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RESUMO 

 

 

A restrição do crescimento intrauterino (RCIU) está associada com preferências 

alimentares alteradas, assim como com um aumento do risco de obesidade na vida 

adulta. Enquanto os desfechos metabólicos adversos têm sido de certa forma bem 

caracterizados nesta condição, seus déficits neurocomportamentais e alterações em áreas 

específicas do sistema nervoso têm recebido significativamente menos atenção. Além 

disso, o papel do cuidado materno no estabelecimento destes desfechos também deve 

ser avaliado. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da RCIU sobre a 

flexibilidade cognitiva dos animais na vida adulta, explorando o possível envolvimento 

do cuidado materno e da resposta neuroquímica à recompensa – através da medida do 

conteúdo de tirosina hidroxilase (TH) no córtex orbitofrontal (OFC) e núcleo 

accumbens ( NAcc ) – sobre este desfecho. Materiais e Métodos: A partir do dia 10 de 

gestação e durante toda a lactação, ratas Sprague-Dawley receberam uma dieta ad 

libitum (Contr), ou uma dieta restrita a 50% do consumo médio das ratas do grupo 

Contr (FR). No dia do nascimento, foi realizada a adoção cruzada, gerando os grupos 

Contr/Contr e FR/Contr (gestação/lactação). Do dia 2 ao dia 7 pós-parto, o cuidado 

materno foi registrado em cinco sessões diárias de 72 minutos cada. A flexibilidade 

cognitiva foi medida nos ratos na idade adulta utilizando o Attentional Set- Shifting Task 

(ASST) que utiliza um pellet de alimento doce como recompensa. Os animais também 

foram submetidos a jejum de 4 horas e em seguida expostos ao alimento doce durante 1 

hora para verificar o consumo agudo de alimento palatável. O conteúdo de TH no córtex 

orbitofrontal e núcleo accumbens foi medido em jejum ou em resposta à ingestão de 

alimentos palatáveis. Resultados: Ratas FR mostraram menos comportamentos de 

lamber os filhotes que fêmeas do grupo Contr (p<0,01) sem diferença nos escores das 

posturas de amamentação e no tempo permanecido em contato com os filhotes. Filhotes 

de ratas FR apresentaram peso reduzido ao nascer (p<0,01). Aos 90 dias de idade, 

machos do grupo FR/Contr apresentaram maior consumo de alimento doce no teste de 

exposição aguda (p=0,04), enquanto que as fêmeas não diferiram na quantidade 

consumida (p=0,37). Quando comparadas às controles, fêmeas RCIU necessitaram 

menos trials para alcançar o critério na etapa de Reversão 2 do ASST (p=0,04), e 

apresentaram um aumento de TH no OFC em resposta à ingestão de alimentos doces 

(p=0,04). Não foram observadas diferenças para o sexo masculino em relação à 

performance no ASST ou nos níveis de TH no OFC. No NAcc , houve um aumento de 

TH no estado de jejum tanto nos machos RCIU (p=0,03) quanto nas fêmeas RCIU 

(p=0,02). Discussão: O protocolo utilizado foi eficiente em induzir RCIU nos filhotes. 

Caracterizar os cuidado materno em diferentes protocolos é crucial para entender 

melhor as relações entre ambientes precoces adversos e seus coincidentes desfechos 

adversos na vida adulta. A melhora no desempenho do ASST e concomitante aumento 

de TH no OFC após consumo de doce sugere que as pistas relacionadas aos alimentos 

palatáveis sejam mais fortes para as fêmeas expostas à RCIU. Além disso, as alterações 

encontradas no Nacc em ambos os sexos sugere que a RCIU induz modificações na 

resposta central para as pistas de alimentos palatáveis e no consumo, afetando a 

liberação de dopamina em algumas estruturas do circuito encefálico de recompensa. 

 

Palavras-chave: RCIU, cuidado materno, programação fetal, ASST, dopamina  
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ABSTRACT 

 

 

Intrauterine growth restriction (IUGR) is associated with altered food preferences as 

well as increased risk for obesity in adult life. However, while the adverse metabolic 

outcomes have been better characterized in this condition, the neurobehavioral 

disabilities and particular abnormalities in specific areas of the brain have received less 

attention. Moreover, the role of maternal care in the stablishment of these outcomes 

should be evaluated. The aim of this study was to investigate the effects of IUGR on the 

cognitive flexibility of adult animals, exploring the putative involvement of maternal 

care and the neurochemical response to reward – through the measurement of tyrosine 

hydroxylase (TH) content in the orbitofrontal (OF) cortex and nucleus accumbens 

(nacc) - on this behavioral outcome. Materials and methods: From day 10 of gestation 

and through lactation, Sprague-Dawley rats received either an ad libitum (AdLib), or a 

50% food restricted (FR) diet. At birth, pups were cross-fostered, generating 

AdLib/AdLib and FR/AdLib groups (pregnancy/lactation). From day 2 to 7 postpartum 

maternal care was recorded in a five daily sessions. Cognitive flexibility was measured 

using the Attentional Set-Shifting Task (ASST) with a sweet pellet as a reward. 

Animals were also submitted to 4 hours of fasting and then exposed to a sweet food for 

1 hour to verify the palatable food consumption. TH content in the OF cortex and Nacc 

was measured at baseline or in response to palatable food intake. Results: Dams of FR 

group showed less care toward her pups. More precisely, these FR dams showed less 

licking/grooming than AdLib dams (p<0.01), without difference in the nursing postures 

and time spent out of the nest. Pups of FR dams had reduced birth weight (p<0.01). At 

90 days of age, FR/AdLib males showed increased intake of sweet food in the acute 

exposure (p=0.04), while females did not differ in the amount consumed (p=0.37). 

When compared to Controls, IUGR females needed fewer trials to reach criterion in the 

ASST(p=0.04) and had an increase in TH in response to sweet food intake in the OFC 

(p=0.04), but not at baseline.  No differences were seen in males (p=0.51). In the nacc, 

there was an increase in TH at baseline in IUGR males (p=0.03) and females (p=0.02). 

Discussion: The protocol used was efficient in inducing IUGR in the pups. To 

characterize maternal care in different protocols is crucial to better understand the 

relationships between early adverse environment and their coincident adverse outcomes 

in adult life. The improvement in performance of FR females in ASST and concomitant 

increase in OFC TH in respone to sweet food consumption suggests that palatable food 

cues are stronger for intrauterine restricted females. Besides, alterations found in the 

Nacc in both sexes suggest that IUGR induces modifications in the central response to 

palatable food cues and its intake, affecting dopamine release in select structures of the 

brain reward system. 

 

Key words: IUGR, maternal care, fetal programming, cognitive flexibility, dopamine 
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INTRODUÇÃO 
 

 

Estresse nas fases iniciais da vida 

 

O ambiente ao qual o feto é exposto durante seu desenvolvimento influencia 

significativamente seu comportamento e sua predisposição para doenças ao longo da 

vida. Embora esta noção exista desde tempos bastante remotos, e seja melhor ilustrada 

pelo entendimento dos efeitos da exposição a agentes tóxicos (Talge et al., 2007), é 

relativamente recente a sua abordagem sistemática pela ciência. Em uma revisão sobre o 

assunto, Ferreira (1965) foi um dos pioneiros a reunir evidências a favor da existência 

de um “ambiente pré-natal” que, dependendo de suas características, poderia deixar 

“marcas” permanentes sobre o indivíduo.  

Contudo, foi somente durante o último par de décadas que diversos estudos, 

principalmente epidemiológicos, pavimentaram nosso conhecimento sobre este tema, e 

mais do que apontar para uma clara relação entre a qualidade do ambiente fetal e o risco 

de desenvolver distúrbios comportamentais e metabólicos na vida adulta, nos levaram 

ao conceito de programação fetal. Neste contexto, programação pode ser entendida 

como o processo pelo qual um estímulo ou insulto durante períodos específicos do 

desenvolvimento traz, através de adaptações fisiológicas, efeitos permanentes para o 

indivíduo (Lucas, 1991; Schwartz et al., 2005; Talge et al.,  2007). 

Interessantemente, a natureza e a intensidade destes efeitos parecem ser 

fortemente influenciadas pela severidade e pelo “timing” da exposição aos estímulos 

(Talge et al., 2007; Desai et al., 2007; Weinstock, 2008). Esta peculiaridade apoia a 

ideia de que o desenvolvimento pré-natal se caracterize por períodos críticos, durante os 

quais os indivíduos são mais susceptíveis aos efeitos de estímulos externos (Lopes et 

al., 2000). Durante estes períodos, estruturas e sistemas específicos que estejam sob 

processos organizacionais ou maturacionais tornam-se especialmente vulneráveis aos 

efeitos da programação fetal (Scott, 1986; Talge et al., 2007). 

Tratando-se de sistema nervoso, o período pré-natal é uma fase onde diversos 

processos cruciais como diferenciação celular, organização funcional, migração 

neuronal, sinaptogênese e mielinização estão ocorrendo (Rice & Barone, 2000). Embora 

o padrão temporal de desenvolvimento do sistema nervoso apresente diferenças 
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substanciais entre os diferentes grupos de mamíferos (Clancy et al., 2007), de forma 

geral este período pode ser caracterizado como extremamente crítico para o seu 

desenvolvimento. 

Durante este período, eventos estressantes são capazes de promover alterações 

duradouras em sistemas de neurotransmissores e em estruturas encefálicas como 

hipocampo, hipotálamo, amígdala e córtex frontal (Coe et al., 2003; Kaufman et al., 

2000; Braun et al., 2000; Salm et al., 2004; Poeggel et al., 1999) e desta forma, induzir 

a mudanças neurobiológicas e comportamentais definitivas no fenótipo dos indivíduos 

(Vázquez et al., 2005; Cui et al., 2004). 

Estudos epidemiológicos têm sugerido que a exposição a situações estressantes – 

sejam elas físicas ou psicológicas - durante a gestação está associada com um aumento 

na propensão dos filhos em apresentar déficits de atenção, problemas emocionais, 

hiperatividade e comportamentos ligados à ansiedade durante a infância (Glover et al., 

2004; Beversdorf et al., 2005; Kofman, 2002; Koenig et al., 2002). Filhos de mães que 

relatam altos níveis de ansiedade durante a gravidez, por exemplo, tendem a ser mais 

irritáveis e apresentar maiores incidências de distúrbios alimentares e de sono do que 

filhos de mães não ansiosas (Weerth et al., 2003; Huizink et al., 2002). Além disso, a 

predisposição destes indivíduos em apresentar psicopatologias como depressão e 

esquizofrenia na idade adulta também estaria aumentada (Sanchez et al., 2001; Heim et 

al. 2004; Kofman, 2002; Huizink et al., 2004).  

Porém, os efeitos de situações adversas durante o período pré-natal têm sido 

mais extensivamente estudado em modelos animais, e seus achados têm se mostrado 

bastante semelhantes aos da pesquisa clínica. Estresse por imobilização, exposição a 

predador, nado forçado e estresse variado não previsível estão entre os protocolos mais 

empregados a fim de gerar ambientes gestacionais desfavoráveis (Kinnunem et al., 

2003; Koening et al., 2005; Smith et al., 2004; Patin et al., 2002; Alonso, 1991), e todos 

têm sido associados a desfechos desfavoráveis em funções cognitivas, emocionais ou 

sociais (amplamente revisados em Weinstock, 2008; Baker et al., 2008 ;2009). 

Acredita-se que grande parte dos efeitos do estresse pré-natal sejam decorrentes 

de uma exposição aumentada aos hormônios maternos relacionados ao estresse. Estes, 

ao serem transportados através da placenta teriam a capacidade de promover alterações 

em importantes processos celulares, além de alterar de forma permanente o 

funcionamento do eixo HPA da prole (através de uma diminuição da expressão de 

receptores de glicocorticoides e mineralocorticoides em áreas importantes para seu 



3 

 

 

feedback negativo) (Darnaudery & Maccari, 2008; Weinstock, 2008; Seckl & Meaney, 

2004; Hadoke et al., 2006). Quando a secreção destes hormônios é suprimida, a partir 

da adrenalectomia de fêmeas prenhas, diversos prejuízos comportamentais produzidos 

pelo estresse neonatal podem ser prevenidos (Zagron & Weinstock, 2006; Barbazanges 

et al., 1996). 

 

Restrição de Crescimento Intrauterino 

 

A Restrição de Crescimento Intrauterino (RCIU) ocorre quando há uma 

diminuição na velocidade de crescimento fetal, resultando em um feto que não consegue 

atingir todo o seu potencial de crescimento (Geva et al., 2012; Bertino et al., 2007). 

Esta condição pode resultar de uma ampla variedade de fatores que, de alguma maneira, 

afetem o ambiente intrauterino, e sua ocorrência está relacionada com uma série de 

desfechos adversos tanto a curto quanto a longo prazo. 

Tipicamente, neonatos são identificados com RCIU quando seu peso ao nascer 

encontra-se abaixo do percentil 10 para sua idade gestacional e indicadores tais como 

má nutrição, tabagismo e infecções maternas estiverem presentes durante a gestação 

(Halpern et al., 2001), porém, seu preciso diagnóstico necessita uma correlação entre 

diferentes idades gestacionais e medidas seriadas de ultrassom (Hendrix & Berghella, 

2012). Além disso, é necessário levar em conta características constitucionais 

familiares. Mulheres de baixa estatura, por exemplo, são mais propensas a terem filhos 

pequenos, e embora frequentemente esses neonatos sejam pequenos para a idade 

gestacional, eles são geralmente saudáveis (Lyons, 2006). A RCIU afeta entre 3-10% de 

todos os nascimentos (Pollack & Divon,1992), e estima-se que em gestações datadas 

com exatidão, aproximadamente 80-85% dos fetos identificados com RCIU sejam 

constitucionalmente pequenos porém saudáveis, enquanto somente 15-20% dos casos 

possam ser caracterizados como RCIU “verdadeira” (Manning, 2004).  

