao do receptor TrkB e
além disso, pode regular a sua propria liberagdo (Haapasalo et al., 2002). Sendo assim,
estas propriedades podem contribuir para a estabilizacdo das conexdes sinapticas. No
entanto, a exposicdo prolongada ao BDNF induz a um ciclo de feedback negativo,
esgotando receptores TrkB na superficie neuronal e causando dessensibilizacdo deste

receptor (Frank et al., 1996).
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Figura 4. Modelo sinptico da atuacdo do BDNF na promocéao, indugdo e manutencdo da
LTP. O BDNF ¢ liberado a partir de terminais pré-sinapticos e pés-sinapticos de neurdnios
excitatérios e atua através do receptor TrkB nos terminais pré e pds-sinapticos dos
neurbnios excitatorios e sobre os neurdnios inibitérios. Figura modificada de Zagrebelsky et
al, 2013.

Evidéncias indicam que, a semelhanca de outras neurotrofinas, o BDNF promove a
diferenciagéo, o crescimento e a sobrevivéncia dos neurdnios durante o desenvolvimento do
SNC e periférico (Huang e Reichardt, 2003). Entretanto, pouco se sabe sobre as funcdes
analogas no cérebro adulto. A importancia da sinalizacdo mediada pelo BDNF para manter a
sobrevivéncia e complexidade de dendritos no cérebro adulto, incluindo neurénios corticais
glutamatérgicos, tem sido estabelecida (Ghosh, Carnahan e Greenberg, 1994; Cunha,
Brambilla e Thomas, 2010). Ver figura 5.
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Figura 5: A acdo do BDNF nos neurfnios imaturos, astrocitos e microglia. Retirada de
Johnson et al, 2009.

Em contrapartida, fatores ambientais, tais como a desnutricdo atuando em periodos
precoces da vida, podem levar a modificacbes permanentes no adulto, como o
desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica, diabetes tipo 2 (Gluckman e Hanson,
2004) e desordens neuroldgicas como défcits cognitivos. Ja a exposicdo a um aparato de
ambiente enriquecido, pode favorecer mecanismos de memodria através da plasticidade
singptica aumentada e como consequéncia promover um aumento na expressao do BDNF,
visto ser bem evidente na literatura que o aumento de estimulos visuais, proprioceptivos,
exteroceptivos, além de um aumento na atividade fisica voluntaria facilitam tal aumento de

expressao génica.

1.3.3. A Desnutricdo e a Teoria DOHaD

Apesar de haver diminuigdo na prevaléncia da desnutricdo em criangas ao longo dos
anos, este ainda € um problema importante de saude publica nos paises em
desenvolvimento (Zhang, Li e Yang, 2010), incluindo o Brasil (Monteiro et al., 2002; Barros
et al., 2006). Todos os nutrientes sdo importantes para o crescimento e desenvolvimento do
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cérebro, porém, alguns tém um efeito particularmente maior no desenvolvimento de circuitos
cerebrais durante o periodo critico do desenvolvimento. A importancia destes nutrientes foi
estabelecida essencialmente por meio de estudos animais provocando déficits de nutrientes
e através do conhecimento de seu papel nas vias bioquimicas especificas, que sdo a base
do crescimento e fungéo neuronal e glial (Georgieff, 2007).

Sendo assim, estudos mostram que déficit de nutrientes, especialmente de proteina,
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso induz a alteragcbes
morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas do crescimento cerebral com impactos durante toda
a vida, tais como reducdo no numero de neurdnios, sinapses, arborizacdo dendritica e
mielinizacdo, os quais resultam em diminuicdo no tamanho global do cérebro (Morgane,
Mokler e Galler, 2002; Laus et al., 2011). Ver figura 6.
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Figura 6: Esquema demonstrativo dos efeitos da desnutricdo nos periodos precoces da vida

no organismo adulto.

O mecanismo subjacente a esse processo parece estar associado aos efeitos
irreversiveis da desnutricdo no periodo critico do desenvolvimento, os quais podem alterar
0 padrédo de eventos celulares com consequéncias deletérias tanto na aquisi¢cdo de padrdes
fisiol6gicos maduros do organismo quanto para a ocorréncia de eventos metabdlicos
(Ozanne et al., 2004). Para explicar tal mecanismo, surgiu ao longo dos ultimos 20 anos a
teoria da origem desenvolvimentista da saude e da doenca (DOHaD), a qual propde que
existem adaptagbes fetais intrauterinas e nas condicdes maternas durante o
desenvolvimento da morfofisiologia dos 6rgdos com a finalidade de poupar érgéos vitais
fetais, tais como o cérebro (Van Den Bergh, 2011). Essa teoria vem sendo utilizada para

descrever o0 processo pelo qual uma agressdo ambiental, como a desnutricAo com
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incidéncia no periodo critico, pode ter efeitos permanentes sobre a estrutura e a funcdo dos
orgdos na idade adulta (Santos et al., 2003).

Dessa forma, estudos epidemiologicos retrospectivos realizados em humanos e
modelos experimentais animais nas ultimas décadas, demonstram que uma ma nutricao
durante o periodo critico do desenvolvimento € um fator importante no desenvolvimento de
sindromes metabdlicas. Devido a sobreposicao entre a méa nutricdo e o periodo critico do
desenvolvimento, as alteragcdes funcionais tornam-se permanentes, resultando em um
desequilibrio duradouro nos mecanismos metabdlicos, visto que estes ndo sdo totalmente
amadurecidos ao nascimento e continuam o processo de maturacdo no periodo pés-natal
imediato (Patel e Srinivasan, 2010). Assim, dados da literatura observaram uma correlacéo
entre a desnutricdo no periodo intrauterino, principalmente, e neonatal, com a ocorréncia de
doencas crbnicas na vida adulta, tais como diabetes, hipertensdo, enfermidades
cardiovasculares, dislipidemias, obesidade, entre outras (Maurage, 2008).

Dentre as estruturas do SN que podem ter seu funcionamento alterado devido a
fatores ambientais encontram-se o0 cértex e o hipocampo, 0s quais sdo particularmente
vulneraveis a desnutricdo proteico-energética (Katz, Davies e Dobbing, 1982; Jahnke e Bedi,
2007); quando tal processo de desnutricdo ocorre nos estagios fetal e neonatal precoces
pode reduzir o conteido de DNA e RNA neuronal e alterar o perfil de acidos graxos, o que
pode resultar em um menor niamero de neurdnios, reducdo na sintese de proteinas e
hipomielinizacdo. O tamanho do cérebro é reduzido através de todos esses mecanismos
como resultado de alteracdes nas quantidades de proteinas estruturais e do fator de
crescimento, bem como as concentragfes e producdo de neurotransmissores. Mudancas
ultraestruturais incluem a redugdo no numero de sinapses e dendritos (Georgieff, 2007). Ver

figura 7.
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Figura 7: Efeito dos fatores ambientais e mecanismos epigenéticos no funcionamento do
hipocampo, cortex e SNA. Ha a representacdo da suscetibilidade ao desenvolvimento de
doencas fisicas e/ ou mentais na idade adulta, que podem ter influéncias epigenéticas e de
fatores ambientais ocorrendo durante as fases iniciais da vida e de fatores como estresse
agudo e crbnico na idade adulta. Figura modificada de Van den Bergh, 2011.

Dentre as éareas encefélicas, a formagdo hipocampal é uma estrutura que
desempenha um papel importante na aprendizagem e memoéria (Ma et al., 1998; Toni et al.,
2007). Entre os efeitos da restricdo de nutrientes no periodo perinatal no sistema nervoso,
alguns trabalhos experimentais prévios em animais evidenciam os efeitos em longo prazo da
desnutricdo na formacg&o hipocampal mostrando déficit no nimero de células granulares do
giro denteado (Jahnke e Bedi, 2007) e reducao da proliferacao celular (Matos et al., 2011). A
desnutricdo no inicio da vida provoca um déficit permanente no numero total de células
granulares do DG, no entanto, ndo se sabe se esse déficit é devido a morte de células
neuronais e / ou a um menor nimero de células que se diferenciam durante o periodo de

neurogénese (Jahnke e Bedi, 2007).

1.3.4. O Ambiente Enriquecido e o BDNF

Outros fatores podem facilitar mecanismos cognitivos e geralmente estdo

relacionados a estimulagdo por AE e a atividade fisica voluntaria, que juntos promovem
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alteracdes nas fungbes motoras, aprendizagem e memoria espacial, bem como nos
comportamentos emocionais (Olson et al., 2006; Madronal et al., 2010; Begenisic et al.,
2011; Williamson, Chao e Bilbo, 2012; Rojas et al., 2013). A interacdo entre um organismo e
seu meio ambiente pode facilitar importantes mudangas comportamentais por aumentar a
estimulacédo sensorial, motora, visual e cognitiva induzindo a estas alteracdes no sistema
nervoso central (Madronal et al., 2010). O enriquecimento ambiental é definido como "uma
combinacdo de estimulos complexos de objetos inanimados e social que influenciam
aspectos morfo-funcionais cerebral por aumentar a estimulacdo sensorial, cognitiva, motora
e interagao social” (Gelfo et al., 2011).

A influéncia positiva do AE na memoria e aprendizado de animais em laboratdério vem
sendo investigada desde a década de 50. Ha estudos que evidenciam o0 quanto a
neurogénese no hipocampo bem como o complexo denditrico dos neurénios do hipocampo
e algumas habilidades de aprendizado podem ser melhoradas por animais expostos ao AE
(Beauquis et al., 2010). Recentes estudos tém demonstrado que no neocortex paradigmas
fisiol6gicos como comportamento, AE e atividade fisica voluntaria podem induzir a
neurogénese no hipocampo em adultos, podendo favorecer adicionalmente a gliogénese e a
proliferagédo de microglia no cortex (Ehninger et al., 2011).

Pesquisas experimentais demonstram que roedores alojados em gaiolas
enriquecidas com acesso a novos objetos, rodas de exercicio e aumento da interacao social
apresentam mudancas significativas na bioquimica do cérebro, morfologia sinaptica e
funcdo neuronal comparados aos animais alojados em gaiola padréo (Jankowsky et al.,
2005; Huang et al.,, 2006; Pang e Hannan, 2013). Véarias formas de neuroplasticidade,
incluindo aquelas favorecidas pelo AE, sdo dependentes da sintese de proteinas para que
ocorram alteracdes subsequentes na morfologia ou na organizacdo sinaptica das células

(Mesa-Gresa, Perez-Martinez e Redolat, 2013).
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NEUROGENESE e

Figura 8: Efeito do AE sobre o aumento nos niveis de BDNF, a neurogénese e a plasticidade
sindptica.

Estudos tém relatado aumento na expressdao de fatores neurotroficos,
particularmente o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de Crescimento de
Nervo (NGF) apds a exposi¢do de animais ao AE (Birch, Mcgarry e Kelly, 2013; Rojas et al.,
2013). Os Niveis de RNAmM do BDNF sdo aumentados em ratos alojados em gaiolas de AE
e dessa forma, é sugerido que o BDNF pode estar envolvido em mecanismos que facilitam
a aprendizagem e a memodria. Varias manipulacdes nesta estrutura resultam em alteracdo
na capacidade de aprendizagem e / ou desempenho de retencdo em ratos, macacos e
humanos. Por outro lado, o hipocampo tem o mais elevado nivel de RNAm de BDNF entre
as regibes do cérebro adulto (Choi et al., 2009). Existe também um nivel elevado da
expressao do gene do receptor do BDNF (gene trkB) no hipocampo, sugerindo que o BDNF
pode também desempenhar um papel na transducdo de sinal nesta area. Além disso, a
ativacdo do receptor N metil D aspartato (NMDA), é um componente necessario para a
inducdo da LTP. Além do receptor de NMDA, a expressao de RNAmM do BDNF pode também
ser regulada através do receptor ndo-NMDA. Estes resultados sugerem que em conjunto a
expressdao do gene do bdnf pode ser associada a aprendizagem e aos processos de
memoria (Ma et al., 1998). Ver figura 8.

Essas modificacBes na plasticidade sinaptica provavelmente fornecem a base para
inameras melhorias cognitivas ap6s a exposicdo ao AE, visto que a habitacdo em AE
melhora o desempenho de varias tarefas comportamentais incluindo vacancia nos dois

sentidos ativos, condicionamento contextual e atraso na alternancia (Mesa-Gresa, Perez-
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Martinez e Redolat, 2013). Talvez as melhorias mais bem estudadas ocorrem no labirinto
aquético de Morris, onde 0s animais expostos ao AE alcangam uma plataforma submersa
em um tempo menor que 0s animais acondicionados em gaiolas padréo (Jankowsky et al.,
2005).

No entanto, ainda sdo escassas informacdes sobre como um organismo adulto,
desnutrido na fase perinatal, reorganiza as conexdes sinapticas e toda a maquinaria celular,
como também se essa plasticidade favorecida pelo AE promove ajustes em niveis de

expressao génica do bdnf e seu receptor TrkB, repercutindo sobre os eventos de memoria.
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CAPITULO 2

Os resultados desta etapa estdo apresentados a seguir no trabalho de revisao intitulado: A
desnutricdo e o0 enriquecimento ambiental modificam a expressdo do bdnf,
interferindo nos eventos de memaria?, que sera submetido a publicacdo pela revista

Nutrition and Neuroscience.
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RESUMO

Os fatores ambientais interferem nos processos de plasticidade neural, dentre eles a
desnutricdo nos periodos precoces da vida destaca-se como um dos principais fatores néo
genéticos que podem interferir no desenvolvimento morfofuncional do sistema nervoso,
assim como a estimulacdo sensorial proveniente de ambientes enriquecidos. Esses dois
fatores podem modificar &areas relacionadas a memoéria e a aprendizagem como o
hipocampo, através de mecanismos relacionados a expressdo ¢génica de fatores
neurotroficos derivados do cérebro (bdnf), que podem interferir em processos de
plasticidade sinaptica, como exemplo, a memoria. A facilitacdo sinaptica da circuitaria
neuronal do hipocampo pode ser estimulada pelo AE e alterada pela desnutricdo precoce, o
que pode interferir no funcionamento do hipocampo durante a vida adulta, através de
mecanismos que utilizam o BDNF. O objetivo desse estudo foi verificar através de revisado
de literatura as possiveis alteragbes morfofuncionais tardias no hipocampo apos a
desnutricdo na idade precoce da vida e a estimulacdo através do AE, correlacionando tais
mecanismos ao BDNF. Para tanto, as bases de dados eletronicas Cochrane Library and
Pubmed/ Medline (National Library of Medicine), Lilacs (Literatura Latino-americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude), SciELO (Scientific Electronic Library Online), foram
consultadas utilizando-se as seguintes palavras-chave: “enrichment environment”, “BDNF”,

LTS

“‘memory,” “undernutrition” e “hippocampus”. Assim, evidéncias da literatura cientifica
sugerem que 0s mecanismos de plasticidade sinaptica no hipocampo de animais adultos
sao influenciados pela desnutricdo e o AE e essas alteracdes podem envolver a participacdo
do BDNF como um regulador chave nos processos de memoria no hipocampo de animais
adultos.

PALAVRAS-CHAVE: ambiente enriquecido, BDNF, formacgdo hipocampal, ma nutricao,

plasticidade neural e memoria.
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ABSTRACT

The environmental factors interfere at the neural plasticity processes, among them the
malnutrition during the early life stands out as one of the main non genetic factors which can
interfere at the morphofunctional development of the nervous system, as well as the sensory
stimulation from enriched environments. Those two factors can modify areas related to
memory and learning, such as the hippocampus, trough mechanisms related to gene
expression of brain derived neurotrophic factor (BDNF), that can interfere on the synaptic
plasticity processes, such as the memory. The synaptic facilitation of the neural circuitry in
the hippocampus can be stimulated by the EE and altered by early malnutrition, which can
interfere in the functioning ability during the adult life through mechanisms that utilize the
BDNF. The objective of this study was to verify through literature review the possible late
morphofunctional alterations in the hippocampus after malnutrition in early life and
stimulation trough EE, correlating those mechanisms to BDNF. Thus, the electronic database
Library and Pubmed/ Medline (National Library of Medicine), Lilacs (Latin-american and
Caribean Literature in Health Sciences), SciELO (Scientific Electronic Library Online), were
consulted using the key words: “enrichment environment’, “BDNF”, “memory,”
“undernutrition” and “hippocampus”. Thereby, literature evidences suggest that synaptic
plasticity mechanisms of adult animals are influenced by the malnutrition and EE. Therefore
those alterations can involve the BDNF participation as a key-regulator on the memory
processes in the hippocampus of adult animals.

KEYWORDS: enriched environment, BDNF, hippocampal formation, malnutrition, neural

plasticity and memory.



23

INTRODUCAO

O sistema nervoso possui habilidade para modificar sua organizacdo morfofuncional
em resposta a mudancas internas ou demandas externas, caracterizando-se assim a
plasticidade cerebral. Com isso, mecanismos neuronais podem estar envolvidos na
facilitacdo sinaptica, formando a base de algumas fun¢des do cérebro que seria 0 processo
de memodria, funcionalmente classificado como um tipo de plasticidade sinaptica. Houve
muitos avancos no estudo dos mecanismos da memdria nos ultimos anos, dentre eles foram
descritos 0s processos de sensibilizagédo sinaptica, habituagéo, potenciagdo a longo prazo
(do inglés, “long term potentiation”, LTP) e depressao a longo prazo (do inglés, “long term
depression”, LTD), que caracterizariam os eventos da memdria. Isto é, LTP e LTD séao
termos que descreveriam as mudancas na eficiéncia sinaptica, que de fato, envolvem varios
mecanismos celulares e moleculares de diferentes sinapses, mediados por transducdo de
sinais dos circuitos neurais. Especificamente, a LTP foi evidenciada nos trabalhos de Eric
Kandel no modelo que utilizava a Aplisia, um invertebrado, e relatos de estudos em é&reas
encefélicas de vertebrados, como o hipocampo, ja vem sendo investigados dede 1973 por
Bliss et al., os quais verificaram as bases dos mecanismos da formac¢éo da memoria nessa
estrutura 2,

O hipocampo estd localizado na regido temporal medial e realiza funcdes de
integralizacdo dos mecanismos de aprendizagem e meméria ©, além de estar envolvido na
regulagdo de comportamentos motivacionais, hormonal, controle das emocdes e resposta
ao estresse. As subéareas envolvidas nessas fungbes hipocampais sdo topograficamente
segregadas ao longo do eixo septo-temporal, em que a regido dorsal participa dos
processos de aprendizagem e meméria, enquanto a ventral, comportamentos relacionados a
ansiedade e emocdes “°.

Alguns fatores exdgenos podem interferir nessa plasticidade sinaptica e ocasionar
mudangas no desenvolvimento e/ou manutencdo dos processos mnemonicos, podendo os
mesmos serem facilitados ou inibidos, a fim de que se estabele¢ca uma fungdo adequada.
Dentre esses fatores podemos citar os efeitos da restricdo de nutrientes no periodo perinatal
no sistema nervoso. Alguns trabalhos experimentais prévios em animais evidenciam os
efeitos a longo prazo da desnutricdo no inicio da vida na formacéo hipocampa, tais como
déficit no nimero de células granulares do giro denteado “®, reducéo da proliferacdo celular

(10.11) & de fatores neurotréficos ‘%, reducdo no grau de ramificacdo dendritica das células
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denteadas , reducdo da extenséo e volume do plexo de fibras musgosas do hipocampo “?,
alteracdo da memoria espacial *® e aumento no nivel de células apoptéticas no giro
denteado ©. Dentre as &reas encefélicas, a formacdo hipocampal é uma estrutura
importante na aquisi¢cdo de aprendizagem e memoria e uma das areas do sistema nervoso
que apresenta células germinativas que possuem a capacidade de originar novas células
neuronais (neurogénese) também na fase adulta “?. A desnutrigdo no inicio da vida provoca
um déficit permanente no numero total de células granulares no DG do hipocampo,
provocando modificacdes morfofuncionais no sistema nervoso. Essas altera¢cdes podem
decorrer de uma diminuicdo no nimero de neurbnios e células gliais gerados durante o
periodo de neurogénese e gliogénese ou ocorrerem devido a morte celular programada,
como resultado de nutrientes insuficientes disponiveis ©.

