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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse estudo é verificar se a exposi¢do ao tabagismo materno na vida
intrauterina esta relacionada a um padrdo especifico de expressdes faciais hedbnicas para o
gosto doce em recém-nascidos, no inicio da vida. Métodos: Trata-se de um estudo
transversal, controlado e observacional. Foram avaliados recém-nascidos saudaveis, com até
24 horas de vida. Para compor a amostra foram incluidos recém-nascidos de nascimento
unico, idade gestacional acima de 37 semanas, nascidos de parto normal, em aleitamento
materno exclusivo e cujos recém-nascidos ja haviam sido colocados ao seio materno
previamente ao teste de reacdo facial hedbnica resultante do gosto doce. A amostra € de
conveniéncia e foi selecionada de forma consecutiva, de acordo com a exposi¢do ou ndo ao
tabaco na vida intrauterina, até atingir o nimero de recém-nascidos necessarios para o estudo.
Neste estudo, dividimos os recém-nascidos estudados em dois grupos: a)Recém-nascidos
expostos ao tabagismo materno na vida uterina (n=50); b)Recém-nascidos ndo expostos ao
tabagismo materno na vida uterina (n=150). Para comparar as expressdes faciais heddnicas a
sacarose em relacdo a exposi¢cdo ou ndo ao tabagismo materno durante a gestacdo foi utilizado
0 teste de Mann-Whitney. Para comparar os valores extremos das expressdes faciais
hedbnicas a sacarose entre 0s grupos foi aplicado o teste de Moses. Para controle de fatores
confundidores como, peso ao nascimento, comprimento ao nascimento, duracdo da gestacéo,
escolaridade, razdo de crescimento fetal e tempo da Ultima mamada até a hora do teste foi
utilizada a Analise de Covariancia (ANCOVA). Resultados: A frequéncia total de reacGes
faciais hedonicas a estimulo oral doce em recém-nascidos expostos e ndo expostos ao
tabagismo materno durante a gestacdo nédo foi diferente entre os grupos (p=0,051), no entanto,
verificando os valores extremos, observou-se que 0 grupo exposto ao tabagismo na gestagdo
apresenta menos valores extremos do que o grupo ndo exposto, provavelmente devido ao
“congelamento” da rea¢do hedonica no grupo exposto (p<0,001). Conclusdo: O tabagismo
materno durante a gestacdo pode estar relacionado a um padrdo especifico de expressdes
faciais hedbnicas para o sabor doce no inicio da vida. N&o existe diferenca estatistica entre
maior frequéncia de reacdes faciais heddnicas a substancias doces em recém-nascidos
expostos ao tabagismo na vida intrauterina, entretanto, observamos que recém-nascidos
expostos ao tabagismo na vida intrauterina parecem ter as expressdes faciais
congeladas/sensibilizadas em relagdo ao consumo de uma substancia doce, uma vez que
recém-nascidos ndo expostos atingem niveis maiores de prazer em relacdo a ingestdo de
substancia doce. Pode-se propor que o tabagismo materno leva a uma sensibilidade ao prazer
provocada pelo sabor doce e, possivelmente, os individuos com esta sensibilidade poderiam
aumentar o consumo alimentar por doce para tentar chegar a um maior grau de prazer.
Palavras-chave: DOHaD, programacdo, tabagismo materno durante a gestacdo, reagdes
faciais, reagdes heddnicas em recém-nascidos, gosto.



ABSTRACT

Objective: The objective of this study is to verify that exposure to maternal smoking during
intrauterine life is related to a specific pattern of hedonic facial expressions to the sweet taste
in newborns, in early life. Methods: This is a cross-sectional study controlled and
observational. Healthy newborns were evaluated up to 24 hours of life. For the sample were
included newborns single birth, gestational age of 37 weeks, born vaginally, were exclusively
breastfed and whose newborn had already been placed in the womb prior to the resulting
hedonic facial reaction test sweet taste. The sample is for convenience and is selected
consecutively, according to exposure or not tobacco during intrauterine life, until the number
of infants needed for the study. In this study, we divided the newborns studied in two groups:
a) Newborns exposed to maternal smoking on uterine life (n=50); b) Infants not exposed to
maternal smoking on uterine life (n=150). To compare the facial expressions hedonic the
sucrose with respect to exposure or not to maternal smoking during pregnancy was performed
using the Mann-Whitney test. To compare the extreme values of facial expressions hedonic
sucrose was applied between groups Moses test. To control confounding factors such as birth
weight, length at birth, length of gestation, education, fetal growth rate and time of the last
feeding until the time of testing we used the Analysis of Covariance (ANCOVA). Results:
The overall frequency of hedonic facial reactions sweet oral stimulation in neonates exposed
and not exposed to maternal smoking during pregnancy did not differ between the groups
(p=0.051), however, checking the extreme values, it was observed the group exposed to
smoking during pregnancy has fewer outliers than the unexposed group, probably due to
"freeze™ the hedonic reaction in the exposed group (p <0.001). Conclusion: Maternal
smoking during pregnancy may be related to a specific pattern of hedonic facial expressions
to the sweet taste at the beginning of life. There is no statistical difference between higher
frequency of hedonic facial reactions to sweet substances in newborns exposed to smoking in
intrauterine life, however, we found that newborns exposed to smoking in intrauterine life
seem to have facial expressions frozen/sensitized in relation to consumption a sweet
substance, since non-exposed neonates soon reach higher levels compared to the sweet
substance intake. One can propose that maternal smoking leads to a sensitivity to pleasure
caused by sweet taste and possibly individuals with this sensitivity could increase food
consumption by sweet to try to reach a greater degree of pleasure.

Keywords: DOHaD, programming, smoking during gestation, hedonic response, hedonic
reactivity, facial reactions, taste.
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1 INTRODUCAO

Estudos recentes tém demonstrado o impacto de eventos perinatais e pds-natais na
saude do individuo a médio e longo prazo (BARKER et al.,, 1993; BARKER, 1998;
BARKER et al., 2002; HALES e BARKER , 2013; PERALA et al., 2012; PERALA et al.,
2011).

Ha evidéncias que a exposicdo ao tabagismo materno na vida intrauterina esta
associada com maior consumo alimentar de carboidratos em relacdo as proteinas em adultos
jovens (AYRES et al., 2011). A restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) esta relacionada
com aumento do consumo alimentar em mulheres (BARBIERI et al., 2009), além de alteracédo
da resposta heddnica em recém-nascidos pré-termos (AYRES et al., 2012).

O tabagismo matermo durante a gestacao traz uma série de consequéncias negativas
para o feto e apds o nascimento, como alteraces no crescimento fetal (BERNSTEIN et al.,
2000; PRINGLE et al., 2005; VIELWERTH et al., 2006; ), no sistema respiratorio
(BILLAUD e LEMARIE, 2001), no sistema circulatério (BLAKE et al., 2000), no aumento
do indice de massa corporal (SUZUKI et al., 2014 ), no desenvolvimento, como déficit de
atencdo e desordens de hiperatividade (MELCHIOR et al., 2015), dificuldade para leitura,
aprendizagem da matematica e habilidades relacionadas a esses aspectos (BATSTRA et al.,
2003), no risco para diabetes (LA MERRILL et al., 2015), no risco para depressdo e
ansiedade (MOYLAN et al., 2015) e no crescimento, como z-score de altura-para-idade
menor entre os adolescentes expostos na vida intrauterina e na infancia (MURARO et al.,
2014).

A exposicdo ao tabagismo materno na vida intrauterina também esta associada com
sobrepeso e obesidade na infancia (MENDEZ et al., 2008; VON KRIES et al., 2000,

SUZUKI et al., 2014) e um estudo demonstrou que adultos jovens expostos ao tabaco
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materno na vida intrauterina preferem mais carboidratos em detrimentos de proteinas
(AYRES et al., 2011). O tabagismo materno durante a gestacdo pode estar associado a um
consumo alimentar diferenciado e este consumo pode promover o desfecho
sobrepeso/obesidade.

Um dos possiveis mecanismos que o tabagismo materno poderia modificar as escolhas
alimentares de um individuo € a programacdo da sensibilidade a sinalizacdo hedbénica
associado com a ingestdo de um alimento palatavel, o impacto hedénico a este tipo de gosto.

Né&o existem estudos que tenham avaliado a associa¢do do tabagismo materno durante
a gestacdo e impacto hedbnico ao doce em recém-nascidos. Um estudo avaliou as reacdes
hedbnicas em recém-nascidos de muito baixo peso e demonstrou uma correlacdo positiva
entre reacdo hedonica a substancia doce e restricdo de crescimento intrauterina, ou seja,
guanto maior grau de restri¢cdo de crescimento intrauterino, menor a frequéncia de expressdes
faciais apds a oferta de sacarose (AYRES et al., 2012).

Logo, esta pesquisa € relevante uma vez que se propde a verificar se o tabagismo
materno durante a gestacdo estd relacionado a um padrdo alterado de expressdes faciais

heddnicas para o gosto doce no inicio da vida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ORIGENS DESENVOLVIMENTISTAS DA SAUDE E DA DOENCA (DOHaD)

O conceito DOHaD se baseia na hipotese que fatores ambientais, maternos, de
crescimento e desenvolvimento fetal/infantil atuando no inicio da vida (no momento da
concepcao, e/ou durante a vida fetal, infancia e primeira infancia) tém efeitos profundos sobre
a vulnerabilidade a doencas mais tarde na vida (GLUCKMAN et al., 2010).

Os estudos nesta area do DOHaD iniciaram-se com as observacdes epidemiologicas
de Barker e colaboradores, que associaram 0 baixo peso ao nascer com maior risco
cardiovascular na vida adulta (BARKER, 1998). Estas observacdes levaram a uma hipotese
de que a desnutricdo durante a gestacdo foi uma importante origem de doencas cardiacas e
metabolicas em adultos, devido a programacdo fetal que modifica estrutura, funcdo e
metabolismo do organismo e contribuiu para o surgimento de doenca na vida adulta
(WADHWA et. al., 2009).

Os pesquisadores Barker e colaboradores verificaram que a resposta metabdlica
imediata do feto a desnutricdo é o catabolismo, o que potencializa sua habilidade em
sobreviver através da reducdo do uso de substratos e diminuicdo da taxa metabdlica
(BARKER, 1998). O feto adapta-se a desnutricdo através de alteracdes metabdlicas,
redistribuicdo do fluxo sanguineo e, se adaptando, na producdo de horménios tanto fetais
quanto na placenta, influenciando o crescimento (BARKER, 1998).

