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RESUMO

Introducédo: Estresse cronico na vida adulta aumenta ansieglad@tilizacdo do alimento
palatavel “confortante” domfort fooj como forma de inibir sintomas de ansiedade, que
parece ser mediado pela alteracdo do eixo hipotalapofise-adrenal (HPA). O objetivo
deste trabalho foi verificar se o0 estresse no derioeonatal pode afetar ansiedade,
comportamento alimentar e a resposta ao estressatasfémeas adultagétodos: A partir

do segundo dia de vida, ninhadas de ratos Wistaag genitoras foram submetidas a reducéo
de material para confeccionar o ninho (intervencatg vida adulta, a ansiedade foi
mensurada usando o teste de supressdo alimentarnpeidade (NSFT), e a resposta
neuroenddcrina a 20 minutos de estresse por c@udog verificada pela mensuracdo dos
niveis plasmaticos de corticosterona e ACTH bagakeiatamente, 20, 40 e 70 minutos apos
o fim do estresse. Em outro subgrupo de animaifydéan submetidos a intervencao neonatal,
0 consumo basal de racdo padrdo assim como aénei@malimentar por alimento palatavel,
rico em gordura (34%) e acucar (20%), foram mem&sgam um sistema computadorizado
de consumo alimentar continuo (BioDag, Researcks®)ede ratas que receberam somente
racdo regular e nos animais expostos aos dois tipaaimento (dieta regular e palatavel)
durante 30 dias. O ganho peso dos animais foi aaohgoo semanalmente. Ao final do
tratamento, os niveis de T3 e a gordura abdomim@nf mensuradoskesultados: As
genitoras do grupo intervencdo apresentaram cuidzaterno com menos variabilidade e
menor qualidade quando comparadas as genitorasolesntO estresse na vida precoce
aumentou a ansiedade na vida adulta no NSFT teséacia para comer alimento doce em
um novo ambiente (p=0.005), diminuiu 0 consumoa#&o ao retornar para caixa-moradia
(p=0.045), assim como aumentou 0s niveis de cgtdoona em resposta ao estresse agudo
por contencéo (p=0.020). Nenhuma diferenca foi einada niveis e ACTH em resposta ao
estresse (p=0,282). O consumo de ragao padraauddatre os grupos somente no ciclo
escuro, sendo menor no grupo intervencao (p=0.0¥Y)ser exposto cronicamente a dieta
palatavel o grupo intervencédo neonatal prefere tgstede alimento quando tem opcao de
escolha (dieta palatavel + dieta regular) (p=0.@@)jnuindo o consumo de dieta regular. O
ganho de peso durante primeiras 72h (p=0,417) déomgo das 4 semanas (0,474) de
exposicdo as dietas ndo foi diferente entre osogruassim como ndo houve diferenca no
percentual de gordura abdominal (p=0,166). No tdstg@referéncia com todos os grupos,
enquanto o grupo controle que recebeu cronicamdigi& palatdvel demonstrou uma
diminuicdo na preferéncia por esse tipo de dietampewado ao grupo controle exposto
somente a dieta regular, 0os animais expostos @sestprecoce ndo demonstraram reducao na
preferéncia apos exposic¢ao cronica (p<0,001). @boiro T3 na vida adulta correlacionou-se
negativamente com ato de lamber os filhotes (LGema) no grupo intervencdo neonatal
(p=0,010). Essa correlacdo desaparece quando € ajagim de duas dietas (p=0,679).
Concluséo: Alteragbes no estado de ansiedade e comportanaim@ntar no presente
modelo parecem estar relacionadas com mudancaspasta neuroendocrina do eixo HPA
ao estresse agudo. O consumo de alimento palgiéssivelmente é utilizado pelas fémeas
do grupo intervencéo para inibir os sintomas desdasle.

Palavras-Chave:Ansiedade, estresse fisiologico, comportamenioeaitar.



ABSTRACT

Introduction: Chronic stress in adulthood increases anxietypaiodes the individuals to use
palatable foods as “comfort foods”, which seembdanediated by an altered functioning of
the hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA). Vitaead at verifying if early life stress also
affects anxiety, feeding behavior and stress resgom adult female ratdethods. By the
second day of life litters of Wistar rats were sadbgd to reduced nesting material (Early—Life
Stress) or standard care (Controls). In adult l#exiety was accessed using the novelty
suppressed feeding test (NSFT), and the neuroendostress response to 20 minutes
restraint stress was verified by measuring plasonticosterone and ACTH levels at baseline
and immediately, 20, 40, and 70 min. following #teess exposure. In a different subset of
animals, the basal consumption of regular diet ab as the preference for palatable food
(rich in fat (34%) and sugar (20%)) was measured gontinuous monitoring computerized
system of food consumption (BioDAQ, Research Digts®Rrats receiving only regular chow
or exposed to both regular and hyperpalatable detsinuously for 30 days. Body weight
gain was measured weekly. At the end of the treattmE3 levels and the abdominal fat
content were measured.

Results Intervention dams showed decreased variabilitg guality of maternal care
compared to control dams. ELS increased adulthoadety in the NSFT (latency to eat the
sweet pellet in a new environment p=0.005, decteaBew consumption upon the return to
the homecage p=0.045), as well as increased csitimne levels in response to acute
restraint stress (p=0.02). No differences were $@&CTH levels in response to stress. The
regular diet intake was different among the groupy during the nocturnal phase of the light
cycle, being lower in the intervention group (p=¥R After being exposed chronically to a
palatable diet, the intervention group preferad tiipe of food when having the option to
choose (hyperpalatable food + regular diet) (p=8)0fecreasing the consumption of the
regular diet. The body weight gain during the firah (p=0,417) and over the 4 weeks of
exposure to the palatable diet (0,474) was nokewfft between the groups, as well as no
difference was seen on the percentage of abdoifisin@=0,166). On the preference test with
all the groups, while the control group chronicakposed to the hyperpalatable diet showed
a diminished preference for the palatable food cmenxbh to the control group exposed only to
the regular diet, the rats exposed to early lifesst did not demonstrate this reduction in
preference after the chronic exposure (p<0.001).hd@Bnone levels correlated negatively
with the licking and grooming (LG) scores in the Elgroup (p=0,010). This correlation
disappears when is given the oportunity of choevben two diets (p=0,679).

Conclusion: Alterations in anxiety and feeding behaviors segeearly stressed animals in
this model seem to be related to changes in theoaedocrine HPA response to acute stress.
The consumption of palatable food possibly is Use&LS females rats to inhibit the anxiety
symptoms.

Keywords: Anxiety, physiological stress, feeding behavior.
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1 INTRODUCAO

O estresse pode ser definido como uresposta adaptativa do organismo a um
estimulo aversivo (CARRASCO e VAN DE KAR, 2003). c@rebro tem importante papel
em resposta a um evento estressor, pois regulasds/efuncdes inclusive respostas
comportamentais. Graves insultos podem causar da@@sanentes nos neurdnios, assim
como estressores severos que se prolongam por tanipn (MCEWEN, 2009).

O periodo inicial da vida de alta vulnerabilidade, desse modo, insultoge rmegiodo
podem levar a agravos que persistem na vida addiltineres e homens que sofreram abuso
sexual na infancia tém maiores chances de apredesmatornos de ansiedade, dependéncia
de drogas e comportamento anti-social na vida ad@s homens apresentam maiores
sintomas de depressdo e uso de drogas ilicitasaetognas mulheres o trauma do abuso
sexual se correlaciona com todas as desordensigisicps, demonstrando que a associacao
entre abuso na infancia e psicopatologias variacdedo com o género (MACMILLANet
al., 2001).

Estudos experimentais sugerem que as fémeas s8ososteptiveis ao estresse do
gue os machos (KROLOWt al, 2010;BANGASSERet al, 2010).Quando um alimento
palatavel é oferecido continuamente concomitantégneam estresse crénico, ocorre uma
diminuicdo nas medidas comportamentais de ansiegiadeatas fémeas (KROLOW al,
2010). No inicio dos anos 2000, Dallman e colabomesl propuseram a teoria de que o
estresse cronico na vida adulta induz o consumeod#ort foods possivelmente ativando
mecanismos que tendem a diminuir a atividade do kigotalamo hipdfise adrenal (HPA),
atenuando a resposta ao estresse (DALLMAIEI, 2003; ADAM e EPEL, 2007). O cérebro

entdo “aprenderia” a aliviar o0 estresse atravésiluaentacdo palatdvel, usando alimentos

! Alimento calérico rico em gordura e aclcar altaragralatavel que induz a sensacéo de prazer/confort
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confortantes (omfort foodY, induzindo a obesidade a longo prazo (DALLMAN)1D).
Além das inimeras evidéncias experimentais prodszubr seu grupo de pesquisa e outros,
também alguns estudos em humanos sugerem que GsteegD estresse em adultos esta
relacionada com o uso de “comfort foods” (ER#lal, 2001; TOMIYAMA et al, 2011).

Neste contexto, é importante estudar a relacae enéistresse na vida precoce e suas
repercussdes sobre a resposta ao estresse e cigdotempacto dessas relacdes sobre o
comportamento alimentar na vida adulta. A maioas pesquisas com animais utiliza machos
em seus experimentos, porém as fémeas carreganpatamie tarefa de perpetuacédo da
espécie através da capacidade de gerar filhoteganRm érelevante salientar que insultos
durante o periodo inicial da vida, caracterizadogtia plasticidade, podem levar a desfechos
nao favoraveis ao longo da vida, os quais podenraesmitidospara as geracdes seguintes
(efeito transgeracional) através de mecanismodatilays e epigenéticos.

Desse modo, 0 objetivo deste trabalho € avaliafeitoeda exposicdo ao ambiente
perinatal hostil sobre o consumo de alimentos gadéé € 0 ganho de peso em ratas fémeas
adultas, assim como avaliar o possivel envolvimelo® eixos hipotdlamo hipofise adrenal

(HPA) e hipotalamo pituitaria tiredide (HPT) neseésitos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL (HPA)

O eixo HPA é um dos sistemas responsaveis pel@ses@o estresse. Estimulos
ameacadores sdo captados pelos sistemas sensoir@ilsizem a producdo do hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH) no nucleo paravienlar do hipotalamo (PVN).
Movimentos excitatorios ou inibitorios dos neur@niali localizados enviam sinais para
glandula pituitaria (HERMANet al, 2003), que libera adrenocorticotrofina (ACTH) na
corrente sanguinea, que é responsavel por estinauldyeracdo de glicocorticoides pelo
cortex da adrenal. A resposta imediata do organiserde ao estresse envolve transmissao
desses estimulos diretamente ao nucleo paravdatrida hipotalamo (PVN) por acdo das
catecolaminas. Em contrapartida, quando ha neesssida interpretacado do cérebro frente a
esse estimulo, o sistema limbico inibe a atividddeeixo HPA através da modulacéo
GABAérgica no nucleo paraventricular do hipotalatERMAN e CULLINAN, 1997).
Esses sistemas integram uma fina regulacédo doH®#, e a alteracdo/modificacdo dessa
capacidade regulatéria pode ser a base de muénstdrnos relacionados ao estresse. A
atividade gabaérgica no PVN regular diversas funi@elogicas envolvidas na homeostasia
como o estado energético (exemplo nucleo arquesalmperatura corporal (exemplo area
pré-optica medial), cardiovascular (exemplo nucdemsomedial do hipotalamo) e circadiano
(exemplo nudcleos subparaventricular e dorsomedalhighotalamo) (CULLINANet al,
2008).

O estresse agudo induz a secrecdo de glicocokgEdgue aumentam a motivacdo
para o alimento) assim como de insulina (Que apugeomover a ingestao de alimentos e a
obesidade) (DALLMAN, 2010). A exposicdo crbnica aglcocorticoides atua de trés

maneiras mutuamente: (1) aumenta as concentragde€®H no nucleo central da amigdala,
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(2) aguca a vontade de realizar atividades praasyaais como ingestdo de alimentos ricos
em gordura e acgucar, (3) age aumentando os depdktgordura abdominal. Desse modo,
permite 0 aumento da sinalizacdo de reservas ditargé pela producdo de
citocinas/horménios pelo tecido adiposo da regidominal e a inibicdo da acdo de
catecolaminas no tronco cerebral e producdo de @&bs neurdnios hipotalamicos. Em
ratos, normalmente o estresse crénico (e consexuente altas concentracdes de
glicocorticoides), combinado com a ingestdo unigamee racdo padrao, leva a diminuicéo
do peso corporal. No entanto, com a disponibiliaagé@ ‘comfort-foods’; ocorre o aumento
do consumo desse tipo de alimento, consequentemamdém do peso corporal, como
forma de reduzir resposta ao estre€3ALLMAN et al, 2003). Com a ativacdo destes
circuitos, os glicocorticoides podem prejudicar rgamismo levando a danos fisicos como:
obesidade abdominal, prejuizo no ganho de pesbetdis tipo II, aumento da morbidade e
mortalidade (DALLMANZet al, 2004).

Em roedores e em humanos, existe um periodo hjpmmeso caracterizado por uma
resposta reduzida frente ao estresse que parecer@stcionado com a imaturidade do eixo
HPA nas primeiras duas semanas de Vid®3$HIMURA et al, 2003; SAPOLSKY e
MEANEY 1986). O controle de retroalimentacdo nagatia pituitaria e a inibicdo do CRH
(resultante da capacidade de resposta) particigste grocesso (HALASEt al, 1997(18)).

Os glicocorticoides maternos estdo elevados nd flaagestacdo, como parte do
préprio mecanismo do parto. Um estudo interessaatiézou adrenolectomia em ratas no 8°
dia de gestacdo, o que resultou em aumento nots mieanRNA hipotalamico para CRH e
GR no dia 14 de vida dos filhotes do sexo femingam aumento da proopiomelanocortina
(POMC) na pituitaria dessas fémeas. Nao houveosfei adrenalectomia materna sobre a

expressdo de genes nos machos (HALASZal, 1997), o que demonstra que ha um
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dismorfismo sexual na influéncia dos glicorticoiseaternos sobre a expressdo de CRH dos
filhotes nesse periodo.