Um outro efeito proveniente de fator exégeno ao organismo e que pode interferir na
memoria seria a estimulagdo por ambientes enriquecidos (AE), que também est4 associada

a atividade fisica voluntaria e juntos promovem alteracbes nas fungbes motoras @2,

) bem como nos comportamentos emocionais ©. O

aprendizagem e memoria
enriquecimento ambiental é definido como "uma combinagdo de estimulos complexos de
objetos inanimados e sociais" que influenciam em aspectos morfofuncionais do sistema
nervoso por aumentar a estimulagdo sensorial, cognitiva, motora e interacdo social *”. As
alteracdes celulares, tais como a neurogénese e a densidade sinaptica tém sido estimuladas
por ambientes enriquecidos que promovam a atividade exploratéria ™®, associando a
habilidade em diferentes testes comportamentais 9. Essas mudancas na circuitaria neural
estao relacionadas as alteracdes de fatores neurotréficos, especialmente o fator derivado do
cérebro (do inglés, “brain-derived neurotrophic factor”, BDNF) @ 2% 2D Tg| mecanismo
molecular subjacente ao AE que induz a neuroprotecdo atribui-se, em parte, a modulacéo
positiva dos niveis de neurotrofinas. Essas proteinas estdo envolvidas tanto na
sobrevivéncia, como na morte neuronal e plasticidade neural (16)

O termo ambiente enriquecido (AE) como um processo experimental foi introduzido
no final da década de 1940 por Donald Hebb ©?*?® e embora ndo haja nenhum consenso
que defina paradigmas adequados de enriquecimento ambiental, animais sdo geralmente
mantidos em grupos maiores e em gaiolas contendo tineis, brinquedos, escadas e rodas de
corrida, os quais tornam o ambiente complexo e variavel ¥, Atualmente uma das regides
encefélicas mais estudadas para determinar os efeitos do AE no tecido nervoso é a
formac&o hipocampal ® visto que os efeitos do AE influenciam na plasticidade neural ?¢27,

Os efeitos positivos da estimulacdo ambiental ndo séo restritos & morfologia celular,

mas também ao funcionamento do sistema nervoso como um todo. Estudos
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comportamentais mostraram que a exposi¢cado ao AE aumenta a capacidade de memoéria em
vérias tarefas, particularmente em ensaios de aprendizagem espacial ?*”, Desse modo, a
discussdo sobre plasticidade no hipocampo envolve alteracdes na expressdo de fatores
troficos, que s&o promotores de sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal durante o
desenvolvimento ©% 32| visto que o AE aumenta a express&o de varios fatores neurotréficos
gue tém sido implicados na proliferagdo, diferenciacédo e sobrevivéncia neuronal tais como:
os niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotréfico derivado da
glia (GDNF), fator de crescimento neuronal (NGF), neurotrofina-3 (NT-3) e muitos dos seus
correspondentes receptores aumentam no hipocampo ap6s exposicdo sequencial ao AE ¢"
1) Assim, como o AE e o exercicio voluntario (Vex) podem aumentar os niveis de BDNF, a
guantidade da expressdo deste esta diretamente relacionada a quantidade de Vex que um
animal realize @Y.

Portanto, o presente estudo visa a realizagdo de uma revisédo bibliografica sobre os
efeitos da desnutricdo precoce na vida sobre a memoria e a relagdo entre 0s mecanismos
subjacentes advindos do AE, da expressao génica do BDNF e da memoaria. Além disso, se
h& estudos sobre o efeito da reversdo pela exposicdo ao AE sobre as alteragbes da
desnutricAo no funcionamento do hipocampo de ratos adultos que foram desnutridos

precocemente.

O Hipocampo e a Formacgédo da Memoéria

Os trabalhos que induziram a LTP comecaram a surgir no final dos anos 1960,
guando Terje Lomo e Timothy Bliss descobriram que alguns segundos de estimulac&o
elétrica de alta frequéncia podem aumentar a transmissao sinaptica no hipocampo de coelho

durante dias ou mesmo semanas @

. Mais recentemente, no entanto, o progresso na
compreensdo do mecanismo de LTP baseou-se fortemente em estudos in vitro de fatias
hipocampais, visto que a organizacdo dos neurbnios hipocampais permite a sua secgao de
modo que a maior parte da circuitaria permaneca intacta. Em tais preparagfes, o corpo
celular dos neurdnios piramidais esta numa Unica camada, a qual é dividida em varias
regides distintas, sendo as principais CA1 e CA3 ®. "CA" refere-se a cornu Ammon, do
latim Ammon’s horn (chifre de carneiro de Amon), o qual se assemelha a forma do
hipocampo. Os dendritos das células piramidais da regido CA1 formam uma banda espessa
gue recebe sinapses dos colaterais de Schaffer, os axdnios advindos das células piramidais
da regido CA3 9. Grande parte dos trabalhos que estudam a LTP o faz nas conexdes

sindpticas entre os colaterais de Schaffer e as células piramidais CAl, em que a
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estimulacdo elétrica dos colaterais de Schaffer gera um potencial excitatério pds-sinaptico
(EPSP) nas células p6s-sinapticas CA1 @,

A LTP ndo ocorre sé nas sinapses excitatérias do hipocampo, mas em outras
sinapses em uma variedade de regides do cérebro, incluindo o cortex, a amigdala e o
cerebelo. A LTP também exibe a propriedade da especificidade de entrada: quando LTP’s
sdo induzidas pela estimulagdo de uma sinapse, 0 mesmo ndo ocorre em outras sinapses
inativas que estdo em contato com o mesmo neurdnio . Esta caracteristica da LTP é
consistente com o seu envolvimento na formacdo da memdria, visto que o aumento seletivo
na estimulacdo de determinados conjuntos de entradas é provavelmente necessario para
armazenar informacdes especificas.

Pesquisadores mostraram que o bloqueio dos receptores NMDA impede a inducao
da LTP in vivo e in vitro, e dessa maneira resulta em prejuizo & memoria espacial, o que foi

verificado utilizando-se o labirinto aquéatico de Morris ©7.

Além do mais, alguns
pesquisadores que trabalham com drogas verificaram que estas interferem no
funcionamento de receptores de glutamato do tipo metabotrépicos (MGLUR) e reduzem a

LTP in vivo, assim como provoca prejuizos & memodria espacial ©?.

Outro tipo de
manipulacado, a genética, também é utilizada para demonstrar uma ligacéo entre a LTP e um
tipo de memodria especifica, a de longa duracdo (MLD). Um estudo realizado com a
subunidade R1 modificada do receptor NMDA na regido CAl do hipocampo de
camundongos mostrou um retardo na LTP, o que resultou em um dano na meméria espacial
(39)_

Tem havido um avanco nas pesquisas que estudam o papel das proteinas cinases
na LTP, visto ser sabido que tais proteinas influenciam na inducdo, expressao e
manutencdo deste evento fisiol6gico. Assim, algumas proteinas cinases, tais como a
proteina cinase dependente de calmodulina (CaMKIl), a proteina cinase A dependente de
AMPc (PKA), proteina cinase C (PKC), proteinas que sado tirosina cinases e mais
recentemente, tem-se investigado muito a respeito da MAPK/ ERK, as quais tém sido
estudadas por desempenhar um papel na plasticidade hipocampal “* *V. Outros autores
ressaltam que a ERK desempenha importantes fungBes em diferentes tipos de LTP, tanto
naquelas que dependem de NMDA como naquelas que independem deste receptor para
acontecer, nas areas CA1 e no giro denteado do hipocampo de mamiferos ©2.

Pesquisadores tém demonstrado que o treinamento no labirinto aquatico de Morris
ativa a MAPK nos neurdnios de CA1 e CA2 do hipocampo dorsal. Entretanto, a inibicao in
vivo da cascata da MAPK/ERK prejudicou a memodria espacial de longa duragdo, mas néo a

de curta duracdo “?. De acordo com o funcionamento dessa proteina no crescimento e
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diferenciacdo neuronal, este fato sugere que as camadas CAl e CA2, em patrticular, podem
ser locais de intensa plasticidade hipocampal associada a memoria espacial de longa

duracdo, embora os estudos a este respeito ainda necessitem de maiores investigacdes ©®

40)

O circuito primario da formacdo hipocampal baseia-se em uma série de sinapses
sequenciais que transmitem informagdes desde o cortex entorrinal, células granulares do
giro denteado, células piramidais CA3, Células piramidais CAl que, por sua vez, se

@ |sso forma o que é chamado o circuito

projetam de volta para a area entorrinal
hipocampal, que juntamente com a projecdo de neurbnios glutamatérgicos, GABAérgicos e
0os interneurdnios serotoninérgicos da circuitaria local, representam o0 modulo de
processamento basico na formagéo do hipocampo “?.

Estudos sobre os mecanismos moleculares da memaria nos neurdnios sensoriais do
molusco Aplysia mostrou que a sua indugao pela serotonina envolve uma série de proteinas
gquinases, incluindo proteina quinase dependente de cAMP, proteina quinase C e proteina
gquinase ativada por AMPc (MAPK), as quais ativam a sintese de proteinas no neurbnio pos-
sinaptico. Alguns segundos mensageiros como a proteina quinase A e MAPK, controlam a
atividade de varios fatores de transcri¢cdo, incluindo a CREB (do inglés, “cAMP response

element-binding protein”) “¥

. Dessa forma ocorre a sintese de oOxido nitrico (NO), que é
transportado retrogradamente para o neurdnio pré-sinaptico, onde promoverd a liberacao de
mais glutamato. Um outro caminho para essa facilitagdo envolve o interneudnio
serotoninérgico aumentando o potencial pds-sindptico excitatério entre as conexdes
sinapticas sensério-motoras induzindo a facilitagéo ou processo de LTP @44,

Entretanto, a memoria ndo é adquirida na sua forma definitiva, € um processo
gradual durante o qual uma nova informagao se consolida e pode ser armazenada ou n&o
nas areas especificas do cortex cerebral. Dessa forma, de moluscos até os mamiferos, a
memoaria pode ser dividida, quanto ao tempo, em pelo menos duas fases: uma independente
da sintese de RNA, que dura de minutos a 1-3 horas (memodria de curta duracdo, ou MCD) e
uma que depende da sintese de RNA e proteina, ambos acontecendo no hipocampo, que
perdura varias horas, dias, semanas ou até mesmo periodos mais longos (memoria de longa
duracéo (MLD) “* “®. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que
permitem uma manutencdo maior de uma MLD em funcéo de outras.

Além do mais, a LTP é necesséaria para que haja a formacdo da memoria, pois
favorece uma dentre as trés etapas do processo de memoria, a consolidacdo, sendo as

(47)

outras duas a aquisicAo e a evocacao A aquisicdo, também conhecida como

aprendizagem refere-se ao processo pelo qual as informacgfes presentes no ambiente séo
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detectadas pelos sistemas sensoriais. Durante os primeiros minutos ou horas apds o contato
com o estimulo a ser memorizado, as informacdes recém - adquiridas tornam-se estaveis
por meio de uma série de processos que envolvem sintese proteica e modificacdes
sinapticas resultando na consolidacdo “®. O termo consolidacao foi apresentado ha mais de
100 anos por Muller e Pilzecker (1900) para indicar que apds a aprendizagem, a memoria
esta inicialmente em um estado |abil, mas que ao longo do tempo se torna estavel e
resistente “®. Entretanto, os mecanismos que envolvem a consolidacdo da memoéria s6
comecaram a ser desvendados 70 anos depois. Em 1973, Timothy Bliss e Terje Lomo
demonstraram em neurbnios hipocampais de coelhos anestesiados que a estimulacdo
elétrica de alta frequéncia hum axénio pré-sinaptico durante alguns segundos produz um
aumento na magnitude da resposta péds-sindptica. Tal aumento pode durar horas, dias ou
meses. Esse padrdo de respostas reforcadas e persistentes ficou conhecido como LTP “7.
A consolidagdo da memoaria é o processo de formagdao de um “arquivo” de memoria no
sistema nervoso. Isto ocorre, nos neurdnios hipocampais, muitas vezes com a participagéo
concomitante do cértex parietal entorrinal e posterior complexo nuclear basolateral da
amigdala ®¥.

Alguns fatores neurotréficos, como a neurotrofina, o fator neurotréfico derivado do
cérebro (do inglés, “brain derived neurotrophic factor, BDNF) pode induzir também a LTP no
hipocampo ©. O BDNF é um tipo de neurotrofina que é ativado pela proteina-quinase Ca++
calmodulina Il (CaMKII) e desempenha importante papel na plasticidade sinaptica, como por
exemplo nos mecanismos de aprendizagem e memodria. O BDNF, através da ligacdo ao
receptor TrkB, regula a transmisséo sindptica e promove a potenciacéo a longo prazo (LTP),
através da modulacéo da expressao do receptor NMDA (N- metil D aspartato). Um estudo
realizado com ratos machos wistar verificou a atuacdo do BDNF numa fase tardia da sintese
de proteinas e de expressdo de BDNF no hipocampo, 12 horas apds a formacédo da
consolidacdo da MCD os animais foram canulados. Apos esse procedimento foi realizado
um bloqueio na expressdo do BDNF no hipocampo durante o processamento da MCD.
Alguns testes comportamentais foram realizados, como os testes de esquiva inibitéria para
observar a retencdo da memoria. Houve avaliagdo de 2, 4 ou 7 dias ap0s o treinamento,
todos os animais foram testados apenas uma vez quanto a meméria de reconhecimento de
objetos. Para a andlise proteica do BDNF foi realizado imunobloting e verificado que houve
um déficit na persisténcia da memadria nos animais, sem afetar na formagdo da MCD,
indicando que a sintese de BDNF durante esta fase final de sintese de proteinas é crucial

para a persisténcia do armazenamento da memoria “°.
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Um outro grupo de pesquisa utilizou a exposi¢cdo ao AE para camundongos machos
durante 3 semanas e verificou que houve aumento na expressdo proteica do BDNF no
grupo AE, associado a um melhor desempenho no julgamento da plataforma escondida no
labirinto aquatico de Morris ®. Estudos anteriores adotando modelos de exercicio fisico
verificaram que houve aumento na expressao proteica do BDNF no grupo exercicio fisico,
em que durante a atividade esquiva inibitéria houve aumento nos niveis de RNAmM do BDNF
durante a fase inicial do processo de consolidagéo da memoéria ©.

Em contrapartida, outros fatores tais como o desequilibrio nutricional, a exposicao a
agentes tOxicos ou a substancias quimicas ambientais durante o desenvolvimento do
sistema nervoso podem aumentar a suscetibilidade ao risco de desenvolvimento de

patologias associadas ao déficit de memaria na vida adulta.

A Desnutricdo e a Memoria

O ambiente, particularmente o ambiente enriquecido, a dieta e a atividade fisica “?,
sdo fatores que podem modificar os aspectos gendmicos e a programacdo metabdlica “?,
por exemplo, pois insultos durante o periodo critico do desenvolvimento do sistema nervoso
podem ter efeitos & longo prazo na meméria “*%%9_ Atualmente, observa-se uma tendéncia
mundial ao aumento no risco de desenvolvimento da obesidade nédo s6 devido ao gendtipo,
mas em virtude do comportamento alimentar e pouca mobilidade dos individuos “?. Devido
ao baixo poder aquisitivo da populacdo bem como ao desconhecimento acerca da
importancia da ingestdo de uma dieta equilibrada, a desnutricdo ainda é um problema
mundial que afeta milhdes de nascituros e jovens durante as fases mais vulneraveis do
desenvolvimento do sistema nervoso, principalmente em paises subdesenvolvidos ©V.

Embora muitas areas do sistema nervoso sejam modificadas pela restricdo materna
de nutrientes, o hipocampo é uma estrutura seletivamente vulneravel a tal insulto ®2 em
gue a duracdo e a magnitude do insulto nutricional estdo diretamente relacionadas ao
desenvolvimento corporal e a mudancas comportamentais no adulto ®¥. A desnutricdo nos
periodos precoces da vida altera eventos maturacionais no sistema nervoso, o que pode
resultar em anormalidades comportamentais e disfungbes cognitivas, tais como na
aprendizagem e memoéria “?. Os efeitos da desnutricdo e subnutricdo sdo de continuo
interesse devido a incidéncia generalizada de deficiéncias nutricionais tanto fetal quanto
infantii e as crescentes evidéncias de que os efeitos de insulto nutricional no
desenvolvimento do cérebro sdo de longa duracdo e levam a permanentes déficits de

aprendizagem e comportamento ®?. O termo "desnutricdo” indica que, enquanto todos os
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nutrientes necessarios pelas espécies estdo disponiveis na dieta, as quantidades séo
insuficientes “2%3),

Desse modo, a inadequacdo nutricional altera o desenvolvimento do sistema
nervoso, o qual inclui a sintese de componentes celulares, tais como acidos nucleicos e
proteinas, em paralelo a neurogénese e gliogénese, através da proliferacao, diferenciacao,
migragdo e maturagéo celular, sendo a diferenciagdo acompanhada por um aumento no
tamanho da célula ®¥. Além do mais, pode alterar a atividade das enzimas e interferir na
sintese de proteinas estruturais e, desse modo, também na incorporacdo de lipidios em
varias estruturas do cérebro, o que pode acarretar modificacbes na progressao ordenada do
desenvolvimento do cérebro, podendo comprometer a légica e circuitos de meméria “2.

Estudos preliminares do nosso grupo utilizando ratos Wistar, em que um grupo com
restricdo alimentar recebeu 50% da dieta ofertada ao grupo controle durante a gestacao e
lactagdo, mostrou que 80% do desenvolvimento das células do DG do hipocampo ocorrem
entre 0 nascimento e 21 dias de idade pds-natal e o processo continua ao longo da vida do
animal. E possivel desse modo, que 0s neurdnios imaturos tenham uma maior
susceptibilidade a danos causados pela restricéo alimentar e inducéo de apoptose celular ©.
Logo, fatores nutricionais ou ambientais que atuem em uma das fases do desenvolvimento
podem levar a alteracdes permanentes que possivelmente refletem em déficit cognitivo,
alteracbes emocional e comportamental ou posterior desenvolvimento de doencas
degenerativas do sistema nervoso. Os mecanismos de inducdo de tais modificacbes
neurocomportamentais podem envolver o neurdnio ou a toxicidade de células progenitoras,
desregulacdo endocrina e outros mecanismos provocados por fatores estressantes
nutricionais ou a exposic¢des toxicas. Atualmente, mecanismos epigenéticos relacionados ao
stress, ma-nutricdo e/ou agentes quimicos ambientais tém sido implicados em animais e
humanos, atuando no comportamento e/ou na funcdo neuroenddcrina; porém, a presenca
apenas de mecanismos epigenéticos € insuficiente para predizer o desenvolvimento de
doencas .

Os fatores que podem interferir no mecanismo epigenético,tais como 0s ambientais
ou nutricionais, ocorrem principalmente durante o periodo critico do desenvolvimento,
porque este € 0 momento em que aqueles promovem modificacbes devido a intensa

plasticidade neural, caracteristica desse periodo ©°.

Porém, modificagbes advindas de
efeitos epigenéticos sdo diferentes para cada tecido e podem se estender até a primeira
infancia e, talvez, na puberdade ou para além desta em alguns tecidos tais como o0s
sistemas nervoso e reprodutor ®”. HA diferencas também entre os sexos e os efeitos na

expressao do gene, além de um risco de obtencado de patologias ligadas a esses sistemas.



31

®9  por outro lado, ha

No entanto, tais mecanismos ainda precisam ser elucidados
evidéncias de que a descendéncia de mées desnutridas tem uma expressao reduzida de
fatores neurotroficos na formacdo do hipocampo comparada aos de maes controle
alimentadas adequadamente ©.