Pesquisadores demonstram que 0 baixo peso ao nascer esta relacionado com
aterosclerose (VALENTE et al., 2015), com maior possibilidade de desenvolver diabetes tipo
I (ZIMMERMANN et al., 2015) e maior risco para sobrepeso na infancia (ONG et al., 2000;

WALKER et al., 2002).
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Estudos demonstram que efeitos a longo prazo em individuos submetidos a
desnutricdo intrauterina no primeiro trimestre da gestacdo ndo necessariamente Sao
acompanhados por baixo peso ao nascer (KANNISTO et al.,, 1997; ROSEBOOM et al.,
2001).

Neste contexto, € conhecido que eventos perinatais podem afetar o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), que esta relacionado a resposta ao estresse por meio da secrecdo de
horménios glicocorticdides. Por exemplo, o crescimento fetal esta relacionado a modulacéo
da resposta ao estresse em criancas, embora ndo se saiba exatamente a medida desta
influéncia (JONES et al., 2006). A exposicao a fumaca do tabaco na vida intrauterina também

pode afetar a atividade do eixo HPA (GRANGER et al., 2007).

2.2 EFEITOS DO TABAGISMO MATERNO SOBRE O FETO

O tabagismo durante a gestacdo representa um ambiente intrauterino adverso e é
considerado como um insulto que ocorre em um periodo critico do desenvolvimento e
possivelmente contribua com a suscetibilidade do individuo a determinadas condigdes
patoldgicas ao longo da vida. Estudos demonstram associacao entre a exposi¢ao ao tabagismo
materno na vida intrauterina com o sobrepeso na infancia (OKEN et al., 2005; VON KRIES
et al., 2000). A exposicao ao tabaco durante a vida intrauterina se associa ao baixo peso ao
nascer (HORTA et al.,, 1997; BERNSTEIN et al., 2000; VIELWERTH et al., 2007;
BEYERLEIN et al., 2011), porém alguns pesquisadores sugerem que o sobrepeso associado a
exposicdo do feto ao tabagismo materno durante a gestacdo € independente da restricdo de
crescimento intrauterino, podendo ser atribuido a efeitos especificos do cigarro (WIDEROE et

al., 2003).
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Ha evidéncias, tanto em estudos com animais e humanos, que a exposicdo ao
tabagismo materno na vida intrauterina pode alterar mediadores periféricos e centrais
envolvidas na regulacéo do apetite e da energia (CHEN e MORRIS, 2007).

Uma pesquisa avaliou a associacdo entre tabagismo dos pais durante a gestacao e risco
de diabetes mellitus nos filhos. O tabagismo materno durante a gestacao foi associado com o
diagnostico de diabetes mellitus tipo 2. Ter pais que fumaram durante a vida intrauterina
também foi associado com um risco aumentado para diabetes mellitus entre filhas adultas,
independente dos fatores de riscos conhecidos (LA MERRILL et al., 2015).

Um estudo com adolescentes expostos ao tabagismo materno na vida intrauterina
avaliou se a exposicdo estava associada com a ingestdo aumentada de gordura e risco de
obesidade, e se essas associagdes podem estar relacionadas a variacdes das estruturais em
regides do cérebro envolvidas no processamento de recompensa. No total, 378 adolescentes
foram estudados (com idade entre 13 a 19 anos; Tanner estagio 4 e 5 de maturacdo sexual),
metade dos quais foram expostos na vida intrauetrina ao tabagismo materno. A ingestdo de
gordura foi avaliada com um recordatdrio alimentar de 24 horas. A adiposidade corporal foi
medida com a antropometria e a bioimpedancia. VVolumes de estruturas importantes do
cérebro envolvidas no processamento de recompensa, ou seja, a amigdala, nicleo accumbens
e cortex orbitofrontal, foram medidas por meio da ressonancia magnética. Adolescentes
expostos ao tabagismo materno na vida intrauterina apresentaram maior gordura corporal total
e maior ingestdo de gordura em relacdo aos ndo expostos. Adolescentes expostos também
exibiram menor volume da amigdala, mas ndo das outras duas estruturas cerebrais. Em
consonancia com o seu possivel papel em limitar a ingestdo de gordura, o volume da amigdala
se correlacionou inversamente com a ingestdo de gordura. A exposi¢do na vida intrauterina ao

tabagismo materno pode promover a obesidade, aumentando a preferéncia alimentar para
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gordura e este efeito pode ser mediado em parte por variacdes estruturais na amigdala
(HAGHIGHI et al., 2013).

Alguns pesquisadores referiram que a nicotina pode ter um profundo impacto sobre o
cérebro do feto em desenvolvimento, através da sua rapida capacidade de passar para a
placenta. Em estudo com animais, a nicotina tem sido associada com a expressdo anormal do
gene hipotaldamico de reguladores de apetite tais como a regulacéo negativa do neuropeptideo
Y (NPY) e do pré-opiomelanocortina (POMC) no nucleo arqueado do hipotalamo. O
tabagismo materno durante a gestacdo leva a habitos alimentares pouco saudaveis e outros
distarbios comportamentais nos filhos (CHEN et al., 2012).

Outro estudo associou tabagismo materno durante a gestacdo com bulimia nos filhos
expostos. Foram estudadas 4046 mulheres com idade de 30 anos, nascidas em 1970 e com
bulimia. Ap6s o ajuste para possiveis fatores de confusdo, o tabagismo materno na vida
intrauterina foi associado com bulimia nas filhas expostas aos 30 anos de idade
(MONTGOMERY et al., 2005).

Um estudo demonstrou que o tabagismo materno durante a gestagdo esta associado a
uma diversidade de metilacdo no sangue do corddo umbilical (alteracGes epigenéticas). Foi
observada uma associagdo entre tabagismo materno durante a gestacdo e menor peso ao
nascer potencialmente mediado por metilagio (KUPERS et. al., 2015).

Uma pesquisa demonstrou que maes fumantes preferiram uma maior concentragao de
sacarose em relagdo aquelas que nunca fumaram. Essa pesquisa estudou criangas de 5-10 anos
de idade (n=84) e as suas mées (n=67) e avaliou a preferéncia para diferentes concentractes
de sacarose em agua e diferentes concentracdo de gordura em um pudim (MENNELLA et al.,

2012).
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2.3 GOSTO

Os dados disponiveis sugerem que as criancas nascem preferindo gostos que sinalizam
nutrientes benéficos (por exemplo, gostos doces sinalizam calorias) e rejeitam gostos que
sinalizam compostos nocivos (por exemplo, gostos amargos sinalizam veneno) (SCOTT,
1992).

As sensacOes de gosto resultam da ativacdo do sistema gustativo e estdo limitadas a
identificar basicamente cinco tipos de gostos, como: doce, amargo, azedo, salgado e umami.
No entanto, existem evidéncias para sensacdo do gosto gordura (MATTES, 2009; BRADLEY
e STERN, 1967). O gosto umami é bem popular no oriente, entretanto tem se popularizado no
ocidente. Umami é um termo em japonés que pode ser traduzido como “saboroso™ ou
"delicioso” (WEILAND et al., 2010; SCHWARTZ et al., 2009). Para identificar um gosto se
faz uso de apenas um dos cinco sentidos, o paladar. Assim que o alimento entra em contato
com a lingua, os receptores presentes na papila gustativa identificam o gosto que ele possui e
em seguida enviam a informacdo para o cérebro. No caso do sabor, a complexidade é um
pouco maior, o sabor é descrito como resultado da integragdo multissensorial do olfato, tato e
paladar (WEILAND et al., 2010; SCHWARTZ et al., 2009).

Gosto e sabor sdo geralmente considerados sindnimos, mas ndo sdo. Cada um tem
particularidades e funcdes diferentes. Diferentes odores estimulam o sistema olfativo para
criar sensacOes olfativas. O sabor é o resultado da percepcao e integracdo do gosto com o
sistema sensorial através do cheiro: a combinacdo de odores sentidos e gostos detectados por
receptores na cavidade oral € o que cria sensa¢des de sabor, tais como baunilha ou morango
(LIPCHOCK et al., 2011; VENTURA e WOROBEY, 2013).

O desejo pelo gosto doce abrange todas as idades, e ao longo da evolucdo, a

preferéncia pelo gosto doce teve papel importante na nutricdo, uma vez que esta preferéncia



20
pela dogura determinava o comportamento alimentar em direcdo a alimentos que forneciam
energia e nutrientes essenciais (DREWNOWSKI et al., 2012).

Nos ultimos anos, grandes avancos cientificos ajudaram a identificar os eventos
iniciais ao reconhecimento do gosto doce (YARMOLINSKY et al., 2010) e 0os mecanismos
cerebrais subjacentes a forte resposta de prazer ao gosto doce (FERNSTROM et al., 2012).
Receptores de gosto doces sdo expressos ndo s6 na boca, mas também em outras areas,
particularmente no intestino e no pancreas (MARGOLSKEE et al., 2007; SCLAFANI,
2007).

Antes do nascimento, a capacidade de detectar gostos doces esta funcionando e
interagindo com os sistemas de controle (MAONE et al., 1990). Os recém-nascidos podem
diferenciar diferentes graus de dogura e vdo consumir um maior volume de uma solucéo que

tem um gosto doce (MALLER e DESOR, 1973).

2.4 REACOES FACIAIS AFETIVAS OU REACOES FACIAIS HEDONICAS EM

RECEM-NASCIDOS E PRAZER

Nos anos 70, Steiner foi pioneiro nos estudos de reatividade afetiva, quando publicou
fotos das reacdes faciais de recém-nascidos evocadas pelos gostos doces, salgados, azedos e
amargos, onde estes gostos provocaram padrfes especificos de reacbes faciais (STEINER,
1973; STEINER, 1974). Os estudos mais atuais registram as expressdes faciais através de
filmagem, o que permite uma avaliagdo com precisdo quanto a frequéncia das reacdes
hedonicas e aversivas, bem como sua duracao. Este método permite diminuir a velocidade do
video e avaliar quadro a quadro as reacOes faciais realizadas (BERRIDGE, 2000; SMITH e

BERRIDGE, 2007).
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E possivel identificar reacdes heddnicas a estimulos gustativos, em primatas e
roedores. Estudos com ratos ou primatas aplicam, por exemplo, o teste de reatividade ao
sabor, que tem como metodologia a administracdo de solucgdes (neutra, doce, acida ou outras)
em diferentes concentracdes e ap6s a filmagem das expressdes faciais (BERRIGDE, 2000;
STEINER et al., 2001).

O impacto hedbnico ao gosto é refletido em reacdes faciais afetivas ou heddnicas
realizadas por bebés (BERRIDGE, 2000), outros primatas (BERRIDGE, 2000; STEINER e
GLASER, 1984) e até mesmo em ratos (BERRIDGE, 2000; BRINING et al., 1991).

