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RESUMO

Existem evidéncias de que dietas compostas por niveis elevados de lipideos e/ou car-
boidratos contribuem para o desenvolvimento de doencgas cronico-degenerativas e de
déficit cognitivo. Entretanto, os mecanismos pelos quais a obesidade materna interfere
na saude da prole, especificamente no metabolismo e na memoria de longo-prazo, ain-
da sdo pouco claros. O objetivo deste trabalho foi investigar se a obesidade materna
interfere no metabolismo e nos comportamentos relacionados a memaria de longo-
prazo de seus filhotes, e se ha um efeito somatério com a exposicao a dieta de cafete-
ria no decorrer da vida da prole. Ratas foram alimentadas com dieta controle (CON) ou
de cafeteria (CAF) desde o desmame até os 210 dias de vida, no desmame de sua pro-
le. A partir do desmame, seus filhotes machos foram divididos em 4 grupos (CON-CON,
CON-CAF, CAF-CON e CAF-CAF) para que todas as ninhadas ingerissem CON ou
CAF, independentemente da dieta materna. As maes foram decapitadas no dia seguin-
te ao desmame dos filhotes. Foi decapitada e analisada em tarefas comportamentais
metade dos filhotes aos 30 dias de idade e, a outra metade, aos 120 dias. As maes
CAF apresentaram maior peso corporal total e de tecido adiposo e maiores concentra-
¢cOes circulantes de colesterol total, insulina e leptina do que as médes CON. A ingestao
caldrica semanal dos filhotes que ingeriram CAF mostrou-se maior do que 0s que inge-
riram CON, independentemente da dieta materna. As ninhadas apresentaram peso cor-
poral igual no desmame e aos 30dias, porém aos 120dias, os filhotes que ingeriram
CON-CAF tiveram aumento de peso em relacéo aos filhotes CON, independentemente
da dieta materna destes. Porém, os filhotes CAF-CAF tiveram reducao do peso corporal
em relacdo aos CON-CAF na idade adulta. Aos 30 e 120 dias, os filhotes que ingeriram
CAF apresentaram peso de tecido adiposo maior do que os que ingeriram CON, inde-
pendentemente da dieta materna. Aos 30 e 120dias, a trigliceridemia e a colesterolemia
estavam iguais entre 0s grupos, assim como a glicemia aos 30 dias. Porém, aos 120
dias, os filhotes que ingeriram CAF apresentaram hiperglicemia, assim como hiperlepti-
nemia e hiperinsulinemia, independentemente da dieta materna. Aos 30 dias, todos os
grupos que foram expostos a dieta de cafeteria em alguma etapa da vida apresentaram
declinio no desempenho em uma ou nas duas tarefas relacionadas a memaria de lon-
go-prazo (Reconhecimento de objetos e Esquiva Inibitéria step-down). Ja aos 120 dias,
o grupo CAF-CAF foi o Unico que mostrou piora no desempenho na tarefa de Reconhe-
cimento de Objetos, e todos 0s grupos mostraram capacidade de aprendizado e memoé-
ria na tarefa de Esquiva Inibitéria step-down. Esses dados sugerem que a dieta materna
modula o peso corporal e comportamentos relacionados a memaria de longo-prazo dos
filhotes e que seus efeitos sofrem influéncia da dieta pds-natal da prole. Porém, novos
estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento
dessas alteracoes.

Palavras-chave: Obesidade materna; Programacdo metabdlica; Aprendizado e memo-
ria; Comportamento; Junk food



ABSTRACT

There is evidence that diets containing high levels of lipids and / or carbohydrates con-
tribute to the development of chronic degenerative diseases and cognitive impairment.
However, the mechanisms by which maternal obesity affects health of offspring, specifi-
cally in metabolism and long-term memory, are still unclear. The aim of this study was to
investigate whether maternal obesity interferes with the metabolism and behavior related
to long-term memory of their offspring, and if there is a summation effect with exposure
to the cafeteria diet during the life of the offspring. Rats were fed a control diet (CON) or
cafeteria (CAF) from weaning to 210 days old at weaning of their offspring. After wean-
ing, their male offspring were divided into 4 groups (CON-CON, CON-CAF, CAF and
CAF-CON-CAF) for all litters ingest CON or CAF, irrespective of maternal diet. Mothers
were decapitated on the day following weaning of pups. Was decapitated and analyzed
in behavioral tasks half the pups at 30 days of age and the other half at 120 days. CAF
mothers had higher total body weight and adipose tissue and increased circulating con-
centrations of total cholesterol, insulin and leptin than mothers CON. The weekly caloric
intake of pups that ingested CAF was higher than those who ate CON, regardless of
maternal diet. Litters showed body weight equal to weaning and 30days, but the
120dias, puppies who ate CON-CAF had weight gain compared to CON offspring, re-
gardless of maternal diet these. However, the pups CAF-CAF had reduced body weight
compared to CON-CAF adulthood. At 30 and 120 days, the puppies that ingested CAF
showed greater weight of adipose tissue than those who ate CON, irrespective of ma-
ternal diet. At 30 and 120dias, blood triglyceride and cholesterol were similar between
groups, as well as blood glucose levels at 30 days. However, at 120 days, the puppies
that ingested CAF showed hyperglycemia, as hiperlepti-nemia and hyperinsulinemia,
irrespective of maternal diet. At 30 days, all groups were exposed to the cafeteria diet at
some stage of life show a decline in performance in one or both tasks related to long-
term memory (Recognition of objects and Dodge inhibitory step-down). Already at 120
days, the group CAF-CAF was the one who showed deterioration in performance in the
task of Object Recognition, and all groups showed learning ability and memory in the
inhibitory avoidance task step down. These data suggest that maternal diet modulates
body weight and behaviors related to long-term memory of the puppies and their effects
are influenced by postnatal diet offspring. However, further studies are needed to eluci-
date the mechanisms involved in the development of these changes.

Key-words: Maternal obesity; Metabolic programming; Learning and memory; Behavior;
Junk food.
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1. INTRODUCAO
1.1. DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DA OBESIDADE

A obesidade é definida como o estado em que o excesso de gordura corporal al-
cancou uma dimensdao que pode afetar negativamente a satde e diminuir a longevidade
(Flegal et al, 2013; Haslam et al, 2005; Lancet, 2006; Mitchell et al, 2011; Peeters et al,
2003; Stevens et al, 1998). Para ser classificada como obesa, uma pessoa necessita
apresentar o indice de Massa Corporal (IMC, peso corporal em quilogramas dividido
pela altura ao quadrado em metros) igual ou acima de 30. Entretanto, se um individuo
possui 0 IMC entre 25 e 29,9, ele ja é classificado com o sobrepeso (Organization,

2013; Pi-Sunyer, 2000).

O peso corporal de individuos obesos esta acima do aceitavel devido ao acumulo
de tecido adiposo no organismo, devido a um desequilibrio entre a ingestdo e o gasto
energético. Entretanto, ndo é importante apenas a quantidade total de gordura, mas
também a qualidade do tecido e onde ela se encontra em excesso no corpo. Muitos es-
tudos apontam que a gordura localizada superior e centralmente no corpo é mais com-
prometedora para a saude, pois ela € fator de risco para doencas cronicas nao-
transmissiveis prevalentes na populacdo mundial (Despres et al, 2006; Haslam et al,
2005; Pi-Sunyer, 2000). A distribuicdo de gordura é tdo importante que, junto com o
célculo do IMC, normalmente é feita a medida da circunferéncia abdominal dos sujeitos
investigados. Valores maiores que 102 cm para homens, ou 88 cm para mulheres, sao
considerados anormalmente altos e complementam os dados sobre o risco de saude

dos individuos (Haslam et al, 2005; Janssen et al, 2004).
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Considerada uma pandemia, pois ja ocorre em uma ampla area geogréfica afe-
tando uma proporcao excepcionalmente elevada da populacdo (Wylie-Rosett, 2004), a
expansdo da obesidade foi observada pela primeira vez nos Estados Unidos, mas se
espalhou por outros paises industrializados e também em paises em desenvolvimento,
como o Brasil (B. Caballero, 2007). Atualmente, 65% da populagdo mundial que habita
a area urbana estdo com sobrepeso ou obesidade, devido, em grande parte, a ado¢éo
de um estilo de vida com ingestéo cal6rica aumentada e reducéo da pratica de ativida-
des fisicas (Block et al, 1988; Haidar et al, 2011; WHO, 2002). Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (Low et al, 2009; Organization, 2013), a obesidade mais que duplicou
no mundo inteiro desde 1980 e, em 2008, mais de 1,4 bilhdes de adultos acima de 20
anos estavam com sobrepeso, sendo que dentre esses, mais de 200 milhdes de ho-

mens e quase 300 milhdes de mulheres apresentavam obesidade.

Dados do Ministério da Saude do Brasil informam que quase metade da popula-
cao brasileira estd com excesso de peso. De acordo com os dados do ultimo levanta-
mento realizado no Brasil (Brasil, 2012), a proporcéo de pessoas acima do peso no pais
avancou de 42,7% (47,2% dos homens e 38,5% das mulheres), em 2006, para 48,5%
(52,6% dos homens e 44,7% das mulheres), em 2011. No mesmo periodo, o percentual

de obesos subiu de 11,4% para 15,8%.

Entretanto, o aumento da obesidade nédo esta limitado aos adultos. Em 1980, so-
mente 5% das criancas e dos adolescentes nos Estados Unidos eram classificados co-
mo obesos (Ogden et al, 2007; Strauss et al, 2001). Atualmente, aproximadamente 15%
das pessoas menores de 18 anos de idade podem ser classificadas como obesas, com

o adicional de que 30% dos individuos nessa idade sédo considerados como tendo so-
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brepeso (Ogden et al, 2007; Strauss et al, 2001). Em 2010, mais de 40 milhdes de cri-
ancas menores de cinco anos encontravam-se com sobrepeso (Organization, 2013).
Através de uma pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
entre 2008 e 2009 no Brasil (Brasil, 2010), o excesso de peso foi observado em 33,5%
das criancas de cinco a nove anos, sendo que 16,6% dos meninos também eram obe-

S0s; entre as meninas, a obesidade apareceu em 11,8%.

A preocupacdo com a desenfreada expansédo da obesidade ocorre porque, ulti-
mamente, esse estado corporal é considerado o quinto maior fator de risco para doen-
¢as em todo o mundo (Dulloo et al, 2010; Keller et al, 2003; Organization, 2013). O ex-
cesso de gordura, principalmente na regido central do corpo, esta reconhecidamente
relacionado aos mais prevalentes e onerosos problemas médicos atuais, como diabetes
tipo 2, doenca coronaria arterial, problemas gastrointestinais, complicacdes respirato-
rias, osteoartrite, varios tipos de cancer e doencas psiquiatricas e neurodegenerativas
(Haslam et al, 2005; Organization, 2003). Além disso, a obesidade esta intimamente
associada a sindrome metabdlica, que é caracterizada por um grupo de disturbios, co-
mo hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia aterogé-
nica, hipertensdo arterial e aumento da expressao de marcadores pro-tromboéticos e
pré-inflamatérios (Olufadi et al, 2008; Organization, 2013). Ademais, a obesidade infantil
estd associada a um maior risco de obesidade na idade adulta, dificuldades de respira-
cdo, aumento do risco de fraturas, hipertensdo, marcadores precoces de doencas car-

diovasculares, resisténcia a insulina e disturbios psicologicos (Organization, 2013).



17

1.2. OBESIDADE E RESPOSTAS METABOLICAS

Logo apés a ingestdo alimentar, observa-se aumento da captagdo dos nutrientes
da circulacéo para os tecidos, particularmente para os tecidos sensiveis a insulina. Nos
periodos de jejum, 0 movimento das moléculas faz-se no sentido oposto. Na obesidade,
entretanto, esse fluxo energético bidirecional encontra-se alterado, devido a disfuncao
enddcrina do tecido adiposo e a diminuicdo da eficacia dos mecanismos endécrinos no
tecido adiposo, no figado e no musculo (Caimari et al, 2010; Costa et al, 2006; S. E.

Kahn et al, 2006; Lépez et al, 2003).

O tecido adiposo € um 6rgao multicelular, com regulacdo humoral e hormonal e
com inumeras fungdes, por exemplo, isolamento térmico, barreira fisica ao trauma, es-
toque energético e secrecao protéica com acdo autocrina, paracrina e endocrina. As
proteinas secretadas, também chamadas de adipocinas, podem ter impacto sobre va-
rios aspectos bioldgicos, incluindo homeostasia energética, funcdo imunolégica, cardio-
vascular, neurologica e reprodutora (Bruce-Keller et al, 2009; Costa et al, 2006; Sethi et

al, 2007).

O aumento dos acidos graxos livres pela crescente ingestdo alimentar e dos pro-
dutos secretados pelo tecido adiposo em expanséo, incluindo horménios, como a lepti-
na, e citocinas, contribui para o aparecimento da resisténcia a insulina. Essa condicéo
caracteriza-se pela reducdo da acéo bioldgica da insulina nas células-alvo. Assim, ha
uma disfungéo na captacdo, no metabolismo e no estoque de glicose em concentracdes
fisiol6gicas de insulina, especialmente nos tecidos adiposo branco e muscular (Cesaretti

et al, 2006; B. B. Kahn et al, 2000). Essa disfuncdo pode ser resultado de uma altera-
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¢do na sinalizacdo de insulina nos tecidos-alvo e, nos adipdcitos, também ocorre uma
regulacdo para baixo do GLUT4 (Transportador de glicose tipo 4), o principal transpor-
tador de glicose dependente de insulina. Em consequéncia da menor captacéo de gli-
cose, torna-se necessaria uma maior producao de insulina pelo pancreas para a manu-
tencdo dos niveis glicémicos normais, aumentando desta forma os niveis circulantes de
insulina. Portanto, a situacdo de resisténcia a insulina se acompanha de hiperinsuline-
mia (Cesaretti et al, 2006). Em muitos casos, a entrada de lipideos nas células das ilho-
tas pancreaticas prejudica a capacidade das células beta de manter a secrecao de insu-
lina demandada pela resisténcia a insulina. Neste caso, podem se desenvolver a intole-

rancia a glicose e a diabetes tipo 2 (Haslam et al, 2005).

Como citado anteriormente, a leptina € um dos peptideos secretados pelo tecido
adiposo. A sua producéo € regulada, dentre outras formas, pela acédo da insulina no
adipdcito e os seus niveis circulantes correlacionam-se com a massa de tecido adiposo.
Portanto, em individuos obesos, seus niveis circulantes encontram-se elevados (Costa
et al, 2006). Fisiologicamente, a leptina liga-se a receptores hipotalamicos, e transmite
informacéo relativa a massa de tecido adiposo e ao depdsito energético corporal exis-
tente, suprimindo a ingestao alimentar, e contribuindo para o aumento do gasto de e-
nergia, além de colaborar perifericamente na reducao da sintese e secrecdo de insulina
(Jung et al, 2013; Ricci et al, 2011). Na obesidade, os altos niveis circulantes de leptina
nao induzem a resposta esperada de diminuicdo do consumo alimentar e aumento do
dispéndio energético, pois seu transporte através da barreira hematoencefalica e sua
sinalizacdo nos neurbnios responsaveis pelo comportamento alimentar nos ndcleos hi-

potalamicos do sistema nervoso central (SNC) estdo diminuidos, indicando que pesso-
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as obesas estéo resistentes a acédo da leptina (Jéquier, 2002; Jung et al, 2013). Além
disso, essa resisténcia a leptina pode facilitar o aparecimento da hiperinsulinemia e da

diabetes tipo 2 (Costa et al, 2006; Mantzoros, 1999).

1.3. OBESIDADE E MEMORIA

A obesidade esta fortemente relacionada a vulnerabilidade cerebral e aos distur-
bios cognitivos (Berg et al, 2009; Bruce-Keller et al, 2009; Galioto et al, 2013;
Greenwood et al, 2001; Jj et al, 2010; Vangroen, 2010; Whitmer et al, 2005; G. Winocur
et al, 1999; Gordon Winocur et al, 2005a; Wolf et al, 2007). Como mostram recentes
investigacfes, homens e animais obesos e que consomem dietas hiperlipidicas e hiper-
caloricas apresentam pior desempenho em testes de aprendizado e memoria, em com-
paracdo aos com peso adequado e que se alimentam de dietas mais equilibradas
(Abildgaard et al, 2010; Benito-Leon et al, 2013; Goldbart et al, 2006; Greenwood et al,
2001; Halyburton et al, 2007; Heyne et al, 2009; Jurdak et al, 2008; Maniam et al,
2010a, b; Molteni et al, 2002; H. R. Park et al, 2010; G. Winocur et al, 1999). Além dis-
so, estudos mostram que a gordura abdominal e o IMC elevado estéo relacionados com

reducédo de volume encefalico (Debette et al, 2010).