Estudo anterior realizado com ratos machos Sprague - Dawley, que foram divididos
em quatro grupos: controle, desnutrido, estado epiléptico e estado epiléptico e desnutrido
investigou a relagdo entre a desnutricdo pds-natal e/ou estados epiléticos no cérebro em
desenvolvimento, como causas de danos no hipocampo. Foi realizado o teste de labirinto
aguatico de Morris e Wersten Blot e os resultados demonstraram que na idade adulta (80
dias de vida), tanto o grupo epilepsia quanto o desnutrido apresentaram déficits de
aprendizagem espacial, perda de células do hipocampo e diminuig&do no nivel de fosforilagdo
da CREB na regido CA1 do hipocampo ©?.

Um ponto a ser evidenciado em estudos sobre a relacdo da restricAo caldrica,
neurogénese e a plasticidade sinaptica, € que ha habilidade do cérebro em resistir ao
envelhecimento e restaurar a fungéo ap6s uma injaria . Por outro lado, pesquisadores
realizaram um estudo com ratos da linhagem Sprague-Dawley que tinham idade de 90 dias,
onde os mesmos tiveram restricdo alimentar de 50% comparados ao grupo controle durante
a gestacdo e lactacdo ou apenas durante a lactacdo e observaram que o grupo com
restricdo alimentar durante a gestacéo e lactacdo apresentaram diminuicdo na proliferacédo e
sobrevivéncia das células do DG do hipocampo, porém nao houve modificacdo na
diferenciacdo destas células hipocampais V. Ja outro estudo utilizando roedores com 70
dias de vida que tiveram restricdo alimentar de 50% nos periodos pré e perinatal, observou
uma diminuigdo na densidade das células NOS positivas na area CAl, CA3 e no DG do
hipocampo ©?. Desse modo, tornam-se necessarios estudos nessa area para elucidar os
reais mecanismos pelos quais a restricdo alimentar pode alternar a circuitaria hipocampal.

Em contrapartida, um outro fator, o ambiente enriquecido (AE), tem efeitos sobre o
sistema nervoso, incluindo o aumento nos niveis do fator neurotréfico BDNF 7 €0 61 g
namero de espinhas dendriticas, alargamento das sinapses e aumento no ndimero de

neurénios recém gerados no giro denteado (DG) do hipocampo #3162,

O Ambiente Enriquecido, a Meméria e o BDNF

O AE é uma manipulacdo de habitacdo que aumenta os estimulos fisico e social e
tem sido demonstrado que o mesmo modula a plasticidade no hipocampo e em outras

regides corticais de roedores ?" %% Achados sugerem que o AE influencia no aprendizado
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e memoria, na eficicia da aquisicdo e retencéo de novas tarefas % ¥, aumenta o processo
de neurogénese e pode facilitar a cognicédo e recuperacdo de lesdes incluindo convulsdes,

isquemia e modelos de doenca de Parkinson ¢”

. Uma hipétese é que a exposicao ao AE
provoca uma mudancga induzida por aprendizagem na fisiologia sinaptica no hipocampo, por
exemplo, alterando a transmissdo sinaptica basal ou uma mudanca na inducdo ou a
persisténcia de LTP e LTD ®®. Um estudo utilizou ratas com 5 semanas e expostas ao AE
durante 30 dias com a troca de utensilios sendo realizada a cada 2 semanas, em que 0S
animais foram divididos em 4 grupos: controle, atividade fisica, Atividade Fisica (AF) + AE e
AE, sendo realizados o teste de campo aberto e imunohistoquimica com fluorescéncia. Os
resultados demonstraram que os gurpos AE, AE+AF, AF apresentaram diminuicdo na
distancia percorrida no campo aberto, isto se devendo provavelmente a uma memoéria de
habituacéo. Ja nos grupos AE+AF houve um aumento na proliferagéo de células no DG do
hipocampo e um maior nimero de neurbnios e expressdo de BDNF no hipocampo. Esses
dados sugerem que 0s animais expostos ao AE+AF apresentaram um aumento na
expressdo génica do bdnf e uma maior eficiéncia na memoria de habituacdo ©?. Dessa
forma, o BDNF participa do mecanismo da LTP na circuitaria hipocampal, o qual tem sido
associado ao aumento na densidade das espinhas dendriticas e a forma e disponibilidade
dos receptores nas sinapses “¢ .

Além disso, estudos moleculares e celulares demonstraram que a exposicdo de
animais ao AE resulta em mudancas anatomofisiolégicas no cérebro, comparadas aqueles
que vivem em condi¢des padrdo de habitacdo . Essas mudancas incluem um aumento no
peso total do cérebro, na quantidade do conteddo de proteina e na espessura do coértex
cerebral, sendo o hipocampo uma regido que apresenta tais modificacdes ®®. Pode-se
ressaltar também que o aumento na neurogénese devido a exposicdo ao AE acontece
devido a integracdo desses novos circuitos funcionais de neurénios gerados e ao aumento

no numero de sinapses na via das fibras perfurantes no giro denteado e na regido CA3-CAl
(25)

Y

Desse modo, a exposicdo de ratos adultos ao AE e exercicio induzem a
neurogénese no DG e estdo correlacionados a uma elevagdo nos niveis de BDNF no
hipocampo ©”. Um estudo utilizou camundongos machos controle ou expostos ao AE
durante um periodo de 6 semanas e em seguida foi realizado o teste de memoria de
reconhecimento de objetos para verificar as memorias de curta e longa duragéo, o labirinto
em cruz elevado para ansiedade e a imunohistoquimica. Os resultados demonstraram que o
grupo AE apresentou aumento na proliferacdo celular no hipocampo, neurogénese no

hipocampo dorsal, um maior percentual de tempo de exploracdo do objeto novo,
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comprovando que houve MCD. Por conseguinte, houve maior percentual de entradas no
braco aberto do labirinto, demonstrando que esses animais apresentam uma menor
tendéncia em desenvolver ansiedade ©®. Outra pesquisa utilizando ratos adultos (de 3-5
meses de idade) expostos ao AE durante 3 semanas com troca dos utensilios duas vezes
por semana, foram divididos em dois grupos: controle e AE. Realizou-se os testes labirinto
aquético de Morris, imunoblotting e eletrofisiologia e os resultados demonstraram que o
grupo AE apresentou melhor desempenho no labirinto, aumento na expressao do fator de
transcricdo CREB e LTP na regido CAl do hipocampo. Um aumento na conectividade de
rede e/lou a efichcia da amplificacdo de sinal nas sinapses estdo entre as provaveis
consequéncias de expor um animal a um ambiente enriquecido ©?.

Por outro lado, os estimulos provenientes do AE podem ainda aumentar a sintese de
proteinas cinases e da proteina reguladora da expressao génica, CREB, inibir as taxas de
apoptoses espontaneas de células hipocampais e da amigdala, e induzir a expressao de
moléculas de adesdo de células neurais ©®®. Outros estudos demonstraram que o AE
aumenta a memaria espacial e aumenta o numero total de células positivas para CNPase no
corpus callosum em ratas de meia-idade ©.

A exposicéo ao AE tem efeitos positivos na fungdo cerebral, incluindo aumento do
namero de dendritos, alargamento de sinapses e melhora da cogni¢cao. Mais recentemente,
descobriu-se que o AE aumenta a sobrevivéncia de neurdnios recém-formados no giro
denteado (DG) do hipocampo “? e os niveis do BDNF @° ¢ ™) Fatores de crescimento
neurotréficos contribuem ainda para o desenvolvimento de circuitos neurais centrais e
periféricos e também regulam a neurogénese, sendo necessarios durante o
desenvolvimento para manter a viabilidade neuronal e orientar a formagdo da circuitaria
sinaptica “®. Um grupo de estudo realizou pesquisa em camundongos machos com 90 dias
de vida, os quais foram divididos em dois grupos: controle, AE aos 21 dias (1 semana, 4
semanas e 8 semanas) e AE aos 70 dias (4 semanas). Realizou-se o teste de campo aberto
e foi verificado que os animais expostos ao AE durante 4 e 8 semanas apresentaram menor
locomocao na tarefa do campo aberto e o grupo AE (4 semanas a partir de 70 dias) também
apresentaram menor locomogdo no campo aberto, porém, foi observado que o efeito
persiste por mais tempo nos animais expostos por um periodo maior ao AE . J4 um outro
estudo também realizado em camundongos com 90 dias de vida, verificou que tais animais
expostos ao AE e agrupados apresentaram um aumento na neurogénese no DG do
hipocampo verificado pela imunohistoquimica, além do AE proporcionar um melhor
desempenho durante a realizac&o da tarefa instrumental no condicionamento classico 2.

Desse modo, embora tais dados contribuam, mostrando que a atividade fisica voluntaria
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pode regular os niveis de BDNF, RNAm, polipeptideos codificados no hipocampo e também
induzir a proliferacao de células, por outro lado € necessario entender como 0S mecanismos
funcionais induzidos pelo BDNF s&o realizados.

Dados sugerem que a expressao do bdnf no hipocampo adulto é necesséria para a
sobrevivéncia das células precursoras que foram induzidas por exercicio, proliferacdo
celular e desenvolvimento dendritico “”. A atividade de transcricdo génica do bdnf é
induzida por diferenga de potencial nos meios intra e extra-celular, iniciadas pelos canais de
Ca?* voltagem dependentes, os quais ativam os receptores NMDA ou sensiveis a voltagem
Canais de Ca?'. A este respeito, tem sido sugerido que a execucdo de exercicio voluntario
pode ativar receptores NMDA no hipocampo, o qual pode aumentar a expressao de bdnf ©?.

O AE favorece outros aspectos percepto - cognitivos e sociais, incluindo o aumento
da oportunidade de aprendizagem, socializac&o além da realizac&o de exercicio fisico ®* %
™. Outros pesquisadores identificaram ainda que a exposicdo de ratos ao AE acelera o
desenvolvimento do cortex visual ®®, bem como modula o controle hedénico de preferéncia
ao doce, mesmo em animais expostos ao AE e ao stress ) E bem estabelecido também
gue o AE pode induzir a altera¢des na plasticidade neural de animais intactos e pés-lesao,
incluindo tanto modificacées morfolégicas como comportamentais “® . O AE pode ainda
melhorar o desempenho dos animais em diferentes aspectos de aprendizagem e tarefas de
memoéria que envolvam o funcionamento do hipocampo © 3% @ O AE também esta
relacionado a reestruturacédo de regides do sistema nervoso, incluindo a associagao entre o
cortex e o hipocampo. Portanto, o AE pode promover a sobrevivéncia da célula por meio de
mecanismos que estéo envolvidos nesta reorganizacdo também cortical ©?.

Estudo realizado anteriormente com ratos machos wistar, aos 90 dias de vida,
expostos durante 3 semanas ao AE e com troca semanal do objetos, observou que dentre
0S quatro grupos experimentais: sedentario, sedentario com AE, exercicio com AE e
exercicio, o grupo exercicio com AE apresentou memoria de curta duracdo. No grupo
exercicio houve aumento na expressdao do RNAm do bdnf do hipocampo e na tarefa de
campo aberto houve habituagcdo ao ambiente em todos os grupos; ja a imunohistoquimica
demonstrou um maior nimero de células BrdU positivas com exercicio, mas ndo com AE
©D_Em contrapartida, outros pesquisadores utilizando camundongos fémeas verificaram em
seus estudos que 0s animais expostos a roda de corrida apresentaram inducdo na
neurogénese no DG do hipocampo que persistiu na auséncia de atividade fisica, porém, o
grupo exposto a roda de corrida e AE apresentou um aumento significativo na neurogénese

no DG quando comparado ao exercicio e AE isolados @,
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Ja a atividade locomotora aumentada no AE esti associada a um incremento no
volume de sangue cerebral pelo aumento do fluxo sanguineo, maior permeabilidade da
barreira hematoencefalica, aumento da angiogénese e uma maior utilizacao de glicose pelos
neurdnios © " A atividade locomotora também é acompanhada por um aumento
substancial na circulagdo hormonal e fatores de crescimento. No entanto, no teste de campo
aberto para avaliagdo da distancia percorrida pelos animais expostos ao AE, estudos
identificaram que houve diminuig&do da distancia percorrida, provavelmente isso se devendo

(60, 73, 76)

a uma rapida habituacdo durante a realizacdo desta tarefa , OU esse teste ndo

poderia captar tais mudancas.

A Desnutricdo, o Ambiente Enriquecido e a Memoria

As deficiéncias nutricionais decorrentes da insuficiente ingestdo de macro e/ou
micronutrientes levam a graus variaveis de desnutricdo, reconhecidamente um grave
problema mundial principalmente nos paises em desenvolvimento. No que se refere ao
sistema nervoso central, a deficiéncia nutricional no inicio da vida é mais grave,
principalmente porque nesta fase o crescimento e o desenvolvimento desse sistema estao
ocorrendo com grande intensidade, através dos processos de hiperplasia, hipertrofia e
mielinizagcdo 9 Desse modo, esse momento é considerado como um dos periodos criticos
mais importantes para o desenvolvimento do SN, por ser uma etapa de grande
vulnerabilidade a varios tipos de agresso, inclusive a nutricional “2.

Em contrapartida, o AE surge como uma alternativa de remodelacdo dos efeitos da
desnutricdo precoce nos mecanismos de memoria no individuo adulto, porém, poucos
estudos tém demonstrado tais efeitos. Dados que foram obtidos em 1972, utilizou ratos
Wistar, em que durante a gestacdo e lactagcdo suas genitoras receberam dieta caseina 25%
(grupo controle) ou dieta caseina 12% (grupo desnutrido). Aos 21 dias os animais foram
afastados de suas genitoras e colocados em gaiolas isoladas ou expostos ao AE durante 1h
por dia (5 vezes na semana) durante 7 semanas. Foi realizado o teste de campo aberto e os
resultados demonstraram que os animais desnutridos e acondicionados em gaiolas - padrédo
apresentaram maior locomoc¢do em tal tarefa. Um teste para observar o interesse dos
animais em explorar novo ambiente foi utilizado: um quarto pequeno (25,5 cm por 23 cm) foi
construido adjacente ao campo aberto e interligados através de uma abertura de 12 cm. Os
animais foram colocados individualmente em um campo aberto por um periodo de 55

minutos. A percentagem dos animais de cada grupo que entrou no "novo espaco" foi
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contabilizada e os resultados demonstraram que os animais desnutridos precocemente e

expostos ao AE apresentaram maior nimero de entradas no ambiente novo @,

Conclusdes

Tais evidéncias da literatura cientifica sugerem que os mecanismos de plasticidade
sinaptica no hipocampo de animais adultos séo influenciados pelo AE. O BDNF atua como
um fator regulador na sobrevivéncia e desenvolvimento de células precursoras neuronais
dendriticas no hipocampo de animais adultos e mais importante ainda, a proliferacéo celular
induzida pelo exercicio pode ser promovida pelo aumento na expressao do bdnf. Resultados
sugerem que fatores ambientais podem influenciar diretamente no processo de memodria;
desse modo, sera que o AE consegue reverter os efeitos da desnutricdo sobre o
funcionamento do hipocampo em ratos adultos que sofreram um processo de desnutricdo
proteica em periodos precoces da vida? Ao nosso conhecimento ndo existem até o
momento estudos que correlacionem os efeitos de reversdo da desnutricdo pelo AE sobre o
funcionamento do hipocampo especificamente, de forma que a explicacdo de como o AE
atua prevenindo ou mesmo revertendo os efeitos deletérios da desnutricio € ainda
guestionado.

Estudos moleculares e comportamentais tém demonstrado que quando esses
animais sao submetidos, durante o seu desenvolvimento, a um ambiente "rico" em estimulos
e/lou a sessbes de estimulagdo ambiental, ha um aumento no peso e espessura de
estruturas corticais e subcorticais, na atividade de enzimas neuronais, no numero e diametro
dos capilares corticais e diminuicdo na densidade celular, em comparagdo com animais
criados em ambientes "pobres". O aumento no numero de contatos sinpticos e
ramificagbes dendriticas encontrados nesses animais evidenciam também plasticidade
sinaptica aumentada.

Dessa maneira, torna-se necesséario o desenvolvimento de estudos nos ambitos
molecular, celular e comportamental a fim de investigar se o AE pode reverter os efeitos da
desnutricdo sobre o funcionamento do hipocampo adulto nagueles animais que foram
desnutridos precocemente. Assim, a investigacdo dos mecanismos pelos quais a
neuroplasticidade possa facilitar a recuperacdo de desnutridos € fundamental para que o
tratamento destes seja direcionado adequadamente.

Os processos adaptativos de plasticidade do sistema nervoso fornecem suporte para
que sejam implementadas estratégias para facilitagdo da recuperagdo psicossocial de

individuos ou pequenos grupos de individuos anteriormente desnutridos, e portanto para sua
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reinsercdo em ambientes mais enriquecidos do que aqueles de onde vieram. O fato de
diferentes regides do sistema nervoso serem mais ou menos susceptiveis a estimulagéo
sensdério-motora, certamente permitird condutas especificas para a obtencao de melhores

resultados terapéuticos futuros.
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CAPITULO 3

3.1 Objetivo, Materiais e Métodos do Artigo Original

3.1.1 Objetivo

Avaliar o efeito do ambiente enriquecido sobre a plasticidade sinaptica no hipocampo

de ratos adultos que foram submetidos a desnutricdo no periodo perinatal.

3.1.2 Materiais e métodos

Animais, dieta e ambiente enriquecido

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar, com idades entre 0 e 90 dias
provenientes da coldénia do Departamento de Nutricdo e mantidos no biotério de
experimentacdo do anexo de anatomia, ambos pertencentes a Universidade Federal de
Pernambuco. As fémeas nuliparas com peso entre 250 e 300 g foram mantidas em Biotério
de experimentacdo com temperatura de 22°C (x 2°C), claro - escuro de 12-12h, ciclo
invertido e livre acesso a agua e dieta padrdo do biotério (Presence®). Todos o0s
procedimentos foram aprovados pelo comité de ética em uso de animais da Universidade
Federal de Pernambuco (protocolo 23076.018667/2012).

Foram realizados acasalamentos na proporcao de duas fémeas para um macho e no
momento em que foi detectada a gestacdo as mesmas foram divididas aleatoriamente em 2
grupos experimentais de acordo com a dieta fornecida durante a gestagdo e lactagdo:
controle (C, Caseina 17%, n= 4), desnutrido (D, Caseina 8%, n= 4) (Reeves, Nielsen e
Fahey, 1993).



47

Conteudo da dieta normoproteica e hipoproteica

As dietas confeccionadas no Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco séo isocal6ricas com alteracdo apenas no contetdo de proteina (Reeves et al.,
1993), ver Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo das dietas a base de caseina (Reeves, Nielsen e Fahey, 1993).

Quantidade ke de dieta

Ineredientes Disem hipaproteica Dieta normoproteioa
(5% de carema) (7% de caseina)

Cazaina 70 30s 170 35s

Mlix de witamina* 1000e 1000e

Wlix de =ziz mineraizT i3z iz
Caluloss 50z 50z
Bitartarsto d= colina 5= 15E

DL - e tioqrina ER-S RS

Oileo de zoja TOmil TOmi
Ao T502e 650 2e

* Mistura de vitaminas contendo (em mg.kg-1 de dieta): retinol,12; colecalciferol, 0,125; tiamina, 40;
riboflavina, 30; acido pantoténico,140; piridoxina, 20; inositol, 300; cianocobalamina, 0,1; menadiona,
80; acido nicotinico, 200; colina, 2720; acido félico, 10; acido p-aminobenzdico, 100; e biotina, 0,6.

T Mistura mineral contendo (em mg.kg—1de dieta): CaHPO4, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO,
420; MgSO04, 2000; Fe202, 120; FeS0O4.7H20, 200; e elementos-traco, 400(MnS0O4.H20, 98;
CuS04.5H20, 20; ZnS04.7H20, 80; CoS04.7H20, 0,16; e KIl, 0,32; com amido suficiente para
completar 409 [por kg de dieta].

