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RESUMO

Introducédo: VariagBes das condigbes ambientais no periodo neonatal alteram
a fisiologia e o desenvolvimento de diferentes sistemas. Modelos animais de
estimulacdo neonatal induzem alteragdes neuroendocrinas e comportamentais
persistentes. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da manipulacdo
neonatal sobre o consumo de dieta palatavel em diferentes periodos de
exposicdo a esse tipo de alimento na vida adulta, e seus desfechos em
resposta a abstinéncia ao alimento palatavel. Métodos: No dia O de vida (dia
de nascimento), as ninhadas foram divididas em manipuladas (M) e nao
manipuladas (NM), as que sofriam manipulagédo neonatal foram separadas das
maes e colocadas em uma incubadora por 10 min/dia (do dia 1 ao dia 10 de
vida). Aos 21 dias foi realizada a sexagem, apenas as fémeas foram utilizadas
neste trabalho. Entre os 80 e 100 dias de vida foram pesadas e randomizadas
e o trabalho foi divido em: Experimento 1— exposi¢éo cronica a dieta palatavel —
comparacao entre 15 dias e 30 dias de consumo da dieta e Experimento 2 —
abstinéncia da dieta palatavel — comparacédo de 24 horas e 7 dias de privacdo
do alimento palatdvel com animais sem abstinéncia. A dieta foi oferecida a
partir dos 90 dias de vida (todas as ratas tinham no minimo 90 dias de vida).
Foram avaliados: peso corporal, consumo alimentar, depdsito de gordura
abdominal (antes e depois da abstinéncia) e os niveis de corticosterona, de TH
e p-CREB na amigdala apés abstinéncia. As analises entre os grupos foram
realizadas usando diferentes modelos estatisticos, ANOVA de duas vias,
ANOVA de medidas repetidas seguidas pelo teste post-hoc de Tukey e o Teste
t de Student. Resultados: Experimento 1 — Ambos os 15 e 30 dias de
exposicao cronica a dieta palatavel induzem efeitos metabdlicos semelhantes.
Experimento 2- As ratas manipulados no periodo neonatal mostram uma
resposta peculiar a abstinéncia do alimento palatavel apds a exposicéo cronica
dessa dieta por 15 dias, menor ingestdo de alimento palatavel apés a retirada
por 24 horas, acompanhado pelo aumento de TH e pCREB na amigdala.
Conclusdes: Este estudo sugere que as variagbes no ambiente neonatal
podem afetar a resposta a abstinéncia aguda de dieta palatavel, principalmente
em um nivel neuroquimico, aumentando o TH e presenca de p-CREB na
amigdala de individuos que sofreram manipulacdo neonatal e restricdo de dieta
palatavel por 24 horas.

Palavras-chave: Manipulacdo neonatal, abstinéncia, alimento palatavel,
exposicao cronica.



ABSTRACT

Introduction: Variations in environmental conditions in the neonatal period
change the physiology and development of different systems. Animal models of
neonatal stimulation induce neuroendocrine alterations and persistent
behaviors. The objective of this research was to study the effects of neonatal
handling on the consumption of palatable diet in different period of exposure to
this type of food in adult life, and its outcome as a response to withdrawal to
palatable food. Methods: On the day O of life (birth date), the offspring was
divided into handled (H) and not handled (NH), the ones which underwent
neonatal handling were separated from their mothers and put into an incubator
for 10min/day (from day 1 to day 10 of life). By the age of 21 days a sexing was
realized, only females were used in this research. Between the 80 and 100 days
of life they were weighted and randomized and the study was divided into:
Experiment 1- chronic exposure to palatable diet — comparison between 15
days and 30 days of diet consumption and Experiment 2 — withdrawal from
palatable diet — comparison of 24 hours and 7 days of deprivation of palatable
food on animals without withdrawal. The diet was offered from the 90" day of
life on (all rats were at least 90 days of life). The following were evaluated: body
weight, food consumption, abdominal fat deposit (before and after withdrawal)
and the levels of corticosterone, TH and p-CREB of the amygdala after
withdrawal. The analysis among the groups were carried out based on different
statistic models, two-way ANOVA, repeated measures ANOVA followed by the
Tukey post-hoc test and the Student’s t-test. Results: Experiment 1- both 15
and 30 days of chronic exposure to palatable food induce comparable metabolic
effects. Experiment 2 —rats handled during the neonatal period show a peculiar
response to palatable food withdrawal after chronic exposure to this diet for 15
days, ingesting less of this food after 24h withdrawal, accompanied by
increased amygdala TH and pCREB. Conclusions: This study suggests that
variations in the neonatal environment may affect the response to acute
withdrawal from palatable diet, mainly at a neurochemical level, increasing the
TH and p-CREB presence in the amygdala of neonatally handled individuals
that suffered such restriction for 24 hours of palatable food.

Keywords: Neonatal handling, withdrawal, palatable food, chronic exposure.
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1 INTRODUCAO

Ha muitos anos, estudos tém descrito o impacto das condi¢cbes
ambientais existentes no periodo neonatal sobre o padréo de saude e doenca
de individuos ao longo da vida. A literatura cientifica tem destacado que o
efeito desses estimulos altera a fisiologia e o desenvolvimento de diferentes
sistemas, como o do sistema enddcrino-metabodlico (SOTO et al.,, 2003).
Investigacbes utilizando modelos animais apontam que alteracbes
neuroendocrinas, bem como alteragbes comportamentais induzidas pela
estimulacdo neonatal, tendem a perdurar por toda a vida (FRANCIS et al.,
1996).

Nos estudos experimentais, um dos modelos adotados para estudar
essa influéncia do ambiente nos primeiros dias de vida é a manipulacdo
neonatal (Levine et al., 1967), que serve como um instrumento para avaliar a
fisiologia e os efeitos de uma experiéncia neonatal particular (LUCION et al.,
2003; PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004; MEANEY et al., 1989). Quando
adultos, os animais manipulados demonstram uma menor resposta
comportamental de medo, além de serem mais ativos e exploradores quando
expostos a um ambiente novo em comparacdo com 0S animais nao
manipulados (LEVINE et al., 1967). A manipulacdo neonatal também reduz a
resposta a situacdes de estresse agudo e crbénico (LEVINE et al., 1967; ADER;
GROTA, 1969; PADOIN et al.,, 2001; PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004,
SILVEIRA et al. 2011) e induz uma retroalimentacdo negativa dos
Glicocorticoides (GCs) mais eficiente no hipocampo (ADER; GROTA, 1969;
MEANEY et al; 1989).

Aléem de ser um modelo classico de programacdo persistente da
atividade do eixo hipotalamo-hipodfise-adrenal (HHA) pelo ambiente precoce
(ADER; GROTA 1969; PLOTSKY; MEANEY, 1992; MEANEY et al., 1989), a
manipulagdo neonatal aumenta o consumo de alimentos palataveis (SILVEIRA
et al., 2004), reduz os niveis de grelina no plasma (SILVEIRA et al; 2006), o
metabolismo dopaminérgico (SILVEIRA et al., 2010) e os receptores de
dopamina (D3) no ndcleo accumbens de ratos adultos (BRAKE et al; 2004).
Embora esses animais apresentem um aumento no consumo de alimentos

palataveis, ricos em acucar e gordura, na vida adulta (SILVEIRA et al.; 2004;
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BENETTI et al.; 2007), nosso grupo observou que animais manipulados no
periodo neonatal e cronicamente expostos ao chocolate, quando adultos,
apresentam maior eficiéncia caldrica, menores niveis de triglicerideos (machos)
e menor acumulo de gordura abdominal em relagcdo aos controles (fémeas)
(BENETTI et al., 2007). Ap6s um periodo de exposicado cronica e retirada
abrupta do alimento palatavel, animais manipulados apresentam menos
respostas comportamentais relacionadas a abstinéncia em relacdo aos
controles (BENETTI et al., 2010), porém com maior perda de peso em 24h
apos a retirada e maior consumo rebote do alimento palatavel apés 7 dias de
abstinéncia em relacdo aos controles (BENETTI et al., 2013). Portanto, esta
intervencdo neonatal altera a resposta comportamental a abstinéncia do
alimento palatavel apdés um periodo de exposicdo crdnica, porém 0S
mecanismos centrais envolvidos nesta diferenca ndo sdo conhecidos.
Considerando que o consumo deliberado de alimentos palataveis esté
associado a obesidade e pode ser considerado como viciante (VOLKOW et al.,
2013), o conhecimento sobre os mecanismos que afetam este consumo sao
importantes para a identificacdo de possiveis populacdes vulneraveis em
humanos. Logo, este trabalho se propde a estudar mais detalhadamente como
a vida neonatal modula a resposta comportamental a retirada do alimento
palatavel oferecido de forma crbnica, assim como 0S potenciais mecanismos

envolvidos nessa resposta, em ratas fémeas adultas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OBESIDADE — ADICAO AO ALIMENTO PALATAVEL?

A obesidade é considerada uma epidemia mundial, de modo que, a cada
ano, 2,6 milhdes de pessoas morrem em decorréncia da doenca. Antigamente
considerada uma enfermidade de alta prevaléncia apenas em paises ricos,
atualmente atinge paises de média e baixa renda (www.who.int/en/, 2014). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), um bilhdo de adultos
sofre com sobrepeso e 300 milhdes de pessoas sdao obesas no mundo
(www.who.int/en/, 2014). Se n&o houver uma mudanca, a OMS estima que
cerca de 1,5 bilhdo de pessoas no mundo serdo acometidas pelo sobrepeso
em 2015 (www.who.int/en/, 2014). Considerada um dos problemas mais graves
de salde publica atuais, a obesidade infantil preocupa pelo fato de que
criancas obesas ou com sobrepeso tendem a se tornar adultos obesos,
podendo sofrer cronicamente com as morbidades associadas a obesidade e/ou
ter uma morte prematura (www.who.int/en/, 2014). Estima-se que existam no
mundo, hoje, cerca de 42 milhdes de criangas menores de 5 anos obesas ou
com sobrepeso (www.who.int/en/, 2014) A OMS ainda alerta que o sobrepeso
e a obesidade nos dias de hoje matam mais do que o baixo peso, e que 65%
da populacéo vive em paises onde isto ocorre (www.who.int/en/, 2014).

Formas diferentes de obesidade e transtornos alimentares sé&o
neuroquimica e comportamentalmente semelhantes ao vicio em drogas,
podendo ser conceituadas como condicdes crbnicas reincidentes que alternam
periodos de abstinéncia (fazer dieta e evitar o “proibido” alimento palatavel) e
compulsdo (o comer compulsivo, muitas vezes incontrolavel, ingerindo-se
alimentos ricos em acucar e gordura), que continuam apesar das
consequéncias (COTTONE et al.,, 2009). Através do repetido acesso a
alimentos altamente saborosos, alguns individuos (seres humanos e animais
de laboratério) podem eventualmente substituir os processos inibitoérios que
sinalizam a saciedade e compulsivamente consumir grandes quantidades de
alimentos, apesar de uma sobrecarga nutricional e até uma repulsa a esse
comportamento, no caso dos seres humanos. Essa perda do controle, com

consequente consumo compulsivo de alimentos, € um comportamento


http://www.who.int/en/
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comparavel ao uso de drogas ilicitas, em que esses padrdes sao observados
na dependéncia quimica. Nesse sentido, sugere-se que a obesidade possa ser
vista como uma forma de “vicio em comida” (DILEONE et al., 2012;VOLKOW,
2013).

Nosso organismo sobrevive por meio da manutencdo da homeostase
energeética, que € regulada por mecanismos complexos e pela interacdo de
diferentes estruturas e sistemas (como o Sistema Nervoso Central, o Sistema
Digestivo e o tecido adiposo). Entretanto, comportamentos alimentares também
sao influenciados por outro nivel de regulacdo, que envolve o processamento
de sensacfes de prazer e recompensas por meio de sinalizacdo neuroquimica
de varios neurotransmissores, como a dopamina (DA) e os opibides, e a
capacidade do organismo de ser condicionado a presenca de estimulos
alimentares prazerosos que, em seguida, irdo desencadear o desejo pela
comida (VOLKOW, 2013).