Existem muitas hipéteses para explicar a relacdo da obesidade com o declinio da
capacidade de aprendizado e memodria. Dentre as que mais impulsionam as investiga-
¢cOes atualmente, encontram-se a morte neuronal devido a inflamacéo sistémica e cen-
tral e o prejuizo da comunicacao entre 0os neurdnios das regides relacionadas as fun-

¢cOes cognitivas. Acredita-se que esses fenbmenos ocorram, principalmente, devido aos
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produtos secretados pelo tecido adiposo (insulina e leptina) que, como discutido anteri-

ormente, tém como consequéncia as resisténcias a insulina e a leptina.

Por um longo tempo, acreditou-se que o encéfalo ndo fosse dependente de insuli-
na. Entretanto, foram encontrados insulina e receptores desse hormoénio no bulbo olfa-
torio, no hipotalamo e no hipocampo de homens e ratos (Huang et al, 2010; Stockhorst
et al, 2004). Além disso, muitos estudos também revelaram uma relacdo entre a sinali-
zacao do receptor de insulina e a expressao de canais iGnicos e receptores nas sinap-
ses de varias regides do SNC, sugerindo que a insulina pode estar regulando a plastici-
dade sinaptica e as fungdes cognitivas. Ademais, foram encontradas evidéncias de que
a insulina promove crescimento neuronal no hipocampo e que a destruicao de recepto-
res centrais de insulina estd associada com déficits de aprendizado e memoria

(Stockhorst et al, 2004).

Contudo, esses beneficios promovidos centralmente pela insulina ndo séo encon-
trados em situacdes de resisténcia a esse hormonio. Nessa condi¢do, o metabolismo da
glicose e a sinalizacdo de insulina estdo prejudicados em muitas regides encefalicas
(Pearce et al, 2012), incluindo as envolvidas no aprendizado e na memaoria, como o hi-
pocampo e o lobo frontal (Gordon Winocur et al, 2005b). Além disso, a obesidade e a
doenca de Alzheimer, assim como o proprio envelhecimento, compartilham uma carac-
teristica: h4 uma mudanca na proporcao de niveis centrais e periféricos de insulina,
sendo que a concentracdo do horménio na periferia € maior em comparacédo a de pes-
soas saudaveis e mais jovens (Stockhorst et al, 2004). Evidéncias também mostram
gue ha um menor transporte de insulina periférica para o encéfalo nessas condicoes.

Isso é sustentado por estudos que mostram que o consumo de dietas hiperlipidicas re-
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duz o transporte de insulina periférica e sua captacdo para o encéfalo (Kloppenborg et
al, 2008; Plum et al, 2006; Stockhorst et al, 2004). Segundo esses estudos, 0s neuro-
nios tornar-se-iam menos capazes de utilizar a glicose, resultando em interrup¢cdes no
transporte e na liberagdo de neurotransmissores. Esse disturbio celular é considerado
um impedimento para a transmissao neural, levando a prejuizos nas estruturas relacio-

nadas ao aprendizado e a memoria (Jurdak et al, 2008).

Da mesma forma que a insulina, a leptina apresenta funcdes importantes em re-
gides enceféalicas relacionadas ao aprendizado e a memaria (Farr et al, 2006; Gisou et
al, 2009; Marwarha et al, 2012), além dos seus conhecidos efeitos metabdlicos. Sao
encontrados receptores de leptina no hipocampo em abundancia, especialmente no giro
denteado (Harvey et al, 2006). Estudos recentes mostram ainda que a leptina regula a
excitabilidade e o disparo de neurdnios do hipocampo, e que melhora o processamento
e a retencdo da memoria quando administrada centralmente em roedores. Além disso,
roedores deficientes do receptor de leptina apresentam grandes déficits na aprendiza-
gem espacial e na memoria (Farr et al, 2006). O prejuizo da memadria encontrado em
individuos obesos poderia ser explicado pela resisténcia a leptina nesses sujeitos (Farr
et al, 2006), ja que a leptina ndo seria capaz de facilitar o processamento e a retencéo

da memobria.

Outro efeito da resisténcia a insulina e a leptina na obesidade, juntamente com as
citocinas secretadas em excesso pelo tecido adiposo, é o desencadeamento da respos-
ta inflamatoria sistémica e o crescente estresse oxidativo (E. Caballero, 2003). Juntos,
esses fendmenos aumentam a morte neuronal e colaboram para o baixo desempenho

cognitivo de individuos obesos (Parrott et al, 2007).
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Além dos prejuizos induzidos por alteracdes hormonais, dietas hiperlipidicas e hi-
percaldricas que induzem a obesidade podem alterar o comportamento cognitivo atra-
vés da diminuicdo direta da plasticidade neuronal. Em suporte a essa possibilidade, foi
encontrado em varios estudos que o consumo prolongado dessas dietas resulta em de-
clinio no aprendizado e na memoria espacial e em reducdo da expressao e sinalizacdo
do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) hipocampal (Davidson et al, 2012;
Dinel et al, 2011; Gray et al, 2006; Kanoski et al, 2011; Kanoski et al, 2010; Molteni et
al, 2002; Stranahan et al, 2008; Gordon Winocur et al, 2005a; A. Wu et al, 2003). Exis-
tem também evidéncias da relacdo entre declinio cognitivo, resisténcia a insulina e a
leptina e reducdo da expressao e da sinalizacdo de BDNF no SNC (Cai et al, 2012;

Kohjima et al, 2010; Stranahan et al, 2008).

1.4. OBESIDADE MATERNA E SAUDE DA PROLE

Mulheres tendem a ter IMC mais alto do que os homens e isto parece estar rela-
cionado com a maior deposicdo corporal de tecido adiposo que a de tecido magro me-
tabolicamente ativo (Lee et al, 2013; Organization, 2013). Além disso, um estudo mos-
trou que mais de 50% das mulheres ndo gravidas em idade fértil (entre 20 e 39 anos de
idade) estdo com sobrepeso e obesidade e mais de 30% das meninas (entre 12 e 19
anos de idade) tém o risco de j4 apresentarem sobrepeso e obesidade (Ogden et al,
2006). Estes resultados indicam que o numero de criancas nascidas de maes obesas

tende a aumentar durante os proximos anos.
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A obesidade materna tornou-se o distarbio mais comum na gravidez (Sebire et al,
2001). Na ultima década, a ocorréncia de obesidade durante a gestacdo aumentou de
70 a 100%, repercutindo em quase todas as complicacbes maternas e fetais (Katarina

Melzer et al, 2010b; Ogden et al, 2006).

Existem estudos que indicam que em mulheres magras, quando gravidas, 0s aci-
dos graxos necessarios para o crescimento fetal sdo facilmente armazenados e mobili-
zados em um depdésito de gordura na parte inferior do corpo (Jarvie et al, 2010; Jensen,
2008; Snijder et al, 2005). Enquanto isso, nas mulheres obesas, jA ha um excesso de
gordura nesta regido, e ha uma preferéncia de estocagem desta gordura extra na parte
central do corpo. Nesse lugar, os acidos graxos tornam-se lipotoxicos, provocando a
disfuncédo endotelial materna, a reducdo na invasao trofoblastica e o prejuizo no meta-
bolismo e na funcdo da placenta (Jarvie et al, 2010). Com a obesidade gestacional,
também surgem maiores riscos de alteracdes metabolicas adversas, como diabetes tipo
II, além de pré-eclampsia e complicac6es do parto (Guelinckx et al, 2008; Huda et al,
2010; Khashan et al, 2009; King, 2006; K. Melzer et al, 2010a; Katarina Melzer et al,

2010b; Seabra et al, 2011; Sebire et al, 2001).

Além das graves complicacfes na saude materna ao longo da gestacao, a obesi-
dade durante a gravidez também aumenta as chances de distarbios em curto e longo-
prazo na saude fetal, como anormalidades congénitas, altera¢cdes no tamanho e no pe-
so corporal, parto prematuro, risco de obesidade e sindrome metabdlica (Callaway et al,
2006; Chang et al, 2008; Crozier et al, 2010; Guelinckx et al, 2008; Heerwagen et al,
2010; Howie et al, 2009; Huda et al, 2010; Jarvie et al, 2010; Khashan et al, 2009;

McGuire et al, 2010; K. Melzer et al, 2010a; Katarina Melzer et al, 2010b; Mitra et al,
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2009; Ruager-Martin et al, 2010; Siega-Riz et al, 2006; Srinivasan et al, 2006; Stothard
et al, 2009; Tozuka et al, 2010; Tozuka et al, 2009; Vasudevan et al, 2011). Essas nu-
merosas evidéncias propdem a existéncia de um ciclo de obesidade entre geracoes,
sugerindo-se que a exposi¢cdo a um ambiente com excesso de nutrientes durante o pe-
riodo pré-natal programe o desenvolvimento de obesidade e sindrome metabdlica na
infancia e na idade adulta da prole (Barker, 2007; Desai et al, 2013; I. Caroline McMillen
et al, 2009; Symonds et al, 2013; Wang, 2013), sendo a insulina e a leptina e suas re-
sisténcias as principais protagonistas na modulacdo dessa programacao (Ahlsson et al,
2012; Catalano, 2010; Catalano et al, 2003; I. C. McMillen et al, 2004; Tessier et al,

2013).

Estudos adicionais em animais indicam que a prole de fémeas obesas apresenta
anormalidades no neurodesenvolvimento (Tozuka et al, 2010; Tozuka et al, 2009). A
obesidade materna pode alterar a sensibilidade do hipotalamo a leptina, e modificar a
expressdo de peptideos que atuam na regulacdo do apetite, induzindo a prole a desen-
volver alteracdes no comportamento alimentar e obesidade (Bentham et al, 2010; Chen
et al, 2008; Crozier et al, 2010; Ikenasio-Thorpe et al, 2007; Page et al, 2009; Rajia et
al, 2010b; Tamashiro et al, 2009; Q. Wu et al, 2006). Além disso, a prole de maes obe-
sas ou que ingerem dietas hipercaléricas apresentam alteracdes na sinalizacdo e na
producdo de BDNF e na neurogénese hipocampal (Bilbo et al, 2010; Niculescu et al,
2009; Tozuka et al, 2010; Walker et al, 2008), reducédo da capacidade de aprendizado
espacial (Tozuka et al, 2009; White et al, 2010) e aumento na sinalizacdo inflamatéria e

no estresse oxidativo hipocampal e cortical (Bilbo et al, 2010; White et al, 2009).

1.5.INDUCAO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE EM ANIMAIS
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Existe uma rica variedade de modelos que induzem obesidade em animais. Os
modelos genéticos de obesidade, como os camundongos ob/ob, db/db e Agouti amare-
lo e os ratos fa/fa Zucker contribuem para o conhecimento das anormalidades genéticas
envolvidas no controle da homeostase energética (Sampey et al, 2011). Outras investi-
gacOes baseiam-se em lesdes em regides especificas do SNC, como no nucleo ven-
tromedial do hipotalamo, induzindo hiperfagia (Peters et al, 2007). Entretanto, os mode-
los que mais se assemelham a principal causa da obesidade humana s&o os de obesi-
dade exdgena, onde é oferecido ao animal um maior aporte calérico, através de dietas
com sobrecarga de carboidratos e/ou de gordura, isoladamente ou em associacéo

(Cesaretti et al, 2006; Sampey et al, 2011).

Estudos que usam a inducdo de obesidade atraves da dieta de cafeteria tém sido
cada vez mais documentados. Essa dieta reflete a variedade de alimentos palataveis e
hipercaloricos, compostos por niveis expressivos de carboidratos e lipideos, que séo
prevalentes atualmente nas sociedades urbanas e que estdo associados a pandemia
da obesidade (Cesaretti et al, 2006; Sampey et al, 2011; Sclafani et al, 1976). A dieta
de cafeteria € uma dieta que faz com que os animais substituam gradativamente a in-
gestdo da dieta padrdo, composta de agua e racao, por essa dieta, em que a racao pa-
drédo sdo associadas substancias altamente caldricas, como bacon ou banha, casta-
nhas, leite condensado, refrigerantes, chocolate, amendoim e guloseimas, os quais va-
riam de acordo com os diferentes grupos de pesquisa (De Schepper et al, 2000). Essa
dieta produz aumento da ingestao caldrica, incremento de peso corporal total, aumento
significante na quantidade de gordura visceral, resisténcia a insulina, hiperleptinemia e

alteracbes no metabolismo da glicose e de lipideos (Bailey et al, 1986; Goularte et al,
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2012; Prada et al, 2005; Prats et al, 1989; Rothwell et al, 1979; Weisberg et al, 2003;
Zhou et al, 1998). A ingestdo da dieta de cafeteria por ratas prenhas produz também

um quadro semelhante ao diabetes gestacional (Holemans et al, 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

O estilo de vida da populagdo mundial atual, incluindo o das mulheres gestantes, é
muito prejudicial a saude, sendo a ingestédo alimentar inadequada um de seus principais
causadores. Além disso, existem evidéncias de que dietas compostas por niveis eleva-
dos de lipideos e/ou carboidratos contribuem para o desenvolvimento de doencas cro-
nico-degenerativas e de déficit cognitivo. Entretanto, 0s mecanismos pelos quais a obe-
sidade materna interfere na salude da prole, especificamente na memdria de longo-

prazo, ainda séo pouco claros.

Este trabalho, além de buscar evidéncias sobre os maleficios causados pela obe-
sidade materna nos perfis bioquimicos e comportamentais relacionados com o metabo-
lismo e a memodria de longo-prazo dos filhotes machos, busca saber se ha um efeito

somatorio da obesidade materna com a obesidade de seus filhotes nesses desfechos.



28

3. HIPOTESE

Com base nas evidéncias, este estudo propfe testar a hipétese de que a obesi-
dade induzida das maes causa efeitos negativos no metabolismo e na memaria de lon-
go-prazo da prole, e que os filhotes dessas méaes, que também sado induzidos a obesi-

dade, ttm um maior comprometimento nesses desfechos.



29

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Investigar as implicagbes da obesidade materna induzida pela dieta de cafeteria
sobre 0 metabolismo e a memdria de longo-prazo dos filhotes machos e a possivel so-
macao dos efeitos da obesidade materna com a obesidade dos filhotes nesses desfe-

chos.

4.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar se a obesidade induzida pela dieta de cafeteria em ratas Wistar
causa efeitos deletérios no metabolismo de seus filhotes machos, e se a
ingestdo de dieta de cafeteria pelos filhotes pode intensificar esses efeitos,
através da analise da evolucdo do peso corporal e da ingestao alimentar,
durante todo o experimento, e do peso dos Orgaos e de dosagens circu-
lantes de glicose, colesterol total, triglicerideos, insulina, leptina, no perio-
do da puberdade e da idade adulta.

b) Investigar se a obesidade induzida pela dieta de cafeteria em ratas Wistar
causa em efeitos negativos na memoria de longo-prazo de seus filhotes
machos, e se a ingestdo de dieta de cafeteria pelos filhotes poderia inten-
sificar esses efeitos através de analises comportamentais de aprendizado

e memoria no periodo da puberdade e na idade adulta.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. DELINEAMENTO

Estudo experimental em animais.

5.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos (n=20) e fémeas (n=44) da espécie Rattus norve-
gicus (Berkenhout, 1769), da variedade Wistar, provenientes do Biotério Central do Cen-
tro de Reproducéo e Experimentagdo de Animais de Laboratorio (CREAL) do Instituto de
Ciéncias Béasicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS).

5.3. CONDICOES AMBIENTAIS

Os animais permaneceram nos biotérios setoriais do CREAL/ICBS/UFRGS, em
ambiente com controle de temperatura (20°C a 24°C) e luminosidade (12h claro e 12h

escuro). Os animais foram acomodados em 4 por caixa, separados por sexo.

5.4. TRATAMENTOS

5.4.1. Dieta padrao

A dieta padrao foi ofertada ad libitum todos os dias aos grupos controle, sendo
composta por agua e racdo padrdo de biotério. A composic¢ao nutricional da racdo pa-

drdo encontra-se na Tabela 1.

