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“A Ciência Humana de maneira nenhuma nega a 

existência de Deus. Quando considero quantas e 

quão maravilhosas coisas o homem compreende, 

pesquisa e consegue realizar, então reconheço 

claramente que o espírito humano é obra de Deus, 

e a mais notável.” (Galileu Galilei) 
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Estudos têm demonstrado que a deficiência de nutrientes durante a gravidez ou nos 

primeiros anos de vida pós-natal resultam em anormalidades estruturais no hipocampo da 

prole, bem como comprometimento cognitivo em animais com 16 semanas de vida. Na 

tentativa de analisar se a restrição protéica gestacional pode induzir a déficits de 

aprendizagem e perda de memória associada a alterações estruturais no hipocampo, 

realizou-se teste de water maze (MWM) e uma análise detalhada morfométrica da 

citoarquitetura dendrítica do hipocampo de ratos machos adultos. Além disso, analisamos no 

hipocampo dorsal e ventral a expressão e localização de receptores de mineralocorticóides 

(MR) e glicocorticóides (GR), angiotensina II receptor tipo 1 (AT1) e receptores específicos 

de serotonina (5HT1A e 5HT2A). No MWM não foram encontradas diferenças significativas 

entre os grupos LP e NP, em qualquer um dos parâmetros analisados no teste de memória 

espacial, sugerindo que tais funções de hipocampo não foram alteradas com a restrição 

proteica gestacional. No entanto, através da aplicação da técnica de Gogi-Cox realizamos a 

reconstrução dendrítica nos neurônios do hipocampo dorsal. Nossos resultados demonstram 

que a restrição proteica gestacional leva a uma diminuição do comprimento dos dendritos 

basais e no número de intersecções dos dendritos apicais de CA3. A citoarquitetura de CA1 

e do giro denteado não foi alterada. O presente estudo revelou uma clara dissociação entre 

a resposta do teste comportamental e alterações de neurônios do hipocampo, como 

conseqüência da programação fetal. Encontramos diferentes padrões de expressão dos 

receptores analisados no hipocampo dorsal e ventral o que sugere que redução na 

expressão de GR e 5HT1A paralelamente a maior expressão de 5HT2A estão envolvidos no 

comportamento ansioso e que a significativa diminuição na expressão de AT1 pode ter um 

efeito protetor. Essas alterações neuroquímicas podem ter consequências importantes para 

comportamento de ansiedade e depressão. Nosso estudo não é capaz de responder se as 

alterações encontradas estão relacionadas com subdesenvolvimento no útero ou resulta de 

uma adaptação pós-natal para a fisiologia programada na vida adulta. Outros estudos 

devem ser feitos para responder essas questões. 

 

Palavras-chave: Programação fetal, glicocorticoides, hipocampo. 

 

 

 

 

 





 

 

 

xix 

 

Studies have demonstrated that maternal nutritional restriction during pregnancy or in 

early postnatal life results in hippocampus cognitive impairment and structural 

abnormalities in the 16-wk-old offspring. In an attempt to analyze whether gestational 

protein restriction might induce learning and memory impairment associated with 

structural changes in the hippocampus we carried out MWM test and a detailed 

morphometric analysis of dendritic cytoarchitecture of the hippocampus from male 

adult rats. In addition, we analyzed the dorsal and ventral hippocampal expression 

and localization of mineralo- (MR) and glucocorticoid (GR), type 1 angiotensina II 

receptor (AT1) and serotonin specific receptors (5HT1A and 5HT2A). By MWM we did 

not found significant differences between LP and NP groups, in any of the 

parameters analyzed, suggesting that such functions of hippocampus were not 

altered by gestational protein restriction. However, by applying 3-dimensional 

analysis of dendrites from the dorsal hippocampus, this study demonstrates that 

gestational protein restriction leads to decreases in total basal dendritic length and 

inapical intersections of CA3 pyramidal neurons. The dendritic architecture of CA1 

and dentate gyros was unchanged. The current study revealed a clear dissociation 

between behavioral test response and hippocampal neuron changes as 

consequence of fetal programming. We found different patterns of dorsal and ventral 

expression of analyzed receptors and we suggests that reduced GR and 5HT1A and 

enhanced 5HT2A expression are involved in anxious behavior and that AT1 down 

regulation may has a protective effect. These neurochemical alterations may have 

important consequences for anxiety- and depressive-like behavior.  Our study is not 

able to answer the question whether these alterations are related to in uteri 

underdevelopment or results from a postnatal adaptation to programmed physiology 

in adult life. Further time-course studies should be done to answer this question. 

 

 

Key Words: Fetal programming, glucocorticoids, hippocampus 
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1. INTRODUÇÃO 

A desnutrição gestacional caracteriza-se como um sério problema de saúde 

pública estando implicada na morbidade e mortalidade infantil. Dados da 

Organização Mundial da Saúde indicam que no Brasil 10% das crianças nascem 

com baixo peso (<2500g) e em outras regiões do mundo este nível pode chegar a 

31%. 

Alterações na nutrição do feto resultam em adaptações que podem alterar 

permanentemente a estrutura e fisiologia de determinados órgãos, predispondo 

assim o indivíduo a doenças metabólicas e endócrinas na idade adulta (Martin-

Gronert & Ozanne, 2006). 

         Lucas (1991) foi o primeiro a definir o conceito de programação fetal como 

uma resposta permanente do organismo a um estímulo ou insulto durante um 

período crítico do desenvolvimento. 

Diversas evidências epidemiológicas mostram que há uma forte relação 

entre eventos na fase pré-natal e doenças na vida adulta. Ainda em 1964, Rose 

examinando padrões familiares na doença cardíaca isquêmica, observou que os 

irmãos do sexo masculino que tiveram um infarto cardíaco, tinham uma taxa de 

mortalidade infantil duas vezes maiores que dos controles.  A relação entre 

mortalidade infantil e doença cardíaca isquêmica posterior, nos sobreviventes da 

mesma geração, foi também demonstrada por Forsdahl (1977). Ele sugeriu que 

existia uma relação entre a grande pobreza na infância e adolescência, seguida 

por períodos de prosperidade. Este achado foi mais uma vez observado na 

Inglaterra e País de Gales por Barker e Osmond, em 1986, que propuseram que 

influencias na infância predispõe à doença isquêmica do coração estando 

relacionada à má nutrição durante a vida pré-natal e início da vida pós-natal. 

Barker (1995) foi o primeiro a mostrar em estudo científico que o baixo peso 

ao nascer pode estar relacionado ao surgimento de diversas doenças na idade 
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adulta. Seus estudos geraram a “hipótese de Barker” sugerindo que a desnutrição 

materna promove retardo do crescimento fetal, manifestando baixo peso ao 

nascimento. Assim, a falta de nutrientes na dieta induziria a adaptações fetais que 

incluem alterações permanentes no número celular e em órgãos chaves com 

subsequente modulação da expressão gênica (Langley-Evans, 2001). Este 

conceito determinou o fenótipo conhecido como “thrifty” o qual propõe que sob 

condições de escassez ou nutrição desbalanceada, o feto faz adaptações 

incluindo redução no tamanho somático, a fim maximizar suas chances de 

sobrevivência. Assim, a nutrição materna pode atuar como uma previsão, para o 

feto, do ambiente nutricional que ele irá encontrar após o nascimento (Halles, 

2001). 

O baixo peso ao nascimento pode ocorrer como consequência da restrição 

do crescimento intra-uterino (IUGR) ou do nascimento prematuro. Assim, a 

restrição reflete o estresse intra-uterino no período tardio da gestação, opondo-se 

ao baixo peso da prematuridade, no qual o peso é apropriado para a duração 

específica da gestação, mas menor quando comparado a gestação de tempo 

normal. E é este baixo peso relacionado à IUGR que está diretamente associado 

ao desenvolvimento de doenças na idade adulta (Zandi-Nejad et al, 2006). 

Tendo em vista esses aspectos, a má-alimentação materna, seja no 

período pré-concepção, gestacional ou mesmo durante a lactação, pode gerar 

carências nutricionais para o feto/embrião. Considerando-se que a capacidade 

materna em prover nutrientes e oxigênio é um fator crítico para a saúde e 

sobrevivência fetal, a incapacidade de suprir a quantidade adequada de nutrientes 

para satisfazer a demanda fetal pode levar a subnutrição precoce da progênie. O 

feto responde e se adapta à subnutrição, mas ao fazer isso altera, 

permanentemente, a estrutura e o funcionamento do organismo (Martin-Gronert & 

Ozanne, 2006).  
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Além disso, há evidências que os estes efeitos da programação fetal não se 

restringem a primeira geração (F1), mas podem atingir as gerações subsequentes 

(Drake, 2005).   

Muitos estudos, tanto em seres humanos quanto em animais, 

demonstraram que a má nutrição durante a gravidez pode ter consequências 

marcantes para a prole, associando o baixo peso ao nascer ao desenvolvimento 

de hipertensão, resistência a insulina, diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares 

na idade adulta (Taylor e Poston, 2007; Nijland et al, 2008; Symonds et al, 2009; 

Solomons, 2009; Nuyt e Alexander, 2009; Bouret, 2010).  

As maiores evidências acerca das influências fetais na programação de 

doenças na idade adulta surgiram a partir de trabalhos que empregaram métodos 

de restrição proteica gestacional em ratos. Variações no conteúdo de proteína 

nestas dietas foram planejadas para produzir restrição leve (12% de caseína), 

moderada (9%) e severa (6%) (Langley-Evans, 1996).  

Esses experimentos resultaram em alterações variáveis no peso dos 

recém-natos e no tamanho das placentas. Os animais submetidos à restrição 

desenvolveram hipertensão arterial, a partir da quarta semana de vida, a qual foi 

mantida até a idade adulta (Langley-Evans, 1994; 1995). 

