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RESUMO  

 

O sistema nervoso (SN) possui habilidade para modificar sua organização 

morfofuncional em resposta a mudanças internas ou demandas externas, caracterizando-se 

assim a plasticidade cerebral. Fatores externos como a desnutrição durante as fases iniciais 

da vida podem alterar o desenvolvimento adequado do organismo e ocasionar na fase 

adulta danos nas funções do sistema nervoso. Entretanto, um outro fator ambiental, o 

ambiente enriquecido (AE), pode favorecer a memória através de alterações na expressão 

de fatores tróficos, especialmente o fator derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo. O 

presente estudo objetivou avaliar o efeito do ambiente enriquecido sobre a plasticidade 

sináptica no hipocampo de ratos adultos que foram submetidos à desnutrição no período 

perinatal. Foram utilizados ratos machos Wistar divididos em grupos segundo a dieta 

durante a gestação e lactação: controle (C) e desnutrido (D). Após o desmame, os filhotes 

receberam dieta Presence® e foram subdivididos segundo a exposição 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 evolução ponderal foi modificada pela desnutrição e o peso ao nascer até os 

70 dias de vida, após a exposição ao AE, foi menor que o controle; aos 80 dias, o grupo 

CAE apresentou menor peso, igualando-se ao DAE. Quanto aos aspectos de memória de 

reconhecimento de objetos, comparando intragrupo, tanto o CSAE quanto o DAE 

apresentaram memória de curta duração. A comparação entre grupos mostrou que a dieta e 

o ambiente enriquecido influenciaram na memória de longa duração, pois apenas o DAE 

aumentou o tempo de exploração do objeto novo. A dieta não modificou o comportamento 

dos grupos com relação à ansiedade. No entanto, após a exposição ao AE, o grupo CAE 

apresentou menor ansiedade e o DAE mostrou aumento no conflito de decisão de escolha. 

Quanto à expressão gênica do bdnf, a dieta provocou menor expressão no grupo DSAE e 

maior expressão após exposição ao AE nos grupos controle e desnutrido. Já quanto ao 

receptor TrkB, houve uma tendência à menor expressão no grupo DSAE e uma maior 

expressão no CAE e DAE. Esses resultados indicam que a dieta hipoproteica induziu baixo 

peso ao nascer e que essa modificação foi prolongada ao longo da vida, porém o AE não 

reverteu esse perfil, mostrando que há o efeito da plasticidade fenotípica sobre esse 

aspecto. Além disso, a dieta e o AE modificaram, a longo prazo, tanto o perfil gênico do bdnf 

quanto do seu receptor, bem como o comportamento de memória, demonstrando que o AE 

estimulou eventos plásticos no hipocampo dos indivíduos desnutridos, modificando assim a 

memória de longa duração. Palavras-Chave: BDNF, memória, neuroplasticidade, 

enriquecimento ambiental, má-nutrição. 
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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. 

 

Keywords: BDNF, memory, neuroplasticity, environment enrichment, undernutrition
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CAPÍTULO 1  

 

Introdução  

 

 O sistema nervoso possui habilidade para modificar sua organização morfofuncional 

em resposta ao ambiente circundante, especialmente durante o desenvolvimento precoce 

em que as células estão se diferenciando e os tecidos estão em desenvolvimento. Esta 

capacidade é baseada em mecanismos moleculares que conduzem ao controle da 

expressão gênica e da indução de fenótipos específicos na ausência de modificação na 

seqüência de DNA, incluindo metilação do DNA e de histonas e ainda modificações 

covalentes na expressão do RNA não-codificante (Barouki et al., 2012). Esse sistema se 

desenvolve em um processo dinâmico de síntese de componentes celulares, neurogênese e 

gliogênese, migração e diferenciação celular, aumento do volume das células e por último, 

maturação morfofuncional (Kempermann et al., 2003). Tais eventos do desenvolvimento 

estão contidos nas fases de gestação, lactação e primeira infância, que são caracterizados 

por crescimento rápido, maturação de órgãos e sistemas, replicação e diferenciação celular, 

sendo chamado de período crítico do desenvolvimento. Neste intervalo de tempo o 

organismo se encontra mais vulnerável a insultos ambientais (Morgane, Mokler e Galler, 

2002).  

Hipóteses concordam com a susceptibilidade aumentada dos indivíduos que durante 

o período crítico do desenvolvimento sofreram agressões ao sistema nervoso (SN), tais 

como a desnutrição, ao surgimento de alterações metabólicas e comportamentais a longo 

prazo. Estudos em animais e seres humanos confirmam o papel essencial da dieta no início 

da vida (Maurage, 2008). A desnutrição tem sido reconhecida por causar a redução no 

número de neurônios, sinapses, arborização dendrítica e mielinização, os quais resultam em 

diminuição no tamanho do cérebro. Todas essas alterações no sistema nervoso central 

estão associadas ao atraso nas funções motoras e cognitivas, tais como o transtorno do 

déficit de atenção, memória e deficiência de aprendizagem (Laus et al., 2011). 

No entanto, o ambiente enriquecido (AE) é uma manipulação de habitação que 

aumenta os estímulos físico e social e modula a plasticidade no hipocampo e em outras 

regiões corticais em roedores. Essas modificações na plasticidade incluem a regulação 

positiva de fatores de crescimento, incluindo o fator neurotrófico derivado do cérebro  

(BDNF), o aumento na neurogênese, sobrevivência celular, gliogênese e alterações na 

morfologia e expressão das células da glia (Williamson, Chao e Bilbo, 2012). Recentes 

evidências em nosso grupo de estudo utilizando um modelo de restrição dietética nos 
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períodos precoces da vida, revelaram diminuição na proliferação e sobrevivência de células 

no giro denteado (DG) do hipocampo. Tal tratamento reduziu o número de neurônios no DG 

do hipocampo nos animais submetidos à restrição de 50% da dieta fornecida ao grupo 

controle durante as fases de gestação e lactação (Matos et al., 2011). Dessa maneira, 

considerando que o hipocampo apresenta propriedades morfológicas e bioquímicas que 

conferem ao mesmo uma alta vulnerabilidade a insultos ambientais, o presente estudo foi 

conduzido para testar a hipótese de que a desnutrição no período crítico do 

desenvolvimento pode induzir a alterações tardias na plasticidade sináptica, promovendo um 

déficit na memória de reconhecimento de objetos. 

Todavia, o AE pode ser uma ferramenta que favorece a organização da circuitaria 

sináptica, facilitando o aumento de fatores tróficos no encéfalo do animal adulto e a memória 

de reconhecimento de objetos. Diante dessas hipóteses, surgem as seguintes perguntas: as 

alterações na expressão do BDNF podem favorecer a plasticidade sináptica no hipocampo 

nesse organismo desnutrido? O AE facilita mecanismos de memória de reconhecimento de 

objetos no adulto desnutrido?  

Uma questão crucial tanto em termos clínicos como experimentais, é compreender 

quais os mecanismos subjacentes entre a desnutrição nos períodos precoces da vida e os 

eventuais benefícios promovidos pela exposição ao AE até a fase adulta. Os efeitos da 

desnutrição e subnutrição são de grande interesse à comunidade científica em muitos 

países, incluindo o Brasil, devido à incidência generalizada de deficiência nutricional fetal e 

infantil, adicionados a evidências de que o insulto nutricional ocorrendo no período do 

desenvolvimento do cérebro é de longa duração e pode levar a sequelas permanentes na 

aprendizagem e no comportamento do indivíduo.  

Além disso, estudos sobre os efeitos das agressões nutricionais no período fetal e 

neonatal no desenvolvimento de sistemas fisiológicos e os efeitos do AE sobre tais sistemas 

na vida adulta são de grande interesse para o nosso grupo de pesquisa, que vem se 

estabelecendo como um centro que visa estudar as doenças na vida adulta originadas no 

período perinatal. Dessa forma, procura assim entender as modificações moleculares e 

comportamentais do SN advindas de alterações nutricionais nos períodos precoces da vida, 

assim como os efeitos do AE como possível fator de facilitação da plasticidade sináptica do 

SN. 

Sendo assim, o presente estudo tem interesse socioeconômico para o Brasil e do 

ponto de vista científico sai dos aspectos descritivos, base para o conceito DOHaD (Origem 

desenvolvimentista da Saúde e da Doença) descrito por Van den Berg, 2011 e busca 

analisar e investigar os mecanismos moleculares, fisiológicos e comportamentais acerca da 
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programação fetal. Além do mais, o nosso objetivo é fornecer dados para futuras estratégias 

de intervenção no âmbito do estudo da programação fetal, plasticidade cerebral e interações 

com o AE com a finalidade de favorecer uma melhoria na qualidade de vida dos indivíduos. 
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1.2 Objetivos  

1.2.1. Objetivo geral  

 

  Avaliar o efeito do ambiente enriquecido sobre a plasticidade sináptica 

hipocampal em ratos adultos que foram submetidos à desnutrição no período 

perinatal.  

 

 

1.2.2. Objetivos específicos  

 

- Analisar a desnutrição pela evolução do peso corporal e índice de massa 

corporal (IMC); 

- Avaliar os efeitos da dieta e do ambiente enriquecido sobre a expressão 

gênica do bdnf e TrkB no hipocampo; 

-  Avaliar a memória de reconhecimento de objetos de curta e longa duração; 

-  Analisar se o ambiente enriquecido promove ansiedade. 
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1.3 Revisão da Literatura  

 

 

1.3.1. A formação hipocampal e a memória de reconhecimento de objetos 

 

O hipocampo é uma estrutura encefálica localizada na região temporal medial e 

responsável pelos estágios iniciais do processamento da memória e embora essa região 

desempenhe um papel importante como um centro de processamento sensorial, o mesmo 

também pode atuar como um local de armazenamento temporário de informações que 

contribuem para a o aprendizado. Desse modo, a plasticidade dessa região é essencial para 

o armazenamento da memória e aprendizado (Alonso et al., 2005). 

A memória declarativa ou explícita é definida como a memória para fatos e eventos e 

é muitas vezes dividida em episódica (memória para eventos dentro da própria vida) e 

memória semântica (conhecimento geral sobre os aspectos do mundo). As informações 

sobre atributos sensorial, espacial e contextual de objetos são elementos importantes de 

memórias declarativas. A memória de reconhecimento de objetos (MRO) é um tipo de 

memória declarativa e utilizada para estudar a neurobiologia deste tipo de memória. A 

integridade funcional do lobo temporal medial, incluindo o hipocampo, a amígdala e o córtex 

entorrinal é essencial para o processamento da memória de reconhecimento de objetos 

(Furini et al., 2010). 

Os trabalhos que induziram à LTP, do inglês “long term potentiation”,  começaram a 

surgir no final dos anos 1960, quando Terje Lomo e Timothy Bliss descobriram que alguns 

segundos de estimulação elétrica de alta frequência podem aumentar a transmissão 

sináptica  no hipocampo de coelhos durante dias ou mesmo semanas (Neves, Cooke e 

Bliss, 2008). Mais recentemente, no entanto, o progresso na compreensão do mecanismo 

de LTP baseou-se em estudos in vitro de fatias hipocampais, visto que a organização dos 

neurônios hipocampais permite a sua secção de modo que a maior parte da circuitaria 

permanece intacta. Em tais preparações, o corpo celular dos neurônios piramidais está 

numa única camada, a qual é dividida em regiões 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 à forma do hipocampo. Os dendritos das 

células piramidais da região CA1 formam uma banda espessa que recebe sinapses dos 

colaterais de Schaffer, os axônios advindos das células piramidais da região CA3 (Riedel e 

Micheau, 2001). Grande parte dos trabalhos que estudam a LTP o faz nas conexões 

sinápticas entre os colaterais de Schaffer e as células piramidais CA1, em que a 
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estimulação elétrica dos colaterais de Schaffer gera um potencial excitatório pós-sináptico 

(EPSP) nas células pós-sinápticas CA1 (Martin, Grimwood e Morris, 2000). Ver figura 1. 

 A LTP não ocorre apenas nas sinapses excitatórias do hipocampo, mas em outras 

sinapses em uma variedade de regiões do cérebro, incluindo o córtex, a amígdala e o 

cerebelo. A LTP também exibe a propriedade da especificidade de entrada: quando LTP’s 

são induzidas pela estimulação de uma sinapse, o mesmo não ocorre em outras sinapses 

inativas que estão em contato com o mesmo neurônio (Zagrebelsky e Korte, 2013). Esta 

característica da LTP é consistente com o seu envolvimento na formação da memória, visto 

que o aumento seletivo na estimulação de determinados conjuntos de entradas é 

provavelmente necessário para armazenar informações específicas. 

 

 

Figura 1: Vias neuronais de entrada e saída do hipocampo. Modificada de Neves et al, 2008. 

 

1.3.2. A memória e o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

 

Estudos sobre a aprendizagem e a memória em modelos animais têm identificado 

produtos de genes que são necessários para que esses processos ocorram, entre eles está 

o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), um pequeno dímero de proteína e o seu 

principal receptor, o TrkB, os quais são amplamente expressos no cérebro de mamíferos 

adultos (Murer, Yan e Raisman-Vozari, 2001).  
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Historicamente, as proteínas que se ligam a receptores transmembranas foram 

divididas em categorias, tais como os fatores neurotróficos, citocinas e fatores de 

crescimento. Dependendo do tipo de célula ou do local em que atuam, muitas destas 

proteínas podem exercer uma variedade de efeitos sobre as células, que vão desde a 

proliferação, maturação e suporte trófico (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 

são necessárias 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 

ação do BDNF no SNC do adulto vem sendo extensivamente estudada, provavelmente 

devido às evidências de que o mesmo apresenta um papel crítico na potenciação a longo 

prazo (LTP) (Ma et al., 1998; Martin, Grimwood e Morris, 2000). 

A proteína BDNF é sintetizada por um precursor, a proteína pré-pro BDNF resultante 

da clivagem de uma proteína de 32kDa pro BDNF, a qual é proteoliticamente clivada 

intracelularmente por enzimas, como a furina ou pro-convertases e secretada como os 

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 extensão do processamento intracelular e extracelular de pro BDNF 

não é exatamente esclarecida, mas sabe-se que é menos processada por proteases 

intracelulares, em comparação a outras neurotrofinas, como o mBDNF. No entanto, as 

proteínas pro BDNF e mBDNF são preferencialmente separadas em vesículas de atividade 

secretora diferenciadas (Mowla et al., 2001). Ver figura 2. 
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Figura 2: Célula nervosa (corpo neuronal e dendritos) onde ocorre a síntese, processamento 

e liberação do mBDNF. Figura modificada de Cunha et al, 2010. 

 

O BDNF é localizado predominantemente na região somatodendrítica dos neurônios, 

mas também é encontrado nos dendritos, onde também é sintetizado a partir de RNAm em 

estreita proximidade com as espinhas dendríticas (Tongiorgi, 2008). O BDNF está presente 

nos compartimentos pré e pós-sinápticos e pode sofrer tanto transporte retrógrado como 

anterógrado. A liberação do BDNF na fenda sináptica pode ser regulada através de três 

mecanismos dependentes do local de síntese: 1. Mecanismo dependente do influxo de Ca++ 

nos terminais pré-sinápticos; 2. Dependente do influxo de Ca++ nos terminais pós- 

sinápticos; 3. Independente da liberação de Ca++ pelos terminais pré ou pós- sinápticos, pois 

depende da liberação de Ca++ a partir de reservas intracelulares (Poo, 2001; Tongiorgi, 

2008). 

O BDNF se liga à membrana e ativa duas diferentes proteínas receptoras 

transmembranas: a tropomiosina relacionada à quinase TrkB, receptor com alta afinidade, e 

a pan neurotrofina p75NTR, receptor com baixa afinidade. Praticamente todos os efeitos do 

BDNF são atribuídos à ativação do receptor TrkB. O Pro BDNF, p75NTR e isoformas de 

TrkB podem ser consideradas como mecanismos reguladores negativos da associação do 

BDNF/TrkB, com consequentes efeitos para a plasticidade sináptica e, talvez para a 

aprendizagem e a memória (Zagaar et al., 2013). Em contrapartida, a ativação do receptor 
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TrkB pelo 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a cascata regulada por quinases (ERK). A ativação da  

++ intracelular e à ativação  

da calmodulina quinase dependente de Ca++ (CaMKII). A elevação de Ca++  intracelular é um 

dos mais importantes resultados bioquímicos de sinalização do BDNF na célula pós-

sináptica e além disso, a CaMKII ativa o fator de transcrição CREB, ativando desse modo a 

transcrição do BDNF (Choi et al., 2009). Ver figura 3. 