5.4.2. Dieta de cafeteria
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A dieta de cafeteria foi ofertada ad libitum todos os dias aos grupos de cafeteria,
além de também receberem dieta padrédo ad libitum. Os itens eram apresentados em 3
dias alternados, nomeados A, B e C, para ocorrer variagcao alimentar a cada dia. Nos
dias A, foram ofertados os seguintes itens: racao padrdo de biotério, salame, pdo bis-
naguinha, salgadinho Yokitos sabor queijo, bala Deliket Jelly Bean, 4gua e refrigerante.
Nos dias B, foram ofertados: racao padrao de biotério, linguica defumada, bolo de cho-
colate, biscoito doce Maisena, marshmallow sabor baunilha, 4gua e refrigerante. Nos
dias C, foram apresentados os itens: racao padrédo de biotério, presunto gordo com ca-
pa de gordura, salgadinho Fritello, biscoito waffer sabor chocolate, bala de goma Go-
mets, agua e refrigerante. Se no dia posterior a oferta ndo houvessem sobras de algum
item, a oferta desse item era aumentada no proximo dia correspondente. A composicao

nutricional dos alimentos que compuseram a dieta de cafeteria encontra-se na Tabela

1.
Alimento Energia Carboidratos Proteinas Lipideos Sdadio
(kJ/1009) (g/1009) (g/100g) (g/100g) (mg/1009)
Racéo de biotério (Nuvilab® CR-1, Brasil) 1234 55 22 4 270
Salame (Majestade®, Brasil) 1414 0 32 24 1248
Pao bisnaguinha (Seven Boys®, Brasil) 1234 53 9 4 470
Salgadinho Yokitos Queijo (Yoki®, Brasil) 2008 60 6 24 1104
Bala Deliket (Dori Alimentos®, Brasil) 1590 95 0 0 20
Linguica defumada (Perdigdo®, Brasil) 1331 1 18 32 1573
Bolo de chocolate (Nutrella®, Brasil) 1360 50 5 12 618
Biscoito doce Maizena (Isabela®, Brasil) 1799 73 7 12 433
Marshmallow baunilha (Fini®, Brasil) 1423 80 5 0 46
Presunto gordo (Sadia®, Brasil) 649 0 17 9 833
Salgadinho Fritello (Pavioli®, Brasil) 2125 52 8 29 640
Biscoito waffer (Bauducco®, Brasil) 2176 63 5 27 113
Bala Gomets (Dori Alimentos®, Brasil) 1506 90 0 50
Refrigerante (Coca-Cola ®, Brasil) 178 11 0 5
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Tabela 1. Composicao nutricional dos alimentos oferecidos na dieta de cafeteria.

5.5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ao chegarem do Biotério Central do CREAL/UFRGS, 44 ratas Wistar com 21 dias
de vida, correspondente ao seu desmame, foram pesadas e separadas aleatoriamen-
te, permanecendo 4 animais por caixa. Esses animais foram divididos em dois grupos
de tratamento: CON (n=20), que receberam apenas dieta padrdo desde o seu desma-
me até o desmame de seus filhotes, e CAF (n=24), que receberam dieta de cafeteria e

dieta padréo desde o seu desmame até o desmame de seus filhotes.

Aos 120 dias de vida dessas fémeas, iniciou-se a verificacdo do ciclo estral, atra-
vés do esfregaco vaginal. A coleta de material deu-se com auxilio de um conta-gotas
contendo solucéo salina 70%. O epitélio vaginal da fémea foi lavado com a solucéo, e
a secrec¢dao coletada foi imediatamente analisada ao microscopio 6ptico, determinando-

se a fase do ciclo estral em que o animal se encontrava.

As fémeas que se apresentavam na fase do proestro foram individualmente aco-
modadas em caixas com um macho (n=10), alimentado com dieta padrédo e sexual-
mente apto, na seguinte fase escura do biotério (17h). Se a fémeas apresentavam pos-
tura de lordose com a presenca do macho, eram consideradas sexualmente receptivas
e os dois animais pernoitavam juntos. Na manha seguinte, era feito novamente o es-
fregaco vaginal, e, se encontrados espermatozoides ou tampao vaginal, as fémeas e-
ram consideradas possiveis prenhas. Dezoito dias apds a copula, as fémeas eram co-
locadas em caixas individualizadas para construir seu ninho e parir a ninhada. Se, 25

dias a apés coépula, alguma fémea ainda ndo houvesse parido, considerava-se fracas-
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so de prenhez. A duracéo da gestacgdo foi igual entre os grupos, assim como o niumero

de filhotes nascidos de cada rata (dados ndo mostrados).

O tratamento com as diferentes dietas durou 21 semanas antes de as ratas em-
prenharem, permanecendo durante as semanas de gestacao e lactacdo e terminando
na faixa de 210 dias de idade, correspondente ao primeiro dia apés o desmame das
ninhadas. Portanto, o tratamento durou em torno de 27 semanas ou 189 dias. A idade
ndo esta precisamente determinada devido as diferentes datas de confirmacao de pre-

nhez e de parto entre os animais.

Apos o desmame da prole dessas fémeas, seus filhotes machos foram aleatoria-
mente divididos em 4 grupos: CON-CON (n=36), filhotes de mdes CON que também
receberam apenas dieta padrdao apés o desmame; CON-CAF (n=38), filhotes de maes
CON que receberam dieta de cafeteria apdés o desmame; CAF-CON (n=46), filhotes de
méaes CAF que receberam apenas dieta padrdo apés o desmame; CAF-CAF
(n=39),filhotes de maes CAF que também receberam dieta de cafeteria apés o des-
mame. Na maioria dos graficos que ilustram os resultados desta Dissertacdo, 0s gru-
pos de filhotes estdo divididos em CON e CAF, que receberam, respectivamente, ape-
nas dieta padrdo e dieta de cafeteria desde o seu desmame. Nesses mesmos graficos,
as maes estdo divididas em CON e CAF, recebendo, respectivamente, apenas dieta
padrao e dieta de cafeteria desde o seu desmame até o desmame de seus filhotes. As

ratas fémeas das ninhadas foram destinadas a outro projeto de pesquisa.

A partir do 16° dia de lactacéo até o dia posterior ao desmame de sua ninhada, as

maes CAF que tiveram seus filhotes selecionados para o grupo CAF-CON receberam
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dieta padrédo a fim de evitar que os filhotes tivessem acesso a dieta de cafeteria, con-
forme mencionado em trabalhos de Tozuka e colaboradores (Tozuka et al, 2010;

Tozuka et al, 2009).

Na manha ap6s o desmame de seus filhotes, todas as mades CON e CAF foram
decapitadas, o soro, plasma e encéfalo inteiro coletados e os tecidos adiposos visceral

e retroperitoneal pesados.

Ao completarem 30 dias de vida, correspondendo a puberdade e a 9 dias de tra-
tamento com as dietas, um quarto dos filhotes machos dos grupos CON-CON (n=8),
CON-CAF (n=8), CAF-CON (n=9) e CAF-CAF (n=9) foi decapitado, sendo coletados
soro, plasma, hipotalamo e hipocampo e pesados tecido adiposo visceral (inguinal e
perigonadal) e retroperitoneal. Outro quarto dos filhotes machos dos grupos CON-CON
(n=9), CON-CAF (n=9), CAF-CON (n=10) e CAF-CAF (n=9) foi analisado em tarefas

comportamentais de exploracdo, ansiedade e memdria de longo-prazo.

A metade restante dos filhotes machos seguiu no tratamento de seus grupos ex-
perimentais até os 120 dias de vida, correspondendo a idade adulta e a 14 semanas
ou 99 dias de tratamento. Ao completarem essa idade, um quarto dos filhotes machos
dos grupos CON-CON (n=8), CON-CAF (n=8), CAF-CON (n=12) e CAF-CAF (n=9) foi
decapitado, sendo coletados soro, plasma, hipotalamo e hipocampo e pesados tecido
adiposo visceral (inguinal e perigonadal) e retroperitoneal. Outro quarto dos filhotes
machos dos grupos CON-CON (n=10), CON-CAF (n=13), CAF-CON (n=15) e CAF-
CAF (n=12) foi analisado em tarefas comportamentais de exploracdo, ansiedade e

memodria de longo-prazo. Esta descricdo pode ser analisada abaixo (Figura 1).
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Figura 1: Desenho experimental

5.6.INGESTAO ALIMENTAR

A ingestéo alimentar das maes foi registrada durante todo o periodo, do inicio (21

dias de vida) do tratamento até a confirmacdo de prenhez (faixa dos170 dias de vida).

Ja o registro da ingestdo dos filhotes iniciou na 52 semana de tratamento (49 dias de

vida) perdurando até o final do tratamento (120 dias de vida), sendo realizado a cada

dois dias. A avaliacdo do consumo deu-se por meio da pesagem das quantidades ofer-

tadas e restantes de cada item das dietas padréo e cafeteria. O valor calérico consumi-

do foi avaliado com base na composi¢ao nutricional dos itens (Tabela 1). Os resultados

obtidos foram expressos como consumo semanal. Nesta Dissertacdo, foram apresenta-

dos apenas os resultados de ingestédo dos filhotes.
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5.7.PESO CORPORAL

Tanto as mées como os filhotes machos foram pesados uma vez por semana,
com o peso representado em gramas. Os resultados obtidos foram mostrados como o
peso no dia do desmame e no dia das decapitacdes e, também, como a evolucdo do

peso semanal.

5.8. DECAPITACAO, COLETA DE AMOSTRAS E PESAGEM DE TECIDOS

ApOs 12h a 14h de jejum, os animais foram mortos individualmente por meio de
decapitacdo em guilhotina, em uma sala adequada para o procedimento, separada de
onde se encontravam o0s outros ratos. A decapitacdo ocorreu sempre entre as 8h30min

e 12h.

O encéfalo inteiro das mées foi coletado, rapidamente congelado em isopentano
e acondicionado em plastico parafilm e papel aluminio no gelo seco até ser levado ao
freezer -80°C. O hipotalamo e o hipocampo dos filhotes machos, tanto puberes quanto
adultos, foram dissecados e acondicionados em microtubos no gelo seco até serem
levados ao freezer -80°C. Nao houve nenhuma analise bioquimica realizada e nenhum

resultado obtido até o momento com esses materiais biologicos.

O sangue das mées e dos filhotes machos puberes e adultos foi coletado para
obtencado de soro e plasma sanguineo por meio de centrifugacédo. Os tubos de ensaio
para obtencdo do plasma das maes e dos filhotes adultos receberam 45uL de &cido

etilenodiaminotetracético (EDTA) e os tubos para obtencédo do plasma dos filhotes ma-
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chos puberes receberam 11,5uL de EDTA. Apds a coleta do sangue, os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a 2.000 RCF (Forca Centrifuga Relativa), a 4°C. O sobre-
nadante correspondente ao plasma foi distribuido em microtubos, que foram acondicio-
nados no gelo seco até serem levados ao freezer -80°C, onde permaneceram até o dia
das analises. Os tubos para obtencéo do soro das maes, dos filhotes adultos e dos fi-
Ihotes puberes, apds a coleta de sangue, foram deixados em decantacdo em tempera-
tura ambiente por, no minimo 30 minutos e, no maximo, 120 minutos. Ao completar es-
se tempo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 2.000 RCF a 4°C. O sobrena-
dante correspondente ao soro foi distribuido em microtubos, que foram acondicionados
no gelo seco até serem levados ao freezer -80°C, onde permaneceram até o dia das

analises.

Os tecidos adiposos visceral e retroperitoneal, tanto das maes, quanto dos filho-
tes machos puberes e adultos, foram dissecados seguindo a sequéncia descrita a se-
guir. O tecido adiposo visceral foi dissecado através da separacao do tecido adiposo ao
redor do estbmago, do baco, do pancreas, do intestino delgado e grosso e do aparelho
reprodutor. Ja o tecido adiposo retroperitoneal correspondeu a gordura ao redor e abai-
X0 dos rins. Os tecidos citados foram pesados logo apds sua dissecacdo em balanca

com precisao de 3 casas decimais e, entdo, descartados.

5.9. ANALISES BIOQUIMICAS

As concentracfes séricas de colesterol total, triglicerideos e glicose foram quanti-

ficadas pelo método colorimétrico, utilizando-se reagentes dos respectivos kits comerci-



38

ais: Colesterol Liquiform, Triglicérides Liquiform e Glicose PAP Liquiform, todos da mar-
ca Labitest®, Minas Gerais, Brasil. As concentragfes séricas de insulina e as plasmati-
cas de leptina foram quantificadas pelo Ensaio Imunoabsorbante por Enzima Ligada
(ELISA), utilizando-se reagentes dos respectivos kits comerciais: Rat/Mouse Insulin
ELISA Kit e Rat Leptin ELISA Kit, sendo os dois da marca Millipore®, Massachusetts,

EUA. Em todas as analises, foram seguidas as instrucfes dos fabricantes.

5.10. ANALISES COMPORTAMENTAIS

Para analise de comportamentos relacionados a memoria de longo-prazo, foram
filmadas e analisadas as seguintes tarefas comportamentais dos filhotes machos pube-
res e adultos: Reconhecimento de Objetos e Esquiva Inibitéria Step-down. A fim de se-
rem excluidos possiveis fatores falsos positivos e/ou negativos que mascaram os resul-
tados mnemonicos, foram realizadas duas tarefas comportamentais complementares
(Quillfeldt, 2010): Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado, os quais revelam com-
portamentos relacionados a exploracdo e a ansiedade.

A sequéncia de tarefas comportamentais, representada na Figura 2, foi estabe-
lecida seguindo uma ordem crescente de complexidade e exposicdo do animal a inter-
vencBes ambientais, de modo que uma tarefa ndo interferisse na analise das outras
tarefas. Os primeiros comportamentos registrados foram de exploracdo e ansiedade no
Campo Aberto. Passadas 24h, foi registrado o treino da tarefa de Reconhecimento de
Objetos e, apds 24h, filmou-se o teste dessa tarefa. ApGs 48h, registrou-se o animal em

exposicao a tarefa do Labirinto em Cruz Elevado. Passadas 48h, o animal foi filmado
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sendo habituado na Esquiva Inibitéria; apds 24h, realizou-se o treino dessa tarefa e,
24h depois, realizou-se o teste. Maiores detalhes sobre as tarefas comportamentais s&o

descritos a seguir (Figura 2).

Tarefa 2 Tarefa 3
Tarefa 1 — —_— Tarefa4
Reconhecimento de Labirinto em .
Campo Aberto . Esquiva Inibitoria
objetos Cruz Elevado
5’ho campo Treino: Teste: Treino: Teste: até
aberto = 5'no campo 5'no campo , - Habituagao: choque descerou
. . 57no labirinto , . . =
Habituagéono abertocom2 aberto com2 5'naesquiva quando até S'sem
i ; : em cruz
reconhecimento objetos objetos semchoque descercom choque
de objetos iguais diferentes 4 patas
24h 24h 48h 48h 24h 24h

Figura 2: Sequéncia de tarefas comportamentais.

5.10.1. Comportamentos relacionados a Exploracéo e a Ansiedade
5.10.1.1. Tarefa de Campo Aberto

A tarefa do campo aberto foi desenvolvida para medir respostas comportamentais
como a atividade motora, hiperatividade e comportamentos exploratérios (Tremml,
1998). A interpretacdo da atividade locomotora centra-se principalmente no medo e na
exploracéo, pois ambos 0s comportamentos motivam a atividade do animal (Markel et
al, 1989). Sendo assim, o Campo Aberto também pode ser utilizado, secundariamente,

como uma medida de ansiedade (Belzung et al, 2003).

Os filhotes machos puberes, aos 30 dias de vida, e os adultos, aos 120 dias de vi-
da, foram transferidos a sala de observacédo iluminada com luz branca duas horas antes
do inicio do teste para que houvesse habituacdo ao local. Os testes ocorreram entre

12h e 18h no ciclo claro. O Campo Aberto consiste em uma caixa de madeira medindo
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45x40x60cm com a parede frontal constituida por vidro. Seu assoalho € demarcado por
trés linhas verticais e duas linhas horizontais, formando 12 quadrantes, sendo 10 perifé-
ricos e 2 centrais. Houve o cuidado para que a iluminagao na caixa fosse homogénea,
ou seja, sem a presenca de sombras no assoalho. Antes de cada animal ser colocado
no Campo Aberto, o espaco foi higienizado com alcool 70%. Individualmente, os ani-
mais foram colocados no centro do assoalho, com o corpo e a cabeca voltados para a
parede de vidro, e permaneceram no Campo Aberto durante 5 minutos. A filmagem o-

correu durante todo o tempo de exploracao.

Um observador que desconhecia os grupos dos animais (“cego”) avaliou as filma-
gens dos filhotes puberes e adultos utilizando o programa livre OpenFLD 1.0 (disponivel

em http://blog.sbnec.orq.br/2010/07/softwares-gratuitos-para-analise-do-labirinto-em-

cruz-elevado-e-campo-aberto/). A percentagem de tempo que o rato permanece nos

guadrantes periféricos ou centrais € uma forma de se avaliar o comportamento relacio-
nado a ansiedade. Mais tempo passado no centro do Campo Aberto pode indicar um
efeito ansiolitico dos tratamentos, enquanto que menos tempo no centro do Campo A-
berto pode refletir um comportamento ansioso. Quanto maiores os niveis de ansiedade,
menos frequentes sdo 0os comportamentos de locomoc¢ao, como levantamentos, estica-

das e autolimpezas.

