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Resumo

Uma fase muito importante para o desenvolvimento cerebral ¢ a fase que
antecede a puberdade. Durante essa fase, o hipocampo apresenta um aumento na
plasticidade e maturagdo, caracteristica que ¢ diminuida na fase adulta. A exposi¢do a
diferentes fatores ambientais durante essa fase, como estresse, € também acesso a
diferentes dietas, tem efeitos sobre a maturagdo cerebral, sendo que esses dois fatores
podem estar relacionados a geracdo de alteragdes comportamentais € neuroquimicas,
que podem ter resultados patolégicos na vida adulta. O estresse do tipo isolamento
social bem como uma dieta hiperlipidica tém, ambos, efeitos sobre o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA), que estdo relacionados as respostas ao estresse no decorrer da
vida. Ambos os fatores mencionados tém efeitos que podem ser prejudiciais sobre a
plasticidade na regido do hipocampo. Contudo, dietas ricas em lipidios podem levar ao
aumento do hormoénio leptina (que estd relacionado a estimulagdao da plasticidade
cerebral). Ainda, a exposicdo a situagdes de estresse podem estimular o consumo de
dietas ricas em lipidios. A partir disso, este trabalho tem como objetivo estudar como o
uso cronico de dieta rica em gordura (DRG) ao longo do desenvolvimento bem como a
exposicao curta ao estresse podem interagir para programar a longo prazo o
comportamento, relacionando efeitos comportamentais com mudangas neuroquimicas (a
neurogénese ¢ a sinalizagdo da leptina no hipocampo).

Nossos resultados mostraram que o consumo de DRG no inicio da vida levou a
prejuizos no hipocampo dorsal, com redug¢ao da neurogénesee ¢ da funcionalidade
mitocondrial na idade adulta. Ao mesmo tempo, houve diminui¢do do desempenho em
uma tarefa de memoria espacial. Nao foram observadas interagdes com a exposi¢ao ao
estresse na pré-puberdade nesses parametros, contudo, o estresse causou prejuizo em
uma tarefa de medo condicionado ao contexto. Observou-se também alteragdes na
cascata de sinalizagdo da leptina, onde a DRG diminui a sinalizagdo pela via AKT e o
estresse aumentou a sinalizagdo por essa via. Nossos resultados sugerem o impacto de
modificacdes ambientais precoces sobre fungdes hipocampais, mostrando que essa ¢é
uma regido vulneravel a intervengdes durante o desenvolvimento.

Palavras-chave: [solamento social; leptina; maturagdo cerebral; adversidade precoce;
memoria



Abstract

A very important phase for brain development is the period that precedes
puberty. During this phase, the hippocampus shows an increase in plasticity and
maturation, with this characteristic decreased in adulthood. Exposure to different
environmental factors during this period, such as stress, and also access to different
diets, has effects on brain maturation, and these two factors may be related to behavioral
and neurochemical changes, which can have pathological results in adult life. Both
social isolation stress as well as a high fat diet have effects on the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis, which is related to responses to stress throughout life.
Both mentioned factors may impair plasticity in the hippocampus, although diets rich in
lipids lead to an increase in the hormone leptin (which is related to the stimulation of
brain plasticity), and it must be considered that exposure to stressful situations can
stimulate consumption of these diets. This work aims to study how the chronic use of a
high-fat diet (HFD) from weaning as well as a short exposure to isolation stress in the
prepuberty can interact to program long-term behavior focusing on memory, and
relating behavioral effects to neurochemical changes (on neurogenesis and leptin
signaling in the hippocampus).

Results showed that consumption of HFD from early life led to impairments in
the dorsal hippocampus, with reduced neurogenesis and in mitochondrial functionality
in adulthood. Besides, these animals presented decreased performance in a spatial
memory task. No interactions with stress were observed. However, stressed animals
showed reduced performance in a fear conditioned task. Changes were also observed in
the leptin signaling cascade, where HFD decreased signaling via the AKT pathway and
stress increased the signaling pathway. Our results suggest the impact of early
environmental on hippocampal functions, showing that this region is vulnerable to early
interventions during its development.

Keywords: Social isolation; leptin; brain maturation; early adversities; memory



Lista de abreviaturas

ACTH: Corticotropina

AKT: Serina/treonina cinase, cujo nome deriva do fato de ser homologa a um oncogene
viral (v-akt). Também denominada PKB (proteina cinase B).

ATP: Adenosina trifosfato

C: Controle

CD: Controle Dieta

CRH: Horménio liberador de corticotropina (da sigla em inglés)
DCX: Doblecortina

DRG: Dieta rica em gordura

E: Estresse

ED: Estresse Dieta

ERK: Cinase regulada por sinais extracelulares (da sigla em inglés)
GC:s: Glicocorticoides

HCd: Hipocampo dorsal

HCv: Hipocampo ventral

HHA: Hipotalamo-hipo6fise-adrenal

MAPK: Proteina cinase ativada por mitégeno (da sigla em inglés)
NEUN: Proteina nuclear especifica de neurdnios

PSD-95: Proteina de densidade pos-sinaptica de 95 kDa (da sigla em inglés)
SNAP-25: Proteina associada a sinaptossoma de 25 kDa (do inglés)
SOCS3: Supressor de sinalizag¢ao de citocinas 3 (da sigla em inglés)

STATS3: Transdutor de sinal e ativador de transcrigdo 3 (da sigla em inglés)



1. Introducao

1.1 A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento

Durante o desenvolvimento, o encéfalo passa por processos fundamentais, que
incluem a organizacdo de redes neurais, plasticidade, maturacdo, diferenciagdo e
sinaptogénese (Ba, 2011). Periodos criticos no desenvolvimento, como o periodo
neonatal, a infincia e a adolescéncia, sdo fases em que genética e fatores ambientais
interagem para estabelecer caracteristicas funcionais (Crews e Hodge, 2007). Assim,
alteragcdes no ambiente durante o desenvolvimento podem afetar a programacgio
encefalica, levando a efeitos duradouros como alteragdes na memoria (Mclntosh et al.,
2013), na neurogénese (Park et al., 2010), na sinalizagdo hormonal ¢ no metabolismo
energético (Toniazzo et al, 2018), de forma a propiciar maior resiliéncia ou
vulnerabilidade aos efeitos do estresse na idade adulta (Paus et al., 2008).

Algumas regides encefalicas, em fungdo de seu padrdo de maturacdo, sdo
especificamente sensiveis a intervengdes nesses periodos do desenvolvimento. O
hipocampo apresenta um aumento na plasticidade e na maturagdao antes da puberdade,
que diminui na idade adulta (He e Crews, 2007; Yildirim et al., 2008).