 Assim, o BDNF pode regular a sua própria expressão através da ativação da 

sinalização da CaMKII e também pode ativar a via PI3K através da interação direta entre 

IRS1/IRS2 e PI3K, a qual medeia os efeitos de proteção do BDNF em vários tipos de células 

neuronais in vitro, incluindo neurônios do hipocampo. O BDNF também facilita a tradução de 

proteínas locais por ativação dos dendritos do alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) via 

PI3K (Alonso, Vianna, Izquierdo, et al., 2002). A ativação diferencial e o papel dessas 

cascatas na sobrevivência neuronal irão depender do tipo de célula e o envolvimento de 

estímulos fisiológicos ou patológicos específicos. O BDNF induz efeitos rápidos na 

transmissão sináptica e na excitabilidade da membrana, principalmente através da ativação 

dessas vias de sinalização e pode induzir à liberação pré-sináptica de glutamato e GABA 

através da fosforilação TrkB/ERK (Jovanovic et al., 2000). 

Para as sinapses glutamatérgicas, o aumento nos níveis de BDNF é induzido por um 

aumento no número de vesículas sinápticas. Na região pós-sináptica o BDNF também 

modula a transmissão excitatória e inibitória alterando a cinética da ativação de receptores 

NMDA glutamatérgicos e receptores GABA inibitórios. Parece, assim, que o BDNF mostra 

as propriedades de um neurotransmissor clássico: síntese no neurônio pré-sináptico, 

armazenamento em forma de vesículas, receptores pós-sinápticos e transporte por canal 

iônico (Zagrebelsky e Korte, 2013). O papel dos vários mecanismos de sinalização na 

aprendizagem e memória tem sido bem documentado, no entanto, o papel exato que o 

BDNF desempenha modulando estas vias de sinalização durante a aprendizagem continua 

a ser elucidado. Assim, o BDNF pode ativar múltiplas vias de sinalização que podem agir de 

forma a regular os efeitos necessários para a plasticidade sináptica e formação da memória. 

A interação entre cada uma destas tem vias intracelulares dependes dos níveis de BDNF e 

TrkB e se a sinalização foi ativada nos terminais pré ou pós sinápticos (Cunha, Brambilla e 

Thomas, 2010). Ver figura 4. 
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Figura 3: Vias de sinalização do pro BDNF e mBDNF no neurônio pré ou pós sináptico. 

Modificada de Cunha et al, 2010. 

 

Existem sistemas de feedback que controlam a atividade do BDNF: além de ser 

capaz de aumentar a sua própria transcrição através de um mecanismo mediado por CREB 

(Finkbeiner et al., 1997), o BDNF também pode aumentar a expressão do receptor TrkB e 

além disso, pode regular a sua própria liberação (Haapasalo et al., 2002). Sendo assim, 

estas propriedades podem contribuir para a estabilização das conexões sinápticas. No 

entanto, a exposição prolongada ao BDNF induz a um ciclo de feedback negativo, 

esgotando receptores TrkB na superfície neuronal e causando dessensibilização deste 

receptor (Frank et al., 1996). 
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Figura 4: Modelo sináptico da atuação do BDNF na promoção, indução e manutenção da 

LTP. O BDNF é liberado a partir de terminais pré-sinápticos e pós-sinápticos de neurônios 

excitatórios e atua através do receptor TrkB nos terminais pré e pós-sinápticos dos 

neurônios excitatórios e sobre os neurónios inibitórios. Figura modificada de Zagrebelsky et 

al, 2013. 

 

Evidências indicam que, à semelhança de outras neurotrofinas, o BDNF promove a 

diferenciação, o crescimento e a sobrevivência dos neurônios durante o desenvolvimento do 

SNC e periférico (Huang e Reichardt, 2003). Entretanto, pouco se sabe sobre as funções 

análogas no cérebro adulto. A importância da sinalização mediada pelo BDNF para manter a 

sobrevivência e complexidade de dendritos no cérebro adulto, incluindo neurônios 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 ação do BDNF nos neurônios imaturos, astrócitos e microglia. Retirada de 

Johnson et al, 2009. 

 

Em contrapartida, fatores ambientais, tais como a desnutrição atuando em períodos 

precoces da vida, podem levar a modificações permanentes no adulto, como o 

desenvolvimento de hipertensão arterial sistêmica, diabetes tipo 2 (Gluckman e Hanson, 

2004) e desordens neurológicas como défcits cognitivos. Já a exposição a um aparato de 

ambiente enriquecido, pode favorecer mecanismos de memória através da plasticidade 

sináptica aumentada e como consequência promover um aumento na expressão do BDNF, 

visto ser bem evidente na literatura que o aumento de estímulos visuais, proprioceptivos, 

exteroceptivos, além de um aumento na atividade física voluntária facilitam tal aumento de 

expressão gênica. 

 

1.3.3. A Desnutrição e a Teoria DOHaD   

 

Apesar de haver diminuição na prevalência da desnutrição em crianças ao longo dos 

anos, este ainda é um problema importante de saúde pública nos países em 

desenvolvimento (Zhang, Li e Yang, 2010), incluindo o Brasil (Monteiro et al., 2002; Barros 

et al., 2006). Todos os nutrientes são importantes para o crescimento e desenvolvimento do 
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cérebro, porém, alguns têm um efeito particularmente maior no desenvolvimento de circuitos 

cerebrais durante o período crítico do desenvolvimento. A importância destes nutrientes foi 

estabelecida essencialmente por meio de estudos animais provocando déficits de nutrientes 

e através do conhecimento de seu papel nas vias bioquímicas específicas, que são a base 

do crescimento e função neuronal e glial (Georgieff, 2007).  

Sendo assim, estudos mostram que déficit de nutrientes, especialmente de proteína, 

durante o período crítico de desenvolvimento do sistema nervoso induz a alterações 

morfológicas, bioquímicas e fisiológicas do crescimento cerebral com impactos durante toda 

a vida, tais como redução no número de neurônios, sinapses, arborização dendrítica e 

mielinização, os quais resultam em diminuição no tamanho global do cérebro (Morgane, 

Mokler e Galler, 2002; Laus et al., 2011). Ver figura 6.  

 

 

Figura 6: Esquema demonstrativo dos efeitos da desnutrição nos períodos precoces da vida 

no organismo adulto.  

 

O mecanismo subjacente a esse processo parece estar associado aos efeitos 

irreversíveis da desnutrição no período crítico do desenvolvimento, os quais podem alterar  

o padrão de eventos celulares com consequências deletérias tanto na aquisição de padrões 

fisiológicos maduros do organismo quanto para a ocorrência de eventos metabólicos 

(Ozanne et al., 2004). Para explicar tal mecanismo, surgiu ao longo dos últimos 20 anos a 

teoria da origem desenvolvimentista da saúde e da doença (DOHaD), a qual propõe que 

existem adaptações fetais intrauterinas e nas condições maternas durante o 

desenvolvimento da morfofisiologia dos órgãos com a finalidade de poupar órgãos vitais 

fetais, tais como o cérebro (Van Den Bergh, 2011). Essa teoria vem sendo utilizada para 

descrever o processo pelo qual uma agressão ambiental, como a desnutrição com 
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incidência no período crítico, pode ter efeitos permanentes sobre a estrutura e a função dos 

órgãos na idade adulta (Santos et al., 2003).  

Dessa forma, estudos epidemiológicos retrospectivos realizados em humanos e 

modelos experimentais animais nas últimas décadas, demonstram que uma má nutrição 

durante o período crítico do desenvolvimento é um fator importante no desenvolvimento de 

síndromes metabólicas. Devido à sobreposição entre a má nutrição e o período crítico do 

desenvolvimento, as alterações funcionais tornam-se permanentes, resultando em um 

desequilíbrio duradouro nos mecanismos metabólicos, visto que estes não são totalmente 

amadurecidos ao nascimento e continuam o processo de maturação no período pós-natal 

imediato (Patel e Srinivasan, 2010). Assim, dados da literatura observaram uma correlação 

entre a desnutrição no período intrauterino, principalmente, e neonatal, com a ocorrência de 

doenças crônicas na vida adulta, tais como diabetes, hipertensão, 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 o córtex e o hipocampo, os quais são particularmente 

vulneráveis à desnutrição proteico-energética (Katz, Davies e Dobbing, 1982; Jahnke e Bedi, 

2007); quando tal processo de desnutrição ocorre nos estágios fetal e neonatal precoces 

pode reduzir o conteúdo de DNA e RNA neuronal e alterar o perfil de ácidos graxos, o que 

pode resultar em um menor número de neurônios, redução na síntese de proteínas e 

hipomielinização. O tamanho do cérebro é reduzido através de todos esses mecanismos 

como resultado de alterações nas quantidades de proteínas estruturais e do fator de 

crescimento, bem como as concentrações e produção de neurotransmissores. Mudanças 

ultraestruturais incluem a redução no número de sinapses e dendritos (Georgieff, 2007). Ver 

figura 7.  

 



15 

 

 

 

Figura 7: Efeito dos fatores ambientais e mecanismos epigenéticos no funcionamento do 

hipocampo, córtex e SNA. Há a representação da suscetibilidade ao desenvolvimento de 

doenças físicas e/ ou mentais na idade adulta, que podem ter influências epigenéticas e de 

fatores ambientais ocorrendo durante as fases iniciais da vida e de fatores como estresse 

agudo e crônico na idade adulta. Figura modificada de Van den Bergh, 2011. 

  

Dentre as áreas encefálicas, a formação hipocampal é uma estrutura que 

desempenha um papel importante na aprendizagem e memória (Ma et al., 1998; Toni et al., 

2007). Entre os efeitos da restrição de nutrientes no período perinatal no sistema nervoso, 

alguns trabalhos experimentais prévios em animais evidenciam os efeitos em longo prazo da 

desnutrição na formação hipocampal mostrando déficit no número de células granulares do 

giro denteado (Jahnke e Bedi, 2007) e redução da proliferação celular (Matos et al., 2011). A 

desnutrição no início da vida provoca um déficit permanente no número total de células 

granulares do DG, no entanto, não se sabe se esse déficit é devido à morte de células 

neuronais e / ou a um menor número de células que se diferenciam durante o período de 

neurogênese (Jahnke e Bedi, 2007). 

 

1.3.4. O Ambiente Enriquecido e o BDNF 

 

Outros fatores podem facilitar mecanismos cognitivos e geralmente estão 

relacionados à estimulação por AE e à atividade física voluntária, que juntos promovem 
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alterações nas funções motoras, aprendizagem e memória 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 interação entre um organismo e 

seu meio ambiente pode facilitar importantes mudanças comportamentais por aumentar a 

estimulação sensorial, motora, visual e  cognitiva induzindo a  estas alterações no sistema 

nervoso central (Madronal et al., 2010). O enriquecimento ambiental é definido como "uma 

combinação de estímulos complexos de objetos inanimados e social que influenciam 

aspectos morfo-funcionais cerebral por aumentar a estimulação  sensorial, cognitiva, motora 

e interação social” (Gelfo et al., 2011).  

A influência positiva do AE na memória e aprendizado de animais em laboratório vem 

sendo investigada desde a década de 50. Há estudos que evidenciam o quanto a 

neurogênese no hipocampo bem como o complexo dendítrico dos neurônios do hipocampo 

e algumas habilidades de aprendizado podem ser melhoradas por animais expostos ao AE 

(Beauquis et al., 2010). Recentes estudos têm demonstrado que no neocortex paradigmas 

fisiológicos como comportamento, AE e atividade física voluntária podem induzir à 

neurogênese no hipocampo em adultos, podendo favorecer adicionalmente à gliogênese e à 

proliferação de microglia no córtex (Ehninger et al., 2011). 

Pesquisas experimentais demonstram que roedores alojados em gaiolas 

enriquecidas com acesso a novos objetos, rodas de exercício e aumento da interação social 

apresentam  mudanças significativas na bioquímica do cérebro, morfologia sináptica e 

função neuronal comparados aos animais alojados em gaiola padrão (Jankowsky et al., 

2005; Huang et al., 2006; Pang e Hannan, 2013). Várias formas de neuroplasticidade, 

incluindo aquelas favorecidas pelo AE, são dependentes da síntese de proteínas para que 

ocorram alterações subsequentes na morfologia ou na organização sináptica  das células 

(Mesa-Gresa, Perez-Martinez e Redolat, 2013). 
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Figura 8: Efeito do AE sobre o aumento nos níveis de BDNF, a neurogênese e a plasticidade 

sináptica. 

 

Estudos têm relatado aumento na expressão de fatores neurotróficos, 

particularmente o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de Crescimento de 

Nervo (NGF) após a exposição de animais ao AE (Birch, Mcgarry e Kelly, 2013; Rojas et al., 

2013). Os Níveis de RNAm do BDNF são 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 memória. Várias manipulações nesta estrutura resultam em alteração 

na capacidade de aprendizagem e / ou desempenho de retenção em ratos, macacos e 

humanos. Por outro lado, o hipocampo tem o mais elevado nível de RNAm de BDNF entre 

as regiões do cérebro adulto (Choi et al., 2009). Existe também um nível elevado da 

expressão do gene do receptor do BDNF (gene trkB) no hipocampo, sugerindo que o BDNF 

pode também desempenhar um papel na transdução de sinal nesta área. Além disso, a 

ativação do receptor N metil D aspartato (NMDA), é um componente necessário para a 

indução da LTP. Além do receptor de NMDA, a expressão de RNAm do BDNF pode também 

ser regulada através do receptor não-NMDA. Estes resultados sugerem que em conjunto a 

expressão do gene do bdnf pode ser associada à aprendizagem e aos processos de 

memória (Ma et al., 1998). Ver figura 8. 

Essas modificações na plasticidade sináptica provavelmente fornecem a base para 

inúmeras melhorias cognitivas após a exposição ao AE, visto que a habitação em AE 

melhora o desempenho de várias tarefas comportamentais incluindo vacância nos dois 

sentidos ativos, condicionamento contextual e atraso na alternância (Mesa-Gresa, Perez-
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Martinez e Redolat, 2013). Talvez as melhorias mais bem estudadas ocorrem no labirinto 

aquático de Morris, onde os animais expostos ao AE alcançam uma plataforma submersa 

em um tempo menor que os animais acondicionados em gaiolas padrão (Jankowsky et al., 

2005). 

No entanto, ainda são escassas informações sobre como um organismo adulto, 

desnutrido na fase perinatal, reorganiza as conexões sinápticas e toda a maquinaria celular, 

como também se essa plasticidade favorecida pelo AE promove ajustes em níveis de 

expressão gênica do bdnf e seu receptor TrkB, repercutindo sobre os eventos de memória. 
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CAPÍTULO 2  

Os resultados desta etapa estão apresentados a seguir no trabalho de revisão intitulado: A 

desnutrição e o enriquecimento ambiental modificam a expressão do bdnf, 

interferindo nos eventos de memória?, que será submetido à publicação pela revista 

Nutrition and Neuroscience. 
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RESUMO 

 

Os fatores ambientais interferem nos processos de plasticidade neural, dentre eles a 

desnutrição nos períodos precoces da vida destaca-se como um dos principais fatores não 

genéticos que podem interferir no desenvolvimento morfofuncional do sistema nervoso, 

assim como a estimulação sensorial proveniente de ambientes enriquecidos. Esses dois 

fatores podem modificar áreas relacionadas à memória e à aprendizagem como o 

hipocampo, através de mecanismos relacionados à expressão gênica de fatores 

neurotróficos derivados do cérebro (bdnf), que podem interferir em processos de 

plasticidade sináptica, como exemplo, a memória. A facilitação sináptica da circuitaria 

neuronal do hipocampo pode ser estimulada pelo AE e alterada pela desnutrição 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 revisão 

de literatura as possíveis alterações morfofuncionais tardias no hipocampo após a 

desnutrição na idade precoce da vida e a estimulação através do AE, correlacionando tais 

mecanismos ao BDNF. Para tanto, as bases de dados eletrônicas Cochrane Library and 

Pubmed/ Medline (National Library of Medicine), Lilacs (Literatura Latino-americana e do 

Caribe em Ciências da Saúde), SciELO (Scientific Electronic Library Online), foram 

consultadas utilizando-se as seguintes palavras-chave: “enrichment environment”, “BDNF”, 

“memory,” “undernutrition” e “hippocampus”. Assim, evidências da literatura científica 

sugerem que os mecanismos de plasticidade sináptica no hipocampo de animais adultos 

são influenciados pela desnutrição e o AE e essas alterações podem envolver a participação 

do BDNF como um regulador chave nos processos de memória no hipocampo de animais 

adultos. 