5.10.1.2. Tarefade Labirinto em Cruz Elevado

Os filhotes machos puberes, aos 30 dias de vida, e os adultos, aos 120 dias de vi-
da, foram transferidos a sala de observacéao iluminada com luz branca duas horas antes
do inicio do teste para que houvesse habituacdo ao local. Os testes ocorreram entre

12h e 18h no ciclo claro. O Labirinto em Cruz Elevado consiste em um aparato de ma-


http://blog.sbnec.org.br/2010/07/softwares-gratuitos-para-analise-do-labirinto-em-cruz-elevado-e-campo-aberto/
http://blog.sbnec.org.br/2010/07/softwares-gratuitos-para-analise-do-labirinto-em-cruz-elevado-e-campo-aberto/
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deira elevado 50cm do solo, formado por dois bragos opostos fechados por paredes
sem cobertura e dois bracos opostos abertos. Antes de cada animal ser colocado no
labirinto, o espaco foi higienizado com &lcool 70%. Os filhotes machos puberes e adul-
tos foram colocados no quadrado central do Labirinto com o corpo e a cabeca voltados
para um dos bragos fechados e permaneceram no Labirinto durante 5 min. A filmagem

ocorreu durante todo o tempo de exploragéo.

Um observador que desconhecia os grupos dos animais (“‘cego”) avaliou as filma-
gens dos filhotes puberes e adultos utilizando o programa livre PlusMZ 1.1(disponivel

em http://blog.sbnec.orq.br/2010/07/softwares-gratuitos-para-analise-do-labirinto-em-

cruz-elevado-e-campo-aberto/). A frequéncia de entradas e o0 tempo gasto em cada tipo
de braco (abertos ou fechados), e a frequéncia de levantamentos, esticadas, autolimpe-
zas e mergulhos com a cabeca foram analisados. Habitualmente, o animal explora os
dois tipos de braco, mas entra mais e permanece mais tempo nos bracos fechados.
Considera-se a porcentagem da preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos bracos a-
bertos e pelos fechados um indice fidedigno de ansiedade; quanto maiores os niveis de
ansiedade, menor a porcentagem de entradas nos bracos abertos e de tempo gasto
nos mesmos e vice-e-versa (Morato, 2006). Um nimero maior de entradas nos bracos
esta também relacionado com uma atividade locomotora aumentada. Além disso, quan-
to maior a ansiedade, menos frequentes sdo os comportamentos de mobilidade, como

levantamentos, esticadas, autolimpezas e mergulhos com a cabeca.

5.10.2. Comportamentos relacionados a Memoéria de Longo-Prazo


http://blog.sbnec.org.br/2010/07/softwares-gratuitos-para-analise-do-labirinto-em-cruz-elevado-e-campo-aberto/
http://blog.sbnec.org.br/2010/07/softwares-gratuitos-para-analise-do-labirinto-em-cruz-elevado-e-campo-aberto/
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5.10.2.1. Tarefa de Reconhecimento de Objetos

Os filhotes machos puberes, aos 30 dias de vida, e os adultos, aos 120 dias de vi-
da, foram transferidos a sala de observacao iluminada com luz branca 2 horas antes do
inicio do teste para que houvesse habituacdo ao local. Os testes ocorreram entre 12h e
18h no ciclo claro. Essa tarefa foi realizada na mesma caixa de madeira onde ocorreu a
tarefa do Campo Aberto, que serviu de habituacao a tarefa de Reconhecimento de Ob-
jetos. ApOs 24h da habituacao, foi realizada a sessao treino, que consistiu em colocar
dois objetos idénticos (duas garrafas azuis de vidro ou duas latas vermelhas de alumi-
nio) no assoalho da caixa, equidistantes em relacéo as paredes, e 0os animais puderam
explora-los individualmente durante 5 min. Passadas 24h, ocorreu a sesséo teste, na
gual o animal foi colocado novamente na mesma caixa, porém um dos objetos familia-
res utilizados na sessao do treino foi substituido por um objeto novo, diferente do famili-
ar (garrafa ou lata), tomando-se o cuidado para que os dois objetos ocupassem exata-
mente 0 mesmo espaco da sessao anterior. Os animais permaneceram na caixa por 5
minutos. Metade dos animais foi treinada com duas latas e testada com a garrafa, e, a
outra metade, treinada com duas garrafas e testada com a lata. Houve o cuidado para
gue a iluminacdo na caixa fosse homogénea, ou seja, sem a presenca de sombras no
assoalho e, antes de cada animal ser colocado na caixa, esta foi higienizada com alcool
70%. Tanto nos dias de treino quanto nos dias de teste, o animal foi colocado no meio
da caixa, com a cabeca e o corpo voltados para a parede de vidro, de costas para 0s
objetos. Considerou-se exploracdo do objeto o cheirar ou o tocar com as vibrissas no

objeto. A filmagem ocorreu durante todo o tempo de exploracao.
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Para analise dos videos, foi utilizado o OpenFLD 1.0, mesmo programa com que
se analisou os videos da tarefa de Campo Aberto. Foram adaptadas algumas fun¢des
do programa para que, através da analise de um observador que desconhecia os gru-
pos dos animais e o tipo de objeto familiar (“cego”), fosse contabilizado o tempo de ex-
ploracdo em cada objeto, tanto na sessao do treino, quanto na sessao do teste.Um in-
dice de preferéncia,que consiste na razao entre o tempo gasto na exploracéo de qual-
guer um dos objetos, na sessao de treino, ou do objeto novo, na sessao de teste, sobre
0 tempo total gasto explorando ambos os objetos, foi utilizado como uma medida de
memoria de reconhecimento. Assim, a propor¢cdo do tempo total que o animal gastou
investigando o objeto novo € o indice de Reconhecimento, expresso pela formula
Tn/(Te+Ty), sendo “Tn” 0 tempo gasto explorando o objeto da esquerda, na sessao de
treino, ou o0 objeto novo, na sessédo de teste, e “T¢” 0 tempo gasto explorando o objeto
da direita, na sessdo de treino, ou objeto familiar, na sessdo de teste(McGaugh et al,
2000). E considerado como um indice de meméria para a tarefa o aumento significativo

no tempo de exploracao do objeto novo em relacéo ao objeto familiar.

5.10.2.2. Tarefa de Esquiva Inibitoria Step-Down

Os filhotes machos puberes, aos 30 dias de vida, e os adultos, aos 120 dias de vi-
da, foram transferidos a sala de observacéao iluminada com luz branca 2 horas antes do
inicio do teste para que houvesse habituacdo ao local. Os testes ocorreram entre 12h e
18h, no ciclo claro. Essa tarefa foi realizada em uma caixa de vidro de 50x25x25cm, em
cuja extremidade esquerda encontra-se uma plataforma de vidro de 8cm de largura e
25cm de comprimento, situada a 5 cm do chao da caixa. No restante da caixa, 0 assoa-

Iho é formado por uma grade de barras metalicas, apresentando 0,1cm de diametro e
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se encontram separadas umas das outras por um espaco de 1 cm. Na sessao de habi-
tuagéo, os ratos foram colocados individualmente sobre a plataforma e puderam explo-
rar a caixa durante 5 min. Na sesséo de treino, 24h ap6s a habituacdo, os animais fo-
ram colocados da mesma forma sobre a plataforma, e, ao descerem dela, apoiando as
guatro patas na grade, receberam um choque com duracdo de 2s, de intensidade
0,2mA, se filhotes na puberdade, ou 0,8mA, se filhotes na idade adulta, sendo retirados
da caixa imediatamente apds o choque. Todos os animais desceram da plataforma até
os 30 segundos iniciais da sessao de treino. Na sessao de teste, 24h pds-treino, os
procedimentos foram iguais aqueles da sesséo de treino, exceto pela omissao do cho-
gue ao descer da plataforma, e 0s animais permaneceram na caixa até que descessem,
ou até completar 300s (ou 5 min) de exposicdo. Em todas as sessdes, antes de cada
animal ser colocado na caixa, a caixa foi higienizada com alcool 70%, e a filmagem o-

correu durante todo o tempo de exploracao.

Um observador que desconhecia os grupos dos animais (“cego”) avaliou as filma-
gens dos filhotes puberes e adultos utilizando cronémetro. A diferenca entre a laténcia
de descida da plataforma na sessao teste e na sessao treino foi tomada como medida

da memoaria (Quillfeldt, 2010).

5.11. ANALISE ESTATISTICA

Para comparacdo de um fator entre dois grupos com distribuicdo paramétrica dos
dados, utilizou-se o teste estatistico t de Student. Para a avaliacdo dos efeito da dieta

dos filhotes e da dieta das mées e a interagéo entre eles, utilizou-se o teste de analise
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de variancia (ANOVA) de duas vias com pos-teste de Bonferroni. Para avaliagdo do e-
feito do tempo, do tratamento das méaes e do tratamento dos filhotes sobre a evolugéo
do peso corporal e da ingestdo calorica, assim como a interacdo entre tempo e trata-
mento sobre a variavel estudada, utilizou-se o teste de analise multivariada (MANOVA)
de medidas repetidas. Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média

(E.P.M.).

Os dados referentes aos indices de Reconhecimento de Objetos e as laténcias de
descida da plataforma na Esquiva Inibitoria e aos comportamentos expressos no Labi-
rinto em Cruz Elevado e no Campo Aberto foram expressos em mediana + intervalos
interquartis. Primeiramente, necessitaram passar por um teste de normalidade (teste de
Kolmorgorov-Smirnov). Constatando a existéncia de dados ndo-paramétricos, as dife-
rencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de
Dunn. A comparacao entre treino e teste dentro de um mesmo grupo nas tarefas de

Reconhecimento de Objetos e Esquiva Inibitéria foi feita com o teste Wilcoxon.

Em todos os casos, as diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo dos programas Gra-
phPad Prism® 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California, EUA) e
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)® 19.0 para Windows (SPSS Inc.,

IBM Company, Chicago, EUA).
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5.12. DESCARTE DOS RESIDUOS

Os residuos biolégicos (carcacas e tecidos dos animais) foram acondicionados em
sacos plasticos de coloragdo branca, identificados, congelados e enviados ao Biotério

Central do CREAL/UFRGS.

Os residuos quimicos foram separados, identificados e armazenados em galdes
e, posteriormente, enviados ao CGTRQ (Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos

Quimicos) do Instituto de Quimica/UFRGS.

5.13. ETICA

Todos os experimentos envolvendo os animais foram realizados de acordo com o
Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do National Institutes of Health
(NIH) e ap6s a aprovacdo da Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA — projeto

21224).

5.14. APOIO FINANCEIRO

Este trabalho recebeu apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifi-
co e Tecnologico (CNPq), através de uma bolsa de Mestrado, e da Pré-Reitoria de Pés-
Graduacao da UFRGS e da Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Su-
perior (CAPES), através da compra dos alimentos da dieta padréo e de cafeteria, kits e

equipamentos para andlises bioquimicas e comportamentais (recursos PROAP).
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5.15. LOCAL E INSTALACOES PARA O DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

A pesquisa até a morte dos animais foi realizada no Laboratério de Neuroendo-
crinologia do Comportamento (Laboratério 11), Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rua Sarmento Leite, 500, Bairro Centro,
Porto Alegre/RS. As andlises bioquimicas ocorreram no Laboratorio de Pediatria Trans-
lacional (LPT), Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rua Ramiro Barcelos, 2350, Largo
Eduardo Zaccaro Faraco, Bairro Santana, Porto Alegre/RS. Esses laboratorios possui-
am as condicdes necessarias para o desenvolvimento dos métodos de pesquisa usados

neste trabalho.
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6. RESULTADOS

6.1. EFEITOS DA DIETA DE CAFETERIA NO METABOLISMO DAS MAES

As fémeas destinadas a serem as maes dos filhotes machos objetos de estudo
foram recebidas do Biotério Central do CREAL/UFRGS no dia do seu desmame, aos 21
dias de idade, correspondendo ao primeiro dia de tratamento com as diferentes dietas.
O tratamento durou 21 semanas antes de emprenharem, permaneceu durante as se-
manas de gestacéo e lactacédo e terminou na faixa de 210 dias de idade, corresponden-
te ao primeiro dia apds o desmame das ninhadas. A idade ndo esta precisamente de-
terminada devido as diferentes datas de confirmacdo de prenhez e de parto entre os

animais.

Para a confirmacdo de que a dieta de cafeteria induziu obesidade nas maes, fo-
ram avaliados peso corporal, peso do tecido adiposo, perfil lipidico, glicemia, insuline-

mia e leptinemia desses animais.

6.1.1. Peso corporal

As fémeas iniciaram o tratamento aos 21 dias de idade, com pesos corporais i-
guais (P=0,7708;Figura 3a). Na faixa de 210 dias de vida, as mades CAF apresentavam

peso corporal significativamente maior do que as maes CON (P=0,0150;Figura 3b).
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Figura 3: Peso corporal das mées no primeiro e no ultimo dia do tratamento. Dados expressos em
média + E.P.M. a) Peso corporal no dia do desmame, aos 21 dias de vida; CON (controle, n=19) e CAF
(cafeteria, n=23). b) Peso corporal na faixa de 210 dias de vida; CON (n=15) e CAF (n=9). No ultimo dia
de tratamento, o peso corporal das maes CAF foi significativamente maior (*P<0,05) do que o das mées
CON pelo Teste t de Student.

A evolucdo do peso corporal das maes antes de emprenharem teve influéncia
significativa da interacéo entre tempo e tipo de tratamento (P<0,05; Figura 4a), assim
como sofreu influéncia significativa somente do tipo de tratamento (P=0,0102) e somen-
te do tempo (P<0,05). Durante a prenhez, a evolucéo do peso corporal das méaes sofreu
influéncia significativa do tipo de tratamento (P=0,0002; Figura 4b) e do tempo (P<0,05)
separadamente, porém nao houve interacdo entre tempo e tratamento (P=0,5415).A
partir da 122 semana de tratamento, as maes CAF apresentaram peso corporal signifi-
cativamente maior do que as maes CON e assim permaneceram durante toda a gesta-

céo (P<0,05).
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Figura 4: Evolugado do peso corporal das maes durante o tratamento. Dados expressos em média +
E.P.M. a) Peso corporal durante as 18 semanas de tratamento, antes do acasalamento e da prenhez;
CON (controle, n=16) e CAF (cafeteria, n=18). b) Peso corporal durante a gestacdo, apresentado em um
intervalo de 4 dias (o tratamento com as diferentes dietas continuou durante a gestacéo); CON (n=11) e
CAF (n=11). O peso das mdes CAF mostrou-se significativamente maior (*P<0,05) do que o das mées
CON a partir da 122 semana de tratamento antes da gestacdo e assim permaneceu até o final do periodo
gestacional (*P<0,05) pela ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguido de pds-teste de Bonfer-
roni.

6.1.2. Peso do tecido adiposo

Ao final do tratamento, o peso do tecido adiposo visceral das fémeas CAF apre-
sentou-se significativamente maior (P=0,0024; Figura 5a)do que o das fémeas CON.
Da mesma forma, o peso do tecido adiposo retroperitoneal mostrou-se maior nas fé-

meas CAF (P=0,0051; Figura 5b) do que no das fémeas CON.
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Figura 5: Peso do tecido adiposo das mées ao final do tratamento. Dados expressos em média +
E.P. Os valores sdo expressos como peso do tecido adiposo/peso corporal total. a) Peso do tecido adipo-
so visceral; CON (controle, n=14) e CAF (cafeteria, n=7). b) Peso do tecido adiposo retroperitoneal; CON
(n=14) e CAF (n=7). O peso das gorduras visceral e retroperitoneal das mées CAF mostrou-se significati-
vamente maior (*P<0,05) do que o das mées CON, pelo Teste t de Student.

6.1.3. Analises bioquimicas

Ao final do tratamento, a concentracdo sérica de colesterol total das fémeas CAF
foi mais elevada (P=0,0138; Figura 6a) do que a das fémeas CON. Ja as concentra-
cOes séricas de triglicerideos e glicose ndo apresentaram diferenca significativa entre

os grupos (P=0,1522, P=0,0801, respectivamente; Figura 6b-c).
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Figura 6: Concentracdo de lipideos e glicose no soro das mées ao final do tratamento. Dados ex-
pressos em média + E.P.M. a) Concentracéo sérica de colesterol total; CON (controle, n=9) e CAF (cafe-
teria, n=7). b)Concentracdo sérica de triglicerideos; CON (n=9) e CAF (n=7). ¢) Concentragéo sérica de
glicose; CON (n=9) e CAF (n=7). A concentragdo sérica de colesterol total das maes CAF mostrou-se
significativamente maior (*P<0,05) do que a das maes CON, pelo Teste t de Student.
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Ao final do tratamento, as fémeas CAF apresentaram concentra¢ao serica de insu-
lina e concentracdo plasmatica de leptina significativamente maiores (P=0,0231,

P=0,0155, respectivamente; Figura 7a-b) do que as fémeas CON.
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Figura 7. Concentracdo circulante de insulina e leptina das mées ao final do tratamento. Dados
expressos em média + E.P.M. a) Concentracao sérica de insulina; CON (controle, n=8) e CAF (cafeteria,
n=6). b) Concentracdo plasmética de leptina; CON (n=8) e CAF (n=6). As concentracdes circulantes de
insulina e de leptina das méaes CAF mostraram-se significativamente maiores (*P<0,05) do que as das
maes CON, pelo Teste t de Student.