O dia de nascimento da ninhada foi considerado o zero e a manipulagdo para
reducdo da ninhada foi realizada no 1° dia de vida, onde apenas os filhotes machos foram
utilizados nesse experimento. Apés a separacao, cada ninhada foi constituida de oito ratos
machos e no 25° dia de vida os animais provenientes de cada grupo foram desmamados
(Ost'adalova e Babicky, 2012), receberam dieta Presence® ad libitum e subdivididos de
acordo com a condigdo nutricional e a exposi¢do ao ambiente enriquecido (AE) em: controle

com ambiente enriquecido (CAE, n=16); controle sem ambiente enriquecido (CSAE, n= 16);
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desnutrido com ambiente enriquecido (DAE, n=16); desnutrido sem ambiente enriquecido (
DSAE, n=16). Foram colocados em média 8 animais por gaiola do AE para minimizar os
efeitos do estresse e possivel agressao entre eles. Ver figura 8.

Ratas wistar nuliparas

Prole (1 a 25 dias)

-

Exposicdooundoao AE
(30 a 90 dias de vida) 16 B B DAE= 1B

Figura 3.1: Desenho experimental do estudo.

A exposicdo ao AE foi realizada da idade de 30 até 90 dias de vida em gaiolas que
obedeceram as seguintes dimensdes: 61 cm x 44 cm x 63 cm (Largura x profundidade x
altura). Foram utilizadas escadas, tubos de plastico, taneis, suportes para escalar na
posicédo vertical, bolas, bonecos e casas de plastico. Os brinquedos foram trocados e/ou
rearranjados a cada 5 dias para nova estimulagdo, minimizando os efeitos da habituacdo
(Beauquis et al., 2010). Ver figuras 3.2 A e B.

Figuras 3.2: A e B Gaiolas do Ambiente Enriquecido. Dimensfes: 61 x 44 x 63 cm
(Largura x profundidade x altura).
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Anéalise molecular

Andlise da Expressdo Génica do bdnf e Trkb
PCR em tempo real

Aos 90 dias de vida, os animais foram decapitados as 7h da manha, no inicio do ciclo
escuro, em que comeca o periodo de maior atividade dos roedores. Os cranios foram
imediatamente dissecados e o0s encéfalos rapidamente congelados em gelo seco e
armazenados num freezer -80°C. O experimento de PCR em tempo real foi realizado nas
amostras de hipocampo seguindo as etapas descritas resumidamente a seguir. O RNA total
foi extraido utilizando 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen ®, Carlsbad, CA, EUA) com um
homogeneizador (Pellet Plestle with Cordless Motor, Fisher Scentific, EUA). O RNA total foi
isolado seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante Invitrogen © e, subsequentemente, a
quantidade e qualidade do RNA purificado foi avaliado utilizando-se o espectrofotémetro,
NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Em seguida, as amostras de RNA foram
tratadas com tampdo de gDNA Wipeout (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) para remover
eficazmente a contaminagdo do DNA gendmico durante 2 min a 42 ° C, e armazenados em
gelo. Posteriormente, foi realizada a transcricdo reversa de 2,0 ug de RNA purificado,
utilizando o kit de transcricdo reversa QuantiTect (Qiagen ® Hilden, Alemanha), a 42°C
durante 15 min. A enzima foi inativada a 95°C durante 3 minutos em um volume total de 20
ul de agua livre de RNAse. A preparacédo de cDNA foi, em seguida, armazenada a -20°C até
a sua utilizagdo. Posteriormente, 5 ul de cada amostra diluida de cDNA foi utilizada como
template para a amplificacdo por PCR utilizando SYBR Green (Qiagen ©, Hilden, Alemanha),
como fluoréforo intercalante. Utilizou-se o sistema de detec¢do de PCR em tempo real:
Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ©, Hilden , Alemanha). Os parametros do PCR foram: o
primeiro passo de desnaturagdo inicial de 5 min a 95°C seguido de 45 ciclos de 5s a 95°C, e

10 s a 60°C. Os iniciadores utilizados para a amplificacdo estéo apresentados na tabela 1.
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Tabela 2. Sequéncias de primers desenhados para estudo de PCR em tempo real dos genes: bdnf,
trkb e do gene constitutivo de referéncia gapdh.

Primer Forward Reverse

bdnf  S-TCAGATCTCTTCTGTGTGOGTGAGT-Y  5- GGAGATCTCTOCTGTTCTTCAGCAA-D
trith §-GCCATCAGCACCAAGCAGCAAGAG-Y T -CAAGULCAAGACLAGCAAGTIATAAGT
gapdh F GUGAGAT COUGTCAAGAT CA-D FCCACAGICTT Ol GAGTGGLAG-S

Os valores limites de ciclo (do inglés, “cycle threshold”, CT) das amostras foram
determinados pela normalizacdo a partir das curvas de fluorescéncia versus o nimero de
ciclos do PCR durante a amplificacdo exponencial. As curvas padrdo para todas as
amplificacdes dos primers (ou oligonucleotideos) foram geradas tragcando os valores médios
dos valores de CT em funcdo do logaritmo da quantidade de moléculas template (molde)
alvo. Todas as quantificagcbes foram normalizadas para o gene de referéncia (ou house-
keeping): desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH). O valor da quantificacdo relativa
de cada gene alvo foi analisado utilizando um método CT comparativo (Livak e Schmittgen,

2001). A seguinte férmula (2724°T

) foi usada para calcular a quantidade relativa do transcrito
na amostra e normalizado com o de referéncia endégena GAPDH: 222CT onde ACT é a
diferenca entre a CT no gene de interesse e GAPDH, e AACT para a amostra ¢é igual a
média do ACT da amostra menos a média do ACT da amostra de controle sem exposicao

ao ambiente (utilizada como calibragéo).

Avaliacdo dos Indicadores Somaéticos

O peso corporal e o comprimento nasoanal dos animais entre 1 e 60 dias de vida
foram semanalmente acompanhados, sendo o peso corporal mensurado em balanca
eletrdnica digital (Marte ®, modelo S-1000, capacidade de 1kg e sensibilidade de 0,1g). O
comprimento naso-anal foi verificado através de papel milimetrado e a partir dos dados de
peso (g) e comprimento (cm), foi calculado o indice de Massa Corporal (IMC). Apés a idade

de 60 dias apenas o peso corporal dos animais continuou sendo registrado semanalmente.
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A) B)
Figuras 3.3: A) Balanca eletronica digital (Marte ®, modelo S-1000) e B) mensuracédo do

comprimento naso anal com papel milimetrado e fita métrica.

Avaliacdo comportamental

Teste de ansiedade experimental

O teste para avaliacdo da ansiedade foi realizado nos animais com a idade de 60 dias
no horario das 12 horas e utilizado o modelo do labirinto em cruz elevado baseado em
(Pellow et al., 1985),0 qual é constituido de dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois bracos
fechados (50 x10x 40 cm) se estendendo a partir de uma plataforma central comum
(10x10cm) com piso e paredes escuros, elevado a uma altura de 50 cm a partir do nivel do
piso e iluminado sob uma luz vermelha de baixa voltagem (15 w) acima da area central. Este
modelo experimental € baseado em procedimentos realizados por Montgomery 1955, no
medo inato que os roedores tém pelo espaco aberto e elevado, preferindo ficar nos bracos
fechados.

A realizacdo do teste consistiu em colocar os animais individualmente no espaco
central do aparelho com a cabeca voltada para o brago fechado e posterior filmagem
durante 5 min. Os registros foram realizados através de imagens por camera com sistema
infravermelho e armazenados em computador. Trés observadores cegos visualizaram os
filmes e registraram em protocolo o tempo de permanéncia em cada brago. O registro de
cada entrada teve validade a partir do momento em que o0 animal encontrou-se com as 4
patas em um dos bragos do labirinto. O tempo de cada animal foi marcado através de um
cronémetro digital, onde o tempo de permanéncia nos bragos abertos foi utilizado como
indice de ansiedade.



52

Figura 3.4: Labirinto em cruz elevado utilizado para realizacdo do teste de ansiedade.

Memoaria de reconhecimento de objetos (RO) no campo aberto

Na tarefa de reconhecimento de objetos foi observado e avaliado o comportamento
exploratério dos animais (Ennaucer and Delacour, 1988), em que 0s mesmos foram
submetidos a tarefa de campo aberto a partir dos 85 dias de vida, o qual consistiu de um
aparato circular (1 m de didmetro), delimitado por paredes com 30cm de altura e
confeccionado em etileno vinil acetato (E.V.A.) com 1 cm de espessura e na cor preta. Uma
superficie macia de E.V.A. também preta, foi colocada no fundo do campo aberto para
facilitar o movimento do animal e proporcionar um maior contraste entre este e a superficie.
As bases foram trocadas e limpas com etanol a 70% a cada utilizagdo para diminuir os
possiveis odores restantes. A utilizacdo de uma camera de infravermelhos é importante
porque permite a realizagdo de experimentos com animais durante a fase escura do ciclo.
Foram contabilizados os nimeros de bolos fecais e a presenca de urina.Todos 0s animais
foram habituados ao ambiente do teste durante 3 dias a partir dos 85 dias de vida, tendo 20
minutos por dia para livre exploracdo do aparato na auséncia de objetos. Os testes foram
realizados as 7 horas da manha, inicio do ciclo escuro, momento em que 0s animais estao
em maior atividade.

Os objetos feitos de vidro foram colocados na arena nos préximos 2 dias, em que
foram utilizados para a avaliagdo da atividade exploratoria e locomotora. No primeiro dia
(sesséao de treino) os animais foram colocados na arena contendo dois objetos diferentes (A
e B) para livre explorac&o por 5 minutos. O teste foi repetido 180 minutos depois para testar
a memoria de curta duracdo (MCD) e 24 horas ap0s o treino para testar a memoria de longa
duracdo (MLD). Nos periodos dos testes, um dos objetos foi substituido por um novo objeto

(C, para MCD ou D, para MLD) e o rato foi recolocado na arena por mais 5 minutos. Ver
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figuras 3.5 A, Be C.

As posicdes dos objetos (familiar ou novo) foram randomizadas e a arena foi limpa
entre os testes. A exploracéo foi definida como cheirar ou tocar o objeto com o nariz e/ou as
patas dianteiras. Sentar ou andar em torno do objeto ndo foi considerado comportamento
exploratério. O tempo gasto explorando cada objeto foi marcado por trés observadores
cegos ao tratamento recebido pelo animal e expresso em percentual do total de tempo de
exploracdo computado em segundos (Rossato et al., 2007).

1° dia 2° dia

Figuras 3.5: Campo aberto utilizado para a realizagdo do teste de memoria de
reconhecimento de objetos com esquema ilustrativo da utilizacdo dos mesmos: A) Fase de

teste; B) Memaria de curta duragdo; C) Memoéria de longa duracao.

Analise estatistica

Os resultados experimentais estdo expressos como médias + desvio padrdo para
cada grupo. Para avaliar as diferencas entre as médias do peso e comprimento ao
nascimento foi utilizado o teste t de Student e para verificar a evolucdo ponderal foi utilizado
o teste t de Student pareado. Nas comparacfes entre os diferentes grupos de analise
molecular e ansiedade foi utilizado o two-way ANOVA e para o comportamental, o three-way
ANOVA com diferenca significante estabelecida em p<0,05 e teste post-hoc de Tukey para

comparac6es mdultiplas.
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3.2 Artigo Original

Os resultados desta etapa experimental estdo apresentados a seguir no trabalho
intitulado: Efeitos do ambiente enriquecido sobre a plasticidade sinaptica no
hipocampo de ratos adultos submetidos a desnutricdo precocemente, que sera

submetido a publicacdo pela revista Learning and Memory.
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RESUMO

O sistema nervoso (SN) possui habilidade para modificar sua organizagéo
morfofuncional em resposta a mudancas internas ou demandas externas, caracterizando-se
assim a plasticidade cerebral. Fatores externos como a desnutricdo durante as fases iniciais
da vida podem alterar o desenvolvimento adequado do organismo e ocasionar na fase
adulta danos nas funcbes do sistema nervoso. Entretanto, um outro fator ambiental, o
ambiente enriquecido (AE), pode favorecer a meméria através de alteracbes na expressao
de fatores troficos, especialmente o fator derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo. O
presente estudo objetivou avaliar o efeito do ambiente enriquecido sobre a plasticidade
singptica no hipocampo de ratos adultos que foram submetidos a desnutricdo no periodo
perinatal. Foram utilizados ratos machos Wistar divididos em grupos segundo a dieta
durante a gestacao e lactacéo: controle (C) e desnutrido (D). Apés o desmame, os filhotes
receberam dieta Presence ® e foram subdivididos segundo a exposicdo ao AE de 30 até 90
dias de vida: controle com AE (CAE); ou sem AE (CSAE); desnutrido com AE (DAE) ou sem
AE (DSAE). A evolugdo ponderal foi modificada pela desnutricdo e o peso ao nascer até os
70 dias de vida, apos a exposicdo ao AE, foi menor que o controle; aos 80 dias, o grupo
CAE apresentou menor peso, igualando-se ao DAE. Quanto aos aspectos de memoria de
reconhecimento de objetos, comparando intragrupo, tanto o CSAE quanto o DAE
apresentaram memoria de curta duragdo. A comparacao entre grupos mostrou que a dieta e
0 ambiente enriquecido influenciaram na memdéria de longa duracdo, pois apenas o DAE
aumentou o tempo de exploracdo do objeto novo. A dieta ndo modificou 0 comportamento
dos grupos com relacdo a ansiedade. No entanto, apos a exposicdo ao AE, o grupo CAE
apresentou menor ansiedade e o DAE mostrou aumento no conflito de decisdo de escolha.
Quanto a expressédo génica do bdnf, a dieta provocou menor expressédo no grupo DSAE e
maior expressdo apds exposicdo ao AE nos grupos controle e desnutrido. J& quanto ao
receptor TrkB, houve uma tendéncia a menor expressao no grupo DSAE e uma maior
expressao no CAE e DAE. Esses resultados indicam que a dieta hipoproteica induziu baixo
peso ao nascer e que essa modificacdo foi prolongada ao longo da vida, porém o AE ndo
reverteu esse perfil, mostrando que ha o efeito da plasticidade fenotipica sobre esse
aspecto. Além disso, a dieta e o AE modificaram, a longo prazo, tanto o perfil génico do bdnf
quanto do seu receptor, bem como o comportamento de memoria, demonstrando que o AE
estimulou eventos plasticos no hipocampo dos individuos desnutridos, modificando assim a

memdria de longa duracao.
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ABSTRACT

The nervous system has the ability of modifying its morphofunctional organization in
response to internal changes or external demands, featuring thus the brain plasticity.
External factors such as the malnutrition during the early phases of life can alter the proper
development of the organism, and cause in adulthood damages at the nervous system (NS)
functions. However, another environmental factor, the enriched environment (EE), can
enhance memory through changes at the expression of trophic factors, specially the brain
derived neurotrophic factor (BDNF) at the adult animal brain. This study aimed to evaluate
the effect of the enriched environment over the synaptic plasticity at the hippocampus in
adult rats submitted to malnutrition during perinatal period of life. Male Wistar rats were used,
divided in groups according to the diet during the gestation and lactation: control (C) and
undernourished (D). After weaning, the littermates received Presence® diet and were
subdivided according to the exposure to the EE from 30 to 90 days of age: Control with EE
(CAE); or control without EE (CSAE); undernourished with EE (DAE) or without EE (DSAE).
The weight gain was modified by the malnutrition and there was a decrease from the weight
at birth until 70 days of age and after the exposure to EE; at 80 days of age, the DAE group
recovered the weight. Regarding the object recognition memory aspects, both CAE and DAE
groups exhibited more efficacy at short term memory, reducing the exploration time when
compared with the without EE, however, only the DAE group demonstrated long term
memory. The diet factor did not modify the group’s behavior related to anxiety. However,
exposure to EE, the group DAE reduced anxiety showed an increase in the conflict decision
of choice. Regarding the gene expression of BDNF, the diet reduced DSAE group and
increased after exposure to AE in the control and malnourished. As for the TrkB receptor,
there was a tendency to decrease in the group DSAE, an increase in CAE and DAE. These
results indicate that the low-protein diet induced low birth weight and that this modification
was prolonged throughout life, but EA has not reversed this profile, showing that there is the
effect of phenotypic plasticity on this aspect. In addition, modified diet and long-term AE, both
the BDNF gene profile and its receptor, and the memory behavior, showing that the AE
events stimulated hippocampus of plastics in malnourished individuals, thus altering their

long-term memory.
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Introducéo

O periodo critico do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) em
mamiferos corresponde aos periodos pré e pds-natal precoce. Durante essa fase ocorrem
alteracBes morfoldgicas, fisioldégicas e bioquimicas no SNC em que os periodos de
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e maturacao celular ndo acontecem de
forma linear (Morgane, Mokler e Galler, 2002). Existem fatores genéticos e ndo genéticos
que interferem na ordenada maturacdo do SNC e essas alteracbes podem afetar
capacidades cognitivas dos individuos (Morgane, Mokler e Galler, 2002; Silveira et al.,
2007). Entre os fatores exdgenos destacam-se a nutricdo (Laus et al., 2011) e estimulagao
por ambiente enriquecido (AE) (Fernandez et al., 1998; Huang et al., 2006; Madronal et al.,
2010), os quais influenciam nos eventos de desenvolvimento do SNC (Katz, Davies e
Dobbing, 1982; Morgane, Mokler e Galler, 2002). A desnutricdo € um problema grave em
paises subdesenvolvidos (Barros et al., 2006; Zhang, Li e Yang, 2010) e como tal, apresenta
interesse continuo, visto que h& evidéncias de que os efeitos do insulto nutricional sobre o
cérebro em desenvolvimento sdo de longa duracdo e ocasionam déficits permanentes na
aprendizagem e comportamento (Morgane, Mokler e Galler, 2002).

A desnutricdo nos periodos criticos do desenvolvimento pode levar a altera¢des na
quantidade da liberagcédo de neurotransmissores e diminuicdo na neuroplasticidade, além de
uma reducao no tamanho do cérebro (Morgane, Mokler e Galler, 2002; Laus et al., 2011).
Desse modo, embora muitas areas do cérebro sejam afetadas pela restricdo perinatal de
nutrientes, a formacgéo hipocampal € uma estrutura vulneravel (Zhang, Li e Yang, 2010), a
gual tem como uma de suas fung¢des, promover os processos de memoria e aprendizagem,
tipos de plasticidade sinaptica (Neves, Cooke e Bliss, 2008). Estudos experimentais em
roedores mostram que a restricdo materna de dieta proteica ou alimento resultam em
déficits morfofuncionais no hipocampo dos filhotes, levando a diminuicdo de neur6énios,
sinapses e arborizacdo dendritica (Bedi, 1991; Diaz-Cintra et al., 1994), os quais podem
interferir nos processos de memdaria a longo prazo.