PALAVRAS-CHAVE: ambiente enriquecido, BDNF, formação hipocampal, má nutrição, 

plasticidade neural e memória. 
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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. 
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INTRODUÇÃO 

 

O sistema nervoso possui habilidade para modificar sua organização morfofuncional 

em resposta a mudanças internas ou demandas externas, caracterizando-se assim a 

plasticidade cerebral. Com isso, mecanismos neuronais podem estar envolvidos na 

facilitação sináptica, formando a base de algumas funções do cérebro que seria o processo 

de memória, funcionalmente classificado como um tipo de plasticidade sináptica. Houve 

muitos avanços no estudo dos mecanismos da memória nos últimos anos, dentre eles foram 

descritos os processos de sensibilização sináptica, habituação, potenciação a longo prazo 

(do inglês, “long term potentiation”, LTP) e depressão a longo prazo (do inglês, “long term 

depression”, LTD), que caracterizariam os eventos da memória. Isto é, LTP e LTD são 

termos que descreveriam as mudanças na eficiência sináptica, que de fato, envolvem vários 

mecanismos celulares e moleculares de diferentes sinapses, mediados por transdução 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 áreas 

encefálicas de vertebrados, como o hipocampo, já vem sendo investigados dede 1973 por 

Bliss et al., os quais verificaram as bases dos mecanismos da formação da memória nessa 

estrutura (1, 2).  

O hipocampo está localizado na região temporal medial e realiza funções de 

integralização dos mecanismos de aprendizagem e memória (3), além de estar envolvido na 

regulação de comportamentos motivacionais, hormonal, controle das emoções e resposta 

ao estresse. As subáreas envolvidas nessas funções hipocampais são topograficamente 

segregadas ao longo do eixo septo-temporal, em que a região dorsal participa dos 

processos de aprendizagem e memória, enquanto a ventral, comportamentos relacionados à 

ansiedade e emoções (4-6).  

Alguns fatores exógenos podem interferir nessa plasticidade sináptica e ocasionar 

mudanças no desenvolvimento e/ou manutenção dos processos mnemônicos, podendo os 

mesmos serem facilitados ou inibidos, a fim de que se estabeleça uma função adequada. 

Dentre esses fatores podemos citar os efeitos da restrição de nutrientes no período perinatal 

no sistema nervoso. Alguns trabalhos experimentais prévios em animais evidenciam os 

efeitos à longo prazo da desnutrição no início da vida na formação hipocampa, tais como 

déficit no número de células granulares do giro denteado (7-9), redução da proliferação celular 

(10, 11) e de fatores neurotróficos (10), redução no grau de ramificação dendrítica das células 
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denteadas (7), redução da extensão e volume do plexo de fibras musgosas do hipocampo (12), 

alteração da memória espacial (13) e aumento no nível de células apoptóticas no giro 

denteado (9). Dentre as áreas encefálicas, a formação hipocampal é uma estrutura 

importante na aquisição de aprendizagem e memória e uma das áreas do sistema nervoso 

que apresenta células germinativas que possuem a capacidade de originar novas células 

neuronais (neurogênese) também na fase adulta (14). A desnutrição no início da vida provoca 

um déficit permanente no número total de células granulares no DG do hipocampo, 

provocando modificações morfofuncionais no sistema nervoso.  Essas alterações podem 

decorrer de uma diminuição no número de neurônios e células gliais gerados durante o 

período de neurogênese e gliogênese ou ocorrerem devido à morte celular programada, 

como resultado de nutrientes insuficientes disponíveis (9).  

Um outro efeito proveniente de fator exógeno ao organismo e que pode interferir na 

memória seria a estimulação por ambientes enriquecidos (AE), que também está associada 

à atividade física voluntária e juntos promovem alterações nas funções motoras (15), 

aprendizagem e memória (16), bem como nos comportamentos emocionais (5). O 

enriquecimento ambiental é definido como "uma combinação de estímulos complexos de 

objetos inanimados e sociais" que influenciam em aspectos morfofuncionais do sistema 

nervoso por aumentar a estimulação sensorial, cognitiva, motora e interação social (17). As 

alterações celulares, tais como a neurogênese e a densidade sináptica têm sido estimuladas 

por ambientes enriquecidos que promovam a atividade exploratória (18), associando a 

habilidade em diferentes testes comportamentais (19). Essas mudanças na circuitaria neural 

estão relacionadas às alterações de fatores neurotróficos, especialmente o fator derivado do 

cérebro (do inglês, “brain-derived neurotrophic factor”, BDNF) (17, 20, 21). Tal mecanismo 

molecular subjacente ao AE que induz à neuroproteção atribui-se, em parte, à modulação 

positiva dos níveis de neurotrofinas. Essas proteínas estão envolvidas tanto na 

sobrevivência, 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 (22, 23) e embora não haja nenhum consenso 

que defina paradigmas adequados de enriquecimento ambiental, animais são geralmente 

mantidos em grupos maiores e em gaiolas contendo túneis, brinquedos, escadas e rodas de 

corrida, os quais tornam o ambiente complexo e variável (24). Atualmente uma das regiões 

encefálicas mais estudadas para determinar os efeitos do AE no tecido nervoso é a 

formação hipocampal (25) visto que os efeitos do AE influenciam na plasticidade neural (26, 27). 

Os efeitos positivos da estimulação ambiental não são restritos à morfologia celular, 

mas também ao funcionamento do sistema nervoso como um todo. Estudos 
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comportamentais mostraram que a exposição ao AE aumenta a capacidade de memória em 

várias tarefas, particularmente em ensaios de aprendizagem espacial (28-30). Desse modo, a 

discussão sobre plasticidade no hipocampo envolve alterações na expressão de fatores 

tróficos, que são promotores de sobrevivência e diferenciação neuronal durante o 

desenvolvimento (31, 32), visto que o AE aumenta a expressão de vários fatores neurotróficos 

que têm sido implicados na proliferação, diferenciação e sobrevivência neuronal tais como: 

os níveis do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotrófico derivado da 

glia (GDNF), fator de crescimento neuronal (NGF), neurotrofina-3 (NT-3) e muitos dos seus 

correspondentes receptores aumentam no hipocampo após exposição sequencial ao AE (27, 

31). Assim, como o AE e o exercício voluntário (Vex) podem aumentar os níveis de BDNF, a 

quantidade da expressão deste está diretamente relacionada à quantidade de Vex que um 

animal realize (31).  

Portanto, o presente estudo visa à realização de uma revisão bibliográfica sobre os 

efeitos da desnutrição precoce na vida sobre a memória e a relação entre os mecanismos 

subjacentes advindos do AE, da expressão gênica do BDNF e da memória. Além disso, se 

há estudos sobre o efeito da reversão pela exposição ao AE sobre as alterações da 

desnutrição no funcionamento do hipocampo de ratos adultos que foram desnutridos 

precocemente. 

 

O Hipocampo e a Formação da Memória 

 

Os trabalhos que induziram à LTP começaram a surgir no final dos anos 1960, 

quando Terje Lomo e Timothy Bliss descobriram que alguns segundos de estimulação 

elétrica de alta frequência podem aumentar a transmissão sináptica no hipocampo de coelho 

durante dias ou mesmo semanas (23). Mais recentemente, no entanto, o progresso na 

compreensão do mecanismo de LTP baseou-se fortemente em estudos in vitro de fatias  

hipocampais, visto que a organização dos neurônios hipocampais permite a sua secção de 

modo que a maior parte da circuitaria permaneça intacta. Em tais preparações, o corpo 

celular dos neurônios piramidais está numa única camada, a qual é dividida em várias 

regiões distintas, sendo as principais CA1 e CA3 (33). "CA" refere-se a cornu Ammon, do 

latim Ammon’s horn (chifre de carneiro de Amon), o qual se assemelha à forma do 

hipocampo. Os dendritos das células piramidais da região CA1 formam uma banda espessa 

que recebe sinapses dos colaterais de Schaffer, os axônios advindos das células piramidais 

da região CA3 (34). Grande parte dos trabalhos que estudam a LTP o faz nas conexões 

sinápticas entre os colaterais de Schaffer e as células piramidais CA1, em que a 
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estimulação elétrica dos colaterais de Schaffer gera um potencial excitatório pós-sináptico 

(EPSP) nas células pós-sinápticas CA1 (35). 

  A LTP não ocorre só nas sinapses excitatórias do hipocampo, mas em outras 

sinapses em uma variedade de regiões do cérebro, incluindo o córtex, a amígdala e o 

cerebelo. A LTP também exibe a propriedade da especificidade de entrada: quando LTP’s 

são induzidas pela estimulação de uma sinapse, o mesmo não ocorre em outras sinapses 

inativas que estão em contato com o mesmo neurônio (36). Esta característica da LTP é 

consistente com o seu envolvimento na formação da memória, visto que o aumento seletivo 

na estimulação de determinados conjuntos de entradas é provavelmente necessário para 

armazenar informações específicas. 

Pesquisadores mostraram que o bloqueio dos receptores NMDA impede a indução 

da LTP in vivo e in vitro, e dessa maneira resulta em prejuízo à memória espacial, o que foi 

verificado utilizando-se o labirinto aquático de Morris (37). Além do mais, alguns 

pesquisadores que trabalham com drogas verificaram que estas interferem no 

funcionamento de receptores de glutamato do tipo metabotrópicos (mGLuR) e reduzem a 

LTP in vivo, assim como provoca prejuízos à memória espacial (38). Outro tipo de 

manipulação, a genética, também é utilizada para demonstrar uma ligação entre a LTP e um 

tipo de memória específica, a de longa duração (MLD). Um estudo realizado com a 

subunidade R1 modificada do receptor NMDA na região CA1 do hipocampo de 

camundongos mostrou um retardo na LTP, o que resultou em um dano na memória espacial 

(39). 

Tem havido um avanço nas pesquisas que estudam o papel das proteínas cinases 

na LTP, visto ser sabido que tais proteínas influenciam na indução, expressão e 

manutenção deste evento fisiológico. Assim, algumas proteínas cinases, tais como a 

proteína cinase dependente de calmodulina (CaMKII), a proteína cinase A dependente de 

AMPc (PKA), proteína cinase C (PKC), proteínas que são tirosina cinases e mais 

recentemente, tem-se investigado muito a respeito da MAPK/ ERK, as quais têm sido 

estudadas por desempenhar um papel na plasticidade hipocampal (40, 41). Outros autores 

ressaltam que a ERK desempenha importantes funções em diferentes tipos de LTP, tanto 

naquelas que dependem de NMDA como naquelas que independem deste receptor para 

acontecer, nas áreas CA1 e no giro denteado do hipocampo de mamíferos (38). 

 Pesquisadores têm demonstrado que o treinamento no labirinto aquático de Morris 

ativa a MAPK nos neurônios de CA1 e CA2 do hipocampo dorsal. Entretanto, a inibição in 

vivo da cascata da MAPK/ERK prejudicou a memória espacial de longa duração, mas não a 

de curta duração (40). De acordo com o funcionamento dessa proteína no crescimento e 
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diferenciação neuronal, este fato sugere que as camadas CA1 e CA2, em particular, podem 

ser locais de intensa plasticidade hipocampal associada à memória espacial de longa 

duração, embora os estudos a este respeito ainda necessitem de maiores investigações (38, 

40). 

O circuito primário da formação hipocampal baseia-se em uma série de sinapses 

sequenciais que transmitem informações desde o córtex entorrinal, células granulares do 

giro denteado, células piramidais CA3, Células piramidais CA1 que, por sua vez, se 

projetam de volta para a área entorrinal (23). Isso forma o que é chamado o circuito 

hipocampal, que juntamente com a projeção de neurônios glutamatérgicos, GABAérgicos e 

os interneurônios serotoninérgicos da circuitaria local, representam o módulo de 

processamento básico na formação do hipocampo (42). 

Estudos sobre os mecanismos moleculares da memória nos neurônios sensoriais do 

molusco Aplysia mostrou que a sua indução pela serotonina envolve uma série de proteínas 

quinases, incluindo proteína quinase dependente de cAMP, proteína quinase C e proteína 

quinase ativada por AMPc (MAPK), as quais ativam a síntese de proteínas no neurônio pós-

sináptico. Alguns segundos mensageiros como a proteína quinase A e MAPK, controlam a 

atividade de vários fatores de transcrição, incluindo a CREB (do inglês, “cAMP response 

element-binding protein”) (43). Dessa forma ocorre a síntese de óxido nítrico (NO), que é 

transportado retrogradamente para o neurônio pré-sináptico, onde promoverá a liberação de 

mais glutamato. Um outro caminho para essa facilitação envolve o interneuônio 

serotoninérgico aumentando o potencial pós-sináptico excitatório entre as conexões 

sinápticas sensório-motoras induzindo a facilitação ou processo de LTP (31, 44). 

Entretanto, a memória não é adquirida na sua forma definitiva, é um processo 

gradual durante o qual uma nova informação se consolida e pode ser armazenada ou não 

nas áreas específicas do córtex cerebral. Dessa forma, de moluscos até os mamíferos, a 

memória pode ser dividida, quanto ao tempo, em pelo menos duas fases: uma independente 

da síntese de RNA, que dura de minutos a 1-3 horas (memória de curta duração, ou MCD) e 

uma que depende da síntese de RNA e proteína, ambos acontecendo no hipocampo, que 

perdura várias horas, dias, semanas ou até mesmo períodos mais longos (memória de longa 

duração (MLD) (45, 46). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que 

permitem uma manutenção maior de uma MLD em função de outras. 

Além do mais, a LTP é necessária para que haja a formação da memória, pois 

favorece uma dentre as três etapas do processo de memória, a consolidação, sendo as 

outras duas a aquisição e a evocação (47). A aquisição, também conhecida como 

aprendizagem refere-se ao processo pelo qual as informações presentes no ambiente são 
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detectadas pelos sistemas sensoriais. Durante os primeiros minutos ou horas após o contato 

com o estímulo a ser memorizado, as informações recém - adquiridas tornam-se estáveis 

por meio de uma série de processos que envolvem síntese proteica e modificações 

sinápticas resultando na consolidação (48). O termo consolidação foi apresentado há mais de 

100 anos por Muller e Pilzecker (1900) para indicar que após a aprendizagem, a memória 

está inicialmente em um estado lábil, mas que ao longo do tempo se torna estável e 

resistente (45). Entretanto, os mecanismos que envolvem a consolidação da memória só 

começaram a ser desvendados 70 anos depois. Em 1973, Timothy Bliss e Terje Lomo 

demonstraram em neurônios hipocampais de coelhos anestesiados que a estimulação 

elétrica de alta frequência num axônio pré-sináptico durante alguns segundos produz um 

aumento na magnitude da resposta pós-sináptica. Tal aumento pode durar horas, dias ou 

meses. Esse padrão de respostas reforçadas e persistentes ficou conhecido como LTP (47). 

A consolidação da memória é o processo de formação de um “arquivo” de memória no 

sistema nervoso. Isto ocorre, nos neurônios hipocampais, muitas vezes com a participação 

concomitante do córtex parietal entorrinal e posterior complexo nuclear basolateral da 

amígdala (33). 

Alguns fatores neurotróficos, como a neurotrofina, o fator neurotrófico derivado do 

cérebro (do inglês, “brain derived neurotrophic factor, BDNF) pode induzir também à  LTP no 

hipocampo (3). O BDNF é um tipo de neurotrofina que é ativado pela proteína-quinase Ca++ 

calmodulina II (CaMKII) e desempenha importante papel na plasticidade sináptica, como por 

exemplo nos mecanismos de aprendizagem e memória. O BDNF, através da ligação ao 

receptor TrkB, regula a transmissão sináptica e promove a potenciação a longo prazo (LTP), 

através da modulação da expressão do receptor NMDA (N- metil D aspartato). Um estudo 

realizado com ratos machos wistar verificou a atuação do BDNF numa fase tardia da síntese 

de proteínas e de expressão de BDNF no hipocampo, 12 horas após a formação da 

consolidação da MCD os animais foram canulados. Após esse procedimento foi realizado 

um bloqueio na expressão do BDNF no hipocampo durante o processamento da MCD. 