6.2. EFEITOS DA DIETA DE CAFETERIA NO METABOLISMO DOS FILHOTES MACHOS

Ao completarem 30 dias de vida, correspondendo a puberdade, um quarto dos fi-
Ihotes machos de cada grupo de tratamento foi decapitado, sendo coletados soro,
plasma, hipotdlamo e hipocampo e pesado tecido adiposo visceral e retroperitoneal.
Outro quarto dos filhotes machos foi analisado em tarefas comportamentais de explo-

racao, ansiedade e memoéria de longo-prazo.

A metade restante dos filhotes machos seguiu no tratamento de seus grupos de

tratamento até os 120 dias de vida, correspondendo a idade adulta. Ao completarem
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essa idade, um quarto dos filhotes machos foi decapitado, sendo coletados soro,
plasma, hipotalamo e hipocampo e pesado tecido adiposo visceral e retroperitoneal.
Outro quarto dos filhotes machos foi analisado em tarefas comportamentais de explo-

racdo, ansiedade e memoria de longo-prazo.

6.2.1. Ingestdo energética

A analise multivariada revelou que a evolucao da ingestao energética sofreu in-
fluéncia significativa do tempo (P<0,05) e da interagdo entre tempo e dieta materna
(P=0,019), sem haver interacéo entre tempo e dieta do filhote (P=0,074) e entre tempo,
dieta materna e dieta do filhote (P=0,057) (Figura 8). Além disso, os testes de efeitos
entre as dietas mostraram que a dieta do filhote teve influéncia sobre o consumo calori-
co (P<0,05), enquanto que ndo houve efeito da dieta materna (P=0,336), tampouco
houve influéncia da interacdo entre a dieta materna e a do filhote (P=0,276) sobre a in-

gestao calorica.
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Figura 8: Evolucéo da ingestdo energética por animal/dia ao longo de 14 semanas de experimento.
Dados expressos em média + E.P.M. O tratamento iniciou ha Semana 1, aos 21 dias de vida dos filhotes
machos. Contudo, apenas a partir da Semana 5, aos 49 dias de idade, os dados de ingestao foram regis-
trados. O registro ocorreu até o final do tratamento, na Semana 14, aos 120 dias de idade; CON-CON
(filnotes controle provenientes de mées controle, n= 36), CAF-CON (filhotes controle provenientes de
maes cafeteria, n=46), CON-CAF (filhotes cafeteria provenientes de maes controle, n=38) e CAF-CAF
(filnotes cafeteria provenientes de Maes cafeteria, n=39). A ingestéo caldrica sofreu influéncia da dieta do
filhote e da interacdo entre tempo e dieta materna, segundo analise multivariada de medidas repetidas
(mais detalhes no texto).



55

6.2.2. Peso Corporal

No dia do desmame, aos 21 dias de vida, correspondente ao primeiro dia de tra-
tamento com as diferentes dietas, os filhotes machos das maes CAF e CON apresenta-

ram pesos corporais iguais (P=0,8570; Figura9).

Peso corporal (g)

CON

Figura 9: Peso corporal dos filhotes machos no primeiro dia de tratamento. Dados expressos em
média + E.P.M. CON (filhotes provenientes de maes controle, n=25) e CAF (filhotes provenientes de
maes cafeteria, Nn=26).

Aos 30 dias de vida, os filhotes dos quatro grupos de tratamento apresentaram
pesos corporais iguais (Figura 10a), ndo havendo influéncia do tratamento dos filhotes
(P=0,0655) e do das maes(P=0,4768), nem tampouco interacdo entre os tratamentos
dos filhotes e das mées (P=0,2142). Aos 120 dias de vida, o peso corporal dos filhotes
CAF mostrou-se significativamente maior (P=0,0007; Figura 10b) do que os filhotes
CON; entretanto, os filhotes CAF provenientes de maes CAF apresentaram peso corpo-
ral significativamente menor (P<0,05)do que os filhotes CAF provenientes de maes
CON. Além disso, aos 120 dias de vida, houve efeito da dieta materna (P=0,0212) e da

interacdo entre o tratamento dos filhotes e o das maes (P=0,0247).
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Figura 10: Peso corporal dos filhotes machos na puberdade e naidade adulta. Dados expressos em
média + E.P.M. a) Peso corporal, aos 30 dias de vida; filhotes CON mées CON (filhotes controle proveni-
entes de mées controle, n= 8), filhotes CON méaes CAF (filhotes controle provenientes de maes cafeteria,
n= 8), filhotes CAF mé&es CON (filhotes cafeteria provenientes de maes controle, n=8) e filhotes CAF
maes CAF (filhotes cafeteria provenientes de Maes cafeteria, n=7). b) Peso corporal, aos 120 dias de
vida; filhotes CON méaes CON (n= 8), filhotes CON mées CAF (n= 12), filhotes CAF médes CON (n=8) e
filhotes CAF maes CAF (n=6). Na idade adulta, o peso corporal dos filhotes CAF maes CON foi significa-
tivamente maior (*P<0,05) do que o dos filhotes CON (ANOVA de duas vias), e o pés-teste de Bonferroni
mostrou que o peso corporal dos filhotes CAF maes CAF é significativamente menor (#P<0,05) do que o
dos filhotes CAF m&es CON.

A evolucao do peso corporal sofreu influéncia significativa do tempo (P<0,05), da
interacdo entre tempo e dieta materna (P=0,004), entre tempo e dieta da prole (P<0,05)
e entre tempo, dieta materna e dieta da prole (P=0,002) (Figura 11). Além disso, os
testes de efeitos entre as dietas mostraram que a dieta materna teve influéncia sobre o
peso corporal dos filhotes (P<0,05), enquanto que nao houve efeito da dieta do filhote

(P=0,110), nem tampouco da interacéo entre a dieta materna e a do filhote (P=0,071).
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Figura 11: Evolucéo do peso corporal dos filhotes ao longo das 14 semanas de tratamento, exceto
a Semana 2. Dados expressos em média + E.P.M. CON-CON (filhotes controle provenientes de mées
controle, n= 36), CAF-CON (filhotes controle provenientes de maes cafeteria, n=46), CON-CAF (filhotes
cafeteria provenientes de maes controle, n=38) e CAF-CAF (filhotes cafeteria provenientes de Maes cafe-
teria, n=39). O teste estatistico utilizado foi analise multivariada de medidas repetidas (mais detalhes no

texto).
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6.2.3. Peso do tecido adiposo

Aos 30 dias de vida, os pesos dos tecidos adiposos visceral e retroperitoneal a-
presentaram-se maiores nos filhotes CAF (P=0,001, P=0,0006, respectivamente; Figura
12a,c) em comparacéo aos filhotes CON, independentemente do tratamento das méaes
(P=0,5650, P=0,3635, respectivamente),e ndo houve interacdo entre os tratamentos
dos filhotes e os das méaes (P=0,0746, P=0,5149, respectivamente). Da mesma forma,
aos 120 dias de vida, os filhotes CAF tiveram os pesos dos tecidos adiposos visceral e
retroperitoneal maiores (P=0,0045, P<0,05, respectivamente; Figura 12b,d) do que os
filhotes CON, independentemente do tratamento das maes (P=0,4223, P=0,5302, res-
pectivamente), ndo havendo interacao entre os tratamentos dos filhotes e os das maes

(P=0,1385, P=0,1326, respectivamente).
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Figura 12: Peso do tecido adiposo visceral e do retroperitoneal dos filhotes machos na puberdade
e na idade adulta. Dados expressos em média + E.P.M. a) Peso do tecido adiposo visceral, aos 30 dias
de vida; filhotes CON maes CON (filhotes controle provenientes de maes controle, n=8), filhotes CON
maes CAF (filhotes controle provenientes de maes cafeteria, n=8), filhotes CAF maes CON (filhotes cafe-
teria provenientes de maes controle, n=8) e filhotes CAF mées CAF (filhotes cafeteria provenientes de
Maes cafeteria, n=5). b) Peso do tecido adiposo visceral, aos 120 dias de vida; filhotes CON mdes CON
(n=8), filhotes CON maes CAF (n=12), filhotes CAF maes CON (n=8) e filhotes CAF méaes CAF (n=6). c¢)
Peso do tecido adiposo retroperitoneal, aos 30 dias de vida; filhotes CON mées CON (n= 8), filhotes CON
maes CAF (n=9), filhotes CAF maes CON (n=8) e filhotes CAF maes CAF (n=5). d) Peso do tecido adi-
poso retroperitoneal, aos 120 dias de vida; filhotes CON maes CON (n=7), filhotes CON maes CAF
(n=12), filhotes CAF maes CON (n=8) e filhotes CAF mé&es CAF (n=6). Em todas as analises, 0s pesos do
tecido adiposo dos filhotes CAF foram significativamente maiores (*P<0,05) do que os dos filhotes
CON,independentemente do tratamento das maes analisada por ANOVA de duas vias seguida de pés-
teste de Bonferroni.
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6.2.4. Analises bioquimicas

Aos 30 dias de vida, ndo houve diferenca significativa nas concentragdes de co-
lesterol total, triglicerideos e glicose (Figura 13 a-c), ndo tendo o tratamento dos filhotes
(P=0,2130, P=0,1430, P=0,6605, respectivamente) e o das maes (P=0,4838, P=0,1697,
P=0,7255, respectivamente) afetado os resultados, nem tampouco a interacdo entre

eles (P=0,4659, P=0,7063, P=0,9549).
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Figura 13: Concentracdo sérica de lipideos e glicose dos filhotes machos na puberdade. Dados
expressos em média + E.P.M. a) Concentracdo sérica de colesterol total, aos 30 dias de vida; filhotes
CON maées CON (filhotes controle provenientes de mées controle, n=8), filhotes CON maes CAF (filhotes
controle provenientes de mées cafeteria, n=12), filhotes CAF mées CON (filhotes cafeteria provenientes
de méaes controle, n=7) e filhotes CAF mées CAF (filhotes cafeteria provenientes de Maes cafeteria, n=8).
b) Concentracé@o sérica de triglicerideos, aos 30 dias de vida; filhotes CON mé&es CON (n=8), filhotes
CON maes CAF (n=8), filhotes CAF mées CON (n=6) e filhotes CAF mées CAF (n=7). c) Concentracao
sérica de glicose, aos 30 dias de vida; filhotes CON maes CON (n=8), filhotes CON méaes CAF (n=8),
filhotes CAF mées CON (n=7) e filhotes CAF maes CAF (n=8). N&do houve efeito da dieta das mées e dos
filhotes, tampouco da interac@o entre eles nas concentragdes de colesterol total, triglicerideos e glicose
analisados nos grupos na puberdade.
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Aos 120 dias de vida, a concentragcdo sérica de glicose apresentou-se mais ele-
vada nos filhotes CAF (P=0,0041, Figura 14c), sem influéncia do tratamento das maes
(P=0,2484), e sem interacdo entre o tratamento dos filhotes e o das méaes (P=0,3269).
Ja as concentracdes de colesterol total e triglicerideos mostraram-se iguais entre os
grupos na idade adulta (Figura 14a,b), ndo tendo o tratamento dos filhotes (P=0,5941,
P=0,1692, respectivamente) e o das maes (P=0,4951, P=0,8926, respectivamente) in-

fluenciado os resultados, tampouco a interagao entre eles (P=0,4625, P=0,5554).
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Figura 14: Concentracdo sérica de lipideos e glicose dos filhotes machos na idade adulta. Dados
expressos em média + E.P.M. a) Concentracdo sérica de colesterol total, aos 120 dias de vida; filhotes
CON maées CON (filhotes controle provenientes de mées controle, n=8), filhotes CON maes CAF (filhotes
controle provenientes de maes cafeteria, n=9), filhotes CAF maes CON (filhotes cafeteria provenientes de
maes controle, n=8) e filhotes CAF maes CAF (filhotes cafeteria provenientes de Maes cafeteria, n=6). b)
Concentracgédo sérica de triglicerideos, aos 120 dias de vida,; filhotes CON mé&es CON (n=7), filhotes CON
maes CAF (n=9), filhotes CAF mé&es CON (n=8) e filhotes CAF mé&es CAF (n=6). c) Concentracdo sérica
de glicose, aos 120 dias de vida; filhotes CON maes CON (n=8), filhotes CON méaes CAF (n=9), filhotes
CAF maes CON (n=8) e filhotes CAF méaes CAF (n=6). A concentra¢cdo de glicose dos filhotes CAF foi
significativamente maior (*P<0,05) do que a dos filhotes CON independentemente do tratamento das
maes, analisado por ANOVA de duas vias seguida de pés-teste de Bonferroni.

N&o foi possivel dosar os niveis circulantes de insulina e leptina dos filhotes de
30 dias de vida devido ao limite inferior de deteccao dos kits ELISA utilizados ser maior

do que a concentracao das amostras.
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Aos 120 dias de vida, os filhotes CAF apresentaram concentracfes seéricas de in-
sulina (P=0,0005, Figura 15a) e de leptina (P=0,0020, Figura 15b) mais elevadas do
gue os filhotes CON, sem ter efeito da dieta materna (P=0,7231 e P=0,4902, respecti-
vamente) e sem ter interacdo entre os tratamentos dos filhotes e os das méaes

(P=0,9509 e P=0,2411, respectivamente).
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Figura 15: Concentracdo sérica de insulina e plasmatico de leptina dos filhotes machos na idade
adulta. Dados expressos em média + E.P.M. a) Concentracdo sérica de insulina, aos 120 dias de vida;
filnotes CON maes CON (filhotes controle provenientes de méaes controle, n=8), filhotes CON mées CAF
(filnotes controle provenientes de maes cafeteria, n=9), filhotes CAF mées CON (filhotes cafeteria prove-
nientes de maes controle, n=8) e filhotes CAF mées CAF (filhotes cafeteria provenientes de Méaes cafete-
ria, n=7). b) Concentragdo plasmética de leptina, aos 120 dias de vida; filhotes CON mées CON (n=>5),
filhotes CON mées CAF (n=10), filhotes CAF maes CON (n=6) e filhotes CAF méaes CAF (n=6). As con-
centragcBes de insulina e de leptina dos filhotes CAF foram significativamente maiores (*P<0,05) do que
as dos filhotes CON independentemente do tratamento das méaes (ANOVA de duas vias seguida de pés-
teste de Bonferroni).
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6.3. EFEITOS DA DIETA DE CAFETERIA NO COMPORTAMENTO DOS FILHOTES MACHOS

6.3.1. Comportamentos relacionados a Exploracao e a Ansiedade
6.3.1.1. Tarefa de Campo Aberto

Aos 30 dias de vida, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes grupos
de tratamento na frequéncia e no tempo dos comportamentos observados no Campo
Aberto (Figura 16a-h). Nao houve diferenca entre os grupos no tempo gasto exploran-
do os quadrantes centrais (P=0,8136), no tempo gasto explorando os quadrantes perifé-
ricos (P=0,8136), no tempo gasto para levantamentos (0,0718), para esticadas
(P=0,5805) e para autolimpeza (P=0,4563), na frequéncia de levantamentos

(P=0,1207), de esticadas (P=0,2926) e de autolimpeza (P=0,3535).
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Figura 16: Tempo e frequéncia de comportamentos no Campo Aberto na puberdade. Dados ex-
pressos em mediana * intervalos interquartis. CON-CON (filhotes controle provenientes de méaes contro-
le, n=9), CON-CAF (filhotes cafeteria provenientes de mées controle, n=8), CAF-CON (filhotes controle
provenientes de mées cafeteria, n=10) e CAF-CAF (filhotes cafeteria provenientes de Maes cafeteria,
n=9). a) Tempo gasto explorando os quadrantes centrais. b) Tempo gasto explorando os quadrantes
periféricos. ¢) Tempo gasto para levantamentos. d) Tempo gasto para esticadas. €) Tempo gasto para
autolimpeza. f) Frequéncia de levantamentos. g) Frequéncia de esticadas. h) Frequéncia de autolimpeza.
Através de andlise estatistica pela ANOVA Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn, ndo houve diferenca
entre os grupos de filhotes aos 30 dias de vida no tempo e na frequéncia dos comportamentos observa-
dos no Campo Aberto.