 Em nosso laboratório estudamos os machos da prole de ratas submetidas à 

restrição protéica gestacional (6% de caseína) comparativamente àqueles cujas 

mães receberam dieta normoprotéica (17% de caseína). Os ratos programados 

apresentaram baixo peso ao nascer, redução no número de néfrons e elevação da 

pressão arterial a partir da 12ª semana de vida (Mesquita et al, 2010) 

1.1 Mecanismos envolvidos na gênese da programação fetal 

O mecanismo mais estudado envolve a superexposição fetal aos glicocorticóides 

maternos (Dodic et al, 2002, Seckl, 1997, 2001). Em situação fisiológica a 
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1.2 Corticosteróides e seus receptores neurais 

A glândula adrenal é a principal fonte de corticosteróides isto é: cortisol, 

corticosterona e aldosterona. Como todos os hormônios esteróides, estas 

moléculas pequenas (~300Da) são derivadas do colesterol e da pregnolona após 

uma série de conversões enzimáticas (Appelezweig, 1969). A síntese e secreção 

de cortisol (em humanos) e corticosterona (em roedores) é governada pelo 

hormônio adenocorticotrófico (ACTH), liberado pela hipófise anterior, e cuja 

síntese e liberação são controladas pelo fator liberador de corticotrofina (CRF) 

hipotalâmico (Whitnall, 1993). O controle da liberação de corticosteroide pelo 

córtex da adrenal é complementado pelo mecanismo de feedback negativo via 

receptores hipofisários, hipotalâmicos (Whitnall, 1993) e hipocampais (Jacobson e 

Sapolsky, 1991; Knigge e Hays, 1963). 

Os corticosteróides acessam facilmente o cérebro (McEwen et al, 1986).  

Sua ação é  mediada por receptores mineralo (MR) e glicocorticóides (GR). Estes 

receptores são membros da família de receptores nucleares de esteroides. 

Quando dissociados de seus ligantes podem ser encontrados tanto no citosol 

quanto no núcleo e, quando associados aos seus ligantes são transportados para 

o núcleo onde se associam a proteínas coativadoras e liga-se a elementos de 

resposta a hormônio (HRE) reprimindo ou ativando promotores da transcrição 

gênica (Galigniana et al, 2010). A afinidade do GR por cortisol e corticosterona é 

aproximadamente um décimo da afinidade de MR para estes esteroides. Dessa 

forma, os MR são predominantemente ocupados em períodos de baixa 

concentração de corticosteroides, enquanto os GR só são ocupados quando 

ocorre aumento na concentração deste hormônio (durante estresse ou condições 

patológicas) (de Kloet, 1999; Joels e de Kloet, 1994; Joels et al, 1995; Reul e de 

Kloet , 1985). 

Embora os GRs estejam presentes em diversas estruturas neurais existem, 

em maior concentração no hipocampo, no hipotálamo e no tronco cerebral (Ahima 
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e Harlan, 1991; Cintra et al, 1994; Fuxe et al, 1985). Já os MRs ocorrem somente 

no hipocampo e em outras estruturas límbicas como amígdala medial, núcleos 

olfatórios e alguns núcleos hipotalâmicos (Ahima et al, 1991; Van Eekelen, 1988).  

1.3 Programação fetal e eixo hipocampo-hipotálamo-pituitária-adrenal (HHPA) 

Como os sistemas de neurotransmissores e glicocorticoides neurais 

interagem para modular tanto o comportamento quanto a atividade do eixo HHPA 

(McEwen, 1987) é possível que os efeitos do estresse pré-natal sejam mediados 

por alterações permanentes nestes sistemas (Welberg e Seckl,2001) 

A maioria dos estressores exercem seus efeitos no eixo HHPA, através da  

via do estresse endócrino primário (figura 2). O CRF é secretado a partir de uma 

sub-região do hipotálamo conhecida como núcleo paraventricular do hipotálamo 

(PVN) para estimular a produção de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). Após 

sua liberação pela hipófise anterior, o ACTH estimula a secreção de 

glicocorticóides pelas supra-renais - cortisol em humanos e corticosterona nos 

animais - para a corrente sangüínea. Assim, tem sido proposto que a exposição 

em excesso à glicocorticóides in útero age como programador fetal do eixo HHPA, 

alterando permanentemente a regulação da atividade basal deste eixo na prole. 

Essas mudanças podem ocorrer pela modulação na expressão de GR e MR, 

paralelamente a alterações em diversos neurotransmissores no cérebro.  

Não somente o estresse materno nutricional ou psicológico, mas também 

os tratamentos com glicocorticóides sintéticos podem expor o feto a concentração 

excessiva de glicocorticóides (Kapoor, 2008). A elevação na concentração de 

corticosteróides circulantes pode causar estímulo temporário dos MRs, cujo efeito 

é citoprotetor, já que a ativação destes receoptores antes da exposição à 

fármacos específicos para GRs (dexametosona) pode atenuar a apoptose 

induzida por este agonista (Almeida et al, 2000; Sousa, 1999). 
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Figura 2. Representação esquemática 

do eixo HHPA. Os sinais de estresse 

partem do hipotálamo para a hipófise 

e, em seguida, para às glândulas 

supra-renais. As glândulas supra-

renais que liberam o hormônio 

corticosterona (e adrenalina, não 

mostrada).Quando as células do 

hipocampo detectam cortisol, que se 

liga ao receptor GR e MR, geram um 

sinal para que o hipotálamo desligue o 

circuito de estresse (extraído de 

Schloesser et al, 2012). 

 

1.4  Formação hipocampal e programação fetal 

Em seres humanos, o período de maior vulnerabilidade do SNC ocorre desde o 

segundo trimestre de gestação até o segundo ano de vida (Dobbing & Sands, 

1971). Em roedores, esta fase compreende desde o nascimento até a terceira 

semana de vida, quando ocorre o desenvolvimento do hipocampo e cerebelo 

(Morgane et al., 1993). No entanto, entre os dias 17 a 22 do período embrionário, 

durante a ontogênese, já ocorre a formação e organização de neurônios 

hipocampais específicos (Bayer, 1980). Apenas 20% das células granulares 

hipocampais estão presentes no rato ao nascer e a neurogênese do GD (giro 

denteado) continua até o período adulto, porém com uma taxa cada vez menor ao 

longo do tempo (Altman & Das, 1965). 
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Figura 3.  Curvas de desenvolvimento do SNC em humanos e ratos (extraído de 

Morgane et al, 2002) 

Anatomicamente, o hipocampo de mamíferos é dividido em diferentes 

subcampos: CA1, CA2, CA3 e giro denteado (Scharfman, 2007). Funcionalmente, 

o hipocampo pode ser dividido em duas regiões diferentes: o hipocampo ventral e 

o dorsal. Enquanto a porção ventral está implicada primariamente ao 

processamento emocional, a dorsal está ligada principalmente à memória e ao 

aprendizado (Bannerman et al., 2004). 
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Figura 4. Divisão funcional do hipocampo (a) dorsal e (b) ventral (adaptado de Van 

den Hove et al, 2006) 

A formação hipocampal é um componente essencial do sistema límbico, 

exercendo papel crucial nos processos de aprendizagem e memória, e 

apresentando grande capacidade de plasticidade sináptica (Kim & Diamond, 

2002). 

Experimentos em roedores tem constituído a base para numerosas teorias 

sobre o processamento da memória no hipocampo devido a notável similaridade 

estrutural e funcional entre o hipocampo de humanos e roedores. (Nissinem et al,  

2000)  

Como já citado trata-se de uma região que é alvo preferencial da ação dos 

hormônios de estresse, e através da sua ação, esta área cerebral é parte 

integrante do mecanismo de retroalimentação negativa no eixo HHPA. (McEwen, 

1999) 

Tanto o estresse como a exposição aos glicocorticóides em uma fase inicial 

da vida, têm sido associados a danos na aprendizagem e na memória (Huot et al., 

2002), bem como à atrofia do hipocampo. A plasticidade dos circuitos do 

hipocampo, necessária para as suas funções na aprendizagem e na memória, 

pode aumentar a sua vulnerabilidade a várias agressões ambientais, incluindo o 

estresse (Aisa et al., 2006).  

Diversos estudos demonstram que perturbações ocorridas durante o 

desenvolvimento do SNC causam graves alterações neurais fisiológicas e 
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morfológicas (Huang et al., 2003; Hoffmann et al., 2004, Hermel et al, 2001; Feoli 

et al, 2006), além de alterações comportamentais (de Oliveira, 1985; Riul et al, 

1999) e atrasos em funções intelectuais e cognitivas (Barnes, 1976; Brozek, 1978, 

1983; Wainwright e Colombo, 2006). 

Alterações nutricionais durante o período pré-natal tiveram influencia sobre 

a neoneurogênese no hipocampo imaturo. Além disso, foram observados no 

hipocampo atrofia de corpos neuronais, remodelamento dendrítico, além de morte 

neuronal e gliose, especialmente nos dendritos apicais de CA3. Adicionalmente 

estes animais apresentaram elevação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e 

de corticosterona circulante (Kehoe et al, 2001).  

McEwen (1999) observou que animais expostos ao estresse crônico 

apresentaram remodelação de dendritos apicais de CA3, via mecanismos que 

envolvem a participação de esteróides adrenais juntamente com aminoácidos 

excitatórios, resultando em déficit cognitivo na aprendizagem de tarefas de 

memória espacial e de curto prazo. 

Além disso, diversos estudos demonstram que o hipercorticolismo 

(farmacológico ou induzido por estresse) induz atrofia dos dendritos das células 

piramidais de CA3 (Magarinos & McEwen, 1995; Woolley et al., 1990). Alterações 

neuríticas podem estar relacionadas a déficits no comportamento de 

aprendizagem e memória (Moser et al., 1994, Rusakov et al., 1997). 

Desta forma, a exposição fetal a glicocorticóides tem efeitos generalizados 

sobre a estrutura neuronal e formação de sinapses (Antonow-Schlorke et al, 2003) 

podendo alterar permanentemente não somente o hipocampo mas a estrutura do 

cérebro todo (Matthews, 2000). Macacos rhesus tratados com dexametasona no 

período pré-natal tiveram degeneração dos neurônios do hipocampo e redução do 

seu volume (Uno et al, 1990). Estudos posteriores em humanos e animais também 

demonstraram que a estrutura do hipocampo alterada pode estar associada a 
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desordens comportamentais e cognitivas (Sheline et al, 1996; Stein et al, 1997; 

Bremner et al, 1995). 

Tem sido sugerido que estes efeitos observados no hipocampo são 

dependentes da ação de GC e da expressão de seus receptores, o que 

desencadearia efeito em cascata alterando a produção de aminoácidos neuro-

moduladores que participam da mediação neural à jusante do remodelamento 

dendrítico (Radley et al., 2005). 