Em 1982, alguns autores ja estudavam a preferéncia a sacarose ao nascimento
sugerindo que a experiéncia precoce ao consumo de dgua adocada mantém a preferéncia por
solucdes de sacarose (BEAUCHAMP e MORAN, 1982). Existem evidéncias, através da
analise das expressdes faciais numa idade precoce, que as preferéncias por determinados
sabores, em recém-nascidos, podem variar conforme a histéria gestacional da mae
(CRYSTAL e BERNSTEIN, 1998).

Pesquisadores que utilizaram o método de reatividade ao sabor demonstraram que a
sacarose provocou padrdes positivos ou heddnicos como, estalar os labios em succ¢do, séries
ritmicas de protrusdo de lingua, relaxamento dos musculos do rosto e um sorriso ocasional. O
sabor quinino provocou caretas negativas ou aversivas como, retracdo dos labios e testa
franzida. Azedo, salgado e outros gostos desencadearam varios graus de reacdes intermédias
entre estas observacdes (BERRIDGE, 2000). Estudos demonstraram que alguns componentes
de gosto provocam reagdes faciais universais entre todos os primatas, como os “gapes” para o
amargo ou séries ritmicas de protusdo de lingua para o doce (STEINER et al., 2001;
BERRIDGE, 2000; SMITH e BERRIDGE, 2007).

O gosto do sal, representado por solugdes salinas, provocou respostas faciais neutras

em neonatos (BEAUCHAMP et al., 1986; ROSENSTEIN e OSTER, 1988; BEAUCHAMP et
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al., 1994). No entanto, uma preferéncia para o gosto sal se desenvolve ap6s 4 meses de idade
e continua na infancia (BEAUCHAMP et al., 1986).

Sabe-se que as expressdes faciais sdo extraidas por sensacdes de gosto e este padréo
refere somente a qualidade do gosto, ndo permite medir sua intensidade. A expressao facial é
uma reacdo afetiva do impacto heddnico de um gosto especifico (resposta heddnica),
refletindo a sensacdo de prazer. Adicionalmente, um observador, ndo pode dizer a qualidade
sensorial precisa de uma amostra com base na reagdo facial de uma crianca. Por exemplo, um
gosto salgado pode extrair uma reacdo positiva semelhante a um sabor doce. Um gosto azedo,
ou mesmo gosto muito salgado, e gosto amargo também podem extrair reacdes negativas
semelhantes (BERRIDGE, 2000). Em contraste, um observador pode fazer uma excelente
avaliacdo sobre se uma criangca "gosta” de um gosto baseado na sua expressdo facial
dependendo se a reacdo é positiva (heddnica) ou negativa (aversiva), ou seja, a expressao
facial infantil parece ser um excelente indicador de impacto hedénico ao gosto (BERRIDGE,
2000; BERRIDGE, 1996; STEINER et al., 2001).

Embora a preferéncia para as substancias doces exista no recém-nascido, padrdes de
experiéncias com alimentos doces e bebidas durante o desenvolvimento pode modular essa
preferéncia (BEAUCHAMP e MORAN, 1982).

As reac0es faciais refletem a qualidade afetiva de eventos agradaveis ou desagradaveis
que os ativam (BERRIDGE, 2003). A expressdo facial de uma crianga para um sabor doce é
um exemplo de um comportamento de reacdo afetiva positiva por intermédio do prazer
sensorial (STEINER, 1973; STEINER et al.,, 2001). A crianga tem essencialmente dois
padrdes de expressdes faciais para sabores: reacdo afetiva positiva - heddnica (Figura 2) ou
reacdo afetiva negativa — aversdo. O gosto doce do aglcar normalmente extrai padrdes
afetivos positivos, como labios em formato de “bico” com sucg¢do e séries ritmicas de

movimentos de protusdo da lingua. Esses sdo acompanhados por relaxamento dos musculos
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da face (STEINER et al., 2001). Em contraste, 0 gosto amargo do quinina, por exemplo,
extrai padrbes afetivos negativos, como caretas que envolvem retracdo dos labios, agitacdo
das maos e movimentos da cabe¢a (BERRIDGE, 2002; BEAUCHAMP e MORAN, 1982).

Por suas propriedades altamente prazerosas (AVENA, 2009; PEPINO e MENNELLA,
2012) o gosto doce tem a capacidade de provocar respostas faciais hedonicas até mesmo antes
do nascimento (DAVIS e POTTER, 1946). Os recém-nascidos apresentam mais sucgao
quando ¢ oferecida uma solucéo glicosada em comparagdo com agua (TATZER et al., 1985).
Poucos dias ap0s o nascimento, as criancas podem detectar solucGes doces diluidas e
diferenciar os tipos de aclcares (BEAUCHAMP e MORAN, 1982), preferindo mais o agucar
doce da sacarose do que o aclcar com sabor suave da frutose, da glicose e da lactose
(BEAUCHAMP e MORAN, 1982). O recém-nascido é capaz de responder a uma intervencao
hedo6nica através de expressdes faciais ja nas primeiras horas ap6s o nascimento (STEINER,
1973; STEINER 1974). Um estudo observou que recém-nascidos pré-termo, com idade
gestacional entre 33 e 40 semanas produziram respostas mais fortes e mais frequentes de
succ¢do quando oferecido um mamilo de latex adogado com sacarose em comparagdo com um
mamilo de latex sem actcar (MAONE et al., 1990).

A base neural para prazer sensorial relacionado a alimentos tem sido estudada e, no
inicio de 2000, estudos demonstraram sub-regides encefalicas hed6nicas, os quais sdo capazes
de amplificar as reacOGes afetivas positivas para gosto doce (gostar), em resposta a
determinados estimulos neuroquimicos ou neurobioldgicos. Esses mecanismos hedbnicos sdo
pelo menos parcialmente distintas da circuitaria mesocorticolimbica, circuito que gera
incentivo na motivacao para comer (querer) (CASTRO e BERRIDGE, 2014).

Evidéncias atuais sugerem que essas sub-regides encefalicas heddnicas existem em
estruturas cerebrais limbicas, capazes de aumentar o impacto hedbnico de recompensas

sensoriais naturais, como gosto doce. Estes pontos de acesso sdo encontrados no nucleo
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accumbens (particularmente na concha medial), no nucleo péalido ventral e no nucleo
parabraquial (CASTRO e BERRIDGE, 2014). Essa sub-regido encefalica heddnica no palido
ventral pode amplificar o impacto heddnico do doce, expresso como um aumento das reacdes
de “gostar” para o gosto da sacarose (CHAO-Y| HO e BERRIDGE, 2013).

A reatividade afetiva ao gosto como uma ferramenta para mensurar as funcdes
hedbnicas pode ser usada como uma medida objetiva de impacto heddnico ou reacgdes
“gostar/prazer” ao gosto palatdvel, com base na quantificacao das reagdes afetivas orofaciais
para diferentes sabores (STEINER et al., 2001).

Estudos sobre a neuroanatomia do prazer referem a existéncia de estruturas cerebrais
que trabalham em rede ativando neurotransmissores que controlam os eventos de prazer, e
gue compdem o chamado circuito cerebral hedénico (KRINGELBACH e BERRIDGE, 2009).
Essas estruturas controlam dois comportamentos distintos: o gostar e o querer.

Alguns mecanismos hed6nicos sdo encontrados nas estruturas cerebrais, nucleo
accumbens, pélido ventral, tronco cerebral, hipotdlamo. (CARDINAL et al., 2002; EVERITT
e ROBBINS, 2005; KRINGELBACH et al., 2003; KRINGELBACH e ROLLS, 2004,

BERRIDGE, 1996).
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Figura 1: Circuito cerebral hedbnico. A figura esquematica mostra as regides do cérebro
relacionadas ao prazer em roedores e seres humanos. (a) expressao facial “positiva — heddnica
- gostar” e desencadeada pelo gosto doce e amargo e as respostas as substancias sdo
semelhantes em roedores e humanos recém-nascidos. (b) hotspots heddnicos relacionados
com “o gostar e querer”, onde a ativagdo neural pode aumentar as expressdes faciais para o
gosto doce. Esta codificacdo do prazer no cérebro foram identificados nos seres humanos e
roedores. Adaptado: Kringelbach e Berridge, 2009.

O prazer é mediado por circuitos mesolimbicos bem desenvolvidos (Berridge, 2015).
As estruturas envolvidas no circuito cerebral hedbnico séo: cortex orbitofrontal, cortex do
cingulado, cértex da insula, area tegmentar ventral, nucleos hipotalamicos, substancia
cinzenta central, nicleo accumbens, nucleo palido ventral e amigdala (KRINGELBACH E
BERRIDGE, 2009).

A capacidade da sensacdo do prazer nos hotspot heddnicos tem sido revelada em parte
por estudos em que microinjecbes de drogas estimulam receptores neuroquimicos em

neurdnios dentro dessa regido “hotspot”, causando uma duplicacdo ou triplicacdo do nimero

de reacdes hedbnicas normalmente provocadas por um agradavel gosto da sacarose e
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moduladores neuroquimicos como 0s hormdénios opidides e endocanabindides. Esses
horménios sdo produzidos nas células nervosas do organismo e tém efeito semelhante ao das
drogas como Opio ou Cannabis. Sdo estimuladores endogenos de prazer e sdo produzidos para
direcionar nossa atencao especifica para as atividades fundamentais para a sobrevivéncia
como buscar e comer alimentos ricos em energia e nutrientes (KRINGELBACH E
BERRIDGE, 2009).

A auséncia de prazer, anedonia, € um dos sintomas mais importantes de muitas
mentais doencas, como por exemplo, a depressao. As regides necessarias para 0 prazer do
cérebro, mas interrompidas na anedonia, ainda nao sdo claros. Reacfes aos prazeres sensoriais
parecem relativamente dificeis de serem eliminados em animais por uma Unica lesdo cerebral
ou drogas. Somente o palido ventral surgiu entre hotspots heddnicos cerebrais como um local
onde os danos eliminam a capacidade de reacdo hed6nica positiva em estudos com roedores,
substituindo até mesmo “gosto” para dogura com gapes “ndo gostar’ normalmente reservados
para o gosto amargo ou semelhantes (CROMWELL E BERRIDGE, 1993).

Importante observar a relacdo da preferéncia por alimentos palataveis na
neuroanatomia funcional do prazer. Podemos referir que a preferéncia alimentar por alimentos
palataveis € regulada por estruturas do circuito cerebral heddnico. Essas estruturas controlam
os comportamentos distintos “gostar” e “querer” (CASTRO ¢ BERRIDGE, 2014). E possivel
“querer” sem “gostar” e esse € exatamente o caso do comportamento de vicio. (BERRIDGE,
2007).