Em humanos, um outro estudo avaliou os niveis dé&sebem homens e mulheres,
considerando a variacdo hormonal das mesmas, eatdit de estresse psicoldgico de falar
em publico. Era permitido receber apoio de um ddsecdo, ou do parceiro(a)/namorado
(a), ou nenhum apoio. Diferentemente dos homensuétseres apresentaram comportamento
peculiar com aumento do cortisol, mesmo quandooctatfas por seus parceiros no momento
do teste. Isso sugere que respostas diferente® faenevento estressor sdo sexo-especificas
(KIRSCHBAUM et al, 1995). Nado existe um consenso sobre impacto ttégeso e da
progesterona na regulacdo neuronal da liberacdORlé¢, embora se saiba que o estradiol
leva a uma“downregulatio’ do CRH, diminuindo o ACTH e tem possiveis efeitos
estimulantes na adrenal, 0 que sugere que os idsteif@mininos influenciem em todos os

aspectos do funcionamento do eixo HPA (HERMéthl, 2007).

2.2 CONSEQUENCIAS DO TRAUMA E ESTRESSE

O fator estressor pode ser algo real ou nao, afetam estado fisiolégico ou
psicologico do individuo. Quando o estresse “adfig organismo a funcionar além da sua
capacidade e/ ou ha dano fisico, é denominado &radmesposta do organismo de ordem
fisiologica frente ao estresse envolve acdo do dimtalamo-hipoéfise-adrenal (HPA),
levando ao aumento do fluxo sanguineo em diversgdoé, assim como liberacdo de
catecolaminas, (do sistema nervoso) e glicocodasi(do cértex da adrenal) (MCEWEN,
2009). A perturbacdo do estado de equilibrio wlinghar com uma resposta periférica e

comportamental, visando manter a homeostase e &mmas chances de sobrevivéncia

(TSIGOS e CHROUSQS006). O estresse no periodo inicial da vida, conaws-tratos
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(abusos fisicos, sexuais, emocionais e a negligénei infancia, leva a alteracdes eixo HPA
modulando padrdes de comportamento que podem fredsigante a vida adulta, tanto em
humanos (MELLOet al., 2009; MACMILLAN et al, 2001; TRICKETTet al, 2010;
DESANTIS et al, 2011) quanto em roedores (LIU et al, 2000; HALHXER et al, 1967;
LEVINE et al, 1966; PLOTSKYet al, 2005).

Os hormonios do estresse regulam atividades césebteavés de mudancas nas
estruturas dos neurénios, a fim de proteger o cereintra danos permanentes (MCEWEN,
2009). Experiéncias traumaticas ou estressantasioeadas a variacbes na qualidade do
cuidado materno no periodo inicial da vida afetastruéuras neuronais no hipocampo,
prejudicando o aprendizado e a memoaria, enquargaegperiéncias positivas se associam a
melhor desenvolvimento cognitivo da crianca (MCCLEND et al., 2011). O estresse
durante a infancia tem sido associado com doengigsi@tricas na vida adulta tais como
depressao maior e transtorno de personalidade (\RE&Eal, 2008). Em mulheres na idade
adulta, a depressdo maior diagnosticada atravéB3M-IV (Diagnostics and Statistical
Manual of Mental Disorders- Fourth editipresta associada tanto ao estresse crénico gquanto
ao agudo (HAMMENet al., 2009). Em homens, intensas reacdes emocionaiglaasulta
parecem ter relacdo com adversidades vivenciadasnfAacia e maiores chances de
desenvolver transtornos de ansiedade (MCLAUGHEINI.,2010).

Em estudos experimentais, a manipulagdo neonatatytos periodos durante as
primeiras semanas de vida de ratos leva a maidoragdo ambiental e a menores niveis de
corticosterona, assim como menor expressao conmpental de ansiedade em machos na
vida adulta (LEVINE 1967; LlUet al., 2000). Além disso, a manipulacdo neonatal leva a
preferéncia por alimento doce (SILVEIR# al.,2006; SILVEIRAet al.,2010) com efeitos
metabdlicos distintos de acordo com o sexo (BENEEEIal., 2007). Os hormonios

tireoideanos e a serotonina parecem mediar expreksdieceptores de glicocorticoides em
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determinadas regides do cérebro (hipocampo e g@tasituacdes como na manipulagcéo ou
estimulacao neonatais (SMYTH& al, 1994; HELLSTROMet al.,2012).

Por outro lado, a separacdo materna por longosduey,i durante a vida precoce, leva
a estado de ansiedade/depressédo na vida adultadiooimuicdo da atividade do sistema
serotoninérgico no hipocampo e nucleo da rafe (JGHRO011). Em camundongos, a
separacdo materna de trés horas, combinada coessestmaterno por contencdo nas duas
primeiras semanas de vida, leva a alteracdes deorizerpresentes nas duas geracdes
seguintes. Este efeito parece envolver o sistenogosgnérgico, pois a expressao do receptor
5HT1 no nucleo dorsal da rafe é reduzida e enceetnaiveis aumentados de serotonina na
area de projecdo dorsal da rafe (FRANKLéNal, 2011). Situacdes que envolvem breve
tensdo social ativam o circuito: area tegumentatrak(VTA) — nucleo accumbens — cortex
pré-frontal (PFC) — amigdala, envolvendo o sistelo@aminérgico. Em situacdes de estresse
incontrolavel, o circuito neuronal rafe — PFC —dti@mpo é ativado (MICZEIt al, 2008).

Na tentativa de compreender mecanismos envolvidss gituacdes de abuso e
negligéncia, um estudo utilizou modelo animal degortamento materno alterado em ratos
através da reducdo do material disponivel paratmon® ninho. Isso prejudica a relagédo
mae-filhote, resulta em menor frequéncia no ataaer os filhoteslicking and grooming-
LG) (IVY et al., 2008), ocasionando alteracdes do eixo hipotélaipdfise adrenal (HPA)
dos filhotes (AVISHAI-ELINERet al.,2001; BRUNSONet al.,2005; RICE et al.,2008).

Em nosso grupo de pesquisa, utilizando este mesoaelm experimental, foi demonstrado
que a exposi¢cdo a um ambiente perinatal hostilaasstdciada com maior ansiedade (DALLE
MOLLE et al.,2012) e maior consumo de alimento doce em ratagdéma vida adulta,
apesar de menor consumo de racao padrao (MOLLHE)201

Em humanos, o baixo peso ao nascer pode ser coagide€omo um estressor

metabdlico que ocorre num periodo critico do deslsimento. Estudos em criancas (7-9
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anos), demonstram que quanto menor o peso de re@goirem meninos, maior eram 0S
niveis de cortisol na resposta ao estresse (feenestresse psicoldgico provocado), o que nao
ocorreu com as meninas (JON&al, 2006).

Tanto estudos clinicos quanto experimentais demanstjue insultos no periodo
inicial da vida, através da interacdo com fatorebiantais e nutricionais, podem programar a
preferéncia alimentar ao longo da vida aumentandwestdo de determinados alimentos,
colaborando para o aparecimento de doencas crowitgas disso, a dieta materna, desde a
gestacdo, parece programar o comportamento alimgeiarole (PORTELLAet al, 2012). E
interessante notar que o perfil de desfechos reaaddlta relacionado aos eventos perinatais €
diferente entre os sexos (DESANTéb al, 2011; MACMILLAN et al, 2001). Da mesma
forma, nem todos que vivenciam eventos estressadi@sdesenvolver patologias, porém,
para aqueles que sao vulneraveis ao estressdagstpode auxiliar no desenvolvimento de

doencas (TSANKOV/Aet al, 2007).

2.3 EIXO HIPOTALAMO - PITUITARIA — TIREOIDE (HPT)

Os niveis de horménios tireoideanos resultam deammplexo mecanismo fisioldgico
de liberacdo e acdo tecidual, combinado com meauasisde retroalimentacdo negativa.
Basicamente, o TRH (horménio liberador de tireati@f € secretado pelo hipotalamo,
atingindo a adeno-hipéfise através do sistema {iptafisario, onde se liga a receptores de
membrana e estimula a secre¢cdo do TSH (hormémioestimulante). O TSH é liberado na
corrente sanguinea e se liga a receptores de meanbeaglandula tiredide, estimulando a
secrecado de triiodotirosina (T3) e tiroxina (T4%tdS hormonios sao liberados na circulacao
periférica e agem em receptores nucleares nasaséluo, o que estimula o metabolismo

celular. O T3 é a principal molécula de retroalitagho negativa, agindo a nivel
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hipotalamico e hipofisario. O horménio da tiredidsta envolvido no crescimento,
desenvolvimento, metabolismo e diferenciacdo celuidacionando-se com a producéo de
ATP. Em especial o T3 esta intimanente ligado caativadade mitocondrial (WRUTNIAK-
CABELLO et al.,2001).

A ativacdo dos hormdnios da tiredide parece ocatevés da acdo de genes que
codificam as enzimas responsaveis pelo metabolideamacronutrientes (carboidratos,
lipideos e proteinas), o que pode culminar em untiftmamento alterado da tiredide e
influenciar na manutencéo da temperatura corpbiaNES, 2003).

Em ratos, os horménios da tireéide (TH) tém papwglartante no desenvolvimento
cerebral, proporcionando sinais que conduzem &ediégacdo e maturacdo. Insultos em
periodos criticos do desenvolvimento levam a unsina®nia dos processos fisioldgicos,
podendo culminar com resultados danosos. Existparindo critico ou “janela” onde o TH é
recrutado para o desenvolvimento normal do cér@gdERSON et al, 2003).

Em mamiferos, durante o desenvolvimento fetal,asmbnios tireoideanos que atuam
no cérebro sdo controlados tanto pela tiredidel fgt@nto pelo transporte materno. O
metabolismo destes hormdnios é finamente regutadajtando em niveis necessarios de T3
e T4 no organismo (ANDERSONMNt al, 2003). As enzimas denominadas desiodases realizam
a conversao de T4 em T3. Existem dois tipos: abdase tipo | que é encontrada em tecidos
periféricos como o figado e rim e a desiodases lip@om maior afinidade por T4 e
encontrada na glandula pituitéria, no cérebro teaido marrom, contribuindo no processo de
conversao tanto dentro da célula como perifericaan@*ANSENet al., 2005.

Insultos na vida precoce desencadeiam alterac6&@sSho E interessante notar que
alterac6es do neurodesenvolvimento podem ter w@lagin hormonios da tiredide. A
exposicdo a nicotina durante a lactagdo de ratasde hipotireoidismo neonatal que pode ser

revertido apds a retirada de nicotina (OLIVEIRAal, 2011). O hipotireoidismo induzido
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com o uso de inibidores de T3 e T4 durante a géstadactacao produz efeitos inibitorios
sobre a acetilcolina e acdes excitatorias do GABAdEerentes regides cerebrais, e efeitos
contrarios sao encontrados no hipertireoidismo (AHMet al.,2010. O uso de um agonista
da dopamina em fémeas lactantes suprime a acawmldatma no final da lactacdo, levando a
niveis séricos menores de TSH, T3, tiroxina e Dpihstaria da prole. E interessante notar
que a prolactina no final da lactacédo pode regqukEixo HPT (BONOMCet al, 2008).

Situacdes que envolvem a exposicdo ao frio deseraadefeitos distintos no eixo
HPT dependendo do tempo da exposicdo (FREGLY, 193%ando a mae sai do ninho, os
filhotes sdo expostos naturalmente a uma temparatigrior. Submetidos ao estresse por
frio, filhotes de ratos pré- obesos Zucker, tiveimbtaxa de consumo de oxigénio avaliado no
segundo, terceiro e sexto dia ap0s o nascimensimasomo a capacidade de manter a
temperatura corporal. Com a diminuicdo da tempeambiente, hA um aumento do VO2 e
diminuicdo na temperatura retal dos animais (BERCHEL, 1986). Estudos demonstraram
gue esse tipo de estresse, durante quatorze sempd® nascimento, pode resultar em
menor crescimento corporal, assim como aumentcagactdade termogénica. Isso leva ao
aumento da taxa metabdlica de ratos com um médade (SANT'ANNA e MORTOLAet
al., 2003).

Estudos envolvendo o horménio estimulante da tieo(TSH) em suinos
demonstraram a influéncia da temperatura na sexed SH, sugerindo que a exposi¢céo ao
calor poderia levar a inibicdo da secre¢édo dessadmo (MATTERI e BECKER, 1994). Ja
em resposta ao estimulo pelo frio, parece ocotmereato da secre¢cdo de horménio liberador
de tireotrofina (TRH) que leva ao aumento de TSsteEmecanismo parece atingir o cérebro
e hipotalamo, possivelmente, envolvendo a serodom@ncatecolaminas neste processo

(FREGLY, 1989).
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Em ratos, alteracbes comportamentais estdo asasaath disfuncdes da tiredide na
vida adulta, levando ao acumulo cerebral de 5-H@opamina. No hipertireoidismo, a
serotonina encontra-se aumentada na ponte e mddulao hipotireoidismo, as monoaminas
sdo diminuidas nos hemisférios cerebrais e meswafan (ITO et al.1977). Diferencas
individuais no eixo HPT podem predizer comportamestploratorio de ratos machos no
teste de campo aberto. Os niveis de T4 se comekati positivamente com o0 comportamento
exploratorio do animal (HELMREICH e TYLEE, 2011).

Variagdes neuroendocrinas tanto no eixo HPT quantdPA, estdo relacionadas
com depressdo. Além disso, disfuncbes em ambosixos compreendem sintomas de
retardo mental (MINet al., 2012). A diminuicdo de serotonina parece estapleida com
niveis de T3 e da prolactina. Pacientes com dessrggiquiatricas que ja tentaram suicidio
apresentam menores niveis de T3 plasmatico e aseresl menores niveis de prolactina
(POMPILI et al., 2012). No entanto, outros estudos reportam quesepacientes tém
menores niveis basais de T4 e TSH com niveis nera&i T3 (DUVAL et al., 2010).
Estudos experimentais em roedores demonstram gaesetresse por choque resulta em

diminuicdo dos niveis de T3 apds a exposicao aessst (HELMREICHet al.,2006).