1.5 Atuação do sistema angiotensinérgico no eixo HHPA  

A angiotensina II é um neuropeptídeo com múltiplas ações no cérebro. Atua 

com grande afinidade via 2 tipos de receptores, o tipo 1 (AT1R) e o tipo 2 (AT2R) 

em humanos e AT1Ra, AT1Rb e AT2R em roedores. A maioria dos efeitos 

fisiológicos ocorre via AT1R, que são altamente distribuídos em todos os órgãos, 

incluindo fígado, adrenal, cérebro, pulmões, rins, coração e vasculatura. Composto 

de 359 aminoácidos, AT1R é um receptor transmembrana 7 passos, pertencente a 

família dos receptores acoplados a proteína G (Gasc et al, 1994, Chen et al, 

1997).  

Receptores AT1 estão localizados em partes do sistema límbico como 

amígdala, núcleo da estria terminal, cótex e hipocampo (Lenkei et al, 1997). 

Fatores como desidratação, hipertensão e estresse podem influenciar o número 

de receptores AT1 expressos em regiões particulares do cérebro (Barth 

&Gerstberger, 1999; Charron et al, 2002; Saavedra et al, 1986). 

Através da ativação simpática por beta-adrenérgicos, o estresse contribui 

para o aumento de formação de renina levando ao aumento de produção e 

liberação de angiotensina II na circulação sanguínea (Saavedra e Benicky, 2007). 

Altas concentrações de angiotensina II circulante, atuando através de receptores 

AT1 cerebrais contribuem para aumento na síntese e liberação de ACTH, 

corticosterona e catecolaminas (Armando et al., 2001; Leong et al., 2002; Jezova 
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et al., 2003). Além disso, o estresse no início do desenvolvimento aumenta a 

formação de angiotensina II na idade adulta (Edwards et al., 1999). 

A angiotensina II circulante contribui para estimulação das vias do estresse 

no cérebro, contribuindo para a superestimulação do eixo HHPA (Saavedra, 

1992). Receptores AT1 ativados nos neurônios parvocelulares levam ao aumento 

da produção e liberação de CRF, e superestimulação do eixo HHPA (Armando et 

al., 2007). 

1.6 Atuação do sistema serotoninérgico no eixo HHPA 

A serotonina é sintetizada a partir do aminoácido triptofano nos neurônios 

do núcleo da rafe mediana mesencefálica. Por suas características hidrofílicas a 

serotonina não é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica (BHE), sendo 

então sintetizada no SNC (Blundell, 1992).  

Um substancial corpo de evidências na literatura tem implicado o sistema 5-

HT (serotonina) na modulação do comportamento (Graeff et al, 1996; Handley et 

al 1993,1995; Lowry et al, 2005; 2008). Os receptores de 5-HT tem sido 

classificados em 7 famílias distintas (5-HT1-7) que medeiam ações excitatórias e 

inibitórias quando ativados por 5-HT.  

O sistema 5-HT é suscetível ao estresse e ao cortisol. O estresse agudo 

causa liberação de 5-HT pelas células do núcleo da rafe, mas estresse em longo 

prazo pode depletar estes estoques (Fontenot  et al., 2005). Esta depleção pode 

ser permanente: em macacos que foram estressados por 14 meses e mantidos 

em recuperação por mais 14 meses as concentrações de 5-HT no córtex pré-

frontal ventral nunca retornaram aos valores observados antes do estresse 

(Fontenot  et al., 2005). Além disso, o estresse pode afetar as células da rafe 

através dos receptores de glicocorticóides, os quais estão presentes em células 

serotonérgicas (Laaris et al., 1995)  além de alterar o tipo e a quantidade de 

proteínas produzidas por estas células.  
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O 5-HT tem papel proeminente no desenvolvimento normal do SNC 

(Whitaker-Azmitia, 2001). Diversos estudos tem evidenciado que o receptor 5-

HT1A é muito sensível ao ambiente pré-natal (Johns et al., 2002; Lauder et al., 

2000; Whitaker-Azmitia et al., 1987) e que o estresse  gestacional altera o sistema 

serotoninérgico no hipocampo da prole (Hayashi et al.,1998; Peters, 1990). 

Além disso, estudos demonstram que o 5-HT é necessário para manutenção do 

número de sinapses hipocampais (Matsukawa et al, 1997). Animais adultos que 

sofreram estresse prenatal demonstraram diminuição na densidade de sinapses 

hipocampais, um parâmetro modulado pelo 5-HT e outros neurotransmissores 

(Hayashi et al, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

46 

 

 



 

 

 

47 

 

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Tendo em vista a fundamentação apresentada acima o desenvolvimento do 

presente projeto se JUSTIFICA pela: 

 Desnutrição materno-infantil, com evidentes repercussões sobre a saúde de 

populações, e a merecida preocupação para o desenvolvimento de 

políticas de saúde publica que minimizem seus efeitos em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento; 

 Conhecida repercussão fetal da desnutrição materno-infantil em períodos 

críticos do desenvolvimento ontogênico, vinculada à manifestação 

programada de alterações no desenvolvimento morfológico e funcional de 

órgãos e sistemas; 

 Importância social de possíveis déficits na memória e aprendizado gerado 

pela programação fetal; 

 Programação fetal por restrição protéica alterando a função pós-natal do 

eixo HHPA podendo ocasionar, no adulto, exposição aumentada 

cronicamente a GC ou exacerbação na resposta ao estresse; 

 Evidência de que alterações nutricionais durante o período pré-natal levam 

a alterações na neurogênese, bem como na morfologia dendrítica 

hipocampal. 

 Já estabelecida função da estrutura hipocampal com  processos de 

memória e aprendizado. 

 Modulação, via corticosteróides, de alterações estruturais no hiopocampo. 

Assim, foram OBJETIVOS do presente projeto estudar, em ratos adultos 

submetidos in útero a restrição protéica comparativamente aos seus controles:  

1) Estrutura dendrítica de neurônios do hipocampo dorsal; 

2) A capacidade de aprendizado e memória; 

3) A Expressão e localização hipocampal de receptores corticosteroides (MR e 

GR), angiotensinérgicos (AT1R) e serotoninérgicos (5HT1A e 5HT2A). 
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3. MÉTODOS 

3.1 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar-Hannover machos e fêmeas provenientes do 

Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas, SP (CEMIB). Os 

experimentos foram na maioria realizada no laboratório de programação fetal na 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu. 

A análise dendrítica (item 3.5) foi realizada no Instituto de Ciências da Vida 

(ICVS) da Universidade do Minho (Braga, Portugal) em colaboração com a equipe 

do Professor Nuno Sousa. 

Todo o estudo foi aprovado pela comissão de ética em experimentação 

animal da Universidade Estadual Paulista (CEEA) protocolo 29/08-CEEA. 

Os animais foram mantidos no biotério com temperatura e umidade 

controlada e sistema de luz 12h/12h, permanecendo com água e ração padrão 

para roedores ad libitun até completarem onze semanas, quando se iniciou o 

período de acasalamento. Os mesmos foram acasalados em sistema de harem (2 

ou 3 fêmeas para cada macho) por 12 horas em ambiente escuro, e depois 

separados. A presença de espermatozóide no lavado vaginal foi utilizada como 

indicativo de prenhez.  

3.2 Composição dos grupos 

Após a confirmação da prenhez as fêmeas foram divididas em dois grupos 

que receberam 30 gramas/dia das seguintes rações: normoproteica (NP – Normal 

protein), contendo 17% de caseína (n=9) e hipoproteica (LP – Low protein) 

contendo 6% e caseína (n=9). As fêmeas foram alocadas em caixas individuais. 

As dietas foram produzidas pela Pragsoluções Biociências sendo compostas pelos 

seguintes itens: 
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Quadro 1: Itens correspondentes para 1Kg da dieta 

Durante toda prenhez foi verificado o peso dos animais bem como o 

consumo de ração diário para acompanhar a evolução de peso e a quantidade de 

ração consumida.  

Ao nascimento as dietas foram retiradas e retornou-se a dieta padrão para 

roedores e água ad libitun. Neste momento também foi mensurada a distância 

ano-genital e a pesagem dos filhotes. A prole composta por mais de oito animais 

foi reduzida imediatamente. Quando os animais atingiram vinte e três dias 

realizou-se o desmame, onde se retirava a mãe e as fêmeas, e os machos da 

prole foram realocados para continuidade do estudo. 

INGREDIENTES NORMAL PROTEIN 

17% 

LOW PROEIN 6% 

Amido de milho 410,10 484,80 

Caseína 188,90 66,70 

Amido dextrinizado 130,50 159,00 

Sacarose 100,00 121,00 

Óleo de soja 70,00 70,00 

Celulose microcristalina 50,00 50,00 

Mix mineral AIN 93 35,00 35,00 

Mix vit AIN 93 10,00 10,00 

L cistina 3,0 3,0 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 

BHT 0,014 0,014 
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Todos os animais utilizados para o acasalamento bem como as fêmeas da 

prole foram sacrificados em câmara de CO2. 

3.3 Estudo Comportamental no labirinto aquático de Morris 

Descrito á 20 anos, o Morris water maze (MWM), é o teste  mais utilizado 

para verificar a aprendizagem espacial e a memória em roedores (Morris, 1981). 

Este teste foi originalmente utilizado para investigar, anatomicamente, estruturas 

cerebrais importantes para a aprendizagem espacial e memória em ratos (Morris  

et al., 1982). O teste consiste em o animal nadar para encontrar uma plataforma 

escondida, utilizando marcas visuais do ambiente, considerando que roedores são 

altamente motivados para escapar do ambiente aquático, pelo caminho mais 

rápido e curto (Wenk, 1998) 

Ao completarem 15 semanas os animais foram submetidos ao teste 

comportamental. Para a realização do teste, usamos um animal de cada prole de 

forma aleatória (NP, n=9 e LP, n=9) os quais foram realocados até a sala de 

testes, onde permaneceram por no mínimo uma hora antesdo teste para 

ambientação com o local. Após este período iniciava-se então o teste. Todos os 

testes foram realizados sempre no período matutino. 

