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Em paises desenvolvidos e em desenvolvimento a desnutricdo materno-infantil
tem repercussdes evidentes sobre a saude de populagbes. Isto se deve a
alteragdes no desenvolvimento ontogénico, vinculada a manifestagdo programada
de alteragbes no desenvolvimento morfoldgico e funcional de 6rgéos e sistemas. A
programacao fetal por desnutricdo ou restricdo protéica, leva a exposicao fetal
aumentada aos glicocorticGides maternos e altera a funcdo pés-natal do eixo
hipocampo-hipotalamo-pituitaria-adrenal podendo ocasionar, no adulto, exposicao
aumentada cronicamente a glicocorticdides (GC) ou exacerbacdo na resposta ao
estresse. O nucleo da estria terminal (BNST) esta localizado em uma posicao
chave para regular a resposta ao estresse e tem sido implicado no comportamento
de ansiedade. Evidéncias sugerem que esta regido cerebral é altamente plastica
em termos da morfologia e quimica neuronal frente a estimulos deletérios. Neste
trabalho nds caracterizamos o BNST de ratos adultos submetidos a restricao
protéica in utero pela analise da morfologia dendritica atraves do Golgi-cox, da
expressao da 11 BHSDy, de receptores ATy (de angiotensina Il), 5 HT1a, 5 HT2a
(de 5 HT), MR (de mineralocorticéide) e GR (de glicocorticéide). Adicionalmente,
estudamos parametros comportamentais nestes animais. Nossos resultados
mostraram que a restricdo protéica gestacional provocou reducdo no comprimento
e na arborizag&o dendritica de neurdnios do BNST paralelamente ao aumento na
expressao de receptores envolvidos na ansiogénese e redugcdo na expressao
daqueles envolvidos no comportamento ansiolitico. Adicionalmente, o estudo
comportamental no labirinto em cruz elevado revelou aumento no comportamento
de ansiedade. Nossos resultados demonstram, pela primeira vez, que a restricao
protéica gestacional produz alteragcdes morfolégicas e neuroquimicas no BNST

que podem estar envolvidas no aumento da ansiedade na progénie.

Palavras chave: ansiedade, desenvolvimento fetal, glicocorticoides
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In developed and developing countries maternal and child malnutrition has obvious
repercussions on the population health f. This is due to changes in ontogenetic
development, linked to the manifestation of programmed changes in morphological
and functional development of organs and systems. The fetal programming by
malnutrition or protein deficiency leads to increased fetal exposure to maternal
glucocorticoids and alters the function of postnatal hippocampal-hypothalamic-
pituitary-adrenal axis that may result in chronically increased exposure to
glucocorticoids (GC) or exacerbated stress response in adults. The BNST is
located in a key position to regulate stress response and has been implicated in
anxiety behavior. Evidence suggests that this brain region is highly plastic and
responsive to deleterious stimuli in terms of neuronal morphology. In this work we
characterized adult rats submitted to in utero protein restriction in by BNST
morphology and 11 BHSD,, AT (angiotensin Il receptor), 5 HT1a, 5 HToa (5 HT
receptors), MR (mineralocorticoid receptor) e GR (glucocorticoid receptor)
expression. Additionally, we investigated behavior parameters in these animals.
Our results show that LP offspring presented significant reduction in dendritic tree
length in BNST neurons in parallel to the rise in the expression of ansiogenic
receptors and reduction in ansiolytic. Additionally, the elevated plus maze analyze
showed elevated anxiety-like behavior. Our results demonstrate for the first time
that gestational protein restriction can induce significant morphological and
neurochemical changes in the BNST that can be related to an anxious behavior in

the progeny.

Key Words: anxiety, fetal programming, glucocorticoids
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Nos ultimos anos, um conjunto crescente de evidéncias tem sustentado a
hipétese de que disturbios ocorridos em periodos criticos do desenvolvimento fetal
podem determinar alteragées permanentes ou a longo prazo na fisiologia ou
morfologia de um determinado 6rgao (Ashton, 2000). O conceito de “programacéao
fetal” sugere que o feto possa ser programado durante o desenvolvimento intra-
uterino para desenvolver doencas na idade adulta. A desnutricdo pré-natal é o
modelo mais extensamente estudado de programacao fetal e tem sido utilizado
como uma das chaves para entender a origem de doencas relacionadas a
hipertensao arterial (Langley-Evans, 1997; Edwards et al., 2001). De acordo com
essa teoria, restricbes no estado nutricional perinatal das maes provocam
restricdes no peso ao nascer. A elevada exposicao a glicocorticoesterodides seria a
base para o desenvolvimento da elevagcdo da pressdo sanguinea durante a
infancia, adolescéncia e/ou na idade adulta (Barker et al., 1989; Law et al., 1991;
Williams et al., 1992; Seckl, 1998).

O primeiro relato da associacdo entre eventos precoces da vida e o
desenvolvimento posterior de doenga cardiovascular foi feito por Forsdahl (1967).
Na populagdo estudada, a mortalidade por doengca cardiovascular e
cerebrovascular estava correlacionada as taxas de mortalidade infantil na mesma
populacdo. Em seguida, investigacdes epidemiolégicas demonstraram correlacao
entre a pressao sanglinea materna e de sua prole, sugerindo ser este um fator
determinante. Varios modelos de subnutricdo fetal foram desenvolvidos, nos quais
0 baixo peso da prole ao nascer era associado a elevacdo pressérica na idade
adulta (Persson e Jansson, 1992; Woodall et al, 1996; Prentice 1991; Godfrey et
al.,, 1996). Posteriormente, Barker (1995; 1997; 1998) mostrou a associagcao entre
0 peso ao nascer e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares no adulto,
sugerindo a partir desta associagao, a hipétese de que o retardo do crescimento
fetal aumenta o risco de desenvolver doencas cardiovasculares na fase adulta.

As maiores evidéncias acerca das influéncias fetais na programacao de
doencas cardiovasculares bem como sobre a pressao arterial, surgiu a partir de
trabalhos que empregaram métodos de manipulagao de dietas maternas em ratos

durante a gestacdo, como meio de induzir restricdo protéica. Neste caso as
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alteracdes nas dietas funcionam como estresse nutricional. Variagdes no conteudo
de proteina nestas dietas foram planejadas para produzir restricdo leve (12% de
caseina), moderada (9%) e severa (6%) (Langley-Evans, 1996).

Esses experimentos resultaram em alteragbes variaveis no peso dos
recém-natos e no tamanho das placentas. Os animais submetidos a restricao
desenvolveram hipertenséo arterial a partir da quarta semana de vida a qual foi
mantida até a idade adulta (Langley-Evans, 1994; 1995). Recentemente, estudos
em nosso laboratério confirmaram que a restricdo protéica, durante toda a
gestacdo em ratas, causa elevacdo pressérica na prole adulta e que esta
hipertensao arterial induzida é pelo menos em parte, decorrente da reducédo no
numero de glomérulos associada a expressiva retencao tubular renal de sédio e
agua (Mesquita et. al., 2010a; 2010b). A restricao protéica materna anterior a
gestacdo ndao modificou os resultados e mesmo periodos curtos (1 semana) de
restricdo protéica gestacional foram suficientes para induzir alteragcdées na pressao
arterial (Langley-Evans, 1996).

O principal fator envolvido na génese da programacao fetal € a diminuicao
na concentracdo e atividade da 11B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (114-
HSD,) placentaria (Benediktsson et al., 1993; Stewart et al., 1995; Langley-Evans
et al., 1996; Langley-Evans, 1997). A diminuicao na 11p-HSD;placentéria devido a
restricdo protéica produz aumento da exposicdo fetal a corticosteroides
endogenos maternos (Langley-Evans et al., 1996).

O cérebro é extremamente sensivel a programacao pré-natal. Diversos
agentes como fatores de crescimento, de transcricdo e nutrientes podem afetar
permanentemente o0 desenvolvimento neural (Welberg e Seckl, 2001).
Particularmente os esterbides tém propriedades poderosas na programagao
neural (Matsumoto e Arai, 1997).

O fato da resposta ao estresse ocasionar liberacdo de grande quantidade
de corticoides sugere que este esterdide é um candidato como fator programador
no paradigma do estresse pré-natal (Welberg e Seckl, 2001)

Diversos trabalhos sugerem que o baixo peso ao nascimento pode ser um
fator de risco para desordens psicopatoldgicas relacionadas ao desenvolvimento
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neural, tais como o autismo (Burd et al., 1999) depressdo na idade adulta e
suicidio (Barker et al., 1995). Welberg e Seckl (2001) demonstraram que nesta
ultima situacdo o baixo peso ao nascimento ndo é um fator crucial per se,
servindo, provavelmente, como um marcador para estes efeitos.

Em ratos, existem evidéncias de que a fungéo pds-natal do eixo hipocampo-
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HHPA) pode ser alterada por eventos pré-natais.
Tais alteracdes podem ocasionar, no adulto, exposi¢cao cronicamente aumentada
a glicocorticéides (GC) bem como resposta exacerbada a estimulos estressantes.
Essas alteracbes sado geralmente atribuidas a modificagbes na capacidade de
retroalimentacdo hipotdlamo-hipofisaria de esterbides, decorrente de um
downregulation de receptores condicionado por alteragdes na expressao de genes
reguladores para receptores de GC (incluindo receptores glicocorticéides (GR) e
mineralocorticéide (MR) no hipocampo). Paralelamente, ocorrem alteracdes em
neurotransmissores em Vvarias outras regides do encéfalo (para revisdo ver
Welberg e Seckl, 2001).

Alteragbes na expressao destes receptores podem levar, em longo prazo,
a disfungcdo na regulacdo da concentracdo plasmatica de adrenocorticotrofina
(ACTH) e de GC. Em fetos de porco, foi determinada a presenca de RNAm para
GR por todo o cérebro, sendo a maior concentracdo encontrada nos nucleos
paraventriculares (PVN) hipotalamicos. J& o RNAm para MR estd presente
exclusivamente no sistema limbico (hipocampo, amigdala, e giro dentado)
ocorrendo maior concentracdo no hipocampo (Lingas, et al., 1999). Estes autores
demonstraram, em porcos, que a restricao nutricional materna altera a expressao
destes receptores em periodos gestacionais relacionados ao maior
desenvolvimento neural. Ja em ratos, do 5% ao 8° dia de vida ocorre extensa
maturagao neuroenddcrina com rapida expressao de MR e GR (Dobbing e Sands,
1979).

Como os sistemas de neurotransmissores e GC neurais interagem para
modular tanto o comportamento quanto a atividade do eixo HHPA (Mcewen, 1987)
€ possivel que os efeitos do estresse pré-natal sejam mediados por alteragdes

permanentes nestes sistemas (Welberg e Seckl, 2001).
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O comportamento de ansiedade € mediado pela amigdala, provavelmente
via hormoénio liberador de corticotrofina (CRF) (Schulkin et al., 1994) cuja
transcricao é facilitada pelos corticosteroides (Makino et al., 1994; Hsu et al., 1998;
Hatalski et al., 1998). A prole de ratas submetidas a carboxolano (que inativa a
11B3-HSD) apresenta expressao aumentada de GR na amigdala, podendo
aumentar a sensibilidade a concentragdes elevadas de corticosterdides (Welberg
et al., 2000) induzindo aumento do CRF.

Devemos ainda considerar que a regulacao do eixo HHPA pelo hipocampo
e outras estruturas limbicas € mediada, em parte, por relés sinapticos no nucleo
da estria terminal (BNST) (Cullinan et al., 1993; Feldman et al., 1990; Gray et al.,
1993; Herman et al., 1994; Onaka e Yagi, 1998; Prewitt e Herman 1998; Zhu et al.,
2001). O BNST esta situado em uma posi¢cao chave para regular ndo somente o
comportamento de ansiedade, mas também as respostas ao estresse implicadas
em neuropatologias e disturbios neuropsicoldgicos. Além disso, evidencias
sugerem que o BNST tem alta plasticidade podendo esta ser influenciada pelo
estresse (Walker et al., 2003).

1.1 Eixo HHPA e estresse

A maioria dos estressores exercem seus efeitos no eixo HHPA, a via do
estresse endocrino primario. O CRF é secretado a partir de uma sub-regido do
hipotalamo conhecida como nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) para
estimular a produgcdao de horménio adrenocorticotréfico (ACTH). Apds sua
liberacdo pela hipéfise anterior, 0 ACTH estimula a secregdo de glicocorticéides
supra-renais - cortisol em humanos e corticosterona nos animais - para a corrente
sanguinea. Disfuncdes neste circuito periférico de estresse contribuem para varios
eventos relacionados com doengas neuropsiquiatricas.

Quando somos confrontados com o perigo, o organismo ativa os circuitos
de estresse no cérebro. Estes circuitos de estresse promovem a liberacdo de
adrenalina e cortisol a partir da adrenal gerando a resposta de luta ou fuga. O
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cortisol € importante para a atividade catabdlica liberando energia armazenada.
Entretanto altas concentracdes de cortisol podem causar depressao, doenca
cardiaca, e aumento da susceptibilidade a infeccdo. Via corrente sanguinea o
cortisol chega ao hipocampo onde se liga a GR emitindo sinais que desligam o
circuito de estresse diminuindo a producao de cortisol. Ratos e humanos com
maior quantidade de GR sao mais sensiveis a variagcdes na concentracdao de

cortisol, e recuperam-se do estresse mais rapidamente (Jankard e Herman, 2008).