A memdéria é um processo temporalmente graduado durante o qual novas
informagfes podem ser consolidadas e armazenadas (Dudai, 2004) e apresenta algumas
fases, incluindo a aquisi¢cdo, consolidacao, recuperacdo e a extingdo (Kandel, 2001; Vianna
et al., 2001). Além disso, os tipos de memdria quanto ao tempo de retencdo das
informacdes dividem-se em pelo menos duas: memoria de curta duracdo (MCD), que dura
de minutos a 1-3 horas e a memdria de longa duracédo (MLD), a qual dura horas, dias ou

anos e requer transcricdo génica e sintese proteica (Kandel, 2001; Kelleher et al., 2004).
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Essa plasticidade sinaptica que ocorre no hipocampo pode estar relacionada a uma
mudancga na circuitaria em resposta a estimulos ambientais (Odelberg, 2005). Na circuitaria,
a faciltacdo do processamento de informagbes pode ocorrer pelo mecanismo de
potenciacdo a longo prazo (LTP), permitindo que haja mais conexdes entre neurdnios
hipocampais a partir de 24horas (lzquierdo e Medina, 1997). Para que ocorra a indugao da
LTP, a qual apresenta duas fases principais, € necessaria a ativagcao do receptor N- metil D-
aspartato (NMDA) pelo glutamato (Aroniadou e Teyler, 1991): LTP precoce e tardia, que se
correlacionam com a memoéria a curto e longo prazo, respectivamente (Riedel, Platt e
Micheau, 2003). Outros fatores que viabilizam esse mecanismo séo os fatores neurotréficos,
tais como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), um pequeno dimero de proteina
expresso no cérebro de mamiferos adultos (Murer, Yan e Raisman-Vozari, 2001; Poo,
2001). Pesquisas demonstraram que o BDNF no hipocampo néo esta envolvido apenas com
a consolidacdo da memdria (Alonso, Vianna, Depino, et al., 2002), mas também com a
atividade neuronal dependente da reorganizagdo sinaptica, o que pode ser a base para a
formacdo da memodria (Alonso, Medina e Pozzo-Miller, 2004). Além do mais, resultados
anteriores sugerem que o BDNF atua na formagédo da memoéria de longa duracéo (MLD) na
regido CA1 do hipocampo através da ativacao do fator de transcricao génica CREB (Alonso,
Vianna, Izquierdo, et al., 2002). Desse modo, as distor¢cdes na maturacdo coordenada de
diferentes componentes do cérebro, bem como a diminui¢cao da plasticidade sinaptica e dos
niveis de fatores neurotréficos, como o BDNF (Coupe et al., 2009), vao interferir no
crescimento ordenado e elaboracdo de circuitos neuronais, inclusive comprometendo a
l6gica e circuitos de memoria e afetando os processos cognitivos (Morgane, Mokler e Galler,
2002).

Em contrapartida, a estimulacdo por ambiente enriquecido (AE) favorece alteracdes
na plasticidade sinaptica e neuronal na formacdo hipocampal (Tanti et al., 2012), em
particular um aumento na regulacdo dos niveis da proteina BDNF (Jurgens e Johnson,
2012; Kondo, Takei e Hirokawa, 2012). E provavel também que um aumento no nivel de
BDNF induzido pelo exercicio ocorra pela expressdo aumentada do receptor TrkB no
hipocampo (Li et al., 2008), em que o nivel de ativacdo deste receptor esta correlacionado a
disponibilidade do BDNF (He et al., 2004). O termo enriquecimento ambiental consiste na
utilizagdo de um ambiente complexo que geralmente envolve a utilizacdo de brinquedos,
tuneis, pontes e rodas de corrida. Os animais sdo alojados em maior nUmero e em gaiolas
frequentemente maiores para facilitar a interacdo social. Os objetos utilizados em tal
ambiente aumentam a estimulag&o sensorial, assim como a busca pela novidade, uma vez

gue os mesmos sdo substituidos ou movidos de lugar com frequéncia determinada (Birch,
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Mcgarry e Kelly, 2013), podendo favorecer a retengdo de novas informacdes. Como o
enriqguecimento ambiental também pode incluir aumento da estimulac@o social através do
agrupamento, pode haver em contrapartida a indu¢cdo do comportamento agressivo, Visto
que os roedores sao animais exploratérios e quando desnutridos em periodos precoces da
vida pode ocorrer disputa pela alimentacdo (Katz, Davies e Dobbing, 1982).

No entanto, as questdes sobre se os mecanismos de memoria de reconhecimento de
objetos no adulto séo alterados pela desnutricdo precoce e ainda se o ambiente enriquecido
apresenta funcdo facilitadora da plasticidade sinaptica no hipocampo dos animais
desnutridos precocemente, ndo foram completamente explorados. No presente estudo,
examinamos as consequéncias a longo prazo da desnutricdo pré e péds-natal em roedores
expostos ou ndo a um ambiente enriquecido sobre a memdria de curta e longa duracéo e a

expressao génica do bdnf no hipocampo.

Materiais e métodos
Animais

Ratas Wistar pesando 200-250 g foram obtidas do Departamento de Nutricdo da
Universidade de Pernambuco (Brasil) e mantidas sob condi¢cdes controladas (ciclo
claro/escuro, 12/12 horas invertido e temperatura 22 + 2 ° C, comida e agua ad libitum). Os
animais foram transportados para o Biotério do Departamento de Anatomia e adaptados ao
ambiente por dez dias. No final deste periodo, as fémeas primiparas foram acasaladas com
0s ratos na proporcdo de 2:1 e apd6s a confirmacdo do acoplamento por meio da
visualizacdo de espermatozoides no esfregago vaginal, as ratas gestantes foram alojadas
individualmente para os experimentos seguintes. Todos o0s procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com as diretrizes do comité de ética animal da Universidade
Federal de Pernambuco/UFPE, sob o protocolo n° 23076.018667/2012/22.

Dieta materna e dos filhotes

As gestantes foram separadas nos seguintes grupos, de acordo com a dieta: grupo
controle (17% de caseina) e grupo desnutricdo proteica (8% de caseina) durante os
periodos de gestacdo e lactacdo, agua e comida ad libitum. O tamanho da ninhada foi
ajustado para oito animais machos por genitora. Todos os filhotes foram amamentados até
os 25 dias (Ost'adalova e Babicky, 2012). Apés esse periodo, os filhotes foram separados
das maes e mantidos quatro animais em cada caixa de prolipropileno, sendo alimentados

com a dieta padrdo do biotério (Presence ®) e agua ad libitum. A exposi¢cdo ao AE foi
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realizada a partir dos 30 até os 90 dias de idade, em que os animais foram subdivididos em
quatro grupos de acordo com o alimento fornecido durante as fases de gestacéo e lactagédo
e exposicdo ao ambiente enriquecido (AE): controle sem ambiente enriquecido (CSAE),
controle com ambiente enriquecido (CAE), desnutrido sem ambiente enriquecido (DSAE) e
com ambiente enriquecido (DAE).

Ambiente enriquecido

Foram colocados oito animais por gaiola de AE, as quais continham as seguintes
dimensdes: 61 x 44 x 63 cm (largura x profundidade x altura). Os objetos utilizados foram
tubos de plastico, tlneis, escadas retas e circulares, bolas, bonecos e casas de plastico. Os
brinquedos foram trocados e/ou rearranjados a cada cinco dias para nova estimulacao,

minimizando os efeitos da habituacdo (Beauquis et al., 2010).

Mensuracéo do peso e comprimento dos animais

O peso dos animais foi mensurado do nascimento aos 90 dias de vida
semanalmente, enquanto o comprimento naso-anal até os 70 dias. O peso corporal foi
mensurado em balanca eletrdnica digital (Marte®, modelo S-1000, 1 kg de capacidade e
sensibilidade de 0,1 g). Com os dados do peso (g) e comprimento (cm) foi calculado o indice

de Massa Corporal (IMC=Peso (g) /comprimento (cm?).

Andlise da Expresséo Génica do BDNF e TRKb
PCR em tempo real

Aos 90 dias de vida, os animais foram decapitados as 7h da manha, no inicio do ciclo
escuro, em que comeca o0 periodo de maior atividade dos roedores. Os cranios foram
imediatamente dissecados e o0s encéfalos rapidamente congelados em gelo seco e
armazenados num freezer -80°C. O experimento de PCR em tempo real foi realizado nas
amostras de hipocampo seguindo as etapas descritas resumidamente a seguir. O RNA total
foi extraido utilizando 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen ©, Carlsbad, CA, EUA) com um
homogeneizador (Pellet Plestle with Cordless Motor, Fisher Scentific, EUA). O RNA total foi

isolado seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante Invitrogen e, subsequentemente, a
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quantidade e qualidade do RNA purificado foi avaliado utilizando-se o espectrofotdmetro,
NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Em seguida, as amostras de RNA foram
tratadas com tampdo de gDNA Wipeout (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) para remover
eficazmente a contaminagdo do DNA gendmico durante 2 min a 42 ° C, e armazenados em
gelo. Posteriormente, foi realizada a transcricdo reversa de 2,0 ug de RNA purificado,
utilizando o kit de transcricdo reversa QuantiTect (Qiagen ®, Hilden, Alemanha), a 42°C
durante 15 min. A enzima foi inativada a 95°C durante 3 minutos em um volume total de 20
ul de agua livre de RNAse. A preparacao de cDNA foi, em seguida, armazenada a -20°C até
a sua utilizacdo. Posteriormente, 5 ul de cada amostra diluida de cDNA foi utilizada como
template para a amplificacdo por PCR utilizando SYBR Green (Qiagen ®, Hilden,
Alemanha), como fluoréforo intercalante. Utilizou-se o sistema de deteccdo de PCR em
tempo real: Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ®, Hilden, Alemanha). Os parametros do PCR
foram: primeiro passo de desnaturacao inicial de 5 min a 95°C, seguido de 45 ciclos de 5s a
95°C, e 10 s a 60°C. Os iniciadores utilizados para a amplificacdo estdo apresentados na
tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias de primers desenhados para estudo de PCR em tempo real dos genes: bdnf,
trkb e do gene constitutivo de referéncia gapdh.

Frimer Forward Reverse

bdnf  5-TCAGATCTCTTCTGTGTGOGTGAGT-T  5- GGAGATCTCTCCTGTTCTT CAGCAA-D
trith §.GCCATCAGCACCAAGCAGCAAGAG-T T CAAGULLAAGACIAGLAACTATAAGE
gapdh E-GUGAGAT CCUGTCAAGAT CA-S E-CCACAGICTTCT GAGTGGLAGS

Os valores limites de ciclo (do inglés, “cycle threshold”, CT) das amostras foram
determinados pela normalizacdo a partir das curvas de fluorescéncia versus o nimero de
ciclos do PCR durante a amplificacdo exponencial. As curvas padrdo para todas as
amplificacdes dos primers (ou oligonucleotideos) foram geradas, tragando os valores médios
dos valores de CT em funcdo do logaritmo da quantidade de moléculas template (molde)
alvo. Todas as quantificacdes foram normalizadas para o gene de referéncia (ou house-
keeping): desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH). O valor da quantificacdo relativa
de cada gene alvo foi analisado utilizando um método CT comparativo. A seguinte formula

(2"*2°T foi usada para calcular a quantidade relativa do transcrito na amostra e normalizado

2—AACT

com o de referéncia endégena GAPDH: , onde ACT ¢ a diferenca entre a CT no gene

de interesse e GAPDH, e AACT para a amostra € igual a média do ACT da amostra menos
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a média do ACT da amostra de controle sem exposicdo ao ambiente (utilizada como
calibracéo).

Anélises comportamentais
Memoria de reconhecimento de objetos

Quando os ratos séo apresentados a objetos familiares e novos, h4 uma tendéncia a
se dirigirem a exploracdo de novos objetos, visto que 0s roedores sdo animais exploratérios.
Este comportamento tipico é utilizado para conceber um paradigma comportamental
conhecido como tarefa de reconhecimento de objetos, o qual tem sido amplamente utilizado
para avaliar a memoria de reconhecimento (Ennaceur e Delacour, 1988). A tarefa de
reconhecimento de objeto foi realizada em uma arena de campo aberto (1 m de diametro),
construida em EVA (etileno vinil acetato) preto com 1 cm de espessura e delimitado por 30
cm de altura. As superficies da base do campo aberto também foram feitas de E.V.A. na cor
preta e colocadas na parte inferior do dispositivo para facilitar a circulacdo do animal e
proporcionar um maior contraste entre este e a superficie. Antes que o experimento fosse
realizado, todos os animais foram habituados a arena experimental aos 85 dias de vida,
permitindo-lhes explorar o campo aberto livremente 20 minutos por dia, durante 3 dias, na
auséncia de objetos. Todos os testes foram realizados a 7 horas da manha, inicio do ciclo
escuro e momento em que 0s animais estdo em sua maior atividade. Os objetos de vidro,
conhecido ou novo, bem como a posi¢do relativa dos dois objetos de estimulo foram
permutados aleatoriamente para cada animal experimental. No dia 1 (fase de teste), o
animal foi colocado no campo aberto contendo dois objetos diferentes (A e B) e durante
5min, observou-se a livre exploracdo do ambiente. Para analisar a memoria de curta
duracéo, ap6s 180 min. da fase de teste, o objeto B foi trocado por um objeto novo (C) e
cada rato foi reintroduzido no campo aberto por um periodo de 5 min. A arena de campo
aberto e os objetos de estimulo foram cuidadosamente limpos entre 0s ensaios para garantir
a auséncia de estimulos olfativos. Para a verificacdo da memoria de longa duragdo, apos
24h o objeto C foi trocado pelo objeto novo (D) e os animais reintroduzidos na arena. A
exploracao foi definida como cheirar ou tocar o objeto de estimulo com o nariz e/ou as patas
dianteiras. Sentar ou girar em torno dos objetos nado foi considerado comportamento
exploratério. Uma cémera foi posicionada sobre a arena (a 1m) e o comportamento dos
animais foi filmado para posterior analise. O tempo gasto explorando cada objeto foi
avaliado por trés observadores cegos ao tratamento e expresso como uma percentagem do

tempo total de exploracdo em segundos (Rossato et al., 2007).



63

Labirinto em cruz elevado

Para avaliar o estado de ansiedade, os ratos foram expostos a um labirinto em cruz
elevado, conforme descrito por Pellow et al., 1985. O teste € baseado num procedimento
utilizado por Montgomery, 1955 em que o aparelho consiste de dois bragos abertos e dois
fechados. Durante o teste, os ratos foram colocados no centro do labirinto, com a cabeca
voltada para o braco fechado e nimero total de entradas nos quatro bracos, o nimero de
entradas e tempo gasto nos bragos abertos e o tempo no centro foram registrados em uma
sessdo de 5 min aos 60 dias de vida. Todos os testes foram realizados as 12 horas da
manha.

O confinamento nos bracos fechados esta associado a observacédo de um aumento
significativo no comportamento relacionado a ansiedade. Os registros foram realizados por
aquisicdo das imagens por camera com sistema infravermelho e armazenados em
computador. Trés avaliadores cegos ao tratamento observaram os filmes e registraram em
protocolo o tempo de permanéncia e o numero de entradas em cada bracgo. O registro de
cada entrada teve validade a partir do momento em que o0 animal encontrou-se com as 4
patas (2 anteriores e 2 posteriores) em um dos bracos do labirinto. O tempo de cada animal
foi marcado através de um cronémetro digital. A proporcdo e a percentagem do total de
entradas, o tempo de permanéncia nos bragos abertos e o tempo gasto no centro, foram
utilizados como indice de ansiedade.

Analise estatistica

Os resultados experimentais estdo expressos como médias + desvio padrdo para
cada grupo. Para avaliar as diferencas entre as médias do peso e comprimento ao
nascimento foi utilizado o teste t de Student e para verificar a evolugdo ponderal foi utilizado
o teste t de Student pareado. Nas comparacdes entre os diferentes grupos de analise
molecular e teste de ansiedade comportamental foi utilizado o two-way ANOVA e para o
teste de memoéria de reconhecimento de objetos, o three-way ANOVA com diferenca

significante estabelecida em p<0,05 e teste post-hoc de Tukey para comparacdes mdltiplas.

Resultados

Os efeitos da restricdo proteica perinatal no peso corporal e indice de massa
corporal

Peso corporal
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Em geral, a desnutricdo perinatal ocasiona modificacfes a longo prazo na evolugéo
ponderal em animais e humanos. NOs investigamos se as diferentes concentracdes
proteicas da dieta (Caseina 8% e 17%) causaram modificacdes no peso dos animais do
nascimento aos 90 dias de vida. Com relacédo a evolugao ponderal neonatal, as analises das
médias dos grupos revelaram que houve diferenca a partir do 1° dia de vida, em que a
desnutricdo provocou um menor peso ao hascer que persistiu até o 30° dia de vida quando
comparado ao controle, ver Figura 1 e Tabela 2.

Tabela 2. Médias do peso corporal dos grupos experimentais durante o periodo de lactagcéo

apos desnutricdo durante o periodo perinatal.

Dia Controle Desnutrido
(médiaem g + DP, n) (média em g + DP, n) P
1° dia 6,51+0,37, n=24 5,83+0,41, n=26 0,00
7° dia 17,14+1,37, n=26 12,22+1,94, n=25 0,00
14° dia 31,89+2,34, n=23 22,04+1,53, n=25 0,00
21° dia 51,41+4,35, n=24 34,07+3,14, n=27 0,00
30° dia 97,20+7,01, n=26 70,6315,79, n=26 0,00
Teste t de Student no 1° dia. A partir do 7°: Teste T de Student pareado, seguido de comparagdes mudltiplas, post-hoc
Tukey .
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Figura 1. Efeitos da restricAo proteica perinatal sobre a evolucdo do peso neonatal de ratos. Os

grupos controle e desnutrido foram alimentados, respectivamente, com dieta 17% de proteina e 8%
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de proteina até o desmame. ***p<0.001, teste t de Student no 1° dia. A partir do 7° dia Teste T de

Student pareado, seguido de comparag8es multiplas, teste post-hoc Tukey.

Com relacdo a evolucdo ponderal dos 40 aos 90 dias de vida, o grupo DAE
acompanhou o peso do grupo CAE a partir dos 70 dias, com persisténcia desse padrao até

os 90 dias, ver Tabela 3 e Figura 2.

Tabela 3. Médias do peso corporal dos grupos Controle e Desnutrido apds a exposicao ao

ambiente enriquecido.

Dia CSAE DSAE CAE DAE
(média em g + DP) (média em g + DP),p (médiaem g+ DP) (médiaem g+ DP),p
40° dia 157,87+14,72 119,66+7,58, a 152,83+11,33 117,16+7,48, b
50° dia 227,18+16,94 187,87+18,75, a 202,05+20,35 168,87+8,60, b
60° dia 279,49+23,24 228,54+19,51, a 259,81+24,92 223,05+12,30,b
70° dia 304,46+28,01 276,90+19,56, a 282,58+32,06 267,95+21,86
80° dia 267,95+21,86 294,31+20,01, a 288,79+26,82 288,60+15,96
90° dia 340,05+29,30 298,30+16,88, a 306,03+34,70 306,03+34,70

Two-way ANOVA, seguido de comparagdes mudltiplas, teste post-hoc Tukey. a= diferenga entre os grupos CSAE e DSAE; b=
diferenca entre os grupos CAE e DAE.
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Figura 2. Evolucdo ponderal. Efeitos da restricAo proteica perinatal sobre a evolucdo do peso
corporal de ratos a partir de 40 dias, apds a exposi¢cao ao ambiente enriquecido. Os grupos controle e
desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17% de proteina e 8% de proteina até o

desmame, apos esse periodo receberam dieta padrdo. Os dados estdo expressos em média do peso
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em gramas = DP.n=64, a= diferenca entre grupos Csae e Dsae e b= diferenca entre grupos Cae e

Dae, p< 0,001. Teste Two-way ANOVA, post-hoc Tukey.
Avaliacao do indice de massa corporal (IMC)

No periodo neonatal, os dados do IMC demonstraram diferenca entre 0os grupos
controle e desnutrido a partir do 1° dia de vida até o 30° dia, em que houve menor evolucdo

do IMC do grupo desnutrido, quando comparado ao controle, ver Tabela 4 e Figura 3.

Tabela 4. Médias do IMC dos grupos experimentais durante o periodo de lactacdo apds

desnutricao durante o periodo perinatal.