O teste foi realizado em um tanque circular preto (170 cm de diâmetro) 

cheio de água com profundidade de 31cm a 22°C. Dentro do tanque havia uma 

plataforma transparente submersa (1cm). O tanque foi dividido através de linhas 

imaginárias em quatro quadrantes (1,2,3,4), com quatro pontos de largada (figura 

5). A plataforma de escape foi colocada em um dos quadrantes a uma certa 

distância entre o centro e a parede do tanque.  
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Figura 5. Divisão do tanque em linhas imaginárias 

Os animais foram colocados no tanque, com a face voltada para a parede, 

em um dos quatro quadrantes (1,2,3,4). Em cada quadrante havia uma pista visual 

na parede para possibilitar a localização espacial (figura 5). O tempo gasto pelo 

animal para encontrar a plataforma (latência) foi cronometrado, e ao final de 120 

segundos caso o animal não encontrasse a plataforma, este foi então conduzido 

pela água até a mesma, permitindo que ali ficasse por 30 segundos para sua 

localização. Além disso, foi verificada também a distância percorrida por estes 

animais, considerando o número de quadrantes em que o animal percorria até 

encontrar a plataforma. A cada dia de teste foram realizadas quatro largadas, uma 

em cada ponto. Ao final das quatro largadas o animal foi enxugado com uma 

toalha e recolocado em sua caixa. O teste avaliou dois tipos de memória: 

Memória de Trabalho: Foi descrita por Kesner (2000) como um teste para 

avaliar a função do cortex pré-frontal. Esta etapa compreende quatro dias (1-4), 

nos quais foi mudada a posição da plataforma sendo que, durante os quatro dias, 

a plataforma passou por todos  os quadrantes conforme o quadro abaixo:  

4 

1 
3 

2 
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Quadro 2: Protocolo do teste de memória de trabalho 

Memória de Referência: Avalia a função do hipocampo, e compreende 

quatro dias de teste (4-6 extra). Nesta etapa a plataforma ficou sempre no mesmo 

quadrante durante todos os dias sendo que, em cada largada, o animal partiu de 

quadrantes diferenteS. 

 

 

 

Quadro 3: Protocolo do teste de Memória de Referência 

3.4 Coloração de Golgi-cox 

Na 16ª 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 

solução salina 0,9% e os cérebros coletados, pesados e processados de acordo 

com o protocolo descrito por GIBB & KOLB (1998).  

 Os cérebros foram removidos e imersos em solução de Golgi-Cox (1:1 de 

dicromato de potássio 5% e cloreto de mercúrio 5% diluído 4:10 com cromato de 

Dia Plataforma 
Ordem de exposição do 

animal 

1 1 2,4,1,3 

2 2 1,2,4,3 

3 3 3,4,2,1 

4 4 3,1,2,4 

Dia Plataforma 
Ordem de exposição do 

animal 

4 4 3,1,2,4 

5 4 2,4,3,1 

6 4 4,2,1,3 

6 extra 4 1,3,4,2 
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2002). Para avaliar as diferenças na organização dendrítica, uma versão em 3D 

da análise de Sholl (Sholl, 1956; Uylings & Van Pelt, 2002) foi realizada. Para isso, 

contamos o número de intersecções dos dendritos com esferas concêntricas 

posicionados em intervalos radiais de 20 μm e, além disso, foi medido o 

comprimento da árvore dendrítica localizada entre duas esferas consecutivas. 

3.6 Western Blotting 

Ao completarem 16 semanas os animais (NP, n=5 e LP n=5) foram 

sacrificados por decapitação os encéfalos dissecados e pesados. Os hipocampos 

foram imediatamente removidos sendo processados na sua totalidade e/ou 

dividido em hipocampo dorsal e ventral (o hipocampo foi dividido em três partes e 

coletado o terço superior como dorsal e o terço inferior como ventral), pesados e 

homogenizados separadamente em tampão de extração contendo trisma base 

100 mM, EDTA 10 mM, pirofosfato de sódio 10 mM, fluoreto de sódio 100 mM, 

ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM (diluído em álcool etílico), triton X-100 

1% e 0,1 mg/mL de aprotinina. Após centrifugação o sobrenadante foi coletado, a 

solução obtida foi conservada em freezer a -80°C.  

3.6.1 Quantificação de proteínas 

As proteínas 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 µg de proteína foi aplicada em gel SDS-PAGE  o qual foi 

colocado em aparelho de eletroforese Bio-Rad (Mini-Protean, Bio-Rad). A 

eletroforese das proteínas no gel foi feita a 120 V. Depois da separação 

eletroforética as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e 

incubadas com anticorpo primário a 4°C durante a noite. Os anticorpos utilizados 

foram AT1 rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluição de 1:1000, GR rabbit 

polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluição de 1:500, MR rabbit polyclonal IgG 

(Santa Cruz) com diluição de 1:500,  5HT1A goat poyclonal IgG (abcam) com 
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diluição de 1:300 e 5HT2A rabbit polyclonal IgG (abcam) com diluição de 1:1000. 

Posteriormente, as membranas foram lavadas com solução basal e incubadas 

com anticorpo secundário específico por 2 horas em temperatura ambiente. 

As bandas imunoreativas foram detectadas utilizando-se solução 

reveladora. As imagens obtidas foram escaneadas e a intensidade das bandas 

quantificadas por densidade ótica (UNSACANIT). Os valores da densidade obtidos 

foram utilizados para análise estatística.  

3.7 Imunoistoquímica 

Os animais (NP, n=5 e LP, n=5) foram anestesiados com ketamina 

(75mg/kg) e xilasina (10mg/kg) intraperitonial e o nível de anestesia controlado 

pelo monitoramento do reflexo corneal. A perfusão foi realizada com o auxílio de 

uma bomba de perfusão mantendo-se a pressão média de 120 mmHg, sendo 

cada animal perfundido 15 minutos com solução salina heparinizada a 5% em 

temperatura ambiente e 20 minutos com solução de paraformaldeído a 4%em 

tampão fosfato 0,1M pH 7,4.  

Após perfusão, os encéfalos foram fixados por imersão na mesma solução 

por 2 horas. Após a fixação, o material foi lavado e colocado em solução de 

sacarose 30% por 24 horas. Os cérebros foram então cortados em criostato 

btendo-se cortes com 45 µm de espessura que ficaram submersos em PBS por 

não mais que 24hs. Todo o processo de imunoistoquimica foi realizado com os 

cortes em suspensão e em agitação. Primeiramente realizaram-se lavagens com 

PBS, seguido pela inibição da peroxidase endógena e bloqueio com solução 

bloqueadora (leite em pó desnatado 5% em PBS). Os cortes foram, então, 

incubados com os seguintes anticorpos primários AT1 rabbit polyclonal IgG (Santa 

Cruz) com diluição de 1:5000, GR rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluição 

de 1:1000, MCR rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluição de 1:1000, 

5HT1A goat polyclonal IgG (abcam) com diluição de 1:1000 e 5HT2A rabbit 

polyclonal IgG (abcam) com diluição de 1:500 . Os anticorpos foram diluídos em 
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BSA 1% e os cortes permaneceram incubados nesta solução overnight, sob 

refrigeração e agitação. Os cortes foram então lavados com PBS (4 vezes com 

intervalos de 5 minutos) e expostos ao  anticorpo secundário específico, 

conjugado com peroxidase, durante 2 horas à temperatura ambiente. Após 

lavagens sucessivas com PBS, a revelação foi feita com DAB, os cortes montados 

em lâminas gelatinizadas, contra-corados com hematoxilina e, após secarem, foi 

realizada desidratação e montagem com lamínula.  

A análise das lâminas foi realizada em microscópio óptico e 

fotodocumentados com auxilio de câmera CCD-IRIS (Sony). 

3.8 Análise Estatística 

Os dados do peso ao nascer, distância ano-genital, peso do cérebro e 

hipocampo, análise dendrítica e western blotting foram submetidos ao teste t 

student. Para as análises comportamentais foi utilizado ANOVA two-way-

Repeated measures. Os resultados foram expressos como média ± Desvio Padrão 

e considerado significativo quando p<0,05. 
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Figura 17. Expressão de GR no hipocampo dorsal (A) e ventral (B) (Valores 

normalizados com actina). 

 

Pela análise imunoistoquimica verificamos que no hipocampo dorsal a 

redução da imunorreatividade de GR é evidente nas três regiões estudadas, já no 

hipocampo ventral parece não haver diferenças evidentes (figura 18). 
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Figura 18.  Imunolocalização de GR no hipocampo dorsal e ventral 

 

Quanto aos receptores MR, não obtivemos resultados satisfatórios pela 

técnica de Western botting em hipocampo dorsal e ventral. Entretanto, a análise 

por Western blotting de hipocampo total não revelou diferença significativa na 

expressão deste receptor (NP, 100.0 ± 30.48 n=3 vs LP,  98.41 ± 23.32 n=3 p= 

0,9), (figura 19). 
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Figura 19. Expressão de MR no hipocampo total 

 

A imunoistoquimica revelou que tanto no hipocampo dorsal quanto no 

ventral ocorreu redução na imunorreatividade em CA1 e aumento em CA3, já no 

giro denteado não foi observado alteração (figura 20). 
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Figura 20. Imunolocalização de MR no hipocampo dorsal e ventral 
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Em relação aos receptores AT1 no hipocampo total observamos redução 

significativa de 91% em animais do grupo LP (NP, 100.0 ± 18.26 n=3 vs LP, 9.790 

± 4.375 n=3 p=0.003), (figura 21) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Expressão de AT1 no hipocampo total 

 

No entanto, na análise do hipocampo separado em dorsal e ventral, o 

receptor AT1 apresentou expressão diminuída, embora não estatisticamente 

significativa, no hipocampo dorsal em 35% (NP, 100.0 ± 33.34 n=3 vs LP, 65.37 ± 

20.47 n=4), (figura 22 A) e de 50% no hipocampo ventral (NP, 100.0 ± 52.56 n=4 

vs LP, 50.08 ± 30.63 n=5), (figura 22 B). A figura 23 mostra que pela 

imunolocalização os receptores AT1 estão diminuídos em todas as subregiões 

hipocampais. 
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Figura 22. Expressão de AT1 no hipocampo dorsal (A) e ventral (B) (Valores 

normalizados com actina) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23.  Imunolocalização de AT1 no hipocampo dorsal e ventral. 