Corticosterona

Rim

Glandulasadrenais

Hipofise

Hipocampo Hipotalamo

Figura 1: Representacdo esquematica do eixo HHPA. Os sinais de estresse
partem do hipotalamo para a hipdéfise e, em seguida, para as glandulas supra-
renais. As glandulas supra-renais liberam o horménio corticosterona (e adrenalina,
nao mostrada).Quando as células do hipocampo detectam cortisol, que se liga ao
receptor GR, eles mandam um sinal para que o hipotalamo desligue o circuito de
estresse. (extraido e adaptado de

http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/rats/).
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1.2 O conceito de amigdala estendida

Baseando-se nas observacodes iniciais de Johnston (1923), o conceito de
amigdala estendida foi desenvolvido e explorado em maiores detalhes por Alheid
et al (1998) e Alheid and Heimer (1988). Eles demonstraram que o0s nucleos
central (CeA) e medial (CeM) da amigdala e o nucleo da estria terminal (BNST)
sao conectados por colunas de células localizadas por toda a estria terminal, as
fibras do trato que conecta estes nucleos da amigdala ao BNST e também na
parte localizada ventralmente, do tronco cerebral basal. Eles também mostraram
que o CeA emite projecdes principalmente para a divisao lateral do BNST
(BNSTL) e a amigdala medial (MeA) emite projecdes principalmente para a divisao
medial do BNST (BNSTM). Eles denominaram este processo continuo de células
de amigdala estendida. Além disso, o CeA e o BNSTL sdo muito similares
anatomicamente em termos de “inputs”, “outputs”, tipos celulares, e conteudo
neuroquimico, especialmente, no que diz respeito aos elevados niveis de
peptideos encontrados em ambas as estruturas (Alheid et al, 1995). O nucleo
basolateral da amigdala (BLA) também emite projecdes ndo sé para o CeA, mas
também para o BNSTL, especialmente partindo da parte caudal do BLA (BLAC)

(Dong et al, 2001; McDonald, 1991; Weller e Smith, 1982 (Figura 2).

Figura 2: Fotomicrografia de uma
secao horizontal de 30 um do cérebro
de rato. O corte foi obtido em um angulo
que permite a visualizagdo da amigdala
e do BNST no mesmo plano transversal.
(extraido de Davis et al 2010).
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1.3 Amigdala e BNST como mediadores da resposta ao estresse

O termo estresse tem diferentes significados na literatura cientifica mas
geralmente é usado para designar alguma circunstancia que represente ameaca a
homeostase do organismo. Assim, mesmo 0s estimulos considerados positivos
(como por exemplo o exercicio) podem ser considerados estressores devido ao
fato de alterarem o estado de “repouso”do organismo (revisto em Hammack et al
2010). A ameaca a homeostase produz respostas endocrinas, catabdlicas,
periféricas e autondmicas ao estresse através da ativacdo de neurbnios PVN que
contem o fator liberador de corticotrofina (CRF). Estas auxiliardo no sentido de
prover 0 organismo com a energia requerida para abordar alteragcdes
homeostaticas e/ou modular as respostas estressoras apos estas terem iniciado
(Sapolsky et al. 2000; Ulrich-Lai e Herman 2009).

Duas areas ricas em CRF que medeiam a resposta a estressores incluem o
BNST e o CeA. Tem sido sugerido que a ativacao do BNST ou do CeA coordena a
rede de respostas comportamentais apropriadas para a luta frente as ameagas
percebidas e, ao mesmo tempo, engajando sistemas catabdlicos periféricos que
suportem estas alteracbes comportamentais. Conseqientemente, tanto o CeA
quanto o BNST tem sido implicados na mediacdo da resposta ao estresse bem
como tem sido considerados criticos para o comportamento afetivo (medo e
ansiedade) (Walker et al., 2003, 2009.)

Contrariamente ao CeA, que tem sido implicado na resposta de curta
duragdo (fasica) e a ameagas previsiveis, o BNST tem sido sugerido como o
mediador da resposta de longo prazo (tbnica) como a ansiedade, respondendo a
ameagas potencializadas negativamente de longa duragdo, difusas e/ou
imprevisiveis (Walker et al. 2003, 2009; Waddell et al. 2006; Walker e Davis 2008).
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Figura 3: Esquema das vias do estresse. O estresse ativa tanto as vias limbicas
quanto as nao limbicas, as quais podem convergir para 0s nucleos paraventriculares
(PVN) hipotaldmicos gerando respostas enddcrinas e autonémicas. A ativacao limbica
do BNST mediada, direta ou indiretamente, pelo estresse via PVN contribui para o
comportamento de ansiedade. O estresse cronico pode acarretar alteracbes na

neuroplasticidade levando, em longo prazo, a ansiedade e desordens somaticas.
(Extraido e adaptado de Hammack S.E et al 2010)

regides do cérebro. Estressores que requerem estruturas limbicas,ativam sistemas
de resposta ao estresse via projecdes para o PVN bem como através de projecoes
extra hipotalamicas aos nucleos cerebrais associados a comportamentos de medo
e ansiedade (Herman et al. 1996; Ulrich-Lai e Herman 2009; Figura 3).
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Figura 4: Esquema das vias interativas e areas de extensdo da amigdala. A.
Secobes coronais simplificadas de cérebro de rato ilustrando as areas do BNST
(bregma -0.26) e a amigdala (bregma -2.80). O ndcleo oval (Ov) do BNST
dorsolateral (BNSTdI) é ilustrado; O BNST anterolateral circunda o BNSTdl e pode
incluir o BNST dorsomedial (BNSTdm). Similarmente os dois componentes maiores
do nucleo central da amigdala (CeA) séao as divisdes medial (CeM) e lateral (Cel).
b. O BNST e o CeA tem projecdes reciprocas. O BLA projeta ndo somente para o
CeA mas tem também fibras que o atravessam em direcdo ao BNST. As projecdes
reciprocas entre BNST e CeA sdo melhor descritas embora possam ser
identificadas fibras diretas do PVN ao BNST. O BNST pode influenciar as funcdes
hipotalamicas por vias neurais diretas ou indiretas (seta pontilhada). (Extraido de
Hammack S.E et al 2010)
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Tem sido demonstrado que tanto a exposi¢cao crénica a estressores como
tratamentos farmacoldgicos (ex: corticosterona) influenciam na plasticidade do
BNST (revisto em Hammack et al 2010). Diversos estudos demonstram que a
expressdo de CRF no BNST foi aumentada apds situagcdo onde o individuo é
subjulgado socialmente por periodo prolongado (estresse social cronico) a
estresse crébnico moderado ou tratamento crénico com corticosterona (Makino et
al. 1994; Watts e Sanchez-Watts 1995; Schulkin et al. 1998). Adicionalmente, tem
sido demonstrado que esses tratamentos aumentam o0s sinais de
neuroplasticidade no BNST; a exposicdo ao modelo de estresse crénico
inesperado foi associada ao aumento no volume do BNST e no comprimento dos
dendritos neuronais (Pego et al. 2008). A imobilizagdo crénica aumentou o nimero
de pontos de ramificagcdes na arborizacdo dendritica de neurdnios do BNST (Vyas
et al. 2002, 2003). Enquanto, o modelo de estresse variado por uma semana
aumentou o comprimento dendritico de neurdnios deste ndcleo (May, Braas and
Hammack, unpublished data).

Tem sido observadas correlagdes fisioldégicas a neuroplasticidade do BNST
ja que a exposicao crénica a drogas de abuso tem sido relacionadas ao aumento
das correntes excitatorias pés sinapticas em nucleo ventral tegmentar (VTA) para
neurénios do BNST, bem como aumento na expressdo de transportadores de
norepinefrina no BNST (Macey et al. 2003).

Elevagdes no CRF e na neuroplasticidade do BNST tem sido associadas ao
aumento do comportamento de ansiedade e anhedonia (um sintoma de
depressdo, Stout et al., 2000). Conseqlientemente, a exposicdo crbnica a
estressores facilita a funcdo do BNST mudando a neuroquimica, a morfologia e a
fisiologia desta estrutura e estas alteragbes estdo associadas ao aumento do
medo e ansiedade.

Com base nestes dados o aumento na neuroplasticidade do BNST tem sido
implicado como mediador das desordens de ansiedade em humanos onde a

etiologia esta associada a exposi¢éo crénica a estressores.

46


http://www.springerlink.com/content/ht5084520360nq26/fulltext.html#CR67#CR67
http://www.springerlink.com/content/ht5084520360nq26/fulltext.html#CR111#CR111
http://www.springerlink.com/content/ht5084520360nq26/fulltext.html#CR86#CR86
http://www.springerlink.com/content/ht5084520360nq26/fulltext.html#CR82#CR82
http://www.springerlink.com/content/ht5084520360nq26/fulltext.html#CR102#CR102
http://www.springerlink.com/content/ht5084520360nq26/fulltext.html#CR103#CR103
http://www.springerlink.com/content/ht5084520360nq26/fulltext.html#CR66#CR66

1.4 Mediadores ansioliticos e ansiogénicos presentes no BNST

O CRF é conhecido por influenciar as respostas de ansiedade e o receptor
CRF1 pode ser particularmente importante neste sentido (Davis, 1992; Merali et
al.,, 2004; Muller et al., 2003). Adicionalmente a liberacdo de CRF no sangue os
neurdnios do PVN apresentam proje¢ces para outros locais do sistema nervoso
central como BNST, CeA e VTA, resultando em uma variedade de respostas
nestas regidoes cerebrais (para revisao ver Corominas et al., 2010).

Em resposta ao estresse, o CRF regula a atividade do eixo HHPA e
desencadeia mudangas em outros sistemas de neurotransmissores, tais como a
serotonina (5-HT) (Millan, 2005; Holsboer, 2003; Nestler et al., 2002; Leonard,
2005; Holmes et al, 2003).

Um substancial corpo de evidéncias na literatura tem implicado o sistema 5-
HT na modulagdo do comportamento de medo e ansiedade ( Graeff et al, 1996;
Handley et al 1993; Handley, 1995; Lowry et al, 2005; 2008). Os receptores de 5-
HT tem sido classificados em 7 familias distintas (5-HT1.;) que medeiam agdes
excitatérias e inibitérias quando ativados por 5-HT. Hammack et al, (2009)
injetaram antagonistas seletivos do receptor 5-HT1a no BNST e observaram
aumento dose-dependente no comportamento de ansiedade, isto €, um
comportamento ansiogénico. Estes mesmos autores verificaram que a ativagao de
5-HT2a, 5-HT2c € ou 5-HT7 é ansiogénica.

O sistema 5-HT é suscetivel ao estresse e ao cortisol. O estresse agudo
causa liberacao de 5-HT pelas células do nucleo da rafe, mas estresse em longo
prazo pode depletar estes estoques (Fontenot et al., 2005). Esta deplecé&o pode
ser permanente: em macacos que foram estressados por 14 meses e mantidos
em recuperacdo por mais 14 meses as concentragdes de 5-HT no cértex pré-
frontal ventral nunca retornaram aos valores observados antes do estresse
(Fontenot et al., 2005). O estresse pode afetar as células da rafe através dos
receptores de glicocorticoides, os quais estao presentes em células serotonérgicas
(Laaris et al., 1995) e afetam o tipo e a quantidade de proteinas produzidas por

estas células. No BNST GR (Kream et al 1983) e MR (para revisdo ver Gomez-
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Sanchez, 2011) também estdo implicados no comportamento ansiogénico e
ansiolitico, respectivamente.

Outros receptores que tem sido implicados nos principais mecanismos
controladores das respostas comportamentais e cognitivas ao estresse sao os
receptores de Angiotensina Il (angio Il) do tipo 1 (AT1). Saavedra et al (2006)
testaram esta hip6tese no labirinto em cruz elevado e verificaram que o tratamento
com Condesartam levou ao aumento significativo do tempo de permanéncia dos
animais nos bragos abertos, indicando efeito ansiolitico claro deste antagonista de
ATj.
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2 Justificativaw e Objetivos
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Tendo em vista a fundamentacdo apresentada anteriormente o desenvolvimento
deste estudo se JUSTIFICA pela:

» Prevalente desnutricdo materno-infantil, com evidentes repercussdes sobre
a saude de populagbes e, a merecida preocupacdo para O
desenvolvimento de politicas de saude publica que minimizem os efeitos
desta em paises desenvolvidos e em desenvolvimento;

» Conhecida repercusséo fetal da desnutricdo materno-infantil em periodos
criticos do desenvolvimento ontogénico, vinculada a manifestacao
programada de alteragcdes no desenvolvimento morfolégico e funcional de
orgaos e sistemas;

» Programacao fetal por restricdo protéica alterando a funcdo poés-natal do
eixo HHPA podendo ocasionar, no adulto, exposicdo aumentada
cronicamente a GC ou exacerbacao na resposta ao estresse;

> Presenca de 11BHSD,, GR, MR, ATy, 5HTao e 5HT,s, CRF e CRFy no
BNST que séao ativados pelo estresse e contribuem para o controle neural
da resposta endécrina e comportamental de adaptacao ao estresse;

» Modulagao via corticosteroides de alteragdes estruturais tanto no volume
guanto na estrutura fina (por ex: numero de sinapses e morfologia
dendritica) de estruturas cerebrais;

» Possivel exposicao crénica do BNST aos hormdnios do estresse devido a
programacao fetal por restricao proteica podendo afetar sua neuroquimica,
morfologia e fisiologia;

» Alta incidéncia de disturbios de ansiedade.

Assim, foram OBJETIVOS do presente estudo estudar, em ratos adultos
submetidos in utero a restricao protéica comparativamente aos seus controles:

1) parametros comportamentais;

2) corticosterona sérica diurna;

3) a morfologia da estrutura geral e dendritica do BNST;
4) a expressao protéica de 11BHSD,, GR, MR, ATy, 5HT1a € 5HT25, CRF e
CRF1 em BNST isolado.
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3.1 Animais

Ratos Wistar-Hannover machos n=20 e fémeas n=40 provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas, SP (CEMIB) foram
utilizados para os estudos que aconteceram no Laboratério de Programacéao Fetal
na Universidade Estadual Paulista Unesp, Campus de Botucatu.