O processo de crescimento fetal é multifatorial e complexo, de forma que 

diversos fatores podem levar à RCIU. Na grande maioria dos casos, estes fatores atuam 

comprometendo - direta ou indiretamente - a perfusão uteroplacentária, e podem ser 

classificados de uma forma ampla em fetais e maternais (Sabogal & Weiner, 2007). 

Entre os fatores fetais, há uma grande variedade de anormalidades genéticas 

associadas à RCIU, sendo responsáveis por aproximadamente 10% dos casos (Sabogal 

& Weiner, 2007). Anormalidades como a trisomia do cromossomo 21 (Síndrome de 
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Down), trissomia do cromossomo 18 (Síndrome de Edwards) e Síndrome de Turner 

podem causar restrição de crescimento supostamente por causar uma redução no 

número de arteríolas das vilosidades placentárias (Rochelson et al., 1990). Infecções 

fetais, como rubéola, sífilis e toxoplasmose também respondem por parcela significativa 

dos casos de RCIU (Pollack & Divon, 1992), e para completar o quadro, má formações 

congênitas e gestações múltiplas correspondem juntas a cerca de 5% dos casos 

(Gruenwald, 1966). 

Já entre os fatores maternos, há uma grande variedade de condições associadas 

com um aumento no risco de apresentar RCIU. Doenças maternas como diabetes e 

hipertensão, doenças cardíacas congênitas e problemas vasculares em geral, além da 

exposição a agentes tóxicos como tabaco e álcool estão entre as causas mais comuns 

(Sabogal & Weiner; 2007; Siu et al., 2002; Ang et al., 2006; Walfisch & Hallack, 2006; 

Bouhours-Nouet et al., 2005; Mills et al., 1984; Okah et al., 2005). De uma forma ou de 

outra, todos estes fatores acabam por levar a uma redução no fluxo sanguíneo 

uteroplacentário, a uma redução na capacidade do sangue em carregar oxigênio e até 

mesmo a uma redução no volume sanguíneo materno. Mulheres deprimidas durante a 

gestação também apresentam maior risco de RCIU (Bansil & Kuklina, 2012), e 

acredita-se que o efeito da depressão sobre o crescimento fetal se dê principalmente 

devido a alterações no funcionamento do eixo HPA materno, cuja hipersecreção de 

hormônios poderia atuar reduzindo o tamanho da placenta e afetando sua perfusão e 

permeabilidade (Diego et al., 2006; Field et al., 2006). 

Embora a RCIU apresente diversas etiologias, é indiscutível que a desnutrição 

materna apresenta um papel destacado no estabelecimento desta condição (Bansil & 

Kuklina, 2012). Durante a gestação, a desnutrição provavelmente se associa à RCIU 

através de três mecanismos básicos. Em primeiro lugar, uma alimentação restrita ou 

desbalanceada pode afetar a disponibilidade de nutrientes vitais para o feto. Além disso, 

a nutrição materna inadequada pode levar a uma redução no peso e na área de superfície 

da placenta, resultando em uma reduzida transferência de nutrientes o oxigênio. E por 

último, a má nutrição materna está associada com concentrações séricas alteradas de 

hormônios importantes como a insulina, leptina e IGF-1, as quais também estimulam o 

transporte de nutrientes através da placenta (Jansson & Powell, 2000; Jansson et al., 

2008). 

A RCIU é um dos problemas mais comuns e complexos na obstetrícia moderna, 

sendo motivo de grande preocupação particularmente devido a sua associação com altas 
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taxas de mortalidade e morbidades perinatais (prematuridade, anormalidades 

congênitas) (Faraci et al., 2011; Bansil & Kuklina, 2012). Para estes neonatos, a taxa de 

mortalidade chega a ser oito vezes maior (Fernández-Carrocera et al., 2003), 

correspondendo a 20% dos óbitos fetais no mundo ocidental. Em diversos países em 

desenvolvimento, estas taxas são ainda maiores (WHO, 2008). 

Mais do que isto, acredita-se que a RCIU induza um processo programação fetal 

capaz de promover desfechos desfavoráveis a longo prazo sobre a saúde dos indivíduos. 

Diversos estudos têm associado a ocorrência de RCIU com um aumento nas taxas de 

hipertensão (Manalich et al., 2000), diabetes tipo II (Hales & Barker, 2001) e obesidade 

(Ravelli et al., 1999; Pilgaard et al., 2011) na vida adulta, além de levar a alterações em 

estruturas cardiovasculares (Painter et al., 2006). Alterações no desenvolvimento 

endócrino-metabólico também foram descritas, como por exemplo, disfunções na 

atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) (Reynolds et al., 2005; Kajantie et 

al., 2007; Osterholm et al., 2012). Outros estudos também apontam para um aumento 

no risco de apresentar desfechos comportamentais adversos como transtorno de déficit 

de atenção/hiperatividade (TDAH) (Hultman et al., 2007), transtornos do espectro 

esquizofrênico (Susser et al., 2008), impulsividade (Silveira et al., 2012) e depressão 

(Brown et al., 2000) além de alterações no comportamento alimentar (Barbieri et al., 

2009). 

Atualmente, diversas manipulações têm sido utilizadas para induzir RCIU em 

roedores, geralmente utilizando-se de modelos nutricionais ou cirúrgicos, hipóxia 

gestacional ou condições induzidas por drogas (Haugaard & Bauer, 2001).  Entre os 

modelos induzidos por alterações nutricionais, há uma grande variedade de modelos 

baseados principalmente na exposição a curtos períodos (tipicamente 48 horas) de jejum 

total ou a períodos mais prolongados de exposição a uma dieta pobre em proteínas e/ou 

calorias. Estes modelos apresentam a vantagem de serem de fácil estabelecimento, 

serem altamente reproduzíveis e permitirem a combinação de diferentes parâmetros de 

duração e intensidade do insulto, refletindo melhor as variações que naturalmente 

ocorrem em humanos (Haugaard & Bauer, 2001).  

Já os modelos cirúrgicos, baseiam-se na ligadura ou clampeamento de artérias 

uterinas e foram desenhados para demonstrar a importância do adequado fluxo 

sanguíneo útero-placentário para o crescimento fetal (Wigglesworth, 1964; Tanaka et 

al., 1994). Embora relativamente simples, uma clara desvantagem desta abordagem é a 

alta taxa de mortalidade e a exposição dos animais a anestésicos, o que por si só pode 
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trazer efeitos prejudiciais para o crescimento fetal (Allaert et al., 2007). Nos modelos de 

hipóxia, fêmeas gestantes são expostas a diferentes níveis de oxigênio durante a 

segunda metade da gestação (Tapanainen et al., 1994, Schwartz et al., 1998). Os 

modelos de hipóxia podem ser considerados bastante poderosos, visto que o 

crescimento fetal será prejudicado mesmo se expostos a episódios breves e intermitentes 

de hipóxia. E entre os modelos de RCIU induzidos por drogas, torna-se especialmente 

relevante o modelo de indução por administração de glicocorticoides, uma vez que sua 

administração é amplamente utilizada a fim de induzir maturação pulmonar fetal em 

casos de parto pré-termo (Roghair et al., 2005; Miller et al., 2007; 2012).   

Estes modelos animais, além de resultarem em desfechos metabólicos e 

comportamentais semelhantes ao encontrados em humanos, permitem o estudo mais 

detalhado de aspectos de difícil acesso em estudos clínicos, além de serem essenciais na 

identificação de seus mecanismos causadores (Rees et al., 2007). A partir destes 

estudos, já foram relatadas alterações na estrutura e nos níveis de BDNF no hipocampo 

(Diene & Rees, 2004; Pinilla & Vaynman 2005), diminuição do número de neurônios 

no cerebelo (Mallard et al., 2000; Rees et al., 2007), alterações microestruturais 

regionais nas matérias branca e cinzenta (Eixarch et al., 2012), além de disfunções nos 

sistemas serotoninérgico (Manjarrez-gutierrez et al., 2010) e dopaminérgico (Whitaker 

et al., 2011). 

 

Comportamento maternal 

 

O termo “Comportamento maternal” refere-se a um conjunto de 

comportamentos exibidos pela mãe em preparação ao nascimento de seus filhotes e no 

cuidado e proteção de seus recém-nascidos. Para a maioria dos mamíferos, este 

repertório comportamental surge próximo ao momento do parto e representa um padrão 

complexo e previsível muitas vezes espécie-específico (Kristal, 2009). Em roedores, o 

período que antecede o nascimento é marcado por uma significativa alteração no padrão 

de limpeza corporal das fêmeas, que passam a dar mais atenção à região mamária e 

genital (Rosenblatt & Lehrman, 1963). Além disso, alguns dias antes do parto as fêmeas 

iniciam a construção de ninhos semelhantes àqueles que receberão os filhotes e que 

garantirão sua proteção e manutenção da temperatura na ausência da mãe.  

Após o nascimento da ninhada, os principais componentes do comportamento 

maternal são os atos de recolher, amamentar e lamber os filhotes, além do 
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comportamento de construir ninho que permanecerá durante grande parte do período da 

lactação (Numan & Insel, 2003). No comportamento de recolher os filhotes, que se 

torna mais necessário na medida em que os filhotes amadurecem seu sistema motor, as 

fêmeas lactantes os transportam de um local a outro a fim de mantê-los protegidos. Na 

amamentação, são assumidas posturas que expõem a região mamária aos filhotes e 

permitem que eles se alimentem. Já no ato de lamber os filhotes, grande ênfase é dada à 

região anogenital, o que estimula seus processos de excreção (Numan & Stolzenberg, 

2009; Friedman et al., 1981). Além disso, e como veremos mais adiante, lamber os 

filhotes produz profundos efeitos no desenvolvimento da prole (Lévy, 2008). Além 

destes comportamentos, fêmeas irão proteger e defender seus filhotes de intrusos que se 

aproximem de seu ninho e superarão situações estressantes e arriscadas para ficar 

próximas de seus filhotes (Lonstein & Gammie, 2002; Pereira et al., 2005; Lonstein & 

Morrell, 2007). 

Muitos desses cuidados originam-se de estímulos provenientes dos próprios 

filhotes (Fleming et al., 1999), e são típicos de animais altriciais, os quais nascem 

bastante imaturos e necessitam integralmente de sua mãe para sobreviverem (Pryce & 

Feldon, 2003). Além disso, fêmeas não formam vínculos exclusivamente a seus 

próprios filhotes, sendo que também cuidarão de filhotes de outras mães que porventura 

sejam colocados em seu ninho (Bridges, 2008). 

No momento do parto, este repertório completo de comportamentos maternais é 

rapidamente apresentado até mesmo por ratas primíparas. Em contraste, ratas nulíparas 

ao serem expostas a filhotes irão evitá-los e por vezes até mesmo atacá-los (Numan & 

Insel, 2003). Esta diferença na responsividade aos filhotes torna-se bastante importante, 

pois evidencia que apenas os estímulos provenientes dos filhotes não são suficientes 

para induzir o aparecimento de respostas maternais nas fêmeas. Ratas que passaram pela 

experiência do parto são imediatamente responsivas pelo fato de seus encéfalos terem 

sido afetados por eventos endócrinos associados à gestação e ao momento do parto 

(Moltz et al., 1970; Mann & Bridges, 2001). 

Estas alterações endócrinas responsáveis pela imediata responsividade materna 

incluem um acentuado declínio dos níveis de progesterona e elevação dos níveis de 

estradiol e prolactina circulantes (Nemsadze & Silagava, 2010). Esta alteração do perfil 

hormonal agiria em regiões encefálicas específicas, coordenando e facilitando o inicio 

dos comportamentos maternais, mas sem ser necessária para a expressão destes 

comportamentos ao longo da gestação (Numan & Stolzenberg, 2009).  
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Diversos estudos têm apontado que a Área Pré-óptica Medial do Hipotálamo 

(APOM) é essencial para a correta expressão dos comportamentos maternais em 

roedores e em outros animais (Numan, 2006). Os neurônios desta região contêm 

receptores para estradiol, progesterona e prolactina, fazendo com que seja um dos locais 

prováveis de ação dos hormônios da gestação na estimulação dos circuitos que regulam 

as respostas maternais voluntárias (Shughrue et al., 1997; Bakowska & Morrell, 1997; 

Stack et al., 2002; Li & Fleming, 2003). Estudos demonstram que lesões nesta área são 

relativamente específicas, trazendo prejuízos para os comportamentos maternais sem 

levar a alterações em outros comportamentos como o sexual e na atividade locomotora 

(Numan & Insel, 2003). 

Embora o padrão de comportamentos maternais de cada espécie obedeça a um 

padrão bastante previsível, variações individuais na qualidade do cuidado oferecido aos 

filhotes podem ocorrer. Estas variações, sejam naturais ou causadas por situações 

estressantes, apresentam uma influência crítica no desenvolvimento dos indivíduos 

(Champagne et al., 2003; Francis et al., 2002), sendo que em roedores, as variações 

particularmente nos comportamentos de lamber e limpar os filhotes são responsáveis 

por regular o desenvolvimento emocional, cognitivo e neuroendócrino destes filhotes 

(Macri et al., 2004; Champagne et al., 2003; Pryce et al., 2000; Caldji et al., 2000). 