2.4 ANSIEDADE

O desenvolvimento do transtorno de ansiedade lduado a acdo conjunta de fatores
genéticos, ambientais e epigenéticos (NOILELEIl, 2011). A ansiedade compde a ativacdo
do sistema neuroendrdcino e autbnomo, culminando excitacdo e mudancas nos padrées
de comportamento de defesa frente a ameaca (STEIM&BR). HA evidéncias de que o
estado de ansiedade pode atuar de forma negativdoentas tais como asma, doencas

autoimunes, cancer, doencas cardiovasculares &labesBALON, 2006).
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Em animais a ansiedade ¢ inferida através de cadampentos defensivos e evitativos
em diferentes tarefas. Uma vez que esses compaotasnesdao revertidos por
benzodiazepinicos as acdes exibidas frente a sfisagdes sdo consideradas em roedores
estado/comportamento do tipo ansioso (BOUFLEURL, 2012; STEIMERet d., 2011).

As ameacas ou o0 dano potencial elicitam variasragies comportamentais e
neuroquimicas que podem ter um significado adapta(SAPOLSKY et al, 2000).
Adicionalmente, estes estressores promovem anggedadacterizada por um aumento na
atividade do sistema nervoso autbnomo, inibicdoportamental, aumento da vigilancia e
atividade de escaneamento e elevada reatividadepartamental (BLANCHARD e
BLANCHARD, 1989; BLANCHARD et al, 2011(a); BLANCHARD et al, 2001(b);
BLANCHARD et al, 2001(c); BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Para delinearmecanismos
envolvidos nos estados de ansiedade, varios paradidoram desenvolvidos. Eles variam
desde testes que medem as respostas comportanzeestisiulos neurogénicos ou dolorosos
(ex.: niveis de atividade apOs choque nas patashilimacéo, exposicado ao frio, resposta a
estimulo acustico intenso) ou a dicas que tenhawigmente sido associadas a estimulos
dolorosos (ex.: resposta emocional condicionadalone®ndicionado), até paradigmas que
envolvem estressores psicogénicos (ex.: laténeipwracdo no campo aberto, claro-escuro,
labirinto em cruz elevado, testes de interacdoabo¢BLANCHARD et al, 2001(b),
BELZUNG e GRIEBEL, 2001; DAVIS, 1998; FILE, 199FILE,1996).

Comportamentos relacionados a ansiedade e oslatosreneuroquimicos desses
comportamentos sdo dependentes das caracterispasificas da situacdo do teste. Por
exemplo, a ansiedade pode ser ligada ao estimulcagocontexto) ou independente do
estimulo externo (BLANCHARDet al, 2001(c); DAVIS, 1998). Além disso, a ansiedade
pode ser associada a patologias relacionadases®stes (ex.: estresse agudo, transtorno do

estresse poOs-traumatico), co-mérbida com outrasdestpsicologicos (ex.: depressao), ou
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pode refletir tanto estado como traco ansioso BEHW®Ue GRIEBEL, 2001. Assim, a
ansiedade deve envolver diversos circuitos neuspdéerentemente ativados em fungéo do
estressor ou das condi¢cdes do teste (DAVIS, 19@8)siderando isto, 0 uso de diferentes
paradigmas pode ser util na verificacdo de esteglasionados a ansiedade (BLANCHARD
et al, 2011(a); FILE, 1990; FILE 1996).

Muita atencédo tém-se dado a paradigmas para atea@racdo comportamental e
neuroquimica da ansiedade que sejam validados,sejmn confundidos por efeitos da
exposicao a estimulos dolorosos, sejam simplesoddueir e ndo requeiram treinamento
complexos BELZUNGet al, 2001; BLANCHARDet al, 1998). Um desses paradigmas
consiste em colocar os animais num ambiente naalidgmobservando as alteracdes
comportamentais emitidas. Tipicamente, estes agsina@resentardo respostas similares
aquelas elicitadas pelo odor do predador, com atoméa pressao arterial e frequéncia
cardiaca e inibicAo dos comportamentos néo-def@nstomo aproximacdo ao alimento
(SHEPHARD e BROADHURST, 1982; BODNOFR#t al, 1988; BODNOFFet al, 1989).
Esta resposta é antagonizada por agentes ans®l{8¢1IEPHARD e BROADHURST, 1982;
BODNOFFet al, 1988; BODNOFFet al, 1989; MERALI et al, 2003). Estes efeitos sao
especificos, de forma que farmacos que nao possteitm ansiolitico falham em antagonizar
a inibicdo comportamental nesse teste.

Em ratos, o estresse no periodo gestacional leeatado de ansiedade e depressédo da
prole nas fémeas na vida adulta (ORDIA&Nal, 2011). Em humanos, filhos de pais com
algum tipo de transtornos de ansiedade e depresp&gsentam maiores chances de
desenvolver ansiedade ao longo da vida (ASBAHR4RO0Hstudo retrospectivo com 84
pessoas demonstrou que a ansiedade na infanciappedispor a transtornos de panico na
vida adulta, com maiores chances de desenvolveesiin nesta fase da vida (MANFRO

al., 2002). Estima-se que 10% das criancas e dogsudwites irdo desenvolver transtornos
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relacionados a ansiedade. O entendimento sobeedessca na infancia pode auxiliar a
prevenir danos ao longo da vida (ASBAHR, 2004).

Em ratos, o trauma precoce leva a alteracdo de abanmpento (LEVINE, 1957;
PADOIN et al.,, 2001; IVY et al., 2008). Diferentes estressores podem alterar o
comportamento, levando a um estado de ansiedadedefmesséo tanto em ratos (JAHNG,
2011; STEIMER 2011) quanto em humanos (HAMMENaL, 2009; WEBERet al., 2008),
assim como a preferéncia agucada pelo alimento, dbéeeuando, deste modo, a resposta ao
estresse (PECORAREX al.2004; ULRICH-LAI et al.2011). O estresse crénico em ratos
machos, iniciado na vida adulta, leva ao aumentocodsumo de alimento doce, independente
de fome, que pode ser revertido pelo ansiolitieaeham (ELYet al.,1997), sugerindo que a
ansiedade esta envolvida no aumento de consumdindento doce apO0s a exposicdo ao
estresse cronico na vida adulta. No entanto, o atom® consumo de alimento doce na vida
adulta de ratos manipulados no periodo neonatalpadéece ser relacionado a ansiedade
(SILVEIRA et al.,2005).

A manipulacdo neonatal por curtos periodos levanamenor estado de ansiedade
(teste de campo aberto), independente do sexoy@esndentemente, somente nas fémeas
que sofreram longos periodos de separacdo nedhEEHNTOSH et al.1999.) No entanto, o
estresse no periodo da vida adulta (por conten¢éeg ao estado de ansiedade no teste de
campo aberto, maior imobilidade no teste de nadmétn, demostrando o estado depressivo
em ratos e a baixa preferéncia por sacarose semana ap0s o estresse (CHIB#al.,
2012).

Em humanos, um estudo com 102 individuos com wamstde ansiedade social e 30
controles demonstrou que o trauma na infancia (alfisico, negligéncia fisica) esta
associado com ansiedade, depressdo e baixa aum@gdUO et al., 2011). Em ratos, a

separacao neonatal combinada com dieta deficiemténadega-3 leva a maior estado de
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ansiedade na vida adulta (MATHIEE! al.,2011). A separacdo materna por longos periodos
leva a diminuicdo da quantidade de entradas doahmuos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado. Desse modo, a locomocao diminuidarsugpmportamento ansioso da prole na
vida adulta (DANIELSet al, 2004) podendo estar associado ao estado desdépreintomas

amenizados através da ofertacdenfort foodMANIAM e MORRIS, 2010).

2.5 ALIMENTOS CONFORTANTES OUCOMFORT FOODS

O apetite e controle de peso em humanos sédo catbdolpor fatores como nutricao,
influéncias hedbnicas e a resposta ao estresseen@rgy € um fator que também pode
influenciar na prevaléncia de obesidade (WANG, 20010 Brasil, a Pesquisa de Or¢camento
Familiar (2008-2009) demonstrou que 16% das muth@@m mais de 20 anos) estdo obesas
e nos homens a prevaléncia é de 12,4% (BRASIL, R0E§tudos de neuroimagem
demonstram que as mullheres apresentam maior ateigiia, memaoria de trabalho (cortex
pré-frontal), com realcgpara alimentos (orbitofrontal cértex) durante unsineulacdo
alimentar (WANGet al, 2009). Estudo conduzido em trés paises europem@ha n=696,
Polbnia n=489 e Bulgaria n=654) demonstrou asséciantre o consumo dmmfort food
(docesfast-food e o estresse em meninas no primeiro ano de fadelda nos meninos, ndo
houve associacao (MIKOLAJCZYtet al, 2009).

Comfort foodséo alimentos saborosos, que contém normalmentarae gorduras,
sdo consumidos como forma de conforto aliviandsio®mas do estresse. (PECORARO
al., 2004). Desse modo, a alimentacao rica em goelargicar reduz atividade da resposta ao
estresse e refor¢ca o habito alimentar (DALLMAN, @01

Em modelo animal, o estresse iniciado na vida adelta exposi¢cdo ao alimento

palatavel parecem resultar em diferentes padréeomgportamento. Além disso, 0 estresse
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oxidativo no hipocampo e estriado difere de acaan 0 sexo. Quando expostas ao estresse,
as fémeas demonstram resultados comportamentagstddo ansioso, porém, ao receber
alimento palatavel, com possibilidade de escollz@rgo ou palatavel), reduzem o consumo
de racdo padrdo e aumentam o consumoodaort foodg KROLOW et al, 2010). Numa
situacao parecida, machos submetidos ao estraggegiin com possibilidade de escolha entre
a racdo padrdo eomfort foods aumentam o consumo de alimento palatavel, apsesen
menores niveis de corticosterona e ACTH (PECORAREI, 2004). Sugere-se que, atraves
desse mecanismo, os ratos utilizam o alimento desisi2 caldérico como “medicamento”
para regular sua resposta ao estresse (eixo HRWIYAMA et al, 2011).

Em um estudo interessante, viu-se que a exposiginca a dieta rica em gordura
altera a resposta comportamental e fisiolégicasa@sse, diminuindo a temperatura corporal
e a inibicdo da resposta locomotora ap0s o estmpsaerdo comparada ao uso da racéo
padrdo. Além disso, a resposta hipotérmica a injsg@émica de 8-OHDPAT (agonista dos
receptores 5HT1a) apos o estresse foi diminuida amiais recebendo ragdo rica em
gordura. Desse modo, sugerindo que o consumo da dea em gordura bloqueia a
hipossenbilidade do receptor 5-HT1a induzido psteesse. Isso demonstra que variagdes na
composicdo de macronutrientes da dieta podem afetammor e a resposta ao estresse
(BUWALDA et al.,2001).

Objetivando explorar essas relagbes em humanogstudo avaliou mulheres que se
auto-classificaram como altamente estressadas ooopestressadas. Conforme esperado,
observou-se que mulheres altamente estressadae@aram maiores niveis de consumo
alimentar (medido pel®utch Eating Behavior QuestionnajrBEBQ), maior circunferéncia
abdominal e indice de massa corporal, assim come resposta ao estresse (medida pela
curva de resposta de cortisol salivar ao estressials diminuida quando comparada com

mulheres pouco estressadas. Isso demonstra qeenagitaeres usam o alimento para alivio
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do estresse (alimentacdo emocional), 0 que auraestb@sidade abdominal e inibe a resposta
ao estresse (TOMIYAMAet al, 2011).

O consumo compulsivo por alimento palatavel podeegplicado pela ativacdo do
sistema de recompensa ou pode ser explicado pek fesposta dos sinais de saciedade. Isso
pode ocorrer de diferentes maneiras: 1) expresséerdada dos sinais de fome 2) expressao
reduzida de sinais de saciedade e seus receptpedalia de um receptor sinalizando a
resposta para o alimento palatavel, em ambos @s,ckevando a excessos. Uma regidao do
cérebro que parece desempenhar funcdo importdatgoreada a ingestdao de alimentos e a
recompensa € o nucleo accunbens. Ele recebe infoe®a partir do tronco cerebral (em
resposta a gosto e sensacdes gastrointestindisn@at®@s ingeridos), através da conexao com
0 nucleo do trato solitario. Além disso, o nucleoubens tem ligacdo com hipotalamo lateral
e € importante para homeostase energética. Essotios os efeitos dos alimentos e o sistema
de recompensa tém concentrado em trés eixos ddizag@ envolvendo: opidides
enddgenos, dopamina e a serotonina (ERLANSON-ALBERIN, 2005).

Um estudo utilizou dieta rica em gordura e acguohjetivando demonstrar se o
consumo desse alimento iria aumentar a sintesepidgdes endégenos no hipotdlamo no
nacleo arqueado, PVN (por conterem pepitideos des)i e dorso-medial do hipotadlamo
(centro que estd envolvido na regulacdo da alimgé@n)a A dieta utilizada resultou num
aumento da expressao do gene opibide da dinorfinaloleo arqueado, porém, ndo resultou
em efeitos sobre a expressdo génica do NPY (WEIleCHl, 1996). Em animais, a
manipulacéo neonatal nas primeiras semanas ddevida menor metabolismo de dopamina
no ndcleo accumbens (SILVEIRét al, 2010). A dopamina esta envolvida nos circuitos de
comportamento alimentar, relacionando-se com es#sit cerebrais especificas como o
estriado e o cortex orbito-frontal. Em individudsesos, a diminuigdo de receptores D2 no

estriado, associado a sensibilidade aos alimerdladdpeis, agucaria a busca por alimento,
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predispondo a compulsdo alimentar e a obesidade N&/A&t al, 2009), através de
mecanismo similar aos de drogas de abuso (BLUMENTEHAOLDet al, 2010). Acredita-
se que o estresse no periodo precoce altera anismd® do sistema dopaminérgico, levando
a alteracdes estruturais no sistema nervoso eg desslo, promovendo adaptacdes ou

desenvolvimento de patologia (RODRIGUESal, 2010).