Dia Controle Desnutrido
(médiaem g + DP, n) (média em g + DP, n) P

1° dia 0,25+0,03, n=28 0,23+0,02, n=28 0,00

7° dia 0,32+0,03, n=28 0,28+0,03, n=31 0,00

14° dia 0,35+0,02, n=27 0,31+0,03, n=31 0,00

21° dia 0,37+0,02, n=28 0,31+0,02, n=31 0,00

30° dia 0,46%0,03, n=30 0,40+0,02, n=30 0,00
Teste t de Student no 1° dia. A partir do 7°: Teste T de Student pareado, seguido de comparac¢des multiplas, post-hoc
Tukey.
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Figura 3. Efeitos da restricio proteica perinatal sobre a evolucéo do indice de Massa Corporal (IMC)
neonatal de ratos. Os grupos controle e desnutrido foram alimentados, respectivamente, com dieta
17% de proteina e 8% de proteina até o desmame. ***p<0.001, teste t de Student no 1° dia. A partir

do 7° dia, Teste T de Student pareado, seguido de compara¢des multiplas, teste post-hoc Tukey.
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Ap6s o desmame a diferenca observada ndo continuou até os 90 dias entre os

grupos controle e desnutrido, ver Tabela 5 e Figura 4.

Tabela 5: Médias do IMC dos grupos Controle e Desnutrido apds a exposicdo ao ambiente

enriquecido.

Dia CSAE DSAE CAE DAE
(médiaemg+DP) (médiaem g+ DP) (média em g + DP) (média em g + DP)

40° dia 0,53+0,07, n=13 0,50+0,05, n=15 0,52+0,03, n=13 0,49+0,02, n=15

50° dia 0,58+0,04, n=14 0,59+0,07, n=14 0,57+0,04, n=14 0,57+0,08, n=14

60° dia 0,62+0,04, n=14 0,58+0,06, n=14 0,59+0,03, n=14 0,59+0,06, n=14

70° dia 0,61+0,04, n=14 0,63+0,04, n=14 0,63+0,05, n=15 0,63+0,05, n=14

Two-way ANOVA, seguido de comparag6es multiplas, teste post-hoc Tukey. p>0,05 (diferenca entre os grupos CSAE e DSAE
e entre os grupos CAE e DAE).
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Figura 4. Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a evolucédo do indice de massa corporal (IMC)
de ratos a partir de 40 dias, apos a exposicdo ao ambiente enriquecido. Os grupos controle e
desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17% de proteina e 8% de proteina até o
desmame, apos esse periodo receberam dieta padrdo. Os dados estdo expressos em média do peso

em gramas = DP.n=64. Teste Two-way ANOVA, post-hoc Tukey.

Labirinto em cruz elevado

Através do teste do labirinto em cruz elevado identificamos a presenca de ansiedade

dos ratos quantificando o tempo em que o animal permaneceu no braco aberto, no brago
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fechado ou na regido central do labirinto. Quanto ao tempo de permanéncia no braco aberto,
0os resultados mostraram que o fator desnutricdo quando avaliado isoladamente n&o
provocou ansiedade, visto que nao houve diferenca entre as médias de tempo de
permanéncia no braco aberto entre os grupos CSAE e DSAE (CSAE= 105,07%4,34s, n= 10;
DSAE= 116,09+13,76s, n= 12, p>0,05). Entretanto, verificou-se que houve efeito do AE no
grupo controle, visto que o grupo CAE permaneceu por mais tempo no brago aberto (CSAE=
105,07+4,34s, n=10; CAE= 122,64+14,24s, n=10, p<0,05), o que denota menor ansiedade;
porém, a exposicdo ao AE ndo a ansiedade no grupo desnutrido (DSAE= 116,09+13,76s,
n=12; DAE= 123,73+14,82s, n=12, p>0,05). ver Figura 5.
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Figura 5. Efeito a longo prazo da desnutricdo sobre o tempo de exploracéo do braco aberto no teste
de ansiedade em animais jovem-adultos apdés exposi¢do ao ambiente enriquecido. Aos 60 dias foi
avaliada a ansiedade no labirinto de cruz elevado nos grupos: controle sem ambiente (CSAE),
controle com ambiente (CAE), desnutrido sem ambiente (DSAE) e com ambiente (DAE). O teste foi
realizado em cinco minutos contabilizando o tempo no braco aberto/tempo braco aberto + braco
fechado (s). Os valores estao representados em média + DP. Teste two-way ANOVA, teste post-hoc
Tukey. n=64, *p<0.05

Os dados do tempo de permanéncia no centro mostraram que ha efeito da dieta
sobre esse tempo entre os grupos CSAE e DSAE. Houve uma diminuicdo do tempo de
permanéncia (p<0,05) no centro pelo desnutrido sem AE (73,42+6,13s, n=15) comparado ao
CSAE (77,68+10,59s, n=10). Entretanto, quanto a exposicdo ao ambiente enriquecido o
efeito foi diferente, pois o DAE (84,73+17,29s, n=15) aumentou seu tempo no centro quando
comparado ao grupo CAE (60,33+6,71s, n=10), houve diferenca significativa (p<0,05). Os

animais do grupo DAE permaneceram por mais tempo no centro do labirinto em cruz
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elevado. Os comportamentos exibidos na plataforma central do labirinto, geralmente estdo
relacionados ao conflito/avaliacdo de risco, os quais foram alterados pela dieta e apos
exposicdo ao AE, Figura 6.
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Figura 6 : Efeito a longo prazo da desnutricdo sobre o tempo de permanéncia no centro do labirinto
em cruz elevado no teste de ansiedade em animais jovem-adultos apds exposicdo ao ambiente
enriquecido. Aos 60 dias foi avaliada a ansiedade no labirinto de cruz elevado nos grupos: controle
sem ambiente (CSAE), controle com ambiente (CAE), desnutrido sem ambiente (DSAE) e com
ambiente (DAE). O teste foi realizado em cinco minutos contabilizando o tempo no centro do labirinto
em cruz elevado. Os valores estdo representados em média + DP. Teste two-way ANOVA, teste post-
hoc Tukey.n=64, ***p<0.0001.

Em relag&o a frequéncia de entrada no brago aberto, houve efeito da dieta, devido ao
DSAE (10,60+0,52s, n=13) apresentar uma freqiiéncia menor quanto comparado ao CSAE
(CSAE= 11,4040,53, n=10). ApOs exposicdo ao AE, o grupo DAE continuou com a menor
freqUéncia de entrada no braco aberto (DAE= 11,77+0,52s, n=15), quando comparado ao
CAE (12,83t 0,54s, n=10), p<0,001. Os dados mostram que a exposicdo ao AE né&o
modificou o estado de ansiedade, pois o estado da resposta, quanto a uma frequéncia de

entrada no braco aberto, permaneceu inalterado quando houve mudanca de ambiente,
Figura 7.
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Figura 7 : : Efeito a longo prazo da desnutricdo sobre a Frequéncia de entrada no brago aberto do
labirinto em cruz elevado no teste de ansiedade em animais jovem-adultos apds exposi¢do ao
ambiente enriquecido. Aos 60 dias foi avaliada a ansiedade no labirinto de cruz elevado nos grupos:
controle sem ambiente (CSAE), controle com ambiente (CAE), desnutrido sem ambiente (DSAE) e
com ambiente (DAE). O teste foi realizado em cinco minutos contabilizando a Frequéncia de entrada
no braco aberto do labirinto em cruz elevado. Os valores estéo representados em média + DP. Teste
two-way ANOVA, teste post-hoc Tukey.n=64, ***p<0.0001.

Expressao génica do bdnf e do receptor TrkB

Ao utilizar o método de quantificagdo PCR em tempo real, verificou-se que a
expressdo génica do bdnf no hipocampo foi modificada tanto pela desnutricdo quanto pela
exposicao ao AE. Os dados mostram que a desnutricdo modificou os niveis de expressao do
bdnf no grupo DSAE, em que a expressao deste foi menor em 23% quando comparado ao
controle sem AE (CSAE= 1,00+0,01, n=5; DSAE= 0,79+0,04, n=5, p=0,001). Entretanto, o
efeito observado apos exposicdo ao AE no grupo controle foi oposto, pois houve uma maior
expressdo génica no grupo CAE de 22%, quando comparado ao controle (CSAE=
1,00+0,01, n=5; CAE= 1,22+0,06, n=5; p=0,001). Porém, o ambiente enriquecido modificou
em cerca de 75% a expressdo génica do bdnf no grupo DAE, em que houve uma maior
expressdo ¢énica deste quando comparado ao controle (CSAE= 1,00+0,01, n=5,

DAE=1,38+0,11, n=5, p=0,000). Todos os sacrificios foram realizados 1 dia ap6s o término
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da realizacédo do teste de memdria de reconhecimento de objetos e uma breve estimulacéo
ao campo aberto por 1 min, indicando que uma maior expressdao do RNAm do bdnf esta
associada a aquisicdo da memoria de tais animais, Figura 8A. Quanto a expressao do
receptor TrkB, os resultados mostram que houve efeito do ambiente enriquecido em tal
resultado, visto que o grupo CAE apresentou uma maior expressado do TrkB em 120%,
guando comparado ao controle (CSAE= 0,99+0,06, n=5; CAE= 2,17+0,10, n=5, p=0,000).
Para o grupo desnutrido a resposta foi semelhante, houve uma maior expressao génica do
receptor TrkB de 174%, quando comparado ao controle (CSAE= 1,00+0,01, n=5; DAE=
2,2240,19, n=5, p=0,000). Porém, apenas o efeito dieta mostrou-se com uma tendéncia a
diminuicdo na expressdo do TrkB no grupo DSAE (CSAE= 0,99+0,06,n=5;

DSAE=0,80+0,04, n=5, p=0,09), Figura 8B.
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Figura 8. Efeitos a longo prazo da desnutricdo perinatal ap6s a exposi¢do crbnica ao ambiente
enriquecido em ratos adultos sobre a expressao génica do bdnf (A) e trkb (B). As analises relativas do
PCR em tempo real da expresséo génica nos hipocampos foram realizadas pela equacao 22T Os
valores estao representados em média £ DP de 5 amostras diferentes de RNAm. Foi utilizado two-
way ANOVA, ***p<0,001. post-hoc Tukey.

Memoria de reconhecimento de objetos

Para a analise de reconhecimento de objetos as etapas avaliadas durante o primeiro
momento, chamado de teste, mostrou que os animais CSAE, DSAE E DAE exploraram
preferencialmente os objetos “A” quando comparados intragrupo, entretanto, entre grupos
ndo houve diferenca, em que a exploracdo dos objetos foi aleatdria, sem apresentar
nenhuma preferéncia (Fase teste: CSAE= 73,30+26,71, n=10; DSAE= 74,07+21,70, n=10,
p=1,00; CAE=90,78+11,02, n=10; DAE= 66,83+13,82, n=10, p=0,97).

Ao avaliar a memoéria de curta duracao intragrupo houve memoaria de curta duracao
nos grupos CSAE e DAE. Ao avaliar o teste de memoéria de curta duracao entre grupos os
ratos submetidos a desnutricdo sem AE ndo apresentaram diferenca no percentual de
exploracdo do objeto novo, quando comparados ao controle sem AE (CSAE= 171,92+
73,65, n=10; DSAE= 125,62+ 19,37, n=10, p=0,34), indicando que o efeito da dieta ndo
modificou, por si s6, a memdéria de curta duragdo. O mesmo aconteceu com 0s ratos que
foram desnutridos e expostos ao AE durante o teste de memoéria de curta duracdo, quando
comparados ao controle com AE (CAE= 142,84+30,27s, n=10; DAE= 176,36+25,40s, n=10,
p=0,80). Quando apenas o fator ambiente € levado em considera¢édo, ndo houve interacdo

na exploracdo de objetos, em que o0s animais expostos ao ambiente ndo apresentaram
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memoria de curta duracdo (CSAE= 171,92+ 73,65s,n=10; CAE= 142,84 + 30,27s,
n=10,p=0,91).

Os grupos CSAE, CAE e DSAE, quando considerados isoladamente, néo
apresentaram a memodria de longa duracdo, enquanto no grupo DAE houve tal tipo de
memoria (CSAE= 98,74+23,57s, n=10, p=0,98; CAE= 124,65+39,34s, n=10, p=0,20; DSAE=
129,32+40,69s, n=10,p=0,11; DAE= 203,72+88,40, n=10,p=0,00). Quanto ao fator dieta, ndo
houve diferenca entre o tempo de exploracdo do objeto novo nos animais dos grupos CSAE
e DSAE (CSAE= 98,74 + 23,57s, n=10; DSAE= 129,32+40,69s, n=10, p=0,88). Entretanto,
0s animais do grupo desnutrido expostos ao AE apresentaram memdria de longa duracéo
gquando comparados entre grupos ao controle com AE, demonstrando que houve interacdo
entre a dieta, o ambiente enriquecido e a exploracdo de objetos nesse grupo
(CAE=124,65+39,34,n=10; DAE= 203,72+88,40, n=10, p=0,0023). Ver figuras 9A, 9B e 9C.
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Figura 9. Efeitos tardios da desnutricdo perinatal apds a exposi¢cdo ao ambiente enriquecido sobre a
memoria de reconhecimento de objetos. Aos 88 dias os animais foram submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos para observar as fases da andlise: teste, tempo 0 (A), periodo de meméria
de curta duragdo, ap6s 180 minutos da fase inicial (B) e a fase da meméria de longa duracgdo, apés
24h do teste (C). Os dados estdo expressos em média ou percentual de exploracdo dos objetos
média + DP. ***p<0,001, **p<0,01,* p<0,05; n= 64; a= diferenca intra-grupo, b= diferenca entre
grupos, three-way ANOVA, post-hoc Tukey.
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Discussao

Estudos prévios em animais mostraram que a restricdo de nutrientes durante o inicio
da vida induz a altera¢cdes morfologicas e funcionais dos circuitos cerebrais que regulam os
processos de meméria e conduz a déficits de memdéria e aprendizado no adulto (Castro,
Tracy e Rudy, 1989; Coupe et al., 2009; Zhang, Li e Yang, 2010). Nao se sabe, contudo, se
o0 ambiente enriquecido na idade adulta modifica o processamento da memoria nos animais
desnutridos na fase perinatal e ainda se esta é uma consequéncia da alteracdo na
plasticidade sinptica através do aumento na expressdo génica do fator neurotréfico
derivado do cérebro (bdnf) e do seu receptor TrkB. Além disso, torna-se necessario
compreender se 0s animais desnutridos desenvolvem um comportamento ansioso e se a
exposi¢cdo ao ambiente enriquecido atenua tais efeitos.

No presente estudo, investigamos o efeito da desnutricdo perinatal sobre a
plasticidade sinaptica no hipocampo de ratos adultos expostos ao ambiente enriquecido,
visto que a plasticidade nessa area pode ser moldada por manipulacbes ambientais, tais
como o0 ambiente enriquecido e a atividade fisica (Huang et al., 2006; Kobilo et al., 2011;
Tanti et al.,, 2012). Desse modo, realizamos uma caracterizacdo comportamental exibida
pela prole de genitoras alimentadas com uma dieta controle (caseina, 17%) ou uma dieta
hipoproteica (caseina, 8%) durante a gestacdo e lactacdo e que em seguida foram
alimentados pela dieta padrdo do biotério Presence®, para obter informacdes sobre os
mecanismos de plasticidade sinaptica no hipocampo através do teste de memoria de
reconhecimento de objetos e da expressao génica do bdnf e TrkB.

Por conseguinte, primeiro examinamos os padrdes de evolu¢cdo ponderal desses
animais. Em seguida, foi realizado o teste para analisar a presenc¢a de ansiedade a fim de
determinar se a restricao proteica precoce interfere no comportamento emocional e contribui
para a presenca de comportamento ansioso nesses animais. Em terceiro lugar, foi realizado
o teste de memodria de reconhecimento de objetos para verificar os efeitos da desnutricdo e
do ambiente enriquecido sobre a memoaria e por fim, foi realizado o PCR Real time para
analisar os niveis de expressado génica do bdnf e TrkB no hipocampo.

Os presentes resultados sugerem que o ambiente enriquecido pode favorecer a
plasticidade singptica naqueles animais que sofreram uma desnutricdo perinatal através de
uma maior expressdo génica do bdnf e seu receptor TrkB, bem como pela presenca da

memdria de longa duracao.

Efeitos darestricdo de proteina sobre a evolugcao ponderal e IMC
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No presente estudo, a evolucdo ponderal mostrou que o peso do grupo desnutrido
durante a gestacao e lactacao foi significativamente menor do que o grupo controle do 1° até
0 60° dia de vida pés-natal (teste t de student), o que corrobora com dados avaliados por
outras pesquisas, nas quais o baixo peso dos filhotes que foram submetidos a desnutricdo
hipoproteica nas fases de gestacao e lactacdo também foi reduzido ao longo da vida (Barros
et al., 2006; Silveira et al., 2007; Orozco-Solis et al., 2009). Entretanto, os animais controles
que foram submetidos ao ambiente enriquecido demonstraram, apds 70 dias, uma perda de
peso se igualando aos animais desnutridos até os 90 dias de vida. Nesse sentido, verificou-
se em um estudo, que utilizou um modelo de AE por um periodo de 18 ou 45 dias, uma
menor evolugdo no peso corporal no grupo exposto ao AE por um periodo de 45 dias
comparado ao controle social (Rizzi et al., 2011).

Outro estudo utilizando ratos alojados em gaiola do AE por um periodo de 40 dias
também apresentou uma menor evolucdo ponderal comparado ao grupo controle sem
exposi¢cdo ao AE, mesmo os animais do grupo AE recebendo uma dieta com suplementacéo
ocasional através de amendoim, pdo e macd (Moncek et al., 2004), assim observado
também em outro experimento com exposicdo ao AE durante 12 semanas (Pena et al.,
2009). Além do mais, a maioria dos estudos demonstra que ha uma menor atividade
locomotora nos animais expostos ao AE, quando comparados ao controle ndo expostos ao
AE, identificada pelo campo aberto (Schloesser et al., 2010; Kobilo et al., 2011). Porém, a
permanéncia dessa caracteristica parece depender da idade e tempo de exposi¢cédo ao AE.
Assim, ratos com 21 dias expostos ao AE por 4 a 8 semanas, apresentam uma menor
atividade locomotora quando comparados ao controle sem AE, porém, animais com 70 dias
expostos por 4 semanas também tém uma menor distancia percorrida em comparagado ao
controle ndo exposto ao AE, mas o efeito persiste por 4, 6 e 8 meses naqueles que
permaneceram por 8 semanas de exposicao (Amaral et al., 2008). Assim, 0s aspectos que
podem influenciar nas nossas andlises e que devem ser explorados sdo a atividade
locomotora, o consumo alimentar e um possivel acimulo maior de gordura abdominal nos
grupos desnutridos.

Nossa observagao de que a deficiéncia de proteina neonatal e a de que o grupo CAE
apresentou evolug¢do ponderal equivalente ao grupo DAE ressalta ainda a importancia de se
considerar o estado nutricional e o ambiente no qual o animal esta inserido no mecanismo a
longo prazo da programacdo perinatal. Assim, outras investigagbes acerca da atividade

metabdlica torna-se-iam necessarias para explicar se as modificacbes advindas de
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alteragcbes precoces nas fases tardias da vida sofrem influéncias ambientais relacionadas
aos mecanismos epigenéticos, tais como acetilagdo de histonas ou metilagcdo de DNA.

Efeitos da restricdo de proteina e do ambiente enriquecido sobre a expressao génica
do bdnf e TrkB no hipocampo

No presente estudo, a realizagdo do PCR em tempo real mostrou que a dieta
modifica a expressado génica do bdnf e TrkB, em que ocasionou uma menor expressao no
bdnf e uma tendéncia a uma menor expressao no receptor TrkB; contudo adicionado a
exposicdo ao ambiente enriquecido houve uma maior expressdo no grupo controle e
desnutrido. Vale ressaltar que ha uma maior resposta de reatividade tanto no que se refere
e expressao génica do bdnf quanto do seu receptor TrkB no grupo desnutrido.