 



 

 

 

75 

 

Houve, embora sem significância estatística, diminuição de 40% na 

expressão de 5HT1A no hipocampo dorsal (NP, 100.0 ± 9.679 n=3 vs LP, 60.25 ± 

29.24 n=3 p= 0,2), (figura 24 A) e no ventral  de 20% (NP, 100.0 ± 21.43 n=3 vs 

LP, 80.90 ± 28.95 n=3 p=0,6), (figura 24 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Expressão de 5HT1A no hipocampo dorsal (A) e ventral (B) (Valores 

normalizados com actina) 

 

A análise imunoistoquimica também revelou redução de 5HT1A nos animais 

do grupo LP, tanto no hipocampo dorsal como no ventral nas três subregiões 

(figura 25). 
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Figura 25.  Imunolocalização de 5HT1A no hipocampo dorsal e ventral. 

 

Os resultados obtidos por western blotting para o receptor 5HT2A não foram 

satisfatórios, sendo necessária realizar repetições. Já a análise imunoistoquimica 

demonstrou aumento na imunorreatividade deste receptor tanto no hipocampo 

dorsal quanto no ventral em todas as subregiões, exceto na CA3 do hipocampo 

ventral (figura 26). 
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Figura 26. Imunolocalização de 5HT2A no hipocampo dorsal e ventral. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em países desenvolvidos e em desenvolvimento a desnutrição materno-

infantil tem repercussões evidentes sobre a saúde de populações. O déficit de 

nutrientes em diferentes graus e períodos da vida pré-natal, ou mesmo no período 

pós-natal, prejudica consideravelmente o desenvolvimento e a maturação de 

órgãos chave (Tonkiss et al, 1988). A organogênese em diferentes espécies é 

controlada por diversos fatores que podem alterar o desenvolvimento dos órgãos e 

sistemas gerando consequências na saúde do indivíduo adulto. Assim, as 

alterações impostas pelo ambiente durante a ontogênese podem ter efeitos, 

deletérios ou adaptativos, permanentes que em situações específicas aumentam o 

risco de doenças na idade adulta (Barker, 2005; Gluckman, 2006). 

O desenvolvimento do sistema nervoso em mamíferos é dependente de 

fatores internos e externos ao próprio sistema. No entanto os fatores externos têm 

recebido cada vez mais atenção, devido a sua grande influência na 

neuroplasticidade. Assim, a deficiência de nutrientes durante a gestação pode 

resultar em anormalidades estruturais no sistema nervoso central bem como em 

déficits cognitivos na prole (Reyes-Castro et al., 2010, Diaz-Cintra et al., 1991). 

A formação hipocampal tem sido alvo de diversos estudos devido a sua 

importância na plasticidade neural e na regulação de processos cognitivos. Dessa 

forma, este estudo buscou avaliar os efeitos da restrição proteica gestacional 

sobre a estrutura hipocampal, as funções de memória e aprendizado bem como a 

expressão e localização de receptores esteróides, angiotensinérgico e 

serotoninérgicos em ratos machos adultos.  

Os resultados do presente estudo confirmaram a significativa redução do 

peso ao nascer dos animais do grupo LP, já descrito pelo nosso grupo neste 

modelo de restrição proteica gestacional (Mesquita et al, 2010). Além disso, nós 

também observamos aumento na distância ano-genital nos machos da prole que 

sofreu restrição proteica gestacional. Zambrano et al (2005) observou aumento da 
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distância ano-genital na prole de fêmeas que sofreram restrição proteica 

gestacional. No entanto, essas fêmeas com 19 dias de gestação apresentaram 

aumento na concentração plasmática de progesterona, corticosterona, estradiol e 

testosterona. A exposição à esteroides maternos pode aumentar a distância ano-

genital (Hotchkiss et al., 2007). Além disso, os efeitos destes esteroides no 

desenvolvimento fetal podem influenciar parâmetros comportamentais da prole 

(Puts et al., 2008). 

Sabe-se que o sistema límbico, particularmente o hipocampo e o córtex pré-

frontal exercem papel central na cognição (Squire and Zola, 1996). Para avaliar as 

funções de aprendizado e memória espacial de referência hipocampo-dependente 

realizamos o teste do labirinto aquático de Morris. Este teste foi adaptado para 

verificar também a memória de trabalho por usar o mesmo modelo experimental e 

por recrutar as mesmas habilidades para a execução do teste (Kesner, 2000). 

Tanto o hipocampo quanto o córtex pré-frontal estão envolvidos no processamento 

da memória espacial (Lee and Kesner, 2003). A aquisição da memória de 

referência requer estrutura e funções hipocampais para formar associações 

espaciais que permanecem constantes, enquanto que a memória de trabalho pode 

ser descrita como um sistema de capacidade limitada que permite processar e 

armazenar informações temporariamente (Goldman-Rakic, 1995) pelo PFC. Não 

foram encontradas diferenças significativas entre os grupos LP e NP, em qualquer 

um dos parâmetros analisados, sugerindo que tais funções do hipocampo não 

foram alteradas com a restrição de proteína gestacional. Em um modelo similar de 

restrição protéica gestacional Tonkiss et al., (1994; 1997), também não 

encontraram alterações na memória e aprendizado espacial, nem tampouco na 

memória de trabalho (Tonkiss e Galler, 1990). Entretanto não podemos descartar 

a hipótese de que, em outros tipos de testes comportamentais, possamos 

encontrar alterações nestes parâmetros. 

No entanto, através da aplicação da análise tridimensional por coloração de 

Golgi-Cox no hipocampo dorsal, região que está relacionada ao aprendizado e à 

memória, demonstramos que a restrição proteica gestacional leva a diminuição em 
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cerca de  27% no comprimento total dendrítico basal e no número de intersecções 

dos dendritos apicais, em um raio entre 50-120 µm do pericário,  de neurônios 

piramidais de CA3. A citoarquitetura dendrítica dos neurônios do giro denteado e 

de CA1 manteve-se inalterada.  

Estudos demonstram que a exposição gestacional ao estresse (Weinstock 

et al., 1992), ou a administração de hormônios do estresse (Fameli et al, 1994), 

durante a gestação levam ao aumento na concentração plasmática de 

corticosterona na prole. Além disso, diversos estudos vêm demonstrando que o 

estresse pré-natal está associado às alterações do eixo HHPA da prole (para 

revisão ver Charil et al, 2010). 

Wellman (2001) verificou que a injeção de corticosterona em ratos adultos, 

diariamente durante 3 semanas, provocou reorganização da arborização 

dendrítica e redução no comprimento dos dendritos distais de neurônios do córtex 

pré-frontal.  

Embora a grande maioria dos resultados destes estudos tenha sido obtida 

em animais estes podem ser extrapolados para humanos. Não existe 

sincronicidade no desenvolvimento das diferentes estruturas neurais sendo que 

cada uma tem seu padrão e tempo específicos de desenvolvimento durante os 

períodos pré e pós-natais. Estes processos envolvem “janelas” diferentes e 

parcialmente sobrepostas de vulnerabilidade ao estresse. Assim é difícil 

determinar o período de maior suscetibilidade á estressores durante a gestação, já 

que a maioria dos estudos com animais sobre efeitos do estresse gestacional no 

desenvolvimento do cérebro envolve roedores e o estresse de fêmeas prenhas 

durante a última semana gestacional, que é um período de desenvolvimento ativo 

de várias regiões do cérebro de roedores. Além disso, estudos em macacos 

Rhesus feitos por Col e colaboradores (2003) sugerem que o estresse gestacional 

pode ter efeitos neurais similares aos obtidos em roedores. Assim, Estes 

resultados sugerem que se a proliferação é afetada e os eventos subseqüentes 

como migração podem ser afetados. Finalmente, a diferenciação celular também 

pode ser afetada (Rice e Barone, 2000). 
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O estresse gestacional afeta diversas regiões neurais incluindo hipocampo, 

amígdala, corpo caloso, neocortéx, cerebelo e hipotálamo e freqüentemente 

resulta em redução no volume dos tecidos que compõem estas estruturas. 

Quanto à formação hipocampal, a literatura tem mostrado que tanto o 

estresse crônico quanto o tratamento farmacológico com corticosteroides (ex. 

dexametasona) induzem a atrofia de dendritos dos neurônios piramidais de CA3 

(Fuchs et al, 1995; Magarinos e McEwen, 1995; Woolley et al, 1990). Mais 

especificamente, as alterações estruturais na região CA3 do hipocampo dorsal 

têm sido relatadas como consequência neural de estresse crônico (Watanabe et 

al, 1992b;. Magariños et al 1996; McEwen e Magariños, 1997; Lambert et al, 1998; 

Vyas et al, 2002; Christian et al, 2011). No entanto, existem poucos estudos 

demonstrando alterações em dendritos basais de CA3. Por outro lado, diversos 

estudos têm relatado que quando estas condições são impostas no início da vida 

pós-natal, ocorre diminuição no comprimento e nos pontos de ramificação dos 

neurônios apicais de CA1 e CA3 (Sousa et al, 2000; Watanabe et al, 1992). Estes 

efeitos podem ser suprimidos por inibidores químicos (Magarinos e McEwen, 

1995a,b; Woolley et al., 1990) sugerindo que os hormônios do eixo HHPA podem 

modular a morfologia dendrítica no hipocampo (Sousa et al., 2000). 

Os esteróides adrenais parecem ser fator crucial na remodelação estrutural 

do hipocampo (McEwen, 1999). Os receptores de mineralocorticóides 

hipocampais medeiam a neurogênese do hipocampo enquanto que os receptores 

de glicocorticoides estão envolvidos na supressão da sua morfologia (Fujioka et 

al., 2006). O estresse induz a retração dendrítica de CA3, no entanto estes efeitos 

podem ser prevenidos bloqueando a síntese de esteroides (Magariños e McEwen, 

1995). Em nosso modelo observamos aumento significativo, de cerca de 132%, na 

concentração sérica de corticosterona em ratos com 16 semanas de idade que 

sofreram restrição proteica gestacional (Torres et al., 2012) e este pode ser um 

fator crucial envolvido na remodelação estrutural do hipocampo, como observado 

neste estudo. No entanto, nosso estudo não é capaz de responder se atrofia 

dendrítica de CA3 está relacionada com subdesenvolvimento in utero ou é 
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resultante de uma adaptação pós-natal para a fisiologia programada na vida 

adulta. Estudos posteriores devem ser realizados para avaliar a ação da 

corticosterona sobre a formação hipocampal em diferentes fases do 

desenvolvimento. 