2.6 O PAPEL DA RELACAO MAE FILHOTE

A persisténcia de danos causados pela exposica@\@rgos que acontecem em
periodos criticos do desenvolvimento (como o periegonatal) denomina-se programacao
(WELBERG e SECKL, 2001). A programacdao esta relzaia com as variacdes do cuidado
materno durante o desenvolvimento (MEANEY, 2001lixeBsos protocolos experimentais
tém sido explorados para entender as questdesvendol o cuidado materno, propondo
intervencdes que perturbam essa relacdo mae-fileotestudando o impacto destas
intervencdes na prole. Os desfechos irdo depemaéo do tempo quanto da duracdo da
intervencdo, assim como a idade do filhote. Naditea, periodos curtos de separacdo da
mae classicamente envolvem tempo de 3-15minutoenges 3-12h e os prolongados, 24h
(WALKER, 2010).

Seymour Levinéfoi pioneiro nos trabalhos de pesquisa sobre méatfo neonatal
(“neonatal handling} e a menor resposta ao estresse da prole naduidta & EVINE et al,
1967). Mais tarde seus seguidores propdem que gutatho neonatal dos filhotes altera o

comportamento materno através da inducdo do alandmer os filhotes (LG) apds a reunido

2 Seymour “Gig” Levine (1925-2007) nasceu em NovakY®entrou para o exército em 1943, desembarcando
na Franca no Dia D e sendo ferido na batalha dgeBélpds seu retorno a America, tornou-se

um renomado pesquisador que contribuiu para aiei@mn trabalhos relevantes na area de Psicobalogi
Neuroendocrinologia e Neurociéncias.
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da diade (LIUet al,1997 ). Isso afeta o desenvolvimento endocrineiragomo respostas
comportamentais da prole na vida adulta (etlal, 1997) (MEANEY e SZYF, 2005).

A manipulacdo neonatal altera o eixo HPA atrav@suimento da expressdo génica
do receptor de glicocorticoide no hipocampo. Eségaeparece ser mediado pela serotonina
(SMYTHE et al, 1994). O receptor 5HT7 que se liga a serotoninegélado pela acdo dos
glicocorticoides (YAUet al.,1997) e AMP ciclico (MEANEet al.,2000).

Por fim, observando variacbes naturais do cuida@gbemo em roedores, alguns
estudiosos identificaram que € possivel classifiséentre maes muitigh) e pouco(low)
cuidadoras. Essas diferencas aparecem somenténmgra semana apos o parto, uma vez
que o cuidado é maior nos primeiros dias ap0s cimagsto, e declina gradualmente. A
definicdo do cuidad@ realizada através da frequéncia de escores d@adntbidas) e da
posicdo arqueada para amamentacdo (CHAMPA®N&, 2003). Apds o0 nascimento dos
filhotes, regulamente a mae assume postura de amegée com dorso arqueado (STERN,
1996) permitindo aos filhotes se mover, respiralimentar-se através da succ¢do do leite
materno. Essa postura com dorso arqueado faciijacdo de leite porém a posi¢cao prona ou
ainda a posicao supina dificulta a ejecao do leisgerno sendo portanto menos eficiente
(VOLOSCHIN e TRAMEZANI, 1984).

Filhos de mé&es muito cuidadoras apresentam meno® @e enfrentar situacdes
adversas, explorando mais quando expostos a uneatalsiovo quando, comparados a filhos
de mées pouco cuidadoras (CALDkilal, 1998; WALKER, 2010). Na vida adulta, estes
animais tém (1) aumento da densidade do receptbentzodiazepinicos nos ndcleos central,
lateral e basolateral da amigdala, bem como lowus coeruleus (2) aumento de
adrenoreceptor ntocus coeruleug3) diminuicdo da liberacdo de CRH lozus coeruleus

(CALDJI et al, 1998).
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Filhotes de maes com baixo padrdo de LG, se cusddpdo maes com alto cuidado

materno, beneficiam-se do efeito positivo do LG ABHPAGNE et al, 2003; MEANEY e
SZYF, 2005) Filhotes de maes com alto LG respondem ao estaps#o com menores

niveis de ACTH quando comparados aos filhotes desnd& baixo LG (LIUet al, 1997;
WEAVER et al, 2004).

Com a estimulacao sensorial/tatil que as méaes img@elamber mais os filhotes apos
a manipulacdo neonatal, ocorre elevacdo dos ndeiblGFI-A (Fator de Crescimento do
Nervo Induzivel pelo Fator A) (ENCIO e DETERA-WALRIGH, 1991; MEANEYet al.,
2000), e facilitacdo do acesso de desmetilasesN# Promovendo a desmetilagéo do sitio
promotor do GR (CARVINet al., 2003). Desse modo, com o sitio promotor desmetitad
aumento da concentracdo do fator de transcricad-[M{ ocorre maior atividade do sitio
promotor de GR induzida por NGFI-A no hipocampo aoma maior producéo de receptores
GR de glicocorticoides nessa estrutura (WEAVER 4200

Em ratos, a simples restricdo de material parateons ninho deturpa a relacéo entre
mae-filhote (em ratos) (IV¥t al, 2008) resultando em prejuizos no hipocampo, atoren
corticosterona basal, aumento do peso adrenalndigdio do peso corporal, diminuicdo do
CRH e dos receptores de glicocorticoides (BRUNSDAI, 2005; AVISHAI-ELINERet al,

2001).
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3 JUSTIFICATIVA

O trauma precoce (como por exemplo a separacdormaate abuso sexual e a
negligéncia) pode contribuir para transtornos wa @dulta, uma vez que eventos estressores
no periodo neonatal levam a desfechos desfaveraaevida adulta tais como: disturbios
psicolégicos, comportamentais e metabodlicos. H4 estieita relacdo entre estresse na vida
adulta, ansiedade e o consumo atenfort food uma vez que o consumo deste tipo de
alimento parece auxiliar no alivio dos sintomas ekiresse, envolvendo mecanismos
neuroenddcrinos tanto em roedores quanto humamosnténto, pouco se sabe sobre trauma
na vida precoce, a inducdo de ansiedade e o cargegtonsumo de alimento palatavel na
vida adulta. A utilizacdo de modelo animal vialalizle forma rapida, que as hipoteses sejam
respondidas, assim como torna possivel que alguvaaisiveis confundidoras sejam

controladas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da exposicdo ao ambiente pedirtzostil (reducdo do material
disponivel para a construcdo do ninho) no desemaeivo de ansiedade e no consumo de
alimento palatavel em fémeas na vida adulta, assimo 0s possiveis sistemas envolvidos:

hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) e hipotalamo-péttia-tiredide (HPT).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Descrever o crescimento dos animais ao longo dacodhparando os grupos controle

e intervencao.

e Caracterizar o consumo de racdo padrdo e alimeatatdpel na vida adulta

comparando os grupos controle e intervencgéao.

* Avaliar o desenvolvimento de comportamento do &psioso na vida adulta através
do teste de supressao alimentar pela novidade (N&fiparando os grupos controle

e intervencao.

» Verificar potenciais mecanismos relacionados acemedvimento de ansiedade,
através da investigacdo dos eixos: hipotalamo-isipétdrenal (HPA), com avaliacdo
dos niveis corticosterona e ACTH, e hipotadlamo#gitia-tiredide (HPT), através
avaliacdo niveis de triiodotironina (T3) no plasrda fémeas na vida adulta,

comparando o0s grupos controle e intervencéao.
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5 HIPOTESE

O trauma precoce leva ao desenvolvimento do estadmsiedade em fémeas na vida
adulta, alterando tanto a atividade do eixo HPA @amcomportamento alimentar. Disso
resulta o consumo de alimentos palatavaisrtifort food) como forma de inibir os sintomas
de ansiedade. Como hipotese secundaria, proponeos gxo HPT seja afetado por este tipo

de trauma.
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6 METODOLOGIA

6.1 ESTUDO EXPERIMENTAL

6.1.1 Animais

Ratas Wistar nuliparas, provenientes da Universideederal de Pelotas (UFPEL),
foram acasaladas na Unidade de Experimentacdo Axion&lospital de Clinicas de Porto
Alegre (UEA-HCPA), permaneceram em caixas-moradmividuais, especialmente
desenvolvidas para este modelo animal, medindo 40eficm x 30cm, com assoalho de
malha metalica (1cm x 1cm) que permitisse apenpasaagem das fezes e urina para um
coletor localizado na parte inferior da caixa. Deatoda a gestacdo, as fémeas foram
mantidas nessas caixas-moradia com o assoalhoersc@om maravalha e em um ambiente
controlado: ciclo claro/escuro de 10/14horas (luzesndiam as 9h e apagavam as 19h),
temperatura de 22 2°C, agua e comidad libitum. A limpeza das caixas-moradia foi
realizada uma vez por semana. O dia do nascimestdildotes foi considerado o Dia 0. O
comportamento materno foi monitorado do dia 1 @oQdde vida. No dia 2, as fémeas e suas
ninhadas foram randomizadas para dois grupos. &ld@i as fémeas e seus filhotes foram
removidos para uma caixa-moradia padrédo, medindm4631cm x 16cm, com o assoalho
recoberto com maravalha e mantidos no mesmo arelgentrolado conforme citado acima.

No dia 21 de vida, os filhotes foram desmamadosparados por sexo, em dois ou
trés por caixa-moradia, e mantidos em um ambiesrié@ado: ciclo claro/escuro de 12/12h
(luzes acendiam as 7h e apagavam as 19h), tempeddu22 +2°C, agua e comidad
libitum. Os machos foram destinados a outro projeto eeniabalho foram utilizadas

somente as fémeas.
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Foram utilizadas no total 17 ninhadas, sendo b®tBk distribuidos para diferentes
experimentos, conforme a figura 1. O tamanho dhada variou de 3 a 15, mas a média do
namero de filhotes n&do foi diferente entre os gsufmédiatDP — controle: 8,9+3,68 e
intervencao: 10,3+3,39, p=0,409), sendo esta wariadilizada como co-variavel em
determinadas andlises (ver “Analises Estatistica® 17 ninhadas utilizadas para a
observacdo do cuidado materno foram divididas eras dcoortes e, ao comparar 0S
componentes do cuidado materno entre as duasprdto bbservadas diferencas estatisticas

significativas.

| 17 ninhadas

Avaliacio do coidado matemo

(o] (o]

Filhotes
Filhotes
Machos (o= 16)*
Machos (=138
Fémeas @=17)
Fémeas (n=31) -
—— Teste de supressio alimentar pela novidade Estresse por restrigio de movimento
| Biodaq®— consumo deragio padrio Decaptagio e descarte das estruturas

[—— Davisio gropos dietas

—— Biodaq® - Teste de Preferénda

—— Decaptagio e amazenamento das estraturas

¥ Destinados a outro projeto

Figura 1 - Esquema mostrando a distribuicdo das nimdas nos diferentes experimentos
realizados.



41
Os testes na vida adulta iniciaram n8 8@. Duas levas foram utilizadas: uma para o
teste estresse por restricdo de movimento quafizepenas esse procedimento, e outra para
o teste de supressao alimentar para novidade (N$Bm¥umo de racdo padréo e teste de
preferéncia alimentar por alimento palatavel. Ostewe foram realizados em salas
comportamentais aclimatadas na UEA-HCPA. A figuraludtra a linha de tempo do

procedimento experimental e testes comportamentais.

DO D1 D2 D9 D21 D7 D D D120 D150

s Ganho de peso

* Subgrupo de animais destinadospara a corva de corticosterona ¢ ACTH am resposta ao  estresse
Teste de supwessio alimentar pela novidade

’ l;;llima.?@—C:ml.-:mlmdmm;io

Divisio grapos dietas: Comtrole DR, controle 2ID); intexrvengio DR | imtervenciio 2D (Exposicio 4
. semamas); DR = dieta reguolar; 2I)=dieta palativel + dieta regular

] Biodag ® - Teste Prefaénda 24h

+ Avaliacio ddo estral, (se estivesse no segundo
diestro ocoma morte por decaptagio_

D: dia de vida; sem: semana

Figura 2 - Linha de tempo do procedimento experimeial e teste comportamental.

6.1.2 Grupos Neonatal

Grupo intervencdo (ambiente neonatal host#eguindo os procedimentos descritos

por Ivy et al.(2008), o grupo intervencao teve restricdo do natpara a confeccao do ninho
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durante oito dias (do dia 2 ao dia 9 pés-natallegtricdo consistiu em remover a maravalha
da caixa-moradia, no dia 2, sem tocar nos anireaerecer um total de apenas 2006 dm
papel toalha para a confeccdo de um ninho rudimemetste periodo. A urina e as fezes dos
animais se depositavam no coletor localizado nie rafierior da caixa, e o assoalho de malha
metdlica era, geralmente, conservado limpo pel#éagan Todas as ninhadas foram mantidas
sem troca do papel toalha do dia 2 ao dia 9.

Grupo controle no grupo controle as genitoras tiveram a suaodigsfo quantidade
suficiente de maravalha para a construcéo do njapmximadamente 7200 édmTodas as
ninhadas foram mantidas com este volume de mai@vsdim troca de caixa-moradia do dia 2

ao dia 9.

Figura 4 - Figura do grupo intervencdo neonatal.
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6.1.3 Observacdes do cuidado materno

Os procedimentos de avaliagdo do cuidado materaoeyam na unidade de
experimentacdo animal (UEA) do Hospital de Cliniackes Porto Alegre (HCPA) por

integrantes do Nucleo de Estudos em Saude da @readg Adolescente.

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre conta em sstautura com o Centro de
Pesquisa Experimental (CPE). O CPE promove a ia¢égr entre os diferentes grupos de
pesquisadores e a racionalizagcdo de recursos dpliges disponibilizando infraestrutura
completa para as atividades em seis laboratorioffiuswarios e éarea fisica para o
desenvolvimento de projetos especificos em vintorktdrios tematicos. Além disso,
compreende a Unidade de Experimentacdo Animal, ppssui varios alojamentos para
diferentes espécies, salas de comportamentos,dimu&etos, cirurgias de pequeno e grande

porte e necropsia, equipadas com diversos apaaqgipamentos para uso compartilhado.