No periodo pré-pubere, que corresponde do 21° ao 30° dias de vida pds-natal em
ratos (Eiland e Romeo, 2013), variagdes ambientais como experiéncias adversas e / ou
estressantes podem ter efeitos marcantes e negativos de longo prazo sobre o
comportamento social, emocional e sobre a cognicdo, efeitos esses que podem surgir
durante a infancia e persistir na idade adulta (Arcego et al., 2017). Ainda, a exposicao a

estressores também afeta a escolha alimentar, onde animais estressados mostram



preferéncia por alimentos mais palataveis, como alimentos doces e com alto teor de
gordura (Zenk et al, 2013).

Estudos ja mostraram que o estresse precoce € uma dieta rica em gordura podem
alterar a fisiologia e o desenvolvimento hipocampal e afetar a trajetdria da maturagdo
neural nesta estrutura, contribuindo com alteragdes no comportamento cognitivo e
emocional do animal (Arcego et al., 2018; Krolow et al., 2012; Reichelt et al., 2017
Toniazzo et al., 2018). Um trabalho recente do nosso grupo observou que tanto o
isolamento social durante periodos precoces (pré-puberdade), quanto o acesso cronico a
dietas ricas em gordura levaram a prejuizos na plasticidade cerebral do hipocampo de
ratos machos (Arcego et al., 2018). Essas alteragdes possivelmente afetam a

susceptibilidade a psicopatologias na vida adulta (Arcego et al., 2018; Toniazzo, 2018).

1.2 Isolamento social: Um potente estressor no inicio da vida

Os estressores ocorrem em varios momentos ao longo da vida, com graus
variados de cronicidade e gravidade (Keyes et al., 2011). Um estressor ¢ definido como
um desafio ao organismo que pode potencialmente perturbar a homeostase e, portanto,
requer uma resposta fisiologica (Arcego et al., 2014). A exposi¢do a variadas formas de
estresse ¢ uma experiéncia de vida integral que pode provocar uma variedade de reagdes
(Keyes et al., 2011). O eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA) € o principal sistema
fisioloégico que medeia a resposta ao estresse no organismo. O nucleo paraventricular do
hipotadlamo libera o hormonio liberador de corticotropina (CRH) em resposta a sinais
interpretados como ameacgas por regides do encéfalo como a amigdala. O CRH atua na
hipofise anterior para induzir a secre¢do do hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) na
corrente sanguinea, o qual se liga aos receptores no cortex adrenal para induzir a sintese

e liberacdo de glicocorticoides, como o cortisol, o produto final da ativag¢ao do eixo



HHA em humanos, ou a corticosterona (principal glicocorticoide em roedores)
(McCormick et al., 2007). Os glicocorticoides tém efeitos generalizados em todo o
organismo e atravessam a barreira hematoencefalica para regular a atividade do eixo
HHA, atuando nos receptores glicocorticoides (GC) e mineralocorticoides em regides
cerebrais limbicas, como o hipocampo, desencadeando mecanismos de feedback
negativo, inibindo assim sua propria producao (Juruena et al., 2004). Em ratos, durante
as fases iniciais da vida, esse eixo funciona de maneira diferente em comparacio aos
adultos. Em adolescentes, por exemplo, a secrecdo de corticosterona apds a exposicao a
um estressor agudo ¢ atrasada, mas ¢ mais prolongada quando comparada a ratos
adultos (Romeo et al., 2010), ¢ a habituacdo a estressores ¢ menos eficiente (Krolow et
al., 2012).

A perturbagdo que o estresse causa a homeostase corporal leva a alteragdes em
processos fisioldgicos e neuroquimicos no organismo. Sdo muitos os tipos de desafios
que podem desencadear uma resposta ao estresse; um exemplo de estressor
particularmente importante no periodo pré-pubere ¢ o estresse por isolamento social
(Krolow et al., 2012). E conhecido que o ambiente social ¢ uma fonte de estresse tanto
para os seres humanos quanto para os roedores, especialmente durante o periodo pré-
pubere. As espécies sociais, por definicdo, formam organiza¢des que se estendem além
do individuo. Estas organizacdes evoluiram junto com comportamentos € mecanismos
neurais, hormonais, celulares e genéticos para apoia-las, porque os consequentes
comportamentos sociais ajudaram esses organismos a sobreviver, reproduzir e cuidar da
prole o tempo suficiente para que essa prole também se reproduzisse (Cacioppo et al.,
2011). O isolamento social tem sido cada vez mais discutido no campo da saude mental
(Wang et al., 2017). Os efeitos do isolamento social, tanto em humanos, quanto em

outras espécies sociaveis sao muito parecidos, pois promove ativacao do eixo HHA



(Cacioppo et al., 2011). Outros estudos observaram que este tipo de estressor pode
aumentar a sensibilidade da hipofise a administracdo exodgena de hormodnio liberador de
corticotropina (CRH), prejudicar a regulacdo do feedback negativo do eixo HHA em
ratos machos (Serra et al., 2005), aumentar o contetido de CRH em machos e modificar
significativamente a quantidade de GCs no hipocampo de ratos machos e fémeas (Pisu
et al., 2016).

A exposi¢do ao isolamento social em fases precoces do desenvolvimento pode
influenciar processos de maturacdo cerebral, levando a alteragcdes comportamentais e
neuroquimicas que podem persistir até a idade adulta (Arakawa et al., 2005; Arcego et
al.,2018; Leussis et al, 2008; McCormick, 2007; Toniazzo et al., 2019). Os efeitos
induzidos pelo isolamento social sdo dependentes do periodo de isolamento e da idade
em que ele ocorre. A maioria dos estudos investiga os efeitos adversos do isolamento
social ao longo do desenvolvimento. Os principais achados mostraram prejuizo na
memoria, no comportamento alimentar e emocional (Okada et al., 2015; Wang et al,
2019; Watt et al., 2017; Zorzo et al., 2019). Também foram observadas alteragdes em
marcadores bioquimicos envolvidos com processos capazes de afetar tais
comportamentos, como resisténcia a glicocorticoides, expressdo génica de moléculas
pré-inflamatorias e estresse oxidativo (Xia et al., 2018), reducdo da atividade neuronal e
diminuicdo da capacidade sinaptica no cortex pré-frontal e no hipocampo na idade
adulta (Okada et al., 2015; Wang et al., 2019; Zorzo et al., 2019).