Alguns testes comportamentais foram realizados, como os testes de esquiva inibitória para 

observar a retenção da memória. Houve avaliação de 2, 4 ou 7 dias após o treinamento, 

todos os animais foram testados apenas uma vez quanto à memória de reconhecimento de 

objetos. Para a análise proteica do BDNF foi realizado imunobloting e verificado que houve 

um déficit na persistência da memória nos animais, sem afetar na formação da MCD, 

indicando que a síntese de BDNF durante esta fase final de síntese de proteínas é crucial 

para a persistência do armazenamento da memória (46). 
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Um outro grupo de pesquisa utilizou a exposição ao AE para camundongos machos 

durante 3 semanas e verificou que houve aumento na expressão proteica do BDNF no 

grupo AE, associado a um melhor desempenho no julgamento da plataforma escondida no 

labirinto aquático de Morris (29). Estudos anteriores adotando modelos de exercício físico 

verificaram que houve aumento na expressão proteica do BDNF no grupo exercício físico, 

em que durante a atividade esquiva inibitória houve aumento nos níveis de RNAm do BDNF 

durante a fase inicial do processo de consolidação da memória (3). 

  Em contrapartida, outros fatores tais como o desequilíbrio nutricional, a exposição a 

agentes tóxicos ou a substâncias químicas ambientais durante o desenvolvimento do 

sistema nervoso podem aumentar a suscetibilidade ao risco de desenvolvimento de 

patologias associadas ao déficit de memória na vida adulta. 

 

A Desnutrição e a Memória 

 

O ambiente, particularmente o ambiente enriquecido, a dieta e a atividade física (42), 

são fatores que podem modificar os aspectos genômicos e a programação metabólica (49), 

por exemplo, pois insultos durante o período crítico do desenvolvimento do sistema nervoso 

podem ter efeitos à longo prazo na memória (42, 49, 50). Atualmente, observa-se uma tendência 

mundial ao aumento no risco de desenvolvimento da obesidade não só devido ao genótipo, 

mas em virtude do comportamento alimentar e pouca mobilidade dos indivíduos (49). Devido 

ao baixo poder aquisitivo da população bem como ao desconhecimento acerca da 

importância da ingestão de uma dieta equilibrada, a desnutrição ainda é um problema 

mundial que afeta milhões de nascituros e jovens durante as fases mais vulneráveis do 

desenvolvimento do sistema nervoso, principalmente em países subdesenvolvidos (51).  

Embora muitas áreas do sistema nervoso sejam modificadas pela restrição materna 

de nutrientes, o hipocampo é uma estrutura seletivamente vulnerável a tal insulto (52), em 

que a duração e a magnitude do insulto nutricional estão diretamente relacionadas ao 

desenvolvimento corporal e a mudanças comportamentais no adulto (53). A desnutrição nos 

períodos precoces da vida altera eventos maturacionais no sistema nervoso, o que pode 

resultar em anormalidades comportamentais e disfunções cognitivas, tais como na 

aprendizagem e memória (42). Os efeitos da desnutrição e subnutrição são de contínuo 

interesse devido à incidência generalizada de deficiências nutricionais  tanto fetal quanto 

infantil e às crescentes evidências de que os efeitos de insulto nutricional no 

desenvolvimento do cérebro são de longa duração e levam a permanentes déficits de 

aprendizagem e comportamento (54). O termo "desnutrição" indica que, enquanto todos os 
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nutrientes necessários pelas espécies estão disponíveis na dieta, as quantidades são 

insuficientes (42, 53).  

Desse modo, a inadequação nutricional altera o desenvolvimento do sistema 

nervoso, o qual inclui a síntese de componentes celulares, tais como ácidos nucleicos e 

proteínas, em paralelo à neurogênese e gliogênese, através da proliferação, diferenciação, 

migração e maturação celular, sendo a diferenciação acompanhada por um aumento no 

tamanho da célula (54). Além do mais, pode alterar a atividade das enzimas e interferir na 

síntese de proteínas estruturais e, desse modo, também na incorporação de lipídios em 

várias estruturas do cérebro, o que pode acarretar modificações na progressão ordenada do 

desenvolvimento do cérebro, podendo comprometer a lógica e circuitos de memória (42). 

Estudos preliminares do nosso grupo utilizando ratos Wistar, em que um grupo com 

restrição alimentar recebeu 50% da dieta ofertada ao grupo controle durante a gestação e 

lactação, mostrou que 80% do desenvolvimento das células do DG do hipocampo ocorrem 

entre o nascimento e 21 dias de idade pós-natal e o processo continua ao longo da vida do 

animal. É possível desse modo, que os neurônios imaturos tenham uma maior 

susceptibilidade a danos causados pela restrição alimentar e indução de apoptose celular (9). 

Logo, fatores nutricionais ou ambientais que atuem em uma das fases do desenvolvimento 

podem levar a alterações permanentes que possivelmente refletem em déficit cognitivo, 

alterações emocional e comportamental ou posterior desenvolvimento de doenças 

degenerativas do sistema nervoso. Os mecanismos de indução de tais modificações 

neurocomportamentais podem envolver o neurônio ou a toxicidade de células progenitoras, 

desregulação endócrina e outros mecanismos provocados por fatores estressantes 

nutricionais ou a exposições tóxicas. Atualmente, mecanismos epigenéticos relacionados ao 

stress, má-nutrição e/ou agentes químicos ambientais têm sido implicados em animais e 

humanos, atuando no comportamento e/ou na função neuroendócrina; porém, a presença 

apenas de mecanismos epigenéticos é insuficiente para predizer o desenvolvimento de 

doenças (55).   

Os fatores que podem interferir no mecanismo epigenético,tais como os ambientais 

ou nutricionais, ocorrem principalmente durante o período crítico do desenvolvimento, 

porque este é o momento em que aqueles promovem modificações devido à intensa 

plasticidade neural, característica desse período (56). Porém, modificações advindas de 

efeitos epigenéticos são diferentes para cada tecido e podem se estender até a primeira 

infância e, talvez, na puberdade ou para além desta em alguns tecidos tais como os 

sistemas nervoso e reprodutor (57). Há diferenças também entre os sexos e os efeitos na 

expressão do gene, além de um risco de obtenção de patologias ligadas a esses sistemas. 
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No entanto, tais mecanismos ainda precisam ser elucidados (55). Por outro lado, há 

evidências de que a descendência de mães desnutridas tem uma expressão reduzida de 

fatores neurotróficos na formação do hipocampo comparada aos de mães controle 

alimentadas adequadamente (9).  

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 relação entre a desnutrição pós-natal e/ou estados epiléticos no cérebro em 

desenvolvimento, como causas de danos no hipocampo. Foi realizado o teste de labirinto 

aquático 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 diminuição no nível de fosforilação 

da CREB na região CA1 do hipocampo (58). 

Um ponto a ser evidenciado em estudos sobre a relação da restrição calórica, 

neurogênese e a plasticidade sináptica, é que há habilidade do cérebro em resistir ao 

envelhecimento e restaurar a função após uma injúria (59). Por outro lado, pesquisadores 

realizaram um estudo com ratos da linhagem Sprague-Dawley que tinham idade de 90 dias, 

onde os mesmos tiveram restrição alimentar de 50% comparados ao grupo controle durante 

a gestação e lactação ou apenas durante a lactação e observaram que o grupo com 

restrição alimentar durante a gestação e lactação apresentaram diminuição na proliferação e 

sobrevivência das células do DG do hipocampo, porém não houve modificação na 

diferenciação destas células hipocampais (11). Já outro estudo utilizando roedores com 70 

dias de vida que tiveram restrição alimentar de 50% nos períodos pré e perinatal, observou 

uma diminuição na densidade das células NOS positivas na área CA1, CA3 e no DG do 

hipocampo (52). Desse modo, tornam-se necessários estudos nessa área para elucidar os 

reais mecanismos pelos quais a restrição 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 níveis do fator neurotrófico BDNF (27, 60, 61), no 

número de espinhas dendríticas, alargamento das sinapses e aumento no número de 

neurônios recém gerados no giro denteado (DG) do hipocampo (25, 31, 62). 

 

O Ambiente Enriquecido, a Memória e o BDNF 

 

O AE é uma manipulação de habitação que aumenta os estímulos físico e social e 

tem sido demonstrado que o mesmo modula a plasticidade no hipocampo e em outras 

regiões corticais de roedores (27, 56, 63). Achados sugerem que o AE influencia no aprendizado 
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e memória, na eficácia da aquisição e retenção de novas tarefas (25, 64), aumenta o processo 

de neurogênese e pode facilitar a cognição e recuperação de lesões incluindo convulsões, 

isquemia e modelos de doença de Parkinson (27). Uma hipótese é que a exposição ao AE 

provoca uma mudança induzida por aprendizagem na fisiologia sináptica no hipocampo, por 

exemplo, alterando a transmissão sináptica basal ou uma mudança na indução ou a 

persistência de LTP e LTD (65). Um estudo utilizou ratas com 5 semanas e expostas ao AE 

durante 30 dias com a troca de utensílios sendo realizada a cada 2 semanas, em que os 

animais foram divididos em 4 grupos: controle, atividade física, Atividade Física (AF) + AE e 

AE, sendo realizados o teste de campo aberto e imunohistoquímica com fluorescência. Os 

resultados demonstraram que os gurpos AE, AE+AF, AF apresentaram diminuição na 

distância percorrida no campo aberto, isto se devendo provavelmente a uma memória de 

habituação. Já nos grupos AE+AF houve um aumento na proliferação de células no DG do 

hipocampo e um maior número de neurônios e expressão de BDNF no hipocampo. Esses 

dados sugerem que os animais expostos ao AE+AF apresentaram um aumento na 

expressão gênica do bdnf e uma maior eficiência na memória de habituação (60). Dessa 

forma, o BDNF participa do mecanismo da LTP na circuitaria hipocampal, o qual tem sido 

associado ao aumento na densidade das espinhas dendríticas e à forma e disponibilidade 

dos receptores nas sinapses (46, 66). 

Além disso, estudos moleculares e celulares demonstraram que a exposição de 

animais ao AE resulta em mudanças anatomofisiológicas no cérebro, comparadas àqueles 

que vivem em condições padrão de habitação (60). Essas mudanças incluem um aumento no 

peso total do cérebro, na quantidade do conteúdo de proteína e na espessura do córtex 

cerebral, sendo o hipocampo uma região que apresenta tais modificações (25). Pode-se 

ressaltar também que o aumento na neurogênese devido à exposição ao AE acontece 

devido à integração desses novos circuitos funcionais de neurônios gerados e ao aumento 

no número de sinapses na via das fibras perfurantes no giro denteado e na região CA3-CA1 

(25).  

Desse modo, a exposição de ratos adultos ao AE e exercício induzem à 

neurogênese no DG e estão correlacionados a uma elevação nos níveis de BDNF no 

hipocampo (67). Um estudo utilizou camundongos machos controle ou expostos ao AE 

durante um período de 6 semanas e em seguida foi realizado o teste de memória de 

reconhecimento de objetos para verificar as memórias de curta e longa duração, o labirinto 

em cruz elevado para ansiedade e a imunohistoquímica. Os resultados demonstraram que o 

grupo AE apresentou aumento na proliferação celular no hipocampo, neurogênese no 

hipocampo dorsal, um maior percentual de tempo de exploração do objeto novo, 
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comprovando que houve MCD. Por conseguinte, houve maior percentual de entradas no 

braço aberto do labirinto, demonstrando que esses animais apresentam uma menor 

tendência em desenvolver ansiedade (5). Outra pesquisa utilizando ratos adultos (de 3-5 

meses de idade) expostos ao AE durante 3 semanas com troca dos utensílios duas vezes 

por semana, foram divididos em dois grupos: controle e AE. Realizou-se os testes labirinto 

aquático de Morris, imunoblotting  e eletrofisiologia e os resultados demonstraram que o 

grupo AE apresentou melhor desempenho no labirinto, aumento na expressão do fator de 

transcrição CREB e LTP na região CA1 do hipocampo. Um aumento na conectividade de 

rede e/ou a eficácia da amplificação de sinal nas sinapses estão entre as prováveis 

consequências de expor um animal a um ambiente enriquecido (62). 

Por outro lado, os estímulos provenientes do AE podem ainda aumentar a síntese de 

proteínas cinases e da proteína reguladora da expressão gênica, CREB, inibir as taxas de 

apoptoses espontâneas de células hipocampais e da amígdala, e induzir a expressão de 

moléculas de adesão de células neurais (68). Outros estudos demonstraram que o AE 

aumenta a memória espacial e aumenta o número total de células positivas para CNPase no 

corpus callosum em ratas de meia-idade (69). 

A exposição ao AE tem efeitos positivos na função cerebral, incluindo aumento do 

número de dendritos, alargamento de sinapses e melhora da cognição. Mais recentemente, 

descobriu-se que o AE aumenta a sobrevivência de neurônios recém-formados no giro 

denteado (DG) do hipocampo (70) e os níveis do BDNF (29, 60, 71). Fatores de crescimento 

neurotróficos contribuem ainda para o desenvolvimento de circuitos neurais centrais e 

periféricos e também regulam a neurogênese, sendo necessários durante o 

desenvolvimento para manter a viabilidade neuronal e orientar a formação da circuitaria 

sináptica (72).  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 

locomoção na tarefa do campo aberto e o grupo AE (4 semanas a partir de 70 dias) também 

apresentaram menor locomoção no campo aberto, porém, foi observado que o efeito 

persiste por mais tempo nos animais expostos por um período maior ao AE (73). Já 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 neurogênese no DG do 

hipocampo verificado pela imunohistoquímica, além do AE proporcionar um melhor 

desempenho durante a realização da tarefa instrumental no condicionamento clássico (25). 

Desse modo, embora tais dados contribuam, mostrando que a atividade física voluntária 
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pode regular os níveis de BDNF, RNAm, polipeptídeos codificados no hipocampo e também 

induzir à proliferação de células, por outro lado é necessário entender como os mecanismos 

funcionais induzidos pelo BDNF são realizados. 

Dados sugerem que a expressão do bdnf no hipocampo adulto é necessária para a 

sobrevivência das células precursoras que foram induzidas por exercício, proliferação 

celular e desenvolvimento dendrítico (27). A atividade de transcrição gênica do bdnf é 

induzida por diferença de potencial nos meios intra e extra-celular, iniciadas pelos canais de 

Ca2+ voltagem dependentes, os quais ativam os receptores NMDA ou sensíveis à voltagem 

Canais de Ca2+. A este respeito, tem sido sugerido que a execução de exercício voluntário 

pode ativar receptores NMDA no hipocampo, o qual pode aumentar a expressão de bdnf (62).  

O AE favorece outros aspectos percepto - cognitivos e sociais, incluindo o aumento 

da oportunidade de aprendizagem, socialização além da realização de exercício físico (31, 60, 

74). Outros pesquisadores identificaram ainda que a exposição de ratos ao AE acelera o 

desenvolvimento do córtex visual (28), bem como modula o controle hedônico de preferência 

ao doce, mesmo em animais expostos ao AE e ao stress (75). É bem estabelecido também 

que o AE pode induzir a alterações na plasticidade neural de animais intactos e pós-lesão, 

incluindo tanto modificações morfológicas como comportamentais (76, 77). O AE pode ainda 

melhorar o desempenho dos animais em diferentes aspectos de aprendizagem e tarefas de 

memória que envolvam o funcionamento do hipocampo (5, 30, 62). O AE também está 

relacionado à reestruturação de regiões do sistema nervoso, incluindo a associação entre o 

córtex e o hipocampo. Portanto, o AE pode promover a sobrevivência da célula por meio de 

mecanismos que estão envolvidos nesta reorganização também cortical (31). 