O Ndcleo de Estudos da Saude da Crianca e do Adoles (NESCA) e,
especificamente o Laboratério de Pediatria Traiwiat conta com a participacdo de alunos
de diferentes niveis (iniciacdo cientifica, megradloutorado e pds-doutorado), que
trabalham em conjunto nos diferentes projetos. &desma, a equipe se mantém em
frequente contato com os diferentes procedimentosocobservacdo do cuidado maternal,
andlise comportamental e disseccdo de estrutussn permite a qualificacdo dos
componentes do grupo, assim como a possibilidadeapacitacdo dos novos participantes.
Mesmo assim, procedimentos que contam com algumjatsiudade como a disseccéo da
gordura abdominal geralmente sao feitas pela mess®oa para um determinado projeto. No

caso do projeto atual, procedeu-se igualmente desde.
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Seguindo os procedimentos descritos por Champagnal. (2003), o comportamento
materno de cada genitora foi observado diariamemieinco periodos, de 72 minutos cada,
do dia 1 ao dia 9 pos-natal, por varios observaddoenosso grupo de pesquisa, NESCA,
treinados através de observacdes supervisionagasidas. Além disso, foi realizada a
supervisdo da analise diaria das planilhas, ondgadss eram registrados, por observador
experiente do nosso grupo de pesquisa. As obsawagdorriam sempre nos mesmos
horarios, sendo trés periodos durante a fase (@@kg 13h, 17h) e dois periodos durante a
fase escura (07h e 20h). Em cada periodo de olgéexrva comportamento da genitora foi
registrado a cada trés minutos (25 observacdesidiab periodos/dia = 125
observacdes/genitora/dia), sendo que 0 observadistiava 0 comportamento que estava
acontecendo no instante em que ele olhava paraimsia (ou seja, como se o observador
tirasse uma fotografia do que estava acontecena@mmente no instante da observacédo). Os

seguintes comportamentos maternais foram regisgrado

a) Genitora em contato com os filhotes — no minimithdtes.

b) Genitora fora do ninho.

c) Genitora amamentando os filhotes, conforme a posiga&dorso arqueado: (1),
(2), (3) ou (4); sendo a posicéo (1) a menos apiea posicao (4) a mais

arqueada.

d) Genitora amamentando os filhotes de forma passivagja, quando ela esta

deitada de costas ou de lado ao amamentar.

e) Genitora lambenddi¢king and groomingou LG) qualquer filhote.

As varidveis de cuidado materno utilizadas nesibatho foram a avaliagdo das

posturas de amamentacao e a frequéncia de lambidas.
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Os escores de cada comportamento foram calculatiadjndo a frequéncia do
comportamento pelo nimero total de observacbegzando uma planilha de Microsoft
Excel®.

As posturas de amamentacao sao classificadas omn#posicdo do dorso arqueado.
Na posicéo 4, a genitora esta imovel e numa posti@to arqueamento dorsal, apoiada por
patas dianteiras e traseiras rigidas e a cabega,b@m o tronco e membros simétricos
bilateralmente. A maioria ou todos os filhotes est&ndo amamentados. As posicdes 3 e 2
Sao posturas progressivamente menos intensas a#@@ds (ver figura 5); nesses casos, a
genitora esta sobre os filhotes, relativamente ehdwembros colocados de forma simétrica
bilateralmente, com a cabeca na posicao de regoésdaixa) numa postura de arqueamento
dorsal baixo apoiada por patas diantegdsaseiras rigidas (posicdo 3) ou numa postura de
arqueamento dorsal baixo apoiada por patas diastem traseiras rigidas (posicdo 2). Na
posicdo 1, a genitora se coloca sobre os filhotes arqueamento dorsal com pouco ou
nenhum apoio de membros. Na posi¢do passiva, dogemista amamentando um ou mais
filhotes deitada com o ventre para cima ou de [ARG@NSTEIN et al., 1998; PRYCE et al.,
2001).

A frequéncia de lambidas é avaliada por anotar mend de vezes que a genitora

encontra-se lambendo um ou mais filhotes durantdservacdo do cuidado materno. As
lambidas podem acontecer de forma concomitante teosolcomportamentos como a

amamentagao.
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Figura 5- Posturas de amamentacdo. A linha represém o ventre da genitora visto
lateralmente, e os circulos representam os filhotes) postura 4; B) postura 3; C) postura 2;
D) postura 1 e E) postura passiva.

6.1.4 Avaliacédo do ganho de peso corporal

O peso corporal foi avaliado uma vez por semarnlzarndo uma balanca da marca
Marte® com precisdo de 0,01g. Apos 120 dias de, vidanento em que houve divisdo dos
grupos neonatal (controle e intervengéao) em grdpeia (dieta regular ou opcao dieta regular
+ dieta palatavel), padronizou-se no mesmo diarpesanimais e as racdes semanalmente,
com excecao da primeira semana, onde os animais) fpesados diariamente nas primeiras

72h ap0os inicio das novas racoes.

6.1.5 Curva de corticosterona em resposta ao estsespor restricdo de movimento

ApoGs o 75 dia de vida, um subgrupo de animais intactos &a, $jue ndo tinham
realizado nenhum teste comportamental) representdé cada grupo neonatal foi submetido
a esse experimento. Os animais foram envoltos emtoailha e tiveram 3 mm da ponta de
sua cauda cortada com um bisturi. Um pequeno vohlengangue (0,15 ml) foi coletado da

cauda do animal, realizando massagens suaves €aitgaa ponta. Depois disso, 0s animais
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foram rapidamente imobilizados em um tubo plasteodiametro variavel, com uma das
extremidades aberta para permitir a entrada ddixago com fita adesiva, de forma a
restringir a mobilidade dos grandes grupos musesildds animais ficaram imobilizados por
20 minutos e amostras adicionais de sangue forditiagbao final da imobilizacdo e aos 20,
40 e 70 minutos subsequentes (TANNENBAMal, 1997). As amostras sanguineas foram
coletadas em tubos heparinizados, entre as 9h,eddtmifugadas a 4000 rotacdes por minuto
(rpm) por 10 minutos a°€ e o plasma foi armazenado a°@@té serem analisados os niveis

de corticosterona e ACTH conforme descrito abaixo.

6.1.6 Teste de supressao alimentar pela novidadeNT)

Para a realizacdo do teste, os animais foram falmituao novo alimento (Froot
Loops® da Kellogs - rosquinhas de amido de milhimot e sacarose), recebendo trés
unidades por animal por 4 dias dentro de sua camadia. As habituagdes ocorreram no
horario de 12h as 13h.

Apés 16 horas de jejum, as ratas fémeas foram adés; individualmente, em uma
arena (54x43cm) contendo 1 pellet de Froot LoopIgigs ®) no centro. Mediu-se o tempo
gue cada animal levou para iniciar o consumo diztpéempo de laténcia) e foi estipulado
um tempo maximo de 10 minutos de espera para infldese comportamento, e
imediatamente cada fémea foi recolocada em sua ocaixadia, com quantidade previamente
conhecida de racéo padréo, por um periodo de 5tosinApos, mediu-se 0 remanescente de
racdo utilizando uma balanca da marca Marte® caeuoigio de 0,01g. Apos cada teste, a
arena foi higienizada com alcool 70%. Classicamemniaibicdo do consumo alimentar pela
novidade é interpretada como uma medida de angg@idOSS et al., 2002; ZHANG et

al., 2010).
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Figura 6 - Vista frontal da arena utilizada para oteste de Supresséo Alimentar pela Novidade
(NSFT).

6.1.7 Consumo alimentar de racdo padrdo- BioDaq®

O BioDaq® (Research Die)sé um equipamento que permite a avaliacéo detaltiad
consumo alimentar em episddios. E possivel avaliguantidade consumida, duracdo e
tamanho da refeicéo, intervalo entre as refeig@esnento do dia, dentre outras medidas. E
acoplado um “comedouro”, onde é colocada a rag@pante externa da caixa onde o animal
fica alojado. O comedouro é encaixado sobre urtemfa que mede o peso do comedouro a
cada segundo. Desse modo, o fluxo de dados é eneigumtocessado por uma central, e
posteriormente enviado ao computador para armazeriang posterior analise. A central
monitora continuamente o peso dos comedouros estaanformacéo para detalhar os dados
da refeicdo consumida pelo animal. Para analiseerdral considera varias mordidas
(“bouts) que compdem uma refeicadongeal) num intervalo de 15 minutos (900 segundos).
Cada refeicéo realizada por cada animal era captaldasistema (acuracia de 0,01g), sendo
que as refeicdes foram gravadas individualmentéodwa ininterrupta durante os dias de

permanéncia no aparelho. Os dias 1-3 foram coragldsra habituacdo, onde esperou-se que
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0 animal se ambientasse com a nova caixa e apsmdesbter o alimento do comedouro, e
os dias 4-7 foram usados para a andlise propriantiatdo consumo alimentar.

Através do BioDagq®, foi avaliado o consumo de rapadrao habitual (22% de
proteina, lipideos 4,5%, cardoidratos 54%, 2,956§camarca NUVILAB®). Em torno dos
90 dias de vida, as fémeas foram colocadas neaseltap com livre acesso a racdo padrdo e
agua ad libitum A racdo foi disponibilizada para os animais p&mdo o consumo
continuamente. Pedacos pequenos da racdo (famplesaiam nas caixas eram removidos

diariamente e rac&o nova era reposta nos comedouros

Figura 7 - Vista do BioDag®.

Cada caixa em que o animal se encontra esté cdaeztama central (A) que envia as informacdesatitehte
ao computador (B).
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Figura 9 - Dados do consumo dos animais processagmda central do BioDag® e emitidos ao
computador.

6.1.8 Subdivisdo dos grupos neonatais em diferentédietas

Quinze dias apds a saida dos animais do BioDag®yrug®0s neonatais (controle e
intervencao) foram randomizados por peso corpfsatatas foram divididas em trés grupos:
maior, meédio e menor peso corporal e randomizades @s grupos a seguir visando evitar

que a maioria das fémeas com maior peso corpa@sséfo alocadas para o grupo duas dietas
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com a opcdo da dieta palatavel. Os grupos neoné&taistrole e intervencdo) foram
subdivididos em:

a) Controle com dieta regular;

b) Controle com dieta regular + dieta palatavel (enagordura e acucar)

c) Intervencdo com dieta regular;

d) Intervencdo com dieta regular + dieta palataveh(em gordura e acgucar).

Todos os grupos receberam ra¢gdes novas as quagsta@am acostumados durante 4
semanas, portanto mesmo a racéo regular era ddedenracdo padrdo consumida pelos
animais até entdo. Isso foi feito para que todaanamais enfrentassem os efeitos da neofobia
alimentar e portanto esse viés pudesse ser diaritfe os diferentes grupos experimentais. A
composicao da racao regular era: 22% proteina,elgortura, 60% carboidrato, 3,64Kcal/g;
a dieta palatavel consistia em 14% de proteina, @d%ordura, 30,2% de carboidrato (sendo
20% em sacarose); 4,82Kcal/g. Ambas as dietas fgranduzidas pelo laboratério Prag
Solugdes Biociénci& (Sao Paulo, Brasil), visando minimizar possivasses. O peso
corporal e o consumo foram avaliados 24h, 48h eafi#is o inicio das novas dietas. Apos

este periodo, esses parametros foram avaliadosabnemte.

6.1.9 Teste de Preferéncia Alimentar - BioDaq®

Apoés 4 semanas recebendo as respectivas racdegageno item anterior, todos o
grupos foram expostos ao teste de preferéncia @ianeno BioDag®, recebendo racéo
regular e racdo palatavel simultaneamente e livnégngor 24h. Apds a finalizacdo do teste,
os animais foram retirados do equipamento e cotxcadlividualmente em caixas-moradias

padrdo. Foi calculada a preferéncia alimentar paiagalatavel ou percentagem de consumo
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de alimento palatavel em relacdo ao total consumivés do seguinte calculo: [consumo de

racao palatavel/(consumo de racao palatavel + comsle racéo regular)]*100.

6.1.10 Avaliacéo do ciclo estral das fémeas

ApoOs 24h de término do teste de preferéncia alianeas fémeas tiveram o ciclo estral
acompanhado, determinado através de esfregacoalagias as manhas das 9h-10h. Todas
as ratas foram sacrificadas no minimo 48h apodste tke preferéncia alimentar, no segundo
dia do diestro (diestro Il), quando a variacdo hmrai € menor (TER HORS&t al, 2012;

SEVERINOet al, 2004).

6.1.11 Coleta e armazenamento de tecidos

No dia da confirmacédo do diestro Il, as fémeasrfordecapitadas apos jejum de
aproximadamente 16 horas, em torno dos 150 diasdde O sangue do tronco foi coletado
em tubos com EDTA e as amostras sanguineas foramfugadas a 4000 rpm por 10
minutos a 4C e o plasma separado e armazenado a -80°C atédaslianalises bioquimicas
dos hormonios da tireoide.

As duas maiores porcdes de gordura abdominal (gbrexdetroperitoneal) foram
dissecadas por 2 pesquisadores treinados e pesasasdo uma balanca da marca Marte®
com precisédo de 0,01g. Os resultados da quantdadmrdura abdominal foram calculados

como percentual do peso corporal.

6.1.12 Analises bioquimicas
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A corticosterona foi avaliada por ELISA, usandokits comerciais Corticosterone
EIA Kit Enzo Life Sciences Int'l Inc., Plymouth Mideg, PA, USA, seguindo as instrucdes
dos fabricantes.

As determinacdes de corticosterona foram realizaddsaboratorio de Neurobiologia
do Estresse do Departamento de Bioquimica da UFRGS.

A triiodotironina (T3) e o ACTH foram quantificado® plasma no Laboratorio de
Bioquimica do Hospital de Clinicas de Porto Alegpmr meio de imunoensaio por

quimioluminescéncia direta.

6.2 ASPECTOS ETICOS

6.2.1 Animais

Todos os procedimentos utilizando animais foranoarlos, em seus aspectos éticos
e metodolégicos de acordo com as Diretrizes e NeriNacionais e Internacionais,
especialmente segundo a Lei 11.794 de 08/10/2Q@Bestabelece procedimentos para 0 uso
cientifico de animais, pela Comiss&o Cientificaela fComissio de Etica no Uso de Animais
do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do HCPA (GRHRA/) (numero do protocolo 11-

0182).

