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Desnutricao protéica no inicio da vida
prejudica memoria social em ratos adultos

Early protein malnutrition impairs social
memory in adult rats

Viviane Consiglio da SILVA!
Sebastido de Sousa ALMEIDA'

RESUMO

Objetivo
Avaliar se a desnutricdo protéica imposta no inicio da vida produz prejuizos em um procedimento experimental
de memodria social em ratos (Rattus norvegicus).

Métodos

Os animais receberam dietas isocaléricas contendo 6% ou 16% de proteina do nascimento aos 21 dias, e
dieta comercial a partir de 22 dias de idade. O teste de memoria social consistiu em, apds duas sessdes de
habituacao (7 minutos/sessao), introduzir um animal adulto (100-114 dias de idade) e um outro jovem (30-44
dias de idade) em uma arena de acrilico (90cm x 90cm x 45cm) em duas sessdes separadas por intervalos de 30
(experimento 1) ou 15 minutos (experimento 2). O contato social foi definido como investigacao (ato de
cheirar/inspecionar a regidao anogenital). A diferenca no tempo de contato entre a primeira e a segunda
exposicao é considerada um indice de memdria social.

Resultados

Nenhuma diferenca devida a dieta foi observada no experimento 1. No experimento 2 houve reducdo no
tempo de contato social dos animais-controle da primeira para a segunda exposicao (p<0,05) e ndo houve
alteracdo nos animais desnutridos.

Conclusao

Esses resultados sugerem que a desnutricdo protéica precoce prejudica a memoria social de ratos
adultos.

Termos de indexacao: desnutricao protéica; comportamento social; ratos.
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ABSTRACT

Objective

The objective of the present study was to investigate the effects of early protein malnutrition on the social
memory of adult rats (Rattus norvegicus) using an experimental procedure.

Methods

The animals received isocaloric diets containing 6% or 16% of protein during the lactation phase (0-21 days
of age) and a commercial lab chow as from 22 days of age. The social memory test consisted of, after 2 daily
habituation sessions (7minutes/session), to introduce an adult rat (100-114 days of age) and a young rat
(30-44 days of age) into an acrylic cage (90cm x 90cm x 45cm), for two sessions separated by intervals of 30
(Experiment 1) or 15 (Experiment 2) minutes. Social contact was defined as exploration/sniffing the anogenital
region of the rat. The difference in the time spent in social contact between the first and second sessions was
defined as the memory index.

Results

No differences were observed in Experiment 1 due to the diet conditions. In Experiment 2, social contact
decreased from the first to the second session in the controls (p<0.05) in contrast to the malnourished

animals, who showed no differences.
Conclusion

These results suggest that early protein malnutrition impairs the social memory in adult rats.

Indexing terms: protein malnutrition, social behavior; rats.

INTRODUCAO

Revista de Nutricdo

A desnutricdo, especialmente a protéico-
-energética, tem sido um problema para grande
parte da humanidade e freqlientemente aparece
como causa de varias alteracoes no desenvol-
vimento humano. No entanto, os mecanismos que
relacionam desnutricdo e déficits de desenvolvi-
mento ainda nao estao totalmente estabelecidos’.

Em estudos experimentais com animais,
algumas alteracdes produzidas pela desnutricao
sao mais evidentes, tais como a reducdo do peso
corporal e determinadas alteracdes no desenvolvi-
mento?3. No entanto, ha outras alteracdes estrutu-
rais e funcionais que sao mais sutis e ocorrem em
determinados periodos de desenvolvimento mais
acelerado do cérebro, sendo, dependendo de sua
natureza, passiveis de reversibilidade diante de
reabilitacdo nutricional*>.