Aos 120 dias de vida, houve diferenca significativa entre os tratamentos no tem-
po gasto nos quadrantes centrais e nos periféricos (P=0,0003). Os filhotes CON-CAF
permaneceram significativamente mais tempo nos quadrantes periféricos, e, conse-
guentemente, menos nos centrais, quando comparados com 0os CON-CON e CAF-CAF

(P<0,05) (Figura 17a-b). Nao houve diferenca entre 0s grupos no tempo gasto para
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levantamentos (P=0,3420), no tempo gasto para esticadas (P=0,4838), no tempo gasto
para autolimpeza (P=0,3531), na frequéncia de levantamentos (P=0,1700), na frequén-

cia de esticadas (P=0,6051) e na frequéncia de autolimpeza (P=0,7444) (Figura 17c-h).
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Figura 17: Tempo e frequéncia de comportamentos no Campo Aberto na idade adulta. Dados ex-
pressos em mediana * intervalos interquartis. CON-CON (filhotes controle provenientes de maes contro-
le, n=10), CON-CAF (filhotes cafeteria provenientes de mées controle, n=13), CAF-CON (filhotes controle
provenientes de mées cafeteria, n=15) e CAF-CAF (filhotes cafeteria provenientes de Maes cafeteria,
n=10). a) Tempo gasto explorando os quadrantes centrais. b) Tempo gasto explorando os quadrantes
periféricos. ¢) Tempo gasto para levantamentos. d) Tempo gasto para esticadas. €) Tempo gasto para
autolimpeza. f) Frequéncia de levantamentos. g) Frequéncia de esticadas. h) Frequéncia de autolimpeza.
Através de analise estatistica pela ANOVA Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, os filhotes CON-CAF
exploraram significativamente por mais tempo os quadrantes periféricos do Campo Aberto do que os
centrais em comparacao aos filhotes adultos CON-CON e CAF-CON (*P<0,05) aos 120 dias de vida. N&o
houve diferenca entre os grupos de filhotes nessa idade no tempo e na frequéncia dos demais compor-
tamentos observados no Campo Aberto.
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6.3.1.2. Tarefade Labirinto em Cruz Elevado

Aos 30 dias de vida, nao foi encontrada diferenca significativa entre os diferentes
grupos de tratamento na frequéncia e no tempo dos comportamentos observados no
Labirinto em Cruz Elevado(Figura 18a-h). Ndo houve diferenca entre 0os grupos no
tempo gasto explorando os bracos abertos (P=0,1643), na frequéncia de entradas nos
bracos abertos (P=0,0936), na frequéncia total de entradas nos bragcos abertos, nos
bracos fechados e na area central (P=0,0647), na razéo entre a frequéncia de entradas
nos bracos abertos e a frequéncia total de entradas (P=0,4890), no tempo gasto para
levantamentos (0,4911), para esticadas (P=0,1028), para mergulhos (P=0,7034), para
autolimpeza (P=0,8806), na frequéncia de levantamentos (P=0,2282), de esticadas

(P=0,3165),de mergulhos (P=0,4730) e de autolimpeza (P=0,7499).
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Figura 18: Tempo e frequéncia de comportamentos no Labirinto em Cruz Elevado na puberdade.
Dados expressos em mediana + intervalos interquartis. CON-CON (filhotes controle provenientes de
maes controle, n=6), CON-CAF (filhotes cafeteria provenientes de mées controle, n=9), CAF-CON (filho-
tes controle provenientes de mées cafeteria, n=9) e CAF-CAF (filhotes cafeteria provenientes de Maes
cafeteria, n=9). a) Tempo gasto explorando os bracos abertos. b) Frequéncia de entradas nos bracos
abertos. ¢) Frequéncia total de entradas nos bragos abertos, nos bragos fechados e na area central. d)
Razao entre a frequéncia de entradas nos bragos abertos e a frequéncia total de entradas. e) Tempo
gasto para levantamentos. f) Frequéncia de levantamentos. g) Tempo gasto para autolimpeza. h) Tempo
gasto para esticadas. i) Tempo gasto para mergulhos. j) Frequéncia de autolimpeza. k) Frequéncia de
esticadas. |) Frequéncia de mergulhos. Através de analise estatistica pela ANOVA Kruskal-Wallis com
pés-teste de Dunn, ndo houve diferenca entre os grupos aos 30 dias de vida no tempo e na frequéncia
dos comportamentos observados no Labirinto em Cruz Elevado Aberto.
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Aos 120 dias de vida, houve diferenca significativa entre os tratamentos no tem-
po gasto para autolimpeza (P=0,0026), na frequéncia de levantamentos (P=0,0020), e
na frequéncia de autolimpeza (P=0,0312) no Labirinto em Cruz Elevado (Figura 19). Os
filnotes CAF-CAF tiveram significativamente menos levantamentos, quando comparado
com os filhotes CON-CAF e CAF-CON (P<0,05), e os filhotes CON-CAF gastaram me-
nos tempo limpando-se, ao serem comparados com os filhotes CON-CON e CAF-CON
(Figura 19f-g). N&o houve diferenca entre os grupos no tempo gasto explorando os
bracos abertos (P=0,5389), na frequéncia de entradas nos bracos abertos (P=0,5267),
na frequéncia total de entradas nos bragos abertos, nos bragos fechados e na area cen-
tral (P=0,1384), na razdo entre a frequéncia de entradas nos bragos abertos e a fre-
guéncia total de entradas (P=0,8013), no tempo gasto para levantamentos (0,0545),
para esticadas (P=0,2495) e para mergulhos (P=0,8507) e na frequéncia de esticadas

(P=0,2093) e de mergulhos (P=0,7828).
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Figura 19: Tempo e frequéncia de comportamentos no Labirinto em Cruz Elevado na idade adulta.
Dados expressos em mediana + intervalos interquartis. CON-CON (filhotes controle provenientes de
maes controle, n=10), CON-CAF (filhotes cafeteria provenientes de maes controle, n=12), CAF-CON
(filhotes controle provenientes de mées cafeteria, n=15) e CAF-CAF (filhotes cafeteria provenientes de
Mées cafeteria, n=12). a) Tempo gasto explorando os bracos abertos. b) Frequéncia de entradas nos
bracos abertos. ¢) Frequéncia total de entradas nos bragos abertos, nos bracos fechados e na area cen-
tral. d) Razdo entre a frequéncia de entradas nos bracos abertos e a frequéncia total de entradas. €)
Tempo gasto para levantamentos. f) Frequéncia de levantamentos. g) Tempo gasto para autolimpeza. h)
Tempo gasto para esticadas. i) Tempo gasto para mergulhos. j) Frequéncia de autolimpeza. k) Frequén-
cia de esticadas. |)Frequéncia de mergulhos. Pela ANOVA Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, houve
diferenca significativa na frequéncia de autolimpeza (P=0,0026). Através dos mesmos testes estatisticos,
os filhotes adultos CAF-CAF tiveram frequéncia de levantamentos significativamente menor (*P<0,05) do
gue os filhotes CON-CAF e CAF-CON. Através de analise estatistica pela ANOVA Kruskal-Wallis com
pés-teste de Dunn, os filhotes CON-CAF apresentaram tempo de autolimpeza significativamente maior
(*P<0,05) do que os filhotes CON-CON e CAF-CON. Nao houve diferenca entre os grupos no tempo e na
frequéncia nos demais comportamentos observados no Labirinto em Cruz Elevado aos 120 dias de vida.
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6.3.2. Comportamentos relacionados a Memoria de Longo-Prazo
6.3.2.1. Tarefade Reconhecimento de Objetos

Aos 30 dias de vida, ndo houve diferenca no indice de reconhecimento dos obje-
tos entre 0s grupos experimentais, tanto no dia do treino (P=0,8505;Figura 20a), quanto
no dia do teste (P=0,3513). Nao houve diferenca entre o indice de reconhecimento den-
tro dos grupos CON-CAF, CAF-CON e CAF-CAF (P=0,8438, P=0,2754, P=0,3750, res-
pectivamente), quando comparados os dias de treino e de teste, com excec¢ao dos filho-
tes CON-CON (P=0,0156). Aos 120 dias de vida, ndo houve diferenca no indice de re-
conhecimento dos objetos entre 0s grupos experimentais, tanto no dia do treino
(P=0,4451;Figura 20b), quanto no dia do teste (P=0,7986). Houve diferenca entre o
indice de reconhecimento dentro dos grupos CON-CON, CON-CAF e CAF-CON
(P=0,0098, P=0,0215, P=0,0103, respectivamente), quando comparados os dias de

treino e de teste, e ndo houve diferenca no grupo CAF-CAF (P=0,4922).
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Figura 20: Memoria de reconhecimento dos filhotes machos na puberdade e na idade adulta. Da-
dos expressos em mediana * intervalos interquartis. a) Memaria de reconhecimento, aos 30 dias de vida;
CON-CON (filhotes controle provenientes de méaes controle, n=9), CON-CAF (filhotes cafeteria provenien-
tes de maes controle, n=9), CAF-CON (filhotes controle provenientes de mées cafeteria, n=10) e CAF-
CAF (filhotes cafeteria provenientes de Mées cafeteria, n=7). b) Meméria de reconhecimento, aos 120
dias de vida; CON-CON (n=10), CON-CAF (n=13), CAF-CON (n=15) e CAF-CAF (n=9). Através de anali-
se estatistica pela ANOVA Kruskal-Wallis, ndo houve diferenca no indice de reconhecimento entre os
grupos nos dias de treino e de teste em ambas as idades. Na puberdade, o indice de reconhecimento dos
filhotes CON-CON no dia do treino foi significativamente diferente (*P<0,05) do que no dia do teste com o
teste de Wilcoxon. Na idade adulta, o mesmo teste estatistico mostrou que todos 0s grupos apresentaram
diferenca significativa no indice de reconhecimento entre o dia do treino e o do teste (*P<0,05), com ex-
cecdao dos filhotes CAF-CAF.

6.3.2.2. Tarefa de Esquiva Inibitéria Step-Down

Aos 30 dias de vida, ndo houve diferenca nas laténcias de descida da plataforma
da esquiva inibitéria entre os grupos experimentais no dia da habituacdo (P=0,0822), no
dia do treino (P=0,4867) e no dia do teste (P=0,7456). Houve diferenca entre as latén-
cias de descida da plataforma dentro dos grupos CON-CON, CAF-CON e CAF-CAF
(P=0,0156, P=0,0078, P=0,0313), quando comparados os dias de treino e de teste, com
excecdo dos filhotes CON-CAF (P=0,0625, Figura 21a). Aos 120 dias de vida, as latén-
cias de descida da plataforma da esquiva inibitoria ndo apresentaram diferenca entre os
grupos experimentais no dia da habituacédo (P=0,1760), no dia do treino (P=0,2676) e

no dia do teste (P=0,4785). Houve diferenca entre as laténcias de descida da platafor-
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ma dentro de todos os grupos CON-CON, CON-CAF, CAF-CON e CAF-CAF
(P=0,0039, P=0,0010, P=0,0003, P=0,0078), quando comparados os dias de treino e de

teste (Figura 21b).
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Figura 21: Meméria de esquiva inibitéria Step-Down dos filhotes machos na puberdade e na idade
adulta. Dados expressos em mediana * intervalos interquartis. a) Memaria de esquiva inibitéria, aos 30
dias de vida; CON-CON (filhotes controle provenientes de maes controle, n=8), CON-CAF (filhotes cafe-
teria provenientes de mées controle, n=7), CAF-CON (filhotes controle provenientes de maes cafeteria,
n=9) e CAF-CAF (filhotes cafeteria provenientes de Mées cafeteria, n=7). b) Memaria de esquiva inibito-
ria, aos 120 dias de vida; CON-CON (n=10), CON-CAF (n=12), CAF-CON (n=15) e CAF-CAF (n=9). Atra-
vés de andlise estatistica pela ANOVA Kruskal-Wallis, ndo houve diferenca na laténcia de descida entre
0s grupos nos dias de habituacéo, treino e teste em ambas as idades. Em ambas as idades, a laténcia de
descida da plataforma da esquiva inibitdria foi maior no dia do teste do que as dos dias da habituacdo e
do treino em todos os grupos (*P<0,05) analisados pelo teste de Wilcoxon, com excecéo dos filhotes
CON-CAF aos 30 dias de vida.
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7. DISCUSSAO

Confirmando a hipo6tese proposta, a obesidade materna modulou alguns compor-
tamentos (prejuizo na memdria de longo-prazo) da prole na puberdade. Entretanto, a
ingestdo de dieta de cafeteria feita diretamente pelos filhotes, independentemente da
dieta da mae, provocou mais alteracdes bioquimicas (maior glicemia, insulinemia e lep-
tinemia na idade adulta) e comportamentais (menor ansiedade e locomocé&o e prejuizo
na memoria de longo-prazo na puberdade). Além disso, pode-se observar efeito cumu-
lativo da exposicédo a dieta de cafeteria no periodo pré e pos-natal (alteracdo do peso
corporal total e maior comprometimento da memoria de longo-prazo nos filhotes CAF-

CAF na idade adulta).

7.1. EFEITOS DA EXPOSICAO A DIETA DE CAFETERIA NAS MAES

As fémeas que ingeriram dieta de cafeteria desenvolveram um perfil corporal e
metabolico caracteristico de obesidade. Isso pode ser observado pelo aumento signifi-
cativo do peso corporal, do tecido adiposo e das concentracdes circulantes de coleste-
rol total, insulina e leptina das ratas tratadas com dieta de cafeteria, em comparacédo as
ratas controle. Entretanto, ndo houve diferenca significativa nas concentragdes circulan-

tes de glicose e triglicerideos entre os dois grupos de tratamento.

A inducdo a obesidade através da ingestédo de dieta de cafeteria influenciou no-
tavelmente o peso corporal dos animais, pois houve aumento com o decorrer do expe-
rimento, e tornou-se significativo a partir da 122 semana até o final do tratamento, na

272 semana de tratamento, quando 0s animais apresentaram um peso corporal 9,79%
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maior do que os animais controle. Esse acréscimo sustentado do peso corporal foi a-
companhado pelo aumento de peso do tecido adiposo visceral e retroperitoneal nos
animais submetidos a dieta de cafeteria. Mesmo que nao tenha sido analisada, acredi-
ta-se que as fémeas do grupo cafeteria tenham tido uma ingestédo cal6rica aumentada,
em comparacao ao grupo controle, como esta bem fundamentado em estudos de indu-
cdo de obesidade por meio de dietas hipercaldricas (Sampey et al, 2011; Sclafani et al,
1976). Os mesmos estudos também relatam que a ingestao excessiva de energia impli-
ca aumento do peso corporal e aumento do peso do tecido adiposo, como foi observa-
do neste trabalho. Esse efeito pode ser explicado por uma hipertrofia nos adipécitos
como resultado do aumento da deposicéo de lipideos e carboidratos advindos da dieta
hipercalorica (Goularte et al, 2012).

Embora os niveis de triglicerideos das fémeas do grupo cafeteria tenham se a-
presentado iguais aos das fémeas controle, os niveis de colesterol total apresentaram-
se significativamente maiores. O valor da trigliceridemia de maes obesas é muito con-
traditorio entre os trabalhos existentes até o momento. Assim como este trabalho, al-
guns autores ndo encontraram diferenca em seus niveis (Akyol et al, 2009; Nivoit et al,
2009; Samuelsson et al, 2008; Vanzela et al, 2010), enquanto que outros estudos rela-
taram aumento significativo de triglicerideos em fémeas obesas, em comparacdo aos
de controles (Chen et al, 2008; Jones et al, 2009; Rajia et al, 2010a; Shankar et al,
2008). Uma possivel explicacdo € porque a combinacao de alimentos que compdem a
dieta de cafeteria € muito distinta entre os trabalhos. Alguns estudos que relataram dife-
renca na trigliceridemia utilizaram uma dieta de cafeteria composta por pouca variedade
de itens altamente ricos em carboidratos, como leite condensado e sacarose, porém,

nao tdo abundante em lipideos (Chen et al, 2008; Jones et al, 2009; Rajia et al, 2010a;
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Shankar et al, 2008). E bem documentado que o excesso de carboidratos é convertido
em triglicerideos (Macdonald, 1973), justificando o achado de trigliceridemia elevada
nos trabalhos citados. Neste trabalho, assim como alguns estudos em que néo foi en-
contrada elevacao da trigliceridemia (Akyol et al, 2009; Vanzela et al, 2010), utilizou-se
uma dieta de cafeteria rica em variedade e com altos niveis de carboidratos e de lipi-
deos. Pode-se supor, portanto, que as maes do grupo cafeteria deste trabalho tenham
ingerido menos alimentos ricos em carboidratos e mais em lipideos. Outro dado que
endossa essa sugestdo € o aumento da colesterolemia nas fémeas obesas. Uma pos-
sivel raz&o para o aumento da colesterolemia é a existéncia de alimentos palataveis de
origem animal na dieta de cafeteria oferecida neste estudo, como presunto, salame e
linguica, e, consequentemente, pela maior absorcdo de colesterol pelo intestino, que
permanece circulante no plasma, além de se acumular nos adipocitos e em outros teci-
dos corporais. Outro trabalho que também encontrou aumento dos niveis de colesterol
utilizou bacon como um item da dieta de cafeteria ofertada aos animais (Bouanane et al,
2009). Os trabalhos que nédo relataram diferenca da colesterolemia utilizaram gordura
animal saturada misturada aos outros alimentos (Chen et al, 2008; Jones et al, 2009;
Nivoit et al, 2009; Shankar et al, 2008), o que provavelmente ndo os tornou palataveis,
ou nao utilizaram itens ricos em lipideos (Vanzela et al, 2010), o que possivelmente jus-
tifica a auséncia de aumento de colesterol. Portanto, acredita-se que as fémeas do gru-
po cafeteria deste trabalho consumiram mais os alimentos ricos em colesterol do que os
ricos em triglicerideos e carboidratos. Contudo, isso ndo pode ser afirmado, pois néo foi
feita a analise de preferéncia alimentar desses animais.