 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 

os quatro grupos experimentais: sedentário, sedentário com AE, exercício com AE e 

exercício, o grupo exercício com AE apresentou memória de curta duração. No grupo 

exercício houve aumento na expressão do RNAm do bdnf do hipocampo e na tarefa de 

campo aberto houve habituação ao ambiente em todos os grupos; já a imunohistoquímica 

demonstrou um maior número de células BrdU  positivas com exercício, mas não com AE 

(61). Em contrapartida, outros pesquisadores utilizando camundongos fêmeas verificaram em 

seus estudos que os animais expostos à roda de corrida apresentaram indução na 

neurogênese no DG do hipocampo que persistiu na ausência de atividade física, porém, o 

grupo exposto à roda de corrida e AE apresentou um aumento significativo na neurogênese 

no DG quando comparado ao exercício e AE isolados (78). 
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Já a atividade locomotora aumentada no AE está associada a um incremento no 

volume de sangue cerebral pelo aumento do fluxo sanguíneo, maior permeabilidade da 

barreira hematoencefálica, aumento da angiogênese e uma maior utilização de glicose pelos 

neurônios (31, 78). A atividade locomotora também é acompanhada por um aumento 

substancial na circulação hormonal e fatores de crescimento. No entanto, no teste de campo 

aberto para avaliação da distância percorrida pelos animais expostos ao AE, estudos 

identificaram que houve diminuição da distância percorrida, provavelmente isso se devendo 

a uma rápida habituação durante a realização desta tarefa (60, 73, 76), ou esse teste não 

poderia captar tais mudanças. 

 

A Desnutrição, o Ambiente Enriquecido e a Memória 

 

 As deficiências nutricionais decorrentes da insuficiente ingestão de macro e/ou 

micronutrientes levam a graus variáveis de desnutrição, reconhecidamente um grave 

problema mundial principalmente nos países em desenvolvimento. No que se refere ao 

sistema nervoso central, a deficiência nutricional no início da vida é mais grave, 

principalmente porque nesta fase o crescimento e o desenvolvimento desse sistema estão 

ocorrendo com grande intensidade, através dos processos de hiperplasia, hipertrofia e 

mielinização (79). Desse modo, esse momento é considerado como um dos períodos críticos 

mais importantes para o desenvolvimento do SN, por ser uma etapa de grande 

vulnerabilidade a vários tipos de agressão, inclusive a nutricional (42).  

 Em contrapartida, o AE surge como uma alternativa de remodelação dos efeitos da 

desnutrição precoce nos mecanismos de memória no indivíduo adulto, porém, poucos 

estudos têm demonstrado tais efeitos. Dados que foram obtidos em 1972, utilizou ratos 

Wistar, em que durante a gestação e lactação suas genitoras receberam dieta caseína 25% 

(grupo controle) ou dieta caseína 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 - padrão 

apresentaram maior locomoção 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 

construído adjacente ao campo aberto e interligados através de uma abertura de 12 cm. Os 

animais foram colocados individualmente em um campo aberto por um período de 55 

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

expostos ao AE apresentaram maior número de entradas no ambiente novo (80). 

 

Conclusões 

 

Tais evidências da literatura científica sugerem que os mecanismos de plasticidade 

sináptica no hipocampo de animais adultos são influenciados pelo AE. O BDNF atua como 

um fator regulador na sobrevivência e desenvolvimento de células precursoras neuronais 

dendríticas no hipocampo de animais adultos e mais importante ainda, a proliferação celular 

induzida pelo exercício pode ser promovida pelo aumento na expressão do bdnf. Resultados 

sugerem que fatores ambientais podem influenciar diretamente no processo de memória; 

desse modo, será que o AE consegue reverter os efeitos da desnutrição sobre o 

funcionamento do hipocampo em ratos adultos que sofreram um processo de desnutrição 

proteica em períodos precoces da vida? Ao nosso conhecimento não existem até o 

momento estudos que correlacionem os efeitos de reversão da desnutrição pelo AE sobre o 

funcionamento do hipocampo especificamente, de forma que a explicação de como o AE 

atua prevenindo ou mesmo revertendo os efeitos deletérios da desnutrição é ainda 

questionado. 

Estudos moleculares e comportamentais têm demonstrado que quando esses 

animais são submetidos, durante o seu desenvolvimento, a um ambiente "rico" em estímulos 

e/ou a sessões de estimulação ambiental, há um aumento no peso e espessura de 

estruturas corticais e subcorticais, na atividade de enzimas neuronais, no número e diâmetro 

dos capilares corticais e diminuição na densidade celular, em comparação com animais 

criados em ambientes "pobres". O aumento no número de contatos sinápticos e 

ramificações dendríticas encontrados nesses animais evidenciam também plasticidade 

sináptica aumentada. 

Dessa maneira, torna-se necessário o desenvolvimento de estudos nos âmbitos 

molecular, celular e comportamental a fim de investigar se o AE pode reverter os efeitos da 

desnutrição sobre o funcionamento do hipocampo adulto naqueles animais que foram 

desnutridos precocemente. Assim, a investigação dos mecanismos pelos quais a 

neuroplasticidade possa facilitar a recuperação de desnutridos é 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 facilitação da recuperação psicossocial de 

indivíduos ou pequenos grupos de indivíduos anteriormente desnutridos, e portanto para sua 
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reinserção em ambientes mais enriquecidos do que aqueles de onde vieram. O fato de 

diferentes regiões do sistema nervoso serem mais ou menos susceptíveis à estimulação 

sensório-motora, certamente permitirá condutas específicas para a obtenção de melhores 

resultados terapêuticos futuros. 
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CAPÍTULO 3  

 

 

 

3.1 Objetivo, Materiais e Métodos do Artigo Original 

 

 

3.1.1 Objetivo  

 

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

de ratos adultos que foram submetidos à desnutrição no período 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 colônia do Departamento de Nutrição e mantidos no biotério de 

experimentação do anexo de anatomia, ambos pertencentes à Universidade Federal de 

Pernambuco. As fêmeas nulíparas com peso entre 250 e 300 g foram mantidas em Biotério 

de experimentação com temperatura de 22°C (± 2°C), claro - escuro de 12-12h, ciclo 

invertido e livre acesso à água e dieta padrão do biotério (Presence®). Todos os 

procedimentos foram aprovados pelo comitê de ética em uso de animais da Universidade 

Federal de Pernambuco (protocolo 23076.018667/2012).  

Foram realizados acasalamentos na proporção de duas fêmeas para um macho e no 

momento em que foi detectada a gestação as mesmas foram divididas aleatoriamente em 2 

grupos experimentais de acordo com a dieta fornecida durante a gestação e lactação: 

controle (C, Caseína 17%, n= 4), desnutrido (D, Caseína 8%, n= 4) (Reeves, Nielsen e 

Fahey, 1993). 
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Conteúdo da dieta normoproteica e hipoproteica 

 

As dietas confeccionadas no Departamento de Nutrição da Universidade Federal de 

Pernambuco são isocalóricas com alteração apenas no conteúdo de proteína (Reeves et al., 

1993), ver Tabela 1.  

 

Tabela 1. Composição das dietas à base de caseína (Reeves, Nielsen e Fahey, 1993). 

 

 

 

* Mistura de vitaminas contendo (em mg.kg−1 de dieta): retinol,12; colecalciferol, 0,125; tiamina, 40; 

riboflavina, 30; ácido pantotênico,140; piridoxina, 20; inositol, 300; cianocobalamina, 0,1; menadiona, 

80; ácido nicotínico, 200; colina, 2720; ácido fólico, 10; ácido p-aminobenzóico, 100; e biotina, 0,6. 

† Mistura mineral contendo (em mg.kg−1de dieta): CaHPO4, 17200; KCl, 4000; NaCl, 4000; MgO, 

420; MgSO4, 2000; Fe2O2, 120; FeSO4.7H2O, 200; e elementos-traço, 400(MnSO4.H2O, 98; 

CuSO4.5H2O, 20; ZnSO4.7H2O, 80; CoSO4.7H2O, 0,16; e KI, 0,32; com amido suficiente para 

completar 40g [por kg de dieta]. 

 

O dia de nascimento da ninhada foi considerado o zero e a manipulação para 

redução da ninhada foi realizada no 1° dia de vida, onde apenas os filhotes machos foram 

utilizados nesse experimento. Após a separação, cada ninhada foi constituída 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 condição nutricional e a exposição 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 possível agressão entre eles. Ver figura 8. 

 

 

 

Figura 3.1: Desenho experimental do estudo.  

 

A exposição ao AE foi realizada da idade de 30 até 90 dias de vida em gaiolas que 

obedeceram as seguintes dimensões: 61 cm x 44 cm x 63 cm (Largura x profundidade x 

altura). Foram utilizadas escadas, tubos de plástico, túneis, suportes para escalar na 

posição vertical, bolas, bonecos e casas de plástico. Os brinquedos foram trocados e/ou 

rearranjados a cada 5 dias para nova estimulação, minimizando os efeitos da habituação 

(Beauquis et al., 2010). Ver figuras 3.2 A e B. 

 

      

A)                                                                    B) 

Figuras 3.2: A e B Gaiolas do Ambiente Enriquecido. Dimensões: 61 x 44 x 63 cm 

(Largura x profundidade x altura). 
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Análise molecular 

 

 Análise da Expressão Gênica do bdnf e Trkb 

PCR em tempo real 

Aos 90 dias de vida, os animais foram decapitados às 7h da manhã, no início do ciclo 

escuro, em que começa o período de maior atividade dos roedores. Os crânios foram 

imediatamente dissecados e os 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 extraído 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 espectrofotômetro, 

NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Em seguida, as amostras de RNA foram 

tratadas com tampão de gDNA Wipeout (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) para remover 

eficazmente a contaminação do DNA genômico durante 2 min a 42 ° C, e armazenados em 

gelo. Posteriormente, foi realizada a transcrição reversa de 2,0 g de RNA purificado, 

utilizando o kit de transcrição 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 

l de água livre de RNAse. A preparação de cDNA foi, em seguida, armazenada a -20°C até 

a sua utilização. Posteriormente, 5 l de cada amostra diluída de cDNA foi utilizada como 

template para a amplificação por PCR utilizando SYBR Green (Qiagen ®, Hilden, Alemanha), 

como fluoróforo intercalante. Utilizou-se o sistema de detecção de PCR em tempo real: 

Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ®, Hilden , Alemanha). Os parâmetros do PCR foram: o 

primeiro passo de desnaturação 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 amplificação estão apresentados na tabela 1. 
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Tabela 2. Sequências de primers desenhados para estudo de PCR em tempo real dos genes: bdnf, 
trkb e do gene constitutivo de referência gapdh.  
 
 

 

 

Os valores limites de ciclo (do inglês, “cycle threshold”, CT) das amostras foram 

determinados pela normalização a partir das curvas de fluorescência versus o número de 

ciclos do PCR durante a amplificação exponencial. As curvas padrão para todas as 

amplificações dos primers (ou oligonucleotídeos) foram geradas traçando os valores médios 

dos valores de CT em função do logaritmo da quantidade de moléculas template (molde) 

alvo. Todas as quantificações foram normalizadas para o gene de referência (ou house-

keeping): desidrogenase gliceraldeído-3-fosfato (GAPDH). O valor da quantificação relativa 

de cada gene alvo foi analisado utilizando um método CT comparativo (Livak e Schmittgen, 

2001). A seguinte fórmula (2-ΔΔCT) foi usada para calcular a quantidade relativa do transcrito 

na amostra e normalizado com o de referência endógena GAPDH: 2-ΔΔCT, onde ΔCT é a 

diferença entre a CT no gene de interesse e GAPDH, e ΔΔCT para a amostra é igual à 

média do ΔCT da amostra menos a média do ΔCT da amostra de controle sem exposição 

ao ambiente (utilizada como calibração). 

 

Avaliação dos Indicadores Somáticos 

 

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 balança 

eletrônica 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 Índice de Massa Corporal (IMC). Após 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) Balança eletrônica digital (Marte ®, modelo S-1000) e B) mensuração do 

comprimento naso anal com papel milimetrado e fita métrica. 

 

Avaliação comportamental  

Teste de ansiedade experimental 

 

 O teste para avaliação da ansiedade foi realizado nos animais com a idade de 60 dias 

no horário das 12 horas e utilizado o modelo do labirinto em cruz elevado baseado em 

(Pellow et al., 1985),o qual  é constituído de dois braços abertos (50 x 10 cm) e dois braços 

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 nível do 

piso e iluminado sob uma luz vermelha de baixa voltagem (15 w) acima da área central. Este 

modelo experimental é baseado em procedimentos realizados por Montgomery 1955, no 

medo inato que os roedores têm pelo espaço aberto e elevado, preferindo ficar nos braços 

fechados. 

  A realização do teste consistiu em colocar os animais individualmente no espaço 

central do aparelho com a cabeça voltada para o braço fechado e posterior filmagem 

durante 5 min. Os registros foram realizados através de imagens por câmera com sistema 

infravermelho e armazenados em computador. Três observadores cegos visualizaram os 

filmes e registraram em protocolo o tempo de permanência em cada braço. O registro de 

cada entrada teve validade a partir do momento em que o animal encontrou-se com as 4 

patas em um dos braços do labirinto. O tempo de cada animal foi marcado através de um 

cronômetro digital, onde o tempo de permanência nos braços abertos foi utilizado como 

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

 

Memória de reconhecimento de objetos (RO) no campo aberto  

 

 Na tarefa de reconhecimento de objetos foi observado e avaliado o comportamento 

exploratório dos animais (Ennaucer and Delacour, 1988), em que os mesmos foram 

submetidos à tarefa de campo aberto a partir dos 85 dias de vida, o qual consistiu de um 

aparato circular (1 m de diâmetro), 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 

superfície 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 superfície. 

As bases foram trocadas e limpas com etanol a 70% a cada utilização para diminuir os 

possíveis odores restantes. A utilização de uma câmera de infravermelhos é importante 

porque permite a realização de experimentos com animais durante a fase escura do ciclo. 

Foram contabilizados os números de bolos fecais e a presença de urina.Todos os animais 

foram habituados ao ambiente do teste durante 3 dias a partir dos 85 dias de vida, tendo 20 

minutos por dia para livre exploração do aparato na ausência de objetos. Os testes foram 

realizados às 7 horas da manhã, início do ciclo escuro, momento em que os animais estão 

em maior atividade. 

 Os objetos feitos de vidro foram colocados na arena nos próximos 2 dias, em que 

foram utilizados para a avaliação da atividade exploratória e locomotora. No primeiro dia 

(sessão de treino) os animais foram colocados na arena contendo dois objetos diferentes (A 

e B) para livre exploração por 5 minutos. O teste foi repetido 180 minutos depois para testar 

a memória de curta duração (MCD) e 24 horas após o treino para testar a memória de longa 

duração (MLD). Nos períodos dos testes, um dos objetos foi substituído 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, B e C. 

 As posições dos objetos (familiar ou novo) foram randomizadas e a arena foi limpa 

entre os testes. A exploração foi definida como cheirar ou tocar o objeto com o nariz e/ou as 

patas dianteiras. Sentar ou andar em torno do objeto não foi considerado comportamento 

exploratório. O tempo gasto explorando cada objeto foi marcado por três observadores 

cegos ao tratamento recebido pelo animal e expresso em percentual do total de tempo de 

exploração computado em segundos (Rossato et al., 2007). 

            

 

Figuras 3.5 : Campo aberto utilizado para a realização do teste de memória de 

reconhecimento de objetos com esquema ilustrativo da utilização dos mesmos: A) Fase de 

teste; B) Memória de curta duração; C) Memória de longa duração. 

 

Análise estatística 

Os resultados experimentais estão expressos como médias ± desvio padrão para 

cada grupo. Para avaliar as diferenças entre as médias do peso e comprimento ao 

nascimento foi utilizado o teste t de Student e para verificar a evolução ponderal foi utilizado 

o teste t de Student pareado. Nas comparações entre os diferentes grupos de análise 

molecular e ansiedade foi utilizado o two-way ANOVA e para o comportamental, o three-way 

ANOVA com diferença significante estabelecida em p<0,05 e teste post-hoc de Tukey para 

comparações múltiplas. 
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3.2 Artigo Original 

 

 Os resultados desta etapa experimental estão apresentados a seguir no trabalho 

intitulado: Efeitos do ambiente enriquecido sobre a plasticidade sináptica no 

hipocampo de ratos adultos submetidos à desnutrição precocemente, que será 

submetido à publicação pela revista Learning and Memory. 
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RESUMO  

 

O sistema nervoso (SN) possui habilidade para modificar sua organização 

morfofuncional em resposta a mudanças internas ou demandas externas, caracterizando-se 

assim a plasticidade cerebral. Fatores externos como a desnutrição durante as fases iniciais 

da vida podem alterar o desenvolvimento adequado do organismo e ocasionar na fase 

adulta danos nas funções do sistema nervoso. Entretanto, um outro fator ambiental, o 

ambiente enriquecido (AE), pode favorecer a memória através de alterações na expressão 

de fatores tróficos, especialmente o fator derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo. O 

presente estudo objetivou avaliar o efeito do ambiente enriquecido sobre a plasticidade 

sináptica no hipocampo de ratos adultos que foram submetidos à desnutrição no período 

perinatal. Foram utilizados ratos machos Wistar divididos em grupos segundo a dieta 

durante a gestação e lactação: controle (C) e desnutrido (D). Após o desmame, os filhotes 

receberam dieta Presence ® e foram subdivididos segundo a exposição 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 evolução ponderal foi modificada pela desnutrição e o peso ao nascer até os 

70 dias de vida, após a exposição ao AE, foi menor que o controle; aos 80 dias, o grupo 

CAE apresentou menor peso, igualando-se ao DAE. Quanto aos aspectos de memória de 

reconhecimento de objetos, comparando intragrupo, tanto o CSAE quanto o DAE 

apresentaram memória de curta duração. A comparação entre grupos mostrou que a dieta e 

o ambiente enriquecido influenciaram na memória de longa duração, pois apenas o DAE 

aumentou o tempo de exploração do objeto novo. A dieta não modificou o comportamento 

dos grupos com relação à ansiedade. No entanto, após a exposição ao AE, o grupo CAE 

apresentou menor ansiedade e o DAE mostrou aumento no conflito de decisão de escolha. 