Embora seja um estudo génico, os resultados deste estudo ndo corroboram com
dados experimentais que verificaram um aumento nos niveis proteicos do BDNF em animais
submetidos a uma dieta de restricdo de 50% e um aumento na expresséo do receptor TrkB
(Coupe et al., 2009). Entretanto, em nosso estudo ndo utilizamos a restricdo calorica,
apenas de proteina, que devido as diferencas entre mecanismos pos traducionais pode
aumentar niveis génicos, mas sem mudancgas na expressao proteica desse fator neural. A
utilizacdo de métodos diferentes no que concerne a dieta empregada nos estudos pode
interferir em tais resultados, uma vez que a restricdo calérica pode ser diferente da restricdo
apenas de proteina, a qual nesse estudo apresentou um maior comprometimento nos niveis
génicos do bdnf.

Entretanto, a maioria dos estudos que visam a determinar os mecanismos pelos
gquais o ambiente enriquecido leva ao aumento na expressao génica do bdnf no hipocampo,
estdo associados a atividade fisica voluntéria (Kobilo et al., 2011; Jurgens e Johnson, 2012;
Kondo, Takei e Hirokawa, 2012). Parece, entretanto, que esse aumento esta associado a
plasticidade sinaptica facilitada pelo AE, como verificaram através de immunoblotting e
eletrofisiologia um aumento na expressdo do CREB, fator de transcricdo intrinsecamente
relacionado ao BDNF e da LTP na regido CAl1 do hipocampo (Huang et al., 2006).
Adicionalmente, um experimento realizado em roedores verificou 0 aumento no nimero das
espinhas dendriticas na regido CA1 e DG do hipocampo, o que denota um aumento na
plasticidade nos animais expostos ao AE (Zhu et al., 2009). Em contrapartida, um estudo
utilizando EMG no hipocampo ndo encontrou aumento na potenciagéo singptica basal na via
das fibras perfurantes do hipocampo no grupo AE (Eckert, Bilkey e Abraham, 2010), porém,

houve aumento na excitabilidade celular no DG do hipocampo in vivo.
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Além disso, outros pesquisadores vislumbraram em seus estudos que o0s animais
que realizaram apenas atividade fisica involuntaria apresentaram aumento na expressao do
bdnf apés a realizacdo do PCR, enquanto o grupo ambiente enriquecido com sedentarismo
ndo apresentou tal aumento (Bechara e Kelly, 2013), parecendo ser que a atividade fisica
realizada no ambiente enriquecido aumenta os niveis do bdnf no hipocampo.

Na formagédo do hipocampo, observou-se comparativamente baixos niveis proteicos
de NT-3 e niveis mais elevados de BDNF no grupo AE em um estudo em que 0s animais
permaneceram dos 2 aos 12 meses alojados em um AE, verificados através do método
ELISA (Ickes et al., 2000). Outro estudo verificou que houve modificacBes na expressao
génica envolvida na formacdo de novas sinapses e reorganizacao das sinapses existentes,
alteracdo nos niveis de genes associados a modificagbes que ocorrem durante o
crescimento neural, bem como nos genes associados ao receptor NMDA e a excitabilidade
neuronal, os quais tiveram sua expressdo modificada apos 3 e 6 horas diarias de exposicao
ao AE. A longo prazo, o AE afeta niveis de expressdo de um numero de genes envolvidos
com a estrutura neuronal, sinalizagédo e plasticidade sinaptica. Alguns desses genes estédo
associados ao comportamento, memoria e aprendizado (Rampon et al., 2000).

Logo, a associacao entre os efeitos da programacdo devido a fatores nutricionais e
os produzidos pelo ambiente enriquecido sobre a arborizacdo dendritica, a plasticidade
sinaptica e os niveis proteicos de BDNF e do seu receptor TrkB, torna-se necessaria para
acrescentar dados a esse estudo, com o intuito de se verificar as mudangas morfofuncionais

no hipocampo.

Mecanismos de memoéria de curta e longa duragcdo em animais desnutridos e

expostos ao ambiente enriquecido

Os resultados obtidos neste estudo corroboram em parte com alguns estudos que
mostram a relacdo entre a desnutricdo nos periodos precoces da vida e déficits de memoria,
tal como um estudo anterior, cuja desnutricdo precoce resulta em diminuicdo na densidade
de células NOS positivas na area CAl, CA3 e DG, além de déficits na aprendizagem
espacial identificados pelo labirinto aquéatico de Morris (Zhang, Li e Yang, 2010). Além do
mais, outros pesquisadores encontraram em seus experimentos que a desnutricdo induziu
além de déficits no peso corporal, atraso na maturacéo reflexa e na aquisicao de padrdes
maduros do desenvolvimento de atividade locomotora realizados no campo aberto (Barros
et al., 2006). Por outro lado, um grupo de pesquisa identificou em animais que sofreram

privagdo alimentar, consistindo em limitar o acesso do filhote ao leite removendo-o da gaiola



79

a partir do dia 2° dia pés-natal 12 horas por dia, que ndo houve diferenca no desempenho
durante os quatro dias de teste no labirinto aquéatico de Morris. Entretanto, os animais do
grupo com privacdo alimentar passaram menos tempo no quadrante alvo (Akman et al.,
2004).

No nosso estudo, porém, ao avaliarmos isoladamente os grupos CSAE e DAE
verificamos que os mesmos apresentaram memaria de curta duragdo, porém, comparando-
se entre grupos, observou-se que a dieta ndo interferiu na memoria de curta ou longa
duracdo. Contudo, verificando-se a desnutricdo como um fator isolado, ndo houve
interferéncia desta ha memaria de reconhecimento de objetos. J& com relagdo ao ambiente
enriguecido isoladamente, o grupo DAE apresentou memoéria de longa duracdo, bem como
gquando comparado ao grupo CAE. Um fato que se deve ressaltar, de uma maneira geral, é
gque a o AE também influenciou na eficacia dessa exploracdo dos objetos, em que os
animais os exploraram adequadamente em um menor tempo.

Desse modo, o inicio de exposi¢cdo ao ambiente enriquecido, bem como os periodos
de exposicdo e a frequéncia de troca dos utensilios parecem interferir no perfil de
exploracdo dos objetos, bem como na plasticidade sinaptica do hipocampo no adulto. Um
estudo utilizando a exposi¢do ao AE por um periodo de 7 a 15 dias com troca semanal dos
objetos promoveu in vivo um aumento na excitabilidade celular no DG do hipocampo, porém
ndo houve alteragdo na eficacia sinaptica no DG bem como na potenciacdo sinaptica das
vias perfurantes do hipocampo (Eckert, Bilkey e Abraham, 2010), no entanto outro estudo
com tempo de exposicdo semelhante demonstrou que houve um melhor desempenho no
labirinto aquético de Morris e aumento na expressdo da CREB e LTP na &area CAl do
hipocampo (Huang et al., 2006). Uma pesquisa expds os ratos ao AE durante 3 horas
diarias por um periodo de 14 dias com trocas diarias dos objetos e verificou memodria de
longa duracdo nesses animais (Bruel-Jungerman, Laroche e Rampon, 2005). Ja uma
experiéncia de exposicdo ao AE durante 3 semanas com troca semanal dos utensilios
promoveu maior percentual de exploracdo do objeto novo na memoria de curta duragdo no
grupo AE com exercicio involuntario (Bechara e Kelly, 2013). Adicionalmente, outro autor
utilizou exposicdo ao AE durante trés periodos diferentes: 2, 3 e 6 semanas com troca
semanal dos objetos e observou que os grupos 2 e 3 semanas apresentaram memoria de
curta duracdo na tarefa de reconhecimento de objetos, porém o grupo 6 semanas
apresentou memoria espacial e de trabalho na tarefa do labirinto T (Birch, Mcgarry e Kelly,
2013).

Além disso, um experimento com roedores fémeas expostos ao AE durante 3

semanas, verificou aumento no desempenho no julgamento da plataforma escondida no
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labirinto aquatico de Morris (Kondo, Takei e Hirokawa, 2012). Estudos utilizando o labirinto
aquatico de Morris verificaram um menor escape de laténcia nos grupos AE expostos
durante 25 minutos por dia, do dia 10 ao 14 apds o nascimento (Zhong et al., 2009) e
animais expostos durante 3 meses apresentaram estratégias de navegacdo mais rapidas
(Leggio et al., 2005).

No presente estudo, utilizamos um periodo maior de exposicdo ao ambiente
enriquecido, 6 semanas com troca e/ou rearranjo dos utensilios a cada 5 dias para
identificar a resposta na meméria de reconhecimento de objetos nos grupos controle e
desnutrido sem ou com exposicdo ao AE. Evidenciamos, com esse tipo de exposicao,
resultados semelhantes aos de outros modelos experimentais mais utilizados na literatura,
tais como 30 dias de exposi¢do com aquisi¢cao de tarefa instrumental (Madronal et al., 2010),
6 semanas de exposicdo com aumento no percentual da exploragdo do objeto novo na
memoria de curta duragéo (Tanti et al., 2012). Um outro tipo de exposi¢éo encontrado foi por
3 ou 6 semanas com trocas semanais, com aquisicdo de memoéria de curta duragcdo nos
grupos 3 e 6 semanas e no grupo 6 semanas com memaria espacial e de trabalho (Birch,
Mcgarry e Kelly, 2013), entre outros. Essas diferengas encontradas nos resultados dos
estudos decorrem possivelmente devido aos variados métodos empregados; entretanto,
nossos dados sdo inéditos no que se refere a associagcdo da exposi¢cdo cronica ao AE em
animais adultos que foram submetidos a restricdo proteica durante o periodo critico do
desenvolvimento do SN e a expressdo génica do bdnf e TrkB bem como com relacdo a
memoria de reconhecimento de objetos em tais animais.

Demonstrou-se com os dados obtidos que mesmo havendo um periodo de exposi¢ao
ao ambiente enriqguecido menor que 6 meses, foram verificadas modificacbes
comportamentais e moleculares nesses animais, embora dados na literatura relatem que
seja necessario maior tempo de exposi¢cdo para se observar modificacfes estruturais na
formacdo hipocampal e como consequéncia, uma persisténcia da memoria de longa
duracgéo. De fato, em ratos com 9 a 10 meses de idade e expostos ao AE por um periodo a
partir de 6 meses e com troca semanal dos objetos, foi verificado um aumento na
proliferacdo celular no giro denteado do hipocampo, porém, ndo houve diferenca na
sobrevivéncia celular no DG (Catlow et al., 2009). J& um estudo utilizou animais com 4
meses de vida expostos por 2h ou 6h/dia, por 2 dias ou 14 dias ao AE com troca dos objetos
a cada 12h e houve modificagbes na expressdo génica envolvidas na formag¢do de novas
sinapses e reorganizacdo ou alongamento das sinapses existentes, demonstrando ocorrer

plasticidade sinaptica apos periodos de exposi¢cdo ao AE (Rampon et al., 2000).
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Quanto as diferengas encontradas no presente estudo em relacdo ao grupo DAE
apresentar memoria de longa duracdo, podemos inferir que o fator nutricional é
determinante para as repercussdes desse modelo no adulto. Baseados no conceito DoHaD,
0 AE parece favorecer ajustes fenotipicos na plasticidade sindptica no hipocampo desses
organismos desnutridos precocemente direcionados a arborizagcdo dendritica e ao aumento
na expresséo génica do bdnf e do seu receptor trkb, estes encontrados em nosso estudo.
De fato, estudo prévio do nosso grupo verificou que restricdo de nutrientes em periodos
precoces ocasionou reducdo na proliferacdo celular no DG do hipocampo adulto, porém,
ndo impediu a diferenciacdo neuronal de novas células nessa regido (Matos et al., 2011).
Além do mais, outras investigacdes em animais normonutridos demonstraram que a
exposi¢cdo ao AE ocasionou um aumento no ndmero de neurdnios no giro denteado do
hipocampo e da expressao génica do bdnf nessa regido (Kobilo et al., 2011), aumento na
expressao do bdnf, além de células em proliferagdo no giro denteado hipocampal (Bechara
e Kelly, 2013) e aumento no nimero de espinhas dendriticas nas areas CAl e no giro

denteado do hipocampo (Zhu et al., 2009).

Caracteristicas de comportamento de ansiedade em animais desnutridos e
expostos ao ambiente enriquecido

Um recente estudo que analisou os efeitos da desnutricdo proteica durante a
gestagdo e/ou lactagdo, concluiu que ratos podem apresentar maior comportamento de
ansiedade a depender do periodo no qual ocorre o déficit nutricional (Reyes-Castro et al.,
2012). Desse modo, o teste de ansiedade comportamental foi realizado em nosso estudo
para verificar se 0s nossos animais expostos ao AE desenvolveram comportamento ansioso,
0 gue poderia estar associado ao tempo de agrupamento social, a agressividade ocasionada
por este e a densidade demogréfica encontrada. De fato, um estudo verificou que o fator
competicdo por alimento foi encontrado nos animais desnutridos durante a lactagdo e
expostos ao AE durante 30 dias, com uma atividade agressiva observada entre aqueles
(Katz, Davies e Dobbing, 1982). Entretanto, no presente estudo as observacdes do
comportamento de ansiedade indicaram que o fator dieta ndo provocou ansiedade. Quando
comparamos 0s grupos CSAE e CAE, houve uma menor ansiedade no grupo CAE.
Entretanto, no que se refere a tomada de decisdo dos animais desnutridos expostos ao
ambiente enriquecido, houve tracos de ansiedade, devido a sua permanéncia maior no

centro, o que caracteriza um conflito de deciséo de qual campo explorar.
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Estudos anteriores demonstraram que 0s animais expostos ao ambiente enriquecido
apresentam uma tendéncia a apresentar um maior percentual de entradas no brago aberto
do labirinto em cruz elevado (Pena et al., 2006; Pena et al., 2009; Tanti et al., 2012), o que
demonstra um traco de menor comportamento ansioso, além de um maior tempo de
permanéncia no bragco aberto (Galani et al., 2007). Um outro estudo verificou que o
ambiente enriquecido reverteu os efeitos do stress, em que grupos de animais controle,
submetidos ao stress e stress com AE, em que foi utilizado um modelo de teste de caixa
claro / escuro, demonstrou que os animais controle e AE com stress mostraram um menor
comportamento ansioso, em gue permaneceram um percentual de tempo maior na regido
clara da caixa (Schloesser et al., 2010).

Parece entdo, que o ambiente enriquecido pode minimizar os efeitos dos eventuais
comportamentos de ansiedade nesses animais, porém sem efeito naqueles desnutridos
precocemente. Esse perfil comportamental encontrado em nosso estudo talvez seja devido
as trocas frequentes de objetos com o0 aumento no interesse dos animais a exploracao dos
mesmos em detrimento das agressfes encontradas em agrupamentos sociais, bem como a
diminuicdo da habituacdo ao ambiente em que vivem. Nossa densidade demografica
também parece ter permitido uma adequada locomoc¢éo desses animais, inclusive na idade
adulta.

Desse modo, compreender os mecanismos subjacentes a relacdo desnutricdo na
fase precoce da vida e os eventuais beneficios promovidos pelo ambiente enriquecido na
fase adulta no que se refere a expressao génica do bdnf e do receptor TrkB, bem como
guanto a memoria de reconhecimento de objetos foi 0 nosso objetivo. Para os individuos
desnutridos em periodos precoces da vida, o ambiente enriquecido proporciona estimulos
visual, somatossensorial, vestibular e aumento da atividade fisica voluntaria, podendo
agregar beneficios tais como a melhoria da memoria e aprendizado.

Logo, o presente estudo é inédito ao apresentar a associagéo entre a desnutricdo e a
exposicdo ao AE, estudos de expressdo génica do bdnf e Trkb e a memoria de
reconhecimento de objetos. Por conseguinte, tomados em conjunto aos resultados
anteriores da literatura, as nossas observacdes sugerem que a desnutricdo perinatal pode
causar déficits cognitivos e comportamentais no organismo adulto e o ambiente enriquecido
pode reverté-los através do aumento na expressao génica do bdnf e do seu receptor trkb.
Dessa forma, vislumbramos com tais resultados um reforco as estratégias que visam ao

favorecimento da prevencao de déficits cognitivos associados a desnutricao perinatal.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A constatacao de que os efeitos do insulto nutricional no desenvolvimento do cérebro
sdo de longa duracéo e que podem levar a modificagbes permanentes na aprendizagem e
no comportamento do individuo € de suma importancia, tanto em termos clinicos como
experimentais, visto que a desnutricdo ainda € um problema mundial que afeta milhées de
individuos nas fases mais vulneraveis do desenvolvimento do SN, principalmente em paises
subdesenvolvidos. Em contrapartida, o ambiente enriquecido surge como uma alternativa
terapéutica que pode minimizar os efeitos da desnutricdo precoce e facilitar os mecanismos
de memoria e aprendizado através da reorganizacdo da circuitaria sinaptica e um maior
nivel de fatores troficos, como o BDNF.

Desse modo, compreender os mecanismos subjacentes a relacdo desnutricdo na
fase precoce da vida e os eventuais beneficios promovidos pelo ambiente enriquecido na
fase adulta foi 0 nosso objetivo. Para a crianga desnutrida em periodos precoces da vida, o
ambiente enriquecido proporciona estimulos visual, somatosensorial, vestibular, aumento
da atividade fisica involuntaria e pode agregar beneficios tais como a melhoria da memdéria e
aprendizado, bem como a diminuicdo da ansiedade.

Assim, apesar de muitos estudiosos utilizarem o modelo experimental de desnutri¢céo
proteica perinatal e outros pesquisadores investigarem os efeitos do ambiente enriquecido
sobre a formacgéo hipocampal, as repercussdes da desnutricdo perinatal no hipocampo em
animais expostos ao ambiente enriquecido no que se refere ao estudo da expresséo génica
do bdnf e TrkB no hipocampo e avaliacdo da memoria de reconhecimento de objetos ainda
ndo haviam sido detalhadamente exploradas. Esse trabalho demonstrou que o ambiente
enriguecido em modelos experimentais de desnutricdo precoce promove efeitos diversos,
como uma maior expressdo génica do bdnf e do seu receptor TrkB no hipocampo,
facilitacdo da memoria de curta e longa duragdo, além de um menor comportamento de
ansiedade nesses animais. Essas modificac6es provavelmente se dédo devido a plasticidade
sinaptica, que pode promover esses mecanismos moleculares, além de alteracbes anatomo
funcionais no hipocampo.

Entretanto, as alteragcbes morfolégicas e estruturais capazes de justificar tais
alteragcbes comportamentais ainda precisam ser exploradas. Para tanto, as nossas
perspectivas futuras sdo as de realizacdo de imunohistoquimica para verificar se houve
neurogénese no giro denteado do hipocampo, o que pode favorecer a plasticidade
singptica. Além disso, € necessario verificar os niveis de sintese proteica do BDNF nessa

regido pelo método de immunoblotting. Outra necessidade a ser investigada € compreender
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guais sdo 0s mecanismos moleculares, como 0s epigenéticos, que podem esclarecer como
ocorrem as interacdes ambientais na regulagdo tardia dos processos de memoéria e

aprendizado, tais como acetilacdo de histonas e metilac.



90

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKMAN, C. et al. Effect of food deprivation during early development on cognition and
neurogenesis in the rat. Epilepsy Behav, v. 5, n. 4, p. 446-54, Aug 2004.

ALONSO, M. et al. Endogenous BDNF is required for long-term memory formation in the
rat parietal cortex. Learn Mem, v. 12, n. 5, p. 504-10, Sep-Oct 2005.

ALONSO, M.; MEDINA, J. H.; POZZO-MILLER, L. ERK1/2 activation is necessary for
BDNF to increase dendritic spine density in hippocampal CA1 pyramidal neurons. Learn
Mem, v. 11, n. 2, p. 172-8, Mar-Apr 2004.

ALONSO, M. et al. BDNF-triggered events in the rat hippocampus are required for both
short- and long-term memory formation. Hippocampus, v. 12, n. 4, p. 551-60, 2002.

ALONSO, M. et al. Signaling mechanisms mediating BDNF modulation of memory
formation in vivo in the hippocampus. Cell Mol Neurobiol, v. 22, n. 5-6, p. 663-74, Dec 2002.

AMARAL, O. B. et al. Duration of environmental enrichment influences the magnitude and
persistence of its behavioral effects on mice. Physiol Behav, v. 93, n. 1-2, p. 388-94, Jan 28
2008.