Os experimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo animal adotado pelo colégio brasileiro de experimentacao animal
(COBEA) e foram aprovados pela comissdo de ética na experimentacao animal
(CEEA) protocolo 29/08-CEEA da Universidade Estadual Paulista- Unesp,
Campus de Botucatu.

Os animais permaneceram com agua e racao padrdo para roedores ad
libitun da quarta semana de vida quando chegaram ao biotério até a confirmacgao
da prenhez. Os mesmos foram mantidos no biotério com temperatura e umidade
controlada, com sistema de luz 12h/12h.

Ao atingirem doze semanas, iniciaram-se os acasalamentos com 40 fémeas
e 20 machos. Ao final da tarde, dentro da caixa de cada macho foram colocadas
as fémeas, no dia seguinte as 07h00am foi realizado o lavado vaginal das fémeas
para detectar presenca ou ndo de espermatozdide. As fémeas, com prenhez
confirmada foram separadas imediatamente de forma individual. A partir deste
momento, as mesmas foram divididas em dois grupos com 20 fémeas em cada
grupo, sendo que um grupo recebeu racdo normoproteica (17%) NP (normal
protein) e outro racdo hipoproteica (6%) LP (low protein). As dietas normoproteica
e hipoproteica foram produzidas pela Pragsolugcdes biociéncias, compostas pelos
seguintes itens: (quadro 1);
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INGREDIENTES PROTEINA NORMAL BAIXA PROTEINA
17% 6%
Amido de milho 410,109 484,80g
Caseina 188,909 66,709
Amido dextrinizado 130,509 159,009
Sacarose 100,009 121,009
Oleo de soja 70,009 70,009
Celulose microcristalina 50,00¢g 50,009
Mix mineral AIN 93 35,009 35,009
Mix vit AIN 93 10,009 10,009
L cistina 3,09 3,09
Bitartarato de colina 2,59 2,5¢
BHT 0,014g 0,014g

Quadro 1: Formulagdo da ragéo utilizada (g/kQ).

Portanto, foram ofertados 30 gramas de ra¢&o para evitar o risco de haver
uma restricao de oferta da mesma. Durante toda prenhez foi verificado o peso dos
animais assim como o consumo de ragao para acompanhar a evolugao de peso e
a quantidade de racao consumida.

Ao nascimento, as dietas foram retiradas e retornou-se a dieta padréo para
roedores e agua ad libitun. Nesse momento também foi mensurada a distancia
ano-genital (DAG) para verificar o sexo e a pesagem dos filhotes. A prole
composta por mais de oito animais foi reduzida imediatamente preservando-se
sempre 0 maior numero possivel de machos. Quando os animais atingiram vinte e
trés dias realizou-se o desmame. Os machos de cada prole foram realocados para
continuidade do estudo com 2 ou 3 animais por caixa. Todos os animais utilizados
para o acasalamento bem como as fémeas das proles foram sacrificados em

camara de CO2.
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Foto 1: Local onde os animais ficaram durante o periodo dos experimentos.

3.2 Estudo Comportamental

Todos os testes foram realizados no CEATOX da Universidade Julio de
Mesquita Filho - Botucatu (Unesp). Os mesmos foram realizados na 152 semana
de vida dos animais no periodo matutino sempre pelos mesmos avaliadores.
Antes de cada sessdo os animais eram mantidos por 1 hora na sala de testes do
CEATOX para ambientacao. Foi escolhido um filhote de cada prole (NP, n=13 e

LP, n= 13) de forma aleatéria para realizacao dos testes.

3.2.1 Teste do Campo Aberto (Open Field):

Trata-se de um aparelho construido conforme especificagées modificadas
por Broadhurst (1960). Esse aparelho é apropriado para demonstrar possiveis
diferengas entre animais normais e animais com alteracées no sistema nervoso
central (SNC), em termos de suas habilidades para adquirir e utilizar informacao
espacial, bem como para habituagdo a um novo ambiente que estimula o medo

e a emocionalidade. O campo aberto consiste de uma arena circular de
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madeira, sendo o chao dividido por meio de circulos concéntricos e segmentos
de reta em partes similares. A arena dista do chéo tendo uma cortina na sua
parte frontal aberta e na parte superior, quatro ldmpadas vermelhas de 40
Watts, os quais permitem ao observador ter uma visdo global do animal e
dificulta a este, a visdo do experimentador.

Para a observagdo comportamental, os animais foram colocados no
centro da arena e, durante 3 minutos, registrou-se: 0 numero de vezes em que 0
animal adentrava com as quatro patas em uma das divisbes da arena e 0
namero de vezes em que cruzava o centro da arena (atividade locomotora); o
numero de vezes em que o animal ficava sobre as duas patas traseiras para
explorar o ambiente (levantar); o tempo de auto-limpeza e o tempo em que
permaneceu completamente imovel (congelamento).

A elevagdo da taxa de ambulagdo e a exploragdo de setores mais
centrais tendem a indicar uma condicdo de menor resposta emocional de medo;
ja 0 aumento do tempo de limpeza e o de congelamento reflete aumento de
emocionalidade e medo (Trombini et al., 2001).

Ao final de cada sessao, o aparelho era limpo com alcool etilico 5% v/v,
para retirar o cheiro do animal anterior.

Foto 2: Campo Aberto (Open Field) utilizado em nosso estudo.
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Foto 3: Campo Aberto (Open Field) separado por circulos concéntricos e

seguimentos de reta.

3.2.2 Labirinto em cruz elevado (Elevated Plus Maze):

O estado de ansiedade dos animais foi avaliado em labirinto em cruz
elevado (LCE). Este teste comportamental foi descrito por Pellow & Chopin (1985),
e convalidado por Pellow & File (1986), para o estudo de drogas ansioliticas e
ansiogénicas em ratos. Este teste fundamenta-se na aversdo dos roedores a
espacos abertos e altos, 0 que acarreta estimulagao tanto dos centros do medo
como da exploracéo, sendo interpretado como indutor da ansiedade.

O aparelho consiste em um labirinto em cruz, com dois bragos fechados e
dois bragos abertos elevados do chdo. Os animais foram colocados no espago
central do labirinto com a cabega voltada para o espago fechado e registrou-se o
numero de vezes e o tempo em segundos em que o animal entrava e permanecia
nos bracos abertos e fechados, a cada minuto, durante 5 minutos.

O indice de ansiedade corresponde a razéo entre o nimero de entradas
nos bragos abertos e o numero total de entradas. Este indice é diretamente
proporcional ao efeito ansiolitico do animal (Trombini et al., 2001).
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Ao final de cada sessao, o aparelho era limpo com alcool etilico 5% v/v,

para retirar o cheiro do animal anterior.

Foto 4: Labirinto em Cruz Elevado utilizado em nosso experimento.

Foto 5: O animal era colocado sempre com a cabega voltada para um dos bragos

fechados no Labirinto em Cruz Elevado.
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Foto 6: Labirinto em Cruz Elevado com dois bragos abertos e dois bragos
fechados distantes do chao.

3.2.3 Hole board

Este aparelho é construido de acordo com especificagdes propostas por
Meyer e Caston (2005) e consiste numa caixa de fundo quadrado, com paredes
elevadas e assoalho do fundo todo preenchido com orificios equidistantes.

Para o teste, cada animal foi colocado no centro do assoalho do fundo da
caixa e o tempo de observacao foi de 5 minutos. Sendo avaliada a coordenagao
motora, pelo niumero de vezes que alguma das patas do animal for introduzida
acidentalmente em um dos orificios (pawdip) e a atividade exploratéria, pelo
numero de vezes em que o animal enfiava a cabega em um orificio ( headdip).

Ao final de cada sessao, o aparelho era limpo com alcool etilico 5% v/v,

para retirar o cheiro do animal anterior.
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Foto 7: Aparelho de Hole Board utilizado em nosso experimento. Com assoalho

distante do solo e paredes laterais elevadas.

Foto 8: Hole Board com assoalho perfurado por orificios equidistantes.
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3.3 Corticosterona sérica

Amostras de sangue foram coletadas, em animais de 16 semanas, pela
veia da cauda entre 8:00 e 8:30 horas da manha. A dosagem foi feita pelo
método de radioimunoensaio (RIA) usando um kit comercial (kit de Immnu
Chem Rie). O coeficiente de variacdo (CV) do teste € de 7,5%. A sensibilidade
analitcaé de 5ng /mLe da sensibilidade funcionalé de 25 ng/ mL,

com CV de precisao intermédia de 20%.

3.4 Golgi-Cox

Na 162 semana de vida sob anestesia profunda com ketamina (75mg/kg) e
xilasina (10mg/kg), os animais (NP, n=4 e LP, n=4) foram perfundidos com
solucao salina 0,9% e processados de acordo com o protocolo descrito por Gibb &
Kolb (1998).

Os cérebros foram removidos e imersos em solugdo de Golgi-Cox (uma
solugao 1:1 de dicromato de potassio 5% e cloreto de mercurio 5% diluido 4:10
com cromato de potassio 5% -Glaser e Van Der Loos 1981) durante 14 dias; os
cérebros foram entdo transferidas para uma solugéo de sacarose 30% (minimo 3
dias), antes de serem cortados em um vibrétomo. Secgdes coronais (200 um de
espessura) foram coletadas em laminas. Posteriormente os cortes foram
alcalinizados em aménia 18,7% em Dektol (Kodak), fixados em Kodak Rapid Fix
(preparada conforme instrucdes da embalagem com omissdo da solucdo B),

desidratadas em serie etandlica crescente, diafanizadas em xilol e montadas
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Foto 9: Aparelho de Vibrétomo utilizado para realizar os cortes coronais dos

encéfalos.

Foto 10: Aspectos de um jogo de laminas montados. Com suas identificagdes
cobertas para que a reconstrucao fosse realizada em ensaio “cego”.
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3.5 Analise Dendritica

A reconstrucéo foi realizada em quatro animais de cada grupo experimental,
para cada animal, foram selecionados cinco neur6nios da regido do BNST
totalizando quinze neurdnios reconstruidos por animal.

Para cada neur6nio selecionado (foto 12), todos os ramos da arvore
dendritica foram reconstruidos em ampliacdo de 600x usando um microscopio
motorizado (Axioplan 2, Carl Zeiss, Alemanha), com objetivas de imersao, e ligado
a uma camera (DXC-390, Sony Corporation, Téquio, Japdo ) e software
Neurolucida (Microbrightfield, VT).

A andlise tridimensional dos neurénios reconstruidos foi realizada utilizando
software Neurolucida (Microbrightfield). Foram reconstruidos quarenta e sete
neurdnios dos animais do grupo NP, e quarenta e cinco neurdnios do grupo LP,
sendo uma média de onze neurbnios reconstruidos por animal. Varios aspectos da
morfologia dendritica foram examinados. Para avaliar as mudancas globais, o
comprimento total das arvores basal e apical e nimero de ramificacdes dendriticas
basal e apical foram comparados entre os grupos, utilizando anadlise de variancia
one-way (ANOVA) (Uylings & Van Pelt 2002). Para avaliar as diferencas na
organizacao dendritica, uma versdo em 3D da analise de Sholl (Sholl 1956;
Uylings & Van Pelt 2002) foi realizada. Para isso, contamos o0 numero de
intersec¢cdes com os dendritos de esferas concéntricas posicionados em intervalos
radiais de 10 ym e, além disso, foi mensurado o comprimento da arvore dendritica

localizada entre duas esferas consecutivas.
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Foto 11: Aspecto de um neurénio do BNST observado em microscépio.
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Foto 12: Aspecto da reconstrugcdo em 3D vista no microscopio de um neurénio do
BNST.

3.6 Western Blotting

Ao completarem 16 semanas os animais (NP, n=5 e LP n=5) foram
sacrificados por decapitacao e os cérebros foram removidos imediatamente e o
BNST foi isolado. Os mesmos foram homogenizados em tampao de extragao,
contendo trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, pirofosfato de sédio 10 mM, fluoreto
de sédio 100 mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM (diluido em alcool
etilico), triton X-100 1% e 0,1 mg/mL de aprotinina. Apds serem centrifugados e

coletado o sobrenadante, a solugcao obtida foi conservada em freezer a -80°C.

Quantificacdo de proteinas:

As proteinas totais foram quantificadas utilizando-se o método de Bradford.
O material homogenizado foi tratado com buffer Laemmli contendo 100 mmol/L de
dithiothreitol (DTT), aquecido em banho a 100°C por 5 minutos e a quantidade
correspondente a 100 microgramas de proteina foram aplicados em gel SDS-
PAGE (sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) em cuba
vertical o qual foi colocado em aparelho de eletroforese Bio-Rad (Mini-Protean,

Bio-Rad). A eletroforese das proteinas no gel foi feita a 120V. Depois da

66



separacao eletroforética as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose e incubadas a 4°C overnight com anticorpo primario. Os anticorpos
utilizados foram AT rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluicdo de 1:200, GR
rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluicdo de 1:500, MCR rabbit polyclonal
lgG (Santa cruz) com diluicdo de 1:200, 11B-HSD, goat polyclonal 1gG (Santa
Cruz) com diluicdo 1:200, 5HT1a goat polyclonal IgG (abcan) com diluicao de
1:300, 5HT2a rabbit polyclonal IgG (abcam) com diluicdo de 1:100 , CRF goat
polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluicdo de 1:200 e CRF; goat polyclonal 1gG
(abcan) com diluicao de 1:200.

Posteriormente, as membranas foram lavadas com solugdo basal e
incubadas com anticorpo secundario especifico por 2 horas em temperatura
ambiente.

As bandas imunoreativas foram detectadas utilizando-se solugao reveladora
no Imagequant 350. As imagens obtidas foram escaneadas e a intensidade das
bandas quantificadas por densidade ética (UNSACANIT). Os valores da densidade
obtidos foram utilizados para andlise estatistica.