Jéa ao pensarmos no consumo alimentar, em termos evolutivos, quando
ocorria escassez de comida, o alimento palatavel (rico em acglcar e gordura)
era vantajoso, pois 0 organismo armazenava energia para futuras ocasifes.
Entretanto, em uma sociedade como a atual, onde ha fartura dos alimentos
altamente cal6éricos e nem sempre nutricionalmente ricos, esta adaptacdo
torna-se perigosa (VOLKOW et al., 2013). Ligados a este consumo de
alimentos palataveis, temos envolvidos inimeros neurotransmissores, incluindo
a dopamina, canabindides, opidides, acido gama- Aminobutirico (GABA) e a
serotonina, assim como horménios e neuropeptideos estdo presentes nessa
regulacdo homeostéatica da ingestdo de alimentos, como a insulina, orexina,
like peptide - 1 (GLP-1). Esses

neurotransmissores, hormoénios e neuropeptideos tém sido implicados nos

leptina, grelina, PYY, glucagon

efeitos associados a recompensa de alimentos e/ ou drogas (VOLKOW et al.,
2013). Colaborando com isso, em um estudo de Bluml et al. (2012) relata uma
relacdo inversa entre o indice de massa corporal (IMC) e uso recente de
drogas ilicitas, tendo uma associacdo entre obesidade e um risco menor de
transtornos por uso dessas substancias (SIMON et al 2006). Isso sugere uma
possivel disputa entre as vias associadas a recompensa, pois de uma forma
inversa, quando ha recompensa através de alimentos, ndo existe necessidade

da sensacdo de prazer obtida através da utilizacdo de drogas ilicitas. Ainda
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acrescido a estes achados, sabe-se que os individuos obesos apresentam
taxas mais baixas de abuso de nicotina e de maconha do que os individuos
nao obesos (VOLKOW et al., 2012). De acordo com Davis et al.(2010), outros
estudos mostram que intervencdes que diminuem o IMC e reduzem os niveis
plasmaticos de insulina e leptina aumentam a sensibilidade a drogas
psicoestimulantes. Em adicdo a estes relatos, outros achados revelam
associacfes entre mudancas neuroenddcrinas e hormonais ocasionadas pela
insulina, leptina e grelina que sao desencadeadas através da restricdo
alimentar e demonstradas pela sinalizacdo das vias dopaminérgicas (THANOS
et al., 2008; DUNN et al., 2012). A partir destas sinalizacdes, se descreve uma
relagdo entre a personalidade viciante, a ma adaptacao alimentar e o consumo
de alcool, ap6s a cirurgia bariatrica, comprometendo o0s comportamentos
alimentares e de dependéncia do alcool (LENT MR; SWENCIONIS C., 2012;
KING et al.,2012). Apos essas evidéncias, reforca-se o questionamento sobre a
possibilidade de uma competicao entre alimentos e drogas pelos mecanismos
de recompensa envolvidos no processamento desses estimulos.

Sendo a obesidade considerada um vicio semelhante a dependéncia
quimica e tida como um transtorno alimentar, assim como a anorexia e a
bulimia nervosa, pode apresentar tracos pré-maérbidos, como o perfeccionismo
e a ansiedade. Esses elementos tornam os individuos vulneraveis a utilizar
extremos de ingestdo de alimentos como uma forma de reduzir as sensacoes
desagradaveis (recompensa) e a desregulacdo dentro ou entre o circuito
limbico e corticostrial contribui para esses sintomas (KAYE et al., 2013).

Apesar de o alimento poder ser considerado uma “droga”, € importante
ressaltar que existem caracteristicas individuais que conferem vulnerabilidade
aos efeitos ocasionados pela dieta rica em acucar e gordura, como alteracbes
genéticas (SILVEIRA et al., 2014) e metabdlicas (DALLMAN et al., 2005).
Estudos realizados nos ultimos anos apontam a ideia de que a qualidade do
ambiente fetal/neonatal programa as preferéncias alimentares, influenciando as
escolhas alimentares persistentemente durante a vida adulta (PORTELLA et
al., 2012). Além disso, pesquisas com animais descrevem que 0 consumo de
alimentos altamente caldricos, ricos em acucar e gordura, provoca uma
reducdo na resposta do eixo hipotalamo pituitaria-adrenal (HPA) ao estresse
(PECORARQO et al., 2004), indicando um efeito metabdlico-periférico da dieta
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palatavel sobre o cérebro (DALLMAN et al., 2003), de modo que este tipo de

alimento é chamado de “confort food”.

2.2 O AMBIENTE PERINATAL INFLUENCIA O CONSUMO DE ALIMENTOS
PALATAVEIS?

Estudos que consideram a linha DOHaD (conceito de Origens
Desenvolvimentistas da Saude do Adulto), consoante Silveira et al. (2007),
sugerem que variacdes do ambiente perinatal, principalmente no periodo intra-
Utero, podem ocasionar mudancas permanentes na fisiologia e no metabolismo
de um individuo até a sua vida adulta, aumentando o risco de doencas
cronicas ndo transmissiveis (INADERA, 2013). Estudos observacionais e
experimentais tém ligado exposi¢cdes adversas no inicio da vida, especialmente
em relacdo a nutricdo, a suscetibilidade a doencas cronicas na idade adulta
(BRENSEKE B. et al, 2013). Essa exposi¢do, no inicio da vida, a uma ampla
rede de insultos tem um impacto muito grande sobre as causas dos disturbios
metabdlicos. Estes fatores podem afetar processos epigenéticos, como a
metilacdo do DNA, permitindo o desenvolvimento influenciado pelo ambiente
na modulacao e transcricdo de genes (INADERA, 2013).

Um dos mecanismos propostos para explicar a programacdo do
maior risco para doencas metabdlicas é que variacbes do ambiente
perinatal afetam o funcionamento de alguns sistemas, persistentemente,
como é o caso do eixo HPA (LIU et al., 1997). O eixo hipotalamo hipofise
adrenal desempenha uma funcdo fundamental na resposta aos estimulos
externos e internos, incluindo os estressores psicolégicos (TSIGOS, 2002).

O eixo HPA é um dos mecanismos responsaveis pelas respostas
fisiologicas ao estresse. A submissdo a ambientes estressores induz ao
livramento do hormdnio liberador de corticotrofina (CRH) e vasopressina pelo
hipotadlamo, os quais ativam a produgcdo do horménio adrenocorticotrépico
(ACTH) pela hipofise, que é solto na corrente sanguinea e estimula a secre¢éo
de glicocorticoides pelo cortex adrenal (NEMEROFF CB.,1996). A regulacdo do
eixo hipotdlamo hipodfise adrenal se da sob a influéncia de diversos fatores,
principalmente pela retroalimentacdo negativa dos glicocorticoides no sistema
nervoso central (ADER; GROTA, 1969; MEANEY et al; 1989). Alguns estudos
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evidenciam a inervacdo catecolaminérgica, serotonérgica e dopaminérgica
direta nos neur6nios produtores de CRH no hipotdlamo; esses e outros
neurotransmissores parecem influenciar a liberacdo de CRH (JURUENA et al.,
2004).

Os glicocorticoides sé@o produtos finais do eixo HPA e participam do
controle da homeostase do organismo inteiro e da resposta do organismo ao
estresse. Eles possuem um papel regulador sobre a atividade basal do eixo
HPA e sobre a extincdo da resposta ao estresse, agindo no hipocampo, no
hipotalamo e na hipofise.

Os glicocorticoides também afetam a preferéncia alimentar por
alimentos altamente palataveis. Por esse motivo, nosso grupo vem
estudando se variagcdes no inicio da vida (que modificam de forma
persistente a funcdo do eixo HPA) afetam também de forma permanente o
consumo de alimentos palataveis e a resposta neuroquimica a este tipo de
alimento (ADER; GROTA, 1969; PLOTSKY; MEANEY, 1992; MEANEY et al.,
1989).

Nos ultimos anos, estudos tém demonstrado que a alimentacao pode
ser alterada por variacbes no ambiente neonatal precoce, assim como a
programacao da preferéncia alimentar ao longo da vida. No Brasil, foi
demonstrado que mulheres que sofreram restricdo de crescimento
intrauterino (RCIU) apresentam maior preferéncia por carboidratos aos 24
anos de idade, possivelmente contribuindo para o risco de doencas
metabolicas desta populacdo (BARBIERI et al., 2009). Em outro estudo
realizado no Canada, foi observado que as meninas com 3 anos de idade e
com peso normal ao nascer tém maior capacidade de adiar recompensas
alimentares do que 0os meninos; entretanto, entre as criangas nascidas com
RCIU, ndo ha esta diferenca entre os sexos. Além disso, nessas meninas, a
maior impulsividade frente a recompensa doce prediz tanto um maior
consumo de alimentos com alto teor de gordura (alimentos palataveis)
guanto maior indice de massa corporal (IMC) no ano seguinte. Esses
resultados sugerem que, nas meninas, a qualidade do crescimento fetal
pode influenciar o comer compulsivo, promovendo, assim, um aumento de
consumo de gorduras e de IMC mais alto (SILVEIRA, 2012), e,
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possivelmente, facilitando maiores riscos para doencas crbnicas na vida
adulta.

Ainda refor¢gando o conceito da influéncia do ambiente intrauterino na
vida adulta, e suas preferéncias alimentares, de acordo com Ayres et al.
(2012), quanto mais intenso a RCIU menor sera a frequéncia da resposta
hedobnica observada ao nascer, indicando que RCIU esta associada a uma
diminuicdo da sensibilidade a sensacdo de prazer gerada pelo doce,
provavelmente levando ao consumo excessivo de alimentos palataveis ao
tentar aumentar a sensacao de prazer (recompensa).

Diante dessas evidéncias, tem-se 0 conhecimento de que a
qualidade do ambiente intrauterino afeta o desenvolvimento das
preferéncias alimentares ao longo da vida, estando associada ao maior
consumo de alimentos ricos em acucar e gordura e, com isso, diminuindo a
ingestdo de frutas e verduras. Isso proporciona um risco maior para o
desenvolvimento de doencas como: obesidade, diabetes tipo Il, doencas
cardiovasculares, dislipidemias, hipertensédo arterial e sindrome metabdlica
(SILVEIRA et al., 2014).

Além disso, inUmeros modelos animais tém sido propostos para
investigar estas associacdes, entre eles a manipulacdo neonatal. Esta
intervencdo é um modelo relevante, pois envolve a programacdo do eixo
HPA através da breve separacdo dos filhotes de sua mae nos primeiros
dias de vida, aumentando o cuidado materno (LIU et al., 1997) e
modificando a expressao de receptores de glicocorticoides no hipocampo
através de mecanismos epigenéticos (MEANEY et al., 2005). Estas
modificacdes persistentes sdo acompanhadas de uma série de alteracbes
comportamentais na vida adulta: esses animais apresentam menor medo,
maior exploragdo quando expostos a um ambiente novo e menor neofobia
frente a um alimento novo (CALDJI et al., 1998).

Estudos utilizando este modelo observaram um aumento do consumo de
alimentos palataveis na vida adulta destes animais (SILVEIRA et al., 2004,
2005, 2006, 2008, 2010, 2011). Alem disso, quando expostos de forma crbnica
ao alimento palatavel (chocolate), conforme Benetti et al. (2007), animais
manipulados no periodo neonatal consumiram mais alimento palatavel em

comparacao aos controles e os machos manipulados apresentaram maior peso
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corporal e maior eficiéncia calorica, com niveis de triglicerideos mais baixos. Ja
as fémeas manipuladas expostas cronicamente ao chocolate apresentam
menor deposicao de gordura abdominal em comparacdo com as fémeas né&o
manipuladas no periodo neonatal, sugerindo um padrao metabolico especifico;
embora a manipulacdo neonatal possa reduzir o risco de sindrome metabdlica
na idade adulta, os efeitos dessa intervencdo podem ser dependentes do
género (BENETTI et al., 2007). Outro estudo descreveu que a saciedade em
animais manipulados é diferentemente induzida apds o uso de varios tipos de
alimentos, e inclusive apds consumo prévio de uma solugdo de sacarose, e
demonstrou que a grelina plasméatica € diminuida nesse grupo em relacdo aos
controles (SILVEIRA et al., 2006). Essa diminuicdo nos niveis de grelina
poderia sugerir que 0s mecanismos de sinalizacdo relacionados com a
saciedade, tanto periférica quanto central, podem contribuir para o0s
comportamentos alimentares tipicos destes animais (SILVEIRA et al., 2006).
Da mesma forma, Da Benetti et al. (2007) demonstrou que 0 ambiente precoce
influencia a resposta metabdlica, afetando a deposicdo de gordura abdominal
em ratas fémeas adultas expostas a uma dieta altamente calorica.