Quanto à expressão gênica do bdnf, a dieta provocou menor expressão no grupo DSAE e 

maior expressão após exposição ao AE nos grupos controle e desnutrido. Já quanto ao 

receptor TrkB, houve uma tendência à menor expressão no grupo DSAE e uma maior 

expressão no CAE e DAE. Esses resultados indicam que a dieta hipoproteica induziu baixo 

peso ao nascer e que essa modificação foi prolongada ao longo da vida, porém o AE não 

reverteu esse perfil, mostrando que há o efeito da plasticidade fenotípica sobre esse 

aspecto. Além disso, a dieta e o AE modificaram, à longo prazo, tanto o perfil gênico do bdnf 

quanto do seu receptor, bem como o comportamento de memória, demonstrando que o AE 

estimulou eventos plásticos no hipocampo dos indivíduos desnutridos, modificando assim a 

memória de longa duração. 
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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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Introdução 

 

 O período crítico do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) em 

mamíferos corresponde aos períodos pré e pós-natal precoce. Durante essa fase ocorrem 

alterações morfológicas, fisiológicas e bioquímicas no SNC em que os períodos de 

crescimento, proliferação, diferenciação, migração e maturação celular não acontecem de 

forma linear (Morgane, Mokler e Galler, 2002). Existem fatores genéticos e não genéticos 

que interferem na ordenada maturação do SNC e essas alterações podem afetar 

capacidades cognitivas dos indivíduos (Morgane, Mokler e Galler, 2002; Silveira et al., 

2007). Entre os fatores exógenos destacam-se a nutrição (Laus et al., 2011) e estimulação 

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 desnutrição é um problema grave em 

países subdesenvolvidos (Barros et al., 2006; Zhang, Li e Yang, 2010) e como tal, apresenta 

interesse contínuo, visto que há evidências de que os efeitos do insulto nutricional sobre o 

cérebro em desenvolvimento são de longa duração e ocasionam déficits permanentes na 

aprendizagem e comportamento (Morgane, Mokler e Galler, 2002). 

A desnutrição nos períodos críticos do desenvolvimento pode levar a alterações na 

quantidade da liberação de neurotransmissores e diminuição na neuroplasticidade, além de 

uma redução no tamanho do cérebro (Morgane, Mokler e Galler, 2002; Laus et al., 2011). 

Desse modo, embora muitas áreas do cérebro sejam afetadas pela restrição perinatal de 

nutrientes, a formação hipocampal é uma estrutura vulnerável (Zhang, Li e Yang, 2010), a 

qual tem como uma de suas funções,  promover os processos de memória e aprendizagem, 

tipos de plasticidade sináptica (Neves, Cooke e Bliss, 2008). Estudos experimentais em 

roedores mostram que a restrição materna de dieta proteica ou alimento resultam em 

déficits morfofuncionais no hipocampo dos filhotes, levando à diminuição de neurônios, 

sinapses e arborização dendrítica (Bedi, 1991; Diaz-Cintra et al., 1994), os quais podem 

interferir nos processos de memória a longo prazo. 

A memória é um processo temporalmente graduado durante o qual novas 

informações podem ser consolidadas e armazenadas (Dudai, 2004) e apresenta algumas 

fases, incluindo a aquisição, consolidação, recuperação e  a extinção (Kandel, 2001; Vianna 

et al., 2001). Além disso, os tipos de memória quanto ao tempo de retenção das 

informações dividem-se em pelo menos duas: memória de curta duração (MCD), que dura 

de minutos a 1-3 horas e a memória de longa duração (MLD), a qual dura horas, dias ou 

anos e requer transcrição gênica e síntese proteica (Kandel, 2001; Kelleher et al., 2004). 
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Essa plasticidade sináptica que ocorre no hipocampo pode estar relacionada a uma 

mudança na circuitaria em resposta a estímulos ambientais (Odelberg, 2005). Na circuitaria, 

a facilitação do processamento de informações pode ocorrer pelo mecanismo de 

potenciação a longo prazo (LTP), permitindo que haja mais conexões entre neurônios 

hipocampais a partir de 24horas (Izquierdo e Medina, 1997). Para que ocorra a indução da 

LTP, a qual apresenta duas fases principais, é necessária a ativação do receptor N- metil  D-

aspartato (NMDA) pelo glutamato (Aroniadou e Teyler, 1991): LTP precoce e tardia, que se 

correlacionam com a memória a curto e longo prazo, respectivamente (Riedel, Platt e 

Micheau, 2003). Outros fatores que viabilizam esse mecanismo são os fatores neurotróficos, 

tais como o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), um pequeno dímero de proteína 

expresso no cérebro de mamíferos adultos (Murer, Yan e Raisman-Vozari, 2001; Poo, 

2001). Pesquisas demonstraram que o BDNF no hipocampo não está envolvido apenas com 

a consolidação da memória (Alonso, Vianna, Depino, et al., 2002), mas também com a 

atividade neuronal dependente da reorganização sináptica, o que pode ser a base para a 

formação da memória (Alonso, Medina e Pozzo-Miller, 2004). Além do mais, resultados 

anteriores sugerem que o BDNF atua na formação da memória de longa duração (MLD) na 

região CA1 do hipocampo através da ativação do fator de transcrição gênica CREB (Alonso, 

Vianna, Izquierdo, et al., 2002). Desse modo, as distorções na maturação coordenada de 

diferentes componentes do cérebro, bem como a diminuição da plasticidade sináptica e dos 

níveis de fatores neurotróficos, como o BDNF (Coupe et al., 2009), vão interferir no 

crescimento ordenado e elaboração de circuitos neuronais, inclusive comprometendo a 

lógica e circuitos de memória e afetando os processos cognitivos (Morgane, Mokler e Galler, 

2002).  

Em contrapartida, a estimulação por ambiente enriquecido (AE) favorece alterações 

na plasticidade sináptica e neuronal na formação hipocampal (Tanti et al., 2012), em 

particular um aumento na regulação dos níveis da proteína BDNF (Jurgens e Johnson, 

2012; Kondo, Takei e Hirokawa, 2012). É provável também que um aumento no nível de 

BDNF induzido pelo exercício ocorra pela expressão aumentada do receptor TrkB no 

hipocampo (Li et al., 2008), em que o nível de ativação deste receptor está correlacionado à 

disponibilidade do BDNF (He et al., 2004). O termo enriquecimento ambiental consiste na 

utilização de um ambiente complexo que geralmente envolve a utilização de brinquedos, 

túneis, pontes e rodas de corrida. Os animais são alojados em maior número e em gaiolas 

frequentemente maiores para facilitar a interação social. Os objetos utilizados em tal 

ambiente aumentam a estimulação sensorial, assim como a busca pela novidade, uma vez 

que os mesmos são substituídos ou movidos de lugar com frequência determinada (Birch, 
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Mcgarry e Kelly, 2013), podendo favorecer a retenção de novas informações. Como o 

enriquecimento ambiental também pode incluir aumento da estimulação social através do 

agrupamento, pode haver em contrapartida a indução do comportamento agressivo, visto 

que os roedores são animais exploratórios e quando desnutridos em períodos precoces da 

vida pode ocorrer disputa pela alimentação (Katz, Davies e Dobbing, 1982). 

No entanto, as questões sobre se os mecanismos de memória de reconhecimento de 

objetos no adulto são alterados pela desnutrição precoce e ainda se o ambiente enriquecido 

apresenta função facilitadora da plasticidade sináptica no hipocampo dos animais 

desnutridos precocemente, não foram completamente explorados. No presente estudo, 

examinamos as consequências a longo prazo da desnutrição pré e pós-natal em roedores 

expostos ou não a um ambiente enriquecido sobre a memória de curta e longa duração e a 

expressão gênica do bdnf no hipocampo. 

 

Materiais e métodos 

Animais 

Ratas Wistar pesando 200-250 g foram obtidas do Departamento de Nutrição da 

Universidade de Pernambuco (Brasil) e mantidas sob condições controladas (ciclo 

claro/escuro, 12/12 horas invertido e temperatura 22 ± 2 º C, comida e água ad libitum). Os 

animais foram transportados para o Biotério do Departamento de Anatomia e adaptados ao 

ambiente por dez dias. No final deste período, as fêmeas primíparas foram acasaladas com 

os ratos na proporção de 2:1 e após a confirmação do acoplamento por meio da 

visualização de espermatozóides no esfregaço vaginal, as ratas gestantes foram alojadas 

individualmente para os experimentos seguintes. Todos os procedimentos experimentais 

foram realizados de acordo com as diretrizes do comitê 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 caseína) e grupo desnutrição proteica (8% de caseína) durante os 

períodos de gestação e lactação, água 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). Após esse período, os filhotes foram separados 

das mães e mantidos quatro animais em cada caixa de prolipropileno, sendo alimentados 

com a dieta padrão do biotério (Presence ®) e água ad libitum. A exposição 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 gestação e lactação 

e exposição 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 

dimensões: 61 x 44 x 63 cm (largura x profundidade x altura). Os objetos utilizados foram 

tubos de plástico, túneis, escadas retas e circulares, bolas, bonecos e casas de plástico. Os 

brinquedos foram trocados e/ou rearranjados a cada cinco dias para nova estimulação, 

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

 

Mensuração 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 balança eletrônica 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 Índice 

de Massa Corporal (IMC=Peso (g) /comprimento (cm2).  

 

Análise da Expressão Gênica do BDNF e TRKb 

PCR em tempo real 

Aos 90 dias de vida, os animais foram decapitados às 7h da manhã, no início do ciclo 

escuro, em que começa o período de maior atividade dos roedores. Os crânios foram 

imediatamente dissecados e os 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 extraído 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 espectrofotômetro, 

NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Em seguida, as amostras de RNA foram 

tratadas com tampão de gDNA Wipeout (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) para remover 

eficazmente a contaminação do DNA genômico durante 2 min a 42 ° C, e armazenados em 

gelo. Posteriormente, foi realizada a transcrição reversa de 2,0 g de RNA purificado, 

utilizando o kit de transcrição 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 

l de água livre de RNAse. A preparação de cDNA foi, em seguida, armazenada a -20°C até 

a sua utilização. Posteriormente, 5 l de cada amostra diluída de cDNA foi utilizada como 

template para a amplificação por PCR utilizando SYBR Green (Qiagen ®, Hilden, 

Alemanha), como fluoróforo intercalante. Utilizou-se o sistema de detecção de PCR em 

tempo real: Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ®, Hilden, Alemanha). Os parâmetros do PCR 

foram: primeiro passo de desnaturação 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 amplificação estão apresentados na 

tabela 1. 

 

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

 

 

Os valores limites de ciclo (do inglês, “cycle threshold”, CT) das amostras foram 

determinados pela normalização a partir das curvas de fluorescência versus o número de 

ciclos do PCR durante a amplificação exponencial. As curvas padrão para todas as 

amplificações dos primers (ou oligonucleotídeos) foram geradas, traçando os valores médios 

dos valores de CT em função do logaritmo da quantidade de moléculas template (molde) 

alvo. Todas as quantificações foram normalizadas para o gene de referência (ou house-

keeping): desidrogenase gliceraldeído-3-fosfato (GAPDH). O valor da quantificação relativa 

de cada gene alvo foi analisado utilizando um método CT comparativo. A seguinte fórmula 

(2-ΔΔCT) foi usada para calcular a quantidade relativa do transcrito na amostra e normalizado 

com o de referência endógena GAPDH: 2-ΔΔCT, onde ΔCT é a diferença entre a CT no gene 

de interesse e GAPDH, e ΔΔCT para a amostra é igual a  média do ΔCT da amostra menos 
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a média do ΔCT da amostra de controle sem exposição ao ambiente (utilizada como 

calibração).  

Análises comportamentais 

Memória de reconhecimento de objetos 

Quando os ratos são apresentados a objetos familiares e novos, há uma tendência a 

se dirigirem à exploração de novos objetos, visto que os roedores são animais exploratórios. 

Este comportamento típico é utilizado para conceber um paradigma comportamental 

conhecido como tarefa de reconhecimento de objetos, o qual tem sido amplamente utilizado 

para avaliar a memória de reconhecimento (Ennaceur e Delacour, 1988). A tarefa de 

reconhecimento de objeto foi realizada em uma arena de campo aberto (1 m de diâmetro), 

construída em EVA (etileno vinil acetato) preto com 1 cm de espessura e delimitado por 30 

cm de altura. As superfícies 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 circulação do animal e 

proporcionar um maior contraste entre este e a superfície. Antes que o experimento fosse 

realizado, todos os animais foram habituados à arena experimental aos 85 dias de vida, 

permitindo-lhes explorar o campo aberto livremente 20 minutos por dia, durante 3 dias, na 

ausência de objetos. Todos os testes foram realizados à 7 horas da manhã, início do ciclo 

escuro e momento em que os animais estão em sua maior atividade. Os objetos de vidro, 

conhecido ou novo, bem como a posição relativa dos dois objetos de estímulo 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 exploração do ambiente. Para analisar a memória de curta 

duração, após 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 período de 5 min. A arena de campo 

aberto e os objetos de estímulo foram cuidadosamente limpos entre os ensaios para garantir 

a ausência de estímulos olfativos. Para a verificação da memória de longa duração, após 

24h o objeto C foi trocado pelo objeto novo (D) e os animais reintroduzidos na arena. A 

exploração foi definida como cheirar ou tocar o objeto de estímulo com o nariz e/ou as patas 

dianteiras. Sentar ou girar em torno dos objetos não foi considerado comportamento 

exploratório. Uma câmera foi posicionada sobre a arena (a 1m) e o comportamento dos 

animais foi filmado para posterior análise. O tempo gasto explorando cada objeto foi 

avaliado por três observadores cegos ao tratamento e expresso como uma percentagem do 

tempo total de exploração em segundos (Rossato et al., 2007). 
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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 é baseado num procedimento 

utilizado por Montgomery, 1955 em que o aparelho consiste de dois braços abertos e dois 

fechados. Durante o teste, os ratos foram colocados no centro do labirinto, com a cabeça 

voltada para o braço fechado e número total de entradas nos quatro braços, o número de 

entradas e tempo gasto nos braços abertos e o tempo no centro foram registrados em uma 

sessão de 5 min aos 60 dias de vida. Todos os testes foram realizados às 12 horas da 

manhã.  

O confinamento nos braços fechados está associado à observação de um aumento 

significativo no comportamento relacionado à ansiedade. Os registros foram realizados por 

aquisição das imagens por câmera com sistema infravermelho e armazenados em 

computador. Três avaliadores cegos ao tratamento observaram os filmes e registraram em 

protocolo o tempo de permanência e o número de entradas em cada braço. O registro de 

cada entrada teve validade a partir do momento em que o animal encontrou-se com as 4 

patas (2 anteriores e 2 posteriores) em um dos braços do labirinto. O tempo de cada animal 

foi marcado através de um cronômetro digital. A proporção e a percentagem do total de 

entradas, o tempo de permanência nos braços abertos e o tempo gasto no centro, foram 

utilizados como índice de ansiedade. 