3.7 Apresentacao dos dados e analise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como médias + EPM. Os dados obtidos
ao longo do tempo foram analisados por ANOVA apropriado ou Kruskal-Wallis
one-way andlise de variancia. Comparagdes post hoc entre os meios selecionados
foram feitas pelo teste de Bonferoni quando a ANOVA inicial indicou diferengas
estatisticas entre os grupos experimentais. Comparagdes envolvendo apenas
duas amostras de observagdes independentes tendem dentro ou entre os grupos
foram feitas usando o teste T de Student ou Mann-Whiney. Valor de p<0,05 foi
considerado para indicar significancia. As imagens desenvolvidas foram
digitalizadas (Epson Stylus 3500) e intensidade das bandas foram quantificadas
por densitrometria dptica (UNSACANIT). O Teste Turkey-Kramer para
comparagdes multiplas foi utilizado para analise. O nivel de significancia fo fixado

em p<0,05
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4.1 Peso ao Nascer/Semanal/Cérebro

Em nosso estudo verificamos diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos LP e NP em relagdo ao peso ao nascer. O grupo LP apresentou
um menor peso ao nascer quando comparado com o grupo NP na prole de
machos (NP="6.052 + 0.05147 n=83" v LP="5.842 + 0.05491 n=70" p=0,0061)
(Figura 5). Ap6s a sexta semana de vida os pesos foram iguais entre os dois
grupos e permaneceram assim até a décima sexta semana de vida (Figura 6). Na
162 semana nao foram encontradas diferencas no peso do encéfalo entre os
grupos NP e LP (NP="0.5278 + 0.03704 n=16" v LP="0.5658 + 0.02613 n=25" p=
0,3934) (Figura 7).

* %

LP

Figura 5: Peso ao nascer da prole de machos dos grupos NP e LP.
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Figura 6: Peso semanal dos animas da 62 até a 162 semana de vida pos natal.
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Figura 7: Peso do cérebro de animais com 16 semanas do grupo NP e LP.
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4.2 Perfil comportamental

4.2.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os animas do grupo LP permaneceram um tempo estatisticamente menor nos
bracos abertos comparando com o grupo NP. (NP= "57.68 + 6.856 n=13" v LP=
"31.62 + 8.449 n=12" p= 0,0242) (Figura 8). Isso se confirma quando o tempo de
permanéncia no braco aberto é dividido pelo tempo total do teste, sendo este
parametro um indicativo de ansiedade (NP= "0.1442 + 0.01404 n=8" v
LP="0.05838 + 0.01629 n=13"" p=0,0018) (Figura 9).
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Figura 8: Labirinto em Cruz Elevado, tempo de permanéncia nos bracos abertos.
*p<0,05
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Figura 9: Brago aberto dividido pelo tempo total *p<0,05)

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos em relagdo ao

tempo de permanéncia nos bracos fechados ( NP= "168.3 + 6.966 n=13" v LP=
"192.4 £ 11.44 n=12" p= 0,0800) (Figura 10). Quanto ao numero de entradas nos
bracos abertos (figura 11); (NP= "3.769 + 0.3782 n=13" v LP= "2.692 + 0.7106
n=13" p=0,1935) e nos fechados (Figura 12); (NP= "9.308 + 0.5236 n=13" v
LP="8.154 + 0.6289 n=13" p=0,1714) nao encontramos diferenga significativa

entre os grupos
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Figura 10: Tempo de permanéncia nos bragos fechados
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Figura 11: Numero de entradas nos brag¢o abertos
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Figura 12: Numero de entradas nos bragos fechados.
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4.2.2 HOLE BOARD

Os resultados obtidos no Hole Board nao revelaram diferengas significativas entre
0s grupos em nenhum dos parametros analisados. Coordenacdo motora
(NP="4.385 + 0.6557 n=13" v LP="3.667 + 0.4495 n=12" p=0,3836) (Figura 13); e
exploragdo (NP="20.62 + 3.656 n=13" v LP="26.33 + 2.419 n=12" p=0,2128)
(Figura 14).

LP

Figura 13: Hole Board coordenag&o motora
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Figura 14: indice de explorag&o no teste do Hole Board
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4.2.3 OPEN FIELD

No teste do open-field foram avaliados comportamentos que envolvem medidas de
exploracdo e ansiedade. Em relagcdo ao numero de vezes em que o animal ficava
sobre as duas patas traseiras para explorar o ambiente (levantamento) ndo foram
observadas diferengas significativas entre os grupos. (NP="19.15 £ 2.485 n=13" v
LP="19.00 + 0.9541 n=13" p=0,9544 (Figura 15), bem como o numero de vezes
em que o animal adentrava com as quatro patas em uma das divises da arena
(NP="59.15 + 2.828 n=13" v LP="60.92 £ 2.934 n=13" p=0,6681) (Figura 16) e o
numero de vezes em que cruzava o centro da arena (atividade locomotora)
(NP="1.250 £ 0.2787 n=12" v LP="1.000 £ 0.2774 n=13" p=0,5317) (Figura 17).

30-
20- e —
104
0- .
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Figura 15: NUumeros de vezes que o animal se levantava
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Figura 16: Numero de vezes que o animal se deslocava com as quatro patas de
um quadrante para o outro, sendo este o indicativo de locomocgao.
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Figura 17: Namero de vezes que o0 animal se cruzava com as quatro patas no

centro da arena.
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O tempo em que o animal permaneceu completamente imével (congelamento)
(NP="0.9750 + 0.7593 n=12" v LP="0.1933 + 0.1411 n=12" p=0,3225) (Figura 18)
e o0 tempo de auto-limpeza ndo demonstraram diferengas significativas
(NP="0.7133 £ 0.5604 n=12" v LP="0.8958 * 0.5963 n=12" p=0,8256) (Figura 19).
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0-0' T
NP LP

Figura 18: Tempo total em que o animal ficava imovel durante o teste.
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Figura 19: Quantas vezes o animal se limpou durante o teste.
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4.3 Golgi-cox

Na figura 20 foi comparado o comprimento dos dendritos em micrometros
(um) reconstruidos em 3D pela técnica do Golgi-cox entre o grupo NP e LP, onde
se observa uma redugéo estatisticamente significativa a aproximadamente 530 pm
do pericario do comprimento dos neurdnios dos animais do grupo LP, (NP="763.0
+50.02 n=47" v LP="637.8 + 37.30 n=45" p=0,0493).
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Figura 20: Comprimento dos dendritos do BNST
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4.3.1 Analise de Sholl

No raio que compreende o intervalo entre 170 e 320 um a partir do
pericario, houve reducao significativa nas ramificacdes dendriticas no grupo LP
(Figura 21).

LP

1 A4\

AR

0] 80 160 240 320 400 480 560 640 720

Figura 21: Distribuicao espacial dos neurdnios do BNST

Raio 10 —160: NP 2,93 + 0,77 v LP 2,73 £ 0,74; p=0,47
Raio 170 — 320: NP 1,64 + 0,39 vLP 1,34 £ 0,12; p=0,007*
Raio 330 — 480: NP 0,94 + 0,09 vLP 1,01 £0,13; p=0,09
Raio 490 — 660: NP 0,90 + 0,26 v LP 0,75 + 0,47; p=0,35
*p<0,05
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4.4 Western Blotting

Na analise por Western blotting no BNST isolado os animais do grupo LP
apresentaram uma diminuicao de 27,42% na expressao de 5HT 14 (NP= 100.0 %
5.485 n=3 v LP 72.58 £ 16.84 n=2 p= 0,1532) (figura 22), ja a expressao de 5HT2a
nao foi alterada (NP= 100.0 £ 5.580 n=4 v LP 91.21 £ 16.13 n=4 p= 0,6249) (figura
23).
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Figura 22: Expressao de 5HT4a no BNST.
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Figura 23: Expressao de 5HT,a no BNST.
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Houve um aumento da expressdo de GR nos animais do grupo LP em
31,6% (NP=100.0 + 26.38 n=4 v LP 131.6 + 31.54 n=3 p= 0,4743) (figura 24).

Entretanto a expressdo de MR foi significativamente reduzida em 70,11%) nestes
animais (NP=100.0 £ 22.13 n=3 v LP 29.89 £ 10.57 n=3 p= 0,0460) (figura 25).
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Figura 24: Expressdo de GR no BNST.
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Figura 25: Expressdo de MR no BNST

83



A expressao de 11BHSD, apresentou uma diminuicdo de 33,67% nos
animais do grupo LP (NP= 100.0 £ 14.03 n=3 v LP 66.33 = 15.27 n=3 p=0,1798)
(figura 26) ja a expressao de AT4 aumentou em 64,2% nos animais com restricao
protéica gestacional (NP= 100.0 £ 50.07 n=3 v LP 164.2 + 47.04 n=3 p= 0,4028)
(figura 27).
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Figura 26: Expressédo de 11BHSD, no BNST.
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Figura 27: Expressédo de AT1 no BNST.
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O receptor CRF¢ apresentou uma significativa reducao em sua expressao
de 883,35% nos animais do grupo LP (NP 100.0 + 28.27 n=3 v LP 16.65 + 2.057

n=3 p=0,0424) (figura 28). A expressao de CRF permaneceu inalterada (NP
=100.0 + 7.275 n=3 v LP 101.7 + 17.30 n=2 p=0,9215) (figura 29).
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Figura 28: Expressdo de CRF1 no BNST
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Figura 29: Expressdo de CRF no BNST.
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A restricao protéica gestacional provocou uma alteragcao nos niveis basais
de corticosterona, revelando diferencas significativas entre o0s grupos
experimentais (Figura 30) NP=78.58 £ 17.89 n=6 v LP=183.1 = 34.86 n=5 p=0.02.

]

250-
. *
£ 2004 .
oo
£
S 150-
2
2
5
o

X 3

Figura 30: Niveis basais de corticosterona.
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Em paises desenvolvidos e em desenvolvimento a desnutricdo materno-
infantil tem repercussodes evidentes sobre a saude de populagdes. Isto se deve a
alteragdes no desenvolvimento ontogénico, vinculada a manifestagao programada
de alteragbes no desenvolvimento morfoldgico e funcional de 6rgéos e sistemas. A
programacao fetal por desnutricdo ou restricdo protéica, leva a exposicao fetal
aumentada aos glicocorticGides maternos e altera a funcdo pés-natal do eixo
hipocampo-hipotalamo-pituitaria-adrenal podendo ocasionar, no adulto, exposicao
aumentada cronicamente a glicocorticéides (GC) e/ou exacerbacao na resposta ao
estresse. Essas alteragcdes sdo geralmente atribuidas a modificagées na taxa de
feedback de esterbides, condicionada pelo nivel de expressdo de genes para
receptores de GC. Os corticosterdides modulam alteragdes estruturais, tanto no
volume quanto na estrutura fina neuronal, podendo alterar o nUmero de sinapses e
a morfologia dendritica. O nucleo da estria terminal (BNST) medeia resposta ao
estresse estando envolvido no comportamento afetivo, de medo e de ansiedade.
Estudos demonstram que a exposicao crénica ao estresse e o tratamento com
corticosterona durante a gestagcdo ou no adulto, influenciam na plasticidade do
BNST sugerindo que estes fatores atuam como mediadores das desordens de
ansiedade. O objetivo do presente estudo foi estudar em ratos adultos submetidos
in utero a restricdo protéica, comparativamente aos seus controles: 1)a
concentracdo sérica de corticosterona; 2) parametros comportamentais; 3) a
morfologia da estrutura geral e dendritica do BNST. 4) a expressédo de 11BHSD,,
GR, MR, ATj, 5HT1a, 5SHT24, CRF e CRF;.

Os resultados deste trabalho confirmam a significativa reducdo do peso ao
nascer, ja descrita pelo nosso grupo neste modelo de restricdo protéica
gestacional (Mesquita et al 2010). A partir da sexta semana de vida o peso dos
animais do grupo LP é igual ao do grupo NP e assim permanece até a décima
sexta semana.

No entanto, pela avaliagcdo morfolégica dos neurdnios do BNST, apés a
técnica de Golgi-Cox, observamos reducdo significativa de cerca de 16% no

comprimento dendritico. Esta redugcdo ocorreu a aproximadamente 530 um do
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pericario sendo que nos neurénios do grupo NP os dendritos se estenderam mais
130 pm.

Além disso, no raio que compreende o intervalo entre 170 e 320 um a partir
do pericario, houve redugao significativa nas ramificagdes dendriticas no grupo LP.

A literatura tem demonstrado que tanto a exposicdo crénica a estressores
quanto tratamentos farmacoldgicos (ex: corticosterona) influenciam a plasticidade
do BNST (revisto em Hammack et al 2010). A exposicdo ao estresse cronico
inesperado foi associada ao aumento no volume do BNST e no comprimento dos
dendritos (Pego et al 2008) e a imobilizacdo crénica aumentou as ramificacdes
dendriticas de neurbnios do BNST (Vyas et al 2002; 2003). Entretanto estes
estudos foram feitos em ratos adultos, ja no nosso modelo ocorre exposicao
gestacional a corticosterbéides durante o periodo do desenvolvimento do BNST.
Nao existe descricdo da modulacéo da plasticidade do BNST durante sua génese
e nossos achados podem representar adaptacdo durante o desenvolvimento
embrionario a alta exposicdo aos glicocorticéides maternos em decorréncia do
estresse nutricional.

Estudos demonstraram que a exposicao gestacional ao estresse
(Weinstock et al 1992) ou a administracdo de horménios do estresse (Fameli et al
1994) durante a gestagcdo leva ao aumento na concentracdo plasmatica de
corticosterona na prole. Realmente um grande numero de estudos vem
demonstrando que o estresse pré-natal esta associado a alteragdes do eixo HHPA
da prole (para revisdo ver Charil et al 2010), corroborando assim 0s Nnossos
resultados, com o aumento de corticosterona plasmatica na prole dos animais do
grupo LP.