O contato social ¢ fundamental para a saude, principalmente durante o
desenvolvimento. A privagdo social pode, como comentado acima, causar inumeras
alteragdes na maturagdo encefalica, podendo diretamente afetar o comportamento do

animal. Assim, estudos experimentais utilizando o modelo de isolamento social no



inicio da vida podem ajudar a compreender os mecanismos neuroquimicos envolvidos

que podem desencadear prejuizos comportamentais na idade adulta.

1.3 Consumo de dieta rica em gordura e suas consequéncias no sistema nervoso

Nos ultimos 100 anos, a dieta nos paises desenvolvidos registrou um aumento
impressionante nas quantidades consumidas de gordura e aglcar per capita. Nao
surpreendentemente, esses aumentos estao correlacionados com o aumento das taxas de
obesidade (Spencer et al., 2017). Um dos fatores para o alto consumo de uma dieta rica
em gordura ¢ a presenca de estressores. Estudos epidemiologicos e experimentais ja
demonstraram que em situacdes de estresse ocorre um aumento no consumo de
alimentos altamente caldricos na tentativa de diminuir ou aliviar os efeitos adversos do
estresse (Dallman et al., 2005; 1zadi et al., 2018; Tomiyama et al., 2012). O aumento do
consumo de dietas ricas em gordura pode programar o metabolismo e causar alteragdes
na saude como o aumento do peso, a hiperglicemia, a hiperinsulinemia, alteragdes em
adipocinas plasmaticas (leptina e adiponectina) e obesidade (Dallman et al., 2003;
Toniazzo et al., 2018). Estudos mostraram que uma exposi¢ao cronica a uma dieta rica
em gordura saturada a partir da adolescéncia induziu um aumento no peso corporal dos
animais adultos, aumentou os niveis plasmaticos de leptina e prejudicou a sua
sinalizagdo neuroenddcrina (Arcego et al., 2013. Toniazzo et al., 2018). Esse hormdnio
¢ secretado pelo tecido adiposo branco e se liga a receptores especificos no nucleo
arqueado do hipotdlamo, resultando na inibigdo de neurdnios orexigenos e ativando
neurdnios anorexigenos (Zhang et al., 2005). Além disso, apresenta receptores em
varias outras estruturas do encéfalo onde atua em diferentes processos (Guo et al, 2008).

Ao ligar-se a seu receptor, ativa a via de sinalizagao JAK/STAT3, que ativaa



transcri¢do, entre outros, do gene supressor de sinalizagdo de citocina 3 (SOCS3). O
aumento da expressdo de SOCS3 gera uma retroalimentagdo negativa e atenua a
sinalizagdo de leptina-JAK/STAT3 (Ladyman et al., 2013; Toniazzo et al., 2018). No
entanto, o consumo de dieta rica em gordura desencadeia resisténcia central e periférica
a leptina (Knight et al., 2010; Toniazzo et al., 2018) e, consequentemente, interrompe a
sinalizacdo JAK/STATS3. A resisténcia central aos efeitos da leptina no hipocampo pode
prejudicar a fun¢do sinaptica induzindo prejuizo de aprendizado e da memoria
(McGregor e Harvey, 2018; Van Doorn, 2013; Zou et al., 2019).

A maturacdo encefalica ao longo do desenvolvimento pode sofrer modificagdes
induzidas pelo consumo de uma dieta altamente calorica (Arcego et al., 2018; Reichelt
et al.,, 2017). O hipocampo ¢ extremamente vulneravel aos efeitos do consumo de
gordura saturada. Essa vulnerabilidade pode estar diretamente associada a alteragdes
comportamentais na idade adulta. Estudos mostraram que o consumo cronico de DRG
induziu alteragdes cognitivas e emocionais nos animais (Arcego et al., 2018; Beilharz et
al., 2015; Cavaliere et al., 2019). Alteragdes na plasticidade sinaptica e na neurogénese
foram observadas no hipocampo pelo consumo excessivo de uma dieta rica em gordura
saturada (Han et al., 2019; Park et al., 2010). Arcego e colaboradores (2018) mostraram
que o consumo cronico de uma dieta contendo 42% de gordura reduziu marcadores
relacionados a fungdes neuronais no hipocampo, tais como PllI-tubulina, PSD-95,
SNAP-25 e neurotrofina-3. Park e colaboradores (2010) verificaram que uma dieta
contendo 45% de gordura saturada durante a idade adulta induziu um prejuizo na
neurogénese ¢ uma redugdo na expressdo do fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF, da sigla em inglés brain derived neurotrophic factor) no hipocampo de

camundongos.
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Baseado nos estudos relatados, o consumo cronico de DRG pode programar o
metabolismo periférico e central e prejudicar a plasticidade do sistema nervoso. O
hipocampo, em particular, ¢ extremamente vulneravel aos efeitos deste tipo de dieta
podendo aumentar a susceptibilidade a prejuizos cognitivos como o aprendizado e a

memoria.

1.4 Adversidades no inicio da vida: o impacto sobre a memoria na idade adulta

A memoria pode ser definida como o registro da representacdo de informagdes
adquiridas por meio de experiéncias. Experiéncias adversas no inicio da vida, como a
exposicao ao estresse € o consumo de DRG, podem, ao alterar a maturagao encefalica,
afetar fungdes cognitivas e prejudicar a memoria na vida adulta (Arcego et al., 2016;
Granholm et al., 2008; MclIntosh et al., 2013; Quan et al., 2010; Valladolid-Acebes et
al., 2011; Watson et al., 2012). Em modelos animais, o isolamento social a curto ¢ a
longo-prazo levou a déficit cognitivo, com prejuizo na memoria de reconhecimento de
objetos (Arcego et al., 2016; Gaskin et al., 2014; Jones et al.,2011; MclIntosh et al.,
2013; Watson et al., 2012).A tarefa de reconhecimento de objetos requer uma série de
fungdes cognitivas como percepcao, discriminagdo, identificagdo e comparagdes
(Warburtonand e Brown, 2015). Por ser uma tarefa baseada na natural tendéncia dos
roedores em explorar novos ambientes e/ou objetos, ela ndo exige um alto grau de
emocionalidade do animal. Arcego e colaboradores (2016) verificaram que os animais
submetidos ao isolamento social durante o periodo pré-pubere (21-28 pods-natal)
mostraram um prejuizo na memoria de curto-prazo para reconhecimento de objetos na
1dade adulta. No entanto, a maioria dos estudos verificou os efeitos do isolamento social

a longo-prazo sobre a memoria: o isolamento social desde o desmame (21 dias pds-

11



natal) até a idade adulta (60 a 70 dias) também levou a prejuizo na memoria de
reconhecimento de objetos (Gaskin et al., 2014; Jones et al.,2011; McIntosh et al., 2013;
Watson et al., 2012). Assim, os animais submetidos a privacdo do contato social, em
periodos curtos no inicio da vida e em periodos cronicos ao longo do desenvolvimento,
apresentaram prejuizo da memoria de reconhecimento de objetos na idade adulta.