ARONIADOU, V. A.; TEYLER, T. J. The role of NMDA receptors in long-term potentiation
(LTP) and depression (LTD) in rat visual cortex. Brain Res, v. 562, n. 1, p. 136-43, Oct 18
1991.

BALU, D. T.; LUCKI, I. Adult hippocampal neurogenesis: regulation, functional
implications, and contribution to disease pathology. Neurosci Biobehav Rev, v. 33, n. 3, p.
232-52, Mar 2009.

BAROUKI, R. et al. Developmental origins of non-communicable disease: implications for
research and public health. Environ Health, v. 11, p. 42, 2012.

BARROS, K. M. et al. A regional model (Northeastern Brazil) of induced mal-nutrition
delays ontogeny of reflexes and locomotor activity in rats. Nutr Neurosci, v. 9, n. 1-2, p. 99-
104, Feb-Apr 2006.

BEAUQUIS, J. et al. Short-term environmental enrichment enhances adult neurogenesis,
vascular network and dendritic complexity in the hippocampus of type 1 diabetic mice. PLoS
One, v. 5, n. 11, p. €13993, 2010.

BECHARA, R. G.; KELLY, A. M. Exercise improves object recognition memory and
induces BDNF expression and cell proliferation in cognitively enriched rats. Behav Brain
Res, v. 245, p. 96-100, May 15 2013.



91

BEDI, K. S. Effects of undernutrition during early life on granule cell numbers in the rat
dentate gyrus. J Comp Neurol, v. 311, n. 3, p. 425-33, Sep 15 1991.

BEGENISIC, T. et al. Environmental enrichment decreases GABAergic inhibition and
improves cognitive abilities, synaptic plasticity, and visual functions in a mouse model of
Down syndrome. Front Cell Neurosci, v. 5, p. 29, 2011.

BIRCH, A. M.; MCGARRY, N. B.; KELLY, A. M. Short-term environmental enrichment, in
the absence of exercise, improves memory, and increases NGF concentration, early neuronal
survival, and synaptogenesis in the dentate gyrus in a time-dependent manner. Hippocampus,
v. 23, n. 6, p. 437-50, Jun 2013.

BRUEL-JUNGERMAN, E.; LAROCHE, S.; RAMPON, C. New neurons in the dentate gyrus
are involved in the expression of enhanced long-term memory following environmental
enrichment. Eur J Neurosci, v. 21, n. 2, p. 513-21, Jan 2005.

CASTRO, C. A.; TRACY, M.; RUDY, J. W. Early-life undernutrition impairs the
development of the learning and short-term memory processes mediating performance in a
conditional-spatial discrimination task. Behav Brain Res, v. 32, n. 3, p. 255-64, Apr 1 1989.

CATLOW, B. J. et al. Effects of environmental enrichment and physical activity on
neurogenesis in transgenic PS1/APP mice. Brain Res, v. 1256, p. 173-9, Feb 23 2009.

CHOI, S. H. et al. Regulation of hippocampal progenitor cell survival, proliferation and
dendritic development by BDNF. Mol Neurodegener, v. 4, p. 52, 20009.

COUPE, B. et al. Perinatal undernutrition modifies cell proliferation and brain-derived
neurotrophic factor levels during critical time-windows for hypothalamic and hippocampal
development in the male rat. J Neuroendocrinol, v. 21, n. 1, p. 40-8, Jan 2009.

CUNHA, C.; BRAMBILLA, R.; THOMAS, K. L. A simple role for BDNF in learning and
memory? Front Mol Neurosci, v. 3, p. 1, 2010.

DIAZ-CINTRA, S. et al. Effects of prenatal malnutrition and postnatal nutritional
rehabilitation on CA3 hippocampal pyramidal cells in rats of four ages. Brain Res, v. 662, n.
1-2, p. 117-26, Oct 31 1994.

DUDALI, Y. The neurobiology of consolidations, or, how stable is the engram? Annu Rev
Psychol, v. 55, p. 51-86, 2004.

ECKERT, M. J.; BILKEY, D. K.; ABRAHAM, W. C. Altered plasticity in hippocampal
CA1, but not dentate gyrus, following long-term environmental enrichment. J Neurophysiol,
v. 103, n. 6, p. 3320-9, Jun 2010.

EHNINGER, D. et al. Enriched environment and physical activity reduce microglia and
influence the fate of NG2 cells in the amygdala of adult mice. Cell Tissue Res, v. 345, n. 1, p.
69-86, Jul 2011.



92

FERNANDEZ, V. et al. NADPH-d positive neurons in the developing somatosensory cortex
of the rat: effects of early and late environmental enrichment. Brain Res Dev Brain Res, v.
107, n. 2, p. 299-307, May 15 1998.

FINKBEINER, S. et al. CREB: a major mediator of neuronal neurotrophin responses.
Neuron, v. 19, n. 5, p. 1031-47, Nov 1997.

FRANK, L. et al. BDNF down-regulates neurotrophin responsiveness, TrkB protein and
TrkB mRNA levels in cultured rat hippocampal neurons. Eur J Neurosci, v. 8, n. 6, p. 1220-
30, Jun 1996.

FURINI, C. R. et al. Beta-adrenergic receptors link NO/sGC/PKG signaling to BDNF
expression during the consolidation of object recognition long-term memory. Hippocampus,
v. 20, n. 5, p. 672-83, May 2010.

GALANI, R. et al. The behavioral effects of enriched housing are not altered by serotonin
depletion but enrichment alters hippocampal neurochemistry. Neurobiol Learn Mem, v. 88, n.
1, p. 1-10, Jul 2007.

GEORGIEFF, M. K. Nutrition and the developing brain: nutrient priorities and measurement.
Am J Clin Nutr, v. 85, n. 2, p. 614S-620S, Feb 2007.

GHOSH, A.; CARNAHAN, J.; GREENBERG, M. E. Requirement for BDNF in activity-
dependent survival of cortical neurons. Science, v. 263, n. 5153, p. 1618-23, Mar 18 1994.

GLUCKMAN, P. D.; HANSON, M. A. Living with the past: evolution, development, and
patterns of disease. Science, v. 305, n. 5691, p. 1733-6, Sep 17 2004.

HAAPASALO, A. et al. Regulation of TRKB surface expression by brain-derived
neurotrophic factor and truncated TRKB isoforms. J Biol Chem, v. 277, n. 45, p. 43160-7,
Nov 8 2002.

HAGG, T. From neurotransmitters to neurotrophic factors to neurogenesis. Neuroscientist, v.
15, n. 1, p. 20-7, Feb 2009.

HE, X. P. et al. Conditional deletion of TrkB but not BDNF prevents epileptogenesis in the
kindling model. Neuron, v. 43, n. 1, p. 31-42, Jul 8 2004.

HUANG, E. J.; REICHARDT, L. F. Neurotrophins: roles in neuronal development and
function. Annu Rev Neurosci, v. 24, p. 677-736, 2001.

. Trk receptors: roles in neuronal signal transduction. Annu Rev Biochem, v. 72, p.
609-42, 2003.

HUANG, F. L. et al. Environmental enrichment enhances neurogranin expression and
hippocampal learning and memory but fails to rescue the impairments of neurogranin null
mutant mice. J Neurosci, v. 26, n. 23, p. 6230-7, Jun 7 2006.



93

ICKES, B. R. et al. Long-term environmental enrichment leads to regional increases in
neurotrophin levels in rat brain. Exp Neurol, v. 164, n. 1, p. 45-52, Jul 2000.

IZQUIERDO, I.; MEDINA, J. H. Memory formation: the sequence of biochemical events in
the hippocampus and its connection to activity in other brain structures. Neurobiol Learn
Mem, v. 68, n. 3, p. 285-316, Nov 1997.

IZQUIERDO, I. et al. Separate mechanisms for short- and long-term memory. Behav Brain
Res, v. 103, n. 1, p. 1-11, Aug 1999.

JAHNKE, S.; BEDI, K. S. Undernutrition during early life increases the level of apoptosis in
the dentate gyrus but not in the CA2+CA3 region of the hippocampal formation. Brain Res, v.
1143, p. 60-9, Apr 27 2007.

JANKOWSKY, J. L. et al. Environmental enrichment mitigates cognitive deficits in a mouse
model of Alzheimer's disease. J Neurosci, v. 25, n. 21, p. 5217-24, May 25 2005.

JOVANOVIC, J. N. et al. Synapsins as mediators of BDNF-enhanced neurotransmitter
release. Nat Neurosci, v. 3, n. 4, p. 323-9, Apr 2000.

JURGENS, H. A.; JOHNSON, R. W. Environmental enrichment attenuates hippocampal
neuroinflammation and improves cognitive function during influenza infection. Brain Behav
Immun, v. 26, n. 6, p. 1006-16, Aug 2012.

KANDEL, E. R. The molecular biology of memory storage: a dialogue between genes and
synapses. Science, v. 294, n. 5544, p. 1030-8, Nov 2 2001.

KATZ, H. B.; DAVIES, C. A.; DOBBING, J. Effects of undernutrition at different ages early
in life and later environmental complexity on parameters of the cerebrum and hippocampus in
rats. J Nutr, v. 112, n. 7, p. 1362-8, Jul 1982.

KELLEHER, R. J., 3RD et al. Translational control by MAPK signaling in long-term
synaptic plasticity and memory. Cell, v. 116, n. 3, p. 467-79, Feb 6 2004.

KEMPERMANN, G. et al. Early determination and long-term persistence of adult-generated
new neurons in the hippocampus of mice. Development, v. 130, n. 2, p. 391-9, Jan 2003.

KOBILO, T. et al. Running is the neurogenic and neurotrophic stimulus in environmental
enrichment. Learn Mem, v. 18, n. 9, p. 605-9, 2011.

KONDO, M.; TAKEI, Y.; HIROKAWA, N. Motor protein KIF1A is essential for
hippocampal synaptogenesis and learning enhancement in an enriched environment. Neuron,
v. 73,n. 4, p. 743-57, Feb 23 2012.

LAUS, M. F. et al. Early postnatal protein-calorie malnutrition and cognition: a review of
human and animal studies. Int J Environ Res Public Health, v. 8, n. 2, p. 590-612, Feb 2011.



94

LEGGIO, M. G. et al. Environmental enrichment promotes improved spatial abilities and
enhanced dendritic growth in the rat. Behav Brain Res, v. 163, n. 1, p. 78-90, Aug 30 2005.

LI, Y. et al. TrkB regulates hippocampal neurogenesis and governs sensitivity to
antidepressive treatment. Neuron, v. 59, n. 3, p. 399-412, Aug 14 2008.

MA, Y. L. etal. Brain-derived neurotrophic factor antisense oligonucleotide impairs memory
retention and inhibits long-term potentiation in rats. Neuroscience, v. 82, n. 4, p. 957-67, Feb
1998.

MADRONAL, N. et al. Effects of enriched physical and social environments on motor
performance, associative learning, and hippocampal neurogenesis in mice. PLoS One, v. 5, n.
6, p. €11130, 2010.

MARTIN, S. J.; GRIMWOOQOD, P. D.; MORRIS, R. G. Synaptic plasticity and memory: an
evaluation of the hypothesis. Annu Rev Neurosci, v. 23, p. 649-711, 2000.

MATOQOS, R. J. et al. Nutrient restriction during early life reduces cell proliferation in the
hippocampus at adulthood but does not impair the neuronal differentiation process of the new
generated cells. Neuroscience, v. 196, p. 16-24, Nov 24 2011.

MAURAGE, C. Children's nutrition and health in adulthood. Appetite, v. 51, n. 1, p. 22-4, Jul
2008.

MESA-GRESA, P.; PEREZ-MARTINEZ, A.; REDOLAT, R. Environmental enrichment
improves novel object recognition and enhances agonistic behavior in male mice. Aggress
Behav, v. 39, n. 4, p. 269-79, Jul-Aug 2013.

MONCEK, F. et al. Effect of environmental enrichment on stress related systems in rats. J
Neuroendocrinol, v. 16, n. 5, p. 423-31, May 2004.

MONTEIRO, J. S. et al. Psychosocial stimulation and brain plasticity in malnourished
individuals. Rev. bras. sadde matern. infant, v. 1, p. 15-22, 2002.

MORGANE, P. J.; MOKLER, D. J.; GALLER, J. R. Effects of prenatal protein malnutrition
on the hippocampal formation. Neurosci Biobehav Rev, v. 26, n. 4, p. 471-83, Jun 2002.

MOWLA, S. J. et al. Biosynthesis and post-translational processing of the precursor to brain-
derived neurotrophic factor. J Biol Chem, v. 276, n. 16, p. 12660-6, Apr 20 2001.

MURER, M. G.; YAN, Q.; RAISMAN-VOZARI, R. Brain-derived neurotrophic factor in the
control human brain, and in Alzheimer's disease and Parkinson's disease. Prog Neurobiol, v.
63, n. 1, p. 71-124, Jan 2001.

NEVES, G.; COOKE, S. F.; BLISS, T. V. Synaptic plasticity, memory and the hippocampus:
a neural network approach to causality. Nat Rev Neurosci, v. 9, n. 1, p. 65-75, Jan 2008.



95

ODELBERG, S. J. Cellular plasticity in vertebrate regeneration. Anat Rec B New Anat, v.
287, n. 1, p. 25-35, Nov 2005.

OLSON, A. K. et al. Environmental enrichment and voluntary exercise massively increase
neurogenesis in the adult hippocampus via dissociable pathways. Hippocampus, v. 16, n. 3, p.
250-60, 2006.

OROZCO-SOLIS, R. et al. Perinatal undernutrition-induced obesity is independent of the
developmental programming of feeding. Physiol Behav, v. 96, n. 3, p. 481-92, Mar 2 2009.

OST'ADALOVA, |.; BABICKY, A. Periodization of the early postnatal development in the
rat with particular attention to the weaning period. Physiol Res, v. 61 Suppl 1, p. S1-7, 2012.

OZANNE, S. E. et al. Early programming of weight gain in mice prevents the induction of
obesity by a highly palatable diet. Clin Sci (Lond), v. 106, n. 2, p. 141-5, Feb 2004.

PANG, T. Y.; HANNAN, A. J. Enhancement of cognitive function in models of brain disease
through environmental enrichment and physical activity. Neuropharmacology, v. 64, p. 515-
28, Jan 2013.

PATEL, M. S.; SRINIVASAN, M. Metabolic programming due to alterations in nutrition in
the immediate postnatal period. J Nutr, v. 140, n. 3, p. 658-61, Mar 2010.

PELLOW, S. et al. Validation of open:closed arm entries in an elevated plus-maze as a
measure of anxiety in the rat. J Neurosci Methods, v. 14, n. 3, p. 149-67, Aug 1985.

PENA, Y. et al. Environmental enrichment effects in social investigation in rats are gender
dependent. Behav Brain Res, v. 174, n. 1, p. 181-7, Nov 1 2006.

PENA, Y. et al. Enduring effects of environmental enrichment from weaning to adulthood on
pituitary-adrenal function, pre-pulse inhibition and learning in male and female rats.
Psychoneuroendocrinology, v. 34, n. 9, p. 1390-404, Oct 2009.

POO, M. M. Neurotrophins as synaptic modulators. Nat Rev Neurosci, v. 2, n. 1, p. 24-32,
Jan 2001.

RAMPON, C. et al. Effects of environmental enrichment on gene expression in the brain.
Proc Natl Acad Sci U S A, v. 97, n. 23, p. 12880-4, Nov 7 2000.

REEVES, P. G.; NIELSEN, F. H.; FAHEY, G. C., JR. AIN-93 purified diets for laboratory
rodents: final report of the American Institute of Nutrition ad hoc writing committee on the
reformulation of the AIN-76A rodent diet. J Nutr, v. 123, n. 11, p. 1939-51, Nov 1993.

REYES-CASTRO, L. A. et al. Maternal protein restriction in the rat during pregnancy and/or
lactation alters cognitive and anxiety behaviors of female offspring. Int J Dev Neurosci, v. 30,
n. 1, p. 39-45, Feb 2012.



96

RIEDEL, G.; MICHEAU, J. Function of the hippocampus in memory formation: desperately
seeking resolution. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, v. 25, n. 4, p. 835-53, May
2001.

RIEDEL, G.; PLATT, B.; MICHEAU, J. Glutamate receptor function in learning and
memory. Behav Brain Res, v. 140, n. 1-2, p. 1-47, Mar 18 2003.

RIZZIl, S. et al. Impact of environmental enrichment on neurogenesis in the dentate gyrus
during the early postnatal period. Brain Res, v. 1415, p. 23-33, Sep 30 2011.

ROJAS, J. J. et al. Effects of daily environmental enrichment on behavior and dendritic spine
density in hippocampus following neonatal hypoxia-ischemia in the rat. Exp Neurol, v. 241,
p. 25-33, Mar 2013.

ROSSATO, J. I. et al. On the role of hippocampal protein synthesis in the consolidation and
reconsolidation of object recognition memory. Learn Mem, v. 14, n. 1, p. 36-46, January-
February 2007.

SANTOS, A. G. et al. Late repercussions of intra uterus and postnatal nutritional
disturbances. Pediatria (S&o Paulo), v. 25, n. (1/2), p. 43-50, 2003.

SCHLOESSER, R. J. et al. Environmental enrichment requires adult neurogenesis to
facilitate the recovery from psychosocial stress. Mol Psychiatry, v. 15, n. 12, p. 1152-63, Dec
2010.

SILVEIRA, A. C. et al. Neurogenesis of GABAergic cells in the retina of malnourished rats.
Int J Dev Neurosci, v. 25, n. 5, p. 325-33, Aug 2007.

TANTI, A. et al. Differential environmental regulation of neurogenesis along the septo-
temporal axis of the hippocampus. Neuropharmacology, v. 63, n. 3, p. 374-84, Sep 2012.

TONGIORGI, E. Activity-dependent expression of brain-derived neurotrophic factor in
dendrites: facts and open questions. Neurosci Res, v. 61, n. 4, p. 335-46, Aug 2008.

TONI, N. et al. Synapse formation on neurons born in the adult hippocampus. Nat Neurosci,
v. 10, n. 6, p. 727-34, Jun 2007.

VAN DEN BERGH, B. R. H. Developmental programming of early brain and behaviour
development and mental health: a conceptual framework. Developmental Medicine & Child
Neurology, v. 53 (Suppl. 4), p. 19-23, 2011.

VIANNA, M. R. et al. Retrieval of memory for fear-motivated training initiates extinction
requiring protein synthesis in the rat hippocampus. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 98, n. 21, p.
12251-4, Oct 9 2001.

WILLIAMSON, L. L.; CHAO, A.; BILBO, S. D. Environmental enrichment alters glial
antigen expression and neuroimmune function in the adult rat hippocampus. Brain Behav
Immun, v. 26, n. 3, p. 500-10, Mar 2012.



97

ZAGAAR, M. et al. Regular treadmill exercise prevents sleep deprivation-induced disruption
of synaptic plasticity and associated signaling cascade in the dentate gyrus. Mol Cell
Neurosci, Jul 30 2013.

ZAGREBELSKY, M.; KORTE, M. Form follows function: BDNF and its involvement in
sculpting the function and structure of synapses. Neuropharmacology, Jun 8 2013.

ZHANG, Y.; LI, N.; YANG, Z. Perinatal food restriction impaired spatial learning and
memory behavior and decreased the density of nitric oxide synthase neurons in the
hippocampus of adult male rat offspring. Toxicol Lett, v. 193, n. 2, p. 167-72, Mar 15 2010.

ZHONG, L. et al. Calmodulin activation is required for the enhancement of hippocampal
neurogenesis following environmental enrichment. Neurol Res, v. 31, n. 7, p. 707-13, Sep
2009.

ZHU, S. W. et al. Influence of environmental manipulation on exploratory behaviour in male
BDNF knockout mice. Behav Brain Res, v. 197, n. 2, p. 339-46, Feb 11 2009.