Entre as alteracbes estruturais, as principais
se referem ao menor nimero e tamanho de células
cerebrais, assim como alteracdes na ramificacao
dendritica e na camada de mielina dos neurénios®.
Morgane et al.* mostraram que varias regides do

cérebro também sdo bastante afetadas pela
desnutricdo precoce, como, por exemplo, o
cerebelo e o sistema hipocampal. Quanto as
alteracdes neuroquimicas, a desnutricdo protéica
altera o nivel de neurotransmissores e o nimero
e a afinidade de alguns receptores de varios
sistemas de neurotransmissdo, como o
serotonérgico, o dopaminérgico, o gabaérgico e
o colinérgico®. Além disso, algumas alteracdes
neurofisiolégicas produzidas pela desnutricdo se
referem essencialmente a prejuizos na plasti-
cidade sinaptica, como a alteracdo da habilidade
de potencializacdo da neurotransmissdo a longo
prazo, modificacdes referentes ao limiar do kindling
(abrasamento) e modificacdes no padrdo do
eletroencefalograma associadas ao comporta-
mento do sono’. Finalmente, do ponto de vista
funcional, a desnutricdo influencia aspectos como
a emocdo, a motivacdo e a ansiedade, além de
alterar processos envolvidos na memoria e na
aprendizagem?®. Efeitos como a reducéo da
ansiedade e/ou 0 aumento da impulsividade®°® e
prejuizos em testes de aprendizagem™'" sdo
constantemente relatados.
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Entre as alteragdes comportamentais
decorrentes da desnutricdo protéica, o compor-
tamento social tem recebido especial atencao,
evidenciando que animais desnutridos no inicio
da vida exploram menos e respondem menos a
situacdo de contato social’?, sugerindo uma maior
dependéncia e retardo neuromotor produzidos pela
desnutricdo precoce®.

Considerando as alteracées no comporta-
mento social citadas acima, e o fato de a
desnutricdo protéica no inicio da vida produzir
alteracdes em mecanismos de aprendizagem e
memoria em diversos modelos experimentais'?,
este trabalho teve como objetivo investigar os
efeitos desse tipo de desnutricdo em um modelo
experimental de meméria social em ratos adultos.
A memoéria social é formada durante o comporta-
mento espontaneo de interacdo social e pode ser
medida no animal com o auxilio de testes de
reconhecimento social' ou de discriminacao
social™.

METODOS

Foram utilizados 18 ratos albinos (9
animais-controle e 9 desnutridos), machos, da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes
do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (USP). Esses 18
animais foram, aleatoriamente, escolhidos de um
grupo de 36 ninhadas; da ninhada escolhida, no
maximo dois animais machos compuseram os
grupos testados. Os animais restantes foram
utilizados em outros estudos do grupo de pesquisa.
Ao final dos testes os animais foram sacrificados.
Os experimentos foram conduzidos de acordo com
recomendacbes da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento, baseadas no US
National Institutes of Health Guide for Care and
Use of Laboratory Animals.

Os filhotes e as ratas-maes foram recebidos
no dia do nascimento (dia 0) e oito filhotes (seis
machos e duas fémeas) foram, aleatoriamente,
designados para cada rata. Durante a lactacdo
(0-21 dias) as ratas-maes foram alimentadas com
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dietas isocaldricas contendo 6% (desnutridos) ou
16% (controle) de protefna'®. A dieta-controle foi
composta por 16% de proteina (caseina SKF,
Alemanha), 60,8% de amido de milho (Maizena®
Refinarias de Milho Brasil), 5% de salina (Rhoster,
Brasil), 1% de mistura de vitamina (Rhoster, Brasil),
8% de 6leo de milho (Mazola® Refinarias de
Milho Brasil) e 0,2% de colina (Rhoster, Brasil).
A dieta deficiente em proteina foi composta por
6,0% de proteina, 77,8% de amido de milho e a
mesma porcentagem dos outros constituintes
da dieta-controle. Ambas as dietas foram
suplementadas com L-metionina (Dyets, USA) em
2,0g/kg de proteina, uma vez que a caseina é
deficiente nesse aminoacido (Tabela 1).

As ninhadas foram mantidas até o final do
periodo de lactacdo (21 dias) em caixas de
polipropileno opacas (30cm x 40cm x 20cm),
forradas com raspas de madeira. Durante o
periodo de lactacdo as ratas-maes e toda a
ninhada foram pesadas semanalmente em
balanca eletrénica (Marte, Brasil). Apds o des-
mame 0s animais viveram individualmente tam-
bém em caixas medindo 30cm x 40cm x 20cm
até o final dos experimentos, sendo pesados
semanalmente. Nessa fase, todos os animais
tiveram livre acesso a uma racdo comercial de
laboratério (USP- Pirassununga, SP, Brasil),
caracterizando assim o periodo de reabilitacao
nutricional para os animais desnutridos. Os animais

Tabela 1.Porcentagem dos componentes utilizados na prepa-
racdo das dietas-controle e hipoprotéica.