A memoria aversiva também foi prejudicada pelo isolamento social quando este
protocolo foi aplicado desde o dia do desmame (PN 21) até a idade adulta (PN 60) ou
aplicado por 4 semanas na idade adulta (Liu et al., 2015; Okada et al., 2015). A tarefa de
medo condicionado ¢ utilizada para avaliar memorias aversivas, resultantes de uma
situacdo de perigo, e estd associada a processos de reacdes e adaptagdes frente a
situagoes de risco (Couto-Pereira et al., 2019; Diehl et al., 2014). A tarefa envolve um
alto grau de emogdo, pois o animal ¢ exposto a um contexto aversivo com um breve
choque nas patas. Apds 24 horas os animais sd0 expostos novamente ao mesmo
contexto e respondem com um comportamento defensivo, denominado congelamento
(freezing) e caracterizado por auséncia de movimentos, que ¢ considerado uma medida
da memoria para a tarefa. Os estudos mostraram que animais submetidos ao isolamento
social cronico apresentaram aumento do tempo de freezing (Liu et al., 2015).

A DRG também pode prejudicar a memoria (Haleem e Mahmood, 2019;
Kaczmarczyk et al, 2013, Khazen et al, 2019; Spencer et al., 2017). Muitos estudos
utilizam protocolos que diferem no tempo de exposi¢cdo, na quantidade e no tipo de
gordura oferecida para o animal. Alguns trabalhos que utilizaram dieta rica em gordura
saturada a curto ou a longo-prazo mostraram que os animais apresentaram um prejuizo
na memoria dependente de hipocampo. Um consumo a curto-prazo prejudicou a
memoria de medo condicionado ao contexto de longo prazo (dependente do hipocampo)

e de medo condicionado a um estimulo auditivo (dependente da amigdala) em ratos
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adultos (Spencer et al., 2017). Outro estudo mostrou que a exposi¢do também de curto
prazo a DRG durante a adolescéncia reduziu a plasticidade sindptica do hipocampo e a
memoria dependente do hipocampo a longo prazo, no teste de memoria de
reconhecimento de objeto realocado. Ainda, camundongos expostos a um periodo de
uma semana de DRG mostraram prejuizo na memoria de reconhecimento de objetos
(Kaczmarczyk et al., 2013). Camundongos que consumiram DRG por trés dias
apresentaram maior vulnerabilidade a falhas de memoria causadas por um desafio
imunoldgico de baixa dose (10 pg / kg) de lipopolissacarideo (LPS) no hipocampo
(Sobesky et al., 2016). Outros estudos também observaram prejuizos em memorias
dependentes de hipocampo, como o reconhecimento de objetos, depois de uma semana
de exposi¢ao a DRG, e prejuizos na memoria de localizacdo de objetos, apds 3 semanas
de DRG em camundongos (Gainey et al., 2016). Outro estudo, contudo, ndo observou
efeito da DRG em curto prazo (Khazen et al., 2019).

A memoria dependente do hipocampo ¢ extremamente vulneravel aos efeitos do
isolamento social e do consumo de DRG. A maioria dos protocolos experimentais
utilizaram o isolamento social de forma cronica e ofereceram DRG para os animais
durante o desenvolvimento. No entanto, seria importante investigar como a influéncia
do isolamento no periodo pré-pubere poderia impactar a memoria na idade adulta, uma
vez que o hipocampo, durante as fases iniciais da vida, esta em constante processo de
maturacdo, ¢ se ha interacdo entre esses fatores ambientais no que se refere a seus

efeitos sobre a memoria.

1.5 A vulnerabilidade do hipocampo e o prejuizo da memoria

O hipocampo ¢ parte do sistema limbico e, em humanos, esta localizado no lobo

temporal. E constituida pelo Cornu Ammonis 1-4 (CA1-4) e giro denteado (Tatu e
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Vuillier, 2014). Além disso, ndo ¢ uma estrutura homogénea em termos de circuitos: ele
pode ser dividido em regides ventral e dorsal. O hipocampo ventral relaciona-se com
regides envolvidas com emocgdo e estresse (amigdala e hipotdlamo). Ja o hipocampo
dorsal se relaciona com regides corticais envolvidas no processamento de informagdes.
O hipocampo dorsal funciona como um organizador para as memorias declarativas
(Fanselow e Dong, 2010).

Durante certas fases do desenvolvimento, processos como neurogénese,
crescimento dendritico e axonal e poda sinaptica ocorrem intensamente no hipocampo
(Crews et al., 2007; Weitzdorfer et al., 2008). Em particular, a neurogénese no giro
denteado continua na idade adulta (Kempermann et al., 2004) e inicia com a
proliferacdio de células progenitoras, passa para o processo de migracdo e
subsequentemente atinge a diferenciagdo em neurdnios funcionais que interagem com a
rede neural do hipocampo ja existente (Kempermann et al., 2004). O continuo
surgimento de novos neurdnios ¢ importante para a formagdo de sinapses funcionais
(Praag et al., 2002; Kempermann et al., 2004). Todos esses processos fazem parte da
plasticidade neural e sdo fundamentais para o papel central do hipocampo, incluindo o
aprendizado e a consolida¢do de novas memorias (Cameron e Christie, 2007; Deng et

al., 2010; Winocur et al., 2006; Woftowicz et al., 2008).
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A exposi¢do a diferentes tipos de estresse € o consumo de dietas altamente
caléricas podem reduzir a neurogénese e prejudicar o desempenho de tarefas que
avaliam o aprendizado e a memoria dependente de hipocampo (Lajud et al., 2012; Park
et al., 2010; Ruiz et al., 2018; Suri et al., 2014). E interessante que, quando o estresse &
aplicado na idade adulta do animal, a neurogénese ¢ reduzida, mas o uso de certos
farmacos, como o tratamento com mifepristona (antagonista do receptor de
glicocorticdide), reverte esse efeito (Oomen et al., 2007). Ja se o estresse ocorre no
inicio da vida, alguns estudos verificaram que o prejuizo da neurogénese na idade adulta
ndo ¢ revertido (Lemaire et al., 2000). Marcadores sinapticos também foram reduzidos
pela influéncia do estresse por isolamento social, com diferentes protocolos, e o
consumo de dieta rica em gordura saturada no hipocampo dos animais (Arcego et al.,
2018; Cheng et al., 2019; Ieraci et al., 2016).