Filhotes de mães altamente cuidadoras apresentam maior locomoção e menor 

latência para entrar nos quadrantes centrais no teste do campo aberto, indicando menor 

inibição neste teste (Uriarte et al., 2007), maior densidade de receptores para 

benzodiazepínicos no núcleo central e lateral da amígdala e no locus coeruleus (LC), 

bem como um aumento de receptores beta adrenérgicos no LC em comparação com 

filhotes cujas mães apresentavam um menor índice de comportamento maternal (Caldji 

et al.,1998). Além disso, filhotes de mães altamente cuidadoras apresentam resposta 

reduzida ao estresse quando adultos se comparados com filhotes de mães pouco 

cuidadoras (Padoin et al., 2001).  

Desta forma, alterações no comportamento maternal podem induzir a 

modificações epigenéticas nos filhotes, exercendo um efeito persistente que pode 

estender-se entre gerações (Zhang et al., 2005; Pruessner et al., 2004). A estimulação 

táctil oriunda da mãe durante a primeira semana de vida parece ter uma importante 

função no estabelecimento de fenótipos estáveis no comportamento da ninhada 

(Kaffman & Meaney, 2007).  
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Alguns estudos têm sugerido que condições adversas durante o período pré-natal 

possam interagir com a qualidade do cuidado maternal recebido, e desta forma, causar 

uma considerável variabilidade nos desfechos observados (Barker et al., 2002a; 2002b). 

Buss (2007) observou um volume hipocampal significativamente menor em indivíduos 

que nasceram pequenos para a idade gestacional (PIG) e que reportaram ter recebido um 

cuidado materno de baixa qualidade durante a infância. Esta diminuição do volume 

hipocampal não foi encontrada em indivíduos PIG que relataram cuidado materno de 

alta qualidade, tampouco em indivíduos adequados para a idade gestacional que 

relataram cuidado materno de baixa qualidade (Buss et al., 2007).  

Esta interação entre peso ao nascer e qualidade do cuidado maternal também foi 

encontrada em um estudo que avaliou características atencionais em crianças com 18 

meses de vida. Crianças que nasceram PIG e receberam um cuidado maternal de baixa 

qualidade apresentaram prejuízos na habilidade de transferir o foco da atenção de uma 

atividade para outra, o que poderia trazer prejuízos a longo prazo para seu 

desenvolvimento cognitivo (Neuwald et al., 2014). Juntos, estes achados sugerem que 

os efeitos associados a um ambiente fetal adverso podem ser modulados pela qualidade 

do cuidado maternal recebido nas fases iniciais da vida. 

 

Flexibilidade Cognitiva 

 

Em um ambiente que passa por constantes mudanças e traz novos desafios a 

cada instante, os organismos precisam apresentar comportamentos flexíveis e que se 

adaptem a estas mudanças. Tal habilidade recebe o nome de flexibilidade cognitiva, um 

processo pertencente às funções executivas que permite a alteração das estratégias 

cognitivas e motoras baseando-se em novas informações, permitindo desta forma uma 

adaptação às demandas do meio (Gilbert & burgess 2008; Previc, 2009). 

Déficits específicos nesta habilidade (rigidez cognitiva) são observados em 

diversas desordens como Doença de Parkinson, Esquizofrenia, Autismo e Transtornos 

do humor, estão frequentemente presentes em indivíduos com distúrbios alimentares, e 

podem inclusive surgir naturalmente ao longo do envelhecimento normal (Chamberlain 

et al., 2006; Verdejo-Garcia et al., 2006; Ceaser et al., 2008; Tchanturia et al., 2012; 

Tanaka et al., 2011). Indivíduos que apresentam estes déficits normalmente são capazes 

de aprender informações e regras que guiem seus comportamentos, porém, quando uma 
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situação exige mudanças, a habilidade em modificar suas respostas fica comprometida 

(Bissonette et al., 2013). 

Diversos testes já foram desenvolvidos a fim de acessar os diferentes aspectos da 

flexibilidade cognitiva. Nestes testes, os indivíduos precisam aprender a discriminar 

entre uma estratégia/resposta correta (muitas vezes associadas a uma recompensa) e 

outra incorreta. Quando a tarefa é alterada, e a resposta que anteriormente era correta 

agora passa a ser incorreta, outra estratégia precisa ser escolhida, iniciada e mantida, o 

que requer a extinção da associação “antiga” e aquisição de uma nova.  

Em humanos, o teste mais comumente utilizado é o Wisconsin Card Sorting Test 

(WCST). Neste teste, cartas com diferentes formas, cores e números (Ex.: dois 

quadrados vermelhos) são apresentadas, e é exigido ao indivíduo que as ordene de 

acordo com alguma categoria perceptual pré-determinada (Ex.: cor). Ao longo do teste, 

esta categoria perceptual relevante é alterada (ex.: para forma), e o participante deverá 

modificar seu comportamento a fim de identificar qual a “regra perceptual” agora 

vigente, tudo isso sem qualquer instrução explícita.  

Já em modelos animais, uma ferramenta comum para acessar a flexibilidade 

cognitiva é o uso do Attentional Set-shifting Task (ASST) em roedores, que assim como 

o WCST, requer que uma regra inicialmente aprendida (que previa uma recompensa) 

seja substituída por outra (Birrel & Brown, 2000). Embora estas tarefas variem no seu 

design, todas mantém o mesmo princípio geral, exigindo o aprendizado de regras 

abstratas e associações que guiarão o comportamento do animal e que serão seguidas de 

substituições entre as regras disponíveis (Birrel & Brown, 2000). Neste processo de 

substituição, duas etapas figuram como as mais relevantes e estudadas: as mudanças de 

configurações atencionais (attentional set-shiftings) e os aprendizados reversos 

(Reversal learnings).  

Nas etapas de set-shiftings, são exigidas adaptações comportamentais em 

resposta a alterações nos estímulos perceptuais relevantes (estímulos que preveem 

recompensa), e podem ser classificados em intra (Intradimensional shift - IDS) ou 

extradimensionais (Extradimensional shift - EDS). Na etapa intradimensional, novos 

exemplares (cores, formas e cheiros) são apresentados, porém, a dimensão perceptual 

relevante permanece a mesma (Ex.: o animal precisa continuar prestando atenção na 

cor). Neste caso, não é exigido que a atenção seja reorientada, e uma adaptação 

comportamental bem sucedida exige a manutenção da regra atual. 
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Do contrário, nas mudanças extradimensionais não só os exemplares são novos, 

mas a dimensão perceptual que prevê recompensa também é alterada. Isto significa que, 

neste tipo de mudança, é necessária uma alteração da resposta para a dimensão que 

anteriormente era irrelevante (Ex.: ao invés da cor, o animal precisa, agora, responder 

ao cheiro) (Rogers et al., 2000). De uma forma bastante sucinta, regras são aprendidas e 

reforçadas dentro da sua dimensão na mudança intradimensional para depois serem 

alteradas entre dimensões na mudança extradimensional.  

Já nas etapas de reversão, é exigido ao animal que pare de responder ao estímulo 

que previa recompensa e passe a responder ao outro estímulo, da mesma dimensão 

perceptual, que anteriormente não estava associado a recompensas (Robbins, 1998). Ao 

contrário da mudança intradimensional, na qual todos os exemplares são novos, na 

reversão os exemplares permanecem os mesmos, porém, o exemplar anteriormente 

correto agora é o incorreto. 

E foi justamente utilizando a tarefa do ASST que, em um importante estudo, 

Birrel e Brown demonstraram que diferentes áreas do córtex pré-frontal são exigidas na 

resolução efetiva de tarefas que exijam flexibilidade cognitiva, e mais do que isto, 

demonstraram que durante estas tarefas, as áreas envolvidas apresentam papéis 

independentes e distintos (Birrel & Brown, 2000). Atualmente, sabemos que o córtex 

orbitofrontal (OFC), o córtex pré-frontal medial (PFCm), o córtex cingulado anterior 

(ACC) e o corpo estriado (EST) compõem e as estruturas mais importantes para este 

processamento em roedores (Klanker et al., 2013; Bissonette, 2013). 

Lesões restritas ao Córtex Orbitofrontal levam a déficits específicos para as 

reversal learnings sem causar prejuízos na capacidade de efetuar set-shiftings 

(McAlonan & Brown, 2003; Hornak et al., 2004; Boulougouris et al., 2007). Por outro 

lado, lesões no PFCm e no ACC de roedores levam a prejuízos específicos para as 

etapas de set-shiftings (Birrell & Brown, 2000; Bissonette et al., 2008). Ao que parece, 

o PFCm e o ACC são responsáveis, pelo menos em certo grau, por diversas funções 

fundamentais que necessitam ser precisamente realizadas para que os set-shiftings 

ocorram adequadamente. Essas funções incluem a formação de associações entre os 

estímulos e respostas, a detecção de erros e conflitos entre as regras e o 

acompanhamento do histórico de recompensas para determinar quais respostas já não 

são mais válidas (Bissonette, 2008). 

Além destas áreas, o corpo estriado também estaria envolvido com a regulação 

da flexibilidade cognitiva (Clarke et al., 2008; Castane et al., 2010). Nesta região, 
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circuitos fronto-estriatais contribuiriam para as reversal learnings, enquanto os set-

shiftings dependeriam de conexões entre o PFCm e o estriado (Castane et al., 2010; 

Ghahremani et al., 2010; Graham et al., 2009). Para fins de comparação, torna-se 

importante notar a consistentes similaridades entre primatas e roedores nestas áreas 

envolvidas com a flexibilidade cognitiva (Mailly et al., 2013). 

Diversos estudos, tanto em animais quanto em humanos, tem indicado que a DA 

está envolvida na regulação de diferentes aspectos da flexibilidade cognitiva (revisto em 

Kankler, 2013). Ao que parece, conjuntos de neurônios dopaminérgicos do PFC 

sinalizam especificamente discrepâncias entre o desfecho esperado e o real, formando 

uma rede inibitória capaz de interromper a atividade corrente e ajustar os 

comportamentos com base no novo contexto (Rodriguez-Jimenez et al., 2006; Braver & 

Barch, 2002).  

Mas embora a DA apresente uma forte influência sobre a flexibilidade cognitiva, 

é importante notar que prejuízos nesta tarefa devido a perturbações na sinalização 

dopaminérgica são, na grande maioria das vezes, transitórias. Isto sugere que a DA 

possa facilitar estes comportamentos, mas não seja totalmente indispensável (Floresco 

& Magyar 2006; Lee et al., 2007).  Além disso, a habilidade de adaptação 

comportamental em resposta a alterações ambientais não é totalmente abolida diante de 

manipulações no sistema dopaminérgico (Kankler et al.,2013). 
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OBJETIVOS 
 

 

 

Objetivo geral 

 

 

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da restrição de crescimento 

intrauterino sobre uma tarefa de flexibilidade cognitiva aplicada na vida adulta, avaliar a 

interação entre o cuidado materno recebido e os desfechos comportamentais 

encontrados, assim como possíveis alterações na sinalização dopaminérgica 

mesocorticolímbica dos animais. 

 

 

Objetivos específicos 

 

 Verificar o efeito da restrição alimentar em 50% sobre o ganho de peso, a duração 

da gestação e o crescimento fetal; 

 Investigar o efeito da restrição de crescimento intrauterino sobre o cuidado materno; 

 Avaliar o efeito da restrição de crescimento intrauterino sobre o consumo de 

alimento palatável na vida adulta; 

 Avaliar a flexibilidade cognitiva dos animais na idade adulta em uma tarefa que 

utiliza alimentos doces como recompensa; 

 Avaliar a interação entre restrição de crescimento intrauterino e cuidado materno 

recebido sobre o resultado do teste de flexibilidade cognitiva; 

 Investigar a sinalização dopaminérgica em áreas do sistema mesocorticolímbico que 

estejam envolvidas com os comportamentos analisados. 
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HIPÓTESE 
 

 

O protocolo de indução de restrição de crescimento intrauterino levará a 

alterações no cuidado materno das fêmeas lactantes. Nos filhotes, esta intervenção 

levará a um retardo no crescimento fetal e, na vida adulta, estará associada a déficits na 

flexibilidade cognitiva.  Além disso, o cuidado materno recebido terá influencia sobre 

os desfechos encontrados, e alterações na sinalização dopaminérgica 

mesocorticolímbica estarão subjacentes às alterações comportamentais encontradas.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Animais e Condições Experimentais 

Para este estudo foram selecionados, ao acaso, 59 ratos da linhagem Sprague-

Dawley provenientes da Unidade de Experimentação Animal do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre. As fêmeas (n=40) permaneceram, individualmente, em caixas-moradia 

confeccionadas em Plexiglas, medindo 49 x 34 x 16cm, com assoalho recoberto de 

maravalha e mantidas em um ambiente controlado: ciclo claro/escuro de 10/14 horas 

(luzes acendendo às 09h e apagando às 19h), temperatura de 22±2ºC, limpeza das caixas 

uma vez por semana, ração padrão e água ad libitum. Estas fêmeas foram mantidas 

nestas condições ambientais por pelo menos 10 dias antes de qualquer procedimento 

experimental. Já os machos (n=19), permaneceram nestas mesmas condições de 

laboratório, com a exceção de terem permanecido agrupados em, no máximo, cinco 

indivíduos por caixa. Para o acasalamento, verificou-se o ciclo estral de cada rata 

diariamente através da visualização em microscópio óptico do material coletado por 

lavado vaginal. Após a constatação do período fértil, as ratas foram colocadas 

individualmente juntas de um macho, durante o ciclo escuro, para que o acasalamento 

ocorresse. Após a confirmação do acasalamento através da aferição da presença de 

espermatozoides no lavado vaginal, este foi considerado o dia 1 (um) de gestação.  