Wellman (2001) verificou que a injecao de corticosterona em ratos adultos
diariamente durante trés semanas provocou reorganizacdo da arborizagdo
dendritica e redugao no comprimento dos dendritos distais de neurdnios do coértex
pré-frontal.

Estudos em animais demonstram claramente que o estresse pré-natal afeta

a morfologia do cérebro da prole, entretanto os mecanismos envolvidos nestes
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efeitos ainda n&o sdo conhecidos. A placenta e o eixo HHPA da mée e da prole
sao candidatos importantes.

Embora a grande maioria dos resultados destes estudos tenha sido obtida
em animais estes podem ser extrapolados para humanos. N&o existe
sincronicidade no desenvolvimento das diferentes estruturas neurais sendo que
cada uma tem seu padrdo e tempo especificos de desenvolvimento durante os
periodos pré e pos-natais. Estes processos envolvem “janelas” diferentes e
parcialmente sobrepostas de vulnerabilidade ao estresse. Assim é dificil
determinar o periodo de maior suscetibilidade a estressores durante a gestacéo,
considerando que a maioria dos estudos animais dos efeitos do estresse
gestacional sobre o desenvolvimento do cérebro envolve roedores e estresse de
fémeas prenhas durante a ultima semana gestacional, o qual € um periodo de
desenvolvimento ativo de varias regides do cérebro destes animais. Além disso,
estudos em macacos Rhesus sugerem que o estresse gestacional pode ter efeitos
neurais similares aos obtidos em roedores. Estes resultados sugerem que tanto a
proliferacdo quanto os eventos subsequentes como migragao podem ser afetados.
Além disso, a diferenciacao celular pode também ser prejudicada (Rice e Barone,
2000).

O estresse gestacional afeta diversas regides neurais incluindo hipocampo,
amigdala, corpo caloso, neocortéx, cerebelo e hipotalamo e frequentemente
resulta em reducao no volume dos tecidos que compdem estas estruturas.

Nao somente a morfologia, mas também a neuroquimica pode ser afetada
por fatores pré-natais. Tanto o estresse gestacional quanto a exposicao pré-natal
a dexametasona (DEX), principalmente no ultimo terco da gestacdo, altera
permanentemente o desenvolvimento do sistema monoaminérgico. O sistema 5-
HT € particularmente sensivel e a DEX decresce tanto a concentracdo quanto a
retroalimentacédo do 5-HT cerebral e também a densidade de recaptagao de S5HT
nos locais de sinapses (Slotkin et al 2006). Nossos resultados demonstram que
em ratos LP ocorreu reducéo de cerca de 27% dos receptores 5-HT1a no BNST. A

localizagao celular do receptor 5-HT14 € somato-dendritica e esta redugcao pode
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estar relacionada a diminuicdo de cerca de 20% no comprimento dos dendritos do
BNST.

A ativacdo dos receptores 5-HT1a medeia a resposta inibitéria, frente ao
5HT na maioria dos neurdnios do BSNT levando a resposta ansiolitica, isso €,
reduzindo o comportamento de ansiedade (Levita et al 2004). Inversamente o
receptor 5HT,x medeia a resposta excitatéria, isso €, ansiogénica (para revisao
ver Hammack et al 2009).

O BNST exibe um padrao complexo de resposta a SHT que é mediado por
diversos subtipos de receptores. Dados de Hammack et al (2009) sugerem que 0s
neurdnios do BNST s&o capazes de responder a 5HT com inibicdo e excitacao, e
assim estes autores propuseram que esta complexidade pode auxiliar na
explicacdo de dados que descrevem papéis ansioliticos e ansiogénicos apéds
ativacao por 5HT. Estes autores verificaram que 49% dos neur6nios do BNST
respondem a 5HT de forma mista excitatéria/inibitéria, entretanto a magnitude da
resposta inibitéria € maior. Assim, a maioria dos neurénios do BNST foi mais
hiperpolarizado na presenga de 5HT exdgeno, sugerindo que a liberagao de 5HT
no BNST pode agir de forma a atenuar sua atividade e o comportamento de
ansiedade em estados ndo patologicos. Além disso, o SHT tem maior afinidade
pelo 5HT1a quando comparada a outros subtipos de receptores expressos no
BNST (Uphouse, 1997; Zifa e Fillion, 1992) e assim baixas concentracdes de SHT
poderiam favorecer a inibicao do BNST. Além da tendéncia a reducdao na
expressdo de 5HTia verificada em nosso trabalho, a expressdao de 5HT2a
permaneceu igual indicando a prevaléncia do efeito inibitério, isto é, ansiogénico
provocado pela ativagcao do 5HT 1a.

Nao somente os receptores serotoninérgicos podem estar envolvidos nas
alteragdes neuroquimicas do BNST provocadas pela programagao fetal. Como ja
citado, os corticosteréides desempenham papel central na génese das alteragdes
neurais, quer seja por estresse psicolégico ou nutricional ou mesmo por
administracdo de DEX durante a gestacdo. Nossos resultados demonstraram
redugdo significativa de cerca de 70% na expressdao de MR paralelamente a

elevacdo na expresséo de GR em aproximadamente 31%.
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O entendimento da atividade transcricional do MR nao esta bem esclarecido
uma vez que a afinidade intrinseca destes receptores é similar aguela observada
para cortisol e corticosterona (homem e roedor respectivamente).

As concentracbes de cortisol ou corticosterona circulantes séo,
respectivamente, 100 e 1000x maior que a concentracdo de mineralocorticdides
no plasma. A afinidade do GR pelo cortisol ou corticosterona é de
aproximadamente 1/10 daquela observada para MR. Por outro lado, a afinidade de
GR para aldosterona é de aproximadamente 1/10 daquela observada para cortisol
e corticosterona. A maioria dos MR, incluindo os do SNC, sdo pelo menos
parcialmente ocupados por glicocorticbides quando estes se encontram em
concentracao plasmatica normal, enquanto os GR sédo ocupados pelo cortisol ou
corticosterona durante o estresse ou durante o0s picos de concentracdo
relacionadas ao ciclo circadiano desses hormaonios.

Como em nosso modelo existe elevagao cronica dos niveis de corticosteroide,
estes estariam ligados, preferencialmente, aos MR. Entretanto a reducao de cerca
de 70% desses receptores indica maior disponibilidade para que o corticosteroide
se ligue ao GR, mesmo por que a expressao destes esteja aumentada em cerca
de 30%.

Somado a isso observamos reducdo de aproximadamente 33% na
expressao da 11BHSD, que inativa os corticosterbides e assim teremos
presumivelmente aumento na concentracdo de corticosterona e favorecendo a
ligacdo desta ao GR.

O BNST esté intimamente relacionado ao eixo HHPA e esta facilitacdo da
ligacdo dos corticosterdides aos GR poderia estar relacionada ao aumento na
atividade deste eixo.

A elevacdo na expressdo de GR e de receptores ansioliticos
serotoninérgicos (5HT1a) associados ao aumento na concentracdo de
corticosterona pode ser responsavel pelo aumento do comportamento de
ansiedade observado no LCE nos animais do grupo LP do presente estudo.

Desde 1986 (Barker e Osmond) quando o conceito da origem

desenvolvimentista da saude e da doenca (DOHaD) durante a vida fetal foi
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estabelecido, o desenvolvimento do sistema renina angiotensina (RAS) tem
atraido a atencao dos pesquisadores. Diversos estudos sobre a participacdo deste
sistema na programagao fetal tém sido feitos (Fitzsimons, 1998) e progressos
recentes tem demonstrado a importancia do RAS, tanto no desenvolvimento fetal
quanto no pés natal, em modelos de programacao fetal.

A participagdo do RAS no estresse tem sido demonstrada em Vvérios
estudos sobre a localizagdo dos receptores de angiotensina Il e pela elevagao na
expressao de angiotensina Il no SNC. Estas evidéncias sao claramente
estabelecidas com a demonstracdo de que a inibicdo de angiotensina Il atenua
ndo somente a resposta hormonal e simpatoadrenal ao estresse, mas também a
atividade de centros corticais superiores reduzindo a ansiedade em roedores.

Sabendo que o bloqueio de receptor AT+ (AT{R) afeta significativamente os
niveis de CRH e que este esta envolvido no controle regulatério cognitivo e
comportamental, nés avaliamos a expressdo dos AT1R no BNST de animais do
nosso modelo.

Nossos experimentos demonstraram significativo decréscimo no tempo de
permanéncia dos animais do grupo LP nos bragcos abertos indicando efeito
ansiogénico causado possivelmente pela expressdo aumentada em cerca de 64%
dos receptores de AT{ no BNST. Na realidade se somarmos todos os resultados
obtidos por Western Blotting como esquematizado na figura 31, poderemos
concluir que alteragdes na expressao protéica encontradas no grupo LP levam a
ansiogénese ou reduzem o papel ansiolitico.

O BNST é uma regido de modulacdo de sinais provenientes de areas
corticais e limbicas sensiveis ao estresse com conexbes para o eixo HHPA e
tronco cerebral. Nés verificamos pela primeira vez neste trabalho que em LP
ocorre atrofia de neur6nios do BNST e reducdo na expressdao MR, 5HTa
11BHSD,, e CRFy paralelamente a elevagdo na expressao de GR, MR e AT+ que
podem estar envolvidos na plasticidade neuronal observada. Neste modelo as
elevacbes séricas e locais de glicocorticoides podem promover reducdo da
atividade ténica inibitérias do BNST implicando em mudang¢as neuroanoatomicas e

neurofuncionais desta regiao cerebral.
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Os achados do presente estudo representam o impacto pré natal da
desnutricdo protéica, correspondente a situacao de estresse nutricional, no BNST
que esta envolvido no comportamento de ansiedade. N6s demonstramos, pela
primeira vez, que a exposicdo materna a restricdo protéica durante o
desenvolvimento neural da prole causa importantes mudangas neuroquimicas, e
morfoldégicas no BNST tornando estes animais vulneraveis em teste de ansiedade

na idade adulta.
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Figura 31: Esquema representando os resultados obtidos em Western Blot de BNST
isolado (1-9) e labirinto em cruz elevado (10). Em animais do grupo LP comparativamente
ao NP observamos: 1-) Aumento de 64% na expresséo do receptor AT; cuja via resulta
em ansiogénese; 2-) Reducdo de 33% na expressao de 11B- HSD, que inativa a
corticosterona, isto é, aumento de 33% na concentragdo deste esteréide no BNST; 3-) A
corticosterona liga-se preferencialmente ao MR (seta continua), entretanto ocorre reducao
de 70% na sua expressao; 4-) Assim a corticosterona se ligara ao GR cuja expressao esta
aumentada em 31%; 5-) O 5-HT liga-se preferencialmente ao receptor 5-HTia cuja
expressao esta reduzida em 27%; 6-) A expressao do receptor de CRF esta reduzida em
84% e, como a via de sinalizag&o deste receptor envolve o direcionamento do receptor 5-
HT.A para a membrana (7) podemos inferir que ocorre decréscimo de sua fungéo, embora
sua expressao nao esteja alterada. Como resultado temos alteragcdes em vias ansioliticas
e ansiogénicas (8 e 9) que sugerem desregulacdo que resulta no aumento do
comportamento de ansiedade observado(10).
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Os principais resultados do estudo demonstraram:

1) Diminuicdo do peso ao nascer da prole de machos LP quando
comparados ao grupo NP;

2) Apds a sexta semana de vida os pesos foram iguais entre os dois grupos
e permaneceram assim até a décima sexta semana de vida po6s natal;

3) O peso do cérebro dos animais nao foi afetado por este modelo
experimental;

4) Comportamento de ansiedade nos animais do grupo LP demonstrado
pelo LCE;

5) A restricdo protéica durante o periodo gestacional ndo alterou a
coordenagao motora e niveis exploracdo demonstrados no Hole Board;

6) O comportamento de exploracdo e ansiedade avaliadas pelo Open Field
também néo foram afetados pela restricdo protéica durante o periodo
gestacional,

7) Significativa redugao no comprimento dos dendritos do Nucleo da Estria
Terminal (BNST) dos animas do grupo LP;

8) Reducao significativa nas ramificacdes dendriticas dos animais do grupo
LP no intervalo que compreende entre 170 e 320 um a partir do pericario;

9) Reducgao na expressao protéica de 5HT 1a nos animais do grupo LP.
Aumento na expresséao protéica de GR nos animais do grupo LP;
Significativa reducao na expressao de MR nos animais do grupo LP;

Os niveis de expresséo protéica de 5SHT,a ndo foram alterados;

Aumento da expressao de AT1 nos animais do grupo LP;

10)

11)

12)

13)Reducéo da expressao de 11BHSD2 nos animais do grupo LP;
14)

15) Os niveis de expressao de CRF permaneceram inalterados;
16)

Reducéo significativa na expressao de proteinas de CRF1 nos animais do
grupo LP.

A restricao protéica gestacional vem sendo estudada por diversos grupos

em todo o mundo, e os resultados apresentados neste trabalho contribuem para o
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melhor entendimento das diversas patologias associadas a esta condicdo. A
superexposicao fetal aos glicocorticoides maternos parece estar associada as
alteragcdes aqui apresentadas.

O sistema nervoso central, mais especificamente o Nucleo da Estria
Terminal, demonstrou ser sensivel a este modelo experimental. Foram verificadas
alteragdes na morfologia do BNST, bem como na expressao de diversas proteinas
relacionadas aos mecanismos que levam ao comportamento de ansiedade, o qual
foi confirmado pelo perfil comportamental dos animais submetidos a restricdo
protéica gestacional.

O estudo demonstra um aumento das vias que levam a ansiogénese e
reducao das vias ansioliticas no BNST.