As concentracdes de glicose de jejum foram mantidas em valores semelhantes

aos animais controle, porém a insulinemia de jejum apresentou-se elevada ao final do



76

tratamento. Essa elevagdo na concentracao plasmatica de insulina de jejum provavel-
mente tenha sido um mecanismo compensatodrio encontrado pelo organismo para man-
ter as concentracdes de glicose adequadas em um estado de menor sensibilidade a
insulina (Funk, 2007), sendo possivel inferir que esses animais apresentavam uma re-
sisténcia a insulina (Matthaei et al, 2000), como evidenciado em outros estudos
(Holemans et al, 2004). A ingestdo de alimentos de elevado indice glicémico e lipidico,
como 0s componentes da dieta de cafeteria, estimula a maior liberagdo de insulina no
momento pés-prandial devido ao aumento da glicemia(Goularte et al, 2012; Siraj, 2010).
Ademais, a hiperinsulinemia diminui a sensibilidade a insulina, e o aumento do tecido
adiposo observado nesses animais que ingeriram dieta de cafeteria, pode também ter
influenciado na provavel resisténcia a insulina, ja que este é reconhecido por secretar
moléculas reguladoras da homeostase energética, como a leptina (Shuldiner et al,
2001). Logo, tanto a ingestdo de alimentos hipercaléricos quanto o tecido adiposo em
excesso podem ter contribuido para a resisténcia insulinica observada nas fémeas tra-

tadas por dieta de cafeteria.

Os niveis de leptina também se mostraram maiores nas fémeas do grupo cafete-
ria do que nas controles. Isso pode ser explicado pela quantidade maior de tecido adi-
poso encontrado nas maes do grupo cafeteria, ja que € o local do corpo que mais se-
creta esse horménio. Esse achado vai ao encontro dos resultados encontrados por va-
rios pesquisadores, mostrando que, em individuos obesos, a leptina aumentada nao
induz o gasto da energia acumulada nos depdsitos corporais, pois 0 organismo encon-
tra-se resistente a sua acdo (Shuldiner et al, 2001), justificando o aumento de gordura

ao longo do tempo (Ricci et al, 2011). Além disso, mesmo nao tendo sido registrado
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neste experimento, sabe-se que o comportamento alimentar dos sujeitos com obesida-
de e resistentes a leptina, com o passar do tempo, encontra-se cada vez mais desregu-
lado, apresentando consumo energético aumentado e colaborando para o ganho de

peso corporal (Jung et al, 2013; Ricci et al, 2011).

Mesmo que a insulina e a leptina tenham sido dosadas em um periodo pos-
gestacdo, exatamente no dia posterior ao desmame das ninhadas, acredita-se que ja se
encontravam elevadas no periodo da prenhez, pois a gestacédo é uma condicdo em que
fisiologicamente ocorrem mudancas metabdlicas que promovem resisténcia a esses
hormonios, como encontrado em estudos realizados em humanos e em outros animais
(Dahlgren, 2006; Grattan et al, 2007; Trujillo et al, 2008; Trujillo et al, 2011). Além disso,
estudos realizados com fémeas obesas com ingestao de dietas hipercaldricas constata-
ram hiperinsulinemia e hiperleptinemia durante a gestacéo (Jones et al, 2009; Nivoit et
al, 2009; Samuelsson et al, 2008). Com essas evidéncias, pode-se sugerir que as fé-
meas do grupo cafeteria ja apresentavam, pelo menos, hiperinsulinemia e hiperleptine-
mia quando prenhas e, por isso, seus filhotes provavelmente foram expostos no periodo

fetal a um ambiente metabolicamente alterado.

7.2.EFEITOS DA EXPOSIGCAO A CAFETERIA NOS FILHOTES MACHOS

Os filhotes iniciaram seus tratamentos aos 21 dias de idade com pesos corporais
iguais, mostrando que a ingestao de dieta de cafeteria pelas maes antes de emprenha-
rem e durante a gestacao e a lactacdo nao afetou o peso corporal total dos filhotes. Es-

se dado também foi encontrado em outros estudos (Akyol et al, 2011; Bayol et al, 2005;
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Samuelsson et al, 2008; Wright et al, 2011b). Contudo, n&o se pode afirmar que a com-
posicéo corporal dos filhotes encontrava-se igual nessa idade, pois estudos evidencia-
ram que ja no desmame os ratos de maes alimentadas pela dieta de cafeteria exibem
atrofia muscular acompanhada de acumulo lipidico intramuscular e aumento do peso do
tecido adiposo, além de alteracdes na secrecdo e expressdo de marcadores de cresci-
mento envolvidos na sensibilidade a insulina, caracterizando uma modificacdo da estru-
tura corpdrea (Bayol et al, 2005; Benkalfat et al, 2011). Neste trabalho,porém, esses
fatores ndo foram investigados no desmame dos filhotes. Além disso, os dados de peso
corporal e do tecido adiposo coletados na puberdade, que serdo discutidos a seguir,
sugerem que as provaveis alteracdes estruturais e metabdlicas da época do desmame
nao permaneceram até a puberdade, pois, possivelmente, a dieta que o proprio filhote
ingeriu tenha interagido com essas modificacfes que a dieta da méae provavelmente

provocou.

A ingestao calorica total dos filhotes que ingeriram dieta controle e que eram fi-
Ihotes de mées que ingeriram dieta de cafeteria (CAF-CON) se mostrou semelhante,
desde o inicio até o final do registro, a dos filhotes que ingeriram dieta controle e que
eram descendentes de maes controle (CON-CON). Na literatura, varios foram os estu-
dos que tentaram investigar a influéncia da alimentacao hipercalérica materna no com-
portamento alimentar dos filhotes e os resultados encontrados séo contraditérios. Ha os
gue nao encontram diferencas na ingestéo calorica (Akyol et al, 2011; Bayol et al, 2007;
Shankar et al, 2008; Wright et al, 2011a), como foi observado neste trabalho, porém ha
0S que registraram um consumo energético maior nos filhotes controles procedentes de

maes que ingeriram dietas hipercaléricas (Nivoit et al, 2009; Samuelsson et al, 2008).
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Os procedimentos metodolégicos de cada um dos trabalhos citados e deste trabalho
possuem muitas diferencas. Por exemplo, na idade dos animais e na duragao do trata-
mento, na idade das maes no inicio do tratamento e na composi¢ado da dieta de cafete-
ria, o que impede que sejam feitas comparac8es muito rigorosas entre eles. Além disso,
nenhum dos trabalhos citados tomou a precauc¢ao de evitar a exposicao desses filhotes
a dieta da mde durante a lactagao, diferentemente deste trabalho. Entretanto, os dois
trabalhos que conseguiram evidenciar diferenca na quantidade de calorias ingeridas
utilizaram uma dieta de cafeteria composta apenas por leite condensado e pellet enri-
guecido com gordura e acucar (Nivoit et al, 2009; Samuelsson et al, 2008), enquanto
gue a dieta hipercaldrica dos estudos que ndo encontraram essa diferenca possuia uma
grande variedade de alimentos (Akyol et al, 2011; Bayol et al, 2007; Wright et al,

2011a), assim como neste trabalho.

Acredita-se que os filhotes que foram expostos a dieta de cafeteria (CAF-CAF)
apenas no periodo pré-natal e lactacdo ndo apresentaram uma ingestdo aumentada de
calorias pelo fato de ndo terem sido expostos a alimentos ricos em gordura e carboidra-
tos no periodo pos-desmame. Esse dado contradiz evidéncias de que filhotes de maes
gue ingeriram dietas hipercaléricas pelo menos no periodo da gestacdo apresentam
preferéncia a alimentos hiperlipidicos e ricos em carboidratos (Bayol et al, 2007; Ong et
al, 2011). Uma possivel explicacdo para o achado deste trabalho € que os alimentos
palataveis que promoveriam o aumento de ingestdo energética foram removidos nos
animais do grupo controle e qgue eram descendentes de maes cafeteria (tiveram acesso
apenas a racao), apresentando ingestédo calérica reduzida em comparacao aos filhotes

das mesmas méaes obesas, mas que também tiveram acesso a dieta de cafeteria (CAF-
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CAF), e igual aos filhotes controle de mée controle. Isso indica que a palatabilidade é
influenciada pela ingestdo e pelo estado metabdlico materno durante o periodo preé-
natal e é um fator muito importante para determinar o consumo energético da prole ao

longo da vida (Mennella, 2006; Trabulsi et al, 2012).

Desde o inicio do registro, o consumo energético dos filhotes que ingeriram dieta
de cafeteria e que vieram de maes controle (CON-CAF) apresentou-se maior do que o
dos filhotes controle de mae controle (CON-CON). A diferenca se deve ao fato de a die-
ta de cafeteria ser composta por itens hipercaléricos e de o consumo de racédo padréo
reduzir-se progressivamente nos animais alimentados por essa dieta, conforme mostra-
do em outros trabalhos (Bayol et al, 2007; Goularte et al, 2012; Prats et al, 1989; Shafat
et al, 2009). Os filhotes que tiveram exposicao a dieta de cafeteria desde o periodo fetal
até a idade adulta apresentaram uma ingestao calOrica sempre superior aos filhotes
controle, porém também sempre igual aos filhotes que ingeriram dieta de cafeteria a
partir do desmame, da mesma forma que em alguns estudos (Akyol et al, 2011; Ong et
al, 2011; Shankar et al, 2008). Uma justificativa para tal achado € que a leptina materna
aumentada, principalmente no leite materno, contribuiu para um ndo aumento de inges-
tdo caldrica significativo, em relacao aos filhotes que passaram a ingerir dieta de cafete-
ria a partir do desmame, como evidenciado em alguns trabalhos (Picé et al, 2007;
Sanchéz et al, 2008). Mesmo que a qualidade do leite materno ndo tenha sido analisa-
da, existe a possibilidade de que a provavel hiperleptinemia durante a gestacao e lacta-
cdo e no leite materno das méaes do grupo cafeteria tenha contribuido para o ndo au-
mento de consumo energético desses animais, em comparacao aos filhotes que ingeri-

ram dieta de cafeteria a partir do desmame (CON-CAF).
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Supde-se, também, que seja em consequéncia da ndo elevagdo do consumo ca-
[6rico nos animais que foram expostos a dieta de cafeteria apenas no periodo pré-natal
e de lactacdo (CAF-CON) que os pesos corporal e do tecido adiposo tenham se mos-
trado iguais aos dos filhotes controle, tanto na puberdade quanto na idade adulta. Es-
ses dados estdo de acordo aos encontrados em alguns trabalhos (Akyol et al, 2011;

Wright et al, 2011a).

O peso corporal total dos filhotes que foram expostos a dieta de cafeteria somen-
te a partir do desmame apresentou-se igual ao dos controles na puberdade, sugerindo
gue a ingestao caldrica nessa fase talvez ainda néo estivesse alta o bastante para in-
fluenciar na massa corporal total. Contudo, ainda na puberdade, o peso do tecido adi-
poso ja se apresentava significativamente maior do que o dos filhotes controle, e, assim
permaneceu na idade adulta. Esse resultado sugere que, pelo menos na puberdade,
embora o corpo tenha um peso total igual, a sua composicdo ndo é a mesma, 0 que
estad de acordo com estudos que encontraram aumento da massa gorda e diminuicao
da massa magra em individuos com habitos alimentares hipercaléricos (Bayol et al,
2005; Benkalfat et al, 2011). Além disso, mostra a rapida velocidade com que o tecido
adiposo cresceu (em apenas 9 dias de tratamento, entre o desmame e a puberdade)
influenciado pela ingestdo da dieta de cafeteria, 0 que provavelmente ndo tenha ocorri-
do da mesma forma no tecido muscular, justificando a semelhanca no peso corporal
total. Porém, ndo é possivel afirmar tal diferenca entre peso de massa magra e peso de
massa gorda, pois nao foi feita a comparacéo entre elas neste trabalho. Nesse mesmo
grupo, na idade adulta, o peso corporal total e o peso do tecido adiposo mostraram-se

maiores do que o dos filhotes que ingeriram dieta controle, também descendentes de
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maes controle, evidenciando que a dieta de cafeteria teve um efeito obesogénico nes-

ses animais (Rothwell et al, 1979; Shafat et al, 2009).

No grupo que foi exposto a dieta de cafeteria desde o periodo pré-natal até a i-
dade adulta (CAF-CAF), o peso corporal total na puberdade foi igual aos outros trés
grupos de tratamento. Entretanto, ainda nessa idade, ja apresentavam maior peso de
tecido adiposo do que os dos filhotes que ingeriram dieta controle, independentemente
da dieta das maes, e igual aos dos filhotes que ingeriram dieta de cafeteria apenas a
partir do desmame (CON-CAF), evidenciando, nhovamente, que a composi¢cao corporal
dos grupos que ingerem dieta de cafeteria ndo € a mesma dos controles, mesmo que o
peso corporal total seja igual. Na idade adulta, o peso corporal total apresentou-se igual
ao dos filhotes que ingeriram dieta controle, independentemente da ingestdo materna, e
menor do que o dos filhotes que ingeriram dieta de cafeteria a partir do desmame
(CON-CAF). Porém, o peso do tecido adiposo apresentaram-se maiores do que os dos
filhotes controle, independentemente da dieta das maes, e iguais ao dos filhotes que

ingeriram dieta de cafeteria apenas a partir do desmame.

Esses dados surpreendentes na idade adulta dos filhotes que foram expostos a
dieta de cafeteria desde o periodo fetal até a idade adulta (CAF-CAF) podem ser co-
mentados de varias formas. A primeira teoria, como discutido anteriormente, € que a
provavel leptina materna aumentada, principalmente no leite materno, contribuiu para
uma resisténcia a obesidade, impedindo um aumento significativo de ingestao caldrica
(Pico et al, 2007; Sanchéz et al, 2008), em relacdo aos filhotes que passaram a ingerir
dieta de cafeteria a partir do desmame (CON-CAF) , e evitando que ocorresse um au-

mento significativo de peso corporal total em relacdo a todos os grupos de tratamen-
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to.Porém, o dado de aumento de tecido adiposo nesses animais reforca ainda mais a
concluséo de que a composicao corporal dos sujeitos com ingestéo cal6rica aumentada
ndo € a mesma que a dos animais controle. Mais importante, porém, € que sugere que
a dieta materna hipercal6rica tem um efeito que se soma ao da ingestdo hipercalérica
de sua prole sobre a estrutura corporal, aumentando ainda mais a massa gorda em re-
lagdo & massa magra e possivelmente reduzindo ainda mais a massa magra (Bayol et

al, 2005; Ong et al, 2011).

Esses dados se opdem aos resultados de muitos estudos que observaram que a
dieta materna hipercaldrica aumenta a suscetibilidade da prole a obesidade (Bayol et al,
2007; Samuelsson et al, 2008; Shankar et al, 2008), porém sdo consistentes com des-
cobertas de estudos recentes (Howie et al, 2009; Ong et al, 2011). Esses estudos, da
mesma forma que este trabalho, descreveram que proles nascidas de méaes que con-
sumiram dieta hipercaldrica séo, de certa forma, protegidas contra a inducédo a obesida-
de. Esses resultados sugerem que a exposicao a dieta hipercalorica in utero pode estar
conferindo uma maior habilidade para lidar com um ambiente também rico em calorias
apos o nascimento, sendo uma forma de resposta preditiva adaptativa a essa exposi¢cao
a niveis altos de lipideos e carboidratos durante a vida fetal e pés-natal (Gluckman et al,

20044, b).

Os niveis circulantes de colesterol total, triglicerideos e glicose dos filhotes que
foram expostos a dieta de cafeteria apenas durante o periodo fetal e a lactacdo (CAF-
CON) encontram-se semelhantes aos do grupo que ingeriram dieta controle e que eram
descendentes de mées controle (CON-CON) nas duas idades analisadas, além de néo

haver diferenca na insulinemia e leptinemia entre os dois grupos na idade adulta. Até o
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presente momento, resultados semelhantes foram encontrados em poucos estudos
(Akyol et al, 2011; Nivoit et al, 2009; Samuelsson et al, 2008) e, mesmo assim, em nem
todas as condi¢des dos trabalhos citados foram relatados os mesmos dados. Porém,
essas descobertas evidenciam ainda mais que, mesmo sendo filhos de maes induzidas
a obesidade e provavelmente tendo sofrido programacdo metabdlica para se tornarem
obesos, a ingestdo de dieta padréo impediu a expressao de um fenotipo metabdlico ca-

racteristico da obesidade.