As ratas prenhes foram randomizadas pelo peso corporal e, no dia 10 de 

gestação, divididas em dois grupos: Controle (Contr) e Restrição Alimentar em 50% 

(FR). Enquanto o grupo Controle recebia ração padrão à vontade durante toda a 

gestação e lactação, as fêmeas do grupo FR50% receberam diariamente apenas 50% do 

consumo médio de ração dos animais do grupo controle. O cálculo do consumo médio 

de ração do grupo Controle baseou-se nos dados de consumo de um estudo anterior de 

nosso grupo que utilizou o mesmo protocolo. Do dia 10 de gestação até o desmame (21 

dias de vida dos filhotes), aferiu-se diariamente o consumo de ração e o peso corporal 

das fêmeas (Desai et al., 2005). 

O dia do nascimento foi constantemente monitorado e em até 24 horas após 

nascer os filhotes foram pesados, padronizados em oito filhotes por ninhada e o 

procedimento de adoção cruzada (cross-fostering) foi realizado. Neste procedimento, as 

ninhadas passam da mãe gestante para uma mãe adotiva durante o período da lactação, 

formando agora quatro grupos (gestação/lactação) (Figura 1): 
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Figura 1. Formação dos grupos utilizados no estudo. 

 

- Contr/Contr (n=24♂ e 24♀) – filhotes de mães controles são adotados por 

outras mães controles. 

- FR/Contr (n=20♂ e 20♀) – filhotes de mães desnutridas são adotados por mães 

controles. 

- FR/FR (n=20♂ e 18♀) - filhotes de mães desnutridas são adotados por outras 

mães desnutridas. 

- Contr/FR (n=17♂ e 22♀) - filhotes de mães controles são adotados por mães 

desnutridas. 

Com o objetivo de diminuir as rejeições e obtermos sucesso nas adoções, os 

filhotes foram retirados da caixa da mãe e colocados em um recipiente contendo 

maravalha da mãe adotiva. Este procedimento foi realizado para que os filhotes 

ficassem com o cheiro desta mãe. As adoções foram observadas por um período de 30 

minutos ou até que as mães demonstrassem cuidado com a ninhada, amamentando ou 

carregando os filhotes para o ninho.  

No dia 21 após o nascimento ocorreu o desmame, sendo os animais separados 

por sexo e mantidos em no máximo 5 animais por caixa, recebendo ração padrão e água 

ad libitum, com ciclo claro/escuro de 12/12h, sendo manipulados apenas para a 

pesagem semanal que foi realizada até o início dos testes comportamentais. 

Registro do Cuidado Materno 

O comportamento maternal de cada genitora foi registrado em cinco períodos 

diários de 72 minutos cada, do dia 2 ao dia 7 pós-natal (seguindo os procedimentos 
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descritos por Champagne et al. 2003). Os registros ocorreram em tempos regulares, 

sendo três no período claro (10:00, 13:00 e 17:00 h) e dois no período escuro (07h e 

20h). Em cada período de observação, o comportamento da genitora foi registrado de 

forma pontual a cada três minutos (25 observações/dia x 5 períodos/dia = 125 

observações/genitora/dia), sendo que a frequência dos seguintes comportamentos foi 

registrada: 

a) Genitora em contato com no mínimo 3 filhotes. 

 b) Genitora fora do ninho. 

c) Genitora amamentando os filhotes, conforme a posição do dorso arqueado: 

(1), (2), (3) ou (4); sendo a posição (1) a menos arqueada e a posição (4) a mais 

arqueada (Figura 2). 

d) Genitora amamentando os filhotes de forma passiva, ou seja, quando ela está 

deitada de costas ou de lado ao amamentar. 

e) Genitora lambendo (licking and grooming) algum filhote. Este 

comportamento podia acontecer de forma concomitante a outros comportamentos como 

a amamentação. 

 

Figura 2: Posturas de amamentação. A linha representa o ventre da genitora visto 

lateralmente, enquanto os círculos representam os filhotes. 

 

Os comportamentos foram registrados em uma planilha do Excell e seus escores 

foram calculados dividindo a frequência do comportamento pelo número total de 

observações. 

 

Atividade Locomotora 

 

Para os testes comportamentais e bioquímicos foram utilizados apenas dois 

filhotes/sexo de cada ninhada. O teste de atividade locomotora foi realizado colocando-

se os animais em uma arena retangular dividida em 12 quadrantes pelo período de 5 
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minutos. Durante este tempo, a locomoção foi quantificada através da contagem manual 

do número de quadrantes que o animal cruzou com as quatro patas.  

 

Teste de Flexibilidade Cognitiva (Attentional set shifting) 

Na investigação da flexibilidade cognitiva em tarefa de atenção, realizou-se o 

Attentional set shifting task (ASST), adaptado de Birrell & Brown (2000) e que 

combina tarefas de set-shifting e reversal learnings. Nesta tarefa, a atenção do animal 

precisa ser direcionada para determinado estímulo relevante (por exemplo, o cheiro), 

enquanto outros estímulos irrelevantes devem ser ignorados. Em seguida, o estímulo 

relevante é alterado e, tanto a habilidade do animal mudar de estratégia quanto a sua 

capacidade de manter a nova estratégia adquirida são avaliadas. O ASST baseia-se no 

fato de roedores aprenderem rapidamente a cavar em potes em busca de recompensas 

palatáveis e rapidamente aprenderem as dicas externas associadas para guiar suas 

decisões. 

Na semana anterior à realização do teste, os animais foram expostos a uma 

restrição de 20% na quantidade de ração oferecida e, adicionalmente, receberam 4 

pellets diários de Froot Loops® para habituação. Nesta etapa, os animais foram isolados 

e mantidos individualmente em suas caixas-moradia.  Para que os animais não tivessem 

dificuldades na tarefa de escavar, foram utilizados potes de cerâmica com um diâmetro 

interno de 7 cm e uma profundidade de 4 cm, com a recompensa palatável consistindo 

de ¼ de pellet de Froot Loops® a cada trial. 
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Figura 3: Animal cavando em busca da recompensa no ASST. 

Foram realizadas sessões de habituação, treino e teste. Na habituação, era 

permitido ao animal explorar o ambiente (arena de teste), apanhar e comer as 

recompensas colocadas em seu interior. Na medida em que o animal passava a realizar 

estas ações mais rapidamente e com mais segurança, os pellets passaram a ser colocados 

dentro dos potes e recobertos por quantidades progressivamente maiores de maravalha. 

Nesta etapa, era necessário que os animais perdessem o medo dos potes e cavassem na 

maravalha para apanhar o pellet escondido em seu interior. Os critérios de habituação 

foram definidos pela rapidez na qual o animal apanhava os pellets e os consumia. Os 

animais que, no período de três dias não atingiram estes critérios, foram excluídos do 

teste. 

No treino, os animais deveriam realizar duas discriminações simples (DS): de 

odor e de meio (material onde a recompensa estava escondida). Era permitido ao rato 

cavar em ambos os potes, sendo que um erro era registrado sempre que o animal 

cavasse no pote sem recompensa. No caso de erro, os dois potes eram rapidamente 

retirados, sem permitir acesso ao pote correto. No caso de acerto, era permitido ao 

animal consumir toda a recompensa. Estas DS foram realizadas na mesma ordem para 

todos os ratos, e em cada caso, somente um dos dois exemplares de escolha obtinha 

recompensa. Desta forma, na DS de meio, a recompensa estava sempre escondida no 

pote contendo lascas de papel, e não no pote contendo tecido TNT picado. Já na DS de 

odor, a recompensa estava sempre escondida no pote contendo maravalha com odor de 
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morango, e não no pote com maravalha odor cominho. Para passar desta fase, os 

animais precisavam acertar 6 trials consecutivos em cada DS. Estes exemplares de meio 

e odor não foram usados novamente no decorrer do teste.  

Já o teste, é composto por sete etapas: discriminação simples (DS), 

discriminação composta (DC), reversão da discriminação composta (REV1), mudança 

intradimensional (MID), reversão da mudança intradimensional (REV2), mudança 

extradimensional (MED) e reversão da mudança extradimensional (REV3).   

A primeira discriminação no teste é a Discriminação Simples (DS). Assim como 

no treino, os potes diferiam apenas em uma dimensão (odor ou meio) e somente um 

possuía a recompensa (Ex.: pote com cheiro de orégano). Uma vez que o rato atingia o 

critério de desempenho na DS (6 acertos consecutivos), iniciava-se a discriminação 

composta (DC). Nesta etapa, outra dimensão perceptual era introduzida (Ex: meio), 

porém, o estímulo correto continuava sendo o mesmo da DS (Ex.: cheiro de orégano). 

Na mudança intradimensional (MID), um novo conjunto de estímulos era introduzido 

(novos odores e novos meios), mas a dimensão perceptual relevante continuava a 

mesma das etapas anteriores (Ex.: odor). O aprendizado nesta etapa deveria ser 

facilitado pela manutenção da atenção do animal à dimensão perceptual relevante desde 

o início do teste, de modo que menos trials deveriam ser necessários para completar a 

MID em comparação com a DC. Na mudança extradimensional, um terceiro par de 

estímulos novos era introduzido. A diferença na MED é que a dimensão perceptual 

irrelevante desde o começo do teste (meio) se tornava, agora, a dimensão correta. Nas 

reversões (REV 1, REV 2 e REV 3), a dimensão relevante e os exemplares permanecem 

os mesmos, porém, o animal precisa aprender que o estímulo previamente correto agora 

é o incorreto e vice-versa. 
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Tabela 1: Fases do Attentional Set-shifting Task. 

Em todas as etapas do teste os potes foram colocados pseudoaleatoriamente em 

diferentes posições e ordens na arena de teste. Os aromas utilizados foram morango e 

cominho para o treino e orégano, canela, tomilho, baunilha, páprica e cravo da índia 

para o teste. Em relação aos meios, foi utilizado papel picado e tecido TNT para o treino 

e tiras de cetim, miçangas, botões, clipes, arruelas e pedaços de papelão para o teste. 

 

Teste de Exposição Aguda ao Alimento Doce  

 

Após todos os animais terem completado o ASST, realizamos o teste de 

exposição aguda ao alimento doce. Na manhã do dia do teste, os animais foram 

previamente pesados e mantidos em jejum por um período de 4 horas (com água ad 

libitum). Ao final deste período, um animal de cada ninhada foi imediatamente 

decapitado, enquanto o outro foi exposto a uma quantidade previamente pesada (aprox. 

30 g) de Froot Loops® por 1 hora. 

Relevante Irrelevante

Discriminação Simples 

(DS)

Dois estímulos pertencentes a uma mesma dimensão são apresentados (Ex.: odor). 

Um dos estímulos é o correto e outro é incorreto Odor -

Discriminação Composta 

(DC)

Uma segunda dimensão (Ex.: Meio) é introduzida, mas esta é irrelevante e o 

animal precisa continuar discriminando entre os dois estímulos originais. Odor Meio

Reversão da 

Discriminação Composta 

(REV1)

A relevância dos estímulos é agora invertida: o estímulo correto passa a ser 

incorreto, enquanto o anteriormente incorreto se torna o correto. Odor Meio

Mudança 

Intradimensional (MID)

Novos estímulos de ambas dimensões são introduzidos. A dimensão correta (Ex.: 

odor) permanece a mesma. Odor Meio

Reversão da Mudança 

Intradimensional (REV2)

O estímulo relevante é novamente invertido: o estímulo correto passa a ser 

incorreto, enquanto o incorreto se torna o correto. Odor Meio

Mudança 

Extradimensional(MED)

Novos estímulos de ambas dimensões são introduzidos. Nesta etapa, a dimensão 

relevante é alterada (Ex.: de odor para meio). Meio Odor

Reversão da Mudança 

Extradimensional (REV3);

A relevância dos novos estímulos é invertida, e novamente o estímulo correto se 

torna incorreto e vice-versa. Meio Odor

DescriçãoEstágio
Dimensões
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Figura 4: Teste de exposição aguda ao alimento doce. 

 

Ao final desta 1 hora o restante dos animais foi imediatamente decapitado e seu 

consumo de Froot Loops® avaliado. 

 

Coleta e Armazenamento dos Tecidos 

 

Para a realização da coleta de tecidos os animais foram eutanasiados por 

decapitação. Este protocolo experimental foi necessário para que fosse mínimo o 

estresse em que o animal é submetido e também para viabilizar a coleta das estruturas 

de interesse desse trabalho. O procedimento de decapitação é extremamente rápido, a 

fim de evitar qualquer forma de sofrimento aos animais e foi realizado em uma sala 

separada, afastada dos outros animais para não estressá-los. 

Imediatamente após a eutanásia, o encéfalo e parte do sangue do tronco dos 

animais foram coletados. Os encéfalos foram rapidamente removidos e congelados 

através da imersão em isopentano e armazenados em freezer a -80°C. Enquanto isso, o 

sangue dos animais foi coletado em tubos específicos para futuras determinações 

bioquímicas. As amostras sanguíneas foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos a 

4°C e o soro separado e armazenado a - 80°. 
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Medidas Centrais – Western Blotting 

 

Para quantificação do conteúdo proteico, o material analisado foi extraído 

através de “punches” (Paxinos; Watson, 2007). A proteína foi quantificada através de 

método colorimétrico (Pierce* BCA* Protein Assay, cat: 23225, Thermo Scientific) 

sendo feita a leitura do resultado com o espectrofotômetro a 562nm. Após, foi realizada 

a extração citosólica, as amostras incubadas com LDS e DTT a 95 ºC por 3min. As 

amostras já processadas foram pipetadas nos poços do gel NUPAGE 4-12% bis-tris gel 

(Bis-Tris-HCl buffer (pH 6.4), Acrylamide, Bis-acrylamide, APS, Ultrapure water) 

(INVITROGEN, cat: NP0323BOX) em um dos poços foi pipetado o marcador de 

proteína (Magic Mark XP western protein standard 20-220 Kda, INVITROGEN, cat: 

LC5602) foi colocado na cuba de eletroforese um tampão de corrida (NUPAGE MES 

SOS running buffer 20x, INVITROGEN, cat: np002) e ao mesmo foi adicionado um 

antioxidante (Nupage antioxidant, INVITROGEN, cat: np005).  