Num estudo subsequente, também realizado pelo nosso grupo, foram
observados os efeitos da exposicdo cronica, na idade adulta, a uma dieta
altamente palatavel (chocolate) sobre a atividade no cérebro, de Na +, K + -
ATPase e sobre concentracfes da proteina de S100B, no basal e em resposta
a retirada desta dieta palatavel (abstinéncia). Verificou-se que, em animais
manipulados no periodo neonatal, o consumo cronico de chocolate néo
diminuiu Na +, K + -ATPase tanto na amigdala quanto no hipocampo, ao
contrario do encontrado nos controles (ndo manipulados no periodo neonatal).
Essa diferenca - diminuicdo de Na+, K+-ATPase -, no entanto, desapareceu
apos a retirada do chocolate, o que sugere que os animais manipulados no
periodo neonatal s&o menos suscetiveis aos efeitos da exposi¢cdo cronica ao
chocolate (e posteriormente sua retirada) e que a manipulagcdo neonatal pode
reduzir ou impedir os efeitos de alteragbes induzidas por um longo prazo de
exposicdo a uma dieta altamente palatavel. Isso diminuiria a vulnerabilidade
das alteracbes metabdlicas e neurais (BENETTI et al., 2010). A partir dessas
evidéncias, pode-se acreditar em um provavel efeito protetor desencadeado

pela manipulac¢éo no periodo neonatal.
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2.3 MECANISMOS NEUROQUIMICOS RELACIONADOS A ABSTINENCIA
AO ALIMENTO PALATAVEL

As modificagbes neuroquimicas em sistemas neurotransmissores
envolvidas no comportamento alimentar e na recompensa sdo causadas pelo
consumo de alimentos ricos em gordura e acucar (LEVINE et al.,, 2003). A
regulagcdo dos comportamentos alimentares e a resposta ao alimento s&o
moduladas por inidmeros mecanismos periféricos e centrais que direta ou
indiretamente transitam pelas vias cerebrais de recompensa (VOLKOW et al.,
2013).

A partir disso, sabe-se que inumeras interacfes moleculares e funcionais
estdo envolvidas na homeostase energética e na influéncia das vias
dopaminérgicas sobre a sensacdo de recompensa, de modo que diversos
hormbnios e peptideos também podem influenciar essas respostas a
recompensa durante utilizacdo de drogas (glucagon-like peptide-1, insulina,
grelina, leptina, orexina e receptores de melanocortina) (VOLKOW et al., 2013).
Reforcando o papel da influéncia de horménios na resposta a recompensa,
Pankevich et al. (2010) encontrou concentra¢cdes de horménio de melanina e
orexina elevadas ap6s uma dieta rica em gordura em camundongos
previamente restritos. Além disso, Avena (2009) sugere que a falta dos sinais
associados a abstinéncia de opiaceos e a compulsdo por alimentos ricos em
gordura em ratos pode ser causada pela ativacdo enddgena do neuropeptideo
galanina (GAL), induzida pela gordura, assim inibindo os efeitos relevantes dos
opibides. Essas interacfes podem ajudar a explicar a diminuicdo da busca por
drogas (recompensa) em animais obesos (DAVIS et al., 2008).

Volkow et al. (2007, 2013) sugerem, atraveés de achados de diversos
estudos, que alimentos e drogas possam competir pelos mecanismos de
recompensa que se sobrepbem, como vimos acima. Ainda esclarecendo a
importancia do papel da dopamina nos comportamentos emocionais e
motivacionais, sabe-se que eles sdo regulados por ela (DA) através da via
dopaminérgica mesolimbica e que alteracées na neurotransmissao do sistema
mesolimbico dopaminérgico podem modificar as respostas comportamentais a
varios estimulos ambientais associados aos comportamentos de recompensa,

como o de psicoestimulantes, drogas de abuso, assim como o0s associados aos
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alimentos, podendo causar modificacdes sinapticas substanciais ao sistema
mesolimbico dopaminérgico (BAIK, 2013).

Além dos neurénios dopaminérgicos do sistema mesolimbico modularem
a motivacdo e as respostas comportamentais a recompensa, também estéo
associados ao esforco necessario para sobreviver, considerando que uma
deficiéncia no funcionamento desses neurdonios pode ocasionar uma
diminuicdo na motivacdo do consumo de alimentos, resultando em morte
(VOLKOW et al., 2013). Somando a isso, um estudo realizado com
camundongos geneticamente modificados, que n&o possuiam tirosina
hidroxilase em todos os neurbnios dopaminérgicos, morriam de fome com 4
semanas de idade. Entretanto, apds receberem tratamento diario com L-Dopa,
os camundongos modificaram o comportamento alimentar, voltando a comer
(PALMITER, 2008).

Dentre os sinais associados ao consumo de drogas e alimentos, a
dopamina € o mais investigado; ela sinaliza, através de seus receptores D1 e
D2 no estriado, a necessidade de alimentacdo e outros comportamentos
alimentares relacionados. Apos a retirada do alimento ou droga oferecido de
forma crbnica, o comportamento para 0 consumo dos mesmos pode ser
desencadeado pela re-exposi¢ao, condicionamento ou por exposicdo a um
fator estressor. Alteracfes na sinalizacdo dos receptores de dopamina D1
(elevado) e D2 (diminuido) estdo relacionadas ao consumo compulsivo por
drogas, sugerindo que essa alteracdo pode desencadear uma ingestéo
compulsiva de alimentos (VOLKOW et al., 2013).

O impulso pelo consumo de drogas ndo envolve apenas 0 circuito
mesocorticolimbico, mas também outros, incluindo controle inibitoério, humor,
respostas ao estresse e memoéria (VOLKOW et al., 2013). A ingestdao dos
alimentos altamente palataveis libera alta quantidade de DA no estriado,
ativando o circuito de recompensa. A diminuicdo da atividade dopaminérgica
pode elevar o consumo de alimentos ricos em agucar e gordura como um
mecanismo compensatorio, proporcionando, assim, a resposta embotada do
circuito de recompensa (VOLKOW et al., 2013). Adicionado a isso, o0 estudo de
Palmiter (2008) relata que os camundongos que receberam tratamento com L-
Dopa (que ndo apresentavam presenca de tirosina hodroxilase nos neur6nios

dopaminérgicos) ainda tinham preferéncia por alimentos doces. Também estéo
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envolvidos nas respostas condicionadas a alimentacédo e consumo de drogas: a
amigdala, cértex orbito frontal (OFC), hipocampo, e insula, de forma que,
quando ocorre a inibicdo do desejo pela droga ou alimento palatavel, ocorre
uma diminuicdo de suas atividades. Assim sendo, de acordo com Volkow et
al.(2013), disfuncbes de OFC estdo associadas a transtornos alimentares.

Reforcando a importancia da dopamina nos comportamentos
alimentares, a diminuicdo da sinalizacdo de DA estriatal pode ocasionar a
perda do auto-controle e a regulacédo negativa de D2R, que modula as regides
frontocorticais e aumenta a sensibilidade as drogas (aumentando a
sensibilidade a recompensa), ja a regulacéo positiva do D2R influi no consumo
das mesmas. Essa desregulacdo na sinalizacdo do D2R talvez possa
influenciar na obesidade e no consumo alimentar compulsivo. A reducédo do
D2R estriatal no vicio e na obesidade € associada a diminuicdo de atividades
nas regides pré-frontais OFC e ACC, ou seja, sua desregulacdo mediada pela
sinalizacdo de DA nessas regides, em usuarios de drogas e obesos, poderia
incentivar o consumo de drogas ou alimentos (VOLKOW et al., 2013). Além do
envolvimento das vias dopaminéricas nas vias de recompensa, de acordo com
Pankevich (2010), a realizagdo de uma restricao caldrica promoveria alteragdes
de longo prazo em genes importantes relacionados aos circuitos de
alimentacéo e recompensa, essa restricdo também influenciaria na ingestao de
alimentos e nos comportamentos relacionados ao estresse. Essas alteracdes
poderiam ser conduzidas por mecanismos epigenéticos, que promoveriam um
aumento na sensibilidade das vias de estresse que se projetariam para alterar
circuito de recompensa (PANKEVICH et al., 2010).

Koob e Le Moal (2005) sugerem que os individuos utilizam a droga ou o
alimento palatavel como forma de amenizar estados de espirito negativos,
como estresse, ansiedade e depressao, destacando a importancia dos circuitos
cerebrais que modulam as reacdes ao estresse. A ideia central desses autores
€: uma maior sensibilidade da amigdala e o aumento da sinalizacdo através do
fator liberador de corticotrofina e peptideos relacionados, que medeiam as
respostas ao estresse. O nucleo central da amigdala desempenha um papel
importante no fenomeno de ansiedade e também nos comportamentos
motivacionais do consumo de alcool e alimentos palataveis (PANDEY et al.,

1999b). Com isso, Pandey et al. (1999b) frisa o envolvimento e a importancia
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da concentracdo de p-CREB na amigdala, nos processos de recompensa, 0
que sugere que sua diminuicdo pode aumentar a preferéncia por bebidas
alcodlicas. Também sugere que a funcdo diminuida de CREB na amigdala
pode estar associada a manutencdo e ao aumento da ansiedade com a
preferéncia por alcool.

Em outro estudo, foi encontrada a diminuicdo de CREB e p-CREB na
amigdala central e basolateral de ratos normais através de infuséo bilateral de
PKA - inibidor (Rp cAMPS) e, em seguida, foram medidos os niveis de
ansiedade e de preferéncia por alcool nestes animais. Os resultados sugerem
que a retirada do etanol, apdés 15 dias de tratamento essa substancia organica,
pode estar associada a diminuicdo da fosforilagdo de CREB na amigdala
central e medial (PANDEY et al., 2003).

Relacionada aos mecanismos envolvidos nas vias de recompensa,
vemos que a abstinéncia ao alimento palatavel ou droga também causa
modificagdes neuroquimicas, diminuindo a dopamina no nucleo accumbens e
aumentando a liberacdo de acetilcolina pelos interneurénios do accumbens
(COLANTUONI et al., 2002). Além disso, os sinais e sintomas da abstinéncia
podem ser influenciados pelo principal neurotransmissor inibitério do sistema
nervoso — 0 GABA (Acido Gama Aminobutirinico) e seus receptores - se eles
tiverem uma baixa expressdo durante o periodo de restricdo (GLUE; NUTT,
1990). Ja o principal neurotransmissor excitatorio - o glutamato —, num contexto
de consumo crénico de alcool, pode ocasionar uma intoxicagdo, inibindo sua
atividade, agindo através das ligacGes ibnicas de seu receptor, o N-metil-D-
aspartato (NMDA). Contudo, a retirada do fator viciante inverte a inibicdo do
receptor NMDA, também determinando sinais e sintomas da abstinéncia
(ADINOFF, 1994). Durante a abstinéncia, ainda temos um aumento de
concentracbes de glicocorticéides no ceérebro, enquanto no plasma as
concentragcbes podem aumentar ou manterem-se inalteradas (ADINOFF, 1994;
GLUE; NUTT, 1990).