Seres humanos que apresentam avidez por ingestdo de acucares e alimentos
processados possuem alteracdes nos centros nervosos e neurotransmissores semelhantes as

descritas em dependentes quimicos (AVENA et al., 2008).
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Um estimulo agradavel é frequentemente chamado de estimulo gratificante ou
simplesmente uma recompensa (BERRIDGE, 2007).

O gosto e percepcdo do sabor sdo fundamentais para o desenvolvimento de

preferéncias alimentares, eles foram apontados como principais impulsionadores de

preferéncias alimentares no inicio da vida (MENNELLA et al., 2001; MENNELLA et al.,

2012).
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3 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos tém demonstrado que existe associacdo entre tabagismo materno
durante a gestacéo e sobrepeso na infancia. Um estudo do nosso grupo de pesquisa Nucleo de
Estudos em Saude da Crianca e do Adolescente (NESCA) demonstrou que o tabagismo
materno estd associado a um consumo alimentar maior por carboidratos em detrimento as
proteinas, entre os adultos jovens expostos. Até 0 momento, ndo existem estudos que tenham
avaliado o impacto heddnico do doce na fase neonatal neste grupo de individuos. Assim, esta
pesquisa se propde a estudar o impacto hedbnico a sacarose em recém-nascido exposto ao

tabagismo materno na vida intrauterina e com idade precoce.
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4 OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo é verificar se a exposi¢do ao tabagismo materno na vida
intrauterina esta relacionada a um padrdo especifico de expressbes faciais heddnicas para o

gosto doce em recém-nascidos, no inicio da vida.
Obijetivo especifico:

1. Comparar a frequéncia total de reacGes faciais hedbnicas ao gosto doce em recém-
nascidos expostos e ndo expostos ao tabagismo materno durante a vida

intrauterina.
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5 HIPOTESE

Esta pesquisa trabalhou com a hipdtese de que a exposi¢cdo ao tabagismo materno na
vida intrauterina altera as respostas heddnicas para o gosto doce (sacarose) em recém-

nascidos.
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6 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Este é
um estudo transversal, observacional controlado, realizado no alojamento conjunto do
Hospital Conceicdo pertencente ao Grupo Hospitalar Conceicdo (GHC), no periodo de

novembro de 2010 a maio de 2012.

O GHC é referéncia no atendimento do Sistema Unico de Satde (SUS), e é formado
pelos hospitais Conceicdo, Crianga Conceicdo, Cristo Redentor e Fémina, 12 postos de salde
do Servico de Saude Comunitéria, trés centros de Atencdo Psicossocial e pelo Centro de
Educacdo Tecnoldgica e Pesquisa em Salde - Escola. Vinculada ao Ministério da Salde, essa
estrutura reconhecida nacionalmente forma a maior rede publica de hospitais do Sul do pais,
com atendimento 100% SUS. Com uma oferta de 1.564 leitos, é responsavel pela internacéo
de 59,9 mil pacientes por ano. Em 2009, o Hospital Conceicdo e o Hospital Fémina fizeram
53% dos partos de Porto Alegre. Dos cerca de 18,5 mil nascimentos anuais em Porto Alegre,
quase 9,8 mil ocorreram no Conceigdo e no Fémina, o que significa mais de um nascimento

por hora (http://www.ghc.com.br/default.asp?idMenu=institucional&idSubMenu=1). (Acesso

em: 03 de fevereiro de 2015)

Foram avaliados recém-nascidos saudaveis, com até 24 horas de vida. Para compor a
amostra foram incluidos recém-nascidos com nascimento Unico, idade gestacional acima de
37 semanas, nascidos de parto normal, em aleitamento materno exclusivo e cujos recém-
nascidos j& haviam sido colocados ao seio materno previamente ao teste da reacdo facial
hed6nica. Somente foi realizada a inclusdo do recém-nascido no estudo apos assinatura do
Termo de Consentimento Livre e esclarecido pela puérpera. A amostra é de conveniéncia e foi
selecionada de forma consecutiva, de acordo com a exposi¢cdo ou ndo ao tabaco na vida

intrauterina, até atingir o numero de recém-nascidos necessarios para o estudo.


http://www.ghc.com.br/default.asp?idMenu=institucional&idSubMenu=1
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Foram excluidos os recém-nascidos de puérperas com doencas como: diabetes mellitus

tipo 1 e 2, hipertensdo, virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV e usuérias de outras drogas.

Os dados maternos e dos recém-nascidos foram coletados do prontuério, Carteira de
Pré-natal e Caderneta de Salde da Crianca, e foi realizado teste da reacdo facial heddnica a

estimulos gustativos doces e neutros.

O inicio da coleta de dados foi executada ap6s a submissdo e aceite do projeto no
Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP/GHC), através do niimero

10-047.
Neste estudo, dividimos os recém-nascidos estudados em dois grupos:
a) Recém-nascidos expostos ao tabagismo materno na vida uterina (n=50);

b) Recém-nascidos ndo expostos ao tabagismo materno na vida uterina (n=150).

6.1 LOGISTICA DA PESQUISA

A coleta de dados foi realizada por uma Unica pesquisadora, a qual realizou todas as

filmagens das reac6es faciais hedénicas.

A pesquisadora verificava diariamente, através de pesquisas manuais a prontuarios no
posto de enfermagem do Alojamento Conjunto, os recém-nascidos aptos a participar. Essas
pesquisas eram realizadas nos prontuarios das puérperas, nos quais forneciam dados do
recém-nascido e parto. Com a lista de recém-nascidos, a pesquisadora se direcionava para 0s

quartos do Alojamento Conjunto.

Alguns quartos no Alojamento Conjunto eram compostos por dois (2) leitos e outros

por quatro (4) leitos e a coleta de dados foram realizadas neste local. A pesquisadora se
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apresentava, informava sobre 0s objetivos, métodos da pesquisa, entregava uma via do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e lia 0 mesmo. Com o aceite e assinatura do termo a
pesquisadora iniciava a coleta de dados, neste momento a pesquisadora tinha acesso a Carteira
de Pré-natal, prontuarios e Caderneta de Saude da Crianca. Somente uma puérpera se recusou

em participar da pesquisa referindo estar cansada.

Ap0s essa coleta de dados se iniciava o teste da reagdo heddnica para sacarose e dgua

pura, onde ocorreram as filmagens das expressoes faciais.

Primeiramente, foi fornecido para o recém-nascido 1 (um) ml de solucdo de agua
deionizada (denominada solucdo neutra) e entdo realizada a primeira filmagem com duragéo
de 1 minuto. Na segunda filmagem, também duracdo de 1 minuto, foi fornecido 1 (um) ml

solucdo de 4gua deionizada com sacarose a 25%.

As solugdes foram administradas via oral, pressionando-se levemente o mdsculo
masseter do recém-nascido para que o0 mesmo abrisse a boca e a substancia fosse liberada por

uma unica pressdo do frasco.

A expressdo facial do recém-nascido, no momento dos testes, foi registrada através de
uma filmagem continua com duracdo de 1 (um) minuto, a uma distancia de 20 cm entre a
camera e 0 recém-nascido, sob luz natural, dentro do quarto do hospital, no setor do

alojamento conjunto.

A filmadora usada foi a Ciber—Shot DSC-S500, da marca Sony, com 6.0 mega pixels
e trinta quadros por segundo. O recém-nascido se encontrava em uma posi¢do confortavel,
sem chorar e com a puérpera ao seu lado. Apos o teste, as puérperas foram orientadas em
relacdo a prética de higiene bucal do recém-nascido, assim como foi realizado o incentivo a
pratica do aleitamento matermo exclusivo, através de explica¢fes sobre a sua importancia e

seus beneficios para mée e recém-nascido.
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6.2 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Para caracterizar a substancia neutra foi utilizada 4gua deionizada ou purificada e para
a substancia doce foi utilizada &4gua deionizada com sacarose a 25% (denominada solucéao
doce), onde cada 1ml de solugéo continha 0,25¢g de sacarose (Adaptado BERRIDGE, 2000;
Adaptado AYRES et al.,, 2012). As substancias foram produzidas por uma farmécia de

manipulagéo escolhida pelo padrdo de qualidade adotado na preparacgdo das solugdes.

A &gua foi utilizada como um padréo de resposta basal, servindo como controle para o

gosto doce (substancia neutra) (WEILAND, 2010).

A &gua deionizada recebeu trés processos para total purificacdo: (1) remocdo das
sujidades; (2) eliminacdo das bactérias; (3) eliminacdo total de micronutrientes. As
substancias eram produzidas diariamente no turno da manha e entregues no mesmo turno,
para que a coleta de dados ocorresse no turno da tarde do mesmo dia. Nesse intervalo eram
mantidas sob refrigeracdo entre 2°C e 8°C. Nao foi colocado nenhum tipo de conservante nas
solucdes, assim as substancias tinham validade de 24 horas e eram descartadas se ndo fossem

utilizadas neste periodo.

O acondicionamento das substancias aconteceu de maneira individual, em um frasco
conta gotas, etiquetado com o nome da substancia, quantidade (1ml), prazo de validade,
lacrado e envolto a um saco plastico também lacrado com seladora. Pesquisadores também
utilizaram para as suas pesquisas o0 estimulo gustativo sendo oferecido através de conta gotas

(GANCHROW et al., 1983; ROSENSTEIN e OSTER, 1988).
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Todos os frascos foram abertos na presenca da puérpera, no momento do teste das
reacOes faciais. As substancias utilizadas no dia eram acondicionadas em um isopor, dentro de

uma bolsa térmica, separadas por tipo de substancia.

Através de teste estatistico, foi possivel obervar que a substéncia doce (&gua
deionizada com sacarose) resulta no aumento das reagdes heddnicas em comparagdo com a
substancia neutra (agua deionizada ou purificada), demonstrado que o impacto heddnico é
maior com o gosto doce em relacdo a agua deionizada, desfecho ja descrito por outros
pesquisadores (STEINER, 1973; STEINER et al.,, 2001; BERGAMASCO e BERALDO,

1990; MALLER e DESOR, 1973).

6.3 AVALIACAO DAS REACOES FACIAIS A ESTIMULOS DO GOSTO DOCE E

AGUA PURA

A forma utilizada nesta pesquisa para avaliar as reacOes afetivas a estimulos gustativos
foi através de expressdes faciais dos recém-nascidos resultantes da ingestdo de substancia

doce e neutra (BERGAMASCO e BERALDO, 1990; STEINER, 2001).

A reacdo facial afetiva (reacdo hedonica) foi caracterizada por séries ritmicas de
movimentos de protusdo da lingua (Adaptado BERRIDGE, 2000; STEINER et al., 2001;
STEINER, 1973; STEINER, 1974; AYRES et al., 2012; BERGAMASCO e BERALDO,

1990).
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Figura 2: Expresséo facial hedbnica, caracterizada por séries ritmicas de movimentos
de protusdo da lingua. Quatro (4) quadros em sequéncia apds a ingestao de substancia doce.