 

Análise estatística 

Os resultados experimentais estão expressos como médias ± desvio padrão para 

cada grupo. Para avaliar as diferenças entre as médias do peso e comprimento ao 

nascimento foi utilizado o teste t de Student e para verificar a evolução ponderal foi utilizado 

o teste t de Student pareado. Nas comparações entre os diferentes grupos de análise 

molecular e teste de ansiedade comportamental foi utilizado o two-way ANOVA e para o 

teste de memória de reconhecimento de objetos, o three-way ANOVA com diferença 

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

 

Resultados 

 

Os efeitos da restrição proteica perinatal no peso corporal e índice de massa 

corporal  

Peso corporal  
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Em geral, a desnutrição perinatal ocasiona modificações a longo prazo na evolução 

ponderal em animais e humanos. Nós investigamos se as diferentes concentrações 

proteicas da dieta (Caseína 8% e 17%) causaram modificações no peso dos animais do 

nascimento aos 90 dias de vida. Com relação à evolução ponderal neonatal, as análises das 

médias dos grupos revelaram que houve diferença a partir do 1° dia de vida, em que a 

desnutrição provocou um menor peso ao nascer 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 período de lactação 

após desnutrição durante o período perinatal. 

 

Dia       Controle                         Desnutrido             

 (média em 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         70,63±5,79, n=26              0,00 

Teste t de Student no 1° dia. A partir do 7°: Teste T de Student pareado, seguido de comparações múltiplas, post-hoc 

Tukey . 
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Figura 1. Efeitos da restrição proteica perinatal sobre a evolução do peso neonatal de ratos. Os 

grupos controle e desnutrido foram alimentados, respectivamente, com dieta 17% de proteína e 8% 
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de proteína 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 comparações múltiplas, teste post-hoc Tukey. 

 

Com relação à evolução ponderal dos 40 aos 90 dias de vida, o grupo DAE 

acompanhou o peso do grupo CAE a partir dos 70 dias, com persistência desse padrão até 

os 90 dias, ver Tabela 3 e Figura 2. 

 

Tabela 3. Médias do peso corporal dos grupos Controle e Desnutrido após a exposição ao 

ambiente enriquecido. 

 

Dia                      CSAE                   DSAE CAE DAE 
                  (média em g ± DP)          (média em g ± DP),p  (média em g ± DP)      (média em 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 comparações múltiplas, teste post-hoc Tukey. a=  diferença entre os grupos CSAE e DSAE;
 
 b= 

diferença entre os grupos CAE e DAE. 
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Figura 2. Evolução ponderal. Efeitos da restrição proteica perinatal sobre a evolução do peso 

corporal de ratos a partir de 40 dias, após a exposição ao ambiente enriquecido. Os grupos controle e 

desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17% de proteína e 8% de proteína até o 

desmame, após esse período receberam dieta padrão. Os dados estão expressos em média do peso 
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em gramas ± DP.n=64, a= diferença entre grupos Csae e Dsae e b= diferença entre grupos Cae  e 

Dae, p< 0,001. Teste Two-way ANOVA, post-hoc Tukey. 

 

Avaliação do índice de massa corporal (IMC) 

 

No período neonatal, os dados do IMC demonstraram diferença entre os grupos 

controle e desnutrido a partir do 1° dia de vida até o 30° dia, em que houve menor  evolução 

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 período de lactação após 

desnutrição durante o período perinatal. 

 

Dia       Controle                         Desnutrido             

 (média em 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 comparações múltiplas, post-hoc      

        Tukey.    
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Figura 3. Efeitos da restrição proteica perinatal sobre a evolução do Índice de Massa Corporal (IMC) 

neonatal de ratos. Os grupos controle e desnutrido foram alimentados, respectivamente, com dieta 

17% de proteína e 8% de proteína 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 comparações múltiplas, teste post-hoc Tukey. 



67 

 

 

Após o desmame a diferença observada não 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 após a exposição ao ambiente 

enriquecido. 

 

Dia                      CSAE                   DSAE CAE DAE 
 (média em g ± DP)      (média em 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 comparações múltiplas, teste post-hoc Tukey.  p>0,05 (diferença entre os grupos CSAE e DSAE 

e entre os grupos CAE e DAE). 
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Figura 4. Efeitos da restrição proteica perinatal sobre a evolução do índice de massa corporal (IMC) 

de ratos a partir de 40 dias, após a exposição ao ambiente enriquecido. Os grupos controle e 

desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17% de proteína e 8% de proteína até o 

desmame, após esse período receberam dieta padrão. Os dados estão 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 presença de ansiedade 

dos ratos quantificando o tempo em que o animal permaneceu no braço aberto, no braço 
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fechado ou na região central do labirinto. Quanto ao tempo de permanência no braço aberto, 

os resultados mostraram que o fator desnutrição quando avaliado isoladamente não 

provocou ansiedade, visto que não houve diferença entre as médias de tempo de 

permanência no braço 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 braço 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 exposição ao AE não 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 desnutrição sobre o tempo de exploração do braço aberto no teste 

de ansiedade em animais jovem-adultos após exposição 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 braço aberto/tempo braço aberto + braço 

fechado (s). Os valores estão representados em média ± DP. Teste two-way ANOVA, teste post-hoc 

Tukey. n=64, *p<0.05   

 

Os dados do tempo de permanência no centro mostraram que há efeito da dieta 

sobre esse tempo entre os grupos CSAE e DSAE. Houve uma diminuição do tempo de 

permanência (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 à exposição 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 diferença 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 estão 

relacionados ao conflito/avaliação de risco, os quais foram alterados pela dieta e após 

exposição ao AE, Figura 6. 
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Figura 6 : Efeito a longo prazo da desnutrição sobre o tempo de permanência no centro do labirinto 

em cruz elevado no teste de ansiedade em animais jovem-adultos após exposição 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 estão representados em média ± DP. Teste two-way ANOVA, teste post-

hoc Tukey.n=64,  ***p<0.0001.   

 

Em relação à frequência de entrada no braço aberto, houve efeito da dieta, devido ao 

DSAE (10,60±0,52s, n=13) apresentar uma freqüência menor quanto comparado ao CSAE 

(CSAE= 11,40±0,53, n=10). Após exposição ao AE, o grupo DAE continuou com a menor 

freqüência de entrada no braço aberto (DAE= 11,77±0,52s, n=15), quando comparado ao 

CAE (12,83± 0,54s, n=10), p<0,001. Os dados mostram que a exposição ao AE não 

modificou o estado de ansiedade, pois o estado da resposta, quanto a uma frequência de 

entrada no braço aberto, permaneceu inalterado quando houve mudança de ambiente, 

Figura 7. 
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Figura 7 : : Efeito a longo prazo da desnutrição sobre a Frequência de entrada no braço aberto do 

labirinto em cruz elevado no teste de ansiedade em animais jovem-adultos após exposição 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 Frequência de entrada 

no braço aberto do labirinto em cruz elevado. Os valores estão representados em média ± DP. Teste 

two-way ANOVA, teste post-hoc Tukey.n=64, ***p<0.0001.   

 

Expressão gênica do bdnf e  do receptor TrkB 

 

Ao utilizar o método de quantificação PCR em tempo real, verificou-se que a 

expressão gênica do bdnf no hipocampo foi modificada tanto pela desnutrição quanto pela 

exposição ao AE. Os dados mostram que a desnutrição modificou os níveis de expressão do 

bdnf no grupo DSAE, em que a expressão 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 após exposição ao AE no grupo controle foi oposto, pois houve uma maior 

expressão gênica 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 expressão gênica do bdnf no grupo DAE, em que houve uma maior 

expressão gênica deste quando comparado ao controle (CSAE= 1,00±0,01, n=5, 

DAE=1,38±0,11, n=5, p=0,000). Todos os sacrifícios foram realizados 1 dia após o término 
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da realização do teste de memória de reconhecimento de objetos e uma breve estimulação 

ao campo aberto por 1 min, indicando que uma maior expressão do RNAm do bdnf está 

associada à aquisição da memória de tais animais, Figura 8A. Quanto à expressão do 

receptor TrkB, os resultados mostram que houve efeito do ambiente enriquecido em tal 

resultado, visto que o grupo CAE apresentou uma maior expressão do TrkB em 120%, 

quando 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 expressão gênica do 

receptor TrkB de 174%, quando comparado ao controle (CSAE= 1,00±0,01, n=5; DAE= 

2,22±0,19, n=5, p=0,000). Porém, apenas o efeito dieta mostrou-se com uma tendência à 

diminuição na expressão 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 desnutrição perinatal após a exposição crônica ao ambiente 

enriquecido em ratos adultos sobre a expressão gênica do bdnf (A) e trkb (B). As análises relativas do 

PCR em tempo real da expressão gênica nos hipocampos foram realizadas pela equação 2
-CT

. Os 

valores estão representados em média ± DP de 5 amostras diferentes de RNAm. Foi utilizado two-

way ANOVA, ***p<0,001. post-hoc Tukey.  

 

Memória de reconhecimento de objetos 
 
 

Para a análise 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 

não houve diferença, em que a exploração dos objetos foi aleatória, sem apresentar 

nenhuma preferência (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 memória de curta duração intragrupo houve memória de curta duração 

nos grupos CSAE e DAE. Ao avaliar o teste de memória de curta duração entre grupos os 

ratos submetidos à desnutrição sem AE não apresentaram diferença no percentual de 

exploração 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 não 

modificou, por si só, a memória de curta duração. O mesmo aconteceu com os ratos que 

foram desnutridos e expostos ao AE durante o teste de memória de curta duração, 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 é levado em consideração, não houve interação 

na exploração de objetos, em que os animais expostos ao ambiente não apresentaram 
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memória de curta duração (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, não 

apresentaram a memória de longa duração, enquanto no grupo DAE houve tal tipo de 

memória (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, não 

houve diferença entre o tempo de exploração 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, 

os animais do grupo desnutrido expostos ao AE apresentaram memória de longa duração 

quando comparados entre grupos ao controle com AE, demonstrando que houve interação 

entre a dieta, o ambiente enriquecido e a exploração 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 desnutrição perinatal após a exposição ao ambiente enriquecido sobre a 

memória de reconhecimento de objetos. Aos 88 dias os animais foram submetidos ao teste de 

reconhecimento de objetos para observar as fases da análise: teste, tempo 0 (A), período de memória 

de curta duração, após 180 minutos da fase inicial (B) e a fase da memória de longa duração, após 

24h do teste (C). Os dados estão expressos em média ou percentual de exploração dos objetos 

média ± DP. ***p<0,001, **p<0,01,* p<0,05; n= 64; a= diferença intra-grupo, b= diferença entre 

grupos, three-way ANOVA, post-hoc Tukey. 
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Discussão 

 

Estudos prévios em animais mostraram que a restrição de nutrientes durante o início 

da vida induz a alterações morfológicas e funcionais dos circuitos cerebrais que regulam os 

processos de memória e conduz a déficits de memória e aprendizado no adulto (Castro, 

Tracy e Rudy, 1989; Coupe et al., 2009; Zhang, Li e Yang, 2010). Não se sabe, contudo, se 

o ambiente enriquecido na idade adulta modifica o processamento da memória nos animais 

desnutridos na fase perinatal e ainda se esta é uma consequência da alteração na 

plasticidade sináptica através do aumento na expressão gênica do fator neurotrófico 

derivado do cérebro (bdnf) e do seu receptor TrkB. Além disso, torna-se necessário 

compreender se os animais desnutridos desenvolvem um comportamento ansioso e se a 

exposição ao ambiente enriquecido atenua tais efeitos. 

 No presente estudo, investigamos o efeito da desnutrição perinatal sobre a 

plasticidade sináptica no hipocampo de ratos adultos expostos ao ambiente enriquecido, 

visto que a plasticidade nessa área pode ser moldada por manipulações ambientais, tais 

como o ambiente enriquecido e a atividade física (Huang et al., 2006; Kobilo et al., 2011; 

Tanti et al., 2012). Desse modo, realizamos uma caracterização comportamental exibida 

pela prole de genitoras alimentadas com uma dieta controle (caseína, 17%) ou uma dieta 

hipoproteica (caseína, 8%) durante a gestação e lactação e que em seguida foram 

alimentados pela dieta padrão do biotério Presence®, para obter informações sobre os 

mecanismos de plasticidade sináptica no hipocampo através do teste de memória de 

reconhecimento de objetos e da expressão gênica do bdnf e TrkB.  

Por conseguinte, primeiro examinamos os padrões de evolução ponderal desses 

animais. Em seguida, foi realizado o teste para analisar a presença de ansiedade a fim de 

determinar se a restrição proteica precoce interfere no comportamento emocional e contribui 

para a presença de comportamento ansioso nesses animais. Em terceiro lugar, foi realizado 

o teste de memória de reconhecimento de objetos para verificar os efeitos da desnutrição e 

do ambiente enriquecido sobre a memória e por fim, foi realizado o PCR Real time para 

analisar os níveis de expressão gênica do bdnf e TrkB no hipocampo.  

Os presentes resultados sugerem que o ambiente enriquecido pode favorecer a 

plasticidade sináptica naqueles animais que sofreram uma desnutrição perinatal através de 

uma maior expressão gênica do bdnf e seu receptor TrkB, bem como pela presença da 

memória de longa duração. 

 

Efeitos da restrição de proteína sobre a evolução ponderal e IMC 
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No presente estudo, a evolução ponderal mostrou que o peso do grupo desnutrido 

durante a gestação e lactação foi significativamente menor do que o grupo controle do 1° até 

o 60° dia de vida pós-natal (teste t de student), o que corrobora com dados avaliados por 

outras pesquisas, nas quais o baixo peso dos filhotes que foram submetidos à desnutrição 

hipoproteica nas fases de gestação e lactação 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, após 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 período de 18 ou 45 dias, uma 

menor evolução no peso corporal no grupo exposto ao AE por um período de 45 dias 

comparado ao controle social (Rizzi et al., 2011).  

Outro estudo utilizando ratos alojados em gaiola do AE por um período de 40 dias 

também apresentou uma menor evolução ponderal comparado ao grupo controle sem 

exposição ao AE, mesmo os animais do grupo AE recebendo uma dieta com suplementação 

ocasional através de amendoim, pão e maçã (Moncek et al., 2004), assim observado 

também em outro experimento com exposição ao AE durante 12 semanas (Pena et al., 

2009). Além do mais, a maioria dos estudos demonstra que há uma menor atividade 

locomotora nos animais expostos ao AE, quando comparados ao controle não expostos ao 

AE, identificada pelo campo aberto (Schloesser et al., 2010; Kobilo et al., 2011). Porém, a 

permanência dessa característica parece depender da idade e tempo de exposição 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 têm uma menor distância percorrida em comparação ao 

controle não exposto ao AE, mas o efeito persiste por 4, 6 e 8 meses naqueles que 

permaneceram por 8 semanas de exposição (Amaral et al., 2008). Assim, os aspectos que 

podem influenciar nas nossas análises e que devem ser explorados são a atividade 

locomotora, o consumo alimentar e um possível acúmulo maior de gordura abdominal nos 

grupos desnutridos. 

Nossa observação de que a deficiência de proteína neonatal e a de que o grupo CAE 

apresentou evolução ponderal equivalente ao grupo DAE ressalta ainda a importância de se 

considerar o estado nutricional e o ambiente no qual o animal está inserido no mecanismo a 

longo prazo da programação perinatal. Assim, outras investigações acerca da atividade 

metabólica torna-se-iam necessárias para explicar se as modificações advindas de 
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alterações precoces nas fases tardias da vida sofrem influências ambientais relacionadas 

aos mecanismos epigenéticos, tais como acetilação de histonas ou metilação de DNA. 

 

Efeitos da restrição de proteína e do ambiente enriquecido sobre a expressão gênica 

do bdnf e TrkB no hipocampo 

 

No presente estudo, a realização do PCR em tempo real mostrou que a dieta 

modifica a expressão gênica do bdnf e TrkB, em que ocasionou uma menor expressão no 

bdnf e uma tendência a uma menor expressão no receptor TrkB; contudo adicionado à 

exposição ao ambiente enriquecido houve uma maior expressão no grupo controle e 

desnutrido. Vale ressaltar que há uma maior resposta de reatividade tanto no que se refere 

è expressão gênica do bdnf quanto do seu receptor TrkB no grupo desnutrido.  

