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RESUMO

VALES, L. D. M. F. Efeitos do estresse agudo associado a desnutricdo protéica precoce na
aprendizagem e memdria de ratos submetidos ao labirinto aquatico de Morris. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

O objetivo do estudo foi investigar os efeitos do estresse agudo, associado a desnutricao
protéica precoce, sobre 0s processos de aprendizagem e memoria espacial de ratos no
labirinto aquéatico de Morris (Morris Water Maze — MWM). Foram testados 102 ratos Wistar
machos, divididos em 8 grupos (4 grupos no Experimento | e 4 grupos no Experimento I1), de
acordo com a condicao nutricional nas fases de lactacdo e pos-lactacdo (controles, com dieta
de 16% de proteina, ou desnutridos, com dieta de 6% de proteina), a exposi¢do ao estresse
(estressados ou ndo estressados) e 0 momento em que foi imposto o estresse (antes ou depois
das sessdes experimentais). Utilizou-se imobilizacdo (periodo de 2h) como procedimento de
estresse agudo. Foram realizadas duas sessGes compostas de 12 tentativas cada, durante dois
dias consecutivos, no MWM. Apds a Gltima tentativa do segundo dia de testes, a plataforma
foi removida e foi imposto um periodo de 60s de livre natacdo (probe trial — 252 tentativa).
Foi registrado o tempo despendido e analisado o percentual de permanéncia em cada
quadrante. A probe trial permite analisar a precisdo com que o animal busca a plataforma e,
conseqiientemente, a efetivacdo do aprendizado da tarefa. Decorridos 28 dias, 0s ratos foram
submetidos a uma Unica tentativa (re-teste), com a finalidade de avaliar a consolidacdo da
memoria sobre o aprendizado adquirido. Os dados de peso corporal foram submetidos a uma
ANOVA de dois fatores (dieta x dia) com repeticdo no fator dia. Os dados comportamentais
foram submetidos a uma ANOVA de trés fatores (dieta x estresse X tentativa) com repeticéo
no fator tentativa; posteriormente, utilizou-se ANOVA de dois fatores (dieta x tentativa) com
repeticdo do fator tentativa, entre grupos nutricionais distintos e ANOVA de dois fatores
(estresse x tentativa) com repeti¢do do fator tentativa, entre ratos estressados e néo estressados
do mesmo grupo nutricional. Quando apropriado, foi utilizado o teste post hoc de Newman-
Keuls (p< 0,05). A desnutri¢do prejudicou o desempenho dos animais nesse modelo, além de
ter provocado um déficit significativo de crescimento, quando comparados aos animais
controles. No primeiro experimento, o estresse afetou apenas o desempenho dos animais
desnutridos. Os animais do grupo desnutrido diminuiram significativamente as laténcias sob
efeito do estresse. No segundo experimento, o estresse ndo produziu alteragdes no
desempenho de ambos os grupos. Na probe trial, todos os grupos demonstraram prevaléncia
de tempo no quadrante alvo, demonstrando que houve aprendizagem espacial em todas as
condicdes de dieta e estresse. Os animais desnutridos apresentaram laténcias
significativamente maiores na tentativa de re-teste nos dois experimentos, indicando prejuizos
na recuperacdo das informacdes anteriormente processadas.

Palavras-chave: Desnutricdo protéica, estresse agudo, aprendizagem, memdaria espacial.



ABSTRACT

VALES, L. D. M. F. Effects of acute stress associated to early protein malnutrition on
learning and memory of rats submitted to the Morris water maze. Master Thesis — Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2008.

The purpose of the present study was to investigate the acute stress associated to early protein
malnutrition on learning and memory of rats submitted to the Morris water maze. One
hundred and two Wistar male rats were divided in 8 groups (4 in Experiment | and 4 in
Experiment I1), according to the nutritional condition during the lactation and post-lactation
phases (control -16% of protein or malnourished animals - 6% of protein), exposition to the
stress (stressed or not stressed) and the moment of the stress exposure (before or after the
experimental sessions). The procedure of the stress was immobilization for 2 hours. Two
sessions of 12 trials each were accomplished for two consecutive days. After the last learning
trial (trial 24) the platform was removed and it was imposed a period of 60 seconds of free
swimming (probe trial — trial 25). The percentage of time spent on each quadrant was
registered. The probe trial is an index of the spatial learning accuracy. After 28 days the rats
were submitted to a single trial (retest) in order to evaluate memory consolidation. Body
weight data was submitted to a two way ANOVA (diet x day) with repeated measure on day.
The behavior data were submitted to a three way ANOVA (diet x stress x trial) with repeated
measure on trial, followed by a two way ANOVA (diet x trial) with repeated measure on trial
and a two way ANOVA (stress x trial) with repeated measure on trial. The post hoc test of
Newman-Keuls (p<0.05) was used when appropriated. The results showed that malnutrition
impaired both body development and spatial learning and memory. In the first experiment
only the malnourished group was affected by the stress procedure, with a significant decrease
on latency after stress. No effects of stress were observed in the second experiment. Time
spent on the probe trial was similar in all experimental conditions, indicating learning
accuracy. The malnourished animals showed higher latencies on the retest phase of both
experiments, evidencing deficits in retrieve early processed information.

Key-words: Protein malnutrition, acute stress, learning, spatial memory.
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1. Introducgéo
1.1 Desnutricao: efeitos sobre o desenvolvimento

A desnutricdo é um grave problema de salde publica que afeta grande parcela da
populagdo mundial (WHO - World Health Organization, 2008). Dados da Organizagao
Mundial da Satdde (WHO, 2008) mostram que 54% das 10.8 milhdes de mortes por ano de
criangcas com menos de cinco anos de idade estdo relacionadas, direta ou indiretamente, a
desnutricdo. Em todo o mundo, existe cerca de 170 milhGes de criangas subnutridas e com
baixo peso corporal e 3 milhdes dessas criangcas morrem todo ano como consequéncia direta
de estarem abaixo do peso (WHO, 2008).

A desnutricdo cronica atinge aproximadamente 792 milhdes de pessoas em todo o mundo e
em suas formas graves torna-se mais nociva que diversas outras enfermidades (WHO, 2008).

Em paises em desenvolvimento, a desnutricdo atinge 20% da populagdo e representa um
problema bastante preocupante por estar relacionada a diversos fatores como pobreza,
ineficiéncia ou auséncia de servigos de salde, saneamento bdasico, seguranga, entre outros,
geralmente interdependentes e capazes de agravar seus sintomas, aumentar o risco de doengas
crénicas e reduzir drasticamente a qualidade e a expectativa de vida (WHO, 2000).

Mesmo em paises ricos e desenvolvidos, como os Estados Unidos da América, os indices
de seguranca alimentar apresentam resultados preocupantes. Em 2004, a estimativa era de
11.9% de domicilios estadunidenses (aproximadamente 38 milhfes de pessoas) em situacao
de inseguranca alimentar (IA), que significa limitacdo de acesso quantitativo aos alimentos,
em situacdo ou ndo de fome e miséria (NORD et al., 2005). Institutos de pesquisa como 0
USDA (United States Department of Agriculture) e o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica) utilizam o indice de IA como uma medida de avaliacdo de risco quanto ao

acesso da populagdo a alimentos, situacdo de fome e desnutricdo. De acordo com estes



institutos de pesquisa, o indice de inseguranca alimentar € um fator determinante da condicédo
de desnutrig&o.

No Brasil, segundo dados do IBGE, em estudo apresentado em 2004 sobre seguranca
alimentar, através de pesquisa nacional por amostra de domicilios (PNAD), foi estimado que
34,8% de domicilios (aproximadamente 72 milhdes de pessoas) viviam em situacdo de IA,
sendo 6,5% desses domicilios (cerca de 14 milhdes de pessoas) em situacdao de IA grave, ou
seja, restricdo alimentar e experiéncia de fome (FERREIRA, 2004).

A fungdo nutricional tem implicacdo direta sobre os processos de formacao,
desenvolvimento, organizacao funcional, maturacdo bioquimica e morfolégica do organismo,
sobretudo durante os estdgios iniciais de desenvolvimento (GALLER et al., 1995;
MORGANE et al., 1993; MORGANE et al., 2002). Portanto, quando se estuda os efeitos
deletérios da desnutricdo sobre o organismo é fundamental considerar o tipo de desnutricdo
(protéica, protéico-caldrica, de vitaminas ou outros nutrientes), sua intensidade, duracédo e
periodo da vida em que ocorre, bem como sua incidéncia concomitante a outros fatores, como
aqueles relacionados a caracteristicas do ambiente que também seriam capazes de influenciar
o desenvolvimento fisico e cognitivo.

Estudos sobre desnutricdo infantil afirmam que é necessério analisar a desnutricdo como
um problema que, acompanhado de outros fatores agravantes (problemas econdmicos,
habitacdo, seguranca, educacdo, salde) constituem um quadro bastante complexo, dada a
dificuldade de estabelecer limites nitidos quanto a importancia de cada um desses fatores
como agentes causais em relacdo a qualquer efeito que se pretenda estudar (ARRUDA I.,
ARRUDA B., 1994: BARROS, 1993; CARVALHAES, BENICIO, 2002; ELIZABETH,
SATHY, 1997; FALBO, ALVES, 2002; MOYSES, LIMA, 1982).

Acredita-se que, desde que se fornecam condicdes adequadas, é possivel minimizar os

efeitos decorrentes da desnutricdo. Um dado que corrobora essa idéia é o resultado de estudos
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sobre desnutricdo secundaria no inicio da vida (provocada ndo por caréncia alimentar, mas
por alguma dificuldade no aproveitamento dos alimentos em consequiéncia de alguma doenga
crénica) que, quando desvinculada de um contexto de privacdo global, ou seja, de outros
fatores que possam agrava-la ou perpetuar a condicdo em que ocorre, parece comprometer
menos o desenvolvimento cognitivo (CARVALHAES, BENICIO, 2002).

Diversos estudos tém demonstrado que distdrbios relacionados a fungdo nutricional e, mais
especificamente, a desnutricdo sdo capazes de predispor 0 organismo a uma diminuicdo da
imunidade, aumento da susceptibilidade a doencas e infeccdes, alteracbes comportamentais e
problemas de aprendizagem, tanto em humanos quanto em animais (ARRUDA |., ARRUDA
B., 1994; BEDI, 1991; CABALLERO, 2002; FALBO, ALVES, 2002; FUKUDA et al., 2002;
FUKUDA et al., 2007; GALLER et al., 1995; GEORGIEFF, 2007; MORGANE et al., 2002;
PAWELLEK et al., 2008; TONKISS et al., 1994; VICTORA et al., 2008; YAMAMOTO et
al., 2001).

A desnutrigdo protéica e protéico-calorica, quando ocorre durante o periodo pré-natal e nos
primeiros anos de vida, pode produzir vérias alteracfes neuroquimicas, neurofisioldgicas e
funcionais no sistema nervoso central (SNC) (ALMEIDA et al., 1996), e comprometimentos
fisicos, observados principalmente pelo retardo do crescimento (CAMBRAIA et al., 1997;
MASSARO et al., 1974; PASSOS et al., 2000). Além destas alteragdes, estudos conduzidos
em animais destacam também atraso no desenvolvimento cognitivo, como déficits de
aprendizagem e de memdria, e mudancas de alguns padrGes comportamentais, tais como
interacdo mae-filhote, comportamentos sociais, maior impulsividade em testes de ansiedade,
resisténcia na supressdo de alguns padrdes de respostas, como pressionar uma barra
(ALMEIDA et al., 1991; ALMEIDA, DE-OLIVEIRA, 1994; ALMEIDA, DE ARAUJO,
2001; DATTA, 2000; DURAN et al., 2006; GALLER et al., 1995; DA SILVA

HERNANDES et al., 2005; LUKOYANOV, ANDRADE, 2000; MORGANE et al., 1993;
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MORGANE et al., 2002; RIUL et al, 1999; SMART, PREECE, 1973; TONKISS et al., 1991;
TONKISS et al., 1994; WOLF et al., 1986).