Em sintese os resultados CONFIRMAM que a Restricdo Proteica
Gestacional diminui o peso ao nascer com recuperacao ap6s a 6° semana. E
mostraram que dieta hipoprotéica (LP) produz comportamento ansiogénico em
animais adultos (16 semanas). Estes resultados foram comprovados por
diminuicdo no comprimento dos neurdnios do BNST e diminuicdo das ramificagdes
dendritcas no grupo LP

Concluindo os resultados do presente estudo mostram que o tratamento de
méaes com dieta hipoproteica causa alteragcbes morfo-funcionais especificas no
BNST e resultam em alteragées comportamentais (ansiogénico) na idade adulta.
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ABSTRACT

Exposure to gestational stressors is known to triggers programming brain effects, namely in
the activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, that may predispose to
disorders in adulthood. The bed nucleus of the stria terminalis (BNST) is located in a key
position to regulate the HPA axis and the stress response and has been implicated in anxiety
behavior. Evidence suggests that this brain region is highly plastic and responsive to
deleterious stimuli in terms of neuronal morphology. Herein, we performed a multimodal
analysis of the BNST of adult rats submitted to protein restriction in utero. We found an
impoverished dendritic arborization in BNST neurons, in parallel enhanced anxiety-like
behavior and elevated plasmatic corticosterone levels, in rats submitted to gestational
protein restriction. With respect to proteins studied we observed increased activity of
signaling cascades that trigger anxiety behavior and parallel reduction in the activity of
cascades that induce anxiolytic behavior that may underlie the increase in anxiety-like
behavior. This work represents the first demonstration that BNST is “programmed” by
gestational protein restriction, resulting in fine structural changes and neurochemical
adaptations of these brain region that constitute potential underlying causes of the altered

behavioral states.

Keywords: fetal programming; gestational protein restriction; bed nucleus of the stria

terminalis; anxiety; hypothalamic-pituitary-adrenal axis
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A growing body of evidence supports the hypothesis that disturbances during critical
periods of fetal development may determinate permanent structural and functional
alterations in organs and systems and predispose individuals to metabolic, endocrine, and
cardiovascular diseases later in life (Ashton 2000; Barker 1998; Lesage et al. 2006;
O’Regan et al. 2004; Plagemann 2004; Seckl 2004). Gestational psychological and
nutritional stresses may be involved with pathological fetal programming as shown in
several experimental models (Woodall et al. 1996; Godfrey et al. 1996; Langley-Evans et
al. 1996; Mesquita et al. 2010a; 2010b). Although the precise underlying mechanisms are
still unclear, maternal undernutrition and hormonal deregulation have both been proposed
to induce intrauterine fetal programming. During normal pregnancy, the fetus is protected
from the higher maternal glucocorticoid (GC) levels by placental 11-HSD2, which
efficiently inactivates corticosterone to 11-dehydrocorticosterone in rodents. In the low-
protein diet (LP) model it has been demonstrated a decreased activity and expression of this
placental enzyme and, as a consequence, there is an excessive exposure of fetuses to
maternal steroids (Benediktsson et al. 1993; Stewart et al. 1995; Langley-Evans et al. 1996;

Langley-Evans 1997).

The brain is extremely sensitive to gestational programming and many neuro-
humoral factors such as steroids, transcriptional factors and nutritional availability can
permanently affect neural development (Welberg and Seckl 2001; Matsumoto 1991).
Among the neural structures, the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis has been
demonstrated to be particularly susceptible to the programming effects of gestational
stressors (for a review see Darnaudéry and Maccari 2008). Recently, Oliveira et al. (2011)

have demonstrated that antenatal glucocorticoids can modulate anxiety and fear behavior,
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in parallel to bed nucleus of the stria terminalis (BNST) and amygdala morphological,
neurochemical and molecular changes. BNST mediates anxiety-like behavior in animals
and humans (Walker and Davis 2008; Straube et al. 2007; Duvarci et al. 2009; Pégo et al.
2008); in addition, by modulating corticotrophin-releasing factor (CRF)-expressing neurons
in the paraventricular hypothalamic nucleus (PVN), the BNST plays a direct role in the
regulation of HPA axis (Dunn 1987; Herman et al. 1994). Thus, in the present study, we
aim to analyze the structure and function of the BNST in adult animals exposed to
gestational protein restriction to search for programming effects in this brain region that is

implicated in both the control of the HPA axis and in anxiety behavior.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals - The experiments were conducted on age-matched, female offspring of
sibling-mated Wistar Hannover rats (250-300 g) allowed free access to water and normal
rat chow. The general guidelines established by the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) were followed throughout the investigation. Our local colonies
originated from a breeding stock supplied by CEMIB/Unicamp, Campinas, SP, Brazil.
Immediately after weaning at 3 weeks of age, animals were maintained under controlled
temperature (25°C) and lighting conditions (0700h-1900h), with free access to tap water
and standard rodent laboratory chow (Nuvital, Curitiba, PR, Brazil) and followed up to 12
weeks of age. The dams were maintained on isocaloric standard rodent laboratory (with
normal protein content [NP], 17% protein) or low protein content ([LP] 6% protein) chow
ad libitum intake throughout the entire pregnancy. The day that sperm were seen in the
vaginal smear was designated as day 1 of pregnancy. All groups returned to the NP chow

intake after delivery. Food consumption was determined every day (subsequently
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normalized for body weight), and body weight was recorded once a week. The male pups
were weighted and ano-genital distance (AGD) measured. These animals were followed
and maintained with normal chow until 16 week old. Rats from the NP (n=13 rats from
different mothers) and LP (n=12 rats from different mothers) groups were used for
behavioral analysis. Following the behavioral tests, animals were deeply anaesthetized with
a mixture of ketamine (75 mg/kg body weight, i.p.) and xylasine (10mg/kg body weight,
i.p.) and the level of anesthesia was controlled by monitoring the corneal reflex. The rats
were perfused transcardially with saline (0.9%) for 15 min, under constant pressure, for

Golgi—Cox staining.

2.2. Behavioral analysis

2.2.1. Open field test

Animals were individually tested for 5 min each in an open-field arena (43.2 x 43.2 cm)
that had transparent acrylic walls and a white floor (model ENV-515; Med Associates Inc.).
Each subject was initially placed in the centre of the arena and horizontal activity and
instant position were registered, using a system of two 16-beam infrared arrays connected
to a computer. Total distances were used as indicators of locomotors activity. Times and
distances in the predefined central and peripheral areas were recorded and used to calculate
the ratio of time spent in the central area over total time of the trial, and distance travelled
in the central as a function of total area. Number and duration of rearing were recorded. The

test room was illuminated with bright white light.

126



2.2.2. Elevated plus maze (EPM)

Animals were tested over 5 min in the EPM, a black polypropylene ‘plus’-shaped maze
(ENV-560; Med Associates Inc, St Albans, VT 05478, USA) at a height of 72 cm above the
floor. The maze consisted of two facing open arms (50.8 x 10.2 cm) and two closed arms
(50.8 x 10.2 x 40.6 cm). Testing was performed under bright white light. The times spent in
the open arms, junction area and closed arms, as well as the number of entrances and
explorations in each section, were recorded using a system of infrared photo beams, the
crossings of which were monitored by computer. The times spent in each of the

compartments of the EPM are presented as percentages of the total duration of the trial.

2.3. Histological procedures

Brains from animals that had been transcardially perfused with 0.9% saline and were
processed for Golgi—Cox staining according to a published protocol (Gibb and Kolb 1998).
Briefly, brains were removed and immersed in Golgi—Cox solution (a 1 : 1 solution of 5%
potassium dichromate and 5% mercuric chloride diluted 4 : 10 with 5% potassium
chromate (Glaser and Van der Loos 1981) for 14 days; brains were then transferred to a
30% sucrose solution (3 days) before being cut on a vibratome. Coronal sections (200 um
thick) were collected in 6% sucrose and blotted dry onto gelatin-coated microscope slides.
They were subsequently alkalinized in 18.7% ammonia, developed in Dektol (Kodak,
Linda-Velha, Portugal), fixed in Kodak Rapid Fix (prepared to manufacturer’s
instructions), dehydrated through a graded series of ethanol’s, and cleared in xylene before
being mounted and cover slipped. Slides were coded before morphometric analysis in both

sets.
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2.3.1. Dendritic tree analysis

Three-dimensional reconstructions of representative Golgi-impregnated neurons from the
BNST were made. The criteria used to select neurons for reconstruction were as follows: (i)
full impregnation of the neurons along the entire length of the dendritic tree; (ii) dendrites
without significant truncation of branches; (iii) relative isolation from neighboring
impregnated neurons to avoid interference with the analysis; and (iv) no morphological
changes attributable to incomplete dendritic impregnation of Golgi—Cox stain. For each
selected neuron, all branches of the dendritic tree and the location of all dendritic spines
were reconstructed at 600x magnification, using a motorized microscope (Carl Zeiss
Axioplan 2, with oil immersion objectives), attached to a camera (DXC-390; Sony Co.,
Japan) and Neurolucida software (MicroBrightField, VT, USA). Three-dimensional
analysis of the reconstructed neurons was performed using NeuroExplorer software
(MicroBrightField). In each brain, 10-13 neurons were studied; as a result in this study we
have analyzed 94 BNST neurons. Several aspects of dendritic morphology were examined.
To assess overall changes, total dendritic length and number of dendrites were compared

between groups.

2.4. Corticosterone levels

Blood samples of NP and LP 16 week old male rats were collected by tail venipuncture at
8:00 am for the assessment of basal morning time serum CORT levels. CORT
concentrations were assayed by a double antibody RIA method specifically for rats, using a
commercial kit (kit de ImmnuChem Rie). The coefficient of variation (CV) of test is 7.5%.
The analytical Sensitivity is 5 ng/mL and the functional sensitivity is 25 ng/mL with CV of

intermediate precision of 20%.
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2.5. Western Blot — Sixteen-week-old male rats from the NP (n=3) and LP (n=3) groups
were used. After euthanasia by cervical dislocation, the BNST was removed, minced
coarsely and homogenized immediately in 10 volumes of solubilization buffer (10 ml/L
Triton-X 100, 100 mmol/L Tris[hydroxymethylJamino-methane (Tris) pH 7.4, 10 mmol/L
sodium pyrophosphate, 100 mmol/L sodium fluoride, 10 mmol/L ethylendiaminetetracetic
acid (EDTA), 10 mmol/L sodium vanadate, 2 mmol phenylmethylsulfonyl fluoride (PSMF)
and 0.1 mg/ml aprotinin at 4°C, using a polytron PTA 20S generator (model PT 10/35,
Brinkmann Instruments, Westbury, N.Y., USA) operated at maximum speed for 20 s. The
tissue extracts were centrifuged at 11.000 rpm at 4°C for 40 min, and the supernatants used
as sample. Protein quantification was performed using the Bradford method. For
quantitation, both tissue and total extract samples (250pg protein) were subjected to SDS-
PAGE. After electrophoresis separation, proteins were transferred to nitrocellulose
membranes and then blotted with specific antibody. The samples were treated with
Laemmli buffer containing 100 mmol/l dithiothreitol (DTT), heated in a boiling water bath
for 4 min and subjected to 8% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) in a Bio-Rad minigel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad). Electrotransfer of
proteins from the gel to the nitrocellulose membranes was performed for 90 min at 120 V
(constant) in a Bio-Rad miniature transfer apparatus (Mini-Protean). The non-specific
protein binding to the nitrocellulose was reduced by preincubating the filter for 2 h at 22°C
in blocking buffer (5% non-fat dry milk, 10 mmol/l Tris, 150 mmol/l NaCl, and 0.02%
Tween 20). The nitrocellulose blots were incubated at 4°C overnight with primary
antibodies against 11B-HSD2, gluco (GR) and mineralocorticoid receptor (MR),

angiotensina type 1 receptor (AT1), SHT receptors (SHT 4 and 5HT,4), CRF and your
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receptor (CRF1), diluted in blocking buffer (3% non-fat dry milk, 10 mmol/l Tris, 150
mmol/l NaCl, and 0.02% Tween 20). Then, the nitrocellulose membranes were incubated in
peroxidase conjugated secondary antibodyes. Immunoreactive bands were detected using
the enhanced chemiluminescence method (RPN 2108 ECL Western blotting analysis

system; Amersham Biosciences) and were detected by Imagequant 350.

2.6. Data presentation and statistical analysis

All data are reported as means = SEM. Data obtained over time were analyzed using
appropriate ANOVA or Kruskal-Wallis one-way analysis of variance. Post hoc
comparisons between selected means were made by Bonferroni’s contrast test when initial
ANOVA indicated statistical differences between experimental groups. Comparisons
involving only two samples of independent observations tend within or between groups
were made using a Student’s or Mann—Whitney U tests. A P value < 0.05 was considered
to indicate significance. Images of the developed autoradiographs were scanned (Epson
Stylus 3500) and band intensities were quantitated by optical densitometry (Scion Image
Corporation). The Tukey—Kramer test for multiple comparisons was used for analysis. The

level of significance was set at P < 0.05.

3. RESULTS

3.1. Gestational low protein diet affect birth weight but not adult body and brain

weights
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The birth weight of the LP male pups was significantly reduced when compared to NP male
pups (p= 0.006; Fig. 1a). However, differences in body weight (LP vs. NP offspring) were
abolished with increasing maturity (Fig. 1b) and by the time animals were analyzed there
were no significant changes in body weight. The weight of brains, corrected for body
weight, were not different in 16-wk old LP rats when compared to NP (LP=0.56 + 0.02g,

n=25 vs. NP=0.53 + 0.037g, n=16 p= 0.39).

3.2. Gestational low protein diet triggers an anxiety phenotype in adulthood

The analysis of the number of open (LP: 2.7 £0.7 vs. NP: 3.8 £ 0.4, p= 0.2) and close (LP:
8 £ 0.6 vs. NP: 9 £ 0.5, p= 0.2) arms entries did not reveal significant differences between
experimental groups (Fig. 2a). However, the progeny of mothers with LP diet displayed a
significant reduction of time in the open arms as compared with NP animals (LP: 31.62 +
8.45 vs. NP: 57.68 + 6.85, p= 0.02; Fig. 2b).