A cuba de eletroforese foi conectada a uma fonte, e a corrida realizada por 

1:30h, 120V e 100mA. Após a corrida, o gel foi colocado juntamente com esponjas 

embebidas em tampão de tranferência (NUPAGE transfer buffer 20 x, INVITROGEN, 

cat: np006) dentro de um compartimento de transferência. Foram colocadas 

seqüencialmente as esponjas, o papel filtro, o gel e a membrana (hybond-C Amersham 

biosciences nitrocelulose 0,4 micron 30 cm x 3 m roll, GE heathcare, cat: RPN303C), e 

inseridas dentro da cuba de transferência. Foi colocado nesta cuba o tampão de 

transferência e adicionado o antioxidante, a corrida foi 1:30h, 30V, 400mA. Após a 

transferência foi colocado Ponceau solution (Sigma-Aldrich, cat: P7170-1L) na 

membrana para verificar se as proteínas haviam sido transferidas. A membrana foi 

incubada em ar ambiente por 1 hora com leite em pó desnatado + TBS-T, para bloquear 

a mesma, esse processo impede que ocorram interações não específicas entre a 

membrana e o anticorpo usado para a detecção da proteína alvo.  

A membrana ficou em incubação “overnight” na câmara fria com o anticorpo 

primário e, no dia seguinte, foi incubada por 2 horas com o anticorpo secundário. Uma 

peroxidase – ligada secundariamente foi usada em conjunção com um agente 

quimiluminescente (ECL western blotting analysis system, GE heathcare, cat: RNP 

2106) e a mesma foi exposta ao filme fotográfico (KODAK). Para correção de 

potenciais erros de pipetagem, a membrana foi também incubada com Actina em 

“overnight” na câmara fria, no dia seguinte incubada com o seu respectivo anticorpo 
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secundário (AmershamECL Anti-Mouse IgG,GE heathcare, cat: NA 931) e revelada. A 

quantidade de proteína de interesse é calculada em relação a actina usando o software 

Image J® (SRINIVASAN; DUNN, 2011; KURIEN; HAL SCOFIELD, 2006; 

CORDEIRA et al., 2010). Para dosagem de tirosina hidroxilase (TH) foi utilizada 

concentração protéica de 20 µg, além dos anticorpos primários TH (1:5000) (anti-

tyrosine hydroxilase, peso molecular: 60 KDa, Sigma-Aldrich, cat: T2928), e actina 

(1:500) (β-actina, Sigma-Aldrich), e o anticorpo secundário anti-mouse (1:2000) 

(Amersham ECL Anti-Mouse IgG, GE heathcare, cat: NA 931).  

 

Rotinas/Normas de Segurança e Descarte de Rejeitos  

Os pesquisadores fizeram uso de jaleco, luvas, toucas e propés durante a 

permanência na Unidade de Experimentação Animal, local onde o projeto foi 

desenvolvido. Da mesma forma, utilizaram os equipamentos de proteção individual 

(EPI) visando à segurança do pesquisador nos laboratórios, respeitando as normas de 

segurança vigentes. O manuseio e o descarte de reagentes foram realizados conforme as 

rotinas do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). O descarte dos animais 

também seguiu a rotina do HCPA: após a decapitação dos animais, as carcaças foram 

acondicionadas em sacos plásticos de cor branca, próprios para descarte, e armazenadas 

em freezer a -18°C. Em seguida, o material foi encaminhado ao Biotério Central da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para processamento de acordo 

com o procedimento local. 

 

Análise Estatística 

O peso durante a gestação foi analisado através de uma ANOVA de medidas 

repetidas ajustada pelo tamanho da ninhada. Teste t de student e Qui-quadrado foram 

utilizados respectivamente para avaliar o tamanho da ninhada e a porcentagem de 

nascimentos por turno do dia. Para as variáveis do cuidado materno utilizou-se ANOVA 

de uma via. Exceto para o consumo de alimento doce (analisado por ANOVA de uma 

via seguido pelo post hoc LSD), os outros dados comportamentais foram analisados 

com foco nos dois grupos de interesse para investigar os efeitos da programação fetal 

(FR50%/Contr e Contr/Contr). ANOVA de duas vias foi utilizada para analisar o peso 

no momento do nascimento (grupo e sexo como fatores, ajustado para o tamanho da 

ninhada), ASST (realizado para cada fase da tarefa, de acordo com Cheng & Li, 2013), 
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e Westerm blots (dividido por sexo e utilizando grupo e status metabólico como 

fatores). Dados da TH no Nacc não apresentaram distribuição normal (Kolmogorov-

Smirnov test, p<0,0001) e foram transformados em logarítmo para a análise. 

Todos os dados foram analisados no programa Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS) versão 22.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, EUA). Para todas as 

análises foi considerado o nível de significância de 5%. 

 

Considerações Éticas 

Todos os procedimentos deste trabalho foram submetidos e aprovados em seus 

aspectos éticos e metodológicos pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Grupo 

de Pesquisa e Pós-Graduação do HCPA (GPPG/HCPA), estando de acordo com as 

Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 

08/10/2008 (BRASIL, 2008), que estabelece os procedimentos para o uso científico de 

animais. (Projeto número 12-0353). 
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RESULTADOS 
   

Em relação ao ganho de peso das genitoras, a ANOVA de medidas repetidas 

considerando o dia 1 e 21 de gestação e tendo tempo e grupo como fatores e tamanho da 

ninhada como covariável demonstrou que houve efeito do tempo [F(1,26)=16,36, 

p<0,001],  no qual as ratas de ambos os grupos ganharam peso durante a gestação, 

assim como há interação entre tempo e  grupo  [F(1,26)=153,97, p<0,001], indicando 

que embora ambos ganhem peso, o ganho das FR50% é menor que das fêmeas controle. 

Há também interação entre tempo e o número de filhotes de cada ninhada 

[F(1,26)=8,03, p<0,01], sendo que quanto mais filhotes, mais peso as genitoras ganham.  

Não houve efeito principal do grupo [F(1,26)=2,26, p=0,14], tampouco efeito principal 

do número de filhotes [F(1,26)=0,14, p=0,71]. 

PESO DAS GENITORAS NO INÍCIO E AO FINAL
DA GESTAÇÃO
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Figura 5: MÉDIA±E.P.M. do peso das genitoras do grupo controle (n=15) e FR (n=14) nos dias 1 e 

21 da gestação. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de medidas repetidas e mostram 

efeito do tempo (p<0,001) e interação tempo*grupo (p<0,001). * Diferença significativa quando 

comparado ao grupo Contr. ** Diferença significativa em relação ao dia 1. 
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Quanto ao peso dos filhotes no dia do nascimento, a análise utilizando grupo e 

sexo como fatores e número de filhotes de cada ninhada como covariável mostrou 

efeitos do grupo [F(1,336)=292,56, p<0,001 ], sexo [F(1,336) =16,03, p<0,001] e 

ninhada  [F(1,336)=11,53, p=0,001]. Isso demonstra que filhotes do grupo FR50% 

pesam menos que os filhotes do grupo controle no momento do nascimento. Além 

disso, filhotes do sexo feminino são em geral menos pesados que filhotes do sexo 

masculino e quanto maior o tamanho da ninhada, menor o peso individual dos filhotes. 

Contudo, não houve interação entre sexo e grupo [F(1,336)=2,29, p=0,13]. 

PESO DOS FILHOTES NO DIA
DO NASCIMENTO

MACHOS FÊMEAS
0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00
Contr

FR

SEXO

P
E

S
O

 (
G

) * *

Figura 6. MÉDIA±E.P.M. do peso dos filhotes do grupo controle (n=78♂; 74♀) e FR50% (n=97♂; 

92♀) no dia do nascimento. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de duas vias ajustada 

pelo tamanho da ninhada e mostram efeito do grupo e do sexo. * Diferença significativa quando 

comparado ao grupo Contr do mesmo sexo. 
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Curiosamente, as genitoras do grupo FR50% tiveram ninhadas com um número 

médio de filhotes significativamente maior que as fêmeas do grupo controle (t29=4.241, 

p<0,001). Enquanto o número médio de filhotes no grupo controle ficou em 10,6 (±0,6), 

nas ninhadas do grupo FR50% esta média foi de 13,89 (±0,46) filhotes. 
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Figura 7. MÉDIA±E.P.M. do número de filhotes de cada ninhada do grupo controle (n=15) e 

FR50% (n=14)  no dia do nascimento. Os dados foram analisados utilizando Test t de Student. 

*Diferença significativa quando comparado ao grupo Contr. 

  
 



29 

 

 

Além disso, o teste do Qui-quadrado mostrou que houve diferença no número de 

nascimentos ao longo dos turnos do dia entre os grupos, sendo que fêmeas do grupo 

FR50% tiveram a maior parte de seus filhotes na madrugada do dia do parto, enquanto 

as fêmeas do grupo Controle tiveram seus filhotes distribuídos entre a manhã e a tarde 

do mesmo dia (qui-quadrado, p<0,001).  
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Figura 8. Distribuição dos nascimentos ao longo dos turnos do dia para os grupos controle (n=15) e 

FR50% (n=14). Os dados foram analisados utilizando o teste Qui-quadrado.  
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Cuidado Materno 

 

Para o cuidado materno, o comportamento de lamber os filhotes 

(Licking/grooming - LG) foi calculado através da soma do número de registros deste 

comportamento ao longo das sessões de observação. Os comportamentos de 

amamentação e permanência da genitora fora do ninho foram calculados através da 

razão entre o número de observações de cada um destes comportamentos e o total de 

observações realizadas ao longo dos seis dias de registro, fornecendo assim uma 

porcentagem de ocorrência.  

Fêmeas do grupo Controle apresentaram maior média de realização do 

comportamento de lamber os filhotes quando comparadas com as fêmeas do grupo 

FR50% [F(3,24)=7,81, p=0,001]. Este resultado foi independente do grupo em que 

pertenciam os filhotes, já que tanto fêmeas controle que adotaram filhotes controle 

(Controle/Controle), quanto fêmeas controle que adotaram filhotes FR50% 

(Controle/FR50%) realizaram mais deste comportamento que as fêmeas dos grupos 

FR50%/Controle e FR50%/FR50%.  
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Média de realização do comportamento de lamber
os filhotes durante os seis dias de registro
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Figura 9. MÉDIA±E.P.M. do número total de realizações do comportamento de lamber os filhotes 

durante os seis dias de registro nas fêmeas dos grupos Controle/Controle n=7), Controle/FR50% 

(n=6), FR50%/Controle (n=6)e FR50%/FR50% (n=6). Dados analisados utilizando ANOVA de 

uma via seguida de post hoc Bonferroni. *Diferença significativa em comparação com os grupos 

Contr/Contr e Contr/FR. 
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O percentual de tempo em que as fêmeas passaram amamentando seus filhotes 

nas posturas 1 e 2, consideradas menos eficazes, não diferiu entre os grupos 

[F(3,24)=1,11, p=0,36], tampouco foi encontrada diferença no percentual de tempo em 

que as fêmeas permaneceram amamentando seus filhotes nas posturas 3 e 4, 

consideradas as mais ativas e eficazes [F(3,24)=3,67, p=0,77].  

 

PERCENTUAL DE REGISTROS EM QUE AS GENITORAS
 PERMANECERAM NAS POSTURAS 1 E 2 DE AMAMENTAÇÃO
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Figura 10. MÉDIA±E.P.M. do percentual de registros do comportamento de amamentar os filhotes 

nas posições 1 e 2 durante os seis dias de registro para as genitoras dos grupos Controle/Controle 

(n=7), Controle/FR50% (n=6), FR50%/Controle (n=6) e FR50%/FR50%(n=6). Dados analisados 

utilizando ANOVA de uma via seguida de post hoc Bonferroni. 
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PERCENTUAL DE REGISTROS EM QUE AS GENITORAS
 PERMANECERAM NAS POSTURAS 3 E 4 DE AMAMENTAÇÃO
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Figura 11. MÉDIA±E.P.M. do percentual de registros do comportamento de amamentar os filhotes 

nas posições 3 e 4 durante os seis dias de registro para as genitoras dos grupos Controle/Controle 

(n=7), Controle/FR50% (n=6), FR50%/Controle (n=6) e FR50%/FR. Dados analisados utilizando 

ANOVA de uma via seguida de post hoc Bonferroni. 
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Por último, não houve diferença no percentual de tempo em que as fêmeas 

permaneceram sem contato com seus filhotes [F(3,24)=1,00, p=0,41]. 

 

PERCENTUAL DE REGISTROS EM QUE AS GENITORAS
 PERMANECERAM SEM CONTATO COM OS FILHOTES
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Figura 12. MÉDIA±E.P.M. do percentual de registros do comportamento de permanecer sem 

contato com os filhotes durante os seis dias de registro para as genitoras dos grupos 

Controle/Controle (n=7), Controle/FR50% (n=6), FR50%/Controle (n=6) e FR50%/FR50% (n=6). 