Componente Controle Hipoprotéica
Proteina 16,000 6,000
L-Metionina 0,032 0,012
Carboidrato 69,768 79,788
Gordura 8,000 8,000
Mistura salina (AIN-93G) 5,000 5,000
Mistura vitaminica (AIN-93G) 1,000 1,000
Cloreto de colina 0,200 0,200
Total 100,000 100,000

Fornecedores: proteina= caseina (SKF, Alemanha); L-metionina (Dyets,
EUA); gordura= éleo de milho (Mazola® Refinarias de Milho Brasil);
mistura salina (Rhoster Industria e Comércio Ltda, Brasil); mistura
vitaminica (Rhoster IndUstria e Comércio Ltda, Brasil); cloreto de
colina (Rhoster Industria e Comércio Ltda, Brasil); carboidrato= amido
de milho (Maizena® Refinarias de Milho Brasil).
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gue foram objetos de reconhecimento nos
experimentos tinham de 30 a 45 dias de idade,
provenientes do Biotério Central, e foram mantidos
individualmente com livre acesso a 4gua e a racao
comercial (USP - Pirassununga, SP, Brasil) em
caixas semelhantes aos animais tratados com
dietas especiais. Os animais foram mantidos
durante todo o experimento em um biotério com
regime de temperatura controlada (23 + 1°C) e
ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro,
com luz acesa a partir das 6 horas da manhg, e
agua a vontade.

Os experimentos foram realizados em uma
arena quadrada com piso de madeira revestido
de férmica (90cm x 90cm x 45cm) e paredes de
acrilico transparente. A sala experimental foi
iluminada por uma luz vermelha de 60W colocada
80cm acima do centro da arena. As sessdes
experimentais foram registradas por uma camera
de video (Sony, Brasil) montada verticalmente
sobre a arena. Para a andlise das gravacbes foi
utilizado um televisor em cores (Phillips, Brasil).

Os animais (110-114 dias de idade) foram
familiarizados com a arena em sessoes diarias de
sete minutos por dois dias antes do inicio dos testes
de memdria social. O teste de memdria social
consistiu na colocacdo de um animal adulto e
outro jovem (machos) na arena em duas sessbes
de exposicao de sete minutos, separadas por um
intervalo de tempo de 30 minutos (experimento
1) ou 15 minutos (experimento 2). Grupos indepen-
dentes de animais foram utilizados em cada
experimento. O animal jovem utilizado para
reconhecimento era substituido entre sujeitos.
Apds a realizacdo de cada sessdo os animais foram
mantidos individualmente em gaiolas na propria
sala, para evitar o estresse causado pelo transpor-
te, e a arena foi limpa com uma solucao de &lcool
a 10%, respeitando-se um intervalo minimo de
cinco minutos para que a arena secasse comple-
tamente. Em ambas as sessoes, foi registrado o
tempo de contato social, que consistia em todo
contato feito pelo animal adulto em relacdo ao
animal jovem, incluindo os comportamentos de
se aproximar do animal jovem tocando-o com o
focinho, podendo ainda cheira-lo, limpé-lo

(grooming) ou segui-lo™. Considerou-se como
indice de memdria social a diferenca no tempo
de contato social registrado entre a primeira e a
segunda exposicdo. A andlise das gravacoes das
sessoes foi realizada por dois observadores cegos
para a condicdo nutricional dos animais, pre-
viamente treinados na observacao dos comporta-
mentos sociais a serem registrados e com indice
de concordancia entre observadores >80%.