Outros processos moleculares como a funcionalidade mitocondrial e a
sinalizagdo hormonal no hipocampo também sdo importantes para o aprendizado e a
memoria (Arrdzola et al., 2019; Yook et al., 2019). Varios processos que ocorrem no
hipocampo requerem energia para homeostase celular. A maior parte dessa energia,
proveniente da molécula de adenosina trifosfato (ATP), ¢ fornecida pelas mitocondrias.
Uma reducdo na funcionalidade mitocondrial pode comprometer processos como a
manuten¢ao do potencial de membrana, a transmissdo sindptica, a formac¢ao de espinhos
dendriticos, a poda sinaptica e o processo de diferenciagdo neuronal no hipocampo
(Flippo e Strack, 2017; Vos et al., 2010). Krolow e colaboradores (2013) verificaram
que o isolamento social durante o periodo pré-pubere alterou a funcao mitocondrial no
hipocampo de ratos jovens. Assim, um prejuizo na atividade neuronal relacionada a
produgdo de energia e na plasticidade podem ser responsaveis pelo prejuizo da memoria

dependente de hipocampo.
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O hormoénio leptina tem agdo direta no hipocampo. Isso ¢ devido a presenca de
receptores para leptina nessa regido encefalica. Varios estudos mostraram que a ativagao
dos receptores de leptina no hipocampo promove plasticidade sindptica e a cognicdo. As
vias de sinalizacdo da leptina, STAT-3 e SOCS3, também regulam a plasticidade de
forma indireta, pois estimulam a transcri¢do de genes envolvidos com a producdo de
citocinas, crescimento de neuritos e estresse oxidativo mitocondrial (Guo et al., 2008;
Miao et al., 2006; Yang et al., 2007). Sendo assim, a sinalizacdo mediada pela leptina
tem forte impacto na plasticidade do hipocampo e pode ser um processo bioquimico
importante para o aprendizado e a memoria. Por exemplo, estudos verificaram que
injegdes de leptina no hipocampo, impactaram positivamente ¢ de modo dose-
dependente o aprendizado e a memodria (Far et al., 2006; Paulus et al., 2005). Além
disso, a administra¢do periférica de leptina aumentou o desempenho dos animais na
tarefa do labirinto aquatico de Morris (Haleem et al., 2015). No entanto, a resisténcia
aos efeitos mediados pela sinaliza¢do da leptina levou a um prejuizo na cogni¢do e na
memoria. Manipulagdes experimentais que induzem resisténcia a leptina, como o uso de
dieta rica em gordura saturada, apresentam efeitos deletérios para a estrutura e a fungao
do hipocampo induzindo prejuizo na memoria (Hosseini et al., 2014; Kanoski et al.,
2007; Kanoski e Davidson, 2010).

Coletivamente, esses achados mostraram que a neurogénese, a plasticidade, a fungao
mitocondrial e a sinalizagdo hormonal pela leptina no hipocampo sdo extremamente
conectadas e vulneraveis aos efeitos do ambiente, e que alteragdes nesses processos
podem estar diretamente associadas com o prejuizo na memoria. Neste trabalho,
hipotetizamos que fatores como estresse por isolamento na pré-puberdade e dieta rica
em gordura poderiam apresentar uma interagdo em seus efeitos sobre a memoria e sobre

a fun¢do hipocampal. Em funcao da alta exposicdo a dietas de alto contetido calorico e
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ricas em gorduras na sociedade ocidental desde a infancia e da ocorréncia de estresse na
infancia (bulliyng, maus tratos, trabalho infantil, excesso de compromissos) o estudo da
possivel interagdo entre esses fatores ambientais no que se refere a seus efeitos
cognitivos e os possiveis mecanismos subjacentes ¢ de grande relevancia para orientar

politicas de saude publica.

2. Justificativa

Fatores ambientais precoces, como a exposi¢do a estressores ¢ dieta rica em
gordura, tém efeitos de longo prazo sobre o sistema nervoso central, afetando a
vulnerabilidade a declinios cognitivos e desenvolvimento de psicopatologias
posteriormente na vida. A obesidade ¢ um grande problema de saide publica, e o
consumo de alimentos ricos em gordura esta relacionado ao acimulo de gordura e a
producdo de hormonios relacionados ao controle do balango energético, especialmente
leptina (Hariri ¢ Thibault, 2010). Tendo em vista ainda que os fatores mencionados
alteram a maturagdo cerebral no inicio da vida (Lapiz et al., 2003), ¢ importante estudar
esse impacto a longo prazo.

Ainda, a exposi¢do ao estresse combinada ao acesso a dieta altamente calorica
pode ser uma das razdes da alarmante prevaléncia de obesidade e sobrepeso em criangas
e adolescentes (Ogden et al., 2012). Uma das consequéncias da exposicao ao estresse €
a mudanga na ingestdo de alimentos, tanto no que se refere a quantidade e a qualidade.
Tem sido sugerido que alimentos altamente caloricos (alimentos “confortantes”, ricos
em gordura e/ou aglicares) atuam como um meio de reduzir a resposta ao estresse
(Adam e Epel, 2007). Nesse sentido, torna-se importante estudar a associagdo entre o
ambiente estressante e o acesso a dietas hipercaldricas no inicio da vida.

Pretende-se, com este estudo, possibilitar um melhor conhecimento sobre os
efeitos da utilizacdo de dieta rica em gordura e da exposi¢do ao estresse social em

criangas e adolescentes, e fornecer assim subsidios para politicas de saude publica.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral:

O objetico deste trabalho de dissertagdo ¢ estudar como o uso cronico de uma
dieta rica em gordura (DRG) ao longo do desenvolvimento, bem como a exposi¢do
curta ao estresse na pré-puberdade, podem interagir para programar a longo prazo o
comportamento. Avaliaremos possiveis efeitos sobre a memoria, relacionando efeitos
comportamentais com mudancas neuroquimicas, particularmente neurogénese, fungao

mitocondrial e resposta a leptina no hipocampo.

3.2 Objetivos especificos:

Neste trabalho de Dissertacdo, temos por objetivos especificos verificar os
efeitos da exposicdo ao estresse por isolamento social na pré-puberdade e do uso

cronico de DRG sobre:

1. amemoria em distintas tarefas comportamentais, utilizando tarefas envolvendo
memoria aversiva e memoria espacial,

2. aatividade motora ¢ a ansiedade;

3. aneurogénese e a fun¢do mitocondrial no hipocampo dorsal;

4. asinalizagdo da leptina (STAT3, AKT, ERK) no hipocampo.