Dados analisados utilizando ANOVA de uma via seguida de post hoc Bonferroni. P>0,05 

 

Juntos, os resultados do cuidado materno demonstram que fêmeas submetidas à 

restrição alimentar realizam o comportamento de lamber os filhotes em uma frequência 

menor que as fêmeas do grupo controle. Este resultado é encontrado tanto para genitoras 

que adotaram filhotes controle, quanto para as que adotaram filhotes FR50%. Esta 

redução na frequência de lambidas não é acompanhada de alterações nas posturas de 

amamentação ou no tempo em que a mãe fica sem contato com os filhotes. 
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Consumo Agudo de Alimento Palatável 

 

No teste de consumo agudo de alimento palatável, foi encontrado efeito do 

grupo em machos [F(3,18)=3.536, p=0,041]. O teste de post hoc LSD mostrou que 

machos do grupo FR50%/Controle comem mais alimento doce que os machos dos 

outros grupos, em um efeito clássico da programação fetal (p=0,031, p=0,011 e p=0,014 

em comparação com os grupos Contr/FR50%, FR50%/FR50% e Contr/Contr 

respectivamente). Nas fêmeas, não foi encontrado efeito do grupo [F(3,21)=1.104, 

p=0,373]. 

 

 

 

 

Figura 13. MÉDIA±E.P.M. do consumo de alimento doce durante o período de 1 hora para os 

grupos Contr/Contr (n=5♂; 5♀), Contr/FR50% (n=5♂; 5♀), FR50%/Contr (n=4♂; 6♀) e 

FR50%/FR50% (n=5♂; 6♀). ANOVA de uma via seguida de post hoc LSD. * Diferença 

significativa em relação ao outros três grupos. 
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Atividade Locomotora 

 

Em relação à atividade locomotora dos animais na arena de teste, a realização de 

uma ANOVA de duas vias utilizando grupo e sexo como fatores mostrou não haver 

interação entre grupo e sexo [F(1,36)=2,40, p=0,13], ou efeito principal do grupo 

[F(1,36)=0,087, p=0,77]. Contudo, encontramos efeito principal do sexo 

[F(1,36)=18,53, p<0,001], mostrando que, embora não tenha havido diferença entre os 

tratamentos, as fêmeas naturalmente apresentam maior atividade locomotora que os 

machos sob estas condições.  
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Figura 14. MÉDIA±E.P.M. do número de cruzamentos de quadrantes na arena de teste dos animais 

dos grupos  Controle/Controle (n=10♂; 10♀) e FR50%/Controle (n=10♂; 10♀). Dados analisados 

utilizando ANOVA de duas vias. *Diferença significativa quando comparadas aos machos. 
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Tarefa de Flexibilidade Cognitiva 

 

No Attentional Set-shifting Task, encontramos que as fêmeas necessitaram mais 

“trials” que os machos para atingir o critério de desempenho na fase extradimensional 

do teste [ANOVA de duas vias, F(1,36)=4,480, p=0,042]. Além disso, houve interação 

entre grupo e sexo na etapa de Reversão 2, onde fêmeas FR/Contr precisaram de menos 

“trials” que as fêmeas Controle/Controle para atingir o critério [ANOVA de duas vias, 

F(1,36)=4,423, p=0,043]. Não foram observadas diferenças para os machos, tampouco 

outros efeitos ou interações. Mesmo quando ajustado pelo escore de LG e/ou tamanho 

da ninhada, os resultados permaneceram os mesmos. 

 

 

Figura 15. MÉDIA±E.P.M. do número de trials necessários para atingir o critério de desempenho 

em cada fase do teste em machos. ANOVA de duas vias realizada para cada fase da tarefa. 
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Figura 16 . MÉDIA±E.P.M. do número de trials necessários para atingir o critério de desempenho 

em cada fase do teste nas fêmeas. ANOVA de duas vias realizada para cada fase da tarefa. 

*Diferença significativa quando comparado ao grupo Contr/Contr na etapa de REV2. 
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Medidas Centrais 

 

Em relação às análises bioquímicas centrais, as figuras a seguir mostram o 

conteúdo de TH no córtex orbitofrontal de machos e fêmeas. A ANOVA de duas vias 

utilizando grupo e status metabólico (jejum ou em resposta à ingestão de alimento doce) 

como fatores mostra que, em machos, não houve efeito do grupo [F(1,21)=0,450, 

p=0.511], status metabólico [F(1,21)=0.001, p=0.975], ou interação entre este fatores 

[F(1,21)=0,118, p=0,735]. Por outro lado, em fêmeas houve efeito do grupo 

[F(1,21)=4,471 p=0,049], status metabólico [F(1,21)=4.777, p=0,042] e interação 

[F(1,21)=5,039, p=0,038], no qual o grupo FR/Controle demonstrou um aumento 

significativo nos níveis de TH em resposta ao consumo de alimento doce em 

comparação aos outros grupos (Análise post hoc, p<0,006).  

 

 

 

 

Figura 17. Conteúdo de tirosina hidroxilase no córtex orbitofrontal em jejum e em resposta ao 

consumo agudo de alimento doce em machos. Dados expressos em porcentagem do grupo controle.  

Não há efeitos principais ou interações.  
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Figura 18. Conteúdo de tirosina hidroxilase no córtex orbitofrontal em jejum e em resposta 

ao consumo agudo de alimento doce em fêmeas. Dados expressos em porcentagem do grupo 

controle. Há efeito do grupo, status metabólico e interação. * O grupo FR/Controle demonstra um 

aumento significativo nos níveis de TH em resposta ao consumo de alimento doce em comparação 

aos outros grupos (post hoc LSD, p<0,006).  
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Já as figuras 19 e 20 mostram o conteúdo de TH no núcleo accumbens de 

machos e fêmeas. Em machos, houve uma interação entre grupo e status metabólico 

[F(1,20)=5,432, p=0,032], no qual os animais do grupo FR/Contr apresentam aumento 

dos níveis de TH no núcleo accumbens no jejum; estes níveis não aumentam após a 

exposição ao doce, o que ocorre nos Contr/Contr. A análise post hoc mostra que o grupo 

Contr/Contr em jejum apresenta níveis significativamente menores de TH em 

comparação com os outros grupos (p<0,0001). Há também efeitos isolados do grupo 

[F(1,20)=10,164, p=0,005] e do status metabólico [F(1,20)=20,378, p<0,0001].  

 

 

CONTEÚDO DE TH NO NÚCLEO ACCUMBENS DE MACHOS 

 
Figura 19: Conteúdo de tirosina hidroxilase no núcleo accumbens em jejum e em resposta ao 

consumo agudo de alimento doce em machos. Dados expressos em porcentagem do grupo controle. 

Há uma interação entre grupo e status metabólico, na qual os animais do grupo FR/Contr 

apresentam aumento dos níveis de TH no jejum; estes níveis não aumentam após a exposição ao 

doce, o que ocorre nos Contr/Contr. * post hoc LSD mostra que o grupo Contr/Contr em jejum 

apresenta níveis de TH significativamente menores em comparação com os outros grupos.  
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Para as fêmeas, há também uma interação entre grupo e status metabólico 

[F(1,21)=11,018, p=0,004], na qual o grupo FR/Contr apresenta um aumento nos níveis 

de TH em resposta ao doce, enquanto nos Contr/Contr o efeito é inverso. A análise post 

hoc mostra que após a exposição ao alimento doce, o grupo Contr/Contr apresenta 

níveis significativamente menores de TH em comparação aos outros grupos (p<0,0001). 

Há também efeitos isolados do grupo [F(1,21)=22,615, p<0,0001] e do status 

metabólico [F(1,21)=4,761, p=0,04].  

 

 

CONTEÚDO DE TH NO NÚCLEO ACCUMBENS DE FÊMEAS 

 

Figura 20: Conteúdo de tirosina hidroxilase no núcleo accumbens em jejum e em resposta ao 

consumo agudo de alimento doce em fêmeas. Dados expressos em porcentagem do grupo controle. 

Há uma interação entre grupo e status metabólico, na qual o grupo FR/Contr apresenta um 

aumento nos níveis de TH em resposta ao doce, enquanto nos Contr/Contr o efeito é inverso. * Post 

hoc LSD mostra que após a exposição ao alimento doce, o grupo Contr/Contr apresenta níveis 

significativamente menores de TH em comparação aos outros grupos. 
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DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, verificamos que a desnutrição materna durante a gestação, 

induzida por uma redução de 50% na quantidade de ração oferecida às genitoras, foi 

capaz de levar a alterações relacionadas ao nascimento (como no peso das genitoras e 

dos filhotes e na duração da gestação) e no cuidado que estas fêmeas ofereceram a seus 

filhotes nos primeiros dias de vida. Nos filhotes, esta intervenção levou a alterações 

sexo-específicas na flexibilidade cognitiva, no consumo de alimento palatável e na 

sinalização dopaminérgica em áreas relacionadas a estes comportamentos. 

Como esperado, observamos que a restrição alimentar durante a segunda metade 

da gestação resultou em genitoras que apresentaram menor ganho de peso ao longo da 

gestação. Além disso, esta intervenção levou a uma redução do peso corporal dos 

filhotes de ambos os sexos no momento do nascimento, indicando um retardo de 

crescimento fetal. Além de estarem de acordo com outros estudos utilizando esta 

metodologia (Belkacemi et al., 2011; Desai et al., 2005; 2007, Leonhardt, 2002), estes 

resultados mostram-se especialmente relevantes pois vão de encontro também com os 

resultados de um recente trabalho de nosso grupo, o primeiro a utilizar esta metodologia 

de indução de restrição de crescimento intrauterino em nosso meio (Cunha, 2013) Desta 

forma, podemos afirmar com maior convicção que este modelo de indução de RCIU 

através da restrição alimentar durante a gestação foi estabelecido com sucesso em nosso 

grupo.  

Sabe-se que a privação nutricional durante o período perinatal desempenha um 

papel importante sobre o crescimento fetal e a patogênese de distúrbios metabólicos na 

vida adulta (Barker, 1995), e para explicar este “efeito programador”, dois mecanismos 

têm sido predominantemente propostos: a escassez de nutrientes vitais e a exposição 

precoce a níveis elevados de glicocorticoides (GC) (Barker, 2002; Seckl, 1998; 

Leohardt,2002). Obviamente, a má-nutrição materna pode ter impactos sobre o feto em 

desenvolvimento pela simples escassez de energia ou nutrientes essenciais (Prohaska, 

2000). Em um cenário bastante simples, a falta de um aminoácido essencial poderia 

limitar o funcionamento da maquinaria de síntese proteica e desacelerar a biossíntese e 

o desenvolvimento (Prohaska, 2000), uma situação bastante provável em nossos 

animais expostos à redução na oferta de alimento. 

Além de levar à carência de nutrientes, diversos estudos têm indicado que a 

desnutrição materna durante a gestação aumenta os níveis plasmáticos de 
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glicocorticoides e reduz a expressão de enzimas que oxidam e inativam a corticosterona 

(cortisol em humanos) (Lesage et al., 2001, Belkacemi et al., 2011, Stocker et al., 2004; 

2005, Basset et al., 1996), expondo o feto a níveis elevados de GC e, desta forma, 

contribuindo para o comprometimento do crescimento fetal. 

Mais do que isso, o excesso de GC apresenta um grande número de efeitos para 

o feto. Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, os GC interferem no 

refinamento das ligações sinápticas em regiões importantes como o hipocampo e o 

córtex pré-frontal (Jacobson & Sapolsky, 1991; Spencer et al., 2005), além de levarem a 

alterações no padrão de atividade do eixo HPA devido à expressão aumentada de 

receptores de GC no hipocampo dos filhotes (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995). 

Todas estas alterações influenciam o comportamento alimentar e a resposta ao estresse a 

longo prazo e estão intimamente relacionadas com a maior susceptibilidades destes 

indivíduos em apresentar distúrbios metabólicos e psiquiátricos ao longo da vida 

(Entringer et al., 2009; Vallee et al., 1997; Tamashiro et al., 2009). 

Surpreende o fato das genitoras do grupo FR terem gerado maior número de 

filhotes que as genitoras do grupo controle. Sabe-se que eventos estressantes afetam a 

reprodução em fêmeas, principalmente pela inibição do processo de implantação (Zhao 

et al., 2013; Zhang et al., 2011), porém, no dia 10 da gestação (inicio do protocolo de 

restrição alimentar) diversos processos gestacionais importantes como a implantação já 

ocorreram, e a organogênese encontra-se em seu estágio final, estando o feto em início 

do processo de maturação (Sprague Dawley Booklet, 2010). Contudo, não podemos 

excluir a possibilidade de alterações nos processos de reabsorção fetal. De acordo com a 

escassa e antiga bibliografia encontrada sobre este tema, a reabsorção de filhotes não 

seria um processo confinado a algum período em particular, podendo ocorrer do começo 

ao fim da gestação ( elford,  1962). De qualquer forma, este achado sugere que apesar 

da redução de 50% na quantidade de alimento durante a gestação levar a desfechos 

desfavoráveis nos animais, este não seja um modelo tão agressivo para a fêmea e seus 

filhotes. 

Encontramos também um padrão bem definido em relação à duração da gestação 

e ao turno de nascimento dos filhotes, onde as fêmeas FR50% pariram 

predominantemente durante a madrugada do dia do parto, enquanto nas fêmeas do 

grupo controle este padrão foi diurno. Este achado torna-se especialmente relevante no 

momento em que questionamos qual efeito desta antecipação sobre o desenvolvimento 

do feto já exposto à desnutrição intrauterina. Para uma gestação que dura 21 dias, talvez 
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algumas horas a menos de gestação já sejam o suficiente para alterar parâmetros 

fisiológicos nos filhotes, o que torna esta antecipação um importante ponto a ser 

considerado em trabalhos futuros. 