6.4 ANALISE DOS VIDEOS

No total foram analisados quatrocentos (400) videos (duzentos videos com substancia
neutra e duzentos videos com substancia doce), uma vez que foram avaliados duzentos (200)

recém-nascidos e cada um recebeu 1 ml de cada substancia (neutra e doce).

Os videos foram analisados durante 1 minuto na velocidade normal. A analise foi
realizada para verificar se ocorreram expressdes faciais hedonicas durante 1 minuto de
gravacdo, ou seja, séries ritmicas de movimentos de protusdo da lingua (Adaptado
BERRIDGE, 2000; STEINER, 2001; STEINER, 1973; STEINER, 1974; AYRES et al.,

2012).

Posteriormente, as filmagens foram analisadas quadro a quadro, usando o programa
Windows Media Player, na velocidade lenta para melhor detectar as expressdes faciais

hedonicas, com trinta (30) quadros por segundo, totalizando 1800 quadros por 60 segundos.
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Foi contabilizada a frequéncia das reacdes faciais nos quadros em intervalos de 2 segundos,
durante 1 minuto de filmagem continua. Somente foi considerada a expressao facial que
representa uma reacdo hedonica ou reacdo afetiva positiva. Para cada expressdo facial
hedonica era registrada uma frequéncia. Para fins de analise estatistica as frequéncias foram
somadas durante os 60 segundos de filmagem (Adaptado BERRIDGE, 2000; STEINER et al.,

2001; AYRES et al,. 2012).

Metade dos quatrocentos (400) videos (cem videos com substdncia neutra e cem
videos com substancia doce) foram analisados por dois pesquisadores capacitados para essa
atividade, cegos para a solucdo oferecida. Os dois pesquisadores foram treinados por

professor que ja havia utilizado esta técnica (AYRES et al., 2012).

Foi realizada uma analise prévia para avaliar a concordancia entre os dois avaliadores
utilizando a anlise de concordancia entre métodos de Bland-Altman. O resultado da analise é
que os dois pesquisadores sdo concordantes nas avaliagbes dos videos em relacdo as
expressoes faciais com uma mediana e intervalo interquartil de 16 (0-96,75) para o primeiro
pesquisador e 15,5 (0-98) para o segundo pesquisador. Apds esta analise de concordancia

positiva, somente um dos pesquisadores seguiu com as avaliacGes das filmagens.

6.5 VARIAVEIS DO ESTUDO

6.5.1 DESFECHO OU VARIAVEIS DEPENDENTES

Foram avaliadas as expressdes faciais hedbnicas dos recém-nascidos frente a ingestao
de uma substancia neutra (4gua) e doce (sacarose) em relacdo a sua frequéncia de

expressdes/reagdes por quadro. Para este estudo foi utilizado a variavel de forma continua.
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6.5.2 VARIAVEL INDEPENDENTE OU PREDITORA

O dado do tabagismo materno durante a gestacdo foi utilizado como variavel
independente. Esta varidvel foi obtida através da informacdo materna quanto ao uso de
cigarros durante a gestacdo, sendo codificado como variavel categoérica, onde classificamos
em: fumou em qualquer momento da gestacdo (coletado a duragcdo e 0s meses de exposicao),
ndo fumou durante a gestacdo e ex - fumante (fumou alguma vez ou parou de fumar quando
soube da gestacdo). Dentre as Puérperas estudadas ndo foram encontrados na amostra o
terceiro grupo, ou seja, as ex-fumantes, resultando na variavel tabagismo materno durante a
gestacdo (sim ou nao).

Qualquer quantidade relatada de tabagismo durante a gestacdo foi considerada como
exposicao. Foi coletado o nimero de cigarros consumidos por dia.

A informacdo sobre consumo de cigarros durante a gestacdo fornecida pela puérpera
durante a visita do pesquisador foi a mesma referida na hora do parto (informacéo existente
no prontuario), fato observado em toda a amostra. Para fins de anélises estatisticas a variavel

foi utilizada na forma categdrica dicotbmica (sim ou nao).

6.5.3 COVARIAVEIS

a) Renda Familiar — Esta varidvel foi utilizada de forma continua e foi referida pela
puerpera na hora da visita do pesquisador. Foi codificada em reais.
b) ldade materna - Esta variavel foi utilizada de forma continua e foi coletada do

prontuério da puérpera. Foi codificada em anos.
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)
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Escolaridade materna - Esta varidvel foi utilizada de forma continua quanto ao
tempo (em anos) de estudo com aprovacao. A variavel foi coletada no prontuério e
foi também referida pela puérpera. Foi codificada em anos de estudo.
Idade Gestacional — Esta variavel foi coletada do prontuario do recém-nascido e da
puerperas e utilizada de forma continua. Foi avaliado através da data da ultima
menstruacdo. Foi codificada em semanas.
indice de massa corporal (IMC) pré- gravidico - foi calculado dividindo o peso em
quilogramas pelo quadrado da altura em metros (KEYS et al., 1972). A variavel
foi utilizada de forma continua. Foi codificada em Kg/m?.
Numero de consultas pré-natal — Esta variavel foi obtida através da carteira da
gestante ou informada pela prépria puérperas. Foi utilizada de forma continua.
Sexo do recém-nascido — Esta variavel foi coletada da carteira de nascimento do
recém-nascido. Os recém-nascidos foram categorizados por sexo feminino e
masculino.
Peso ao nascer do recém-nascido — Esta varidvel foi coletada da carteira de
nascimento do recém-nascido. Foi utilizada na forma continua e codificada em
gramas.
Comprimento ao nascer do recém-nascido — Esta varidvel foi coletada da carteira
de nascimento do recém-nascido. Foi utilizada na forma continua e codificada em
centimetros.
Perimetro cefalico do recém-nascido — Esta variavel foi coletada da carteira de
nascimento do recém-nascido. Foi utilizada na forma continua e codificada em
centimetros.
Tempo de vida na hora da avaliagdo — Esta variavel foi coletada na hora da

filmagem das reacgOes faciais, e foi calculada através da hora de nascimento
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subtraida pela hora do teste. Foi utilizada na forma continua e codificada em
horas:minutos.

I) Tempo da ultima mamada até a hora do teste: Esta variavel foi calculada através da
hora da coleta subtraida pela hora da Gltima mamada, em minutos.

m) Razdo de Crescimento Fetal: Esta variavel foi utilizada para avaliar auséncia ou
presenca de restricdo de crescimento intrauterino. Kramer e colaboradores
definiram a severidade da restricdo com base na razdo de crescimento fetal (BWR),
que é constituida pela razdo do peso ao nascer observado e a media do peso ao
nascer especifico para idade gestacional e género em uma determinada populacéo.
Dessa forma, o grau de restricdo pode ser categorizado em BWR >0,85 como
auséncia de restricao; BWR <0,85 ¢ >0,75 como restrigdo moderada e BWR<0,75
como restricdo severa (KRAMER et al., 1999). Para este estudo utilizamos a
variavel de forma continua e utilizando a definicao da BWR >0,85 como auséncia

de restricéo.

6.6 TAMANHO DA AMOSTRA

O programa estatistico utilizado para o célculo amostral foi o WINPEPI, onde foi
considerado um nivel de significancia de 5%, um poder de teste de 80%, uma prevaléncia de
gestantes tabagistas de 25% (KROEFF et al., 2004), uma diferenca cujo o tamanho de efeito
padronizado seja maior ou igual a 0,5 (0,5 desvios-padréo), totalizando 172 gestantes (43
gestantes tabagistas e 129 gestantes ndo tabagistas). Acrescentando 10% para as possiveis
analises multivariadas, totalizamos 198 gestantes (50 gestantes tabagistas e 148 gestantes ndo

tabagistas).
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6.7 TESTES UTILIZADOS

As variaveis estudadas nesta tese foram digitadas duplamente por dois pesquisadores
no programa estatistico SPSS versdo 18, e ap0s foi realizada analise de frequéncias das

variaveis para comparacéo e verificagdo da consisténcia do banco de dados.

Primeiramente as variaveis foram analisadas em relagdo a sua distribuicdo, através do

teste Shapiro-Wilk.

As variaveis continuas simétricas (idade materna, idade gestacional, comprimento do
recém-nascido, peso ao nascimento do recém-nascido, perimetro cefalico e idade na hora do

teste) foram expressas por média e desvio padrao.

As variaveis continuas assimétricas (renda familiar, escolaridade materna, frequéncias
das expressdes faciais heddnicas a sacarose e frequéncias das expressdes faciais heddnicas a

agua) foram expressas por mediana e amplitude interquartilica.

A variavel categorica (sexo) do recém-nascido foi expressa por frequéncia absoluta (n)

e relativa (%).

Para comparar as variaveis continuas simétricas basais em relacéo a exposi¢éo ou ndo
ao tabagismo materno durante a gestacdo foi utilizado o teste estatistico t- student e para as

variaveis assimétricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

A associacdo entre a varidvel categdrica sexo e tabagismo materno durante a gestagdo

foi avaliada através do teste Qui-quadrado.

Para confirmar se a sacarose tem o poder de evocar reacOes faciais heddnicas em

recém-nascidos foi utilizado o Teste de Wilcoxon.

Para comparar as expressoes faciais hed6nicas a sacarose em relacdo a exposic¢éo ou

ndo ao tabagismo materno durante a gestacdo foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para
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comparar os valores extremos das expressdes faciais hedonicas a sacarose entre 0s grupos foi

aplicado o teste de Moses (Objetivo 1).

Para controle de fatores confundidores como, peso ao nascimento, comprimento ao
nascimento, duracdo da gestacdo, escolaridade, razdo de crescimento fetal e tempo da Gltima
mamada até a hora do teste foi utilizada a Andlise de Covariancia (ANCOVA). Para ser
possivel a realizacdo desta andlise o desfecho foi transformado através de transformacéo

logaritmica.

O nivel de significancia estabelecido para todas as analises foi de 5%. Os dados foram
analisados através do programa estatistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

versao 18.0.
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7 RESULTADOS

Embora os resultados sugiram uma associacdo entre tabagismo materno e expressdes
faciais hedonicas a sacarose, ndo houve significancia estatistica entre as variaveis (p=0,051).

Foram avaliados 200 (duzentos) recém-nascidos que receberam, via oral, uma dose de
agua e outra de sacarose, totalizando 400 (quatrocentos) videos analisados que apresentavam
expressdes faciais heddnicas originadas da ingestdo das substancias neutra e doce. Desses 200
recém-nascidos, 50 (cinquenta) foram expostos ao tabagismo materno na vida intrauterina e
150 (cento e cinquenta) ndo foram expostos.