Um recente estudo demonstrou que a abstinéncia do alimento rico em
acucar e gordura oferecido cronicamente induz um aumento de consumo deste
alimento quando ele € novamente oferecido (recaida), o que € acompanhado
de uma diminui¢do de tirosina hidroxilase (TH) e P-CREB na amigdala. Esse

estudo sugeriu que a retirada dessa dieta rica em gordura pode ativar as
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respostas ao estresse e aumentar a vulnerabilidade para consumo de
alimentos palataveis, aumentando o comportamento motivado pela comida.
Essas mudancas duradouras no sistema dopaminérgico e o0s sinais de
plasticidade relacionados ao circuito de recompensa também poderiam
promover estados emocionais negativos — como comer demais - e recaidas por
alimentos palataveis (SHARMA et al., 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o ambiente precoce afeta o padrdo de saude e doenca
durante todo o desenvolvimento, até a vida adulta. Evidéncias clinicas e
experimentais demonstram que variacbes no nivel de estresse ou
disponibilidade de nutricdo no ambiente de inicio da vida determinam, por
exemplo, alteragOes persistentes no comportamento alimentar, assim como no
metabolismo. Por exemplo, o0 modelo experimental de manipulacdo neonatal,
utilizado no presente trabalho, estd associado a um aumento no consumo de
alimento palatéavel (rico em agucar e gordura) na vida adulta. Considerando que
o consumo deliberado de alimentos palataveis esta ligado a obesidade e pode
ser julgado viciante, o conhecimento sobre os mecanismos que afetam esse
consumo sao importantes para a identificacdo de possiveis populacdes

vulneraveis.
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4 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos da manipulacdo neonatal sobre o consumo de dieta
palatavel em diferentes periodos de exposicdo a esse tipo de alimento na vida
adulta, investigando o0s desfechos comportamentais, metabdlicos e
neuroquimicos em resposta a abstinéncia, por 24 horas e 7 dias, do alimento

palatavel em ratas fémeas adultas.
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5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o consumo de alimento palatavel (racao palatavel) e de racéo
padréao, assim como o ganho de peso corporal e a deposi¢cdo de gordura
abdominal em ratas fémeas, manipuladas e ndo manipuladas no periodo
neonatal, apos 15 e 30 dias de exposi¢cao ao alimento palatavel em fase
adulta;

Avaliar o consumo de alimento palatavel, o peso corporal, o depdsito de
gordura abdominal e os niveis de corticosterona no soro de ratas fémeas
adultas, manipuladas e nado manipuladas no periodo neonatal, em
resposta a 24 horas e 7 dias de abstinéncia desse tipo de alimento apds
exposicdo cronica de 15 dias;

Verificar os niveis de TH e p-CREB na amigdala de ratas fémeas
adultas, manipuladas e ndo manipuladas no periodo neonatal, em
resposta a 24 horas e 7 dias de abstinéncia desse tipo de alimento apés

exposicao cronica de 15 dias.
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6 HIPOTESE

A manipulagdo neonatal induz uma resposta comportamental e
neuroquimica peculiar a abstinéncia do alimento palatavel apés a exposicao
cronica a este tipo de alimento. Em outras palavras, as variacbes do ambiente
neonatal afetam a resposta comportamental e neuroquimica a abstinéncia do

alimento palatavel apGs exposicao crénica a este tipo de alimento.
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratas Wistar virgens provenientes da Fundacdo Estadual de Producéo e
Pesquisa em Saude (FEPPS, Porto Alegre - RS, Brasil) e da Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL, Pelotas - RS, Brasil), foram randomicamente
selecionadas. As ratas fémeas permaneceram, individualmente, em caixas-
moradia, confeccionadas em Plexiglas, medindo 65 x 25 x 15 cm, com
assoalho recoberto de maravalha, e foram mantidas em um ambiente
controlado: ciclo normal claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 + 2°C,
limpeza das caixas uma vez por semana realizada pela equipe da Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA/HCPA),
racao padrao e agua ad libitum. As ratas foram mantidas nesse ambiente pelo
periodo de 14 dias, antes de qualquer procedimento experimental, para permitir
aclimacao ao biotério. Aos 70 dias de vida, foram acasaladas individualmente
com um rato macho (idade em torno de 80 dias de vida) permanecendo na
caixa-moradia pelo periodo de sete dias. As ratas prenhes receberam racao
padrdo do biotério e agua a vontade durante toda a gestacao.

O dia do nascimento foi considerado o dia 0 (zero). Apés o nascimento,
as ninhadas foram mantidas intactas, exceto para os procedimentos de
manipulagdo que foram realizados entre as 10:00 e 11:00 horas. Mais de uma
ninhada foi submetida ao procedimento de manipulacdo neonatal (dia 1 ao dia
10 de vida) no mesmo dia; entdo, durante este periodo de 1 hora de
procedimento estava incluido: o tempo para aquecer a incubadora, trazer as
caixas-moradia do alojamento para a sala de experimentos do biotério, habituar
brevemente as genitoras a nova sala, remover cuidadosamente os filhotes da
ninhada, fazer a manipulagdo em si, retornar os filhotes para a mae e,
novamente, apds um breve periodo, levar a caixa-moradia para o alojamento.
O pesquisador tinha o cuidado de trocar as luvas entre a manipulagéo de cada
ninhada, para evitar a dispersédo de qualquer tipo de odor de uma ninhada para
outra.

As ninhadas foram desmamadas e separadas por sexo no dia 21 pos-

natal. Foram utilizados, no méaximo, dois filhotes fémeas da mesma ninhada
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para 0 mesmo grupo experimental. Este estudo utilizou somente ratas fémeas,
derivadas de 24 ninhadas, para dar um prosseguimento mais acurado aos
trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa, avaliando os efeitos da
abstinéncia do alimento palatavel em ratas adultas manipuladas no periodo
neonatal (Benetti et al., 2010 ; Benetti et al., 2013). Imediatamente apos a
separacdo por sexo, 0s ratos machos foram destinados a outro projeto. ApGs o
desmame, as fémeas foram mantidas em torno de 3 a 4 por caixa, recebendo
racao padrédo e agua a vontade, sem qualquer tipo de manipulacéo até o inicio
da exposicdo ao alimento palatavel (60 dias de vida).

As linhas de tempo abaixo ilustram a sequéncia dos procedimentos

experimentais realizados, nos diferentes momentos da vida das ratas:

Figura 1 - Linha de tempo 1: 15 dias de exposicao a dieta palatavel, seguidos
de 24 horas e 7 dias de abstinéncia desse tipo de alimento

Dias pos-natal
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 2 - Linha de tempo 2: 30 dias de exposicdo a dieta palatavel, seguidos
de 24 horas e 7 dias de abstinéncia desse tipo de alimento
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Fonte: Elaborado pela autora
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7.2 MANIPULACAO NEONATAL

As ninhadas foram divididas em dois grupos de intervencéo neonatal:

1)

2)

N&o-manipulado: os filhotes permaneceram com a mae, sem
gualquer tipo de manipulacdo até o desmame. De forma semelhante
ao grupo de intervencdo, parte da maravalha foi removida
cuidadosamente pelo experimentador e, depois, foi colocada
maravalha limpa, sem tocar nos filhotes;

Manipulado: esse procedimento foi realizado conforme previamente
descrito por nosso grupo de pesquisa (Silveira et al; 2004; da Silva
Benetti et al; 2007). A mae foi gentilmente afastada da ninhada e os
filhotes foram retirados do ninho ao mesmo tempo, sendo
imediatamente colocados dentro de uma incubadora ajustada para
manter a temperatura ambiente de 30-32°C, enquanto a méae
permaneceu na caixa-moradia ao lado da incubadora. Apés 10
minutos, os filhotes voltaram para sua respectiva mée. Esse

procedimento foi realizado do dia 1 ao dia 10 pds-natal (Figura 3).

Figura 3 - Manipulagéo neonatal

Fonte: Elaborado pela autora

7.3 HABITUACAO AO ALIMENTO PALATAVEL

A partir do 60° dia de vida, as ratas foram habituadas ao alimento

palatavel, rico em acglcar e gordura, contendo: 4,59 kcal/lg; 47,0% de

carboidratos — sendo 20% de sacarose -, 25,0% de proteinas e 23,0% de
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gordura (Prag Solucdes, Jau-SP, Brasil). Para esse experimento, uma porcao
previamente pesada de racdo palatavel foi colocada em uma das extremidades
da caixa-moradia para habituar as ratas ao alimento novo. As ratas foram
habituadas, individualmente, ao alimento palatavel sob a restricdo alimentar
(em torno de 80% do consumo habitual), durante 5 dias consecutivos, por 3
minutos cada dia. No 6° dia, as ratas foram testadas para o consumo de
alimento palatavel, sendo expostas, assim como na habituacdo por 3 minutos,
a uma porcao previamente pesada desse tipo de alimento, porém apos terem
recebido racdo padrdo ad libitum nas 24 horas prévias. Apds esse periodo de
habituacdo, as ratas receberam racdo padrdo ad libitum. Todos os
procedimentos seguintes foram realizados com as fémeas em estado

alimentado (Figura 4).

Figura 4 - Habituacdo ao alimento palatavel na caixa-moradia

Fonte: Elaborado pela autora

7.4 EXPERIMENTO 1: EXPOSICAO CRONICA A DIETA PALATAVEL -
COMPARACAO ENTRE 15 DIAS E 30 DIAS DE CONSUMO DA DIETA

Entre os dias 80 e 100 de vida, todas as ratas foram pesadas e
randomizadas em diferentes grupos, conforme o peso corporal, sendo
colocadas em numeros de 3 a 4 por caixa. Os grupos de ratas, manipuladas e

nao manipuladas, foram expostos a dois diferentes periodos de tempo de
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exposicao cronica a dieta palatavel, onde eram oferecidas dietas padréo e

palatavel concomitantemente, sendo subdivididos em:

a) 15 dias de exposicdo crbénica a dieta palatavel: 1) Nao manipulada +

racao palatavel + ragdo padrao e 2) Manipulada + racao palatavel +
racao padrao;

b) 30 dias de exposicdo crbnica a dieta palatavel: 1) Ndo manipulada +

racao palatavel + ragdo padrdo e 2) Manipulada + racdo palatavel +

racao padrao.

Uma semana apos a randomizacao nos grupos de dieta descritos acima,
as ratas passaram a receber o alimento palatavel a vontade na caixa-moradia.
Durante 15 e 30 dias, por¢ces previamente pesadas de racdo palatavel e de
racao padrao foram oferecidas e a quantidade restante foi medida para avaliar
0 consumo durante a primeira semana (diariamente) e, depois, a cada 72 horas
de exposicdo cronica a dieta. O consumo de alimentos foi medido por caixa,
obtendo-se, assim, o consumo médio por caixa. O peso corporal foi aferido

uma vez por semana ao longo dos dois periodos de exposicao cronica a dieta.

7.5 EXPERIMENTO 2: ABSTINENCIA DA DIETA PALATAVEL -
COMPARACAO ENTRE 24 HORAS E 7 DIAS DE PRIVACAO DO ALIMENTO
PALATAVEL

Apbs o periodo de exposicdo a dieta palatavel, os grupos de ratas
manipuladas e ndo manipuladas foram privados do alimento palatavel, sendo

subdivididos nos seguintes subgrupos:

a) Sem abstinéncia: ratas fémeas permaneceram recebendo racao

padréo + dieta palatavel continuamente até o momento da decapitagéo;
b) 24 horas de abstinéncia da dieta palatavel: ratas fémeas foram

privadas do alimento palatavel, passando a receber apenas ragéo
padrao 24h antes da decapitacéo;

c) 7 dias de abstinéncia da dieta palatavel: ratas fémeas foram privadas

do alimento palatavel, passando a receber apenas racdo padrao 7 dias
antes da decapitacao.
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Imediatamente apds cada um dos periodos de abstinéncia a dieta
palatavel (24 horas e 7 dias), as ratas foram testadas quanto ao consumo do
alimento palatavel, sendo colocadas, em estado alimentado, no mesmo aparato
utilizado na habituacéo a esse tipo de alimento e a quantidade consumida da
racado palatavel foi medida apds 10 minutos de exposicdo. O peso corporal
também foi aferido apds cada um dos periodos de abstinéncia ao alimento
palatavel.