 Diferentes estudos afirmam que a parturição em ratos se dá predominantemente 

durante o período diurno, mesmo quando o ciclo claro-escuro é revertido (Plaut, 1970; 

Boer et al., 1975, Lincoln & Porter, 1976), sendo este padrão em grande parte 

governado pela melatonina, um hormônio endógeno produzido principalmente pela 

glândula pineal e secretado de forma circadiana (Armstrong et al., 1989). 

Embora filhotes não possuam as enzimas pineais necessárias para sintetizar 

melatonina durante os primeiros dias de vida, ela é uma molécula hidrofóbica que 

facilmente atravessa a placenta e entra na circulação fetal sem sofrer alterações 

(Hardeland et al., 1993; Menendez-Pelaez & Reiter, 1993; Levitan & Wendland 2013), 

transmitindo informações sobre a duração do dia e as fases circadianas para o feto 

(Williams et al., 1991; Velazquez et al., 1992, Simonneaux, 2011).  Mais do que isso, a 

melatonina parece também possuir um papel importante no momento do parto 

(Takayama et al., 2003 e Reiter, R.J 2009). Os níveis maternos de melatonina se elevam 

durante a gestação, alcançando seu nível máximo a termo e retornando aos níveis basais 

imediatamente após o parto (Takayama et al.,  2003), onde se acredita que sirvam como 

um sinal circadiano para o início das contrações uterinas (Olcese et al.,  2013, Sharkey 

et al., 2009; 2010). 

Alguns estudos têm demonstrado que os níveis plasmáticos de melatonina 

podem estar anormais em gestações afetadas pela restrição de crecimento intrauterino 

(Nakamura et al., 2001; Maggioni et al., 1999; Chen et al., 2013), e ao que tudo indica, 

a restrição alimentar durante a gestação também poderia levar a alterações nos níveis 

deste hormônio, trazendo prejuízos à transferência de informações materno-fetais 

relacionadas ao fotoperíodo e causando este padrão alterado de parturição. Contudo, a 

secreção desregulada de outros hormônios envolvidos com o “timing” do parto (como a 

ocitocina e o hormônio liberador de corticotropina-CRH) em nossos animais expostos à 

restrição alimentar também poderia estar envolvida no estabelecimento do padrão de 

nascimentos encontrado. 

Com relação aos resultados do cuidado materno, observamos que fêmeas 

expostas à restrição alimentar demonstram menos comportamentos de lamber os 

filhotes que fêmeas com disponibilidade de alimento ad libitum. Este padrão 

comportamental se mostrou independente do status nutricional dos filhotes, já que não 
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houve diferença entre fêmeas do grupo FR que criaram filhotes adotados de genitoras 

Controle ou FR. O mesmo foi válido para as fêmeas do grupo Controle, onde o fato do 

filhote ter sido bem ou mal nutrido durante a gestação também não levou a alterações na 

frequência do comportamento de lambidas.  

Neste trabalho, focamos nossa atenção no cuidado materno devido à 

preocupação de que parte dos desfechos observados com o protocolo de restrição 

alimentar materna fosse, em grande parte, consequência da exposição a um cuidado 

materno inadequado durante os primeiros dias de vida dos filhotes.  De fato, há um 

grande corpo de evidências mostrando que o cuidado materno pode alterar diferentes 

desfechos observados nos filhotes (Gunnar et al., 1998; Meaney, 2001; Barha et al., 

2007), sendo que o comportamento da mãe em lamber seus filhotes teria a capacidade 

de interagir com os efeitos prejudiciais do estresse durante o período pré-natal, e desta 

forma, atenuar ou amplificar estes efeitos (Casolini et al., 2007; Del Cerro et al., 2010). 

O fato de não ter havido diferença no LG recebido pelos filhotes Contr/Contr e 

FR/Contr sugere fortemente que os desfechos adversos que possam ser observados nos 

animais expostos a este protocolo de desnutrição pré-natal sejam causados, como 

discutido anteriormente, pela escassez de nutrientes e pela exposição aumentada aos GC 

durante a gestação. Por outro lado, desfechos adversos observados nos filhotes dos 

grupos Contr/FR e FR/FR podem ser atribuídos a uma interação entre os efeitos diretos 

da desnutrição pré e/ou pós-natal e a redução na frequência de lambidas recebidas. 

Em relação aos outros comportamentos maternais avaliados, não encontramos 

diferença no percentual de tempo que as genitoras permaneceram nas diferentes 

posturas de amamentação, tampouco no tempo em que as genitoras permaneceram sem 

contato com os filhotes. Poderíamos esperar que as ratas que adotaram filhotes 

desnutridos se engajassem por mais tempo na amamentação de seus filhotes e ficassem 

mais tempo em contato para aquecê-los, porém não foi isso que aconteceu.  

O cuidado materno se dá de forma recíproca, onde o comportamento afiliativo 

do filhote pode determinar em parte, como o cuidado materno será (Fleming et 

al.,1999). Filhotes criados por mães mal nutridas durante a lactação apresentam déficits 

em comportamentos como movimentação na área do ninho e alimentação (Massaro et 

al., 1974). Possivelmente, estes déficits sejam devido ao fato da produção ou 

composição do leite materno estar alterada pelo estado nutricional da genitora (McGuire 

et al., 1995; Rogowitz 1996). Desta forma, não podemos excluir a possibilidade de que 

a má nutrição materna possa ter afetado a habilidade dos filhotes em induzir a realização 
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do cuidado materno. Neste sentido, ratas controle que adotaram filhotes restritos 

poderiam “querer” cuidar mais de seus filhotes, porém, na falta de um feedback destes 

animais desnutridos, o cuidado acabaria ficando equalizado entre os grupos. 

Diversas intervenções ocorridas no período são capazes de alterar o cuidado 

materno. Protocolos de estresse crônico durante a gestação, por exemplo, reduzem o 

cuidado materno tanto em roedores, quanto em primatas (Liu et al., 1997; Fleming et 

al., 1997; Nomura et al., 2002). A injeção de altas doses de corticosterona durante a 

gestação ou lactação apresenta efeitos bastante similares (Brummelte et al., 2006). Por 

outro lado, intervenções como a manipulação neonatal tem a capacidade de aumentar o 

cuidado que a fêmea oferece a seus filhotes, também com um efeito bastante 

proeminente sobre o LG (Reis et al., 2014; Garoflos et al., 2008; Champagne et al., 

2003). 

Já em relação às alterações do cuidado materno associadas a manipulações 

nutricionais, praticamente todos os métodos utilizados para produzir má-nutrição pós-

natal estão associados com alterações no cuidado materno (Crnic, 1980; Galler et al., 

1984), porém, observamos que não há um consenso sobre qual estratégia uma rata 

lactante adota frente a escassez de alimento (Sabau & Ferkin, 2013). 

Enquanto a restrição proteica durante a gestação e a redução na oferta de 

alimento têm sido mais associadas com um aumento nas posturas de amamentação 

ativas (Massaro et al., 1974; Wiener et al., 1977; Crnic, 1980; Smart & Preece, 1973), a 

adoção por fêmeas bem nutridas de filhotes expostos a restrição proteica parece estar 

associada a um aumento nas posturas passivas de amamentação (Tonkiss & Galler, 

1991). Outro estudo verificou que a restrição calórica em 30% durante a lactação 

promove uma diminuição do comportamento de LG e das posturas de amamentação 

(Sabau & Ferkin, 2013).  

De acordo com os estudos que temos até o momento, parece não haver um 

padrão geral para explicar os efeitos da desnutrição materna e/ou fetal sobre o cuidado 

materno, o que provavelmente deve-se a estudos utilizando diferentes métodos, dietas, 

graus de desnutrição e linhagens de animais. Até mesmo na outra ponta, a da exposição 

a uma dieta rica em gordura durante a gestação, não há consenso em relação ao efeito 

destas intervenções sobre o cuidado materno (Connor et al., 2012; Jacobs; 2013) Deste 

modo, torna-se crucial identificar de que forma cada protocolo de intervenção perinatal 

afeta o padrão do comportamento materno, a fim de considerar este efeito no momento 
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de estabelecer relações entre o ambiente perinatal desfavorável e desfechos adversos 

nos filhotes. 

No teste de consumo agudo de alimento palatável, observamos que machos do 

grupo FR50%/Controle consumiram mais gramas de Froot Loops que os machos dos 

outros grupos, sendo que não encontramos diferenças entre as fêmeas. Este resultado 

nos mostra um claro efeito da programação fetal. De fato, diversos estudos têm sugerido 

que eventos adversos ocorridos durante o período perinatal possam levar a 

comportamentos alimentares alterados durante a vida adulta (Silveira et al., 2004; 

2005). Em roedores, a restrição alimentar durante a gestação está associada a um 

comportamento hiperfágico dos filhotes ao longo da vida (Desai et al., 2005). Bellinger 

demonstrou que a exposição a uma dieta pobre em proteínas durante a gestação 

promove uma preferência aumentada por alimentos ricos em gordura na prole em idade 

adulta. Estes efeitos foram mais evidentes em fêmeas e não estiveram presentes em 

animais mais velhos, sugerindo que a dieta pobre em proteínas possa programar o 

comportamento alimentar dos filhotes de uma forma sexo-específica e tempo 

dependente (Bellinger et al.,2005; 2004), o que está em pleno acordo com o que 

encontramos em nosso estudo. 

Em humanos, a má-nutrição pré-natal também está associada a uma preferência 

por alimentos ricos em gordura durante a vida adulta (Lussana et al., 2008; Stein, 2009). 

Um estudo de nosso grupo mostrou que aos 24 anos de idade, mulheres nascidas com 

RCIU severo ingerem mais carboidratos e menos proteínas do que as mulheres nascidas 

com peso normal, sendo este achado persistente mesmo após o ajuste para fatores de 

confusão, incluindo IMC e atividade física (Barbieri et al., 2009).  

Apesar dos diferentes desfechos descritos nos vários estudos em humanos, os 

resultados como um todo sugerem que a qualidade do ambiente fetal influencia o 

desenvolvimento das preferências alimentares de forma persistente até a vida adulta. Em 

geral,  a exposição a adversidades no período fetal se relaciona a escolhas alimentares 

menos saudáveis ao longo do desenvolvimento: alimentos ricos em gordura e/ou 

açúcares, e menos frutas e vegetais (Lussana et al., 2008; Barbieri et al., 2009; Kaseva 

et al., 2013). Isso se torna muito importante considerando as origens 

desenvolvimentistas do sobrepeso, diabetes tipo II, doenças cardiovasculares e síndrome 

metabólica discutidas acima. A alteração persistente da preferência alimentar em 

indivíduos expostos à restrição de crescimento intra-uterino possivelmente contribui 

para o desenvolvimento destas doenças (Portella & Silveira, 2014). 
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Um possível mecanismo pelo qual o ambiente precoce poderia alterar o 

comportamento alimentar de forma permanente é através da programação da 

sensibilidade à recompensa (prazer) associada à ingestão de alimentos palatáveis 

(Portella et al., 2012). Embora o apetite seja o maior determinante do consumo 

alimentar, mecanismos hedônicos também apresentam um papel importante na 

estimulação deste comportamento, e em roedores, sabe-se que a má-nutrição perinatal é 

capaz de alterar a resposta dos animais à recompensa (Caller & Tonkiss, 1991; 

Teegarden et al., 2008).  

A dopamina possui um papel bastante crítico na regulação do consumo alimentar 

(Ahima & Osei, 2001; Schwartz, 2001). Sua ação no hipotálamo, região tida como a 

mais importante na regulação do comportamento alimentar, tem a importante função de 

promover o consumo alimentar (Meguid et al., 2000). Já a atividade dopaminérgica nas 

regiões pertencentes ao circuito de recompensa (área tegmental ventral (VTA), 

amígdala, córtex orbitofrontal (OFC) e Núcleo Accumbens (NAcc)) estaria mais 

associada ao processamento de informações relacionadas às características prazerosas 

dos alimentos (Killgore et al., 2003; Rothemund et al., 2007; Volkow et al., 2011). 

Deste modo, torna-se bastante plausível que no presente estudo, a restrição alimentar 

durante a gestação tenha levado a alterações na sinalização dopaminérgica em áreas 

envolvidas com o prazer relacionado ao consumo de alimento palatável, o que fez com 

que os animais machos do grupo FR50%/Controle apresentassem um maior consumo. 

Estas alterações serão discutidas mais adiante neste trabalho. 

O fato dos machos do grupo FR/FR não terem apresentado aumento no consumo 

de Froot Loops confirma achados de outros estudos em que o “timing” da exposição à 

má-nutrição, e a taxa de recuperação do crescimento pós-natal (catch-up growth) levam 

a diferentes fenótipos nos filhotes (Desai et al., 2005; 2009, Bellinger & Langley-Evans 

2005). Nos animais do grupo FR/Controle houve uma forte discordância entre o estado 

nutricional pré e pós-natal, certamente fazendo com que as adaptações fisiológicas 

adquiridas durante o período fetal se tornassem “desajustadas” para o ambiente 

nutricional que o filhote encontrou após o nascimento. Já para os animais do grupo 

FR/FR, o estado nutricional durante o período pré-natal foi semelhante ao estado pós-

natal, provavelmente tornando as adaptações fisiológicas adquiridas durante o período 

fetal corretas para atenuar os efeitos da escassez de nutrientes após o nascimento 

(Gluckman & Hanson, 2004).  
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Além disso, a programação do eixo HPA também tem sido proposta como um 

possível mecanismo pelo qual a RCIU poderia levar ao estabelecimento de preferências 

alimentares alteradas (Seckl & Meaney, 2004). Crianças nascidas com RCIU 

apresentam uma resposta adrenocortical acentuada em resposta ao estresse (Jones et al., 

2006), e os glicocorticoides estimulam comportamentos mediados pelo circuito de 

recompensa, o que também poderia levar a um aumento no consumo de alimentos 

palatáveis (Epel et al., 2001; Dallman,  et al., 2003; Barbieri et al., 2009). Embora não 

tenhamos avaliado os níveis de glicocorticoides nos animais, uma grande variedade de 

trabalhos já demonstrou que ambientes precoces adversos alteram permanentemente o 

padrão de atividade do eixo HPA dos filhotes (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995), 

o que faz com que possamos inferir a possibilidade de  que os níveis de GC também 

estivessem alterados nestes animais. 