6.3 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados coletados foram digitados e anabsamb programaStatistical

Package for the Social Scienc€PSS) versao 18.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicag

EUA). Os dados foram analisados por Teste $telentusando o grupo neonatal como fator
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(NSFT e padrdo do consumo alimentar no BioDAQ®) ANOVA de medidas repetidas
(peso corporal, habituacdo ao BioDAQ®, ganho dsopeonsumo de dieta padrdo e
preferéncia por dieta palatavel durante as 4 sesnd@aexposi¢ao), usando grupo neonatal
como fator e ajustado pelo tamanho da ninhada (pegmral, ganho de peso e preferéncia
por alimento palatavel durante a exposicao croreqaglo peso prévio a exposi¢ao cronica as
dietas (preferéncia por dieta palatavel durantep@scao cronica) quando necessario (isto €,
guando essas co-variaveis afetavam significativéenerdesfecho nos resultados de analises
preliminares). ANOVA de uma via foi usada para wlado materno utilizando como fator o
grupo neonatal ajustado para o tamanho da nin#ed@VA de duas vias foi usada para
avaliar o teste de preferéncia por alimento patdtde BioDAQ® e a gordura abdominal,
usando grupo neonatal e grupo dieta como fatoeggjido porpos hocde Bonferroni. A
analise por Equacbes de Estimacdo Generalizadds) (lBEusada para a resposta hormonal
ao estresse agudo (corticosterona e ACTH). A aéel de Pearson foi utilizada para
correlacionar o LG com os niveis de T3 plasmatitm. todas as andlises foi considerado o

nivel de significancia de 5%.

7 RESULTADOS

7.1 GRUPOS CONTROLE E INTERVENCAO

7.1.1 Cuidado materno

A média do LG foi semelhante entre o grupo contele grupo intervencdo, no

entanto, o desvio padrdo do LG foi 2,7 vezes maoogrupo intervencao. O percentual de

tempo em que as genitoras do grupo intervencdo antaram seus filhotes foi maior [F(1,
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14)=6,00, p=0,028], porém encontrou-se um maioptede amamentacao nas posi¢coes 1 e 2

[F(1, 14)=16,67, p=0,001], consideradas posturamoseeficazes, nesse mesmo grupo.

(Tabela 1).

Tabela 1- Comparacédo entre as médias das variaveis relaci@adas com o cuidado materno.

Variaveis C?ﬁir'sc;le Inte(rnv:eg)géo Valor p
LG 8,06+2,02 8,73+0,73 0,630
Amamentagao passiva 5,05+2,28 3,80+2,37 0,299
Posicdo de amamentagéo 1 e 2 32,86+6,97 40,76%5,85 0,001*
Posicdo de amamentacéo 3 e 4 11,73+4,70 11,53+4,96 0,635

ANOVA de uma via; usando como co-varidvel o tamadaminhada; valores expressos em média +
DP; *p<0,05

7.1.2 Peso ao longo das primeiras 13 semanas ap@esmame

A ANOVA de medidas repetidas, considerando 13 sesjaantes do inicio das dietas,
de acompanhamento de ganho de peso, utilizandmanteo da ninhada como co-variavel,
demonstrou que houve efeito do tempo [F (12, 3ZJ8P1, p<0,0001], mostrando que os
animais ganharam peso ao longo das semanas, assim ioteracdo entre o tempo e o
tamanho da ninhada [F(12, 324)=2,437, p=0,005],qunal filhotes nascidos de ninhadas
maiores ganharam menos peso ao longo do tempo.éharfdd vista interacdo entre tempo e
grupo neonatal, onde grupo intervencdo ganhou meess do grupo controle ao longo do
tempo [F(12, 324)=3, 321, p<0,0001]. Houve tambéaitedo grupo neonatal no ganho de

peso [F(1, 27)=15,064, p=0,001]. Nao se observimragao entre outras variaveis (Figura 9).
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Figura 10 - Peso corporal, ao longo de 13 semanasdda, apds o desmame, nas fémeas controle
(n=10), fémeas intervencdo (n=20). Dados expressesm média + EP. ANOVA de medidas
repetidas mostrou interagdo entre tempo e grupo neatal (p<0,0001) e efeito do tempo
(p<0,0001).

7.1.3 Teste de supressao alimentar pela novidadeSKNT)

O Teste t deéStudentdemonstrou que as fémeas do grupo intervencaceaegam
maior tempo de laténcia para iniciar o consumordetfloops® no ambiente novo quando
comparadas as controles (Figura 10). Além disso,upogintervencdo apresentou menor
consumo de racdo padrdo comparado ao controle guacdlocado na caixa-moradia apos a

imediatamente apds a exposicdo a novidade (figura 11).
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Figura 11 - Laténcia para o consumo de Froot Loopsio teste de supressdo alimentar pela
novidade. Fémeas controle (n=10) intervengdo (n=2@ados expressos em média + EPeste t de
Student demonstrou diferenca no tempo médio de laténcia &g os grupos (p=0,005).
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Figura 12 - Consumo de ragdo padrdo no teste de segsdo alimentar pela novidade. Fémeas
controle (n=11) intervengcdo (n=17). Dados expresseam média + EPTeste t de Student
demonstrou diferenca no consumo de racdo entre osugos (p=0,045).

7.1.4 Perfil de consumo alimentar de racéo padraoBioDaq®

A tabela 2 demonstra os dados da habituacdo dowm@nao BioDag®. Vé-se que,

com o passar dos dias, 0s grupos se habituaram ao equipamem@otaalo o consumo médio
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de racdo padrdo ao longo dos dias [F(2, 32)=4,p¥8;023]. Nado houve interacdo entre
tempo e grupo neonatal [F(2, 32)=0,774; p=0,470p nefeito isolado do grupo [F(1,

16)=3,927; p=0,065].

Tabela 2 - Comparacéo entre as médias de consumordeao padrdo durante os trés dias de
habituacéo ao BioDag®.

variaveis Controle Intervencao
(n=5) (n=13)
Primeiro dia 8,06%1,78 7,17+£1,42
Segundo dia 11,56+1,68 7,33+1,65
Terceiro dia 15,88+1,74 10,36+1,74

ANOVA de medidas repetidas n&o mostrou interacé@ ¢@mpo e grupo neonatal p=0,470.
Valores expressos em média + EP.

A ANOVA de medidas repetidas do consumo alimentar gias de mensuracao apos
a habituacédo ndo demonstra mais efeito do tem@4&¥=1,217; p=0,314], sugerindo que 0s
animais ja estavam habituados ao equipamento eveam o padrao habitual de consumo
ao longo dos dias. Também n&o houve interacdondpae grupo neonatal [F(3,48)=0,197;

p=0,0898], nem efeito isolado do grupo [F(1,16)99;5=0,450] (figura 12).
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Figura 13 —Consumo de racdo padrdao (Ultimos 4 diag)o BioDAQ®. ANOVA de medidas
repetidas; grupos controle (n=5) e intervencéo (n3) no dia 4; nos dias seguintes controle (n=9)
intervencéo (n=20) valores expressos em média + ER&o houve intera¢@o entre tempo e grupo
neonatal (p=0,0898).

7.1.5 Caracterizacéo do consumo de racéo padréo lahso BioDag®

Teste t deStudent considerando o consumo de ragdo padrdo nos 8ltirés dias no
BioDag®, demonstrou que houve diferenca entre apay no ciclo escuro (p=0,047).N&o
houve diferenca no consumo em 24h, tamanho da@efeniimero de refei¢cdes, tamanho da
refeicdo no ciclo escuro, numero de refeicbes ot @scuro, consumo no ciclo claro e

namero de refei¢cdes no ciclo claro (tabela 3).
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Tabela 3 - Caracterizagdo do consumo de racdo padrdasal no BioDag®.

Medidas Controle Intervencdo P
Consumo em 24h (g) 20.61+1.99 17.97+0.57 0.111
Tamanho da refeicado (g) 14.68+0.82 13.47+0.42 0,160
Nuamero de refei¢des 7.22+0.48 7.12+0.29 0.855
Consumo ciclo escuro (g) 14.09+1.37 11.65+0.48 0.047
Tamanho refei¢ao ciclo escuro 13.91+1,38 11.63+0,54 0.077
(g)

Numero refei¢cdes ciclo escuro 6.16+0,60 5.98+0.39 0.795
Consumo ciclo claro (g) 5.01+1.21 5.87+0.64 0.493
Tamanho refeicdo ciclo claro (g)  4.24+ 0.99 4.82+0.59 0.599
Numero refei¢cdes ciclo claro 2.60+ 0.32 2.63+0.13 0.918

Teste t deStudent; grupos controle (n=10) e intervenc¢do (n=20); edaexpressos em média + EP;
Houve diferenca somente no ciclo escuro (p=0,0d#es grupos no consumo de ra¢do padrao.

7.1.6Resposta neuroenddcrina ao estresse por contengao

Houve interacdo entre o grupo neonatal e o temp® mweis periféricos de
corticosterona em resposta ao estresse [GEE, P1,437%=0,02]. Houve efeito do tempo
[GEE, 133, 103; 4, p<0,0001], ndo houve efeitoadoldo grupo neonatal [GEE, 1, 293: 1,

p=0,255] (figura 13).
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Figura 14 - Curva de corticosterona em resposta aestresse em fémeas controle (n=8) e fémeas
intervengdo (n=8). A barra escura no eixo X represga 0 tempo de exposicdo ao estresse por
contencao de movimentos. Dados expressos em médiak:
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N&o houve interacdo entre o grupo neonatal e odemapproducdo de ACTH em
resposta ao estresse [GEE, 5, 057: 4, p=0,282]védeteito do tempo [GEE, 103, 843: 4,

p<0,0001], o que ndo ocorreu com o0 grupo neon&takl, 0, 0528: 1, p=0,467] (figura 14).
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Figura 15 - Curva de ACTH em resposta ao estress@s tempos 0, 20, 40, 60 e 90 minutos em
fémeas controle (n=5-8) e fémeas intervencdo (n8%- A barra escura no eixo X representa o
tempo de exposicao ao estresse por contencdo de mm@ntos. Dados expressos em média + EP.

7.2 DIVISAO DOS GRUPOS CONTROLE E INTER\/EN(;AO NGEBGRUPOS DIETA
REGULAR OU DIETA REGULAR + RACAO PALATAVEL

7.2.1 Peso corporal dos animais ao longo de 72h aminiciodietas

A ANOVA de medidas repetidas, utilizando o tamadhminhada como co-variavel,
demonstrou que nao houve interacdo do tempo comupogneonatal [F(3, 75)=1,187,
p=0,320] e nem do tempo com grupo dieta [F(3, 7958 p=0,417]. Houve efeito isolado
somente do grupo neonatal [F(1, 25)=10,968, p=0,0@3qual os ratos do grupo intervencao
mantiveram o0 peso menor em relacdo aos controlés. Mbuve efeito do tempo [F(3,

75)=3,75, p=0,466], nem do grupo dieta [F(1, 2220p=0,884] (figura 15).
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Figura 16 - Peso dos grupos ao longo de 72h apomizio das novas dietas. Grupo controle DR
e 2D n=5, intervencdo DR e 2D n=10; Dados expressa® média + EP. ANOVA de medidas
repetidas demonstrou efeito do grupo neonatal (p=003), sem outros efeitos. (DR= dieta
regular, 2D= dieta regular + dieta palatavel, 0= di do inicio das novas dietas).

7.2.2 Peso ao longo de 4 semanas apoés o iniciodlatas

A ANOVA de medidas repetidas, utilizando o tamadhminhada como co-variavel,
demonstrou que nao houve interacdo do tempo comupogneonatal [F(3, 75)=0,844,
p=0,474] e nem com o grupo dieta [F(3, 75)=0,960),416]. Nao houve efeito do tempo
[F(3, 75)=0,967, p=0,413], somente do grupo nedr&(1l, 25)=6,532, p=0,0017], com o

grupo intervencao apresentando menor peso corporatlacido aos controles (figura 16).
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Figura 17 - Peso dos grupos ao longo de 4 semang®s 0 inicio das novas dietas. Grupo
controle DR e 2D n=5, intervenc¢do DR e 2D n=10; Dad expressos em média + EP. ANOVA de
medidas repetidas mostrou efeito do grupo (p=0,00),7sem outros efeitos. DR= dieta regular,
2D= dieta regular + dieta palatavel.

7.2.3 Resultados dos consumos de racéo entre osppsl

7.2.3.1 Consumo de racédo padréo ao longo de 4 ssmapos inicios das dietas

A ANOVA de medidas repetidas demonstrou que aododgs 4 semanas houve
interacdo do tempo com o grupo dieta (dieta reguiadieta regular + dieta palatavel) [F(3,
78)=4,238, p=0,008], conforme esperado. Houve tamleé&ito do grupo neonatal [F(1,
26)=5,596, p=0,026], sendo que 0 grupo interveragiesentou menos consumo em relagcéo
aos controles. Por fim, houve efeito do grupo dieteno esperado [F(1, 26)=0,326,
p<0,0001], com menos consumo de racéo regular ngg que tinham a opc¢éo da racao
palatavel. Nao houve interacdo entre tempo e gnegpnatal [F(3, 78)=0,493, p=0,688] nem
efeito isolado do tempo [F(3, 78)=2,399, p=0,0Ngo houve interacdo entre outras variaveis

(figura 17).
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Figura 18 - Consumo de ra¢do padrdo entre os gaptmngo de 4 semanas ap0s o inicio das novas
dietas. Grupo controle DR e 2D n=5, intervencao D n=10. Dados expressos em media + EP.
ANOVA de medidas repetidas mostrou interacdo getrgpo e grupo dieta (p=0,008), efeito do grupo
neonatal (p=0,026) e do grupo dieta (p<0,0001) (Dieta regular, 2D= dieta regular + dieta
palatavel).