Utilizaremos hipocampo por ser uma estrutura especialmente envolvida na memoria
e suscetivel a mudancas ambientais nessas fases do desenvolvimento. Como as porgdes
dorsal e ventral apresentam diferentes conexdes e parecem estar envolvidas em fungdes
distintas, avaliaremos, de acordo com a técnica empregada, hipocampo total ou dorsal
separadamente, por este ultimo estar particularmente envolvido na memoria de contexto

(Fanselow e Dong, 2010).
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4. Materiais e métodos

4.1 Aspectos éticos e desenho experimental

Os procedimentos propostos por esse projeto sao de uso habitual por autores que
trabalham e publicam na area. Obedeceram as normas propostas pelo “Principles of
laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996) e a Lei AROUCA n°
11.794 de outubro de 2008. Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram
submetidos & aprovacio da Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS; projeto 35334, aprovado em
02/10/2018).

Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica
da UFRGS, em caixas confeccionadas em plexiglas com assoalho recoberto de
maravalha autoclavada e submetidos a um ciclo claro/escuro de 12h (luz das 6h as 18h),
com agua e alimento ad [libitum e uma temperatura ambiente de 22+2°C. Foram
utilizados 128 ratos com 21 dias.

No dia pés-natal (PND) 21, ratos Wistar foram desmamados e apenas filhotes
machos foram utilizados. Metade dos animais foi alojada em grupos de quatro ou trés
por gaiola, a outra metade foi submetida ao estresse por isolamento social (um unico
animal em uma gaiola doméstica menor, 27 x 17 x 12 cm). O estresse por isolamento
foi aplicado durante 1 semana, entre os PNDs 21 e 28. No PND 28, os animais isolados
foram devolvidos as gaiolas regulares (65 x 25 X 15 cm) em grupos de trés ou quatro.
Cada grupo (controle ou estressado), a partir do PND 21, foi subdividido em dois outros
grupos, de acordo com a dieta: (1) recebendo racao padrao (50% de carboidrato, 22% de

proteina e 4% de gordura) ou (2) recebendo ra¢do padrao e DRG ad libitum (25 % de
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carboidratos, 28% de proteina e 42% de gordura). Assim, foram formados os grupos:

(1) Controle com ragdo padrio (C, n=32), (2) Controle com ragdo padrio + dieta
hiperlipidica (CD, n=32), (3) Estresse com ra¢do padrdo (E, n=32), (4) Estresse com
racdo padrao + dieta hiperlipidica (ED, n=32). Quantidades iguais de ra¢do padrdo e
DRG foram oferecidas aos animais. Essa dieta foi pesada assim como, posteriormente,
os pellets ndo consumidos. O consumo de alimentos foi medido durante todo periodo
por gaiola, trés vezes por semana, ¢ a quantidade de alimentos consumida foi dividida
pelo nimero de animais por gaiola para determinar o consumo médio. Para verificar o
consumo em quilocalorias, a quantidade de alimento ingerido foi multiplicada pelo
conteudo calorico por grama de DRG (conteudo caldrico: ragdo padrio, 3,24 kcal /g;
DRG, 5,8 kcal/g). Segue abaixo a linha do tempo experimental.

Controle
PND 21 Controle + DRG P60
Campo aberto

Randomizacdo dos animais Estresse Medo condicionado ao contexto

Di}.ri.sﬁo dos grupos controle e estresse Estresse + DRG Localizag3io de objetos

Inicio da DRG Clarofescuro
PND 28 PND 65 - 70
Reagrupamento dos animais Eutandsia
isolados

Isolamento Social

Dieta Rica em gordura Western Blotting

Controle do peso e consumo dos animais CUtUFEQFEEHQtIPICE
Imunmstoqmmlca

Citometria de Fluxo

4.2 Testes comportamentais
A partir dos 60 dias de vida, foram iniciados os testes comportamentais,
avaliando-se atividade exploratéria, memoria de reconhecimento de objetos, memoria
de medo e comportamento do tipo ansioso.

O teste de campo aberto consistiu em uma arena aberta com paredes (50 x 50
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cm, altura 50 cm). Toda a arena de teste foi ajustada com iluminagao uniforme. Os ratos
foram colocados no centro da arena, e sua atividade foi registrada por 10 minutos,
durante trés dias consecutivos, no turno da manha. A distancia total percorrida foi
utilizada como medida da atividade motora geral, com um software (ANY Maze(R))
que, por meio de uma camera, avalia a mobilidade do animal. Este teste teve a
finalidade de avaliar a atividade exploratoria dos animais (Guo et al., 2013).

O teste de localizagdo de objetos com um objeto realocado teve como finalidade

avaliar a memoria espacial dos animais. Este procedimento foi realizado 24h apos a
exposi¢ao ao campo aberto, descrita acima, e ocorreu de forma que inicialmente os
animais foram expostos a dois objetos iguais em uma arena de campo aberto (50 x 50
cm, altura 50 cm), por 5 minutos. Apo6s intervalo de 90 minutos (curta-duracio), os
animais foram reexpostos por 5 minutos a0 mesmo aparato com um dos objetos
deslocado para o canto da caixa (Broadbent et al., 2010). O teste consistiu em um Unico
dia e ocorreu no turno da manha, em salas especificas para testes comportamentais, com
luminosidade controlada.

O teste claro/escuro teve como finalidade avaliar o comportamento do tipo
ansioso nos diferentes grupos, € ocorreu em caixa plastica com dois compartimentos,
um escuro (36 x 20 x 40 cm) e um claro (44 x 20 x 40 cm), conectados por uma porta (7
x 10 cm) no meio da parede separando-os. Os dois compartimentos eram conectados
por uma pequena abertura. Os ratos eram colocados na metade clara da caixa. Os
animais foram expostos a caixa durante 5 minutos. As analises foram realizadas
contabilizando o tempo de exploragdao em cada lado da caixa, claro ou escuro. Animais
com comportamento do tipo ansioso tendem a passar mais tempo no lado escuro. A
laténcia para emergir no compartimento escuro foi determinada assim como a primeira
entrada no compartimento claro. As seguintes medidas comportamentais foram

registradas: tempo no compartimento claro, nimero de entradas no compartimento
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claro, nimero de explora¢des no compartimento claro (rearings) e nimero de SAPs
(Stretched Attend Posture) (Arrant et al, 2013).