A desnutricdo produz, em médio e longo prazo, alteracbes em todo o metabolismo
(MORGANE et al. 1993; MORGANE et al. 2002). O organismo tenta de diversas maneiras
compensar as repercussdes da caréncia alimentar, retardando o agravamento de seus sinais
como, por exemplo, maior susceptibilidade a infeccdes, alteracBes em pele e pélos, e déficits
de memdria. Um dos mecanismos que o organismo utiliza para minimizar os efeitos da
desnutricdo € a economia de energia, em funcdo de uma menor oferta quantitativa ou
qualitativa de nutrientes. Este mecanismo pode resultar em uma desaceleracgdo do crescimento
e do desenvolvimento fisico e cognitivo (ALMEIDA et al., 1996; CAMBRAIA et al., 1997,
DA SILVA HERNANDES et al., 2005; MORGANE et al., 1993; PASSOS et al., 2000),
podendo levar a morte de acordo com a gravidade da desnutricdo e conseqliente intensidade
dos sintomas.

Em modelos de experimentacdo animal, torna-se possivel controlar algumas variaveis que,
no homem, sdo de dificil identificacdo e controle, porque envolvem fatores relacionados a
estimulagdo ambiental, questdes sociais, nivel econdmico, cultural, entre outros que, de
maneira complexa, influenciam-se mutuamente.

A utilizacdo de modelos animais ndo constitui um paradigma simples. A desnutri¢do
protéica ou protéico-caldrica introduzida no periodo de lactagdo interfere na interacdo mae-
filhote e produz alteragbes no comportamento materno relativo aos cuidados com a prole
(RIUL et al., 1999; SMART, PREECE, 1973). Ao mesmo tempo, a reducdo na quantidade de
proteinas ingerida pela rata-mée pode afetar a qualidade e reduzir a quantidade de leite
produzido, causando uma diminuigdo dos aminoacidos necessarios ao crescimento e
desenvolvimento dos filhotes (CAMBRAIA et al., 1997; CRNIC, CHASE, 1978; DA SILVA

HERNANDES et al., 2005; PASSOS et al., 2000; PINE et al., 1994).
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E importante destacar que existe uma analogia entre os sistemas neurais de humanos e
ratos (IZQUIERDO, 2002). Por esse motivo, as alteracfes provocadas pela desnutri¢do
protéica precoce sobre o crescimento e desenvolvimento do SNC sdo parecidas em ambos.
Alguns exemplos dessas alteragdes sdo: menor tamanho cerebral, menor nimero de células,
alteragcBes na ramificacdo dendritica e na camada de mielina dos neurdnios e alteracdes na
atividade de varios sistemas enziméaticos (MORGANE et al., 1993; MORGANE et al., 2002).

Dentre as regides do SNC prejudicadas pela desnutricdo precoce, uma estrutura do
encéfalo particularmente afetada € a formacdo hipocampal. Comumente, alteracbes no
funcionamento dessa estrutura, como déficits no contato sindptico e em seus sistemas de
neurotransmissores que constituem as bases neuroquimicas dos processos de memaria, estdo
associadas a deficits de aprendizagem e memdria espacial (BEDI, 1991; CINTRA, et al.,
1990; FUKUDA et al., 2002; FUKUDA et al., 2007; LUKOYANOV, ANDRADE, 2000;
MORGANE et al., 1993; MORGANE et al., 2002). Estudos que avaliam os efeitos da
desnutricdo protéica sobre aprendizagem, memoria e comportamento atribuem maior
importancia as alteragdes produzidas nessa estrutura. A neurogénese dessa estrutura tem seu
desenvolvimento no periodo pré-natal, estendendo-se ao periodo pés-natal, tanto em ratos
como em humanos, com um de seus picos de crescimento e desenvolvimento durante este
periodo (MORGANE et al., 2002). Deste modo, a desnutricdo protéica e protéico-caldrica
imposta durante essa fase de desenvolvimento (periodo pré-natal e infancia) pode
comprometer a formacgdo dessa estrutura prejudicando o processamento de informacoes
espaciais e produzindo deficits de memoria e de aprendizagem.

De acordo com a teoria de Mapa Cognitivo proposta por O’Keefe e Nadel em 1978, o
hipocampo constitui-se em uma estrutura do SNC envolvida nos processos de aprendizagem e
memoria espacial. Segundo estes autores, 0 organismo seria capaz de estabelecer relacdes

entre as pistas ou estimulos associados a um determinado contexto espacial e suas posices
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relativas, construindo representacfes espaciais do ambiente (mapas cognitivos), a partir do
processamento de informacgéo espacial pelo hipocampo. Deste modo, a partir da exploragédo
do ambiente, manipulacéo de objetos (estimulos) e reconhecimento de pistas em um contexto
espacial especifico, 0 animal processa as informacgdes necessarias para a representacdo do
ambiente em mapas cognitivos.

O processamento e o armazenamento de informacgdes (funcBes da memoria) sdo
fundamentais para que ocorra a aprendizagem. InformacOes armazenadas passam por
processos de continua categorizacdo e re-categorizacao, até 0 momento em que possam ser
recuperadas e reutilizadas. Este mecanismo é essencial para a sobrevivéncia do animal em
diversas condi¢des ambientais (IZQUIERDO, 2002).

A maior parte dos conceitos sobre aprendizagem e memoria surgiu em modelos de
experimentacdo animal em labirintos (OLTON, 1979). Diferentes modelos tém sido utilizados
no estudo da aprendizagem e memaria espacial em animais desnutridos, tais como o labirinto
radial (JORDAN et al., 1981; HALL, 1983), o labirinto em T — tarefa de discriminacao
(TONKISS, GALLER, 1990; JAISWAL et al., 1999), alternacdo espacial (WOLF et al.,
1986; CASTRO et al., 1989) e o labirinto aquatico de Morris (CAMPBELL, BEDI, 1989;
TONKISS et al.,, 1994, LUKOYANOV, ANDRADE, 2000; FUKUDA et al., 2002,
FUKUDA et al., 2007). Dentre os modelos citados, o labirinto aquatico de Morris (Morris

Water Maze — MWM) tem sido o mais utilizado (D’HOOGE, DE DEYN, 2001).

1.2 Labirinto Aquatico de Morris

O modelo descrito por Morris em 1981 consiste em um tanque circular, preenchido com
agua (tornada opaca pela adicdo de leite), e uma pequena plataforma de fuga. Morris
desenvolveu este modelo para investigar orientagdo e memoria espacial em ratos. O MWM

pode ser utilizado para o estudo de duas tarefas distintas de navegacao espacial. Na versao
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classificada como pista proximal, a plataforma permanece visivel (alguns centimetros acima
do nivel da 4gua) e o animal pode nadar em direcéo a ela sem a necessidade de que existam
outras pistas ou estimulos no ambiente que facilitem sua navegacdao em direcdo a plataforma.
Nesta versdo proximal, o animal pode utilizar-se do sistema de taxon (estratégias de
guiamento e orientacdo através de rotacdes corpdreas egocéntricas em resposta a uma pista ou
informacdo espacial). Em uma outra versao, classificada como pista distal, a plataforma é
fixada em local pré-estabelecido, submersa 1 cm abaixo do nivel da gua e, em &reas externas
ao labirinto sdo oferecidas pistas visuais, tais como figuras nas paredes, porta e janelas. Nesta
versdo ndo existem pistas locais que indicam a posicéo da plataforma e o animal deve nadar
para um local especifico, baseando-se apenas nas pistas/informacGes externas ao aparelho,
utilizando-se de um sistema de mapeamento espacial (formacdo de mapas cognitivos). Para
escapar da &gua, o animal precisa localizar uma plataforma que ndo é possivel ver, ouvir ou
cheirar. O comportamento de fuga de um estimulo aversivo, neste caso a agua, € natural em
ratos (D’HOOGE, DE DEYN, 2001).

No modelo do MWM, alguns parametros de registro sdo utilizados para a andlise do
desempenho dos animais. O principal sistema de registros é a laténcia, ou seja, 0 tempo gasto
pelo animal para completar a tarefa. Além desse, ha outros pardmetros de registro utilizados,
tais como: o comprimento do tracado — caminho percorrido pelo animal para chegar a
plataforma; a velocidade de deslocamento — medida direta da motivagdo dos animais na
tarefa; o angulo inicial de divergéncia em relacdo a plataforma — indica a precisdo no
deslocamento inicial; a probe trial — tentativa sem a plataforma, para anélise da precisdo de
navegacao do animal em busca da plataforma — registro do tempo total gasto em cada um dos
quadrantes imaginarios, analise do percentual de tempo despendido no quadrante alvo
(posicdo anterior da plataforma) e frequéncia com que 0s animais cruzam o centro do

quadrante alvo (SANTOS, 1999).
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A conservacdo das informacgdes espaciais, adquiridas durante o procedimento de teste,
pode ser estudada durante periodos de tempo distintos e ao longo de toda a vida do animal.
Dessa maneira, pode-se investigar a possivel perda de informagdes, associada ao
envelhecimento, assim como o envolvimento de regides criticas com 0s processos de
manutencdo, arquivamento e evocacao de memodrias de longa duragdo (SANTQOS, 1999).

O MWM representa uma ferramenta apropriada no estudo da memoria espacial
operacional e referencial e, consequentemente, no estudo e observacdo de comportamentos
intrinsecos ao processo de aprendizagem espacial.

A preferéncia por esse modelo para o estudo envolvendo animais desnutridos é justificada
pela vantagem de ndo ser necessario a utilizacdo de qualquer tipo de recompensa alimentar.
Esse tipo de recompensa, além de servir como pista visual e/ou olfativa, poderia motivar mais

intensamente o comportamento de animais desnutridos (BEDI, 1992).

1.3 Estresse: alteracGes metabodlicas e comportamentais

Tendo em vista os efeitos da desnutricdo sobre o desenvolvimento fisico e sobre a
formagdo hipocampal, pode-se aventar uma conexdo importante entre a desnutricdo e as
alteragcdes produzidas pelo estresse no funcionamento do SNC, principalmente sobre os
processos de aprendizagem e memoria.

O termo estresse foi originalmente utilizado na fisica para descrever o processo pelo qual
uma forca exerce tensdo fisica sobre uma estrutura qualquer, colocando em risco sua
estabilidade. Introduzido nas ciéncias bioldgicas, pelo fisiologista canadense Hans Selye, em
1936, o estresse foi descrito como uma resposta geral do organismo a uma ameaca real ou
potencial a homeostase (JEANSOK, DIAMOND, 2002; JOCA et al., 2003). Na atualidade,

além dos estressores fisicos descritos inicialmente, fatores psicolégicos e sociais, também sdo
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aceitos e utilizados como agentes estressores, na inducdo de alteracbes comportamentais e
fisioldgicas.

Em sociedades muito populosas e com maior expectativa de vida, o0 estresse tem se tornado
um problema de salde publica e fatores ambientais que o predispdem tém sido estudados
como capazes de promover uma série de problemas psicoldgicos, tais como, dificuldades de
concentragdo, irritagdo excessiva, dificuldades em tomar decisdes e desordens do sono
(WHO, 2005). Quando muito intenso ou prolongado, o estresse pode predispor a transtornos
depressivos e desencadear ou exacerbar desordens psiquiatricas, tais como esquizofrenia e
algumas sindromes relacionadas & ansiedade de estresse pds-traumatico. O estresse também
esta associado a um aumento no consumo de drogas (alcool, tabaco e outras drogas de abuso),
comportamentos violentos, dependéncia de tecnologias modernas (que podem resultar em
modificacbes no estilo de vida como, por exemplo, sedentarismo) e mudanc¢as nos héabitos
alimentares (WHO, 2008).