7.2.3.2 Percentual consumida de dieta palatavigingm das 4 semanas

A ANOVA de medidas repetidas, utilizando como coasel o tamanho da ninhada e
peso basal (antes do inicio das dietas), demongtrethouve interacdo entre o consumo de
alimento palatavel ao longo do tempo com o grupmatal [F(3, 30)=4,764, p=0,008], no
qual o grupo intervencéo apresentou maior prefeagmelo consumo do alimento palatavel
em relacéo aos controles ao longo do tempo. Tamlidrse efeitos isolados do tempo F(3,

30)=4,001, p=0,016] e do grupo neonatal [F(1, 1@)%67, p=0,006] (figura 18).
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Figura 19 - Percentual de calorias de dieta pathtdurante as semanas entre 0s grupos com duas
opcdes de dietas. Grupo controle n=5, interveng& Dados expressos em média £ EP. ANOVA de
medidas repetidas demonstrou interacdo do tempougo gneonatal (p=0,008), efeito do grupo
neonatal (p=0,006), tempo (p=0,016). 2D= dietallaag+ dieta palatavel.

7.2.3.3 Consumo no Teste de Preferéncia Alimentar

A ANOVA de duas vias demonstrou que houve efeitmdados do grupo neonatal
[F(1, 27)=4.859, p=0.037] e do grupo dieta [F(T})=2.897, p=0.037] no teste de
preferéncia. Além disso, ha uma interacdo entrerupag neonatal e o grupo dieta na
preferéncia pela dieta palatavel [F(1, 27)=13.7380.001]. Em controles, a exposi¢ao
cronica a dieta palatavel diminui a preferénciagsie alimento como esperado. No entanto,

este efeito ndo foi visto no grupo intervencaodiald).

Tabela 4 - Percentual de dieta palatavel consumididurante o Teste de Preferéncia alimentar
por 24h no BioDag®.

Grupos Ly E”‘Z
Média Padrao P
Controle Dieta Regular 98,812 6,09 Ns
Controle 2 dietas 74,09 409  <0,0001
Intervencédo Dieta Regular 92,552 3,80 Ns
intervencao 2 dietas 98,782 3,85 Ns

ANOVA de duas vias seguido de Teste Post Hoc defeBami; controle DR (n=4), controle 2D (n=5),
intervencdo DR (n=9), intervencdo 2D (n=10); vadoeepressos em média + EPletras distintas demonstram
diferenca estatistica significativa (p<0,05). DReta regular, 2D= dieta regular + dieta palatavel.
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7.3 Gordura abdominal

A analise da gordura abdominal como percentualpdso corporal, através da
ANOVA de duas vias ndo demonstrou interacdo emntupogneonatal e grupo dieta, nem
efeito do grupo neonatal tanto na gordura retromezal [F(1, 26)=1,953, p=0, 174], quanto
na gordura gonadal [F(1, 26)=0,980, p=0,331] e,sequentemente, no total de gordura
abdominal [F(1, 26)=2,031, p=0,166]. Nao houve tefesolado do grupo neonatal [F(1,
26)=0,19, p=0,913] nem da dieta [F(1, 26)=0,9328),p02]. Nao houve outros efeitos ou

interac6es no percentual de gordura abdominal pcaovef apresentado na tabela 5.

Tabela 5 - Percentual de gordura abdominal, confone grupo neonatal e dieta.

Fémeas Dieta Regular Fémeas Duas Dietas
% gordura Controle Intervengao Controle Intervencao
(n=5) (n=10) (n=5) (n=10)
RetroP 0,91+0,15 0,77£0,95 1,1940,15 1,62+0,24
Gonadal 1,52+0,40 1,28+0,11 2,16+0,29 2,24+0,14
Abd. Total 2,43+0,55 2,05£1,06 3,35+0,44 3,86+0,38

ANOVA de duas vias; valores expressos em meédia xnBBP houveram diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos.
RetroP: retroperitoneal; Abd. Total: abdominal tota

7.4 Resultados preliminares da relagdo entre o cuado materno e hormonios da tiredide

na vida adulta entre os grupos

Ao analisar a correlagédo entre o escore LG, (tleteea qualidade do cuidado
materno, e o nivel plasmatico de T3 na vida adeltae 0s grupos, vemos que ndo ha
correlacdo entre estas varidveis nos grupos centrohs sim nos grupos intervencao.

Portanto, nos ratos do grupo intervengao, obseseauma correlacdo negativa entre o escore
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de LG observado no periodo neonatal e os niveigpeos de T3 na vida adulta (quanto
menor o LG no periodo neonatal, maior o T3 plagoatias fémeas adultas). No entanto,
apos a exposicao crénica a dieta palatavel, o gnipovencéo se iguala ao grupo controle e

nao se observa mais a correlacdo. Ver tabelasaf@ix 7):

Tabela 6 - Correlagéo entre LG e T3 nos grupos neonatais ooragédo padréo Nuvilab®.

Racao Padréo

Controle Intervencédo
(n=9) (n=5)
Correlacdo entre LG e T3 0,638 -0,958
P 0,064 0,010*

Correlacdo de Pearson. Nao foi observada correlagtiie o LG, TSH e T4 em nenhum dos grupos
(dados ndo mostrados). * Resultados estatisticanségificativos (p=0.010).

Tabela 7 - Correlacdo entre LG e T3 nos grupos dias.

Racao regular Duas Dietas
Controle Intervengdo  Controle Intervencgédo
(n=5) (n=10) (n=5) (n=10)
Correlacdo entre LG e T3 -0,553 -0,711 0,546 0,150
P 0,334 0,021* 0,341 0,679

Correlacdo de Pearson. Nao foi observada correlaigtie o LG, TSH e T4 em nenhum dos grupos
(dados ndo mostrados). * Resultados estatisticansagtificativos (p=0.021).
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8 DISCUSSAO

Os principais achados deste trabalho consistirarsagquintes resultados relacionados
ao grupo intervencédo: (1) maior tempo das geniteragostura de amamentacdo de menor
qualidade, (2) menor peso corporal ao longo do teni®) maior tempo de laténcia para
ingerir alimento palatavel conhecido num ambierdgonassim como menor consumo de
racdo padrdo quando retornou a caixa moradia (NF@M)secrecdo de corticosterona
diferenciada em resposta ao estresse, sendo rep@Bvos ao estresse do que os controles,
(5) menor consumo de racdo padrdo no ciclo escuf®) enaior consumo de alimentos
palataveis ¢omfort foodl quando expostos cronicamente a opc¢ao entre de@s dregular e
palatavel), porem (7) sem aumento de peso e daugordbdominal (retroperitoneal e
gonadal). Foi encontrada também uma correlacadivagamtre T3 e 0 LG materno no grupo
intervencao (8).

Em relacdo aos resultados do cuidado materno,evigue as genitoras do grupo
intervencdo despendem mais tempo nas posturas aleetacdo menos arqueadas. Sabe-se
gue lesdes na regido da area pré-optica medianmi» comportamento maternal em ratos.
Os estudos sugerem que o comportamento de recathidaconstrucdo do ninho ficam
abolidos ou severamente prejudicados nestas legp@dedm ndo ha consenso sobre os
resultados da amamentacdo. Alguns estudos descregvampleta eliminacdo de todos o0s
comportamentos maternais apos a lesdo, enquamts @lirmam que ainda encontram algum
comportamento de amamentacdo, embora com menocaduem relacdo aos controles
(NUMAN e INSEL, 2003). Alguns autores sugerem ggecomportamentos de recolhida e
construcdo do ninho sdo mais indicativos da mdliwapaternal, enquanto a amamentacéo

pode ser mais indicativa de uma resposta materafiéxa (STERN,1996), sendo
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transitoriamente ativado como um reflexo quandénaefa se coloca sobre os filhotes e eles se
movem sobre ela.

Outros estudos importantes para evidenciar queea @re-6ptica medial promove
atracdo para os filhotes e sdo os que mostramngplantes de estradiol ou prolactina nessa
area podem promover o inicio do comportamento malerEsta area cerebral possui
receptores para estes hormdnios, assim como pametacina, que também estimula o
comportamento maternal (NUMAN e INSEL, 2003). Logé, possivel que o grupo
intervencao apresente menor funcionalidade ou lsiédade a estes hormonios nesta area, o
gue seria responsavel pela amamentacdo de menmagi@aapresentada por este grupo.

A intervencdo neonatal realizada (reducéo do nzteisponivel para a confeccdo do
ninho do dia 2 ao dia 9 de vida) resulta em meranakilidade do cuidado materno
dispensado pelas mdes (MOLLE, 2011). A variabikdateste tipo de comportamento
(expressa através do LG materno) apresenta esgkitsio com a resposta ao estresse na vida
adulta da prole, uma vez que filhotes de mae muiidadoras (maior LG) tendem a ser
menos responsivos a situagbes de estresse quantgmwaremlo a mde menos cuidadoras
(menor LG) (LIU et al, 1997). Esta caracteristica pode ser explicada gheracdes
epigenéticas que levam a maior expressédo de reesfE® de glicocorticbides no hipocampo
(MEANEY et al, 2000; WEAVERet al, 2007). A baixa qualidade do cuidado materno
diminui o LG e aumenta a frequéncia com que ostilh sdo deixados sozinhos (I\éYal,
2008). Além disso, neste trabalho, as genitoragrdpo intervencado exibem posi¢ées de
amamentacdo menos eficazes. Ja é conhecido quesasas)ficam mais tempo no ninho,
porém sem lamber ou amamentar os filhotes (MOLLE,12. E demonstrado neste mesmo
modelo que as genitoras do grupo intervencdo apseeeaumento das adrenais e dos niveis

plasmaticos de corticosterona (I\ét al, 2008). Logo, as maes do grupo intervencdo podem
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estar cansadas/“estressadas” pelo esforco denfiae tempo no ninho com os filhotes. E,
talvez por isso exibam mais posturas do tipo Ten2paradas as controles.

A alteracdo da relacdo entre mae-filhote asso@ogean o desenvolvimento de
comportamento ansioso na vida adulta demonstradeéstdo aumento do tempo de laténcia
(comparado aos controles) para iniciar a ingest#oeato doce (Froot Loops®), ao qual
haviam sido habituadas anteriormente (NSFT). Nasstado corrobora com achados ja
descritos, utilizando esse mesmo modelo animak omachos e fémeas do grupo intervencao
apresentam menor comportamento exploratorio naihéti em cruz elevada, indicando
comportamento do tipo ansioso (MOLLE, 2011). Aléssd, houve menor consumo de ragao
padrdo (NSFT) pelo grupo intervencdo quando readi@em sua caixa-moradia habitual,
com racdo disponivel, o que reforca 0 comportamamigioso desse grupo. O teste de
supresséao alimentar pela novidade é consideradpanadigma relevante porque nao requer
um treinamento complexo e ndo é confundido pomesitis dolorosos, € simples de executar,
sendo custo-efetivo (BELZUNG®t al, 2001; BLANCHARDet al, 1998). E baseado num
conflito, no qual o animal que foi deprivado de @derpor um periodo de varias horas (entre
12-24h) enfrenta a opcédo de se aproximar e consumipedaco de alimento colocado no
centro de uma arena desconhecida, aberta e iluejinadie ficar no canto da arena, evitando
0 centro deste ambiente ansiogénico. As duas neegitlzcipais séo laténcia para comecar a
comer no ambiente novo. Para maximizar a sensaloiéice reprodutibilidade do paradigma do
comportamento alimentar, mais de uma medida devavadéiada; neste caso, a quantidade de
racdo consumida ap0s 5 minutos do retorno desteaapara sua antiga caixa moradia (na
qual foi colocada uma quantidade conhecida de rpadcdo) também é verificada. Tanto a
laténcia quanto o consumo se demonstram confiéDeltAWA e HEN, 2005).

Este € um teste de um comportamento relacionadwiadade e, portanto, animais

experimentais com uma laténcia significativamendégompara comer do que animais controle
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e que consomem menos ragcdo ao retornar para amaradia sdo geralmente descritos
como mais ansiosos (SAMUELS e HEd al, 2011). Muitas manipulacbes genéticas que
resultam em fendtipos relacionados a ansiedadeedores como knockoutpara o receptor
5HT1A (GROSSet al, 2002),knockdownpara o receptor glicocorticoide (ROCHFORD
al., 1997) eknockoutpara a substancia P (SANTAREL&f al, 2002) (16) exibem aumento
de comportamento relacionado a ansiedade nese (BEILAWA e HEN, 2005). Além
disso, muitos farmacos com propriedades ansiditicamo o0s benzodiazepinicos,
barbitdricos e antagonistas beta-adrenérgicos dienina inibicdo comportamental neste teste
(DULAWA e HEN, 2005). O tratamento agudo com bernapepinicos como diazepam,
adinazolam, oxazepam, nitrazepam e lorazepam ¢enwmente revertem a inibicdo
comportamental no teste de supressdo alimentar peldade (SHEPHARD e
BROADHURST, 1982; BODNOFIet al, 1988; BODNOFFet al, 1989; MERALIet al,
2003). O antagonista GABA picrotoxina, que é ar&mgp (FILE, 1984), aumenta a inibicdo
(SHEPHARD et al, 1985). Logo, nossos resultados sugerem que @saanido grupo
intervencdo apresentam maior comportamento reladm@ ansiedade quando comparados
aos controles.

Estudos demonstram que a deplecdo de serotoniaalewma atenuacao da resposta
comportamental inibida num teste similar ao NSBECQHTHOLT et al, 2007), sugerindo
que alteracdes na neurotransmissao serotonérgiearpestar envolvidas nos nossos achados.
Estudos classicos sobre estado de ansiedade deamorggie os niveis de serotonina estéao
aumentados durante o estresse, e alguns dos edeitb8iT sdo mediados pelo eixo HPA
(CHAOULOFF, 2000). A serotonina desempenha impoetduancdo na neurogénese fetal
assumindo mais tarde o papel de neurotransmisstosRue receberam tratamento com um
precursor da serotonina (que diminuiu discretamargdencentragcao cortical de 5HT) durante

o periodo fetal e neonatal apresentaram um aunmenabividade exploratdria na vida adulta,
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0 que pode ser considerado uma reducdo em um gest@s do comportamento ansioso.
Entretanto, o tratamento com um inibidor da monoaxidase (enzima envolvida no
metabolismo das monoaminas, como a 5HT), que lewouma drastica reducdo na
concentracdo cortical de serotonina, induziu um pmotamento altamente ansiolitico e
melhora na flexibilidade cognitiva (BLAZEVIEt al, 2012 ). Portanto, a serotonina se torna
um ponto interessante a ser investigado futurameist® que é possivel que existam
alteracfes no sistema serotoninérgico nas fémegsugo intervencédo e, até onde sabemos,
nao existem investigacdes na literatura que rat@oiosistema serotoninérgico nesse modelo
de estresse neonatal.