O teste de medo condicionado ao contexto avaliou a memoéria de medo nos

animais e consistiu em duas sessdes, uma de treino e, 24 horas depois, uma de teste. Foi
realizada uma ambientacdo dos animais por 3 horas na sala em que se realizaria o teste
comportamental. Para a sessdo de aquisicao (treino), 24 horas depois da ambientacao, os
animais foram colocados no aparato de medo condicionado ao contexto, que consiste
em uma caixa de madeira (28 x 26 x 23 c¢cm) com barras metalicas na base, por onde
passa uma corrente elétrica. Apos 3 minutos de ambientacdo na caixa, os animais
receberam 3 choques de 0,7 mA, com duragdo de 2 segundos, ¢ 30 segundos de
intervalo entre os choques (sessdo de aquisi¢do). Vinte e quatro horas apos a sessao de
aquisicdo, os animais foram colocados novamente no aparato durante 5 minutos, mas

nao receberam qualquer choque (sessao de teste) (Couto-Pereira et al, 2019).

4.3 Obtencao das estruturas para determinagdes bioquimicas

A eutandsia por decapitagao ocorreu no laboratério, sendo que cada animal foi
individualmente levado para uma sala, separado dos demais e morto por um pesquisador
devidamente treinado usando guilhotina. O encéfalo foi rapidamente retirado e
dissecado em placa sobre gelo, sendo obtido o hipocampo dorsal, conforme o atlas do
cérebro de ratos Paxinos e Watson (1998). Para a técnica de citometria de fluxo, as
amostras foram imediatamente usadas (a fresco), enquanto para a técnica de western

blot as amostras foram rapidamente congeladas e armazenadas a -80 °C.

4.4 Estudo da via de sinaliza¢do da leptina no hipocampo dorsal

Considerando que a dieta rica em gordura parece afetar os niveis da leptina no
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sangue (Arcego et al.,2014), foi avaliada a resposta a leptina em culturas organotipicas
para os quatro grupos estudados, medindo-se a ativagao de suas vias de sinalizagao, tais
como as respostas relacionadas as proteinas: STAT3, AKT e ERK/MAPK (inibidor da
STAT3) no hipocampo total de ratos machos. Foram preparadas culturas organotipicas
de fatias hipocampais (8 animais por grupo) de acordo com o método de Stoppini e
colaboradores (1991), com algumas modificagdes (Valentim et al., 2003). Para isso,
foram utilizadas fatias de hipocampo com 400 pm de espessura e colocadas em uma
solugdo salina equilibrada de Hank (HBSS), composta por 6mM glicose, 1,26 mM
CaCly, 5,36 mMKCl, 136,89 mMNacCl, 0,44 mM KH>POs4, 0,34 mM NaHPOs, 0,49

mM MgCl,, 0,44 mM MgSO4, 25 mM HEPES, 1% fungizona e 0,01% gentamicina,
pH 7,2. As fatias foram colocadas em membranas de cultura Millicell e as inser¢des
transferidas para uma placa de cultura de 6 pogos. Cada poco continha ImL de meio de
cultura para tecido, constituido por 50% do meio minimo essencial (MEM), 25% de
HBSS ¢ 25% de soro de cavalo inativado suplementado com 36mM de glicose, 25mM
de HEPES, 4% de NaHCOs3, 1% de fungizona e 0,01% de gentamicina em pH 7,3. As
culturas foram mantidas em uma incubadora umidificada com 5% de CO2/95% de
atmosfera de Oz a 37°C. As culturas foram incubadas com leptina (5pg/mL) ou veiculo
por 30 minutos e entdo processadas para determinagdo das proteinas: STAT3-

fosforilada, AKT-fosforilada e ERK/MAPK-fosforilada, pela técnica de Western blot.

4.5 Avaliacao por Western blot
Para a realizagdo das andlises, as amostras (8 animais por grupo) foram
homogeneizadas em tampao de lise (4% SDS, 2,1 mM EDTA, 50 mM Tris) e foram
retiradas aliquotas para a dosagem de proteinas. Apds, B-mercaptoetanol foi adicionado
em uma concentracao final de 5%. Amostras contendo 40 pg de proteinas foram
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separadas em gel de poliacrilamida 4-12% (SDS - PAGE). Essas proteinas foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando o aparato de
transferéncia semi-seco (Bio-RadTrans-Blot SD). Apdés 1h de incubacdo a 4°C em
solugdo bloqueadora com leite em pd 5% e 0,1% Tween-20 em Tampao Tris-Salino as
membranas foram incubadas durante a noite, a 4°C, com anticorpo primario diluido na
mesma solucdo bloqueadora. Foram utilizados anticorpos contra pSTAT3 (anti-
phospho-Stat3, 1:1000, #9145, CellSignaling Technology/USA), STAT3 (anti-Stat3,
1:1000, #9132, CellSignaling Technology/USA), AKT (anti-Akt, 1:1000, #4685,

CellSignaling  Technology/USA)pAKT  (anti-phospho-Akt, 1:1000, #4060,
CellSignaling Technology/USA), ERKI1/2 (anti-MAPK 1/2, 1:1000, #ABS44,
Millipore/USA) e pERK (anti-phospho-p44/p42 MAPK, #9101, CellSignaling
Technology/USA)e tubulina (anti-tubulina, 1:2000, #6074, Sigma-Aldrich/USA).
Subsequentemente, as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase, na concentragdo de 1:1000, por 2 horas em
temperatura ambiente, os quais reconhecem como antigenos os anticorpos primarios. A
imunorreatividade das bandas foi revelada por um kit amplificador de
quimioluminescéncia (ECL Western Blotting Detection Reagents, GE Healthcare Life
Sciences) e detectada utilizando um fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000, GE
Healthcare Life Sciences). As imagens de imunoblot foram analisadas com o software
StudioLite, e os resultados foram expressos pela razdo da intensidade da proteina de

interesse pela tubulina na mesma membrana .