As respostas do organismo a situacOes de estresse sdo moduladas por alteragdes
neuroquimicas, fisiolégicas e comportamentais, e envolvem mecanismos adaptativos que
permitem que o organismo reaja de maneira eficaz a ameacgas reais ou potenciais a
sobrevivéncia (JEANSOK, DIAMOND, 2002; MCEWEN, SAPOLSKY, 1995; MCEWEN,
2000). Estes mecanismos adaptativos séo substancialmente alterados frente a situagdes de
estresse incontrolavel e/ou duradouro e, nessas condi¢des, 0 estresse pode produzir efeitos
deletérios sobre diversos aspectos da cognicdo (MCEWEN, 2000). Alguns desses efeitos sdo
atribuidos a mudancas reversiveis na morfologia de neurdnios hipocampais ou perda neuronal
permanente e estdo relacionados a déficits de atencdo e prejuizos significativos de memoria
(JEANSOK, DIAMOND, 2002; JOCA et al.,, 2003; MARGIS et al., 2003; MCEWEN,

SAPOLSKY, 1995; MCEWEN, 2000; QUEVEDO et al., 2003).
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Todavia, algumas evidéncias indicam que memorias relacionadas a eventos emocionais
intensos como, por exemplo, experiéncias traumaticas, sejam formadas e consolidadas de
maneira mais efetiva de acordo com a propor¢do de sua importancia para a sobrevivéncia e
sua evocacdo seria facilitada em situaces semelhantes, como em estados de alerta, ansiedade
ou estresse (JEANSOK, DIAMOND, 2002; JOCA et al.,, 2003; MARGIS et al., 2003;
MCEWEN, 2000; QUEVEDO et al., 2003).

Embora apresentem um carater de preservacdo da espécie, as respostas adaptativas ao
estresse podem resultar também em sintomas associados de hipervigilancia: ansiedade,
disforia, resposta de sobressalto exacerbada, labilidade afetiva e hiperreatividade do sistema
nervoso autbnomo (MCEWEN, 2000; PATIN et al., 2005; QUEVEDO et al., 2003).

Muitos estudos farmacolégicos, morfoldgicos, moleculares e eletrofisioldgicos, tém
encontrado evidéncias de que a formacdo hipocampal é uma estrutura envolvida tanto nos
processos de aprendizagem e memdria quanto na regulacdo neuroenddcrina dos horménios do
estresse e, por conseguinte, nas alteracbes comportamentais causadas pela exposicdo a
situacOes de estresse (JEANSOK, DIAMOND, 2002; JOCA et al., 2003; MARGIS et al.,
2003; MCEWEN, SAPOLSKY, 1995; MCEWEN, 2000; QUEVEDO et al., 2003).

A memoria ndo é um processo cognitivo passivo. Variaveis como o contexto em que as
informacdes sdo processadas, experiéncia prévia, ou mesmo o estado glicémico do organismo,
modulam os tipos de informacgdes que serdo armazenadas e determinam a precisdao com que
ocorrerd a retencdo e consolidacdo das mesmas (MCEWEN, SAPOLSKY, 1995). Um
importante filtro desse processo € o estado emocional. A resposta organica a situacfes de
estresse é determinada pela maneira com que o individuo percebe e reage aos estimulos do
ambiente (JEANSOK, DIAMOND, 2002).

O hipocampo participa no processo de regulacdo da resposta ao estresse por feedback

negativo, mediado por glicocorticdides, que inibe o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA)
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(MCEWEN, SAPOLSKY, 1995; MCEWEN, 2000). O hipocampo possui dois tipos de
receptores corticosterdides em abundancia: tipo |, receptores mineralocorticoides, e tipo I,
receptores glicocorticoides. Os horménios esterdides que agem sobre esses receptores
modulam de maneira bifasica a capacidade de armazenamento e recuperacao de informacoes
na regido hipocampal: a ativacdo dos receptores tipo | favorece o processamento de
informacgBes pela memdria e a ativacdo de receptores tipo Il prejudica esse processo
(JEANSOK, DIAMOND, 2002; MCEWEN, SAPOLSKY, 1995). Os efeitos nocivos do
estresse sobre o hipocampo parecem ser mediados, em grande parte, por uma menor atividade
de receptores glicocorticéides, que se tornam sobrecarregados com corticosterdides, em
resposta ao estresse (JEANSOK, DIAMOND, 2002). Os corticosterdides sao 0s principais
glicocorticéides sintetizados pelo cortex adrenal e secretados em resposta ao estresse (cortisol
em humanos e corticosterona em ratos). No hipocampo de ratos, a ligagdo de corticosterona
aos receptores glicocorticoides afeta negativamente o metabolismo e a morfologia neuronal
(JEANSOK, DIAMOND, 2002; MCEWEN, SAPOLSKY, 1995).

Estressores fisicos e psicologicos induzem a secrecdo de catecolaminas (dopamina,
epinefrina e norepinefrina) e de glicocorticéides pela glandula adrenal. As taxas de secrecdo
desses neurotransmissores variam de acordo com a intensidade do estresse ao qual se é
exposto. Apesar disso, ndo hd um padrdo consistente de ativagdo de catecolaminas e
glicocorticoides em resposta ao estresse (MCEWEN, SAPOLSKY, 1995). As catecolaminas
sdo secretadas e disparam cascatas de segundos mensageiros na membrana pos-sinaptica em
poucos segundos; os glicocorticoides sdo secretados numa laténcia de minutos e seus efeitos
podem levar horas para emergir, pois envolvem eventos transcricionais (MCEWEN,
SAPOLSKY, 1995).

ConcentracBes excessivas dessas catecolaminas prejudicam a formacdo da memodria,

contudo, esses neurotransmissores estdo envolvidos no metabolismo da glicose no encéfalo e
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niveis ideais de glicose circulante estdo relacionados a facilitacdo dos processos de memoria
(MCEWEN, SAPOLSKY, 1995). Por outro lado, os glicocorticoides inibem o transporte de
glicose no encéfalo e, de modo mais seletivo, no hipocampo. Essa inibigdo, e consequente
reducdo da glicose no hipocampo, nédo € suficiente para reduzir os niveis basais de adenosina
tri-fosfato (ATP) nos neurdnios hipocampais ou células glia. Todavia, em periodos de elevada
demanda energética, os glicocorticdides aceleram a perda de ATP. Um evento altamente
plastico, como é o caso da potencializacdo de longo prazo (Long-term potentiation — LTP),
demanda um alto valor energético (dos neurdnios) e a perda acelerada de ATP (induzida pela
acdo dos glicocorticoides) pode prejudicar a acurdcia da LTP, ocasionando
comprometimentos na capacidade de memdria (MCEWEN, SAPOLSKY, 1995).

A LTP consiste em um aumento da eficicia sinaptica que é produzido por uma breve
estimulagdo teténica de fibras aferentes excitatorias (IZQUIERDO, 2002). A ativacdo de
receptores tipo | (que ocorre quando os niveis de corticosteroides estdo entre baixos e
intermediérios) aumenta a magnitude da LTP, enquanto que a ativacdo de receptores tipo Il
(que ocorre em niveis altos de corticosterdides — situacbes de estresse) atenua a LTP e
aumenta a depressdo de longo prazo (Long-term depression — LTD), um processo oposto a
LTP, que resulta em uma diminuicdo da eficacia sinaptica (JEANSOK, DIAMOND, 2002;
MCEWEN, DIAMOND, 1995). Diferentes tipos de estresse prejudicam também a primed-
burst potentiation (PBP), uma forma de LTP de menor limiar e mais sensivel a modulagao por
drogas, neurotransmissores, horménios e pelos efeitos deletérios do envelhecimento
(JEANSOK, DIAMOND, 2002).

Além dos efeitos dos glicocorticoides sobre a LTP e a PBP, eles apresentam um efeito bem
caracterizado na eletrofisiologia hipocampal: niveis elevados desses horménios produzem
uma reducdo da excitabilidade (efeito inibitério) e niveis basais apresentam efeitos

excitatorios (JEANSOK, DIAMOND, 2002; MCEWEN, SAPOLSKY, 1995). Esses efeitos
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ndo sdo permanentes e a modulacdo da funcdo hipocampal pelo estresse envolve um processo
dindmico que esta sob continua influéncia da percepcdo do animal acerca dos estimulos
ambientais (JEANSOK, DIAMOND, 2002).

Existem evidéncias que sugerem o envolvimento direto de outros neurotransmissores nos
processos adaptativos de resposta ao estresse (JEANSOK, DIAMOND, 2002; MCEWEN,
SAPOLSKY, 1995; MCEWEN, 2000). Neurotransmissores opiodides, serotonérgicos e
glutamatérgicos parecem estar envolvidos na mediacdo dos efeitos do estresse sobre a
plasticidade sinaptica. Niveis elevados de neurotransmissores opidides e serotonérgicos
exercem um efeito inibitério na LTP e de supressdo sobre a plasticidade sinaptica,
comprometendo os processos de formacgdo da memdria (JEANSOK, DIAMOND, 2002). A
neurotransmissao serotoninérgica parece ser sensivel a diferentes tipos de estresse e esta
associada aos processos de adaptacdo a eventos aversivos; a ativagdo de receptores
serotonérgicos 5-HT;a parece estar relacionada a uma diminuicdo das respostas
comportamentais a eventos ameacadores (JOCA et al., 2003; PADOVAN et al., 2000;
QUEVEDO et al., 2003). O estresse promove aumento na liberacéo de L-glutamato (principal
neurotransmissor excitatorio do SNC) no hipocampo e esse neurotransmissor parece agir de
forma sinérgica com os glicocorticoides (JOCA et al., 2003).

Em animais desnutridos, muitos sistemas de neurotransmisséo encontram-se alterados
(ALMEIDA et al., 1996) e, por consequéncia disso, 0 comportamento responsivo € 0
julgamento de situacfes de risco podem estar comprometidos. Acredita-se que, por esse
motivo, comumente 0 estresse represente um fator agravante dos efeitos produzidos pela
desnutricdo no SNC (ARRUDA, ARRUDA, 1994; BARROS, 1993; CARVALHAES,
BENICIO, 2002; DURAN et al., 2006; FALBO, ALVES, 2002; FRANCOLIN-SILVA,

ALMEIDA, 2004).
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Apesar de existirem diversos estudos que investigam os efeitos do estresse no
comportamento animal e outros tantos que exploram as relacbes entre desnutricdo e
aprendizagem, séo ainda escassos aqueles que analisam a associagdo entre estresse agudo e
desnutricdo em modelos animais de aprendizagem e memoria.

Muitos estudos utilizam a imobilizacdo como procedimento de estresse agudo, por ser
considerada um forte estressor quanto as alteracbes que provoca, principalmente as
fisioldgicas e comportamentais (DRONJAK et al., 2004; PADOVAN et al., 2000; ROSA et
al., 2005). Outros procedimentos também s&o utilizados para provocar estresse em modelos
experimentais animais, tais como exposi¢cdo ao frio, nado forcado, estimulo sensorial
aversivo, presenca de predador e novidade (presenca de um material desconhecido no
ambiente) (DE OLIVEIRA et al., 2004; DRONJAK et al., 2004; FRANCOLIN-SILVA,
ALMEIDA, 2004; MAISONNETTE et al., 1993; PADOVAN et al., 2000; ROSA et al.,
2005).