Os dados de peso corporal das ratas-maes
e filhotes foram tratados por uma Analise de
Variancia (Anova - Programa Statistica versao
5.1) de dois fatores (dieta x dia) com repeticdo
no fator dia. Os dados comportamentais também
foram tratados por uma Anova de dois fatores
(dieta x sessdes). Quando necessario, foi utilizado
o teste de comparacdes multiplas de Newman-
-Keuls com nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOSEDISCUSSAO

A Anova mostrou um efeito significativo
do fator dia sobre o peso corporal das ratas-maes
[F(3,30)=18,43; p< 0,001] durante o periodo de
lactacdo, mostrando uma perda de peso ao longo
desse periodo. Entretanto, as ratas desnutridas
perderam mais peso que as ratas-controle, levando
a uma interacdo significativa dos fatores dieta e
dia [F(3,30)=13,46; p<0,001]. Com relacdo ao
peso dos filhotes durante a lactacao (Figura 1)
a Anova mostrou efeitos significativos dos
fatores dieta [F(1,10)=44,36; p<0,001], dia
[F(3,30)=166,35; p<0,001] e interacao dieta x dia
[F(3,30)=43,13; p<0,001]. A andlise post hoc
revelou que nos dias 7, 14 e 21 da lactagao os
pesos dos filhotes desnutridos foram significativa-
mente menores do que os pesos dos animais-
-controle (p<0,05). Durante o periodo de recupe-
racao nutricional dos animais (Figura 1), a Anova
mostrou efeitos significativos dos fatores dieta
[F(1,16)=5,66; p<0,001], dia [F(12,192)=503,12,;
p<0,001] e interacao dieta e dia [F(12,192)=2,46;
p<0,001]. A andlise post hoc revelou que os
animais desnutridos pesaram significativamente
menos que 0s animais-controle em todas as
idades, exceto aos 91, 105 e 112 dias.
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Figura 1. Peso corporal dos filhotes (média + erro-padréo da
média-EPM) durante o periodo de lactagao (0-21 dias
de idade) e pos-lactagdo (28-112 dias de idade).

Nota: *p<0,05 em relacdo ao grupo-controle na mesma idade.

Esses dados mostram que a desnutricdo
protéica no inicio da vida produziu reducdes de
peso corporal tanto das ratas-mae quanto dos
filhotes. Tal reducao ja foi descrita em estudos,
tanto do nosso laboratério®'”:'® quanto de
outros*'2° A introducdo de um longo periodo de
recuperacao nutricional ndo se mostrou suficiente
para igualar os pesos dos animais desnutridos e
dos animais-controle, o que revela que a desnutri-
¢ao protéica no inicio da vida, mesmo que por
um periodo curto (21 dias), é suficiente para
produzir alteracbes permanentes no desenvolvi-
mento dos animais. Deve-se ressaltar que uma
vez que a dieta deficiente em proteina era
introduzida no inicio da lactacdo, é possivel que
na primeira semana as ratas-maes tenham se
utilizado de suas reservas corporais para nutrirem
suas ninhadas. Nesse caso, o periodo de
desnutricdo pode ter sido ainda mais curto que os
21 dias do periodo de lactacdo. Entretanto, ja aos
7 dias de idade observa-se peso significativamente
menor dos animais desnutridos, quando compa-
rados aos animais-controle.

Os dados do experimento 1 (Figura 2) indi-
cam que nao foram encontrados efeitos
significativos de fatores como dieta, sessao, ou,
ainda, de interacdo dieta x sessdo quando as
sessdes foram separadas por intervalos de 30
minutos. Nesse caso, tanto os animais desnutridos
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quanto os animais-controle nao apresentaram
reducao do tempo despendido em contato social
da primeira para a segunda sessao de exposicao.
Entretanto, os dados do experimento 2 (Figura 2)
(intervalo de 15 minutos entre as sessdes) mos-
traram uma reducao significativa do tempo de
contato apenas no grupo de animais-controle. Tal
resultado produziu um efeito significativo da
interacao dos fatores dieta x sessao [F(1,16)=4,83;
p<0,05]. Os animais desnutridos persistiram no
contato e, por vezes, chegaram a aumentar o
tempo de contato na segunda sessao de exposicao
ao animal jovem. A andlise post hoc revelou,
ainda, que a reducao no tempo de contato social
dos animais-controle da primeira para a segunda
sessdo foi estatisticamente significante (p<0,05).

Os resultados obtidos com o grupo de
animais-controle estdo de acordo com outro
estudo descrito na literatura'* e sugerem que esses
animais retém a informacéo adquirida na primeira
sessdo de exposicdo ao animal jovem. Entretanto,
0s animais desnutridos ndo apresentaram qualquer
reducdo significativa no contato social entre
sessdes nos dois experimentos, indicando memdria
social prejudicada, pois ndo ha retencdo efetiva
das informacdes da primeira sessao.