Os filhotes que passaram a consumir a dieta de cafeteria a partir do desmame ti-
veram resultados semelhantes na puberdade, pois ndo foram encontradas alteracdes
de colesterol, triglicerideos e glicose circulantes. Ja na idade adulta, embora as concen-
tracOes de triglicerideos e colesterol estivessem iguais as dos filhotes controle, a glice-
mia apresentou-se elevada em relacéo aos filhotes controle, assim como a insulinemia
e a leptinemia, confirmando o achado de resisténcia a leptina e a insulina e de intole-
rancia a glicose em animais através da ingestao da dieta de cafeteria (Castell-Auvi et al,
2012; Sampey et al, 2011). Esses dados refutam a hipotese de uma interferéncia da
obesidade materna e sua interacdo com a dieta do filhote no estado metabdlico da des-
cendéncia, dando maior importancia as escolhas alimentares da propria geracdo nos

parametros bioquimicos analisados.

A exposicdo a dieta de cafeteria apenas durante a gestacao e a lactacdo (CAF-
CON) comprometeu o desempenho em tarefas relacionadas a memdaria de longo-prazo
na puberdade, mas ndo na idade adulta. Os filhotes desse grupo ndo apresentaram
modificacdes de comportamento nas tarefas relacionadas a exploracéo e a ansiedade

em nenhuma das fases observadas (puberdade e idade adulta), mostrando que prova-
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velmente apenas a capacidade de aprendizado e memaria ficou comprometida. Esse
comprometimento foi evidenciado durante a puberdade apenas na tarefa de Reconhe-
cimento de Objetos, e ndo de Esquiva Inibitéria, sugerindo que a regido encefalica mais
comprometida pela obesidade materna provavelmente tenha sido o hipocampo (Baker
et al, 2002; Clark et al, 2000), mas nédo tanto a amigdala e outras areas também envol-

vidas com a memoria aversiva (Coelho et al, 2011).

Até o momento, este é o primeiro estudo divulgando que filhotes que ingeriram
dieta controle e que eram descendentes de maes obesas ndo apresentam alteracdes
de ansiedade e exploracdo. O trabalho de Bilbo, 2010 (Bilbo et al, 2010) mostrou que
os filhotes adultos de méaes que ingeriram dieta rica em gordura saturada eram mais
ansiosos do que os de maes que ingeriram dieta pobre em gordura. Por outro lado,
Wright, 2011 (Wright et al, 2011b) encontrou um efeito ansiolitico na prole de maes que
ingeriram dieta de cafeteria, tanto na pré-gestacdo, quanto durante a prenhez e a lacta-
cao. As possiveis explicacdes para os diferentes achados sé&o que, no estudo de Bilbo
(2010) a dieta hipercalorica oferecida para as maes era de diferente composicéo da die-
ta deste estudo. Além disso, ndo ha comparacdo com um grupo controle e sim com um
grupo que ingeriu uma dieta pobre em lipideos. Ja em Wright, 2011, mesmo que a
composicdo da dieta hipercalérica e outros procedimentos experimentais sejam muito
semelhantes aos deste estudo, ndo é apresentada a analise dos dados entre 0s grupos
de filhotes controle descendentes de mée de dieta padrdo e os descendentes de mae
de dieta cafeteria. O que Wright e colaboradores (2011) comparam € a influéncia da
dieta de cafeteria em trés diferentes fases (pré-gestacao, gestacdo e lactacao), porém

em nenhum momento fazem a comparacéo da interacdo entre as fases. Por isso, 0s
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grupos dieta padrao e dieta cafeteria “puros”, ou seja, os filhotes cujas maes néo tive-
ram alteracdo de dieta na gestacédo e lactacdo, ndo foram analisados entre si, 0 que
impossibilita serem feitas comparacdes com os resultados deste trabalho. Trabalhos
sobre o comportamento exploratério de prole de mées submetidas a dietas indutoras de
obesidade também sédo escassos e mostram resultados que contrariam os desse estu-
do. Wright e Tozuka (Tozuka et al, 2010; Wright et al, 2011b) mostraram que, na idade
adulta, os filhotes de mées obesas apresentaram atividade locomotora maior do que 0s
filhotes de maes controle. Esse comportamento foi avaliado também na puberdade por
Tozuka, 2010, que ndo encontrou diferenca entre os grupos. Entretanto, esses dois tra-
balhos também possuem diferencas metodoldgicas em relagédo a este estudo. Sobre
Wright, 2011, foi discutido anteriormente. J& Tozuka, 2010 apresentou uma dieta com
racao hiperlipidica para induzir obesidade nas maes. Acredita-se que a condicdo meta-
bolica das mées do grupo de dieta de cafeteria provavelmente ndo tenha causado alte-
racdes nas regides encefalicas relacionadas a ansiedade e a locomocéao dos filhotes,
pelo menos ndo na magnitude de ser percebida alguma modificagdo comportamental,

como ocorreu no aprendizado e memoaria.

Os resultados encontrados em relacdo a memoéria de longo-prazo na puberdade
em filhotes que ingeriram dieta controle e que eram descendentes de maes obesas
(CAF-CON) véao ao encontro de descobertas recentes que mostram o comprometimento
de funcdes cognitivas e da neurogénese desses animais (Niculescu et al, 2009; Tozuka
et al, 2010; Tozuka et al, 2009; White et al, 2009). Neste trabalho, os filhotes de maes
obesas nao identificaram o novo objeto na tarefa de Reconhecimento de Objetos aos

30 dias de vida, porém, na idade adulta passaram a distingui-lo. Acredita-se que, na
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puberdade, o efeito do estado metabdlico materno ainda cause prejuizos nas areas en-
cefalicas relacionadas a memaria de longo-prazo dos filhotes. Ja na idade adulta, pos-
sivelmente, as alteracdes causadas pela dieta da mée sejam superadas, e a capacida-
de de memoria e aprendizado seja restaurada com a ingestédo de dieta padrdo a longo-

prazo.

As regibes encefalicas que modulam os comportamentos de locomocao e ansie-
dade provavelmente ndo foram afetadas pela dieta de cafeteria na puberdade, pois os
filhotes que a ingeriram a partir do desmame (CON-CAF) ndo apresentaram modifica-
¢Oes nesses comportamentos nas tarefas de Campo Aberto e Labirinto em Cruz Eleva-
do em relacéo aos filhotes controle nessa idade. Porém, na idade adulta, os filhotes que
ingeriram dieta de cafeteria apresentaram mais comportamentos relacionados a ansie-
dade, mesmo que os relacionados a locomocédo tenham permanecido inalterados. Es-
ses ratos permaneceram menos tempo nos quadrantes centrais do Campo Aberto, as-
sim como gastaram mais tempo na autolimpeza no Labirinto em Cruz Elevado, sugerin-
do que a ingestdo de dieta de cafeteria tenha um efeito ansiogénico. Essa descoberta
contradiz muitos estudos que mostram que a dieta hipercalérica e hiperpalatavel, com a
chance de escolha dos alimentos pelos animais, causa efeito ansiolitico nos animais
gue a ingerem (Dallman et al, 2005; Maniam et al, 2010b; Muller et al, 2010; Wright et
al, 2011b; Zeeni et al, 2013), mas vai ao encontro de estudos populacionais e experi-
mentais que relatam que individuos obesos e/ou diabéticos possuem maior chance de
desenvolver ansiedade e depresséo (Asato et al, 2012; Boeka et al, 2008; Capuron et

al, 2010; Dinel et al, 2011, Elias et al, 2005; Mobbs et al, 2010).
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As areas do SNC relacionadas com a memoaria de longo-prazo, entretanto, possi-
velmente sofreram prejuizo pela ingestdo de dieta de cafeteria na puberdade, mas néo
na idade adulta. Isso é sugerido porque, nessa idade, os filhotes que ingeriram dieta de
cafeteria a partir do desmame exploraram com o0 mesmo tempo 0 objeto novo e o objeto
familiar no dia do teste da tarefa de Reconhecimento de Objetos, além de as laténcias
para descer na plataforma da Esquiva Inibitéria serem estatisticamente semelhantes no
dia do treino e do teste. Esse achado é confirmado por uma série de estudos que reve-
lam o declinio cognitivo em animais com ingestdo hipercalérica (Goldbart et al, 2006;
Greenwood et al, 2001; Jurdak et al, 2008; Molteni et al, 2002; Muller et al, 2010; H. R.
Park et al, 2010; G. Winocur et al, 1999; Gordon Winocur et al, 2005a). Porém, nao foi
encontrado comprometimento de aprendizado e memoria nesses ratos quando analisa-
dos na idade adulta, mostrando que, possivelmente, o SNC na puberdade seja mais
vulneravel a agentes externos, como a dieta de cafeteria, 0 que € proposto por alguns

pesquisadores (Adriani et al, 2004; Andersen, 2003; Sturman et al, 2011).

A exposicao a dieta de cafeteria desde o periodo pré-natal até a idade adulta o-
casionou um prejuizo percebido tanto na puberdade quanto na idade adulta na tarefa
de Reconhecimento de Objetos, mas ndo na da Esquiva Inibitéria. Além disso, enquan-
to que na puberdade os animais ndo mostraram alteracbes nos comportamentos de
exploracdo e ansiedade, na idade adulta, os filhotes de maes obesas e que também
ingeriram dieta de cafeteria apresentaram maior nimero de levantamentos na tarefa de
Labirinto em Cruz Elevado, mesmo que na tarefa de Campo Aberto nenhum comporta-
mento tenha se mostrado diferente em relacdo aos outros grupos. Os dados de ansie-

dade e locomocao nesses animais estdo de acordo com de estudos que relatam que a
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ingestado de dieta hipercalérica possui efeito ansiolitico (Wright et al, 2011b), porém ne-
nhum, até o momento, havia descrito alteragdo exclusiva na frequéncia de levantamen-
tos. Estudos mais detalhados sdo necessarios para elucidar o papel da dieta de cafete-
ria e da dieta materna na modulagdo de comportamentos relacionados a exploracéo e a

ansiedade.

Em ambas as idades, os filhotes que ingeriram dieta de cafeteria e que eram
descendentes de mée cafeteria ndo foram capazes de identificar o novo objeto no dia
do teste da tarefa de Reconhecimento de Objetos, porém apresentaram laténcia para
descer da plataforma significativamente maior no dia do teste do que no dia do treino da
Esquiva Inibitoria. Resultados semelhantes foram descritos (White et al, 2009) na tarefa
de Labirinto Aquatico de Morris, no qual o grupo de filhotes que foi exposto a dieta hi-
perlipidica durante o periodo pré-natal e na idade adulta teve menor capacidade de re-
tencdo de memadria em comparagcao aos outros grupos do estudo. Esse achado sugere
gue a combinacédo da ingestdo da dieta de cafeteria nas maes e nos filhotes pode piorar
a funcao de aprendizado e memaria da prole, ja que o prejuizo estendeu-se até a idade
adulta, diferentemente dos grupos que foram expostos apenas no periodo pré-natal ou
no periodo poés-desmame. O trabalho de White e colaboradores (2009) também encon-
trou que o grupo exposto a dieta de cafeteria desde o desenvolvimento fetal até a idade
adulta apresentou piora na neurogénese e na defesa contra o estresse oxidativo e 0
inflamatorio no SNC, especificamente no hipocampo e no cortex. Seguindo recentes
estudos que apontam que a insulina e a leptina sejam importantes colaboradoras para a
estabilidade imunoldgica no SNC (Beccano-Kelly et al, 2012; Farr et al, 2006; Huang et

al, 2010; Oomura et al, 2010; Plum et al, 2006; Schubert et al, 2004; Stockhorst et al,
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2004; Gordon Winocur et al, 2005b), acredita-se que as resisténcias a insulina e a lepti-
na dos filhotes que ingeriram dieta de cafeteria, associadas as resisténcias a insulina e
a leptina das méaes obesas, tenham desencadeado um maior prejuizo no neurodesen-
volvimento da prole, com consequente déficit de aprendizado e meméria. Porém, como
foi encontrado também um aumento da atividade exploratdria na idade adulta, outra
possibilidade é de que a hiperatividade tenha mascarado a real retencdo de memdria

nessa idade, conforme relatam alguns autores (Quillfeldt, 2010).
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8. CONCLUSOES

Dentro das condi¢cOes deste estudo, pode-se concluir que a dieta de cafeteria in-
duziu as fémeas a obesidade e que essa condicdo ndo promoveu alteracdes nos para-
metros metabdlicos analisados nas duas idades dos filhotes machos, porém modificou o
peso corporal desses animais na idade adulta quando estava associada a ingestdo de
dieta de cafeteria pelos filhotes. Além disso, a obesidade materna induzida pela dieta
de cafeteria alterou comportamentos relacionados a memoria de longo-prazo dos filho-
tes machos nas duas idades analisadas, sendo que na idade adulta houve comprome-
timento da memoria de reconhecimento de longo-prazo apenas quando associada a
ingestao de dieta de cafeteria pelos filhotes. Contudo, a alteracdo de locomocao apre-
sentada na idade adulta desses filhotes pode estar encobertando a interpretacdo dos

resultados de memoria dessa idade.

Para explicar os efeitos da obesidade materna sobre a composicéo corporal dos
filhotes, foram propostas algumas teorias. Pode-se sugerir que houve um impedimento
para o desenvolvimento de obesidade nos filhotes expostos a dieta de cafeteria desde o
periodo pré-natal até a idade adulta. Contudo, é possivel propor também que a associ-
acao da ingestéo de dieta de cafeteria pelas maes e pelos filhotes aumentou a propor-
cdo de massa gorda em relagdo a massa magra nos filhotes. Entretanto, novos estudos
sobre a composicao corporal desses animais sdo necessarios para elucidar os resulta-

dos.

A obesidade materna induzida pela dieta de cafeteria ndo provocou alteracdes

metabdlicas quando néo estava associada a ingestdo de dieta de cafeteria pelos filho-
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tes, entretanto, foram observadas modificacdes comportamentais relacionadas & memo-
ria de reconhecimento na puberdade dos filhotes dessas maes e que ingeriram dieta
controle. Pode-se sugerir que a dieta materna hipercalorica teve um efeito negativo na
capacidade de aprendizado e memoria de longo-prazo na puberdade, mas que essa

habilidade foi recuperada na idade adulta, com a ingestao da dieta controle.

A ingestdo de dieta de cafeteria feita diretamente pelos filhotes gerou mais modi-
ficagbes significativas no metabolismo e nos comportamentos, independentemente da
dieta das méaes. Nas avaliacbes comportamentais, a obesidade materna associada a
dieta hipercaldrica dos filhotes pareceu influenciar negativamente a capacidade de a-
prendizado e memaria desses animais, tanto na puberdade (memdria de reconhecimen-
to e aversiva), quanto na idade adulta (apenas de reconhecimento. Além disso, a inges-
tdo de dieta de cafeteria feita apenas pelos filhotes prejudicou a memaria de reconhe-
cimento na puberdade. Todavia, as alteracbes de ansiedade apresentadas na idade
adulta por esses animais podem estar mascarando a interpretacdo dos resultados de

memoria desta idade.

Este trabalho enfatiza a importancia das preferéncias alimentares ao longo da vi-
da, sugerindo que a dieta possa reverter os efeitos de um ambiente materno metaboli-
camente alterado e programador. Entretanto, comportamentos relacionados a memoria
de longo-prazo parecem ser comprometidos pela dieta materna na puberdade, inde-
pendentemente da dieta dos filhotes. Portanto, os resultados deste trabalho aumentam
as evidéncias de que tanto a ingestdo alimentar materna quanto a de seus descenden-
tes necessitam ser apropriadas para garantir uma qualidade de vida adequada as gera-

¢Oes seguintes.



93

9. LIMITACOES DO ESTUDO

- O numero de filhotes por ninhada n&o foi controlado.

- As ninhadas nao foram pesadas no nascimento e no desmame.

- A puberdade foi estabelecida em 30 dias de idade, ndo sendo observadas as

caracteristicas morfoldgicas que a determinam.

- N@o h& dados de perfil lipidico, glicemia, insulinemia e leptinemia circulantes

durante a gestacao.
- Néo foi possivel dosar a insulinemia e a leptinemia dos filhotes na puberdade.

- A composicao da dieta e o tempo de exposicdo a ela é diferente de muitos tra-

balhos citados.



94

10.PERSPECTIVAS

Investigar os mecanismos envolvidos com as alteracdes metabdlicas e compor-
tamentais encontradas, correlacionando-as com as concentracdes circulantes de corti-
costerona, fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), leptina e insulina e suas ro-
tas de sinalizacao no hipocampo e no hipotalamo de filhotes machos controle e induzi-
dos a obesidade com dieta de cafeteria, descendentes de mées controle e induzidas a

obesidade com dieta de cafeteria.
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