Estudos sobre transtornos mentais em humanos e em modelos de experimentagdo animal
demonstram que o SNC possui uma alta capacidade adaptativa (plasticidade), mas é bastante
vulneravel aos danos produzidos por alteragdes ambientais, tais como insultos nutricionais,
principalmente quando estes ocorrem nas fases iniciais e/ou criticas do desenvolvimento
organico (BEDI, 1987; GEORGIEFF, 2007; MORGANE et al., 1993; MORGANE et al.,
2002), e experiéncias traumaticas ou situacBes de estresse (JEANSOK, DIAMOND, 2002;
MCEWEN, SAPOLSKY, 1995; MCEWEN, 2000).

A desnutricdo e o estresse geralmente coexistem em populagdes humanas e constituem
fatores sociais preocupantes que levam a prejuizos significativos da funcdo cognitiva e a
alteragdes fisiologicas e comportamentais. Em muitos casos, os efeitos dessa interacdo entre

estresse e desnutricdo vao além dos prejuizos cognitivos e comportamentais, resultando em
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um quadro de doenca mais amplo, com implicacdes sérias sobre a capacidade produtiva dos
individuos e, conseqlientemente, sobre a qualidade e a expectativa de vida.

Os efeitos deletérios da desnutricdo protéica precoce e da exposicdo ao estresse intenso,
breve ou duradouro, sobre o SNC sdo muito parecidos em ratos e humanos, dada a
semelhanca entre as estruturas neurais das duas espécies. Por esse motivo, tanto por razGes
éticas quanto pela possibilidade de se ter um controle maior sobre as variaveis ambientais, a
utilizacdo de modelos de experimentacdo animal permite a realizacdo de uma analise mais
criteriosa acerca das conseqiéncias da interacdo entre desnutricdo e estresse sobre o

comportamento e, conseqiientemente, sobre 0s processos de aprendizagem e memoria.
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2. Objetivos

Geral

O presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos do estresse agudo, associado a
desnutricdo protéica imposta no inicio da vida, sobre os processos de aprendizagem e

memoria de ratos, no labirinto aquético de Morris.

Especificos

1. Analisar o desempenho de cada grupo experimental na tarefa de aprendizagem e memoria
espacial do MWM, e comparar esse desempenho entre animais estressados e nao
estressados de um mesmo grupo nutricional, e entre animais controles (bem nutridos) e
desnutridos sob a mesma condigéo de estresse.

2. Analisar a preciséo de navegacdo desses animais em busca da plataforma na probe trial.

3. Investigar os efeitos do estresse agudo, associado a desnutricdo protéica precoce, sobre 0
processo de consolidacdo da memoéria e sobre a recuperagdo das informacoes

anteriormente processadas, na tentativa de reteste realizada 28 dias ap6s a primeira etapa.
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3. Material e Método
3.1 Sujeitos

No presente trabalho foram utilizados 102 ratos albinos, machos, da espécie Rattus
novergicus, linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto,
da Universidade de S&o Paulo. Estes animais foram recebidos no dia do nascimento e
transportados ao biotério do Laboratério de Nutricdo e Comportamento, onde foram alojados
e tratados até o periodo de testes.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de
Ribeirdo Preto, por estar de acordo com o0s principios éticos estabelecidos por essa comisséo

para experimentacdo animal (Protocolo n® 06.1.1439.53.4).

3.2 Composicao das ninhadas

Cada ninhada foi composta pela rata-mée, seis filhotes machos e duas fémeas.

As ratas-mdes foram tratadas previamente, no Biotério Central do Campus, com dieta
comercial balanceada.

A formacdo das ninhadas foi aleatéria, a fim de se evitar que somente filhotes provenientes
de uma mesma rata-mde compusessem as ninhadas. Posteriormente, as ninhadas foram
designadas aleatoriamente para receber dietas isocal6ricas contendo 16% (grupo controle) ou
6% de proteina (grupo desnutrido) durante toda a fase de lactacdo. Os pesos das ratas-mées e
respectivas ninhadas foram registrados no dia 0 (dia de nascimento dos filhotes) e aos 7, 14 e

21 dias de vida dos filhotes.

3.3 Alojamento e Manutencéo dos Animais
Durante a fase de lactagdo (0 aos 21 dias), as ninhadas foram alojadas em caixas de

polietileno (41 x 34 x 16 cm), forradas com raspas de madeira (maravalha), com tampa
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gradeada de aco inoxidavel, comedouro e bebedouro de vidro. Nesta fase, as ratas-maes foram
alimentadas com dieta balanceada de 16 % de proteina (grupo controle) ou dieta experimental
de 6% de proteina (grupo desnutrido). A maravalha foi trocada semanalmente. A comida e a
agua foram trocadas diariamente.

Aos 21 dias foi realizado o desmame — separacgéo dos filhotes das ratas-mées (descartadas a
partir desta data, assim como os filhotes fémeas). Foram utilizados apenas ratos machos, pois
as fémeas apresentam ciclo estral, uma variavel que se decidiu excluir, por conta da
instabilidade hormonal e comportamental.

Durante a fase de pds-lactacdo (dos 21 aos 49 dias de vida) os filhotes foram alojados em
grupos — dois animais por caixa (do mesmo material e tamanho ja citados). A maravalha foi
trocada duas vezes por semana.

Nas fases de lactacdo e pos-lactacdo, o grupo controle recebeu dieta balanceada (16% de
proteina) e o grupo desnutrido recebeu dieta experimental (6% de proteina). Apds esse
periodo (os primeiros 49 dias), todos os animais receberam dieta comercial. Foram testados
52 animais no Experimento | e 50 animais no Experimento Il. A alimentacéo referente a cada

periodo de vida dos animais esta representada na Tabela 1.

Tabela 1: Alimentacdo referente a cada periodo de vida dos animais.

PERIODO GRUPO CONTROLE (n = 54) GRUPO DESNUTRIDO (n = 48)
LACTACAO

. DIETA BALANCEADA (16% DE DIETA EXPERIMENTAL (6% DE

(NASCIMEN'I;/OI DAAT)E 21 DIAS DE PROTEINA) PROTEINA)
POS-LACTACAO DIETA BALANCEADA (16% DE DIETA EXPERIMENTAL (6% DE

(DE 21 ATE 49 DIAS DE VIDA) PROTEINA) PROTEINA)

RECUPERACAO 3 .
(DE 49 DIAS DE VIDA ATE RACAO COMERCIAL RACAO COMERCIAL
PERIODO DE TESTES)

As dietas utilizadas na alimentacdo dos animais nas fases de lactacdo e pds-lactacdo foram
preparadas de acordo com Barnes et al. (1968) com algumas modificacdes conforme descrito

por Santucci et al. (1994), baseadas nas recomendacdes da dieta para roedores AIN-93G
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(Reeves, 1993). O percentual de nutrientes da dieta oferecida ao grupo controle (16% de
proteina) e ao grupo desnutrido (6% de proteina), durante as fases de lactacdo e p6s-lactacgéo,

esta representado na Tabela 2.

Tabela 2: Composicéo das dietas controle (16% de proteina) e experimental (6% de proteina) em (%).

COMPONENTES CONTROLE (%) EXPERIMENTAL (%)
PROTEINA (CASEINA) 16 6
METIONINA 0,032 0,012
CARBOIDRATO (AMIDO) 69,768 79,788
GORDURA (OLEO VEGETAL) 8 8

MISTURA SALINA 5 5

MISTURA VITAMINICA 1 1

COLINA 0,2 0,2

TOTAL 100 100

Fornecedores: Caseina, Mistura Salina, Mistura Vitaminica, Colina: Rhoster, Ind. e Com. Ltda, Brasil;
Metionina: Dyets, USA; Gordura: Oleo de Milho (Mazola ® Refinarias de Milho Brasil); Carboidrato: Amido de
Milho (Maisena ® Refinarias de Milho Brasil);

Dos 50 dias de idade até o final dos testes todos 0s animais receberam dieta comercial para
laboratério (racdo NUVILAB CR-1 para camundongos e ratos), fabricada pela Nuvital
Nutrientes Ltda. — Colombo, PR; baseada em recomendac@es do Instituto Research Council e
National Institute of Health - USA. Esse foi o periodo de recuperacdo nutricional para os
animais desnutridos. Apds o desmame, o0 peso dos animais foi registrado aos 28, 35, 42, 49,
56, 63, 70 e 98 dias de vida.

Durante todo o experimento foi fornecido alimento e agua aos animais, sem restri¢coes.

O biotério do Laboratorio de Nutricdo e Comportamento teve a temperatura controlada
(23° C + 1), e a iluminacdo artificial programada para ciclos de claro/escuro com duracéo de

12 horas cada um. O periodo claro foi programado para inicio as 6h00.

3.4 Grupos de animais
Os animais foram divididos em 4 grupos no Experimento | e 4 grupos no Experimento
I1, de acordo com a condicdo nutricional nas fases de lactacdo e pos-lactacdo e a exposicédo ao

estresse. O delineamento experimental estd demonstrado nas Tabelas 3 e 4.
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GRUPOS* (n) CONDICAO NUTRICIONAL ESTRESSE
CONTROLE %
C (14) (dieta com 16% de proteina) NAO ESTRESSADOS
CE (14) CONTROLE ESTRESSADOQS (24h antes do inicio dos
(dieta com 16% de proteina) testes)
DESNUTRIDO %
D (12) (dieta com 6% de proteina) NAO ESTRESSADOS
DE (12) DESNUTRIDO ESTRESSADOS (24h antes do inicio dos
(dieta com 6% de proteina) testes)

* C: condicdo nutricional, grupos que receberam a dieta controle (16% de proteina); D: condi¢do nutricional,
grupos que receberam a dieta experimental (6% de proteina); E: exposicdo ao estresse.

Tabela 4: Grupos de animais do Experimento Il (n = 50).

GRUPOQOS* (n) CONDICAO NUTRICIONAL ESTRESSE
CONTROLE <
c (14 (dieta com 16% de proteina) NAO ESTRESSADOS
CE (12) CONTROLE ESTRESSADOS (apds Ultima tentativa de
(dieta com 16% de proteina) cada dia de testes)
DESNUTRIDO X
D (12) (dieta com 6% de proteina) NAO ESTRESSADOS
DE (12) DESNUTRIDO ESTRESSADOS (apds Ultima tentativa de
(dieta com 6% de proteina) cada dia de testes)

* C: condicdo nutricional, grupos que receberam a dieta controle (16% de proteina); D: condi¢do nutricional,
grupos que receberam a dieta experimental (6% de proteina); E: exposicdo ao estresse.

3.5 Equipamento de teste

Foi utilizado um labirinto aquatico semelhante ao modelo descrito por Morris, em 1981. O
labirinto aquatico consistiu em um tanque circular de fibra de vidro, de cor branca, com 150
cm de diametro e 39 cm de altura, preenchido com &gua a uma temperatura controlada de 25°
C (+ 1°C). O tanque foi dividido em quatro quadrantes imaginarios (para efeito de registros
comportamentais) numerados em sentido horario (quadrante 1, 2, 3 e 4). Uma plataforma
circular de 12 cm de didmetro e 25 cm de altura foi colocada dentro do tanque numa posigéo
fixa no centro de um dos quatro quadrantes imaginarios (quadrante 1). A distancia do nivel da
agua até a borda superior do labirinto é de 12,5 cm. Foi adicionado leite (2 litros) para tornar a
agua opaca e ocultar a plataforma que fica submersa 1,5 cm abaixo do nivel da agua.

O labirinto aquético foi colocado no centro de uma sala. Em areas externas ao tanque

foram oferecidas pistas visuais como figuras na parede, janelas e porta, que serviram como
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pistas distais no aprendizado dos animais. N&o foram oferecidas pistas visuais proximais, nem
pistas olfativas ou auditivas.

Acima do labirinto foi fixada uma camera de video (AS-3 Tracker, San Diego — USA)
conectada a um sistema de video (LG — BRA) e monitor (LG — BRA), localizados em uma
sala adjacente, com a finalidade de registrar e monitorar as sessdes experimentais.