Ao longo deste trabalho, fica evidente a diferença entre os sexos em diversos 

desfechos. Estudos anteriores também encontraram resultados diferentes para o impacto 

da má-nutrição precoce entre machos e fêmeas (Freedman et al., 1990; Desai et al., 

2005). Embora o mecanismo por trás destas diferenças sexo-específicas ainda seja 

pouco conhecido, padrões diferenciados de ativação do sistema de recompensa em 

resposta ao alimento palatável e/ou um padrão diferenciado de ativação do eixo HPA 

talvez possam explicar esta diferença nos resultados. Contudo, embora não tenhamos 

detectado diferença no consumo alimentar entre as fêmeas, isto não significa que estas 

diferenças não existam. A aplicação de testes mais elaborados, que monitorem o 

comportamento alimentar durante períodos maiores pode ser capaz de mostrar outras 

diferenças no comportamento alimentar destes animais. 

Já em relação ao teste de atividade locomotora, não encontramos diferença entre 

os grupos. Fez-se importante a avaliação deste comportamento para termos certeza que 

possíveis diferenças entre os grupos no teste do ASST não fossem devido a alterações 

na atividade motoras dos animais. Por exemplo, os animais do grupo FR/Contr 

poderiam ser naturalmente menos ativos, o que levaria a prejuízos na realização da 

tarefa de cavar nos potes em busca das recompensas.  

O resultado do ASST mostrou um efeito bastante isolado e, mais uma vez, sexo-

específico, onde as fêmeas do grupo FR/Contr precisaram de menos trials para 

completar a etapa de reversão 2. Um estudo anterior de nosso grupo, que avaliou o 

cuidado materno e parâmetros atencionais em crianças com 18 meses de idade, mostrou 

que nascer pequeno para a idade gestacional e receber um cuidado materno de baixa 
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qualidade, estaria associado a prejuízos na capacidade destas crianças em alterar o foco 

de atenção de uma tarefa para outra, indicando certa rigidez cognitiva (Neuwald et al., 

2014) Logo, neste trabalho, também esperávamos que os animais do grupo FR/Contr 

apresentassem déficits no desempenho do ASST. 

Excluindo diferenças evidentes entre os dois estudos (humanos Vs roedores; 

resposta a questionários Vs realização de tarefa), há também esta diferença em relação 

ao cuidado materno, pois como relatado anteriormente, os animais do grupo FR/Contr 

experimentaram um cuidado materno adequado de suas genitoras. Um interessante 

estudo demonstrou que filhotes de ratos criados artificialmente apresentam déficits em 

praticamente todas as fases do ASST quando o animal recebe pouca simulação de LG 

durante os primeiros dias de vida (Lovic & Fleming, 2004). Em outro estudo, a privação 

materna levou a déficits específicos na flexibilidade cognitiva (Baudin et al., 2012). 

Contudo, parece muito pouco provável que os resultados divergentes com relação ao 

que encontramos entre os dois trabalhos do nosso grupo sejam devido somente às 

diferenças no cuidado materno recebido.  

Além disso, enquanto em nosso estudo a causa da RCIU foi bem definida 

(restrição alimentar em 50% durante a gestação), diferentes causas podem ter levado as 

crianças a nascerem PIG no estudo de Neuwald e colaboradores, o que poderia causar 

uma grande variabilidade nos desfechos observados (Geva et al., 2012) 

Outra diferença importante entre os dois trabalhos é a idade. Artigos que 

investigaram o efeito da idade sobre o desempenho no ASST mostraram que ratos 

adolescentes (em torno de 40 dias de vida) apresentam pior desempenho que ratos em 

idade adulta (Newman & McGaughy 2011; Cain et al., 2011). Visto que nossos animais 

eram adultos jovens (cerca de 70 dias de vida), torna-se interessante avaliar futuramente 

a ontologia deste comportamento em animais expostos desnutrição perinatal, e assim, 

verificar se este padrão comportamental é fixo ou sofre mudanças ao longo da vida dos 

animais. Mudanças e interações com o ambiente ao longo da vida poderiam fazer com 

que o animal que em idades precoces apresentava certa rigidez, na idade adulta 

apresente boa flexibilidade cognitiva 

Assim como diversas intervenções precoces e tratamentos podem levar a déficits 

no ASST (Lovic & Fleming, 2004; Mohamed et al., 2011; Wu et al., 2013; Chase et al., 

2012; Kantak et al., 2008, McAlonan et al., 2003; Butts et al., 2013), diversos 

tratamentos são capazes de melhorar a performance dos animais neste teste. A injeção 

de nicotina instantes antes da realização do teste, por exemplo, melhora 
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significativamente a performance dos animais tanto na fase intra quanto na 

extradimensional (Allison & Shoaib, 2013). A injeção de metilfenidato também 

mostrou efeitos positivos sobre o ASST, revertendo prejuízos causados pela deficiência 

de ferro na dieta (Mohamed et al., 2011; Cheng & Li, 2013). Assim como o tratamento 

com cafeína, que melhorou a performance dos animais em um teste de attentional set-

shifting bastante semelhante ao que utilizamos (Pandolfo et al., 2013). Embora o 

mecanismo por trás da melhora no desempenho seja pouco claro nos estudos acima 

citados, todos sugerem que alterações na regulação da ação das catecolaminas, 

principalmente a dopamina, estejam relacionadas às alterações encontradas. 

Como descrito na introdução deste trabalho, estudos com lesões em roedores 

têm demonstrado que as mudanças intradimensionais, extradimensionais, e reversões 

são mediadas principalmente pelo córtex cingulado anterior (ACC), córtex pré-frontal 

medial (PFCm) e córtex orbitofrontal (OFC) respectivamente. Como observamos uma 

diferença entre os tratamentos na etapa de reversão, decidimos investigar a sinalização 

dopaminérgica no OFC para tentar entender parte do mecanismo subjacente a esta 

alteração. 

A quantificação dos níveis de Tirosina Hidroxilase (TH) no OFC mostrou não 

haver diferença entre os animais do sexo masculino tanto na condição basal, quanto em 

resposta ao consumo de alimento doce. Por outro lado, nas fêmeas observamos um 

considerável aumento no conteúdo de TH após a exposição ao alimento doce no grupo 

FR/Contr. A nosso ver, este súbito aumento pode indicar que a pista associada ao 

alimento doce utilizada no ASST é percebida de forma diferenciada pelas fêmeas 

restritas, com concomitante aumento da liberação de dopamina no OFC e possivelmente 

favorecendo o desempenho destas fêmeas na etapa de reversão do ASST. 

Estudos recentes destacam o papel da dopamina no OFC sobre o comportamento 

relacionado à atenção e impulsividade. Por exemplo, a injeção de um antagonista 

dopaminérgico no mPFC ou OFC aumenta a impulsividade em ratos (Pardey et al., 

2013). Além disso, o bloqueio da ação dopaminérgica no OFC reverte os benefícios do 

metilfenidato sobre o aprendizado reverso em um modelo animal de deficit de atenção 

(Cheng et al., 2013). Logo, é possível que o aumento de TH em resposta à dica 

alimentar tenha favorecido o desempenho/atenção das ratas restritas através da 

modulação do comportamento impulsivo.  

Além de ser considerada uma região crucial na alteração/adaptação do 

comportamento diante de desfechos inesperados, o OFC é uma área frontocortical 
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altamente integradora, particularmente importante para o processamento de informações 

relacionadas ao valor associado a recompensas (Bohn et al., 2003; Schoenbaum et al., 

2002, Peters & Buchel, 2009) e aprendizado (Galvan et al., 2005). Seus neurônios 

respondem à apresentação de recompensas alimentares ou simplesmente a estímulos que 

sinalizem futuras recompensas, e sua posição estratégica, na região mais ventral do 

córtex pré-frontal, faz com que também esteja envolvido na orientação motivacional do 

comportamento (Kubota & Komatsu, 1985; Schultz et al., 2000). 

Estudos de neuroimagem em humanos sugerem que o OFC e o NAcc 

demonstram alta conectividade durante o processamento de recompensas (Spicer et al., 

2007). Estados como a obesidade e a dependência química são caracterizados por 

alterações na conectividade entre o OFC e regiões relacionadas a recompensa como o 

giro frontal medial (Black et al., 2014) e o Nacc (Lee et al., 2013; Tanabe et al.,2013). 

Sugere-se que estas alterações da neurocircuitaria envolvida na avaliação da 

recompensa e regiões do controle inibitório levem a um menor autocontrole e maior 

valor atribuído à recompensa, podendo tornar os indivíduos mais suscetíveis a dicas 

ambientais alimentares (p.ex. propagandas de alimentos em humanos, ou a presença do 

Froot Loops durante o teste atencional deste estudo). Logo, um feedback impróprio 

entre o OFC e o NAcc, devido a diminuição da integração funcional entre estas 

estruturas, poderia levar a uma avaliação aberrante da recompensa, resultando num 

aprendizado inicial anormalmente intenso (como visto nas fêmeas restritas durante a 

tarefa atencional) e dificuldade em modificar o comportamento a longo prazo 

(persistência comportamental), traços comportamentais caracteristicamente encontrados 

na dependência química. 

A quantificação da TH no núcleo accumbens mostrou alterações 

consideravelmente mais complexas, mas que também fornecem bons indícios do que 

pode ter levado os machos do grupo FR/Contr a consumirem mais Froot Loops. Em 

comparação com o grupo Contr/Contr, machos FR/Contr apresentaram em geral níveis 

mais elevados de TH no NAcc. Interessantemente, ao mesmo tempo em que níveis 

elevados de DA no NAcc promovem um maior consumo de alimentos palatáveis, o 

próprio consumo provoca liberação de DA nesta área (Hajnal & Norgren, 2001; 

Swanson et al., 1997, Liang et al., 2006), o que explica o aumento de TH em ambos os 

grupos quando a quantificação foi feita após o consumo de Froot Loops. Desta forma, o 

maior nível de TH medido nos animais FR/Contr durante o jejum pode estar envolvido 

com o maior consumo destes animais ao serem expostos ao alimento doce. 



54 

 

 

Resultado semelhante foi encontrado nas fêmeas, com a análise estatística 

também demonstrando interação entre grupo e status metabólico. Porém, após o 

consumo de froot loops os níveis de TH aumentaram nas fêmeas do grupo FR/Contr, 

enquanto no grupo Contr/Contr houve uma diminuição nestes níveis.  Apesar de não 

termos medido a conectividade entre o OFC e o NAcc neste estudo, as diferenças 

encontradas em animais FR/Contr em relação aos Contr/Contr na TH nestas duas 

estruturas no basal e em resposta ao doce, tanto em machos quanto em fêmeas, sugerem 

que a sensibilidade e/ou atribuição de valor à recompensa alimentar seja diferenciada 

nestes animais. Além disso, sugere-se que essa característica tenha influenciado o 

desempenho das ratas restritas na tarefa de flexibilidade cognitiva como visto neste 

estudo. 
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CONCLUSÃO 
 

 

Com base nos resultados que obtivemos neste trabalho, podemos concluir que o 

protocolo de restrição de crescimento intrauterino utilizado promoveu uma redução no 

ganho de peso das ratas genitoras, uma diminuição do período gestacional e ainda levou 

a um retardo no crescimento fetal dos filhotes.  No período de lactação, este protocolo 

produziu alterações no cuidado materno, reduzindo o comportamento de lamber os 

filhotes sem alterar os comportamentos de amamentar e permanecer em contato com a 

ninhada. Estas alterações no cuidado materno se mostraram independentes do estado 

nutricional dos filhotes.  

Na vida adulta, a restrição de crescimento intrauterino esteve associada com um 

maior consumo de alimento palatável nos machos e um melhor desempenho das fêmeas 

na etapa de reversão do ASST. Ao contrário do que esperávamos, não houve interação 

entre a RCIU e o cuidado materno sobre os resultados do teste de flexibilidade 

cognitiva. 

O grande aumento nos níveis de TH no córtex orbitofrontal das fêmeas restritas 

em resposta ao consumo de alimento doce corrobora com a maior flexibilidade 

cognitiva encontrada nestes animais. Ao mesmo tempo, os níveis elevados de TH no 

núcleo accumbens em situação basal estão envolvidos com o maior consumo de 

alimento palatável nos machos. As concomitantes alterações na sinalização 

dopaminérgica nestas estruturas em resposta ao mesmo estímulo sugerem a 

possibilidade de haver uma alteração na conectividade funcional entre o OFC e o NAcc, 

o que também pode explicar em parte os desfechos encontrados. Assim sendo, o fato do 

teste de flexibilidade cognitiva utilizar pistas doces como recompensa parece ter 

desempenhado um papel determinante nos resultados obtidos.  

Desta forma, mostramos que a RCIU causou alterações sexo-específicas no 

comportamento alimentar e em aspectos cognitivos dos animais em idade adulta, sendo 

que o padrão alterado de secreção de dopamina em áreas chave para esses 

comportamentos parece estar envolvido com os resultados encontrados. 
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