7.6 COLETA DE SORO E DISSECACAO DE ESTRUTURAS CEREBRAIS E
DE TECIDOS

ApoOs o teste do consumo de alimento palatavel, as fémeas foram
submetidas a um periodo de jejum de 4 horas e, em seguida, decapitadas para
coleta de sangue e tecidos. O sangue foi coletado em tubos coletores para
determinacdo dos niveis de corticosterona. Os tubos foram centrifugados a
4°C, 4.000 rpm, por 10 minutos e o soro foi separado em aliquotas e congelado
a -20°C até o dia das andlises bioguimicas.

Os cérebros foram removidos imediatamente ap6s a decapitacdo, sendo
rapidamente congelados através de imersdo em isopentano e armazenados a -
80°C. Posteriormente, os cérebros, ainda congelados, foram fatiados e a
amigdala (localizada sobre a face dorsal do bulbo) foi dissecada, armazenada
a —80°C para posterior quantificacdo de TH (tirosina hidroxilase) e p-CREB
(CAMP response element-binding protein), através da técnica de Western
Blotting.

As duas maiores porcdes da gordura abdominal (inguinal e
retroperitoneal) foram dissecadas e pesadas separadamente, usando-se uma
balanca da marca Marte® com precisdo de 0,01g. A gordura abdominal total foi

expressa como percentagem de peso corporal.
7.7 ANALISES BIOQUIMICAS
Os niveis de corticosterona no soro foram determinados pelo método de

ELISA, utilizando-se kit comercial ENZO (Life Science- Ann Arbor, Michigan,
EUA).



39

7.8 ANALISES NEUROQUIMICAS

A quantificacdo de tirosina hidroxilase e p-CREB na amigdala foi
realizada por meio da técnica de Western Blotting. O material para realizacao
da técnica foi extraido através de “punches” na regido da amigdala (localizada
sobre a face dorsal do bulbo, Paxinos; Watson, 2007). Foi realizada a extragcéo
citosdlica da amostra, utilizando-se tampdo de extracdo com Phosphatase
Inhibitor Cocktail (PIC) (cat: P8340, Sigma); phospho stop (4906845001,
Roche); NEB 1 (HEPES 0,24 g (10 mM): 2,5 M KCI 400 ul (10 mM), 0,2 M
EDTA 50 ul (0,1 mM), 0,5 M EGTA 20 pl (0,1 mM); pH: 7,9. Logo apds, as
proteinas totais teciduais foram quantificadas por meio de kit comercial (Pierce*
BCA* Protein Assay, cat: 23225, Thermo Scientific). Em seguida, amostras com
20mcg/dl de proteina foram processadas com LDS e DTT (Sample Loading
Buffer e DL-Dithiothreitol) e desnaturadas a 95 °C por 3min. Na sequéncia,
foram pipetadas, nos pocos do gel, NUPAGE 4-12% bis-tris gel (Bis-Tris-HCI
buffer (pH 6.4), Acrylamide, Bis-acrylamide, APS, Ultrapure water)
(INVITROGEN, cat: NP0323BOX) usando-se, como marcador de peso
molecular, o Magic Mark XP (INVITROGEN, cat: LC5602). A corrida foi feita
com tampao especifico (NUPAGE MES SOS running buffer 20x, INVITROGEN,
cat: np002) com antioxidante (Nupage antioxidant, INVITROGEN, cat: np005)
por 1:30h, 120V, 100mA. A transferéncia foi feita para a membrana de
nitrocelulose (hybond-C Amersham biosciences nitrocelulose 0,4 micron 30 cm
x 3 m roll, GE heathcare, cat: RPN303C ), empregando-se tampdao especifico
(NUPAGE transfer buffer 20 x, INVITROGEN, cat: np006) por 1:30h, 30V,
400mA. Apoés a transferéncia, foi colocada solu¢cdo de Ponceau no intuito de
verificar a presenca de proteinas na membrana (Sigma-Aldrich, cat: P7170-1L).
O blogueio da membrana deu-se usando leite em p6 desnatado 5% em TBS-T
e incubou-se “overnight” a 4°C com o anticorpo primario (ver abaixo).

No dia seguinte, a membrana foi incubada por 2 horas com anticorpo
secundario especifico. Ap0s esse processo, foi realizada a revelacdo da
membrana na camara escura, empregando-se ECL (ECL western blotting
analysis system, GE heathcare, cat: RNP 2106). A quantidade de proteina de
interesse foi calculada através do software Image J® (SRINIVASAN; DUNN,
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2011; KURIEN; HAL SCOFIELD, 2006; CORDEIRA et al.,, 2010). Para a
dosagem de tirosina hidroxilase (TH) e fosfo-CREB na amigdala, foram
adotados os seguintes anticorpos: TH (1:5000) (anti-tyrosine hydroxilase, peso
molecular: 60 KDa, Sigma-Aldrich, cat: T2928), pCREB (1:500) (anti-phospho-
CREB, peso molecular: 60 KDa, INVITROGEN, cat: 368600), anti-mouse
(1:2000) (Amersham ECL Anti-Mouse IgG, GE heathcare, cat: NA 931), anti-
rabbit (1:2000) (Amersham ECL Anti-Rabbit IgG, GE heathcare, cat: NA 934),
actina (1:1000) (Monoclonal Anti-Actina (A4700, Sigma).

7.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em meédia + erro padrdo da média (E.P.M),
previamente digitados e analisados pelo programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versdo (18.0) (SPSS Inc., IBM Company, Chicago,
EUA). As analises que foram realizadas por ANOVA de duas vias (consumo no
teste da habituacdo, consumo do alimento palatavel no teste comportamental,
peso corporal e depésito de gordura abdominal ap6s abstinéncia, assim como
niveis de corticosterona, TH e p-CREB apdés abstinéncia) ou por ANOVA de
medidas repetidas, adotaram o0 grupo neonatal como fator (consumo na
habituacdo, consumo de racdo palatavel e de racdo padrédo, e peso corporal
durante periodo de exposicdo a dieta) e foram seguidas pelo teste post-hoc de
Tukey, quando indicado. Teste t de Student também foi utilizado (depdsito de
gordura abdominal apds exposicédo a dieta). O nivel de significancia estatistica
estabelecido foi de 5%. O célculo do tamanho amostral foi realizado com base
em outros estudos como os de Silveira et al. (2006) e Benetti et al. (2007). Para
detectar uma diferenca de 1,25 desvios-padréo entre os grupos, adotou-se um
nivel de significancia de 5% e um poder de 80%, chegando-se a um n de

7/grupo.
7.10 ASPECTOS ETICOS
Todos os procedimentos animais foram aprovados em seus aspectos

éticos e metodologicos, em conformidade com as Diretrizes e Normas

Nacionais e Internacionais, especialmente com a Lei 11.794 de 08/10/2008
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(BRASIL, 2008), que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, pela Comisséo Cientifica e pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
do Grupo de Pesquisa e PoOs-Graduacdo do HCPA (GPPG/HCPA) (Projeto
namero 11-0025).
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8 RESULTADOS

8.1 EXPERIMENTO 1

8.1.1 Numeros de filhotes por ninhada e peso aos 60 e 90 dias pos-natal

Inicialmente, para verificar a homogeneidade entre 0s grupos de
intervencdo neonatal (manipulados e ndo manipulados), foi realizada uma
comparacao entre esses grupos do namero de filhotes por ninhada e do peso
corporal das fémeas antes da randomizacdo nos diferentes periodos de
exposicdo a dieta palatavel (15 e 30 dias de exposi¢cdo). Nao foi detectada
diferenca entre os grupos de manipulacdo neonatal no numero de filhotes nem
no peso aos 60 e 90 dias de vida das ratas fémeas (Teste T de Student, P>
0,05). A Tabela 1 ilustra esses dados.

Tabela 1 - Numero de filhotes por ninhada e peso corporal antes da
randomizacao nos diferentes periodos de exposicéo a dieta palatavel em
animais manipulados e ndo manipulados no periodo neonatal

Grupo Neonatal Filhotes/ninhada Peso aos 60 dias Peso aos 90 dias
Né&o 186,13 + 224,04 +
10,89 + 0,68
manipulado 2,82 2,08
Manipulado 191,88 + 225,99 +
12,20 + 0,51
3,76 2,23

Fonte: Elaborado pela autora.

Dados expressos em média + erro padrao da média (E.P.M.). O niumero
de filhotes por ninhada n&o foi diferente entre os grupos de intervencao
neonatal. Da mesma forma, o peso corporal aos 60 e 90 dias de vida, antes da
randomizacdo nos grupos de exposicdo a dieta palatavel, ndo diferiu entre

animais manipulados e ndo manipulados (Teste T de Student, P>0,05).
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8.1.2 Habituacdo ao alimento palatavel em animais manipulados e néo

manipulados no periodo neonatal

Durante o periodo de 5 dias de habituacdo ao alimento palatavel,
observou-se um efeito do tempo, onde a habituacdo ocorreu no segundo dia de
exposicao e posteriormente 0 consumo caiu em um plateau, tanto nos animais
manipulados quanto nos ndo manipulados, no periodo neonatal [ANOVA de
medidas repetidas, F(2,71; 370,96)= 16,719, P<0,001]. No dia do teste (dia 6),
nao foi detectada diferenca no consumo de alimento palatavel entre os grupos
de intervengdo neonatal (Teste T de Student, P>0,05). As Figuras 5 e 6

ilustram esses resultados.

Figura 5 - Grafico do consumo de alimento palatavel durante a habituacao
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Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 5 mostra o consumo do alimento palatavel durante os 5 dias de
habituacdo em animais manipulados (M, n=56) e n&o manipulados (NM, n=31)
no periodo neonatal. Dados expressos em média + E.P.M. Observou-se um
efeito do tempo aumentando o consumo do alimento palatavel ao longo dos 5
dias de habituagcdo (ANOVA de medidas repetidas, P<0,001).
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Figura 6 - Gréafico do consumo de alimento palatavel no dia do teste apos
habituacao
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 6 acima se pode ver o consumo do alimento palatavel no dia do
teste (dia 6) em animais manipulados (M, n=56) e ndo manipulados (NM, n=31)
no periodo neonatal. Dados expressos em média + E.P.M. N&o foi observada
diferenca no consumo da dieta palatavel entre os grupos de intervencao
neonatal (Teste T de Student, P>0,05).

8.1.3 Consumo calérico de racdo padréo e palatavel, durante 15 e 30 dias
de exposicdo a dieta palatavel em animais manipulados e nao

manipulados no periodo neonatal

Conforme previamente descrito em detalhes na se¢do Materiais e
Métodos, entre os 80 e 100 dias de vida, um subgrupo de animais passou a
receber, por 15 dias e outro subgrupo por 30 dias, na caixa-moradia, alimento
palatavel (juntamente com a racdo-padrédo) a vontade, e o consumo foi
mensurado. Ao longo do periodo de 15 dias de exposicdo a dieta palatavel, o
consumo caldrico de ragdo padrdo aumentou com o passar dos dias de
exposicdo [ANOVA de medidas repetidas, efeito do tempo, F(3,30;
59,47)=10,754, P<0,001, correcédo para Greenhouse-Geisser]. Entretanto, nédo
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foi detectada diferenca entre os grupos de intervencao neonatal (manipulados e
nao manipulados) e nem interacdo [ANOVA de medidas repetidas, P>0,05,
para manipulagdo neonatal], ilustrados na figura 7(A). Similarmente ao periodo
de 15 dias de exposicdo a dieta palatavel, outro subgrupo de animais, foi
submetido a um periodo de 30 dias de exposicdo crénica a dieta palatavel.
Durante esse periodo de exposicdo a dieta palatavel, foi constatado um
aumento no consumo calérico de racdo padrdo com o passar do tempo
[ANOVA de medidas repetidas, efeito do tempo, F(4,39; 92,20)=24,408,
P<0,001, correcdo para Greenhouse-Geisser].Entretanto, ndo foi detectada
diferenca no consumo de racdo padrdo entre 0s grupos de intervencao
neonatal (manipulados e ndo manipulados) e nem interagdo [ANOVA de
medidas repetidas, P>0,05, para manipulacdo neonatal]. A Figura 7(B) expbe

esses resultados.