Para o procedimento de estresse foi utilizado um material semelhante ao descrito por Rosa
e colaboradores (2005). Os imobilizadores foram confeccionados em a¢o inoxidavel, em dois
tamanhos (22 x 7,5 x 6 cm para animais do grupo nutricional controle e 20 x 6,5 x 5 cm para
animais do grupo desnutrido), com base plana e parte superior convexa e ajustavel. Os
imobilizadores possuem orificios na base, na parte superior e nas extremidades e uma
pequena abertura lateral. A principal finalidade desses orificios é possibilitar a entrada e saida
de ar para que o animal possa respirar. Os orificios da base, especificamente, possibilitam a
passagem de urina e fezes que o animal costuma excretar quando submetido a situacdes de
estresse e ansiedade. A abertura lateral tem como finalidade permitir que o rabo do animal

fique livre.

3.6 Procedimento de imobilizacéo

Até os 70 dias de vida, os animais foram classificados apenas quanto a condi¢cdo
nutricional: animais bem nutridos (Grupo controle) e animais desnutridos (Grupo desnutrido).
Os animais foram designados para compor os grupos CE e DE aleatoriamente, em cada um
dos dois experimentos.

No Experimento I, os animais dos grupos CE e DE foram submetidos ao procedimento de
estresse, aos 70 dias de vida. Eles foram colocados no imobilizador onde permaneceram
durante um periodo de 2 horas. Depois do periodo de imobilizacdo, os animais foram

retirados do imobilizador, devolvidos a caixa e levados de volta ao biotério, onde
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permaneceram por 24 horas, até o inicio da sessdo experimental. Esses animais foram
submetidos ao procedimento de estresse por imobilizacdo uma Unica vez.

No Experimento Il, os animais dos grupos CE e DE foram submetidos ao procedimento de
estresse, imediatamente apos a Gltima tentativa (12%) do primeiro dia de testes na tarefa de
aprendizagem no labirinto aquético de Morris e, novamente, ap6s a Ultima tentativa (probe
trial — 252 tentativa) do segundo dia de testes no labirinto aquatico. Apos a Ultima tentativa de
cada dia de testes, os animais desses dois grupos foram retirados do tanque, enxugados com
um pano de algoddo limpo e seco e colocados no imobilizador, onde permaneceram durante
um periodo de duas horas. Depois do periodo de imobilizacdo (duas horas), os animais foram
retirados do imobilizador, devolvidos a caixa e levados de volta ao biotério. A primeira etapa
de testes, em ambos os experimentos, foi realizada em dois dias consecutivos, sendo 12
tentativas no primeiro dia e 12 tentativas mais a probe trial no segundo dia. Ap6s 28 dias do
segundo dia de testes, os animais foram colocados mais uma vez no labirinto aquético para a
realizacdo do reteste (22 etapa do experimento — composta por uma Unica tentativa).

Em ambos os experimentos, a disposicdo dos grupos foi aleatéria. Uma vez que 0s animais
foram alojados em duplas, o estresse foi sempre imposto aos dois animais de uma mesma
caixa, ndo havendo duplas em que um animal foi submetido ao estresse e 0 outro ndo. No
periodo em que ficaram imobilizados, os animais dos grupos CE e DE, dos Experimentos | e
I, foram colocados em uma sala adjacente ao biotério. Esta sala permanece com a porta

fechada (para evitar ruidos externos) e a luz acesa (com iluminacao igual a do biotério).

3.7 Experimento |
Neste experimento, os animais foram testados na tarefa de aprendizagem 24 horas ap6s
terem sido submetidos ao estresse por imobilizagdo. Antes da primeira tentativa do primeiro

dia de testes, cada animal foi colocado na plataforma durante 60 segundos. Apds esse
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intervalo de tempo o animal era posicionado de costas para o centro do tanque, em um dos
quadrantes — a excecao daquele onde permanecia a plataforma — e era permitido a ele nadar
em busca da plataforma de fuga por um periodo de 60 segundos. A plataforma permaneceu na
mesma localizagéo durante todo o experimento.

Foram realizadas 12 tentativas diarias durante dois dias consecutivos. Nas ocasides em que
um animal ndo conseguia alcancar a plataforma dentro do tempo estabelecido, o
experimentador o retirava da dgua colocando-o sobre a plataforma. Entre as tentativas, cada
animal permaneceu sobre a plataforma por um intervalo de 35 segundos. As posi¢des em que
eles foram colocados em cada tentativa foram determinadas aleatoriamente em proporcoes
iguais.

Apo6s a ultima tentativa do segundo dia de testes, a plataforma era removida e o animal
colocado no quadrante diagonalmente oposto aquele que continha a plataforma e era imposto
um periodo de 60 segundos de natacdo (probe trial — 252 tentativa). Foi registrado o tempo
despendido e analisado o percentual de permanéncia em cada quadrante. A probe trial
possibilita analisar a precisdo com que o animal busca a plataforma e, consequientemente, a
efetivacdo do aprendizado da tarefa.

Depois de 28 dias do término desta fase de testes, cada animal foi novamente testado em
uma Unica tentativa (reteste - 262 tentativa). Os animais foram colocados no labirinto aquético,
no quadrante diagonalmente oposto aquele em que estava fixada a plataforma. Nesta tentativa,
cada animal teve 180 segundos para encontrar a plataforma submersa que estava na mesma
localizagdo em que permaneceu durante todo o experimento. Antes dessa 262 tentativa 0s

animais nao foram submetidos a estresse.
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3.8 Experimento 11

Neste experimento, os animais foram imobilizados imediatamente ap6s a Ultima tentativa
do primeiro e segundo dia de testes. O tempo de imobilizacdo e o equipamento foram os
mesmos utilizados no primeiro experimento, como ja descrito no Material e Método.

Os testes também foram realizados em dois dias, totalizando 24 tentativas mais a probe
trial (25% tentativa) e esses animais foram testados mais uma Unica vez ap6s 28 dias do final
desta fase, realizando a 262 tentativa (reteste).

Em ambos os experimentos, essa tentativa de reteste foi realizada para que se pudesse
avaliar a consolidacdo da memédria e a capacidade do animal em recuperar e reutilizar as

informacdes processadas na primeira etapa de testes, no labirinto aquatico.

3.9 Anélise dos dados

Os dados de peso corporal dos animais foram submetidos a uma Anélise de Variancia
(ANOVA) de dois fatores (dieta x dia) com repeti¢ao no fator dia.

Os dados comportamentais (laténcia de fuga dos animais em cada tentativa) foram
submetidos a uma ANOVA de trés fatores (dieta x estresse X tentativa), com repeticdo no
fator tentativa. Posteriormente, utilizou-se uma ANOVA de dois fatores (dieta x tentativa)
entre animais desnutridos e controles sob a mesma condicdo de estresse e (estresse X
tentativa) entre animais estressados e nédo estressados de um mesmo grupo nutricional, com
repeticdo no fator tentativa em ambas as condi¢des. Para analise estatistica da probe trial
aplicou-se uma ANOVA de trés fatores (dieta x estresse x quadrante) com repeti¢cdo no fator
quadrante.

Nas duas analises, quando apropriado, foi utilizado o teste de compara¢fes maltiplas de
Newman-Keuls (p< 0,05).

Utilizou-se o mesmo procedimento de analise estatistica em ambos 0s experimentos.
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4. Resultados
4.1 Peso corporal

A analise de peso corporal revelou uma diferenca acentuada entre os grupos desnutrido e
controle, com valores significativamente menores do desnutrido durante as medidas realizadas
desde o periodo de lactacdo até o final dos testes. Os animais desnutridos tiveram um ganho
de peso significativo no periodo de recuperacao nutricional. Entretanto, a recuperacdo nao foi
suficiente para reverter o déficit de crescimento provocado pela desnutricéo.

A andlise dos dados estatisticos referentes a perda de peso das ratas-mées demonstrou
haver uma perda de peso significativamente maior das ratas desnutridas em relagcdo as bem
nutridas (controles). A ANOVA revelou efeito significativo do fator dieta [Fi40 = 183,8;
p<0,05], do fator intervalo [F, g = 5,5; p<0,05] e de interacéo entre os fatores dieta x intervalo
[F280 = 19,2; p<0,05], como demonstrado na Figura 1. A analise de compara¢des mdultiplas
mostrou uma diferenca significativa entre a perda de peso das ratas desnutridas e bem
nutridas, nas trés semanas de lactacdo (p<0,05). Entre as ratas do grupo controle, ndo houve
diferenca significativa de perda de peso. E entre as ratas desnutridas, houve diferenca
significativa na perda de peso entre a primeira e terceira semana e entre a segunda e terceira

semanas.

B DESNUTRIDO

70
* B CONTROLE
60 - *

50 -
40 -
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0-07 dias 07-14 dias 14-21 dias
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Figura 1 - Perda de peso corporal das ratas-maes (Média = EPM) dos dois grupos nutricionais durante o periodo
de lactacdo. * p<0,05 comparado ao grupo controle, no mesmo dia; # p<0,05 comparado ao grupo
desnutrido na primeira e na segunda semana, ambos de acordo com o teste Post Hoc de Newman-
Keuls.



33

Em relacdo ao peso das ninhadas na fase de lactacdo, houve diferencas significativas
desses valores entre animais desnutridos e bem nutridos. A andlise estatistica (ANOVA)
revelou efeito significativo do fator dieta [F1 41 = 336,3; p<0,05], do fator dia [F3123 = 771,1;
p<0,05] e de interacdo entre os fatores dieta x dia [F3 123 = 327,1; p<0,05], como demonstrado
na Figura 2. A andlise de comparac6es multiplas mostrou uma diferenca significativa de peso
entre as ninhadas desnutridas e bem nutridas, com valores menores das bem nutridas nos dias
7, 14 e 21 (p<0,05). A anélise de comparac¢des multiplas também revelou que no decorrer do
periodo de lactagdo o peso dos animais das ninhadas bem nutridas teve um aumento
significativo em cada uma das trés semanas (0-7, 7-14 e 14-21 dias de vida). Os animais das
ninhadas desnutridas apresentaram aumento de peso significativo apenas na primeira e na

segunda semana do periodo de lactagdo (0-7 e 7-14 dias de vida).
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Figura 2 - Peso das ninhadas (Média = EPM) do grupo controle e do grupo desnutrido durante o periodo de
lactacdo. * p<0,05 comparado ao grupo controle, no mesmo dia, de acordo com o teste Post Hoc de
Newman-Keuls.
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Com relacdo ao peso dos ratos no periodo de pds-lactacdo, o peso dos desnutridos
permaneceu significativamente menor, comparados aos bem nutridos. A diferenga de peso
corporal foi acentuada no periodo de pos-lactacdo — sobretudo dos 28 aos 49 dias de vida — e
perdurou durante o periodo de recuperacao nutricional até o fim dos testes aos 98 dias de vida.
A andlise estatistica (ANOVA) revelou efeito significativo do fator dieta [F1107 = 751,2;
p<0,05], do fator dia [F7749 = 3451,8; p<0,05] e de interacdo entre os fatores dieta x dia
[F7749 = 245,8; p<0,05], como demonstrado na Figura 3. A analise de comparac¢des multiplas
mostrou que a diferenca de peso corporal entre os grupos controle e desnutrido foi
significativa e que desnutridos apresentaram pesos menores desde a primeira semana do
periodo de pos-lactacdo (aos 28 dias) e durante todo o periodo de recuperacdo nutricional até

o fim dos testes (aos 98 dias de vida); p<0,05.
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Figura 3 - Peso dos filhotes durante o periodo de pés-lactagdo. * p<0,05 em relagdo ao grupo controle, no
mesmo dia, de acordo com o teste Post Hoc de Newman-Keuls.
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4.2 Experimento |

Os dados de laténcia obtidos nos 4 grupos experimentais foram submetidos a analise
estatistica (ANOVA de trés fatores) que revelou efeito significativo do fator dieta [F145=5,1;
p<0,05], do fator tentativa [Fzs1104 = 9,4; p<0,05] e de interacdo entre os fatores dieta X
estresse [F14s = 9,7; p<0,05]. A ANOVA ndo mostrou efeito significativo do fator estresse
(Figura 4). A anélise de comparagdes multiplas mostrou que animais desnutridos submetidos
ao estresse (DE) apresentaram laténcias menores que animais desnutridos ndo estressados (D).
Animais controles submetidos ao estresse (CE) ndo apresentaram diferencas de desempenho
quando comparados aos animais controles ndo estressados (C). A andlise de comparacGes
maltiplas também mostrou que ndo houve diferencas de desempenho entre os animais do

grupo controle n&o estressado (C) e os animais do grupo desnutrido estressado (DE).
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Figura 4 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos 4 grupos experimentais, C (n=14), CE (n=14), D
(n=12), DE(n=12), nas 24 tentativas da primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris. C:
condigdo nutricional, grupos que receberam a dieta controle (16% de proteina); D: condicao
nutricional, grupos que receberam a dieta experimental (6% de proteina); E: exposi¢do ao estresse.
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Para uma analise mais detalhada dos efeitos da variavel estresse sobre as laténcias de fuga
de animais do mesmo grupo nutricional e dos efeitos da varidvel dieta entre animais dos
grupos controle e desnutrido, estressados e ndo estressados foi utilizada uma anélise estatistica
(ANOVA de dois fatores) entre grupos.