Não somente a morfologia, mas também a neuroquímica pode ser afetada 

por fatores pré-natais. A maioria dos estudos que investiga a expressão de 

proteínas hipocampais considera resultados obtidos em hipocampo total. Aqui nós 

verificamos grande variação entre os resultados obtidos em hipocampo total e em 

amostras isoladas de hipocampo dorsal e ventral. Além disso, mesmo separando 

as regiões dorsal e ventral, a análise por imunobloting não permite diferenciar a 

expressão em CA1, CA3 e giro denteado separadamente e a imunohistoquímica 

nos revelou padrões distintos de alterações nestas regiões. 

Como já citado os corticosteróides desempenham papel central na gênese 

das alterações neurais quer seja por estresse psicológico ou nutricional ou por 

administração de DEX durante a gestação. Nossos resultados demonstraram 

padrões de alteração específicos na expressão de GR no hipocampo dorsal e 

ventral dos animais LP. Na porção dorsal observamos redução de cerca de 45% 

na expressão destes receptores e na ventral a redução foi de 61%. Como a 

porção ventral está implicada primariamente no processamento das emoções 

(Bannerman et al., 2004) esta redução pode ter implicações importantes no 

comportamento de ansiedade e depressão nos animais adultos que sofreram 

restrição proteica gestacional. Além disso, os GR hipocampais participam do 

feedback negativo na resposta ao estresse (McEwen, 1999) e esta redução pode 

estar relacionada a atividade aumentada do eixo HHPA, com aumento no tempo 

de resposta ao estresse, em animais programados (Jankord e Herman, 2008). 

Em ratos, existem evidências de que a função pós-natal do eixo HHPA 

pode ser alterada por eventos pré-natais. Tais alterações podem ocasionar, no 

adulto, exposição cronicamente aumentada a glicocorticóides bem como resposta 

exacerbada a estímulos estressantes. Essas alterações são geralmente atribuídas 

a modificações na capacidade de retroalimentação hipotálamo-hipofisária de 
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esteróides, decorrente de um downregulation de receptores condicionado por 

alterações na expressão de genes reguladores para receptores de glicocorticóides 

(para revisão ver Welberg e Seckl, 2001).  

  Alterações na expressão destes receptores podem levar, em longo prazo, 

à disfunção na regulação da concentração plasmática de ACTH e de 

glicocorticóides. Em fetos de porcos, foi determinada a presença de RNAm para 

GR por todo o cérebro, sendo a maior concentração encontrada nos núcleos 

paraventriculares (PVN) hipotalâmicos. Já o RNAm para MR está presente 

exclusivamente no sistema límbico (hipocampo, amígdala, e giro dentado) 

ocorrendo maior concentração no hipocampo (Lingas, et al., 1999). Estes autores 

demonstraram, em porcos, que a restrição nutricional materna altera a expressão 

destes receptores em períodos gestacionais relacionados ao maior 

desenvolvimento neural. Já em ratos, do 5º ao 8º dia de vida ocorre extensa 

maturação neuroendócrina com rápida expressão de MR e GR (Dobbing e Sands, 

1979). 

  Como os sistemas de neurotransmissores e os glicocorticóides 

neurais interagem para modular tanto o comportamento quanto a atividade do eixo 

HHPA (Mcewen, 1987) é possível que os efeitos do estresse pré-natal, psicológico 

ou nutricional, sejam mediados por alterações permanentes nestes sistemas 

(Welberg e Seckl, 2001). 

Alterações na regulação do eixo HHPA são componentes consistentes em 

vários tipos de transtornos afetivos, como depressão, transtornos de pânico e 

transtorno obsessivo-compulsivo (Green et al., 2011). 

Com relação aos MR a expressão hipocampal em ratos do grupo LP foi 

menor em CA1 e maior em CA3 quando comparada àquela verificada nos animais 

LP, tanto na porção dorsal quanto na ventral.   

As concentrações de cortisol ou corticosterona circulantes são, 

respectivamente, 100x e 1000x maior que a concentração de mineralocorticóides 

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 
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GR para aldosterona é de aproximadamente 1/10 daquela observada para cortisol 

e corticosterona. A maioria dos MR, incluindo os do SNC, são pelo menos 

parcialmente ocupados por glicocorticóides quando estes se encontram em 

concentração plasmática normal, enquanto os GR são ocupados pelo cortisol ou 

corticosterona durante o estresse ou durante os picos de concentração 

relacionadas ao ciclo circadiano desses hormônios (Gomez-Sanchez, 2011). 

Como em nosso modelo existe elevação crônica dos níveis de 

corticosteroide, este estaria ligado, preferencialmente, aos MR que se apresentam 

mais expressos no CA3 dorsal e ventral dos animais LP paralelamente à redução 

de GR. 

Não somente os receptores esteróides podem estar envolvidos nas 

alterações neuroquímicas provocadas pela programação fetal. Desde 1986 

(Barker e Osmond) quando o conceito da origem desenvolvimentista da saúde e 

da doença (DOHaD) durante a vida fetal foi estabelecido, o desenvolvimento do 

sistema renina angiotensina (RAS) tem atraído a atenção dos pesquisadores. 

Diversos estudos sobre a participação deste sistema na programação fetal têm 

sido feitos (Fitzsimons, 1998; Paol et al, 2006). Progressos recentes tem 

demonstrado a importância do RAS, tanto no desenvolvimento fetal quanto no 

pós-natal, em modelos de programação fetal.  

A participação do RAS no estresse tem sido demonstrada em vários 

estudos sobre a localização dos receptores de angiotensina II e pela elevação na 

expressão de angiotensina II no SNC. Estas evidências são claramente 

estabelecidas com a demonstração de que a inibição de angiotensina II atenua 

não somente a resposta hormonal e simpatoadrenal ao estresse, mas também a 

atividade de centros corticais superiores reduzindo a ansiedade em roedores (para 

revisão ver Saavedra et al,  2011).  

Sabendo que o bloqueio do receptor AT1 afeta significativamente a 

concentração de CRF e que este está envolvido no controle regulatório cognitivo e 

comportamental nós avaliamos a expressão dos AT1R no hipocampo de animais 
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do nosso modelo. Nossos resultados demonstraram significativo decréscimo 

(~90%) na expressão de receptores AT1 hipocampais. 

Usando o teste comportamental do labirinto em cruz elevado nós 

demonstramos, recentemente, significativo decréscimo no tempo de permanência 

dos animais do grupo LP nos braços abertos indicando aumento da ansiedade em 

animais de 16 semanas de vida (Torres et al 2012). O núcleo da estria terminal 

(BNST) medeia resposta ao estresse estando envolvido no comportamento 

afetivo, de medo e de ansiedade. É uma região de modulação de sinais 

provenientes de áreas corticais e límbicas sensíveis ao estresse, com conexões 

para o eixo HHPA e tronco cerebral. Assim, nós investigamos a expressão de 

receptores MR, GR, AT1 e 5HT1A nesta região e verificamos que ocorre redução 

na expressão de MR e 5HT1A associada a elevação na expressão de GR, MR e 

AT1, aumentando as vias ansiogênicas  e reduzindo as vias ansiolíticas, em LP, 

além de atrofia de neurônios do BNST (Torres et al, 2012).  

Assim, podemos supor que a reduzida expressão de AT1 no hipocampo 

tenha efeito protetor à ativação exacerbada de vias ansiogênicas (no BNST e no 

hipocampo) e à resposta exacerbada ao estresse.   

 Os receptores 5HT1A e 5HT2A estão implicados na modulação do 

comportamento de ansiedade e desordens de humor (Van den Hove et al, 

2006)demonstraram que ratos submetidos ao estresse pré-natal apresentam 

redução de 5HT1A no hipocampo ventral podendo ter conseqüências importantes 

no comportamento de ansiedade e depressão no adulto. Tanto o estresse 

gestacional quanto a exposição pré-natal à dexametasona (DEX), principalmente 

no último terço da gestação, altera permanentemente o desenvolvimento do 

sistema monoaminérgico. O sistema 5-HT é particularmente sensível a 

dexametasona e esta decresce tanto a concentração quanto a retroalimentação do 

5-HT cerebral e também a densidade de recaptação de 5-HT nos locais de 

sinapses. Nossos resultados demonstram que em ratos LP ocorreu redução de 

cerca de 35% dos receptores 5-HT1A no hipocampo dorsal e 20% no ventral. 

Paralelamente, encontramos aumento na expressão de 5HT2A no hipocampo de 
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animais do grupo LP. Existe uma associação direta entre a atividade e resposta do 

eixo HHPA e os receptores 5HT1A hipocampais que são inibidos tonicamente pela 

corticosterona (Chalmers et al., 1994) cuja concentração basal é aumentada em 

nosso modelo. Além disso, a ativação dos receptores 5HT1A medeia a resposta 

inibitória, frente ao 5-HT levando à resposta ansiolítica, isto é, reduzindo o 

comportamento de ansiedade (Levita et al, 2004) e, contrariamente, o receptor 

5HT2A medeia a resposta excitatória, isto é, ansiogênica ( para revisão ver 

Hammack et al 2009). Assim, estes resultados reforçam o aumento dos 

mediadores do comportamento de ansiedade. Vyas et al (2002) sugerem que o 

estresse crônico pode levar à alterações na função do eixo HHPA pela perda 

gradual do controle inibitório hipocampal e ganho no controle excitatório exercido 

pela amígdala. 

O presente estudo revelou clara dissociação entre a resposta do teste 

comportamental no labirinto aquático de Morris e alterações na morfologia e 

neuroquímica de neurônios hipocampais, como consequência da programação 

fetal. Assim o significado funcional destas alterações em termos de impacto 

absoluto sobre o hipocampo permanece uma incógnita.  

Recentemente Koubeissi et al. (2011) demonstraram que a transecção 

bilateral da camada CA3 do hipocampo dorsal não afetou o desempenho no 

labirinto aquático de Morris em ratos. Nós também não encontramos diferenças 

significativas no desempenho dos animais neste teste, a despeito de redução no 

comprimento e na arborização dendrítica e diferenças na expressão de receptores 

nesta camada de células piramidais. Vários autores têm sugerido que a atrofia 

observada em dendritos de neurônios do hipocampo pode ser uma resposta 

compensatória para proteger o hipocampo de danos adicionais (Ohl e Fuchs, 

1999; McEwen, 2001; Bartolomucci et al, 2002; de Quervain et al, 2009). 