Locomotion, as well as other parameters tested in the Open field at 16 week old rats, were

not significantly different between NP and LP for all parameters analyzed (Tablel).

3.3. Gestational low protein diet triggers dendritic atrophy in BNST neurons
Dendritic tree analysis showed significant reduction in dendritic length in BNST neurons of

rats from LP group when compared with NP (LP 637.8 ym+ 37.3, n=45 vs. NP 763.0 ym +

50.02, n=47, p=0.04) (Fig. 3a). Sholl analysis revealed a significant reduction of dendritic

intersections between 170 and 320 pum from the perikarya (NP 1,64 + 0,39 vs. LP 1,34 +

0,12; p=0,007) in LP when compared with that observed in NP (Fig. 3b).
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3.4. Gestational low protein diet effect on CORT levels in Adulthood

Basal diurnal CORT determinations reveal significant differences among groups (Fig. 4),
with LP animals displaying higher CORT levels in adulthood rats when compared to NP

rats (NP=78.58 + 17.89, n=6 vs. LP183.1 +34.86, n=5, p=0.02).

3.5. Western blot analysis

Western blot analysis in isolated BNST from male offspring of NP and LP revealed that the
levels of GR and AT1 in LP animals was 31 and 64% higher when compared to that of the
NP group (Fig. 5). In contrast, the levels of 113-HSD2 (33%), MR (70%), SHT1A (27%)
and CRF1 (84%) were reduced in the BNST of LP rats (Fig. 5). The levels of SHT ;4 and

CRF were not different among the experimental groups (Fig. 5).

4. DISCUSSION

Numerous studies have established that several different prenatal and postnatal
manipulations could program HPA axis function in adult animals (Kapoor et al. 2006). The
concept of fetal programming suggests that the fetus is programmed in utero to develop a
number of adult diseases, including cardiovascular, metabolic and neuropsychiatric
diseases (Ashton 2000; Markham and Koenig 2011). The occurrence of nutritional
deficiency, especially due to the reduction of protein intake, during the critical period of
brain development, results in multiple morphologic, and neurochemical changes in the
central nervous system besides behavioral changes (Morgane et al. 1993; 2002; Strupp and
Levitsky 1995). In the current study, we confirm previous findings showing a significant

reduced body mass at birth in the gestational restricted-protein model However, beyond the
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sixth week of age the body mass of both groups was similar. We also did not find
differences in the brain weight of LP rats when compared to NP offspring at 16 weeks-of-
age.

The BNST is a rostral forebrain structure recognized as an important relay station
that links the amygdala and hippocampus with the PVN and brain stem regions (Herman et
al. 1994; Pacak et al. 1995; Davis et al. 1997); it also receives projections from the
perifornical area of the hypothalamus (Allen and Cechetto 1993). This location and pattern
of connectivity endows the BNST with an important role in the stress response. Stimulation
of this hypothalamic area mimics stress-induced neuroendocrine and autonomic responses,
i.e. elevation of blood pressure, heart rate, plasma norepinephrine, and epinephrine (Allen
and Cechetto 1993; Stoddard et al. 1986a; b).

The behavioral characterization of anxiety-like behavior in the adult progeny of
mothers exposed to LP diet during gestation revealed a hyperanxious phenotype. Given the
role of the BNST in determining anxiety behavior (Davies et al. 1997; Pégo et al. 2008), we
underwent a 3D morphometric analysis of dendritic arborizations in this brain region. A
significant atrophy of the dendritic arborization of BNST neurons, with reduction of 16% in
dendritic intersections and length neurons as demonstrated by Golgi Cox technique was
found in the LP group compared to NP rats of same age. Interestingly, this variation goes
opposite to the one observed in the BNST of chronically stressed rats. Studies of chronic
gestational exposure to stressors, such as pharmacological doses of corticosterone treatment
or nutritional stress, promotes changes in the BNST plasticity (Fameli et al. 1994;
Hammack et al. 2010) associated to increased plasma corticosterone levels in offspring.
The same was observed in the present study. These findings are in line with several studies

showing elevated basal corticosterone levels in prenatal stress rats (Takahashi et al. 1998;
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Stohr et al. 1998) up until weaning, whereas others found no effect of prenatal stress on
basal corticosterone (Fride et al. 1986; Peters 1982; Henry et al. 1994). The chronic stress
has been linked to increased BNST volume and dendritic length (Pégo et al. 2008), while
chronic immobilization increased neurons dendritic branches (Vyas et al. 2002; 2003). On
the other hand, Wellman (2001) found that the injection of corticosterone on adult rats daily
for 3 weeks promoted reorganization of dendritic afforestation and reduction in length of
distal post-synaptic neurons in the prefrontal cortex. However, while the latter studies were
done in animals exposed to stress in adulthood, in the current study, the exposure to a
stressor occurred during gestation. Curiously, similar contrasting findings were observed in
the nucleus accumbens of animals exposed to prenatal vs. adult exposure to high GCs
(Rodrigues et al. 2011). To the best of our knowledge, there is no prior ontogenetic
description of BNST plasticity in this experimental model.

Importantly, the levels of circulating corticosteroids have been shown to induce
altered emotional behavior, namely increased anxiety. We and others have been
demonstrated that protein restriction in pregnant rat program elevated levels of plasma
glucocorticoid in adulthood (Langley-Evans et al. 1996). In the fetal life, this hormone may
penetrate the blood brain barrier and act on MR and CR receptors found in BNST neurons,
resulting in dendritic atrophy (Vyas 2003) and how will be discussed later, increases the
anxiety response (Shepard 2009).

Nutritional stress in adult offspring caused a persistent increase in the number of
neurons expressing CRF, and this peptide is known to promote spine and dendrite loss
(Chen et al. 2008). While the mechanisms by which early-life stress enhances CRF
expression in central nervous system are not fully understood, seems that CRF mRNA

neurons expression in immature rats is augmented by glucocorticoids (Brunson et al. 2001),
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and plasma levels of the latter were chronically elevated during the period of early-life
stress (Avishai-Eliner et al. 2001). In the present study, we found a striking reduction of
BNT MR and CREF receptors associated to increased GR expression in adult LP offspring
compared to control. Also, we showed in gestational protein-restricted offspring unchanged
CRF expression in BNST. We may hypothesized that involvement of glucocorticoid in the
mechanisms by which nutritional early-life stress causes BNST defects could be related to
MR and GR expression. Studies have shown that gestational exposure to dexamethasone
upregulates GR mRNA in the amygdale (Nyirenda et al. 1998) and permanently influence
developing monoaminergic and other neurotransmitter systems (Muneoka et al. 1997).
These in turn regulate brain GR and MR expression (Maccari et al. 1992; Kabbaj et al.
1995; Kabbaj et al. 1996) as well as a host of other systems. It has been defined that the
expression of mRNA for MR and GR is tissue specific (Diaz 1998). Noticeably, the
increased levels of systemic and local (by decreased 11-HSD2 observed) corticosterone,
along with an altered GR/MR ratio, in favor of the former, is likely to be of relevance for
the increase in anxiety behavior observed in LP group when compared to NP offspring. Our
protein analysis has also revealed an increase in the levels of AT1 receptors in the BNST.
These findings are in accordance with studies demonstrating AT1 receptor increase in
response to repeated immobilization stress (Aguilera et al. 1995a; Kiss 2001). Importantly,
AT1 receptor stimulation increases CRF synthesis and release into the hypothalamic portal
system leading to stimulation of pituitary ACTH and increased corticosterone production
(Jezova 1998; Aguilera et al. 1995b). In turn, increased corticosterone plasma levels are
known to promote ATI receptor expression through stimulation of GC response elements
in the receptor promoter region (Aguilera et al. 1995a), thus closing a relevant vicious cycle

in adult LP offspring.
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A note to mention that in parallel with the increased activity of signaling cascades
that trigger anxiety behavior, there is a parallel reduction in the activity of cascades that
induce anxiolytic behavior, namely through the decreased levels of MR and 5HTa.
Hammack et al. (2009) showed that 49% of BNST neurons respond to exogenous serotonin
(5-HT) with a mixed inhibitory/excitatory response, being the former predominant.
Serotonin and the CRF have been implicated in the molecular underpinnings of anxiety
disorders. In our study, the BNST expression of 5-HT ;4 receptor was downregulated (about
27%) in LP offspring when compared to NP group. Serotonin modulates behavioral
responses to novelty and threat (Aloyo and Dave 2007). Drugs with anxiolytic properties,
act, at least in part, by blocking the activation of the serotonin 5-HT,s receptor (Marek
2008), have reduced anxiety-like behaviors. These observations suggest that serotonin,
particularly by the 5-HT»a receptor, is important in the etiology of anxiety, conversely, the
5-HTa receptors has anxiolytic effect. Thus, the gestational protein restriction could
promote reduced dendritic length and arborization presumably associated to loss of
dendritic-ends and excitatory synapses.

In the present study, the LP as well as NP rats spent more time exploring the novelty of
the center area demonstrating usual and similar anxiety-like behavior. However, in the
elevated plus-maze, LP offspring tend to avoid the open areas, especially when they are
brightly lit. The increased in protect-arm activity reflects more anxiety-like behavior. The
present study also found that the latency to enter open arms, in the plus-maze test,
suggested an exacerbate anxiety related behaviors. Together, we may hypothetize that
BNST neurons of maternal undernutrited LP offspring, throughout fetal life, could be
exposed to high levels of CRF, and these levels might suffice to stunt dendritic arborization

in association with observed adult anxiety-like behavior. Conversely, the high fetal levels
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of CRF may promotes, in adult life, counterregulatory downregulation of the CRF
receptors, looking to mitigate the dendritic atrophy and anxiogenic response in LP
offspring. In this scenario, decreasing CRF receptor occupancy might interfere with the
mechanisms of corticosterone overstimuli, consistent with previously demonstrated cross-
regulation of CRF and its receptors (e.g., Bale et al. 2000; Brunson et al. 2002).

This work represents the first demonstration that BNST is programmed by gestational
protein restriction indicating fine structural changes and neurochemical adaptations as
potential underlying causes of the altered behavioral states. A better knowledge of these
events is of paramount importance to determine therapeutic interventions that might

mitigate, at least in part, such behavioral impairments.

Acknowledgments: This work was supported by Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (Proc. 05/54362-4 and 10/52696-0), Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior and Pré-reitoria de Pesquisa da Universidade Estadual

Paulista.

137



5. REFERENCES

Aguilera G, Kiss A, Luo X (1995a) Increased expression of type 1 angiotensin II receptors
in the hypothalamic paraventricular nucleus following stress and glucocorticoid
administration. J] Neuroendocrinol 7(10):775-783.

Aguilera G, Young WS, Kiss A, Bathia A (1995b) Direct regulation of hypothalamic
corticotropin-releasing-hormone neurons by angiotensin II. Neuroendocrinology
61(4):437-444.

Allen GV, Cechetto DF (1993) Functional and anatomical organization of cardiovascular
pressor and depressor sites in the lateral hypothalamic area. II. Ascending projections. J
Comp Neurol 330:421-438.

Aloyo VJ, Dave KD (2007) Behavioral response to emotional stress in rabbits: role of
serotonin and serotonin2 A receptors. Behav Pharmacol 18(7):651-659.

Ashton N (2000) Perinatal development and adult blood pressure. Braz J Med Biol Res
33(7):731-40.

Avishai-Eliner S, Eghbal-Ahmadi M, Tabachnik E, Brunson KL, Baram TZ (2001) Down-
regulation of hypothalamic corticotropin-releasing hormone messenger ribonucleic acid
(mRNA) precedes early-life experience-induced changes in hippocampal glucocorticoid
receptor mRNA. Endocrinology 142(1):89-97.

Bale TL, Contarino A, Smith GW, Chan R, Gold LH, Sawchenko PE, Koob GF, Vale WW,
Lee KF (2000) Mice deficient for corticotropin-releasing hormone receptor-2 display
anxiety-like behaviour and are hypersensitive to stress. Nat Genet 24(4):410-4.

Barker DJP (1998) In utero programming of chronic disease. Clin Sci 95:115-128.

138


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10881047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bale%20TL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Contarino%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith%20GW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chan%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gold%20LH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sawchenko%20PE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koob%20GF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vale%20WW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20KF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=BALE%20AND%20CRH##

Benediktsson R, Lindsay RS, Noble J, Seckl JR, Edwards CR (1993) Glucocorticoid
exposure in utero: new model for adult hypertension. Lancet 341: 339-341.

Brunson KL, Grigoriadis DE, Lorang MT, Baram TZ (2002) Corticotropin-releasing
hormone (CRH) downregulates the function of its receptor (CRF1) and induces CRF1
expression in hippocampal and cortical regions of the immature rat brain. Exp Neurol
176(1):75-86.

Chen Y, Dubé CM, Rice CJ, Baram TZ (2008) Rapid loss of dendritic spines after stress
involves derangement of spine dynamics by corticotropin-releasing hormone. J
Neurosci 28(11):2903-11.

Darnaudéry M, Maccari S (2007) Epigenetic programming of the stress response in male
and female rats by prenatal restraint stress. Brain Res Rev57(2):571-85.

Davis M, Walker DL, Lee Y (1997) Roles of the amygdale and bed nucleus of the stria
terminalis in fear and anxiety measured with the acoustic startle reflex. Possible
relevance to PTSD. Ann NY Acad Sci 821:305-331.

Diaz R, Brown RW, Seckl JR (1998) Distinct ontogeny of glucocorticoid and
mineralocorticoid receptor and 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase types I and II
mRNAs in the fetal rat brain suggest a complex control of glucocorticoid actions. J
Neurosci 18(7):2570-2580.