15 minutos 30 minutos

Tempo de Contato (s)

0 T T T

Controle Desnutrido  Controle Desnutrido

||:| Sessao 1 [ Sessdo 2 |

Figura 2. Tempo despendido pelos animais em contato social
(média = EPM) nas duas sessdes experimentais sepa-
radas por intervalos de 30 minutos (experimento 1)
ou 15 minutos (experimento 2).

Nota= *p<0,05 em relacdo a primeira sessdo na mesma condi-

cao de dieta.
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Essa persisténcia na exploracao do animal
jovem por animais desnutridos no inicio da vida
pode ser interpretada de varias maneiras. Em
primeiro lugar, varios estudos dos efeitos da
desnutricdo protéica no inicio da vida sobre compor-
tamento social dos animais'>'82" revelaram
alteracbes comportamentais ja no inicio da vida
desses animais, alteracdes que parecem determi-
nantes para a compreensdo do comportamento
social dos animais adultos?. Entre as alteracdes
comportamentais, uma maior responsividade e
uma maior atividade social dos animais que
sofreram desnutricdo precoce foram relatadas por
outros estudos?*?* e podem colaborar com a
interpretacdo da persisténcia da exploracao social
observada neste estudo. Em segundo lugar,
estudos de memdria e aprendizagem descritos na
literatura ™ também indicam prejuizos no
processo de retencdo de informacao e de
aprendizagem por parte de animais desnutridos,
assim como foi observado neste estudo. Além
disso, a persisténcia na exploragdo de um estimulo
j& conhecido pode sugerir uma dificuldade de
habituacao desses animais a novidade. Tais dados
estdo de acordo com estudos que revelam os
prejuizos de habituacdo nesses animais submetidos
a desnutricao'2.

Se considerarmos ainda que a diferenca
devida a dieta ocorreu apenas no experimento
cujo intervalo entre as sessoes era de apenas
15 minutos (experimento 2) e que dados
semelhantes foram encontrados com intervalos
gue variavam de 15 minutos a uma hora?®, o mode-
lo usado neste estudo parece ser sensivel apenas
para intervalos pequenos de tempo entre as
sessoes. Dessa forma, a retencao das informacoes
referentes a memdria social parece ficar essencial-
mente prejudicada quando submetida a intervalos
maiores, o que tem sido reforcado por outros
estudos'26.

Algumas observacdes devem ser feitas
também quanto as condicoes de realizacdo deste
estudo, uma vez que ele foi realizado durante a
fase clara do ciclo claro/escuro, enquanto outros
estudos sobre memoria social foram realizados na
fase escura, quando é maior a atividade dos ani-

mais. Entretanto, estudos anteriores' estdo de
acordo com este estudo, mostrando que o modelo
é sensivel para medir memdéria social mesmo
guando os animais sao testados na fase clara do
ciclo de luz.

Finalmente, vale enfatizar que a desnu-
tricdo produz uma série de alteracdes no sistema
de neurotransmissdo gabaérgico, além de
alteracdes estruturais no sistema hipocampal®,
sistemas esses que parecem estar fundamen-
talmente envolvidos em mecanismos de memdria
social em ratos adultos?’. Dessa forma, os dados
encontrados nesta pesquisa devem servir de
subsidio para outros estudos com o objetivo de
investigar o significado funcional das alteracoes
nesse sistema de neurotransmissao gabaérgico em
tarefas de meméria social em animais desnutridos.
Tais estudos poderiam, ainda, incluir modelos que
investiguem processos de discriminagdo social em
animais que foram desnutridos no inicio da vida.

CONCLUSAO

Este estudo permite sugerir que a desnu-
tricdo protéica, no inicio da vida (durante o periodo
de lactacdo) prejudica a memoria social de ratos
adultos, quando submetidos a sessdes de
reconhecimento separadas por intervalos de 15,
mas ndo de 30 minutos. Esse prejuizo de memoria
social pode ser decorrente de alteracdes que a
desnutricdo no inicio da vida produz em estruturas
cerebrais e sistemas de neurotransmissao, que
podem estar envolvidos em processos de
reconhecimento social em animais adultos.
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