46

Figura 7 - Grafico do consumo calorico de racdo padréo durante 15 dias e 30
dias de exposicao a dieta palatavel
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Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 7(A) expde o consumo caldrico de ragdo padréo durante 15 dias
de exposicdo a dieta palatavel em animais manipulados (M, n=12) e nao
manipulados (NM, n=8) no periodo neonatal. Dados expressos em média +
E.P.M. Observou-se um efeito do tempo aumentando o consumo de ragao
padrao (ANOVA de medidas repetidas, P<0,001), sem diferenca entre os
grupos de intervencédo neonatal, nem interacdo (ANOVA de medidas repetidas,
P>0,05). A figura 7(B) ilustra o consumo calorico de racdo padrdo durante 30
dias de exposicéo cronica a dieta palatavel em animais manipulados (M, n=13)
e ndo manipulados (NM, n=10) no periodo neonatal. Detectou-se um efeito do

tempo, aumentando o consumo de racdo padrdao (ANOVA de medidas
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repetidas, P<0,001), sem diferenca entre os grupos de intervencdo neonatal e

sem interagdo (ANOVA de medidas repetidas, P>0,05).

Em relacdo ao consumo de racdo palatavel, ao longo do periodo de 15
dias de exposicdo a esse tipo de dieta, foi observada uma redugcéo no consumo
caldrico desse tipo de alimento com o passar do tempo de exposigdo [ANOVA
de medidas repetidas, efeito do tempo, F (1,99; 35,81)=14,428, P<0,001,
correcdo para Greenhouse-Geisser], sem diferenca entre animais manipulados
e ndo manipulados no periodo neonatal e sem interacdo [ANOVA de medidas
repetidas, P>0,05, para manipulacdo neonatal, Figura 8(A)]. Assim como o
consumo durante os 15 dias, o consumo da dieta palatavel, ao longo do
periodo de 30 dias de exposicdo, foi observado um declinio no consumo
calorico desse tipo de alimento com o passar do tempo [ANOVA de medidas
repetidas, efeito do tempo, F(3,12; 65,60) = 45,416, P<0,001, correcdo para
Greenhouse-Geisser]. Entretanto uma interacéo foi detectada, mostrando que,
com o passar do tempo de exposicdo a dieta palatavel, ha maior reducdo no
consumo desse tipo de alimento nos animais ndo manipulados, quando
comparados aos animais manipulados no periodo neonatal [ANOVA de
medidas repetidas, interacdo entre tempo e grupo, F(3,12; 65,60)=3,108,
P=0,031], sem efeito isolado do grupo de intervencdo neonatal [ANOVA de
medidas repetidas, P>0,05 para manipulacdo neonatal]. A figura 8(B)

apresenta esses resultados.



48

Figura 8 - Grafico do consumo calorico de racao palatavel durante 15 e 30 dias
de exposicdo a dieta palatavel
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 8(A) traz o consumo calérico de racédo palatavel durante 15 dias
de exposicao a esse tipo de dieta em animais manipulados (M, n=12) e ndo
manipulados (NM, n=8) no periodo neonatal. Dados expressos em média +
E.P.M. Efeito do tempo diminuindo o consumo de ragédo palatavel (ANOVA de
medidas repetidas, P<0,001), sem diferenca entre os grupos de intervencéo
neonatal, nem interacdo (ANOVA de medidas repetidas, P>0,05). A figura 8(B)

ilustra o consumo calérico de racao palatavel durante 30 dias de exposicao a
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esse tipo de dieta em animais manipulados (M, n=13) e ndo manipulados (NM,
n=10) no periodo neonatal. Efeito do tempo diminuindo o consumo (ANOVA de
medidas repetidas, P<0,001), e interacdo entre tempo e grupo mostrando uma
maior reducdo no consumo com O passar do tempo em animais nao
manipulados comparado com manipulados (ANOVA de medidas repetidas,
P=0,031).

8.1.4 Ganho de peso corporal e acumulo de gordura abdominal em
animais manipulados e ndo manipulados, no periodo neonatal, expostos

por 15 e 30 dias a dieta palatavel

O ganho de peso corporal foi mensurado semanalmente, durante 15 dias
de exposicdo a dieta palatavel. Nesse periodo, foi observado um aumento no
peso corporal em ambos 0s grupos de animais (manipulados e néo
manipulados) [ANOVA de medidas repetidas, efeito do tempo, F(1,0;
65)=57,445 P<0,001, correcao para Greenhouse-Geisser. Peso médio + E.P.M
na primeira semana de exposicdo a dieta: 241,77g + 3,39 em animais
manipulados e 246,51g + 3,78 em animais ndo manipulados. Peso médio +
E.P.M na segunda semana de exposi¢cdo: 256,929 + 4,54 em animais
manipulados e 258,099 + 4,99 em animais ndo manipulados no periodo
neonatal, sem um efeito isolado do grupo de intervencdo neonatal, nem
interacdo [ANOVA de medidas repetidas, P>0,05, para manipulagcéo neonatal].
Semelhante a evolucdo de peso corporal durante os 15 dias de exposicao a
dieta palatavel, no periodo de 30 dias de exposicdo a mesma também foi
observado aumento no peso corporal [ANOVA de medidas repetidas, efeito do
tempo, F(2; 142)=60,815 P<0,001], sem diferenca entre 0s grupos de
intervencdo neonatal (manipulados e nao manipulados), nem interacao

[ANOVA de medidas repetidas, P>0,05, para manipulacao neonatal, Figura 9].
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Figura 9 - Grafico do peso corporal durante 30 dias de exposicdo a dieta
palatavel
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Fonte: Elaborado pela autora.

Pela Figura 9 vé-se o peso corporal durante 30 dias de exposi¢céo a dieta
palatavel em animais manipulados (M, n=26) e ndo manipulados (NM, n=19) no
periodo neonatal. Dados expressos em média + E.P.M. Efeito do tempo
aumentando o ganho de peso (ANOVA de medidas repetidas, P<0,001), sem
efeito do grupo de intervencdo neonatal, nem interacdo (ANOVA de medidas
repetidas, P>0,05).

O deposito de gordura abdominal, em relacdo ao peso corporal, foi
mensurado apoés o periodo de 15 dias de exposicdo ao alimento palatavel. Nao
foi observada diferenca no acumulo de gordura abdominal em animais
manipulados, quando comparados com animais ndo manipulados no periodo
neonatal (Teste T de Student, P>0,05), demonstrado na figura 10(A). De forma
semelhante aos animais expostos a dieta palatavel durante 15 dias, a
exposicao crénica a esse tipo de dieta por 30 dias ndo determinou diferenca
estatistica no acumulo de gordura abdominal entre animais manipulados e ndo
manipulados no periodo neonatal (teste T de Student, P>0,05). Resultado

apresentado na figura 10(B).
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Figura 10 - Gréfico do depdsito de gordura abdominal apds 15 e 30 dias de
exposicao a dieta palatavel
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Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 10(A) expde o depdsito de gordura abdominal apds 15 dias de
exposicdo a dieta palatavel em animais manipulados (N=25) e néo
manipulados (N=17). Dados expressos em média + E.P.M. N&o houve
diferenca entre os grupos de intervencdo neonatal no acumulo de gordura
abdominal (Teste T de Student, P>0,05). Na figura 10(B) demonstra o grafico
do depédsito de gordura abdominal em ratas manipuladas (N=26) e néo
manipuladas (N=19) no periodo neonatal apds 30 dias de exposicéo crbnica a
dieta palatavel. Sem diferenca entre os grupos de intervencdo neonatal (Teste
T de Student P>0,05).
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8.1.5 Comparacéao entre 15 e 30 dias de exposicao cronica

Uma comparacdo entre os diferentes periodos de exposicdo a dieta
palatavel foi realizada, considerando-se varidveis comportamentais (por
exemplo: preferéncia pelo alimento palatavel, calculada pela razdo entre o
consumo caldrico proveniente da dieta palatavel e o consumo caldrico total) e
variaveis metabdlicas (ex.: delta de peso corporal, determinado através da
diferenca entre o peso final e o peso inicial do periodo de exposicdo a dieta).
ApoOs essa analise, verificou-se uma similaridade no delta de peso corporal
entre 0s grupos de animais expostos por 15 dias e por 30 dias a dieta palatavel
(ANOVA de duas vias, P> 0,05 para grupo e tempo de exposicdo a dieta),
embora um efeito esperado do tempo de exposicdo a dieta [ANOVA de duas
vias, F(1;39) =17,367, P<0,001] tenha demonstrado uma maior preferéncia pelo
alimento palatdvel nos animais expostos por 15 dias em comparacao aqueles
expostos por 30 dias, porém sem diferenca entre os grupos de intervencao
neonatal. Dessa forma, considerando a semelhanca entre os grupos de tempo
de exposicdo a dieta palatavel, no Experimento 2, optou-se pelo seguimento
das avaliagbes bioquimicas e neuroquimicas apenas no grupo de animais
expostos a dieta palatavel por 15 dias, reduzindo, assim, o tempo de realizagédo

dos experimentos. A tabela 2 mostra esses resultados.

Tabela 2 - Delta do peso corporal e indice de preferéncia pelo alimento
palatavel em animais manipulados e ndo manipulados no periodo neonatal,
conforme o tempo de exposicao a dieta palatavel

Grupo de intervencao Tempo de Delta peso indice de
neonatal exposicao a dieta corporal (g) preferéncia pelo
palatavel alimento

palatavel (%0)

15 dias 11,57 + 2,87 88,8+ 2,3
N&o manipulada
30 dias 12,76 + 1,79 80,0+ 2,8
) 15 dias 15,14 + 2,13 91,10+ 1,0
Manipulada
30 dias 13,56 + 1,71 83,20+ 1,7

Fonte: Elaborado pela autora.
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A Tabela 2 elucida os dados expressos em média + E.P.M. O delta de
peso corporal foi semelhante entre os grupos de animais expostos por 15 dias
e por 30 dias a dieta palatavel (ANOVA de duas vias, P> 0,05 para grupo e
tempo de exposicdo a dieta). No indice de preferéncia pelo alimento palatavel,
foi observado um efeito do tempo de exposicéo a dieta (ANOVA de duas vias,
P<0,001), demonstrando uma maior preferéncia pelo alimento palatavel nos
animais expostos por 15 dias em comparacao aqueles expostos por 30 dias,

mas sem diferenca entre animais manipulados e ndo manipulados.

8.2 EXPERIMENTO 2

8.2.1 Avaliacdo do comportamento alimentar apds 24 horas e 7 dias de
abstinéncia a dieta palatavel, em animais manipulados e nao
manipulados, no periodo neonatal, expostos a esse tipo de dieta por 15
dias na vida adulta.

Conforme descrito em detalhes na secdo Materiais e Métodos, passados
15 dias de exposicdo a dieta palatavel, um subgrupo de animais foi submetido
ao periodo de abstinéncia a dieta palatavel por 24 horas, e outro subgrupo por
7 dias de abstinéncia. Imediatamente apds esse periodo de privacdo do
alimento palatavel, os animais foram testados quanto ao consumo desse tipo
de alimento em um teste de comportamento alimentar. No dia do teste, os
animais manipulados e ndo manipulados, submetidos a abstinéncia ou nao,
foram expostos, por 10 minutos, a uma por¢cdo previamente pesada do
alimento palatavel, e o consumo foi medido apds este curto periodo de tempo.