Dunn JD (1987) Plasma corticosterone responses to electrical stimulation of the bed
nucleus of the stria terminalis. Brain Res 407(2):327-31.

Duvarci S, Bauer EP, Paré D (2009) The bed nucleus of the stria terminalis mediates inter-

individual variations in anxiety and fear. J Neurosci 29(33):10357-61.

139


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12093084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12093084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12093084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18337421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18337421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18164765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18164765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dunn%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=dunn%20and%20bnst##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duvarci%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bauer%20EP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Par%C3%A9%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=duvarci%20and%20bnst##

Fameli M, Kitraki E, Stylianopoulou F (1994) Effects of hyperactivity of the maternal
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis during pregnancy on the development of the
HPA axis and brain monoamines of the offspring. Int J Dev Neurosci 12(7):651-9.

Fride E, Dan Y, Feldon J, Halevy G, Weinstock M (1986) Effects of prenatal stress on
vulnerability to stress in prepubertal and adult rats. Physiol Behav 37(5):681-7.

Gibb R, Kolb B (1998) A method for vibratome sectioning of Golgi-Cox stained whole rat
brain. J Neurosci Methods 31;79(1):1-4.

Glaser EM, Van der Loos H (1981) Analysis of thick brain sections by obverse-reverse
computer microscopy: application of a new, high clarity Golgi-Nissl stain. J Neurosci
Methods 4(2):117-25.

Godfrey K, Robinson S, Barker DJ, Osmond C, Cox V (1996) Maternal nutrition in early
and late pregnancy in relation to placental and fetal growth. BMJ 312(7028):410-4.

Hammack SE, Roman CW, Lezak KR, Kocho-Shellenberg M, Grimmig B, Falls WA,
Braas K, May V (2010) Roles for pituitary adenylate cyclase-activating peptide
(PACAP) expression and signaling in the bed nucleus of the stria terminalis (BNST) in
mediating the behavioral consequences of chronic stress. J Mol Neurosci 42(3):327-40.

Henry C, Kabbaj M, Simon H, Le Moal M, Maccari S (1994) Prenatal stress increases the
hypothalamo-pituitary-adrenal axis response in young and adult rats. J Neuroendocrinol
6(3):341-5.

Herman JP, Cullinan WE, Watson SJ (1994) Involvement of the bed nucleus of the stria
terminalis in tonic regulation of paraventricular hypothalamic CRH and AVP mRNA

expression. J] Neuroendocrinol 6:433—442.

140


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fameli%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kitraki%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stylianopoulou%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=FAMELI%20AND%20CORTICOSTERONE##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3774900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3774900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9531453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9531453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6168870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6168870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8601112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8601112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20405238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20405238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20405238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7920600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7920600

Jezova D, Ochedalski T, Kiss A, Aguilera G (1998) Brain angiotensin II modulates
sympathoadrenal and hypothalamic pituitary adrenocortical activation during stress. J
Neuroendocrinol 10(1):67-72.

Kabbaj M, Le Moal M, Maccari S (1996) Hippocampal type I and type II corticosteroid
receptors are differentially regulated by chronic prazosin treatment. Neuroscience
73(4):963-70.

Kabbaj M, Piazza PV, Simon H, Le Moal M, Maccari S (1995) Opposite effects on
hippocampal corticosteroid receptors induced by stimulation of beta and alpha 1
noradrenergic receptors. Neuroscience 66(3):539-45.

Kapoor A, Dunn E, Kostaki A, Andrews MH, Matthews SG (2006) Fetal programming of
hypothalamo-pituitary-adrenal function: prenatal stress and glucocorticoids. J Physiol
572(Pt 1):31-44.

Kiss A, Jurkovicova D, Jezova D, Krizanova O (2001) Changes in angiotensin AT1
receptor mRNA levels in the rat brain after immobilization stress and inhibition of
central nitric oxide synthase. Endocr Regul 35(2):65-70.

Langley-Evans SC (1997) Maternal carbenoxolone treatment lowers birthweight and
induces hypertension in the offspring of rats fed a protein-replete diet. Clin Sci (Lond)
93(5):423-9.

Langley-Evans SC, Phillips GJ, Benediktsson R, Gardner DS, Edwards CR, Jackson AA et
al. (1996) Protein intake in pregnancy, placental glucocorticoid metabolism and the
programming of hypertension in the rat. Placenta 17: 169-172.

Lesage J, Sebaai N, Leonhardt M, Dutriez-Casteloot I, Breton C, Deloof S, Vieau D (2006)
Perinatal maternal undernutrition programs the offspring hypothalamo-pituitary-adrenal

axis in mammals. Stress 9:183—198.

141


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8809815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8809815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7644018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7644018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7644018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16469780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16469780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9486087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9486087

Maccari S, Piazza PV, Rouge-Pont F, Angelucci L, Simon H, le Moal M (1992)
Noradrenergic regulation of type-I and type-II corticosteroid receptors in amygdala and
hypothalamus. Brain Res 587(2):313-8.

Marek GJ (2008) Cortical 5-hydroxytryptamine2A-receptor mediated excitatory synaptic
currents in the rat following repeated daily fluoxetine administration. Neurosci Lett
438(3):312-316.

Markham JA, Koenig JI (2011) Prenatal stress: role in psychotic and depressive diseases.

Psychopharmacology (Berl) 214(1):89-106.

Matsumoto A (1991) Synaptogenic action of sex steroids in developing and adult
neuroendocrine brain. Psychoneuroendocrinology. 16(1-3):25-40.

Mesquita FF, Gontijo JA, Boer PA (2010a) Expression of renin-angiotensin system
signalling compounds in maternal protein-restricted rats: effect on renal sodium
excretion and blood pressure. Nephrol Dial Transplant 25(2):380-8.

Mesquita FF, Gontijo JA, Boer PA (2010b) Maternal undernutrition and the offspring
kidney: from fetal to adult life. Braz J Med Biol Res Nov;43(11):1010-8.

Morgane PJ, Austin-LaFrance R, Bronzino J, Tonkiss J, Diaz-Cintra S, Cintra L, Kemper
T, Galler JR (1993) Prenatal malnutrition and development of the brain. Neurosci
Biobehav Rev 17(1):91-128.

Morgane PJ, Mokler DJ, Galler JR (2002) Effects of prenatal protein malnutrition on the
hippocampal formation. Neurosci Biobehav Rev 26(4):471-83.

Muneoka K, Ogawa T, Kamei K, Muraoka S, Tomiyoshi R, Mimura Y, Kato H, Suzuki
MR, Takigawa M (1997) Prenatal nicotine exposure affects the development of the

central serotonergic system as well as the dopaminergic system in rat offspring:

142


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1525664
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1525664
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20949351
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1961842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1961842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19793932
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19793932
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19793932
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21049242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21049242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8455820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12204193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12204193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9298240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9298240

involvement of route of drug administrations. Brain Res Dev Brain Res 18;102(1):117-
26.

Nyirenda MJ, Lindsay RS, Kenyon CJ, Burchell A, Seckl JR (1998) Glucocorticoid
exposure in late gestation permanently programs rat hepatic phosphoenolpyruvate
carboxykinase and glucocorticoid receptor expression and causes glucose intolerance in
adult offspring. J Clin Invest 101(10):2174-81.

O’Regan D, Kenyon JC, Seckl JR, Holmes MC (2004) Glucocorticoid exposure in late
gestation in the rat permanently programs gender-specific differences in adult
cardiovascular and metabolic physiology. Am J Physiol 287: 863—-870.

Oliveira M, Rodrigues AJ, Ledo P, Cardona D, Pégo JM, Sousa N (2011) The bed nucleus
of stria terminalis and the amygdala as targets of antenatal glucocorticoids: implications
for fear and anxiety responses. Psychopharmacology (Berl) 2011 Sep 21 (in press)

Pacak K, Palkovits M, Kopin 1J, Goldstein DS (1995) Stressinduced norepinephrine
release in the hypothalamic paraventricular nucleus and pituitary-adrenocortical and
sympathoadrenal activity: In vivo microdialysis studies. Front Neuroendocrinol 16:89—
150.

Pégo JM, Morgado P, Pinto LG, Cerqueira JJ, Almeida OF, Sousa N (2008) Dissociation of
the morphological correlates of stress-induced anxiety and fear. Eur J Neurosci
27(6):1503-16.

Peters DA (1982) Prenatal stress: effects on brain biogenic amine and plasma
corticosterone levels. Pharmacol Biochem Behav 17(4):721-5.

Plagemann A (2004) ‘Fetal programming’ and ‘functional teratogenesis’: on epigenetic
mechanisms and prevention of perinatally acquired lasting health risks. J Perinat Med

32:297-305.
143


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9593773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9593773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9593773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9593773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21935638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21935638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21935638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18336570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18336570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6184733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6184733

Rodrigues AJ, Ledo P, Pégo JM, Cardona D, Carvalho MM, Oliveira M, Costa BM,
Carvalho AF, Morgado P, Aradjo D, Palha JA, Almeida OF, Sousa N (2011)
Mechanisms of initiation and reversal of drug-seeking behavior induced by prenatal
exposure to glucocorticoids. Mol Psychiatry Oct 4. doi: 10.1038/mp.2011.126.

Seckl JR (2004) Prenatal glucocorticoids and long-term programming. Eur J Endocrinology
151:49-62.

Shepard JD, Chambers CO, Busch C, Mount A, Schulkin J (2009) Chronically elevated
corticosterone in the dorsolateral bed nuclei of stria terminalis increases anxiety-like
behavior. Behav Brain Res 203(1):146-149.

Stewart PM, Whorwood CB, Mason JI (1995) Type 2 11 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase in foetal and adult life. J Steroid Biochem Mol Biol 55(5-6):465-71.
Stoddard SL, Bergdall VK, Townsend DW, Levin BE (1986a) Plasma catecholamines
associated with hypothalamically- elicited defense behavior. Physiol Behav 36:867—

873.

Stoddard SL, Bergdall VK, Townsend DW, Levin BE (1986b): Plasma catecholamines
associated with hypothalamically- elicited flight behavior. Physiol Behav 37:709-715.

Stohr T, Schulte Wermeling D, Szuran T, Pliska V, Domeney A, Welzl H, Weiner I, Feldon
J (1998) Differential effects of prenatal stress in two inbred strains of rats. Pharmacol
Biochem Behav 59(4):799-805.

Straube T, Mentzel HJ, Miltner WH (2007) Waiting for spiders: brain activation during
anticipatory anxiety in spider phobics. Neuroimage 37(4):1427-36.

Strupp BJ, Levitsky DA (1995) Enduring cognitive effects of early malnutrition: a

theoretical reappraisal. J Nutr 125(8):2221S-2232S.

144


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21968930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21968930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8547171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8547171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9586834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Straube%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mentzel%20HJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Miltner%20WH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=straube%20and%20bnst##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7542704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7542704

Takahashi LK, Turner JG, Kalin NH (1998) Prolonged stress-induced elevation in plasma
corticosterone during pregnancy in the rat: implications for prenatal stress studies.
Psychoneuroendocrinology 23(6):571-81.

Vyas A, Bernal S, Chattarji S (2003) Effects of chronic stress on dendritic arborization in
the central and extended amygdala. Brain Res 965(1-2):290-4.

Vyas A, Mitra R, Shankaranarayana Rao BS, Chattarji S (2002) Chronic stress induces
contrasting patterns of dendritic remodeling in hippocampal and amygdaloid neurons. J
Neurosci 22(15):6810-8.

Walker DL, Davis M (2008) Role of the extended amygdala in short-duration versus
sustained fear: a tribute to Dr. Lennart Heimer. Brain Struct Funct. 213(1-2):29-42.

Welberg LA, Seckl JR (2001) Prenatal stress, glucocorticoids and the programming of the
brain. J Neuroendocrinol 13(2):113-28.

Wellman CL (2001) Dendritic reorganization in pyramidal neurons in medial prefrontal
cortex after chronic corticosterone administration. J Neurobiol 49(3):245-53.

Woodall SM, Johnston BM, Breier BH, Gluckman PD (1996) Chronic maternal
undernutrition in the rat leads to delayed postnatal growth and elevated blood pressure

of offspring. Pediatr Res 40(3):438-43.

FIGURE LEGENDS

Table 1. Open field results of NP (n=13) vs. LP (n=12) (test t)

Fig. 1: Birth (a) and from 6th to 16th weeks (b) body weight.
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Fig. 2: Elevated plus maze data. a: Number of open and closed arm entries. b: Ratio of time
spent in open arm over total time. Data presented as mean + SEM.**Different from NP,
p=0.02.

Fig. 3: a: Dendritic length of BNST neurons. Data presented as mean + SEM. *Different
from NP, p=0.04. b: Sholl analysis. Data presented as mean.

Fig. 4: Basal corticosterone levels. Data presented as mean + SEM.*Different from NP,
p=0.02.

Fig. 5: Proteins expression pattern in isolated BNST. Western blot bands densitometry
quantification graphics. Columns and bars indicate means + SEM. *Different from NP,

p<0.05.
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BRAIN STRUCTURE AND FUNCTION

GESTA CIONAL PROTEIN RESTRICTION TRIGGERS HYPERANXIETY IN ADULTHOOD DUE TO
CHANGES IN THE BED NUCLEUS OF STRIA THE TERMINALIS (BNST)
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Table 1
Parameter NP LP )4
Rise 19.15+£25 19+£095 095
Locomotion |59.15+2.8  60.92+29 067 |
Freeze 0.97 £0.76 0.19+0.14 032
Cleaning 0.71 £0.56 0.89+059 082 |
Crossing 1.25+£0.28 1.00£0.28 0.53
a 8- b 900,
3 9 - C ]
E 27 E'lm-
0 v ° 7T T T
NP LP 58 7 8 9 ‘:HL PRI
Fig. 1
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