A ANOVA dos grupos D e DE revelou efeito significativo do fator estresse [Fi2, = 6,1;
p<0,05] e do fator tentativa [Fz3s06 = 4,6; p<0,05]. Os animais do grupo DE apresentaram
laténcias menores (Figura 5). Isso demonstra que, embora ambos 0s grupos diminuam suas
laténcias ao fim das 24 tentativas, animais desnutridos quando submetidos ao estresse
apresentaram laténcias menores que animais desnutridos nédo estressados. A ANOVA ndo

revelou efeito significativo de interagdo entre os fatores estresse x tentativa.
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Figura 5 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos D (n=12) e DE (n=12), nas 24 tentativas da
primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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Os dados da ANOVA dos grupos C e CE nao mostraram efeitos significativos do fator

estresse. Houve efeito significativo apenas do fator tentativa [F23 598 = 6,0; p<0,05] (Figura 6).

Esses dados indicam que ndo houve efeito significativo do estresse em animais do grupo

nutricional controle. Ambos os grupos, C e CE, diminuem suas laténcias ao longo das

tentativas sem diferencas significativas entre eles.
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Figura 6 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos C (n=14) e CE (n=14), nas 24 tentativas da
primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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Com relacdo aos grupos C e D, a ANOVA mostrou efeito significativo do fator dieta

[F124 = 10,2; p<0,05] e do fator tentativa [Fz3s52 = 4,4; p<0,05]. Os animais do grupo D

apresentaram laténcias maiores em relagdo aos animais do grupo C. A ANOVA néo revelou

efeito significativo de interagéo entre os fatores dieta x tentativa (Figura 7).
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Figura 7 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos C (n=14) e D (n=12), nas 24 tentativas da

primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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A ANOVA dos grupos CE e DE revelou efeito significativo apenas do fator tentativa
[F23552 = 5,8; p<0,05], ndo havendo diferencas significativas de desempenho entre os grupos
controle estressado e desnutrido estressado na tarefa de aprendizagem (Figura 8). Esses dados
demonstram que animais desnutridos submetidos ao estresse apresentam laténcias muito
proximas as apresentadas por animais controles estressados. Quando submetidos ao estresse,
controles e desnutridos ndo apresentaram diferencas significativas de desempenho na tarefa de

aprendizagem.
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Figura 8 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos CE (n=14) e DE (n=12), nas 24 tentativas
da primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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Com relacéo a tentativa probe trial, ao fim da primeira etapa do experimento, foi realizada
uma ANOVA de trés fatores (dieta x estresse x quadrante). A ANOVA revelou efeito
significativo do fator quadrante [F3147 = 54,5; p<0,05] e de interagéo entre os fatores dieta e
quadrante [Fs147 = 3,2; p<0,05] e entre os fatores dieta x estresse x quadrante [Fz147 = 3,4;
p<0,05]. A ANOVA nédo mostrou efeito significativo dos fatores dieta e estresse (Figura 9). A
analise de comparacGes multiplas mostrou que os animais do grupo D apresentaram laténcia
significativamente menor no primeiro quadrante (QI) em relacdo aos demais grupos e que 0
tempo de permanéncia dos animais dos quatro grupos foi significativamente maior no
primeiro quadrante (quadrante alvo) — onde anteriormente encontrava-se a plataforma — em
relagdo ao segundo, terceiro e quarto quadrantes, indicando que houve aprendizagem em

todos 0s grupos.
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Figura 9 - Tempo de permanéncia (Média + EPM) dos animais dos 4 grupos experimentais em cada um dos 4
quadrantes imagindrios do labirinto aquatico de Morris, na probe trial. *p<0,05 em rela¢do aos
demais grupos no primeiro quadrante (QIl); # p<0,05 em relagdo ao tempo de permanéncia em QlII,
Qlll e QIV, de acordo com o teste Post Hoc de Newman-Keuls.
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A ANOVA dos resultados referentes a segunda etapa do experimento — comparacéo entre a
laténcia de fuga dos animais na 242 tentativa (Gltima tentativa realizada no segundo dia de
testes da primeira etapa) e no reteste (262 tentativa apds 28 dias) — revelou efeito significativo
do fator dieta [Fi4s = 7,4; p<0,05] e do fator tentativa [Fi4s = 13,3; p<0,05]. Embora a
ANOVA néo tenha mostrado efeito significativo de interacdo entre os fatores, observou-se
que houve aumento consideravel nas laténcias de animais do grupo DE na tentativa de reteste,
em relacdo a 242 tentativa.

Para analisar as diferencgas nas laténcias de cada grupo, entre a 242 tentativa e o0 reteste,
decidiu-se submeter os dados de laténcia ao teste t-student para amostras dependentes. O teste
t-student para amostras dependentes mostrou diferenca significativa nas laténcias dos animais
do grupo DE entre a 242 tentativa e o reteste [tu1) = 2,59; p<0,05]. Nos demais grupos nao

houve diferenca significativa das laténcias entre a 242 tentativa e o reteste (Figura 10).
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Figura 10 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos 4 grupos experimentais, na dltima tentativa da
primeira etapa de testes (242 tentativa) e ap6s 28 dias (26 tentativa — reteste), no labirinto aquatico
de Morris. # p<0,05 em relacdo a 242 tentativa; * p<0,05 em relacdo a laténcia do mesmo grupo na
242 tentativa, de acordo com o teste t-student.
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4.3 Experimento 11

Neste experimento, seguiu-se 0 mesmo procedimento de analise utilizado no primeiro
experimento. Os dados de laténcia dos animais nos 4 grupos experimentais foram submetidos
a uma ANOVA de 3 fatores e, posteriormente, utilizou-se uma ANOVA de 2 fatores entre
grupos nutricionais distintos e entre grupos estressados e néo estressados.

Os dados de laténcia obtidos foram submetidos a ANOVA de trés fatores que revelou
efeito significativo do fator dieta [F146 = 12,8; p<0,05], do fator tentativa [F2310ss = 14,4;
p<0,05] e de interacdo entre os fatores dieta x tentativa [F2310ss = 2,3; p<0,05]. A analise de
comparagdes multiplas mostrou que animais desnutridos apresentaram laténcias maiores que

controles, independentemente da presenca da varidvel estresse (Figura 11).
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Figura 11 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos 4 grupos experimentais, C (n=14), CE (n=12), D
(n=12), DE(n=12), nas 24 tentativas da primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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A ANOVA dos grupos D e DE revelou efeito significativo do fator tentativa [F23 506 = 9,1;
p<0,05]. N&o houve efeito significativo do fator estresse ou de interagdo (Figura 12). Os
dados da ANOVA demonstraram que ndo houve efeito da varidvel estresse entre animais

desnutridos, neste experimento.
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Figura 12 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos D (n=12) e DE (n=12), nas 24 tentativas
da primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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Os dados da ANOVA dos grupos C e CE revelou efeito significativo apenas do fator
tentativa [Fasss2 = 7,4; p<0,05]. Estes dados demonstram que animais controles também néo
apresentaram diferengas significativas de desempenho quando submetidos ao procedimento

de estresse utilizado neste segundo experimento (Figura 13).

a [e2]
o o
I ]

N
o
Il

Laténcia (s)

= N W
o o o O
I I I

141516 1718 192021 22 2324

123456 78 910111213

Tentativas

Figura 13 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos C (n=14) e CE (n=12), nas 24 tentativas da
primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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Com relacdo aos dados de laténcia dos grupos C e D, a ANOVA revelou efeito

significativo do fator dieta [F124 = 6,2; p<0,05], do fator tentativa [F23 552 = 8,6; p<0,05] e de

interacdo entre os fatores dieta x tentativa [Fa3 552 = 2,3; p<0,05]. Esses dados mostraram uma

diferenga significativa de desempenho entre animais desnutridos e controles, com laténcias

significativamente maiores dos desnutridos no primeiro dia de testes (12 primeiras tentativas),

como demonstrado na Figura 14.
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Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos C (n=14) e D (n=12), nas 24 tentativas da
primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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A ANOVA dos grupos CE e DE revelou efeito significativo do fator dieta [F12, = 6,5;
p<0,05] e do fator tentativa [F23506 = 6,6; p<0,05]. Os dados da ANOVA mostraram que
houve diferenga de desempenho, na tarefa de aprendizagem, entre animais controles
estressados e desnutridos estressados, com laténcias significativamente maiores de animais do
grupo desnutrido estressado (Figura 15). Neste segundo experimento, 0 estresse (imposto
imediatamente ap6s o primeiro e segundo dia de testes) ndo alterou a diferenca de

desempenho entre animais desnutridos e controles.
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Figura 15 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos grupos CE (n=12) e DE (n=12), nas 24 tentativas
da primeira etapa de testes, no labirinto aquatico de Morris.
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Com relacéo a tentativa probe trial, ao fim da primeira etapa do experimento, foi realizada
uma ANOVA de trés fatores (dieta x estresse x quadrante). A ANOVA revelou efeito
significativo do fator quadrante [F3 123 = 99,1; p<0,05] e de interagé@o entre os fatores dieta x
estresse x quadrante [F3 123 = 3,5; p<0,05]. A andlise de compara¢des multiplas mostrou que o
tempo de permanéncia dos quatro grupos experimentais foi significativamente maior no
primeiro quadrante (quadrante alvo) — onde anteriormente encontrava-se a plataforma — em
relagdo ao segundo, terceiro e quarto quadrantes, indicando que houve aprendizagem em

todos os grupos (Figura 16).

mC

60 - @ CE
mD

50 - @ DE

40 |

30 -

20 -

10 -

Tempo de permanénica (%)

0
Ql Qll Qlll Qv
Figura 16 - Tempo de permanéncia (Média + ER¥AfERRSRimais dos 4 grupos experimentais em cada um dos 4

quadrantes imaginarios do labirinto aquatico de Morris, na probe trial. # p<0,05 em relacédo ao
tempo de permanéncia em QII, Qlll e QIV, de acordo com o teste Post Hoc de Newman-Keuls.
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Os dados de laténcia da ANOVA referentes a segunda etapa do experimento — comparacgao
entre a laténcia de fuga dos animais na 242 tentativa (Gltima tentativa realizada no segundo dia
de testes da primeira etapa) e no reteste (262 tentativa apds 28 dias) — revelou efeito
significativo do fator dieta [F 46 = 8,4; p<0,05], do fator tentativa [F1 46 = 23,9; p<0,05] e de
interacdo entre os fatores dieta x tentativa [F14 = 7,6; p<0,05]. A analise de comparacgdes
maltiplas mostrou que animais desnutridos apresentaram laténcias significativamente maiores
na tentativa de reteste tanto em relagdo a animais controles nessa mesma tentativa quanto em

relacdo a eles proprios (desnutridos) e aos controles na 242 tentativa (Figura 17).
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Figura 17 - Laténcia de fuga (Média + EPM) dos animais dos 4 grupos experimentais, na Ultima tentativa da
primeira etapa de testes (242 tentativa) e ap0s 28 dias (262 tentativa — reteste), no labirinto aquatico
de Morris. * p<0,05 em relacdo a animais controles na mesma tentativa (reteste) e em relacdo aos
mesmos animais (desnutridos) na 242 tentativa; # p<0,05 em relacdo a 24 tentativa, de acordo com
0 teste Post Hoc de Newman-Keuls.
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5. Discusséo
5.1 Tratamento nutricional

A desnutricdo foi capaz de produzir efeitos expressivos sobre o desenvolvimento fisico dos
animais que, submetidos a dieta hipoproteica (6% de proteina), apresentaram peso
significativamente menor, quando comparados a animais submetidos a dieta balanceada (16%
de proteina), desde a fase de lactagdo até o fim do periodo de testes, aos 98 dias de vida.