Curiosamente, apesar de estudos anteriores relatarem atrofia apenas nos 

dendritos apicais, nossos resultados indicam que a programação fetal causa 

significativa diminuição no comprimento dos dendritos basais dos neurônios 

piramidais de CA3. Vyas et al (2002) mostraram que o estresse de imobilização 
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crônica induz diminuição no comprimento dendrítico total e no número de pontos 

de ramificação nos dendritos apicais, bem como nos dendritos basais de CA3. 

Os achados do presente estudo representam o impacto pré natal da 

desnutrição protéica correspondente a situação de estresse nutricional, no 

hipocampo que está envolvido no comportamento emocional bem como na 

memória e no aprendizado. Nós demonstramos, pela primeira vez, que a 

exposição materna a restrição protéica durante o desenvolvimento neural da prole 

causa importantes mudanças neuroquímicas, e morfológicas no hipocampo 

podendo tornar estes animais vulneráveis a distúrbios neurais na idade adulta. 
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6. CONCLUSÃO 

Nossos resultados nos permitem concluir que em ratos machos submetidos à 

restrição protéica gestacional ocorre: 

No nascimento: 

 Redução significativa de cerca de 15%  do peso ao nascer e aumento de 

cerca de 7% da DAG, comparativamente aos animais do grupo controle; 

Na 16a semana de vida: 

 Manutenção do peso do encéfalo comparativamente àquele encontrado em 

animais do grupo controle; 

 Manutenção da capacidade de memória de trabalho e de referência 

testadas pelo MWM; 

 Redução de cerca de 27% no comprimento dos dendritos basais e no 

número de ramificações dendríticas apicais nos neurônios de CA3 do 

hipocampo dorsal. Os dendritos de neurônios de CA1 e giro denteado da 

formação hipocampal dorsal não são alterados; 

 Redução de 45% na expressão de GR dorsal e de 61% ventral em 

amostras totais destas regiões. Pela imunohistoquímica, esta redução foi 

evidente nas subregiões hipocampais dorsais, mas não nas ventrais; 

 Manutenção na expressão de MR em amostra total de hipocampo com 

redução na expressão em CA1 e aumento em CA3 tanto dorsal quanto 

ventral, quando analisados separadamente; 

 Redução significativa de 90% na expressão de AT1 em hipocampo total e 

de 35% dorsal e 50% ventral. Esta redução foi observada em todas 

subregiões hipocampais exceto no giro denteado dorsal; 

 Redução de 40% na expressão de 5HT1A dorsal e 30% na região ventral. 

Somente em CA3 ventral houve manutenção da expressão; 
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 Aumento na expressão de 5HT2A ventral e dorsal exceto em CA3 ventral. 

Desta forma podemos concluir que a restrição protéica gestacional provoca 

alterações na morfologia dendrítica dos neurônios piramidas da subregião CA3 na 

porção dorsal hipocampal sem comprometimento no comportamento de memória 

e aprendizado testados pelo MWM. Concluímos ainda que a complexidade 

estrutural e funcional da formação hipocampal exige análise detalhada das suas 

porções dorsal e ventral e das subregiões. As alterações na expressão de GR e 

MR, somadas ao aumento da concentração sérica de corticosterona, nos leva a 

concluiur que estes estão envolvidos na resposta exacerbada do eixo HHPA 

observada neste modelo. A redução na expressão de 5HT1A e o aumento na 

expressão de 5HT2A demonstram o envolvimento do hipocampo no aumento do 

comportamento de ansiedade, observado anteriormente neste modelo. A 

significativa redução dos receptores AT1 nos leva a supor que ocorre uma 

adaptação no sentido de atenuar a resposta exacerbada ao estresse verificada 

neste modelo. 

Estas alterações estruturais e neuroquímicas encontradas podem ter 

conseqüências importantes na gênese de distúrbios de ansiedade e humor bem 

como na depressão na idade adulta. Nosso estudo não nos permite responder se 

as alterações observadas são geradas in útero ou se ocorrem como resposta 

adaptativa a outros fatores para adaptação à fisiologia na vida adulta. Assim são 

necessários estudos em períodos gestacionais e no início da vida pré-natal para 

elucidar esta questão.  
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Abstract 

Studies have demonstrated that nutrient deficiency during pregnancy or in early postnatal 

life results in structural abnormalities in the offspring hippocampus and with cognitive 

impairment. In an attempt to analyze whether gestational protein restriction might induce 

learning and memory impairments associated with structural changes in the hippocampus, 

we carried out a detailed morphometric analysis of the hippocampus of male adult rats 

together with the behavioral characterization of these animals in the Morris Water Maze 

(MWM). Our results demonstrate that gestational protein restriction leads to a decrease in 

total basal dendritic length and intersections of CA3 pyramidal neurons whereas the 

cytoarchitecture of CA1 and dentate gyrus remained unchanged. Despite presenting 

significant structural rearrangements, we did not observed impairments in the MWM test. 

Considering the clear dissociation between the behavioral profile and the hippocampal 

neuronal changes, the functional significance of dendritic remodeling in hippocampal 

processing remains undisclosed.  
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1. Introduction 

The implications of early life events in the programming of disease are of great interest 

for public health, in both developed and underdeveloped countries. 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 in fetal programming as shown in several experimental models (Person and 

Jansson, 1992; Woodall et al., 1996; Godfrey et al., 1996; Langley-Evans et al, 1996; 

Mesquita et al., 2010a, 2010b). Although the precise underlying mechanisms kept unclear, 

association between maternal undernutrition and hormonal dysfunction have been proposed 

to induce intrauterine fetal programming. 

  During normal pregnancy, the fetus is protected from the higher maternal 

glucocorticoid (GC) levels by placental 11-βHSD2, 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 the maternal steroids 

(Benediktsson et al., 1993; Stewart et al., 1995; Langley-Evans et al 1996; Langley-Evans, 

1997). The excessive levels of fetal glucocorticoids can impair brain development and  

affect behavior later in life both in humans and animal models ( Johnson et al, 1981; Uno et 

al., 1990; Uno et al., 1994; Szuran et al., 2000; Antonow-Schlorke et al., 2001; Matthews, 

2001; Antonow-Schlorke et al., 2003; French et al., 2004; Karemaker et al., 2008; 

Weinstock, 2008; Seckl, 2008, Oliveira 2006, 2007; Rodrigues 2011). 

The brain is extremely sensitive to gestational programming. Studies have 

demonstrated that the gestational protein restriction leads to severe neuron physiological 

and morphological changes (Huang et al., 2003; Hoffmann et al., 2004, Hermel et al., 2001; 
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Feoli et al., 2006), in addition to behavioral changes (de Oliveira, 1985; Riul et al, 1999) 

and delays in cognitive and intellectual functions (Barnes, 1976; Wainwright and Colombo, 

2006). Neuroanatomical studies that have investigated the effects of prenatal malnutrition 

have found deficits how loss of neurons (Lister et al., 2005) decreases of somal size, length 

of apical dendrites and branching and spine density in the CA3 pyramidal cells layer (Diaz-

cintra et al., 1994). In CA 1, it has been observed deficits in spine density of pyramidal 

cells in the stratum molecular (Cintra et al., 1997). On the dentate gyrus, studies have found 

reductions in somata axis, in the number of dendrites branching and spines (Cintra et al., 

1990). 

It is known that the hippocampus is a brain area crucial for learning and memorizes 

processes and has synaptic plasticity, but the details of this fine modulation are not 

completely understood. The hippocampus can be divided into two functionally different 

regions, the dorsal, which is mainly linked to learning and memory, and the ventral that is 

primarily implicated in emotional processing (Bannerman et al., 2004), albeit most of the 

studies do not distinguish between both regions. Regarding the cellular and molecular 

mechanisms underlying structural remodeling in the hippocampus, the role of adrenal 

steroids appears to be most crucial (McEwen, 1999), since repeated corticosterone 

administration induces retraction of apical dendrites in the CA3 sub region of the 

hippocampus in adult male rats.  

Considering the paucity of evidence, in the present study, we aim to analyze the 

effects of gestational protein restriction on learning and memory functions and correlate 

these with the cytoarchitecture  dorsal hippocampus of adult male rats 

2. Experimental Procedures 

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 
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(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
o
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 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=9 rats from different mothers) and LP 

(n=9 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 monitoring the corneal 

reflex controlled the level of anesthesia. The rats were perfused transcardially with either 

saline containing heparin (5%) for 15 min, under constant pressure, followed by 0.1M 

phosphate buffer (PB; pH 7.4) containing 4% (w/v) paraformaldehyde, or saline for Golgi–

Cox staining.  

2.2. Behavioral analysis 

2.2.1. Morris water maze (MWM) 

Possibly the most widely used test of spatial learning in rats is the Morris water maze 

(Morris, 1984).  Behavioral tests were conducted in a circular black tank (170 cm diameter) 

filled to a depth of 31 cm (at 22°C) and placed in a dimly lit room with extrinsic clues. The 

tank was divided into imaginary quadrants and had a black platform (12 cm diameter, 30 

cm height placed in one of them). 

Working memory task. The test used described by Kesner (2000) as a test of PFC function: 

its goal is to assess the ability of rats to learn the position of the hidden platform and to 

keep this information on-line during four consecutive trials. The working memory test 
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consisted of 4 d of acquisition (4 trials/d). One each trial day, the position of the platform 

was kept constant, but the position was varied on each successive day such that all four 

quadrants were used. Rats were placed, facing the wall of the maze, at a different starting 

point north (N), east (E), south (S), or west (W) at the start of each of the four daily trials. A 

trial was considered ended when the rat escaped onto the platform; when this escape failed 

to occur within 120 s, the animal was gently guided to the platform, and an escape latency 

of 120 s was recorded for that trial. Rats were allowed to spend 30 s on the escape platform 

before being positioned at a new starting point. Length of the path described and time spent 

to reach the platform (escape latency) were recorded in the consecutive trials. 