O tempo médio de vida na hora do teste, em horas e minutos, foi de 15:10 + 5:51 para
0s recém-nascidos ndo expostos e 14:30+5:56 para 0s expostos. Entre 0s recém-nascidos
expostos ao tabagismo, 46% eram do sexo masculino e 54% eram do sexo feminino, e entre
0s recém-nascidos ndo expostos ao tabagismo materno, 46,7% eram do sexo masculino e
53,3% eram do sexo feminino.

A média de idade foi de 23,95 anos para as puérperas nao tabagistas durante a
gestacdo e 25,18 anos para as tabagistas.

As puérperas tabagistas apresentaram menor escolaridade que as puérperas ndo
tabagistas (p=0,001).

Entre as caracteristicas dos recém-nascidos, houve diferenca estatisticamente
significativa entre menor peso ao nascer (p=0,001), menor comprimento ao nascer (p=0,001)
e menor perimetro cefalico ao nascer (p=0,022) no grupo exposto ao tabagismo materno
durante a vida intrauterina quando comparado ao grupo ndo exposto. O tempo médio de vida
na hora do teste foi de 14:30 para 0s recém-nascidos expostos e 15:10 para 0s ndo expostos.

Outras caracteristicas de cada grupo estdo descritas na Tabela 01.



Tabela 1 - Caracteristicas maternas e do recem-nascido em relacdo ao tabagismo materno durante a gestacéo.

Exposigéo ao tabagismo materno durante a

o Amostra gestagéo

variaveis total Né&o Sim "
(n=150) (n=50)

Renda Familiar (R$) 190 1000 (510 — 1200) 1000 (600 — 1500) 0,077**
Idade Materna (anos) 200 23,95 £ 6,46 25,18 +£ 5,88 0,236*
Escolaridade Materna (em anos) 200 9(8-11) 7,5(6-28) <0,001**
Idade Gestacional (semanas) 200 39+1,0 39+1,0 0,668*
Sexo do recém-nascido 0,935***

Masculino 93 70 (46,7) 23 (46,0)

Feminino 107 80 (53,3) 27 (54,0)
Peso ao nascer do recém-nascido (gramas) 200 3320 +403,1 3053,8 + 445,6 <0,001*
Comprimento do recém-nascido (cm) 200 48,99+1,78 47,92 +1,79 <0,001*
Perimetro cefalico do recém-nascido (cm) 199 34,02+1,25 33,55+ 1,30 0,022*
Razio de Crescimento Fetal < 0.85 200 12 (8,0) 9 (18,0) 0,083***
Tempo de vida na hora do teste
(horas:minutos) 200 15:10 £5:51 14:30 + 5:56 0,484*
Tempo da Gltima mamada (min) 200 29 (10 - 60) 43 (10 -82) 0,279**
IMC pré gestacional (kg/m?) 194 240+4,4 228+45 0,112*
Apgar 1° minuto 200 8,5+ 0,96 8,5+0,99 0,866*
Apgar 5° minuto 200 9,1+0,50 9,0+0,57 0,269*
N° de consultas pré-natal 194 7,1+26 65+25 0,137*

Legenda: Dados apresentados como média + DP, mediana (percentis 25-75) ou n (%). * t de student;
** teste de Mann-Whitney. *** teste qui-quadrado. Os valores totais podem diferir devido a dados faltantes (missing data).
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Nesta figura € possivel obervar que a sacarose provoca mais reacbes hedonicas

p<0,001, quando comparado com a &gua. Figura 03.
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Figura 03 — Box-plot da frequéncia total de expressdes heddnicas em relacdo a agua e sacarose em 60
segundos. A linha dentro da caixa representa a mediana. Os limites inferior e superior da caixa
representam os percentis 25 e 75, respectivamente. As barras de erro inferior e superior representam a
mediana + 1,5 (amplitude interquartilica). Os circulos e asteriscos representam os valores extremos da
amostra.
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Objetivo 1 - A frequéncia total de reacdes faciais heddnicas ao estimulo oral doce em
recém-nascidos expostos e ndo expostos ao tabagismo materno durante a vida intrauterina néo

foi diferente entre os grupos (p=0,051). Figura 04 e Tabela 2.
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Figura 04 — Box-plot da frequéncia total de expressdes heddnicas em relacdo & sacarose em 60
segundos conforme tabagismo materno durante a gestacdo. A linha dentro da caixa representa a
mediana. Os limites inferior e superior da caixa representam os percentis 25 e 75, respectivamente. As
barras de erro inferior e superior representam a mediana + 1,5 (amplitude interquartilica). Os circulos e
asteriscos representam os valores extremos da amostra.

A Frequéncia total e expressdo facial hedénica conforme exposi¢do ao tabagismo

materno durante a gestacdo estd apresentada na Tabela 2.
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Quando comparadas as frequéncias totais de expressfes hedbnicas em relacdo a
sacarose em 60 segundos entre 0S grupos expostos e ndo expostos ao tabagismo materno
durante a gestacéo, ndo houve diferenca estatistica (p=0,051). Mesmo quando ajustado para
escolaridade, peso ao nascer, comprimento ao nascer, perimetro ceféalico ao nascimento, razéo
de crescimento fetal e tempo da Ultima mamada, permanece sem associacdo significativa
(F(1,188)=1,56; p=0,214) com o tabagismo materno durante a gestacdo. No entanto,
verificando os valores extremos na Figura 4, observa-se que 0 grupo exposto ao tabagismo na
gestacdo apresenta menos variabilidade do que o grupo ndo exposto, provavelmente devido ao
“congelamento” da reacdo hedonica no grupo exposto. Desta forma, optou-se por comparar 0S
dados extremos através do teste de Moses para reacfes extremas. Este teste tem por hipdtese
nula que os valores extremos estdo igualmente distribuidos em ambas as populag¢fes. Ao
realizar o teste estatistico, o valor p<0,001 indicou que o0 grupo exposto tem menos valores
extremos que 0 grupo nao exposto, podendo reiterar a hipdtese de congelamento das reacdes

hedbnicas.

Tabela 2 — Frequéncia total e expresséo facial heddnica conforme exposi¢do ao tabagismo materno
durante a gestacéo

Exposicao ao tabagismo

Variavei Amostra materno durante a gestacéao D
ariaveis = .
total Néo Sim
(n=150) (n=50)

Frequéncia da expressao facial
hedbnica em 1 minuto

Agua 193 0(0-27) 0(0-21,3) 0,646*

Sacarose 200 0(0-47)5) 23 (0 -80) 0,051*
Expresséo facial hedénica a 200 0,473**
sacarose

Presente 67 (44,7) 23 (58,0)

Ausente 83 (55,3) 21 (42,0)

Legenda: Dados apresentados como mediana (percentis 25-75) ou n (%); * teste de Mann-Whitney. ** teste qui-quadrado.
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8 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou a existéncia de diferenca no padrdo de resposta heddnica ao
gosto doce entre 0s recém-nascidos expostos ao tabagismo materno durante a vida
intrauterina.

Nota-se também, que os recém-nascidos expostos ao tabagismo na vida intrauterina
ndo apresentaram mais expressdes faciais heddnicas resultantes da ingestdo de substancia
doce, entretanto, observamos que recém-nascidos expostos ao tabagismo na vida intrauterina
parecem ter as expressdes faciais congeladas/sensibilizadas em relacdo ao consumo de uma
substancia doce, uma vez que recém-nascidos ndo expostos atingem niveis maiores de prazer
em relacdo a ingestdo de substancia doce. Pode-se propor que o tabagismo materno leva a
uma sensibilidade ao prazer provocada pelo gosto doce e, possivelmente, os individuos com
esta sensibilidade poderiam aumentar o consumo alimentar por doce para tentar chegar a um
maior grau de prazer. Curiosamente, um estudo demonstrou que adultos jovens expostos ao
tabagismo materno na vida intrauterina consumiam mais carboidratos em relacéo as proteinas
(AYRES et al., 2011).

Portanto, os resultados sugerem a existéncia de respostas hedonicas diferenciadas para
gosto doce associada a exposicdo ao tabagismo materno na vida intrauterina, demonstrando
um possivel comportamento alimentar diferenciado ao enfrentar alimentos que contenham
esse gosto. Acrescenta-se que o resultado obtido ndo foi modificado com o ajuste das
covariaveis propostas: peso ao nascimento, comprimento ao nascimento, duracéo da gestacgéo,
escolaridade, razéo de crescimento fetal e tempo da Gltima mamada até a hora do teste para
peso ao nascer.

Reforca-se que a variavel tempo da ultima mamada até a hora do teste foi usada como

ajuste no modelo estatistico, pois poderia influenciar a frequéncia de reacfes faciais
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hedonicas, pelo fato do recém-nascido estar com fome na hora do teste, mesmo que nao se
relacionando com o desfecho, o resultado ndo foi modificado apds ajuste.

As variaveis, tempo de vida na hora do teste e 0 sexo, ndo apresentaram associacao
com a frequéncia de expressdes faciais hedodnicas ao gosto doce. Confirmando o nosso
achado, um estudo também demonstrou que ndo ha correlacdes estatisticamente significativas
entre a idade na hora do teste e ingestdo de diferentes solucGes. Neste artigo os autores
também ndo encontraram associagdo do sexo com a ingestdo de solucbes gustativas
(BEAUCHAMP e MORAN, 1982).

As variaveis, renda familiar, idade materna, escolaridade materna, idade gestacional,
comprimento ao nascimento do recém-nascido, perimetro cefélico do recém-nascido, IMC
pré-gestacional, Apgar 1° minuto, Apgar 5° minuto e nimero de consultas de pré-natal nao
estiveram associadas com as frequéncias das reacdes faciais para substancia doce em expostos
ao tabagismo materno na vida intrauterina.

Embora em estudo anterior tenhamos identificado uma associagdo entre restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU) grave com reacdes faciais hedbnicas em recém-nascidos,
neste estudo ndo foi encontrada esta associacao, possivelmente devido a amostra ser composta
de recém-nascidos com grau leve de RCIU. No estudo anterior, as rea¢fes faciais hedénicas
ao doce e a RCIU se correlacionavam inversamente, quanto mais restrito era o recém-nascido,
menos reagdes heddnicas eram contabilizadas (AYRES et al., 2012).

Propomos que esta capacidade de detectar a sensacdo prazerosa associada ao agucar,
mas esteja congelada, ndo atingindo o mesmo nivel de prazer que o controle, predispde a
desenvolver um aumento do consumo de alimentos palataveis mais tarde na vida. O aumento
da preferéncia por alimentos palatdveis poderia ser um fator importante para o

desenvolvimento da obesidade e sobrepeso na infancia e vida adulta, ja descrita nesta
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populacéo de individuos expostos ao tabagismo materno na vida uterina (OKEN et al., 2005;
VON KRIES et al., 2000; MENDEZ et al., 2008; POWER e JEFFERIS, 2002).