Assim, comparando os grupos de animais que sofreram abstinéncia a
dieta palatavel e aqueles que ndo foram privados desse tipo de dieta,
constatou-se um efeito isolado do tempo de abstinéncia [ANOVA de duas vias,
efeito do tempo de abstinéncia, F(5, 57)=6,267, P=0.026], mostrando que 0s
animais que sofreram privacdo da dieta palatavel durante 7 dias consumiram
mais alimento palatavel do que os outros tempos de abstinéncia, entretanto
sem efeito do grupo[F(5, 57)=0,605, P=0,541]. Através das analises de Post
Hoc demonstrou-se que os animais manipulados sem abstinéncia consumiam

mais dieta palatavel do que os ratos ndo manipulados no periodo neonatal
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(Tukey, p=0,015). Depois de 24 horas de privacdo ao alimento palatavel os
animais manipulados diminuiram o consumo da dieta palatdvel quando
comparados com os ratos manipulados no periodo neonatal sem abstinéncia
(p=0,035).Ap0s 7 dias de restricdo da dieta palatavel existe uma tendéncia dos
animais ndo manipulados no periodo neonatal aumentarem a ingestdao do
alimento palatavel em relagdo aos ratos ndo manipulados no periodo neonatal
e sem abstinéncia da dieta palatavel (p=0,055).Entretanto passados 7 dias de
abstinéncia ao alimento palatavel os animais manipulados aumentaram a sua
ingestao dessa dieta sendo significativamente maior que os ratos manipulados
que sofreram restricdo da dieta palatavel por 24 horas (p=0,028), mas
semelhante aos animais manipulados no periodo neonatal sem abstinéncia
(p=0,990). Além disso, uma interacao entre grupo e tempo de abstinéncia foi
detectada mostrando que os animais manipulados no periodo neonatal, e que
sofreram abstinéncia a dieta palatavel por 7 dias, consumiram mais alimento
palatadvel do que os nao manipulados [ANOVA de duas vias, interacdo entre
grupo e tempo de abstinéncia, F(5, 57)=11,453, P=0,002], (Figura 11)

Figura 11 - Gréfico do consumo de alimento palatavel - teste de
comportamento alimentar conforme o tempo de abstinéncia a dieta palatavel
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A Figura 11 ilustra o consumo de alimento palatavel durante o teste de
comportamento alimentar (10 minutos) de acordo com o tempo de abstinéncia
a dieta palatavel em animais manipulados (M, n=25) e ndo manipulados (NM,
n=17) no periodo neonatal. Dados expressos em meédia + E.P.M. Efeito do
tempo de abstinéncia (ANOVA de duas vias, P=0,026), mas sem efeito do
grupo, P>0,05). Interacdo entre grupo e tempo de abstinéncia (ANOVA de duas
vias, P=0,002).

8.2.2 Avaliacéo do peso corporal, do acaimulo de gordura abdominal e dos
niveis de corticosterona no soro ap6s 24 horas e 7 dias de abstinéncia a
dieta palatavel, em animais manipulados e ndo-manipulados, no periodo

neonatal, expostos a esse tipo de dieta por 15 dias na vida adulta.

O peso corporal o acumulo de gordura abdominal e os niveis de
corticosterona no soro dos animais foram avaliados apdés cada um dos
diferentes periodos de abstinéncia a dieta palatavel (24h e 7 dias) nas ratas
fémeas expostas durante 15 dias ao alimento palatavel. Com relacdo ao peso
corporal, ndo foi observada diferenca entre ratas manipuladas e né&o
manipuladas no periodo neonatal ap6s 24h e 7 dias de abstinéncia a dieta
palatavel e nem interacdo (ANOVA de duas vias, P>0,05 para grupo de
intervencdo neonatal e tempo de abstinéncia). O acumulo de gordura
abdominal também nao diferiu entre os grupos de ratas manipuladas e nao
manipuladas ap6s 24h e 7 dias de abstinéncia ao alimento palatavel, e
nenhuma interacéo foi observada (ANOVA de duas vias, P>0,05).0s niveis de
corticosterona no soro também né&o diferiram entre os grupos de animais
manipulados e ndo manipulados apos os diferentes tempos de abstinéncia ao
alimento palatavel também ndo ocorreu nenhuma interacdo (ANOVA de duas

vias, P>0,05). A tabela 3 elucida esses dados.
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Tabela 3 - Peso corporal e depdsito de gordura abdominal e niveis de
corticosterona em ratas fémeas manipuladas e ndo manipuladas no periodo
neonatal apos diferentes tempos de abstinéncia a dieta palatavel

Variaveis Sem Abstinéncia 24h Abstinéncia 7dias Abstinéncia
NM M NM M NM M
Peso 251,84+ | 256,78+ | 257,40+ 256,88+ 261,10+ | 257,62+
Corporal 8,50 3,38 9,82 6,72 8,26 11,81
(9)

%rel. 3,25+ 0,28 3,73+ 2,83+0,22 | 3,57+0,30 | 2,91+0,41 2,43+
GA/peso 0,29 0,28
corporal

Corticoste- | 197,66+ | 262,23+ | 243,84+ 300,55+ 186,68+ | 185,91+

rona 76,32 34,99 79,29 89,77 57,30 45,63

(pg/dl)

Fonte: Elaborado pela autora.

A tabela 3 ilustra os dados expressos em média + E.P.M. ApOs o0s
diferentes tempos de abstinéncia a dieta palatavel (24h e 7 dias), ndo houve
diferenca entre os grupos de intervencdo neonatal no peso corporal, no
acumulo de gordura abdominal e nos niveis de corticosterona (ANOVA de
duas vias, P>0,05).

8.2.3 Anélises neuroquimicas apdés 24 horas e 7 dias de abstinéncia a
dieta palatavel, em animais manipulados e ndo manipulados, no periodo

neonatal, expostos a esse tipo de dieta por 15 dias na vida adulta.

8.2.3.1 Concentracdo de tirosina hidroxilase (th) na amigdala de ratas
manipuladas e ndo manipuladas, expostas por 15 dias a dieta palatavel, apés

24 horas e 7 dias de privacao desse tipo de dieta.

ApoOs os diferentes periodos de abstinéncia (24h e 7 dias) a dieta
palatavel, a concentracdo de tirosina hidroxilase (TH) na amigdala foi

determinada, através da técnica de Western Blotting, em ratas fémeas
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manipuladas e nao manipuladas no periodo neonatal. Sendo a analise
estatistica realizada através da ANOVA de duas vias comparando os diferentes
grupos e tempos de abstinéncia sobre a concentracdo de TH na amigdala ndo
foi observado efeito do grupo de intervencdo neonatal [ANOVA de duas vias,
F(5, 32)=1,679, P=0,206], entretanto com efeito do tempo de abstinéncia [F(5,
32)=3,682, P=0,046] e também apresentou uma interacédo entre grupo e tempo
de abstinéncia [F(5, 32)=4,705, P=0,018]. As analises de Pos hoc
demonstraram que os animais manipulados que sofreram abstinéncia por 24
horas ao alimento palatavel tiveram um aumento na concentragdo de TH na
amigdala em comparacdo com 0s outros grupos, com exce¢do dos animais
ndo manipulados no periodo neonatal e restritos a dieta palatavel por 7 dias. A

figura 12 mostra esses resultados.

Figura 12 - Gréfico da concentracdo de TH na amigdala de ratas sem
abstinéncia, com abstinéncia por 24 horas e com abstinéncia de 7 dias a dieta
palatavel
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Figura 12: Concentracdo de TH na amigdala de ratas manipuladas (M,
n=7) e ndo manipuladas (NM, n=5) no periodo neonatal, sem abstinéncia, com
abstinéncia 24 horas e com abstinéncia 7 dias a dieta palatavel. Dados
expressos em meédia e + E.P.M. Sem efeito dos grupos de intervencéo
neonatal (ANOVA de duas vias, P=0,206) mas com efeito no tempo de
abstinéncia (ANOVA de duas vias, P=0,046) e com interagdo entre grupo e
tempo de abstinéncia (ANOVA de duas vias, P=0,018) na concentracdo da

enzima.

8.2.3.2 Concentracdo de p-CREB na amigdala de ratas manipuladas e néo
manipuladas, expostas por 15 dias a dieta palatavel, apos 24 horas e 7 dias de

privacdo desse tipo de dieta

A gquantificagdo de p-CREB na amigdala também foi obtida pela técnica
de Western Blotting em ratas fémeas manipuladas e ndo manipuladas no
periodo neonatal, apés os diferentes periodos de abstinéncia (24h e 7 dias) a
dieta palatavel. Analisando cada um dos estratos de tempo de abstinéncia do
alimento palatavel (sem abstinéncia, 24h e 7 dias de abstinéncia), verificou-se
que assim como a concentracdo de TH a presenca de pCREB na amigdala
também demonstrou uma interacdo entre grupo e tempo de abstinéncia [F(5,
32)=7,676 P=0,002], e apresentou um efeito isolado do tempo de abstinéncia
[F(5, 32)=3,567 P=0,042], entretanto nao teve efeito isolado do grupo de
intervencdo neonatal [F(5, 32)=3,398 P=0,076]. As analises de Pos hoc
mostraram que 0s animais manipulados no periodo neonatal apdés uma
restricdo de 24 horas ao alimento palatavel tiveram um aumento de pCREB em
comparagcdo com os ratos: ndo manipulados abstinentes 24 horas a dieta
palatavel (Tukey, p=0,018), manipulados sem abstinéncia (p=0,006) e aos ndo
manipulados no periodo neonatal com restricdo a dieta palatavel por 7 dias
(p=0,001). Além destes dados foram observadas outras diferencas na
concentracdo de pCREB na amigdala. Estes achados sdo apresentados na

Figura 13.
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Figura 13 - Gréfico da concentracdo de p-CREB na amigdala de ratas sem

abstinéncia a dieta palatavel
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 13: Concentracdo de p-CREB na amigdala de ratas manipuladas
(M, n=7) e ndo manipuladas (NM, n=5), no periodo neonatal, sem abstinéncia
com abstinéncia 24 horas e com abstinéncia 7 dias a dieta palatavel. Dados
expressos em média + E.P.M. Sem diferenca entre os grupos de manipulacao
neonatal na quantidade de p-CREB na amigdala (ANOVA de duas vias,
P>0,05), mas com efeito isolado do tempo de abstinéncia(ANOVA de duas
vias, P=0,042) e foi observada uma interacdo entre grupo e tempo de

abstinéncia (ANOVA de duas vias, P=0,002).
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9 DISCUSSAO

O objetivo principal do presente trabalho era avaliar se variagbes nas
caracteristicas da vida neonatal se associam a diferentes respostas
comportamentais a abstinéncia de uma dieta palatavel oferecida cronicamente
na vida adulta, e o0s potenciais mecanismos envolvidos nessa resposta
especifica em fémeas. De fato, averiguamos que, ao longo do tempo de
exposicao ao alimento palatavel, e apos a abstinéncia desta dieta, ocorreram
variacbes no consumo entre 0s grupos, além de diferencas nas concentracdes
de TH e p-CREB na amigdala das ratas fémeas estudadas.

No inicio deste estudo, foi realizada uma comparacédo entre 0os grupos de
intervencdo neonatal (manipulados e ndo manipulados) quanto ao numero de
filhotes por ninhada e no peso aos 60 e 90 dias, em que nao foi observada
diferenca entre os grupos, conforme o esperado e semelhante ao encontrado
na literatura (Silveira et al., 2004; 2006 e da Silva et al., 2007).

Constatou-se, no experimento 1, que independentemente do tempo de
exposicao, 15 ou 30 dias, o consumo calérico de dieta padrdo aumentou,
indiferente do grupo, manipulado ou ndo manipulado, no periodo neonatal. J& o
consumo calérico de dieta palatavel diminuiu durante os periodos de exposicao
cronica, 15 ou 30 dias, também nao diferindo entre os grupos manipulados e
nao manipulados no periodo neonatal, conforme os estudos de Benetti et al.
(2010). Apesar de ndo haver diferenca estatistica do consumo de dieta
palatavel entre os grupos, em meédia, os animais manipulados no periodo
neonatal consumiram mais do que o grupo ndo manipulado. Esses achados
sdo semelhantes aos de Benetti et al. (2007) e de Silveira et al. (2010), quando
0S animais sao expostos a uma novidade; resultados parecidos com o0s
encontrados no estudo de Marcolin et al. (2012).