 Reference memory Task. The reference memory test was described by Morris (1984) and 

assesses the function of the hippocampus: its goal is to assess the ability of rats to learn the 

position of the hidden platform and to keep this information during all test days. The test 

consisted of 4d of acquisition (4trials/day). During the four days the platform remained in 

the same quadrant. Rats were placed, facing the wall of the maze, at a different starting 

point north (N), east (E), south (S), or west (W) at the start of each of the four daily trials. A 

trial was considered ended when the rat escaped onto the platform; when this escape failed 

to occur within 120 s, the animal was gently guided to the platform, and an escape latency 

of 120 s was recorded for that trial. Rats were allowed to spend 30 s on the escape platform 

before being positioned at a new starting point. Length of the path described and time spent 

to reach the platform (escape latency) were recorded in the consecutive trials 

 

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 & 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 & 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 µm 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-
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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. 

2.4. Dendritic tree analysis 

Three-dimensional reconstructions of representative Golgi-impregnated neurons from the 

dorsal hippocampus 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). For the dendritic analysis (NP=4, LP=4), the hippocampus 

was divided into three areas CA1, CA3 and dentate gyros. For each region of the 

hippocampus five neurons per animal were reconstructed, a total of twenty neurons per 

region of each experimental group. As a result in this study we have analyzed 120 neurons 

of hippocampus. Several aspects of dendritic morphology were examined. 

2.5. 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. 

3. Results 

3.1. Birth weight and brain weight  
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The birth weight of the LP male pups was significantly reduced when compared to NP 

male pups (p=<0.0001). Ano genital distance relative to body weight was significantly 

increased in LP group. The weight of brains, corrected for total body weight, was not 

different in 16-wk old LP rats when compared to NP (Table 1). 

 

3.2. Behavior analysis – Morris water maze 

3.2.1. Working memory 

For the working memory, repeated-measures ANOVA for escape latency showed no 

significant difference across our experimental groups (F=1.21, p=0.28). A significant 

difference across days was found, suggestive of learning (p=<0.0001; Figure 1 A). The 

swimming distance is not different between groups (F=0.19, p=0.8; Figure 1 C). 

 

3.2.2. Reference memory 

For the reference memory, repeated-measures ANOVA for escape latency showed no 

changes in the LP group when compared to NP animals (F=0.76, p=0.39). Again, both 

groups learned the task across the days (p=<0.0001; Figure 1B). The swimming distance is 

not different between groups (F=0.03, p=0.9; Figure 1 D). 

 

3.3. Dendritic tree analysis 

We analyzed the apical and basal dendrites of CA1, CA3 and dentate gyrus of NP and LP 

animals. In CA1 we found no significant differences between groups (NP, 1450 ± 101.9 vs 

LP, 1638 ± 99.52 p= 0.1; Figure 2 A), (NP, 1024 ± 77.90 vs LP, 1175 ± 93.99 p= 0.2; 

Figure 2 B ).  

 In CA3 pyramidal neurons, we observed a significant decrease in length of basal dendrites 

in the LP group (NP, 1265 ± 102.3 vs LP, 920.5 ± 72.49 p= 0.01; Figure 3 A), but no 

differences in apical dendrites (NP, 1621 ± 131.8 vs LP, 1360 ± 120.0 p= 0.15; Figure 3 B). 

Sholl analysis revealed a reduction of dendritic intersections (between 40 and 120 m from 

the perikarya) in LP when compared with that observed in NP (Figure 3C). In granule 
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neurons of the dentate gyrus, we did not observe any differences between groups (NP, 1841 

± 146.2 vs LP, 1794 ± 126.7 p=0.81; Figure 4). 

4. Discussion 

The hippocampal formation has been the focus of a large number of studies due to 

its prominent role in brain plasticity and in the regulation of cognitive processes. Studies 

have demonstrated that nutrient deficiency during pregnancy or in early postnatal life 

results in structural abnormalities in the hippocampus of the offspring as well as cognitive 

impairment (Reyes-Castro et al., 2010, Diaz-Cintra et al., 1991). In an attempt to analyze 

whether gestational protein restriction might induce learning and memory impairment 

associated with structural changes in the hippocampus we carried out MWM test and a 

detailed morphometric analysis of dendritic cytoarchitecture in Golgi-Cox-stained 

preparations of hippocampus of male adult rats.   

We observed that the maternal protein restriction reduced the birth weight of pups, 

which directly reflects the importance of proper protein intake during pregnancy for fetal 

maturation. This outcome is consistent with models of intra-uterine growth retardation and 

fetal programming found by our group (Mesquita et al, 2010). We also observed an 

increase of ano-genital distance in prenatal protein restricted male offspring. Zambrano et 

al (2005) observed increased in ano-genital distance in offspring of females with gestational 

protein restriction, which had enhanced levels of progesterone, corticosterone, estradiol and 

testosterone at 19
th
 days of gestation. The precocious fetal exposure to higher maternal 

steroids increased ano-genital distance (Hotchkiss et al., 2007).  

It is also known that the limbic system, particularly the hippocampus and the 

prefrontal cortex play a central role in cognition (Squire and Zola, 1996). Cognitive deficits 

have been reported in both protein restriction and global undernutrition during gestation 

models leading to impairing learning in adult age rat offspring (Landon et al., 2007; Reyes-

Castro et al., 2010). In this case, the effects of maternal steroids on fetal development may 

also play an important role on behavioral parameters of the offspring (Puts et al., 2008). 

 

In the present study, we performed the MWM test to assess  memory function. It is 

a classic test to study the spatial, hippocampal-dependent, reference memory . However, in 
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this study it was adapted to analysis also spatial working memory behavior, because it is 

able to use the same experimental model and recruits a similar range of skills (Kesner, 

2000). Both the hippocampus and prefrontal cortex (PFC) are involved in processing spatial 

information (Lee and Kesner, 2003). The acquisition of reference memory requires the 

hippocampus structure and function to form spatial associations that. While working 

memory can be described as a system of limited capacity that allows to process and store 

information temporarily (Goldman-Rakic, 1995) by PFC. We did not find significant 

differences between LP and NP groups, in any of the parameters analyzed, suggesting that 

such functions of hippocampus were not altered with gestational protein restriction. 

Additionally, spatial learning (MWM) results, confirming previous study  (Tonkiss et al., 

1994) has showed no effect or impairment of performance in rats prenatally protein 

restricted (Tonkiss et al., 1997). 

However, by applying 3-dimensional analysis of Golgi-Cox-stained dorsal 

hippocampus we demonstrate that gestational protein restriction leads to decreases in total 

basal dendritic length and intersections of CA3 pyramidal neurons. In a similar model Díaz-

Cintra et al. (1994) have found significant decreases in apical dendrites length, and in the 

branching of apical and basal dendrites of CA3 pyramidal cells.  The architecture of 

dendrites from CA1 and dentate gyrus was unchanged. The timing of nutritional insult can 

differentially affect neurons and in the other models the protein restriction starts five weeks 

before breeding. The current study revealed a clear dissociation between behavioral test 

response and hippocampal neuron changes as consequence of fetal programming. The 

functional significance of dendritic remodeling in terms of absolute impact on hippocampal 

processing has remained elusive. Our study is not able to answer the question whether CA3 

dendritic atrophy is related to in uteri underdevelopment or results from a postnatal 

adaptation to programmed physiology in adult life. Further time-course studies should be 

done to assess both, the corticosterone levels and action over hippocampal dendritic 3-

dimentional analyze in embryos and early postnatal age of the gestational protein restricted 

animals. On the other hand, the architecture of CA1 and dentate gyrus was not influenced. 

The current study revealed a clear dissociation between behavioral test response and 

hippocampal neuron changes as consequence of fetal programming. The functional 
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significance of dendritic remodeling in terms of absolute impact on hippocampal 

processing has remained elusive (Christian et al., 2011). Recently Koubeissi et al. (2011) 

demonstrated that bilateral cuts of the dorsal hippocampal CA3 layer did not affect MWM 

scores in rats. We also did not find significant MWM scores differences despite of reduced 

dendritic arborization in this pyramidal cell layer. As well as observed in the current work, 

many authors have hypothesized that the atrophy observed in dendrites of hippocampal 

neurons may be a compensatory response to protect the hippocampus from further damage 

(Ohl and Fuchs, 1999; McEwen, 2001; Bartolomucci et al., 2002; de Quervain et al., 2009) 

Interestingly, although earlier studies have reported atrophy only in apical dendrites, 

our results indicate that fetal programming caused significant atrophy in basal dendrites of 

hippocampal CA3 pyramidal neurons. Vyas et al (2002) showed that chronic 

immobilization stress induced decrease in total dendritic length and number of branch 

points in both apical as well as basal dendrites of CA3 pyramidal cells. 

Many studies have shown that both chronic exposure to stressors and pharmacological 

treatments (e.g .dexamethasone) induce atrophy of dendrites of CA3 pyramidal cells (Fuchs 

et al, 1995; Magarinos and McEwen, 1995; Woolley et al, 1990). More specifically, 

structural changes in dorsal CA3 region have been reported as a neural consequence of 

chronic stress (Watanabe et al., 1992b; Magariños et al 1996; McEwen and Magariños, 

1997; Lambert et al., 1998; Vyas et al., 2002; McLaughlin et al., 2009; Christian et al, 

2011). 

 Adrenal steroids appear to be most crucial factor underlying structural remodeling in the 

hippocampus (McEwen, 1999). Mineralocorticoid receptors in the hippocampus mediate 

the enhancement of neurogenesis and differentiation of processes of cultured hippocampal 

neurons whereas glucocorticoid receptors are involved in the suppression of their 

morphology (Fujioka et al., 2006). Repeated corticosterone administration induces 

retraction of apical dendrites in the CA3 sub region of the hippocampus in adult male rats 

(Woolley et al, 1990). Stress-induced CA3 dendritic retraction is prevented by steroid 

synthesis blocker (Magariños and McEwen, 1995). In our model we have demonstrate an 

enhanced  plasmatic corticosterone levels in 16 wk-old LP programmed rats (data not 

published), thus we may hypothesized that higher steroid levels may be a crucial factor 
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involved in structural remodeling hippocampus as observed herein. However, our study is 

not able to answer the question whether CA3 dendritic atrophy is related to in uteri 

underdevelopment or results from a postnatal adaptation to programmed physiology in 

adult life. Further time-course studies should be done to assess both the corticosterone 

levels and action over hippocampal dendritic 3-dimentional analyze in embryos and early 

postnatal age of the gestational protein restricted animals. 
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