Uma hipdtese alternativa para os achados desta pesquisa, € que a resposta hedonica
distinta ao gosto doce em um periodo critico do desenvolvimento pode alterar circuitos
neurais responsaveis pela resposta hedbénica ao doce, podendo levar a um consumo
diferenciado ao longo da vida.

Os achados desta pesquisa permitem inferéncias com os trabalhos de Berridge e
colaboradores, pois, mesmo que os trabalhos tenham sido desenvolvidos em ratos é possivel
relacionar neurobiologicamente os achados. Os pesquisadores descreveram em ratos as
regides heddnicas (hotspots hedbénicos) no ndcleo accumbens e palido ventral e que o uso de
opitides poderia amplificar sinais para resposta heddnica ao gosto doce (PECINA, 2006). O
tabagismo materno pode amplificar os sinais destas regides, através de uma alteracdo nestes
sistemas neurais. Um estudo demonstrou que o consumo de cocaina pela mée na gestacdo ou
exposicdo ao tabagismo materno pode afetar diferencialmente a maturacdo das estruturas

cerebrais e estdo com maior susceptibilidade a impulsividade aumentada (LIU et al.,2013).

Estudo elegante demonstrou que ha alteragdes significativas em relagcdo ao circuito
neural que esta relacionado com reforgo natural e de drogas. Esse estudo foi realizado em
animais e avaliou se o tratamento com nicotina na gestacdo de ratas modificava o sistema
dopaminérgico. Os resultados sugeriram que a exposi¢do a nicotina durante a vida intrauterina
pode induzir a alteragcfes em ambas as vias naturais e recompensa de drogas (FRANKE et al.,

2008).

Os estudos usando modelos animais demonstraram alteracdes na estrutura e funcao do
cérebro apos a exposicdo pré-natal a nicotina, principalmente nas vias neurais relacionadas a

questdes comportamentais e de recompensa (BUBLITZ e STROUD, 2012).
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Embora 0 ndcleo accumbens também esteja relacionado com o “querer”, existe sub-

regido encefalica hedbnica bem descrita na concha medial do nucleo, sendo possivel inferir
que recéem-nascidos expostos possam ter uma distin¢do nesta regido. Um estudo que avaliou
ratos adolescentes expostos a nicotina na vida intrauterina demonstrou que 0s ratos expostos
tinham o nucleo accumbens diminuido (KANE, et al.,2004). Estas investigacfes sugerem que
a exposicdo a nicotina gestacional poderia modificar estruturas sabidamente relacionadas com

recompensa/reforco (KANE, et al.,2004).

Considerando que as expressdes faciais hedonicas constituem um aspecto importante
da sensacgdo de prazer e recompensa associada a gostos agradaveis, esse comportamento pode
significar maior consumo de alimentos que possuam este tipo de gosto ao longo da vida
(LEVINE et al., 2003). Além disso, as expressoes hedonicas refletem a atividade de regides
especificas do sistema mesolimbico (PECINA et al., 2006), regifes as quais também sdo
ativadas apdés visualizacdo de alimentos saborosos (VOLKOW e FOWLER, 2000). Como
variagdes na responsividade desse circuito predizem o risco para 0 aumento de peso no futuro
(STICE et al., 2010), variacGes nesse comportamento podem significar também risco para

superalimentacdo e/ou sobrepeso no futuro.

Pesquisas tem se concentrado em estudar as respostas neurais ao gosto doce
(BERRIDGE et al., 2010). Estimulacdo dos receptores ao doce ativa regiGes cerebrais
relacionadas ao prazer e geradora de recompensa (BERRIDGE et al., 2008) através de
circuitos e mecanismos muito semelhantes com o observado para o alcool e para as drogas
(PECINA et al., 2006). As vias neurais que ligam gosto doce para recompensas podem ser
parcialmente responsavel por preferéncias inatas para gostos doces, e também pode ser

reforcada por repetidas exposi¢cdes e consumo de alimentos doces.
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Um interessante estudo demonstrou que adolescentes expostos ao tabagismo materno
na vida intrauterina exibiram menor volume da amigdala (P <0,001), estrutura relacionada ao

circuito hedénico (HAGHIGHI et al., 2013).

Esta pesquisa tem algumas limitagdes, como n&o ter acrescentado na amostra oS
recém-nascidos expostos ao tabagismo materno que ficaram mais de 24 horas longe das mées
no alojamento conjunto, uma vez que este grupo provavelmente é mais vulneravel a alguma
diferenciacdo nos circuitos neurais mesolimbicos. Também considero uma limitagdo o
tamanho de efeito grande e amostra pequena, entretanto por ser tratar de um trabalho com alto

grau de ineditismo, nédo se tinham dados em relacéo ao tamanho de efeito.

Como pontos fortes destaca-se que a pesquisa foi realizada com recém-nascidos
saudaveis, toda a amostra foi coletada por um mesmo pesquisador e 0s recém-nascidos

estavam em um momento acolhedor com suas maes.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O tabagismo materno durante a gestacdo pode estar relacionado a um padrdo
especifico de expressbes faciais hedénicas para o gosto doce no inicio da vida. Ndo existe
diferenca estatistica entre frequéncia de reacdes faciais heddnicas a substancias doces em
recém-nascidos expostos ao tabagismo na vida intrauterina, entretanto, observamos que
recém-nascidos expostos parecem ter as expressdes faciais congeladas/sensibilizadas em
relacdo ao consumo de uma substdncia doce, uma vez que recém-nascidos ndo expostos
atingem niveis maiores de prazer em relacdo a ingestao de substancia doce.

As reacdes hedonicas representam o impacto hedénico ao gosto doce, e essas estdo
sensibilizadas/congeladas nesta populacdo, demonstrando que as vias relacionadas ao prazer
podem estar alteradas. Desta forma, é relevante desenvolver estratégias nutricionais para um
consumo alimentar diferenciado por doce, em funcio desta sensibilizacdo. E possivel também
gue o tabagismo materno proporcione aos recém-nascidos um impacto hedénico diferenciado
a substancia doce, levando esses individuos a consumir maior quantidade deste tipo de
alimentos para a busca deste prazer, aumentando o risco a doencas sabidamente relacionadas
ao consumo alterado ao doce.

Esta pesquisa € a primeira evidéncia de que ocorre uma distingdo da resposta heddnica
para 0 gosto doce em recém-nascidos expostos ao tabagismo materno durante a vida
intrauterina. O tabagismo materno é um habito de alto risco para a crianca, e normalmente
este habito vem acompanhado com o contexto de vulnerabilidade social, demonstrando que
ter conhecimento sobre este desfecho é essencial na prevencdo de futuras doengas ndo
transmissiveis, sabidamente relacionadas com consumo aumentado de alimentos palataveis.

A relagéo desta circuitaria neural do prazer/recompensa com o controle do apetite se

torna essencial, uma vez que tem a capacidade de modificar o consumo alimentar, pela
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questdo do “gostar/prazer” de um alimento ou gosto e ndo pelo equilibrio nutricional
(necessidades nutricionais). Como estdo envolvidas vias de recompensas, outros estimulos
prazerosos poderdo substituir este consumo especifico por alimentos que agem nessas vias,

como os alimentos palataveis.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Tabagismo materno durante a gestagao e reagdes heddnicas a
estimulos gustativos em recém-nascidos.

) Local de realizagéo da pesquisa: Alojamento Conjunto.

Duragéo dos procedimentos: 20 minutos.

Estamos realizando uma pesquisa com as maes e seu recém-nascido, nosso
objetivo é verificar a associagdo do tabagismo materno e as expressbes faciais dessas
criangas frente a ingestao de substancia doce e neutra. Se vocé aceitar participar deste
estudo, seréo realizadas medidas com as maes e seu filho. Para avaliar seu filho, sera
realizada uma avaliagéo da expresséo facial. Esta avaliagdo é simples, ndo apresenta dor
€ nao representa riscos para a saude da crianga, com um minimo de desconforto. A
avaliagdo da expressédo facial consiste em um teste que tem como objetivo, apenas,
identificar as reagbes de prazer e aversdo quando consumida pequena quantidade de
solugéo doce e agua. Sera fornecida para seu filho uma solugéo doce (que néo traz risco
para saude do seu filho) e outra solugéo de agua pura, onde a reagéo (expressé&o facial)
do seu filho sera analisada através de uma filmagem, que sera utilizada somente para fins
desta pesquisa.

Sera realizado um questionario sécio-econdmico (perguntas sobre a moradia,
escolaridade, renda familiar), serdo coletados dados da carteirinha de gestante e sera
aplicado um questionario sobre o habito de fumar da méae. Iremos anotar alguns dados do
prontuario do recém-nascido e de sua mae, como, peso, exames, comprimento e
perimetro cefélico.

Salienta-se que os dados serdo publicados sem o nome-dos participantes. Vocé
podera desistir do estudo em qualquer momento e nédo tera prejuizo no atendimento do
seu (a) filho (a).

i () Autorizo a coleta de dados da carteirinha de gestante, coleta de dados do
nascimento do meu filho, teste da expresséo facial, realizagdo do questionario sécio—
econdmico, questiondrio sobre o habito de fumar materno e coleta de dados dos
prontuarios maternos e do recém-nascidos.

Se vocé tiver alguma pergunta sinta-se a vonjade para fazé-la em qualquer
momento durante a pesquisa.

A pesquisadora responsavel por esta pesquisa é a Nutricionista Mestre Caroline
Ayres, fone: (51) 30296169 e em caso de duvida pode também entrar em contato pelo

celular (51) 96667913 ou pelo email: nutricarolayres@hotmail.com
CﬁHC

VERSAO APROVADA
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CONTINUACAO APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do GHC
(Grupo Hospitalar Conceigéo), através do Odont. Daniel Demétrio Faustino da Silva,
Coordenador-geral do Comité de Etica em Pesquisa do GHC pelo telefone (61) 3357-
2407, caso queira questionar algum aspecto ética da pesquisa. O Comité de Etica fica na
rua Francisco Trein 596, Hospital Conceigao.

Declaro que recebi cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
ficando outra via com a pesquisadora.

Paciente:

Nome do responsavel:

Assinatura Responsavel:
Assinatura da mae (no caso de méaes adolescentes):
Pesquisador Responsavel:
Data: _ /|

*Enderego Institucional da pesquisadora (Caroline Ayres) e seus orientadores (Professor
Dr. Marcelo Zubaran Goldani e Professora Doutora Patricia Pelufo Silveira):

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Rua Ramiro Barcelos 2400

Fone: (51) 33598515

Este formuldrio foi lido para
(nome do paciente ou responsavel) em / / (data)
pelo (nome do pesquisador) enquanto eu estava presente.