4.6 Imunoistoquimica

Os animais (6 animais por grupo) foram anestesiados intraperitonealmente com

tiopental monossodico 100mg/kg com adigdo de anestésico local, lidocaina 10mg/kg
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(conforme as Diretrizes da Pratica de Eutandsia do CONCEA, 2013) e perfundidos por
via transcardiaca rapidamente com solucdo salina e, a seguir, com paraformaldeido
(PFA) a 4% diluido em tampao fosfato 0,1M (pH7,4; PBS). Os encéfalos foram
retirados e armazenados na mesma solugdo. Posteriormente, os encéfalos foram
crioprotegidos em solu¢do de sacarose a 30% diluida em tampao fosfato e fatiados
coronalmente em um criostato em fatias de 30 pm de espessura. As fatias contendo
hipocampo foram fixadas em PFA 4%, lavadas com tampao fosfato salino (PBS),
permeabilizadas com triton 0,4% por 10 minutos, e apds, bloqueadas por 30 minutos
com soro de cabra 5% (Sigma-Aldrich) em PBS com 0,4% triton em temperatura
ambiente. A seguir, as fatias foram incubadas por 16 horas com o anticorpo primario
anti-doblecortina (DCX, 1:100) e anticorpo primdrio anti-NeuN (NeuN 1:200) a 4°C
com soro de cabra 5% em PBS com 0,4% de triton. Apods a incubacao, as fatias foram
lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secunddrio fluorescente especifico
(1:300, anti-camundongo ou anti-coelho, conforme o anticorpo primario utilizado) por 1
h em temperatura ambiente em uma camara escura. Posteriormente, as fatias foram
lavadas com PBS, sendo adicionado o meio de montagem fluoromounting (Sigma-
Aldrich). As laminas foram cobertas com uma laminula e seladas apds a secagem. As
fatias foram analisadas utilizando um microscopio invertido de fluorescéncia (Olympus
FV1000), com filtros para GFP e MCherry. Trés areas aleatdrias por regido de interesse
(300 um?, giro denteado do hipocampo) foram escolhidas por animal e a fluorescéncia

quantificada utilizando o programa Cell M (Olympus).

4.7 Citometria de fluxo

A avaliagdo do potencial (AY) e da massa mitocondrial foi realizada por meio da

utilizacdo de MitoTracker Red (MTR ou Clorometil-X-rosamina) e MitoTracker Green
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(MTG) (Pendergrass et al., 2004; Khanal et al., 2011). O hipocampo dorsal dissecado
foi dissociado mecanicamente com tampao PBS contendo colagenase em uma
concentragcdo necessaria para que se obtivesse uma suspensdo de células que contenha
uma densidade de 200 células/mL. O conteudo dissociado foi filtrado em filtros de
nylon de 40um (CellFilterStrainer — BD Biosciences) e mantidos no gelo até a
coloracdo mitocondrial. O MTG e o MTR foram dissolvidos em DMSO em uma
solugdo estoque com concentracdo de 1 mM. Apods coradas as células suspensas foram
analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur - Becton Dickinson, San Jose, CA).
As moléculas foram excitadas a 488 nm usando um laser de argénio. Os controles
negativos (amostras sem nenhum fluor6foro) ou controles contendo cada um dos
fluoréforos individualmente foram usados para calibragem do aparelho. A emissdo dos
fluorocromos foi registrada através de filtros especificos: vermelho (FL-3; 670 nm) e
verde (FL-1; 530 nm/30) e coletados por amplificacdo logaritimica. Foram adquiridos
os eventos (células intactas) pela média da intensidade da fluorescéncia que foi
determinada apds a exclusdo de artefatos. As aquisi¢cdes feitas foram analisadas pelo

CELLQuest Pro data acquisition (BD Biosciences) e pelo software FlowJo.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias + erro padrao da média e foram
analisados utilizando ANOVA de duas vias (dieta e estresse) ou medidas repetidas.
O nivel de significancia foi aceito como diferente quando o valor de P foi menor

que 0,05.
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7. Conclusao

Os resultados encontrados demonstram que intervengdes precoces durante o
desenvolvimento do animal podem afetar processos encefalicos fundamentais. Foi
possivel observar que o hipocampo dorsal ¢ vulneravel a alteragdes precoces que fatores
ambientais podem causar, sendo que as consequéncias dessas modificacdes podem ser
muito duradouras, podendo ser vistas na idade adulta dos animais. Os tratamentos
afetaram processos fundamentais para a formacao de memorias. O consumo de DRG no
inicio da vida levou a prejuizos no hipocampo dorsal, com relagdo a formagdo de
memoria espacial, a neurogénese e a fungdo mitocondrial dessa regido na idade adulta.
Ainda, foi possivel observar alteragdes na cascata de sinalizagdo da leptina, que foi
modificada por ambas intervengdes, com a DRG diminuindo a sinalizagdo da leptina via
AKT.

Uma vez que a exposicdo precoce a fatores ambientais ¢ inevitdvel, torna-se
importante estudar o quanto e como determinados tipos de fatores podem trazer

consequéncias a longo prazo.

8. Perspectivas

Diante de nossos resultados mostrando os efeitos em machos, torna-se fundamental
um estudo de todos os pardmetros analizados em fémeas também. E importante uma
futura avaliagdo de todas as medidas bioquimicas realizadas no hipocampo dorsal, no
hipocampo ventral. Ainda, como foram encontrados resultados referentes a fungdo

mitocondrial, ¢ de interesse também realizar andalises de proteinas envolvidas com o
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metabolismo energético, como AMPK, pAMPK, Sirt-1 e PGC-la. Marcadores de
inflamacdo também seriam relevantes, assim como um estudo sobre a microbiota
intestinal, a respeito do eixo intestino-cérebro, ja que estudos relacionam o consumo de
DRG no inicio da vida e programagdo hipocampal com alteracdes na microbiota

intestinal (Yang et al, 2019).
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10. Lista de figuras

Figura 1: Avaliacdo das calorias consumidas ao longo do tempo, a partir do inicio do
tratamento, aos 21 dias de idade.

Figura 2. Peso corporal ao longo do tempo

Figura 3. Velocidade média e distancia percorrida na arena de campo aberto.

Figura 4. Efeito do estresse no inicio da vida e do acesso a dieta rica em gordura no
tempo de congelamento na tarefa de medo condicionado ao contexto.

Figura 5. Efeito do estresse no inicio da vida e do acesso a dieta rica em gordura no
desempenho na tarefa de realocacao de objetos.

Figura 6. Avaliacdo do comportamento do tipo ansioso apds consumo cronico de dieta
rica em gordura em animais expostos ou ndo ao estresse na pré-puberdade.

Figura 7. Efeito do estresse por isolamento no periodo pré-puberdade e acesso cronico
a uma dieta rica em gordura na neurogénese no giro dentado dorsal.

Figura 8. Funcionalidade mitocondrial no hipocampo dorsal, demonstrada pela relagao
potencial/massa mitocondrial, em animais submetidos ou ndo ao estresse de isolamento
no periodo pré-pubere e recebendo ou nao dieta com alto teor de gordura.

Figura 9. Efeito do estresse por isolamento social no periodo pré-puberdade e acesso
cronico a uma dieta rica em gorduras em fatias de hipocampo em cultura em solugdo
com leptina ou solugdo basal (meio). Os resultados mostram o imunocontetdo de
proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo da leptina na sua forma fosforilada e sua

forma total.
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