A avaliacdo da perda de peso corporal das ratas-mdaes confirma os efeitos produzidos pelo
tratamento nutricional utilizado, uma vez que esses animais estavam sob a mesma condigéo
nutricional no inicio do experimento e os valores de peso corporal dos mesmos, em ambos 0S
grupos nutricionais, eram proximos. A perda de peso corporal foi maior nas ratas-méae do
grupo desnutrido; houve diferenca estatistica significativa em relagdo ao Grupo controle
durante as duas primeiras semanas de aleitamento. Essa perda de peso mais acentuada no
Grupo desnutrido pode ser explicada pelo alto gasto energético causado pelos cuidados com a
prole e com a producédo do leite combinado & ingestdo de uma dieta deficiente em proteinas,
que n&o supre as necessidades nutricionais das ratas-maes deste grupo. Entre as ratas-maes do
grupo controle a perda de peso foi mais sutil, pois apesar de terem também um alto gasto
energético causado pela producdo de leite e pelo cuidado com a prole, elas receberam uma
dieta balanceada capaz de suprir suas necessidades nutricionais.

Os resultados encontrados estdo de acordo com outros trabalhos que utilizaram dietas
experimentais hipoproteicas (CAMBRAIA et al., 1997; FUKUDA et al., 2002; FUKUDA et
al., 2007; HERNADES et al., 2005; ROCINHOLI et al., 1997). Na terceira semana, a perda
de peso das ratas-mées desnutridas foi significativamente menor em relagéo as duas primeiras
semanas com um valor mais préximo ao apresentado pelas ratas-mées do Grupo controle.
Esse dado pode ser atribuido a menor necessidade de cuidado com a prole que, proximo ao

desmame, comeca a se alimentar também com a dieta fornecida a mae.
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Os animais das ninhadas desnutridas apresentaram peso corporal significativamente menor
que aqueles das ninhadas do Grupo controle desde a primeira até a Ultima semana do periodo
de lactacdo. No ultimo dia do periodo de lactacdo (21° dia de vida), as ninhadas desnutridas
apresentaram, em média, 35% do peso de ninhadas bem nutridas (Grupo controle). Este fato
pode ser explicado pela reducdo da quantidade de proteinas ingerida pela rata-mée na dieta
hipoproteica, afetando a qualidade do leite disponivel aos filhotes. Outra conseqliéncia dessa
caréncia de proteinas € a diminuicdo da quantidade de leite produzido. Essa diminuicdo
combinada a baixa qualidade do leite é capaz de influenciar de maneira direta no crescimento
e desenvolvimento desses animais, como ja observado em trabalhos anteriores (FUKUDA et
al.,, 2002; DA SILVA HERNANDES, 2005; PASSOS et al., 2000; PINE et al., 1994,
ROCINHOLI et al., 1997).

A diferenca de peso corporal entre animais desnutridos e controles permaneceu acentuada
durante todas as fases do tratamento nutricional até o fim dos testes, mesmo ap6s o periodo de
recuperacdo nutricional. Contudo, essa diferenca foi maior durante os periodos de lactacdo e
pos-lactacdo. Apds o periodo de lactacdo a diferenca de peso corporal entre desnutridos e
controles aumentou e, aos 49 dias de vida (Gltima semana do periodo de pds-lactacao),
animais desnutridos pesaram, em média, apenas 11% dos valores aferidos em animais do
Grupo controle. A ultima semana da fase de pds-lactacdo representa o periodo mais critico do
insulto nutricional.

Essa diferenca de pesos até a idade adulta pode ser explicada pelo fato de que o peso
corporal dos animais adultos é determinado durante os periodos de gestacdo e lactacdo, pois
depende das condic¢des nutricionais existentes nesses periodos (PASSOS et al., 2000). Isso
explica porque animais desnutridos ndo atingiram o peso de animais bem nutridos,
corroborando resultados presentes em outros trabalhos e demonstrando que 0s prejuizos

causados por uma desnutricdo protéica severa, imposta nos estagios criticos do
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desenvolvimento, podem perpetuar-se até a idade adulta (ALMEIDA et al., 1991; ALMEIDA,
DE OLIVEIRA; 1994; FUKUDA et al., 2002; FUKUDA et al., 2007; DA SILVA
HERNANDES et al., 2005; PASSOS et al., 2000; PINE et al., 1994). No inicio dos testes, aos
70 dias de vida, animais do Grupo desnutrido pesaram, em média, 40% do peso de animais do
Grupo controle. Esta diferenca diminuiu até o final do periodo de testes e, aos 98 dias de vida,
animais do Grupo desnutrido pesaram, em média, 66 % do peso de animais controles. Apesar
da diferenga entre os pesos de animais controles e desnutridos ter se tornado menor aos 98
dias, a recuperagdo nutricional imposta aos 49 dias de vida, ndo foi suficiente para que
animais desnutridos atingissem o0s pesos de animais controles.

Além das alteragdes produzidas sobre o desenvolvimento fisico, no crescimento e no peso
corporal, a desnutricdo protéica imposta nos estagios iniciais de desenvolvimento, pode
também provocar alteracbes a médio e longo prazo no SNC em termos estruturais,
neuroquimicos, neurofisioldgicos e comportamentais, capazes de causar atrasos no
desenvolvimento cognitivo, tais como déficits de memoria e problemas de aprendizagem
(ALMEIDA et al., 1991; ALMEIDA, DE OLIVEIRA, 1994; ALMEIDA et al., 1996; BEDI,
1991; MORGANE et al., 1993; MORGANE et al., 2002; TONKISS et al., 1994).

Uma estrutura do SNC afetada pela desnutricdo protéica precoce particularmente
relacionada aos processos de aprendizagem e memdria é o hipocampo. Estudos anteriores
demonstraram que a desnutricdo protéica pode comprometer a formacdo dessa estrutura
prejudicando a capacidade de memoria e ocasionando problemas de aprendizagem
(LUKOYANOV, ANDRADE, 2000; MORGANE et al., 1993; MORGANE et al., 2002).

Os resultados encontrados sugerem que a desnutricdo protéica imposta durante as fases de
lactacdo e pos-lactacdo pode ter produzido efeitos deletérios sobre o desenvolvimento do SNC
e, mais especificamente, sobre a formacdo hipocampal, pois foram observados déficits de

aprendizagem e memoria espacial em animais desnutridos, evidenciados por prejuizos na
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capacidade de recuperacdo e reutilizacdo das informacgdes processadas durante a primeira
etapa de testes, na tarefa do labirinto aquatico de Morris. Como demonstrado em outros
trabalhos que investigaram os efeitos da desnutricdo protéica precoce em modelos de
experimentacdo animal, alteragdes comportamentais e déficits de aprendizagem e memodria
estdo diretamente relacionados a alteragcfes em diversos sistemas de neurotransmissao
(ALMEIDA et al., 1996) e a modificacdes funcionais e morfoldgicas de algumas estruturas
cerebrais envolvidas nos processos de aprendizagem e memoria (MORGANE et al., 1993;
MORGANE et al., 2002; FUKUDA et al., 2007; LUKOYANOV, ANDRADE, 2000).

No presente estudo, os animais foram submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris e
precisaram estabelecer relagdes entre as pistas externas do labirinto e a posigéo da plataforma
submersa, para realizarem a tarefa de aprendizagem e memdria espacial e conseguirem
escapar do estimulo aversivo (agua). Trabalhos anteriores demonstraram que a desnutricdo
protéica precoce prejudica o aprendizado da tarefa no labirinto aquatico, pois animais
desnutridos, apesar de aprenderem a tarefa, apresentaram laténcias significativamente maiores
que animais controles tanto durante as tentativas realizadas nas sessdes de treino quanto na
tentativa de reteste, realizada num momento posterior para analise da capacidade de
recuperacdo e reutilizacdo das informagbes processadas e aprendidas na primeira etapa
(FUKUDA et al., 2002; FUKUDA et al., 2007).

Os dados apresentados no presente trabalho estdo de acordo com os resultados
apresentados em trabalhos anteriores, por demonstrarem que animais desnutridos nos estagios
iniciais de desenvolvimento apresentaram déficits de aprendizagem e memdria espacial,
desenvolveram a tarefa com laténcias significativamente maiores que animais controles (bem
nutridos) e demonstraram prejuizos na recuperacdo e reutilizacdo das informacGes

processadas na fase de treino (tentativas realizadas na primeira etapa de testes).
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Além da diferenca de desempenho, evidenciada na primeira etapa de testes, animais
desnutridos apresentaram tempo de permanéncia significativamente menor que controles no
quadrante alvo da probe trial. A probe trial, realizada imediatamente ap6s a ultima tentativa
do segundo dia de testes, foi utilizada para analisar a precisdo de navegagdo dos animais em
busca da plataforma de fuga. Apesar de animais do Grupo D terem apresentado tempo de
permanéncia significativamente menor, em comparagdo aos outros grupos, no quadrante alvo,
é possivel afirmar que houve aprendizagem em todos os grupos experimentais, pois todos
diminuiram as laténcias ao longo das tentativas do primeiro e segundo dias de teste, e
apresentaram um maior percentual de tempo de navegacdo no quadrante alvo (Ql), em relagéo

aos outros quadrantes do labirinto.

5.2 Efeitos da interacdo entre estresse agudo e desnutricéo

ModificacGes funcionais e morfolégicas de estruturas do SNC envolvidas no aprendizado e
na memoria, provocadas por desnutri¢do protéica ou protéico-cal6rica precoce, podem alterar
os padrdes comportamentais de respostas, em relacdo a quaisquer variaveis que atuem sobre
essas mesmas estruturas, como a responsividade a drogas que agem no SNC (ALMEIDA et
al.,, 1996) ou mesmo as reacdes comportamentais ao estresse (FRANCOLIN-SILVA,
ALMEIDA, 2004).

No presente estudo, verificou-se que animais desnutridos apresentaram um desempenho
claramente melhorado ap6s exposicdo a um breve episodio de estresse antes da realizacdo de
uma tarefa de aprendizagem e memdria, pois comparados a animais desnutridos nao
estressados mostraram laténcias significativamente menores na primeira etapa de testes. E
qguando comparados ao desempenho de animais controles estressados ndo apresentaram
diferenca significativa. Animais controles estressados ndo apresentaram quaisquer alteragoes

de desempenho em relacdo a animais controles ndo estressados. Esses dados sugerem que 0
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procedimento de estresse agudo ndo foi capaz de produzir alteracbes comportamentais
relevantes em ratos controles. Contudo, animais desnutridos parecem ter sido mais reativos ao
procedimento de estresse utilizado, que pode ser aversivo e animais desnutridos sdo mais
reativos a estimulos de natureza aversiva/dolorosa (ROCINHOLI et al., 1997).