Embora seja um estudo gênico, os resultados deste estudo não corroboram com 

dados experimentais que verificaram um aumento nos níveis proteicos do BDNF em animais 

submetidos a uma dieta de restrição de 50% e um aumento na expressão do receptor TrkB 

(Coupe et al., 2009). Entretanto, em nosso estudo não utilizamos a restrição calórica, 

apenas de proteína, que devido às diferenças entre mecanismos pós traducionais pode 

aumentar níveis gênicos, mas sem mudanças na expressão proteica desse fator neural. A 

utilização de métodos diferentes no que concerne à dieta empregada nos estudos pode 

interferir em tais resultados, uma vez que a restrição calórica pode ser diferente da restrição 

apenas de proteína, a qual nesse estudo apresentou um maior comprometimento nos níveis 

gênicos do bdnf. 

Entretanto, a maioria dos estudos que visam a determinar os mecanismos pelos 

quais o ambiente enriquecido leva ao aumento na expressão gênica do bdnf  no hipocampo, 

estão associados à atividade física voluntária (Kobilo et al., 2011; Jurgens e Johnson, 2012; 

Kondo, Takei e Hirokawa, 2012). Parece, entretanto, que esse aumento está associado à 

plasticidade sináptica facilitada pelo AE, como verificaram através de immunoblotting e 

eletrofisiologia um aumento na expressão do CREB, fator de transcrição intrinsecamente 

relacionado ao BDNF e da LTP na região CA1 do hipocampo (Huang et al., 2006). 

Adicionalmente, um experimento realizado em roedores verificou o aumento no número das 

espinhas dendríticas na região 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 não encontrou aumento na potenciação sináptica 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 os animais 

que realizaram apenas atividade física involuntária apresentaram aumento na expressão do 

bdnf após a realização do PCR, enquanto o grupo ambiente enriquecido com sedentarismo 

não apresentou tal aumento (Bechara e Kelly, 2013), parecendo ser que a atividade física 

realizada no ambiente enriquecido aumenta os níveis do bdnf no hipocampo. 

 Na formação do hipocampo, observou-se comparativamente baixos níveis proteicos 

de NT-3 e níveis mais elevados de BDNF no grupo AE em um estudo em que os 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 modificações na expressão 

gênica envolvida na formação de novas sinapses e reorganização das sinapses existentes, 

alteração nos níveis de genes associados a modificações que ocorrem durante o 

crescimento neural, bem como nos genes associados ao receptor NMDA e à excitabilidade 

neuronal, os quais tiveram sua expressão modificada após 3 e 6 horas diárias de exposição 

ao AE.  A  longo prazo, o AE afeta níveis de expressão de um número de genes envolvidos 

com a estrutura neuronal, sinalização e plasticidade sináptica. Alguns desses genes estão 

associados ao comportamento, memória e aprendizado (Rampon et al., 2000). 

Logo, a associação entre os efeitos da programação devido a fatores nutricionais e 

os produzidos pelo ambiente enriquecido sobre a arborização dendrítica, a plasticidade 

sináptica e os níveis proteicos de BDNF e do seu receptor TrkB, torna-se necessária para 

acrescentar dados a esse estudo, com o intuito de se verificar as mudanças morfofuncionais 

no hipocampo. 

 

Mecanismos de memória de curta e longa duração em animais desnutridos e 

expostos ao ambiente enriquecido  

 

Os resultados obtidos neste estudo corroboram em parte com alguns estudos que 

mostram a relação entre a desnutrição nos períodos precoces da vida e déficits de memória, 

tal como um estudo anterior, cuja desnutrição precoce resulta em diminuição na densidade 

de células NOS positivas na área CA1, CA3 e DG, além de déficits na aprendizagem 

espacial identificados pelo labirinto aquático de Morris (Zhang, Li e Yang, 2010). Além do 

mais, outros pesquisadores encontraram em seus experimentos que a desnutrição induziu 

além de déficits no peso corporal, atraso na maturação reflexa e na aquisição de padrões 

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 

privação alimentar, consistindo em limitar o acesso do filhote ao leite removendo-o da gaiola 
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a partir do dia 2° dia pós-natal 12 horas por dia, que não houve diferença no desempenho 

durante os quatro dias de teste no labirinto aquático de Morris. Entretanto, os animais do 

grupo com privação 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 memória de curta duração, porém, comparando-

se entre grupos, observou-se que a dieta não interferiu na memória de curta ou longa 

duração. Contudo, verificando-se a desnutrição como um fator isolado, não houve 

interferência desta na memória de reconhecimento de objetos. Já com relação ao ambiente 

enriquecido isoladamente, o grupo DAE apresentou memória de longa duração, bem como 

quando comparado ao grupo CAE. Um fato que se deve ressaltar, de uma maneira geral, é 

que a o AE também influenciou na eficácia dessa exploração dos objetos, em que os 

animais os exploraram adequadamente em um menor tempo. 

Desse modo, o início de exposição ao ambiente enriquecido, bem como os períodos 

de exposição e a frequência de troca dos utensílios parecem interferir no perfil de 

exploração dos objetos, bem como na plasticidade sináptica do hipocampo no adulto. Um 

estudo utilizando a exposição ao AE por um período de 7 a 15 dias com troca semanal dos 

objetos promoveu in vivo um aumento na excitabilidade celular no DG do hipocampo, porém 

não houve alteração na eficácia sináptica no DG bem como na potenciação sináptica das 

vias perfurantes do hipocampo (Eckert, Bilkey e Abraham, 2010), no entanto outro estudo 

com tempo de exposição semelhante demonstrou que houve um melhor desempenho no 

labirinto aquático de Morris e aumento na expressão da CREB e LTP na área CA1 do 

hipocampo (Huang et al., 2006). Uma pesquisa expôs os ratos ao AE durante 3 horas 

diárias por um período de 14 dias com trocas diárias dos objetos e verificou memória de 

longa duração nesses animais (Bruel-Jungerman, Laroche e Rampon, 2005). Já uma 

experiência de exposição ao AE durante 3 semanas com troca semanal dos utensílios 

promoveu maior percentual de exploração do objeto novo na memória de curta duração no 

grupo AE com exercício involuntário (Bechara e Kelly, 2013). Adicionalmente, outro autor 

utilizou exposição ao AE durante três períodos diferentes: 2, 3 e 6 semanas com troca 

semanal dos objetos e observou que os grupos 2 e 3 semanas apresentaram memória de 

curta duração na tarefa de reconhecimento de objetos, porém o grupo 6 semanas 

apresentou memória espacial e de trabalho na tarefa do labirinto T (Birch, Mcgarry e Kelly, 

2013).  

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

semanas, verificou aumento no desempenho no julgamento da plataforma escondida no 
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labirinto aquático de Morris (Kondo, Takei e Hirokawa, 2012). Estudos utilizando o labirinto 

aquático de Morris verificaram um menor escape de latência nos grupos AE expostos 

durante 25 minutos por dia, do dia 10 ao 14 após o nascimento (Zhong et al., 2009) e 

animais expostos durante 3 meses apresentaram estratégias de navegação mais rápidas 

(Leggio et al., 2005).  

No presente estudo, utilizamos um período maior de exposição ao ambiente 

enriquecido, 6 semanas com troca e/ou rearranjo dos utensílios a cada 5 dias para 

identificar a resposta na memória de reconhecimento de objetos nos grupos controle e 

desnutrido sem ou com exposição ao AE. Evidenciamos, com esse tipo de exposição, 

resultados semelhantes aos de outros modelos experimentais mais utilizados na literatura, 

tais como 30 dias de exposição com aquisição de tarefa instrumental (Madronal et al., 2010), 

6 semanas de exposição com aumento no percentual da exploração do objeto novo na 

memória de curta duração (Tanti et al., 2012). Um outro tipo de exposição encontrado foi por 

3 ou 6 semanas com trocas semanais, com aquisição de memória de curta duração nos 

grupos 3 e 6 semanas e no grupo 6 semanas  com memória espacial e de trabalho (Birch, 

Mcgarry e Kelly, 2013), entre outros. Essas diferenças encontradas nos resultados dos 

estudos decorrem possivelmente devido aos variados métodos empregados; entretanto, 

nossos dados são inéditos no que se refere à associação da exposição crônica ao AE em 

animais adultos que foram submetidos à restrição proteica durante o período critico do 

desenvolvimento do SN e a expressão gênica do bdnf e TrkB bem como com relação à 

memória de reconhecimento de objetos em tais animais. 

Demonstrou-se com os dados obtidos que mesmo havendo um período de exposição 

ao ambiente enriquecido menor que 6 meses, foram verificadas modificações 

comportamentais e moleculares nesses animais, embora dados na literatura relatem que 

seja necessário maior tempo de exposição para se observar modificações estruturais na 

formação hipocampal e como consequência, uma persistência da memória de longa 

duração. De fato, em ratos com 9  a 10 meses de idade e expostos ao AE por um período a 

partir de 6 meses e com troca semanal dos objetos, foi verificado um aumento na 

proliferação celular no giro denteado do hipocampo, porém, não houve diferença na 

sobrevivência celular no DG (Catlow et al., 2009). Já 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 modificações na expressão gênica envolvidas na formação de novas 

sinapses e reorganização ou alongamento das sinapses existentes, demonstrando ocorrer 

plasticidade sináptica após períodos de exposição ao AE (Rampon et al., 2000). 
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Quanto às diferenças encontradas no presente estudo em relação ao grupo DAE 

apresentar memória de longa duração, podemos inferir que o fator nutricional é 

determinante para as repercussões desse modelo no adulto. Baseados no conceito DoHaD, 

o AE parece favorecer ajustes fenotípicos na plasticidade sináptica no hipocampo desses 

organismos desnutridos precocemente direcionados à arborização dendrítica e ao aumento 

na expressão gênica do bdnf e do seu receptor trkb, estes encontrados em nosso estudo. 

De fato, estudo prévio do nosso grupo verificou que restrição de nutrientes em períodos 

precoces ocasionou redução na proliferação celular no DG do hipocampo adulto, porém, 

não impediu a diferenciação neuronal de novas células nessa região (Matos et al., 2011). 

Além do mais, outras investigações em animais normonutridos demonstraram que a 

exposição ao AE ocasionou um aumento no número de neurônios no giro denteado do 

hipocampo e da expressão gênica do bdnf nessa região (Kobilo et al., 2011), aumento na 

expressão do bdnf, além de células em proliferação no giro denteado hipocampal (Bechara 

e Kelly, 2013) e aumento no número de espinhas dendríticas nas áreas CA1 e no giro 

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

 

Características de comportamento de ansiedade em animais desnutridos e 

expostos ao ambiente enriquecido  

 

 Um recente estudo que analisou os efeitos da desnutrição proteica durante a 

gestação e/ou lactação, concluiu que ratos podem apresentar maior comportamento de 

ansiedade a depender do período 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 os nossos animais expostos ao AE desenvolveram comportamento ansioso, 

o que poderia estar associado ao tempo de agrupamento social, à agressividade ocasionada 

por este e à densidade demográfica encontrada. De fato, um estudo verificou que o fator 

competição por alimento foi encontrado nos animais desnutridos durante a lactação e 

expostos ao AE durante 30 dias, com uma atividade agressiva observada entre aqueles 

(Katz, Davies e Dobbing, 1982). Entretanto, no presente estudo as observações do 

comportamento de ansiedade indicaram que o fator dieta não provocou ansiedade. Quando 

comparamos os grupos CSAE e CAE, houve uma menor ansiedade no grupo CAE. 

Entretanto, no que se refere à tomada de decisão dos animais desnutridos expostos ao 

ambiente enriquecido, houve traços de ansiedade, devido a sua permanência maior no 

centro, o que caracteriza um conflito de decisão de qual campo explorar. 
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Estudos anteriores demonstraram que os animais expostos ao ambiente enriquecido 

apresentam uma tendência a apresentar um maior percentual de entradas no braço aberto 

do labirinto em cruz elevado (Pena et al., 2006; Pena et al., 2009; Tanti et al., 2012), o que 

demonstra um traço de menor comportamento ansioso, além de um maior tempo de 

permanência no braço 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 que permaneceram um percentual de tempo maior na região 

clara da caixa (Schloesser et al., 2010).  

Parece então, 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 

às trocas frequentes de objetos com o aumento no interesse dos animais à exploração dos 

mesmos em detrimento das agressões encontradas em agrupamentos sociais, bem como à 

diminuição da habituação ao ambiente em que vivem. Nossa densidade demográfica 

também parece ter permitido uma adequada locomoção desses animais, inclusive na idade 

adulta.  

Desse modo, compreender os mecanismos subjacentes à relação desnutrição na 

fase precoce da vida e os eventuais benefícios promovidos pelo ambiente enriquecido na 

fase adulta no que se refere à expressão gênica do bdnf e do receptor TrkB, bem como 

quanto à memória de reconhecimento de objetos foi o nosso objetivo. Para os indivíduos 

desnutridos em períodos precoces da vida, o ambiente enriquecido proporciona estímulos 

visual, somatossensorial, vestibular e aumento da atividade física voluntária, podendo 

agregar benefícios tais como a melhoria da memória e aprendizado.  

Logo, o presente estudo é inédito ao apresentar a associação entre a desnutrição e a 

exposição ao AE, estudos de expressão gênica do bdnf e Trkb e a memória de 

reconhecimento de objetos. Por conseguinte, tomados em conjunto aos resultados 

anteriores da literatura, as nossas observações sugerem que a desnutrição perinatal pode 

causar déficits cognitivos e comportamentais no organismo adulto e o ambiente enriquecido 

pode revertê-los através do aumento na expressão gênica do bdnf e do seu receptor trkb. 

Dessa forma, vislumbramos com tais resultados um reforço às estratégias que visam ao 

favorecimento da prevenção de déficits cognitivos associados à desnutrição perinatal.  
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A constatação de que os efeitos do insulto nutricional no desenvolvimento do cérebro 

são de longa duração e que podem levar a modificações permanentes na aprendizagem e 

no comportamento do indivíduo é de suma importância, tanto em termos clínicos como 

experimentais, visto que a desnutrição ainda é um problema mundial que afeta milhões de 

indivíduos nas fases mais vulneráveis do desenvolvimento do SN, principalmente em países 

subdesenvolvidos. Em contrapartida, o ambiente enriquecido surge como uma alternativa 

terapêutica que pode minimizar os efeitos da desnutrição precoce e facilitar os mecanismos 

de memória e aprendizado através da reorganização da circuitaria sináptica e um maior 

nível de fatores tróficos, como o BDNF. 

Desse modo, compreender os mecanismos subjacentes à relação desnutrição na 

fase precoce da vida e os eventuais benefícios promovidos pelo ambiente enriquecido na 

fase adulta foi o nosso objetivo. Para a criança desnutrida em períodos precoces da vida, o 

ambiente enriquecido proporciona estímulos  visual, somatosensorial, vestibular, aumento 

da atividade física involuntária e pode agregar benefícios tais como a melhoria da memória e 

aprendizado, bem como a diminuição da ansiedade.  

Assim, apesar de muitos estudiosos utilizarem o modelo experimental de desnutrição 

proteica perinatal e outros pesquisadores investigarem os efeitos do ambiente enriquecido 

sobre a formação hipocampal, as repercussões da desnutrição perinatal no hipocampo em 

animais expostos ao ambiente enriquecido no que se refere ao estudo da expressão gênica 

do bdnf e TrkB no hipocampo e avaliação da memória de reconhecimento de objetos ainda 

não haviam sido detalhadamente exploradas. Esse trabalho demonstrou que o ambiente 

enriquecido em modelos experimentais de desnutrição precoce promove efeitos diversos, 

como uma maior  expressão gênica do bdnf e do seu receptor TrkB no hipocampo, 

facilitação da memória de curta e longa duração, além de um menor  comportamento de 

ansiedade nesses animais. Essas modificações provavelmente se dão devido à plasticidade 

sináptica, que pode promover esses mecanismos moleculares, além de alterações anátomo    

funcionais no hipocampo.  

Entretanto, as alterações morfológicas e estruturais capazes de justificar tais 

alterações comportamentais ainda precisam ser exploradas. Para tanto, as nossas 

perspectivas futuras são as de realização de imunohistoquímica para verificar se houve 

neurogênese no giro denteado do hipocampo, o que pode favorecer  a plasticidade 

sináptica. Além disso, é necessário verificar os níveis de síntese proteica do BDNF nessa 

região pelo método de immunoblotting. Outra necessidade a ser investigada é compreender 
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quais são os mecanismos moleculares, como os epigenéticos, que podem esclarecer como 

ocorrem as interações ambientais na regulação tardia dos processos de memória e 

aprendizado, tais como acetilação de histonas e metilaç.  
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