A ansiedade € uma caracteristica comumente indyzacdamodelos de estresse
neonatal. Muitos trabalhos utilizam o modelo deasagho materna e, dependendo do tempo
de separacao, ha o comportamento ansioso/ou edaibdesse tipo de comportamento na vida
adulta (LIUet al, 2000; JHANG et al, 2011). O estresse iniciado no periodo fetal remduz
cuidado maternal e leva ao desenvolvimento de dadeda prole (SMITHt al, 2004). No
presente modelo de estresse neonatal, a mae eséhi@, porém nao exibe o comportamento
materno esperado, mimetizando situagcbes de abusgligéncia em humanos, onde a mae
esta presente, mas a qualidade do cuidado matemabre. Interessantemente, estudos
demonstram que a falta de cuidado materno cala@storelacionada com maior ansiedade
dos filhos na vida adulta. A percepcdo de faltacdelado materno é associada a maior
incidéncia de depressao, ansiedade e baixa auneassin comparacao a pessoas que relatam
ter recebido médio ou alto cuidado (ENGE&Tal, 2010; PARKER,1979). Maes de crian¢as
ansiosas, independentemente de sua prépria ansjeglarsentam relacdo menos calorosas
com seus filhos quando avaliadas em atividades cdampentais (MOOREet al, 2004).
Portanto, o cuidado materno recebido na infanciageaser impactante no desenvolvimento

da ansiedade ao longo da vida tanto em humanosogeananimais.
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Além de estar relacionado a ansiedade, o modeloeskicdo do material para
confeccionar o ninho resulta em modificacdes do &l®A, como visto neste estudo. Outros
estudos, utilizando o mesmo modelo, descrevem ashadmelhantes no 9° dia de vida
através do aumento dos niveis de corticosteronase pdrenais (AVISHAI-ELINERet
al.,2001; BRUNSON et al, 2005), porém estas alteracbes ndo persistemZaoseses de
idade (BRUNSONet al, 2005). Outros modelos tais como separacdo matamaéem
induzem alteracbes no eixo HPA (JAHNG, 2011). Oresske cronico na vida perinatal
(separacdo materna prolongada) leva ao aumentstddoeansioso e depressivo, maiores
niveis de corticosterona e ACTH, que sdo normatigacbm a exposicdo crénica a dieta
palatavel (MANIAM e MORRIS, 2010). Em outros a$tg, niveis elevados de ACTH e
corticosterona estdo presentes em reposta aosestEmico na vida adulta, porém, com a
disponibilidade decomfort foods,esses niveis diminuem (PECORARD al, 2004). No
presente estudo, ndo foram analisados os nivaisrtieosterona e ACTH ap0s a exposicao
cronica a dieta palatavel. Sugere-se que o usdimierdao palatavel module o eixo HPA,
promovendo uma adaptacdo da resposta ao estressdtamdo em menores niveis de
glicocorticéides e no acumulo de gordura abdomieal roedores e em humanos
(TOMIYAMA et al, 2011; DALLMAN et al, 2003; DALLMAN et al, 2007). Os
glicocorticéides estimulam o consumo de racdo eiwagordura e agucar (DALLMAIst al,
2007) influenciando a pressao arterial, risco pd@sidade e para psicopatologias. Portanto,
como o estresse neonatal parece modular a seaegdiwocorticéides persistentemente, vé-
se que a exposicao a variagdes ambientais na vet®dge podem ser determinantes para
definir o padréo de saude dos individuos a longaqr

Interessantemente, com relagdo ao percentual ddurgoabdominal no presente
trabalho ndo houve diferenca entre os grupos, memmds a exposicao crbnica a dieta

palatavel. E possivel que o tempo de exposicaatsido curto para induzir obesidade nestes
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animais, ja que eles pesavam menos em relacam#aoleadesde o desmame. Esse achado do
peso corporal ja foi visto em outros estudos @tiido o mesmo modelo (AVISHAI-ELINER
et al,2001), e merece futuras investigacdes. Possivetamsmos relacionados a regulacéo
da temperatura corporal poderiam implicar no megatho de peso das fémeas do grupo
intervencdo. Como a temperatura esta relacionadauatado materno (uma vez que é
necessaria temperatura ao redor dos 34°C para quéeaexiba comportamento maternal)
(STERN e JOHNSON, 1990), a precariedade do matefgmecido na constru¢cdo do ninho
implica na dificuldade materna de manter a tempeaatio ninho e, conseqientemente, a
temperatura corporal dos filhotes. Outros estudostram que a exposicdo ao frio no periodo
precoce leva ao aumento da taxa metabdlica de catws 30 dias de vida, menor peso
corporal e aumento da capacidade termogénica covolvémento do tecido marrom
(SANT'ANNA e MORTOLA, 2002). Curiosamente, nessesuelos, a diferenca de peso
aparece apo0s 2 semanas de estresse (momento dantesem que 0S animais passam a se
alimentar com racgédo). O aparecimento dessa difaeapdés o desmame, pode estar
relacionado com mecanismos protetores do leitermat®© menor peso corporal parece ser
consequéncia do mecanismo de defesa do organisnentaiva de manter a temperatura
corporal as custas do crescimento corporal (DAUNGHEYal, 1983; SYMONDS et al.
1995). No presente trabalho, a diferenca de pegw@E ao longo do tempo foi acompanhada
e avaliada apés o dia 21 de vida, momento em gageac o desmame dos animais. No
entanto, no mesmo modelo animal o0 menor ganho s p&s animais do grupo intervencao
ja é visto no 9° dia de vida, sendo que, anterinoten@o momento da intervencao, esse grupo
nao diferia quanto ao peso corporal (AVISHAI-ELINERal, 2001).

Se a diferenca de peso entre 0s grupos apareggdéacemente, € provavel que as
diferencas encontradas no consumo de ragao pagjgin mais uma consequéncia do menor

peso corporal, do que sua causa. Interessantenzeimeestdo de racdo padrao basal dos
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animais nao difere entre os grupos em geral, poeamanalisar detalhadamente o
comportamento alimentar nota-se que no perioda@stuciclo (momento em que 0s ratos
sdo mais ativos) esta diferenca de consumo apalEsi®e.mais uma vez nos sugere que
guestdes relacionadas ao gasto energético estatvidag. Um estudo que também utilizou o
BioDag® constatou que a quantidade de calorias ingeridaante o ciclo escuro,
acompanhado durante 7 dias no equipamento, naoiudiéatre os grupos estudados
(resistente/ndao resistentes a obesidade) (FARLEYal, 2003). No nosso caso, a historia
neonatal destas fémeas pareceu interferir no metatma longo prazo, uma vez que o LG se
correlacionou negativamente com os hormonios @@itle na vida adulta, mas apenas no
grupo intervencao. Apesar do numero de animaigadibs ter sido pequeno, esta correlacao
nos sugere que possivelmente exista uma estreidgace entre o LG materno e o
funcionamento do eixo HPT na vida adulta, o queepadsinalizar uma programacéo do
gasto energético destes animais, fazendo que afdseg menos peso ao longo da vida. O
LG esta intimamente ligado com a expressédo géroceeceptor GR de glicocorticéide no
hipocampo, modulando sua expressdo através de ismeasnepigenéticos, ao facilitar a
ligacdo do fator de transcricdo NGFI-A com o sftiomotor de transcricdo do gene para este
receptor no DNA. Os principais mediadores desteisosfsao a serotonina e os hormoénios da
tiredide. Variacdes do cuidado materno (frequérinalG) produzem, através de uma
variagcdo periférica dos niveis de T3, o aumentatiladade da serotonina na rafe, desse
modo iniciando a cascata de reacdes que culminaactanscricdo de GR. Os niveis de T3
ndo diferem entre madsgh e low, porém nos filhotes das mées altamente cuidadaas h
aumento de T3 plasmatico, quando a méae esta ematadigico com filhote ou em LG; além
disso, ha também um aumento de T4 nos filhotesabs mltamente cuidadoras independente
delas estarem ou ndo em contato com os filhotemomento da coleta. Além disso, 0s

filnotes de méaes altamente cuidadoras possuem naéidade da desiodase no tecido
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adiposo marrom em relacdo aos filhotes de maes opauidadoras, 0 que sugere
peculiariedades na conversao de T4 inativo parativ®, sendo que filhotes de masgh
convertem mais T4 em T3, independente de a mée st ou longe dos filhotes no
momento da coleta. Logo, o cuidado materno inflikena capacidade de transformar T4 em
T3 no tecido marrom (HELLSTROMt al, 2012).

Curiosamente, nas fémeas do grupo intervencdo qoeberam dieta palatavel
cronicamente, a correlacdo entre LG e T3 ndo é mamonstrada. E possivel que a
correlacéo entre LG e T3 seja dependente da hgietickade do eixo HPA ao estresse como
visto nas fémeas intervencdo. Como a dieta palatdbe a atividade do eixo HPA como
proposto por Dallman e colaboradores (DALLMAd\ al,2003), isso explicaria por que a
correlacdo ndo € mais vista no grupo intervenc@&aecebeu esta dieta de forma cronica.

Essas situacfes estressantes vivenciadas em arentarebém em humanos num
periodo de extrema vulnerabilidade parecem programapreferéncia alimentar por
determinados alimentos na vida adulta (PORTElLdtAal, 2012). No presente trabalho, o
grupo intervencao prefere comer uma dieta rica erduga e acglcar quando comparado ao
grupo controle ao ser submetido cronicamente aooplgh escolha entre dieta padrédo e
palatavel durante a vida adulta. Além disso, quangmsto ao Teste de Preferéncia alimentar
no BioDaq, o grupo controle apresenta diminuica@mrderéncia pela dieta palatavel apds a
exposicdo crénica, como esperado, 0 que ndo énisgrupo intervencdo. Sugere-se que 0S
animais do grupo intervencao usem a dieta palatfrel alivio da ansiedade e diminui¢do da
resposta ao estresse, que é exacerbada nessegnuponostrada em nosso estudo.

A preferéncia porcomfort-food consiste no consumo de alimentos saborosos,
altamente palataveis os quais induzem a sensacgwader (DALLMAN et al, 2003;
DALLMAN et al, 2004; DALLMAN et al, 2010; MANIAM e MORRIS, 2010). Nosso

grupo de pesquisa tem estudado o efeito de diEsenitervencbes neonatais sobre



77
comportamento alimentar na vida adulta e visto gwentos estressantes, tanto pré
(BARBIEIRI et al, 2009, AYRESet al, 2011, AYRESet al, 2012) como pés-natais
(SILVEIRA et al, 2008) parecem induzir a preferéncia por alimgaiatavel na vida adulta,

0 que possivelmente se relacione com uma programa@distente do eixo HPA e de sua
modulacdo sobre outros sistemas como o dopaminéngesolimbico (SILVEIRA et al,
2010, revisdo em Portel& al, 2012). Nosso modelo também esta associado cansugo

de alimento palatavel, porém n&o com risco paraidade. E possivel que submetendo o
animal ao estresse cronico na vida adulta, ou doergar situacfes de doenca ou
envelhecimento, essa relacado se modifique.

O presente trabalho foi eficiente em reproduzirodaehcontrados de estresse na vida
precoce, alteracdes de comportamento materno egeecussao sobre o comportamento dos
filhotes na vida adulta. Da mesma forma, destaqaekeuso de ratas fémeas (nhas quais essas
relacbes sdo menos conhecidas) e a utilizacdo uWipameento especializado e acurado para
mensurar 0 padrdao do consumo alimentar. Tambérm, desuidado de considerar o ciclo
estral das fémeas antes da coleta de tecidos, qistcestd documentado na literatura que
alteragbes hormonais podem interferir nos resustaglccontrados (MARCONDESt al,
2001). No entanto, este estudo também tem algumésaddes. Por exemplo, o ciclo estral
das fémeas no momento da realizacdo no teste dessép alimentar pela novidade nao foi
realizado. Assim como tempo de acompanhamento peg dietas e 0 nimero de animais

utilizados no estudo.
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9 CONCLUSAO

Neste trabalho mostrou-se que a intervencdo ndoredhbzada, que consistiu na
reducdo do material disponivel para a confeccamidbo do dia 2 ao dia 9 de vida dos
filhotes, impossibilitando sua construcdo adequaalterou o cuidado materno sendo
eficiente, portanto, em reproduzir achados de nosdgh existentes. Essa alteracdo na
interacdo entre méae e filhote associou-se com engel/imento de comportamentos do tipo
ansioso na vida adulta. A investigacdo de possivascanismos relacionados ao
desenvolvimento de ansiedade mostrou tanto o eRA,ldom a producao diferenciada de
corticosterona, quanto o eixo HPT, com a correlagéice T3 e LG, podem estar envolvidos
na associacao entre trauma precoce e ansiedade.

O grupo intervencdo demonstrou menor crescimentoocal ao longo do tempo. E,
ao ser exposto cronicamente a racdo palatavelseqm preferéncia por este tipo de
alimento. Supreendentemente, apesar de prefearadishento a racdo padrédo, ndo houve
acumulo de gordura abdominal. Possiveis implicagd@smetabolismo destes animais
merecem ser investigados assim como maior tempxplesicdo a dieta palatavel. Quando
tem somente a opcao de racdo padrao (avaliacaaDe® do consumo basal) o grupo
intervencdo neonatal ingere menos desse alimentciah® escuro comparado ao grupo
controle.

A preferéncia pelo alimento palatavel do grupervencdo € uma provavel forma de
inibir os sintomas de ansiedade regulando eixo HPpgssivelmente essa regulacdo ocorra

concomitantemente com a regulagéo eixo HPT.
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