Existem evidéncias de que memorias relacionadas a eventos traumaticos seriam formadas e
consolidadas de maneira mais efetiva de acordo com a proporcdo de sua importancia para a
sobrevivéncia e que sua evocacdo seria facilitada em situagdes semelhantes, como em estados
de alerta, ansiedade ou estresse (JEANSOK, DIAMOND, 2002; JOCA et al., 2003; MARGIS
et al., 2003; MCEWEN, 2000; QUEVEDO et al.,, 2003). No Experimento I, animais
desnutridos estressados, na tentativa de reteste (28 dias ap0s a primeira etapa), apresentaram
laténcias significativamente maiores em relacdo a laténcia apresentada na Ultima tentativa da
primeira etapa e ndo houve diferenga em relacdo a laténcia de animais desnutridos néo
estressados na tentativa de reteste. Esses resultados mostram que, apesar de o procedimento
de estresse agudo ter melhorado o desempenho dos animais desnutridos na fase de treino (nas
tentativas realizadas na primeira etapa), este procedimento ndo foi capaz de produzir efeitos
permanentes sobre a memdria de longo prazo (memdria de referéncia), e a capacidade de
recuperacdo e reutilizacdo das informacbes processadas na etapa inicial parece ter sido
prejudicada em animais desnutridos estressados.

Diversos estudos tém demonstrado que as respostas do organismo ao estresse Sao
moduladas por alteracbes neuroquimicas, fisiolégicas e comportamentais, e envolvem
mecanismos adaptativos que permitem que o organismo reaja de maneira eficaz a ameacas
reais ou potenciais a sobrevivéncia (JEANSOK, DIAMOND, 2002; MCEWEN, SAPOLSKY,
1995; MCEWEN, 2000).

Variaveis como o contexto em que as informacBes sdo processadas, ou mesmo 0 estado

glicémico do organismo, interferem na modulacdo das informagGes pelo SNC, e de forma
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mais direta, pelo hipocampo, determinando a precisdo com que ocorrera a retencdo e
consolidacdo da memdria (MCEWEN, SAPOLSKY, 1995). O estado emocional é
considerado um importante filtro desse processo adaptativo de resposta a situagdes aversivas
ou de estresse intenso e a resposta organica ao estresse € determinada pela maneira com que 0
individuo percebe e reage aos estimulos do ambiente. Animais desnutridos apresentam
padrdes comportamentais alterados, devido aos efeitos do insulto nutricional imposto nas
fases iniciais de desenvolvimento, sugerindo que esses animais respondam de forma
diferenciada ao estresse.

Muitos trabalhos anteriores demonstraram que a desnutri¢do protéica ou protéico-caldrica,
quando imposta nos periodos pré e/ou pos-natal, é capaz de produzir modificacdes em varios
sistemas de neurotransmissdo, tais como 0s sistemas gabaérgico, catecolaminérgico,
serotonérgico, opidide, colinérgico, e que essas modificacbes resultam em uma
responsividade alterada tanto em relacdo as drogas que agem no SNC, quanto a outras
variaveis que dependam do funcionamento normal desses sistemas de neurotransmissao.
Desse modo, além de alteracGes estruturais no SNC, as bases neurogquimicas responsaveis
pelos processos adaptativos de resposta ao estresse também estavam alteradas em animais
desnutridos, justificando os efeitos desiguais entre esses animais e animais controles, quando
ambos foram submetidos a imobilizacdo imposta antes da tarefa de aprendizagem e memodria.

No Experimento I, 0 estresse agudo ndo afetou o desempenho dos animais na probe trial,
pois tanto animais desnutridos quanto controles, estressados e ndo estressados, apresentaram
maior percentual de tempo de navegacdo, em busca da plataforma, no quadrante alvo,
demonstrando que houve aprendizagem espacial nos quatro grupos, neste primeiro
experimento.

Na tentativa de reteste, todos 0s grupos apresentaram aumento nas laténcias, em relacéo a

ultima tentativa da primeira etapa, mas houve aumento significativo apenas em animais do
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Grupo DE. Esse dado demonstra que apesar de animais desnutridos estressados terem seu
desempenho melhorado na primeira etapa de testes, decorridos 28 dias, esse efeito do estresse
sobre o0 desempenho dos animais desnutridos parece desaparecer e as laténcias desses animais
na tentativa de reteste apresentam valores mais proximos daqueles registrados no grupo
desnutrido nédo estressado. Este fato sugere que o estresse pode ter facilitado o aprendizado de
animais desnutridos na tarefa de aprendizagem do experimento |, melhorando o
processamento das informacdes espaciais, mas depois de 28 dias ndo houve diferenca entre o
desempenho desses animais e 0 desempenho de animais ndo estressados. Esses resultados
sugerem que O estresse associado a desnutricdo protéica precoce parece facilitar a
aprendizagem em tarefas aversivas, uma vez que animais desnutridos s&o mais reativos a este
tipo de estimulo. Entretanto, parece haver prejuizos na consolidacdo da memdria tanto em
animais desnutridos estressados quanto em animais desnutridos ndo estressados. A
consolidacdo da memoria em areas corticais é tarefa exercida pelo hipocampo, estrutura do
SNC que apresenta desenvolvimento tardio (periodo pds-natal) e que pode ter sido afetada
pela desnutricdo protéica imposta no mesmo periodo.

Essa melhora no desempenho de animais desnutridos submetidos ao estresse antes da
tarefa, apenas na primeira etapa de testes (periodo de processamento das informacdes
espaciais e aquisicdo da memdria), pode estar relacionada ao fato de que o insulto nutricional
severo, imposto no inicio da vida, foi capaz de produzir alteracbes permanentes no SNC,
enquanto que o episodio de estresse agudo foi capaz de provocar apenas alteracdes breves e
circunstanciais.

Em suma, o procedimento de estresse agudo afetou o desempenho de animais desnutridos
durante a fase de treino da tarefa de aprendizagem e memoria. Porém, ndo houve alteracGes
significativas permanentes decorrentes dos efeitos do estresse agudo, como demonstrado na

tentativa de reteste, na qual animais desnutridos estressados e ndo estressados demonstraram
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prejuizos nos processos de evocacao e reutilizacdo das informagdes processadas na primeira
etapa. De acordo com os resultados encontrados, animais desnutridos foram mais fortemente
influenciados pelo estresse agudo imposto antes da tarefa do labirinto aquético.

No Experimento Il, os animais foram submetidos ao estresse imediatamente apds a Ultima
tentativa do primeiro dia de testes e, novamente, ap6s a Ultima tentativa do segundo dia de
testes, 122 e 242 tentativas, respectivamente. Neste segundo experimento, ndo houve diferenca
significativa de desempenho entre animais estressados e ndo estressados de um mesmo grupo
nutricional. Animais desnutridos estressados e ndo estressados apresentaram laténcias
maiores, quando comparados a animais controles, em todas as etapas de teste.

Na probe trial, todos os grupos apresentaram maior percentual de tempo de navegacéo no
quadrante alvo (QI), comparado ao tempo despendido nos demais quadrantes imaginarios
(QII, Qlll e QIV), e ndo houve diferenca significativa entre os grupos C, CE, D e DE, quanto
ao percentual de tempo despendido em QI. Esses resultados demonstram que todos 0s grupos,
independentemente do tratamento nutricional e do estresse, aprenderam com precisao a tarefa
do labirinto aquatico, no Experimento 1.

O intervalo de 24 horas entre a aquisicdo e a reutilizacdo da informacdo é um periodo de
tempo relativamente curto para o esquecimento da tarefa, visto que as laténcias das primeiras
tentativas do segundo dia de testes aumentaram pouco, em relacdo as laténcias das Gltimas
tentativas do dia anterior, igualando-se a elas gradativamente. O estresse foi imposto nestes
momentos (intervalos de retencdo — 24 horas) para avaliacdo dos possiveis efeitos sobre o0s
processos de retencdo e consolidagdo da memaria. Contudo, o estresse agudo ndo foi capaz de
comprometer o aprendizado e, tampouco, a recuperagdo e reutilizacdo das informacoes
aprendidas na primeira etapa de testes.

Os resultados encontrados no Experimento Il indicam que o estresse agudo imposto

imediatamente apds a Ultima tentativa de cada um dos dois dias de testes, na fase de treino,
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ndo representou um evento suficientemente significativo para produzir efeitos sobre o0s
processos de aquisi¢do, consolidacdo e evocacdo da memoria (operacional e de referéncia)
espacial e, consequentemente, sobre a aprendizagem espacial.

O presente trabalho teve como objetivo a investigagdo dos efeitos do estresse agudo,
imposto em dois momentos distintos, associado a desnutricdo protéica precoce sobre a
aprendizagem e a memoria de ratos no MWM, constituindo-se um estudo comportamental.
Verificou-se que a interacdo entre estresse agudo e desnutricdo protéica precoce pode
produzir efeitos bastante variados sobre 0s processos de aprendizagem e memoria espacial. O
momento em que O estresse € imposto — antes, durante ou depois de uma tarefa de
aprendizagem — determina os efeitos que esse evento ter4 sobre o processamento das
informagdes aprendidas num dado contexto ambiental.

Variagdes nos procedimentos experimentais utilizados, tais como tipo de estresse utilizado,
momento em que o estresse foi imposto, idade dos sujeitos no momento em que o estresse foi
imposto, idade dos sujeitos no periodo de testes, tipo de teste utilizado (como, por exemplo,
aprendizagem e memoria, comportamento exploratério, testes de ansiedade), entre outros,
produzem efeitos bastante distintos sobre o comportamento e a cognigao.

Desse modo, sdo necessarias pesquisas sobre o envolvimento do hipocampo e de outras
estruturas do SNC envolvidas nos processos de aprendizagem e memdria e na modulacdo de
respostas adaptativas do organismo frente a eventos aversivos ou ameacgadores, para que se
possa compreender com maior clareza o papel das varidveis determinantes na regulacao

desses processos.
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6. Conclusoes

A desnutricdo protéica precoce prejudicou o desenvolvimento fisico, ocasionando déficits
de crescimento e redugdo do peso corporal. Animais desnutridos apresentaram pesos
corporais significativamente mais baixos que animais controles desde a primeira semana do
periodo de lactacdo até o final dos testes, aos 98 dias de vida. A desnutri¢do protéica também
produziu deficits de aprendizagem e memoria espacial nos animais submetidos aos dois
experimentos, tanto na primeira etapa de testes quanto na tentativa de reteste. A imobilizacéo,
como agente estressor, imposta antes da tarefa de aprendizagem espacial no MWM, melhorou
0 desempenho de animais desnutridos. Animais controles ndo foram afetados por esse
procedimento de estresse agudo. A imobilizacdo imposta apds a Gltima tentativa do primeiro e
segundo dia de testes ndo alterou o desempenho dos animais, tanto controles quanto
desnutridos, na tarefa de aprendizagem e memoria espacial, no MWM. A probe trial, em
ambos 0s experimentos, indicou que 0s animais de todos 0s grupos navegaram com preciséo
em busca do local onde, anteriormente, estava fixada a plataforma de fuga. Esses resultados
demonstraram que houve aprendizagem espacial em todos os grupos. A tentativa de reteste
demonstrou que animais desnutridos, estressados e ndo estressados, apresentaram déficits de
memoria, pois mostraram dificuldades em recuperar e reutilizar as informacGes espaciais

aprendidas na primeira etapa de testes.
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