As diferencas entre os achados do trabalho atual e dos anteriores do
grupo e os achados de Marcolin et al.(2012) devem-se a diferenca no tipo de
dieta palatavel oferecida. Enquanto nos estudos de Silveira et al. (2004) o
alimento mais preferentemente usado era o Froot Loops, o0s estudos de Benetti
et al.(2007) focalizaram o chocolate como alimento palatavel. Ja nas
investigacbes de Marcolin et al.(2012) , foi empregada uma dieta palatavel em

gue a composicao da racao era baseada em leite condensado.
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E interessante notar que, de acordo com o recente estudo de Sharma et
al. (2012), o consumo caldrico de dieta palatavel - quando esta é oferecida
cronicamente, sem opc¢ao de dieta padrdo - aumentou ao longo da exposicéo
cronica. Isso sugere que, quando 0s animais Sdo expostos cronicamente ao
alimento palatavel, juntamente com a exposicdo de uma dieta padrao,
independentemente se sofreu ou ndo manipulacdo no ambiente neonatal, ha
um declinio do consumo cald6rico de alimento palatavel durante a exposicéo,
diferentemente de quando a exposicéo é exclusiva do alimento palatavel.

O presente estudo também avaliou o ganho de peso corporal, no
experimento 1, durante os 15 ou 30 dias de exposi¢ao cronica a dieta palatavel.
O peso aumentou ao longo do periodo de exposicao a esta dieta, nao diferindo
entre o grupo manipulado e o ndo manipulado, resultado semelhante ao de
Benetti et al. (2010), Sharma et al. (2012) e Ong et al. (2013). Possivelmente,
0 ganho maior de peso corporal ocorra por um consumo calérico mais elevado,
pois os alimentos palataveis sdo altamente caléricos, resultando em um maior
ganho de peso pelos individuos expostos a estes alimentos do que pelos ndo
expostos, independente do grupo neonatal.

Foi constatado, neste estudo, que o acumulo de gordura abdominal,
apos a exposicao cronica de 15 ou 30 dias ao alimento palatavel, ndo diferiu
entre os grupos de intervencdo neonatal. Esse achado difere dos achados de
Benetti et al. (2010), nos quais 0s animais manipulados no periodo neonatal
apresentaram menor acumulo de gordura abdominal ao final da exposicdo
cronica ao chocolate. Novamente, diferengcas na dieta oferecida podem ser
responsaveis por estas discrepancias, uma vez que o chocolate, apesar de ser
rico em acucar e gordura, possui antioxidantes e, portanto, poderia, de alguma
maneira, ser protetor para o acumulo de gordura abdominal, em especial em
animais manipulados, ao contrario da dieta palatavel (rica em acucar e
gordura).

Quando foi observado, nos achados ja referentes ao experimento 2, o
comportamento alimentar das ratas adultas apés um periodo de abstinéncia ou
ndo ao alimento palatavel, foi possivel constatar que o0s animais nao
manipulados se comportam semelhantemente ao descrito na literatura, com
aumento do consumo de alimento palatavel apds a abstinéncia. Para

comprovar isso, estudos realizados por Pankevich et al. (2010), que n&o tém a
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presenca da intervencdo neonatal, relatam que a abstinéncia ao alimento
palatavel gera uma compulsdo alimentar quando o mesmo é oferecido
novamente. Outros autores relataram que a abstinéncia ao alimento palatavel
induz uma queda no peso corporal, como resultado de uma resposta fisiologica
ao elevado estresse, associado a reducdo do estado de recompensa
(SHARMA et al. 2012; BENETTI et al, 2010). No entanto, os animais
manipulados, no periodo neonatal, que sofreram abstinéncia aguda (24 horas)
da dieta palatavel, diminuiram o consumo da mesma quando expostos a ela,
diferentemente - mais uma vez - dos grupos que nao sofreram restricdo e dos
que sofreram restricdo por 7 dias. Portanto, esses animais se comportam de
forma diferente dos ndo manipulados em resposta a abstinéncia, diminuindo o
consumo em vez de aumenta-lo.

Este achado é interessante, uma vez que nosso grupo ja demonstrou,
em inumeras situacdes, que estes animais apresentam maior consumo do
alimento palatavel em relacdo aos controles (SILVEIRA et al., 2004, 2005,
2006, 2008, 2010; BENETTI et al., 2007, 2010), que também esta de acordo
com o descrito por Marcolin et al. (2012), Bernardi et al. (2013) e Ferreira et al.
(2013), porém € a primeira situacdo em que observamos MENOR consumo em
relacdo aos animais nao manipulados.

Esta diminuicdo do consumo ndo é acompanhada de aumento na
corticosterona, portanto, ndo se deve relacionar a maior resposta ao estresse
nesses animais. Além disso, sabe-se, a partir da literatura de Levine et al.
(1967), Padoin et al. (2001) e varios outros pesquisadores, que a manipulacao
neonatal diminui a resposta a situacdes agudas e crdnicas de estresse.
Interessantemente, Benetti et al. (2010) haviam descrito que a abstinéncia
aguda do chocolate induz maior perda de peso em animais manipulados no
periodo neonatal, o que, provavelmente, se deve ao menor consumo alimentar,
semelhantemente ao que foi visto neste trabalho (apesar de ndo encontrarmos
diferenca no peso corporal nos diferentes tempos de abstinéncia, desta
pesquisa).

Segundo Sharma et al. (2012) e Benneti et al. (2007), o nivel de
corticosterona basal ndo é alterado pela dieta palatavel. Entretanto, Sharma et
al. (2012) relata que a retirada dessa dieta eleva os niveis de corticosterona no

plasma, assim como Rabbani et al.(2009) descreve, referente a abstinéncia de
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morfina, que também aumenta os niveis de corticosterona em roedores.
Contudo, Gheibi et al.(2012) asseveram que, apds o teste de formalina e
abstinéncia de comida por periodos diferentes (12, 24 e 48 horas), 0s niveis de
corticosterona em ratos machos néo alteram.

No presente estudo, observou-se que, nos distintos periodos de
abstinéncia (sem abstinéncia, 24 horas e 7 dias de abstinéncia ao alimento
palatavel), os niveis de corticosterona no plasma foram semelhantes entre os
grupos, apresentando discreto aumento - nao significativo - apés 24 h de
abstinéncia nos dois grupos neonatais. Isso sugere que a abstinéncia do
alimento palatavel € menos estressante para os animais quando a exposi¢cao
cronica oferece duas opcdes de dieta (palatavel + racdo padréo), ponto no qual
nosso protocolo difere do de Sharma et al. (2012).

Semelhante aos achados de Sharma et al. (2012), Pankevich et al.
(2010) relatam que a resposta do eixo HPA ao estresse em animais que
sofreram restricdo caldrica (porcao restrita de dieta rica em acucar e gordura
por 21 dias), foi um aumento de corticosterona no plasma. Tomiyama et
al.(2011) sugerem que a adaptacdo a longo prazo ao estresse cronico e alta
densidade caldrica resulta em uma maior deposi¢cdo de gordura visceral (via
ingestdo de alimentos altamente palataveis ), esses alimentos modulam a
resposta do eixo HPA, resultando em menor niveis de cortisol em mulheres.

E também importante ressaltar que esta alteracdo na resposta
comportamental a abstinéncia em animais manipulados, diminuindo o consumo
deste alimento ap6s 24h de abstinéncia, foi acompanhada de aumento na
concentracdo de tirosina hidroxilase e de pCREB na amigdala, o que também é
um achado oposto ao que se vé em animais controle. De acordo com Sharma
et al. (2012), a abstinéncia de uma dieta rica em gordura diminuiu a
concentracdo de TH na amigdala, quando comparada a abstinéncia de uma
dieta pobre em gordura. Esse autor sugere que o estresse esta relacionado a
abstinéncia e que, portanto, a diminuicdo da biossintese de dopamina na
amigdala poderia ter um papel na resposta de ansiedade e um aumento de
corticosterona apos a abstinéncia da dieta palatavel (SHARMA et al., 2012).
Essa diminuicdo da concentracdo de TH na amigdala também foi relatada por

Jang et al. (2011), que sugere que, apds o estresse, a expressdo de TH na
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amigdala, juntamente com o aumento dos niveis de glicocorticoides no soro,
pode ser um importante biomarcador para sintomas de abstinéncia.

Apesar de nosso modelo ndo induzir alteragdes na corticosterona, ainda
assim observa-se que o0 aumento no consumo do alimento palatavel apés
abstinéncia é acompanhado de aumento de TH na amigdala em animais
controle, sugerindo que a biossintese de dopamina pode, independente da
resposta ao estresse, ser um correlato da “recaida” apos abstinéncia. Esses
achados apontam que a manipulacdo neonatal pode ter um efeito protetor
nesse caso. A interpretacdo mais importante deste achado é que observamos
que uma intervencdo neonatal aparentemente pequena € capaz de modular
persistentemente a resposta comportamental e neuroquimica a abstinéncia do
alimento palatavel, o que pode ter implicacdes futuras para o desenvolvimento
de outros estudos e, possivelmente, de estratégias de prevencdo em humanos.

Em relacdo ao pCREB, Pandey et al. (1999) demonstrou que a
concentracdo de P-CREB é mais baixa na amigdala de ratos que preferiam
alcool do que de ratos que nao preferiam o alcool, sugerindo que uma funcao
diminida de P-CREB na amigdala pode ser associada ao aumento da
ansiedade e a preferéncia por substancias aditivas. De acordo com Pandey et
al. (2003), foi realizada a retirada de etanol apds 15 dias de exposicdo e com
isso diminuiu ainda mais a concentracdo de P-CREB na amigdala. Entretanto,
ja conforme Sharma et al. (2012), a exposicdo cronica a dieta palatavel elevou
a expressdao de P-CREB na amigdala, embora a abstinéncia desse tipo de
alimento tenha ocasionado uma reducdo da concentracdo de P-CREB na
amigdala dos animais, semelhantemente ao que ocorreu em noss0S animais
controle.

Ainda de acordo com Sharma et al. (2012), o aumento da expressao P-
CREB na amigdala contribuiria para a indu¢gdo ao consumo de uma dieta
palatavel, e a diminuicdo de P-CREB na amigdala, durante a retirada do
alimento palatavel, aumentaria a resposta a recompensa por meio da comida.
Relato semelhante foi averiguado em estudo que trata das reducgbes de P-
CREB na amigdala apés a retirada de nicotina, depois de um longo periodo de
exposicao (PANDEY et al., 2001). Com isso, Sharma et al. (2012) consideram
que a diminuicdo da atividade de P-CREB na amigdala pode ser uma

bY

adaptacdo a abstinéncia de um alto teor de gordura, que orienta o
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comportamento no sentido de restaurar a ingestdo de alimentos palataveis.
Isso pode inculcar que os animais manipulados no periodo neonatal e expostos
a abstinéncia da dieta palatavel por um periodo agudo (24 horas) podem ser
menos ansiosos, consumindo menor quantidade de dieta palatavel.

As alteracdes bioquimicas estdo ligadas a duracdo das alteracdes
neuroquimicas e comportamentais concernentes a fungdo dopaminérgica e aos
resultados paralelos obtidos durante administragcéo cronica de drogas de abuso
e sua abstinéncia (SHARMA et al., 2012). Com isso, a presente investigacao
sugere que a manipulacdo no ambiente neonatal pode ter um efeito protetor,
podendo ser fundamentado a partir das alteracdes bioquimicas e
neuroquimicas, aumentando a expressao de TH e P-CREB na amigdala de
ratas fémeas adultas em resposta a abstinéncia do alimento palatavel oferecido

cronicamente.
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10 CONCLUSAO

Baseado na hip6tese de que a manipulagdo neonatal induziria uma
resposta comportamental e neuroquimica a abstinéncia do alimento palatavel
ap0s a sua exposicdo cronica, concluiu-se que as variacbes do ambiente
neonatal podem ter uma influéncia na resposta a abstinéncia aguda da dieta
palatavel, principalmente neuroquimica, aumentando a presenca TH e p-CREB
na amigdala dos individuos que sofreram essa restricdo por 24 horas.
Entretanto, mais estudos deverdo ser realizados no intuito de esclarecer se
existem mais efeitos bioquimicos e neuroquimicos ocasionados pela
abstinéncia de alimentos palataveis e se o modelo de manipulacdo neonatal
relamente protege os individuos dessas alteracbes. Esses resultados,

posteriormente, poderdo ser utilizados em beneficio dos humanos.
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