3

Assinatura da Testemunha
Nome:
Data: / /

Assinatura do Pesquisador
Nome:
Data: / / ,

)

CEP/GHC
JERSAO APROVADA
0 2 [ o3 / 2O
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APENDICE B - Aceite do projeto no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Conceicéo

o i%’j unlrvmn: oA A HOSPITAL HOSPITAL A S-AI.A.
4 Francisco Trein, 568 insade Pedityics 6o Hosptai Nossa  Rua Domingos Rubbo. 20 Rus Mosiardero.
csz 350.200 - Porto Alegrs - RS Senhara da Concaiio SA ) CEP 910£0-000 - Poro Alegra - RS CEP ¥1430-001 nmma s
3357 2000

Fane: 3367.4100 Fone: 3314 5200

tv Q/ o 53 147 80001 20 CNP. 92 767.126/0001:76 NP 1@ 995, 134000153
T
Vinculados a0 Ministério da Sadde - Decreto n® 99.24490

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de E'pca em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP/GHC), que é reconhecido pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em 02 de agosto de 2010, reavaliou o estudo apreciado em 28 de julho de 2010
referente ao seguinte projeto de pesquisa:

Projeto: 10-047 Versdo do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:
MARCELO ZUBARAN GOLDANI
PATRICIA PELUFO SILVEIRA
MARILYN AGRANONIK
CAROLINE AYRES

Titulo: Tabagismo materno durante a gestacéo e reacdes heddnicas a estimulos gustativos de
recém-nascidos.

Documentagdo: Aprovados

Aspectos Metodoldgicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

Parecer final: Este projeto, por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salide, obteve o parecer de
APROVADO.

Consideragbes Finais: Toda e qualquer alteragdo do projeto, deverd ser comunicada imediatamente ao
CEP/GHC. Lembramos do compromisso de encaminhar dentro dos prazos estipulados, o(s) relatério(s)
parcial(ais) e/ou final ao Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceicdo e ao Centro de
Resultado onde a pesquisa for desenvolvida.

Porto Alegre, 02 de aqgosto de 2010.

\ "3
Mfi@mm

Coordenador-geral do CEP/GHC
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Clinical Study

Intrauterine Growth Restriction and the Fetal Programming of

the Hedonic Response to Sweet Taste in Newborn Infants

Caroline Ayres,1 Marilyn Agranonik,1 André Krumel Portella,1 Francoise Filion,2
Celeste C. Johnston,2 and Patricia Pelufo Silveiraz, 3
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Intrauterine growth restriction is associated with increased risk for adult
metabolic syndrome and cardiovascular disease, which seems to be related to altered
food preferences in these individuals later in life. In this study, we sought to
understand whether intrauterine growth leads to fetal programming of the hedonic
responses to sweet. Sixteen 1-day-old preterm infants received 24% sucrose solution
or water and the taste reactivity was filmed and analyzed. Spearman correlation
demonstrated a positive correlation between fetal growth and the hedonic response to
the sweet solution in the first 15 seconds after the offer (r = 0.864, P = 0.001), without
correlation when the solution given is water (r = 0.314, P = 0.455). In fact, the more
intense the intrauterine growth restriction, the lower the frequency of the hedonic
response observed. IUGR is strongly correlated with the hedonic response to a sweet
solution in the first day of life in preterm infants. This is the first evidence in humans
to demonstrate that the hedonic response to sweet taste is programmed very early
during the fetal life by the degree of intrauterine growth. The altered hedonic response
at birth and subsequent differential food preference may contribute to the increased
risk of obesity and related disorders in adulthood in intrauterine growth-restricted
individuals.

Introduction
The fetal origins of adult disease hypothesis states that environmental factors,

particularly nutrition, act in early life to programthe risks for chronic diseases in
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adulthood [1]. In particular, intrauterine growth restriction (IUGR) is known to be
associated with insulin resistance [2, 3], obesity [4-7], and cardiovascular disease [8,
9] in adult life. As eating habits can contribute to the development of obesity, diabetes,
and cardiovascular disease, one could suggest that persistent nutrient imbalances
across the lifespan in people who were born IUGR may explain, at least partially, their
increased risk to develop metabolic syndrome later in life. Interestingly, studies from
different research groups have shown that IUGR individuals indeed have specific food
preferences in adulthood [10-12], naturally choosing to eat more foods rich in
carbohydrates and/or fat than non-IUGR individuals. Besides, IUGR girls are more
impulsive when facing a sweet reward already at 3 years of age [13]. Therefore, IUGR
is associated with changes in feeding behavior and preferences that may promote the
metabolic changes previously described in this group. A possible mechanism by which
IUGR could permanently alter an individual’s food choices is the programming of the
sensitivity to the hedonic signaling (i.e., pleasure) associated with the ingestion of a
palatable food. Hedonic sensation is reflected in positive patterns of affective orofacial
expressions that are homologous between humans and rodents [14-16]. As explained
by Berridge [16], the affective pattern of taste reactivity components reflects
palatability or affect more closely than it reflects either ingestion or sensation [17, 18].
It was already shown that prenatal protein malnutrition changes the response to reward
in adult rodents [19], which may suggest that the same phenomena may be happening
in humans. This group of evidence prompted us to propose the hypothesis that IUGR
leads to fetal programming of the hedonic responses to the sweet taste, and in the
current study we aimed at verifying if IUGR would be related to an altered pattern of
affective orofacial expressions to the sweet taste very early in life, addressing this

question in preterm infants in their first day of life.
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2. Subjects and Methods

This study was performed by secondary analyses of nonused data collected for

the purpose of a different project. The original protocol was developed with the
objective to investigate the efficacy of routine sucrose analgesia for procedural pain in
the first week of life in preterm infants, and was described in detail elsewhere [20, 21].
Briefly, a level Il university affiliated NICU in Canada was the site for the study,
providing ethics approval by a constituted review board. Infants, who were born
between 25 and 31 completed weeks’ postconceptional age, were expected to live
according to the opinion of the attending neonatologist, were above the fifth percentile
weight for gestational age, had intraventricular hemorrhage less than Grade Ill and no
periventricular leukomalacia, were free of major congenital anomalies, and did not
require surgery and whose parents consented within 48 hours of birth were included in
the study. Enrolled infants were randomly assigned to the sucrose or water group from a
computer-generated schedule. Only the project nurses in each site knew the group
assignment; treating clinicians were blind to group assignment. Solutions of 0.1mL of
24% sucrose or water were drawn up into sterile syringes and placed in the unit
medicine refrigerator. Every time the infant was to undergo an invasive (e.g., heel
lance, intravenous cannulation, arterial puncture, and injection) or noninvasive but
presumably uncomfortable procedure (e.g., endotracheal tube suctioning, tape/lead
removal, and gavage insertion for feeding), the solution in the syringe was
administered into the infant’s mouth 1 minute before the beginning of the procedure.
A small-wide-angle lens camera rested on top of the isolette and was connected to a
mat on the floor next to the isolette such that stepping on the mat triggered 5-minute
recording. In this way, facial actions could be recorded during painful procedures.

While the original study verified the analgesic effect of sucrose in minutes following
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the procedure, the current study evaluated the hedonic response using the first 15
seconds of facial capture after the sucrose solution was given orally and immediately
before the painful procedure. We used filming from the very first time that the
newborn received the oral solution, which occurred in the first 24 hours of life for all
the subjects in the current study. The positive hedonic reaction was compiled by
adding scores for (a) rhythmic extension of the tongue outwards along the midline, and
sometimes upwards, past the outer edge of the lips, often simultaneously accompanied
by slight dropping of the jaw; this is followed immediately by retraction of the tongue
and closure of the jaw, and the cycle is repeated rhythmically again and again, each
cycle lasting 300-1200 ms and (b) lateral nonrhythmic tongue protrusions, which were
sweeping extensions of the tongue sideways along the lateral border of the mouth and
along the lips on one side of the mouth [15, 22]. A trained observer blinded to the
solution given scored the videotapes frameby-frame (1 frame = 1/10 s) watching the
first 15 seconds of shooting after the administration of the oral solution. The definition
of IUGR was based on the birth weight ratio (BWR), which is the ratio between the
infant birth weight and the sex-specific mean birth weight for each gestational age for
the local population [23, 24]. For this study, BWR was used as a continuous variable
reflecting the degree of IUGR for a given infant. 2.1. Statistical Methods. Quantitative
variables were described using median (25th percentile; 75th percentile), while
categorical data were described using absolute (n) and relative (%) frequencies. To
establish potential confounders, children who received sucrose or water were
compared on key variables including gender, gestational age, birth weight, and
BWRusingMann-Whitney test for quantitative variables and Fisher’s Exact test for

categorical variables. Spearman correlation was used to analyze the relation between
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BWR and the hedonic response according to the solution offered. Statistical
significance for all analyses was set at P < 0.05.

3. Results
Table 1 depicts the baseline characteristics of subjects receiving the different

solutions. There were no statistical differences between children that received water
versus sucrose regarding gender, birth weight, gestational age, and birth weight ratio
(Table 1). There was a positive correlation between the BWR used as a continuous
variable and the hedonic response to the sweet solution in the first 15 seconds after the
offer (r = 0.864, P = 0.001). That is, the greater degree of intrauterine growth
restriction, the less the frequency of the tongue protrusions demonstrated after the
sucrose offer (Figure 1(a)). There was no correlation between BWR and the hedonic
response when the solution given was water (r = 0.314, P = 0.544) (Figure 1(b)).

4. Discussion
In this study we showed that intrauterine growth correlates with the hedonic

response to sweet in preterm infants in their first day of life. In preterm newborns born
as early as 27 weeks gestation, the intensity of growth restriction is highly and
inversely related to the frequency of positive affective reactions to the sweet taste. One
could propose that IUGR leads to a decreased sensitivity to the enjoyment elicited by
the sweet taste and would possibly overconsume this and other types of palatable
foods when trying to reach a higher degree of pleasure. Interestingly, the current study
agrees with our previous findings [10, 13] as well as with reports from other groups
[11, 12] demonstrating that IUGR is indeed associated with an increased consumption
of palatable foods at different times during the life-course. At age 24, women born
severely growth restricted were shown to prefer to eat more carbohydrates and less
protein than women born non-growth restricted, which was accompanied by an

increased waist to hip ratio in this group [10]. Besides, people exposed to
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undernutrition during early fetal stages (the Dutch Famine birth cohort) were more
likely to consume a high-fat diet at middle age and hadmore pronounced
hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, and a twofold prevalence of coronary
heart disease when compared to nonexposed individuals [11]. In another study
involving a different sample of subjects exposed to the Dutch Famine in the first half
of gestation, it was shown that they had higher reported absolute intakes of energy, fat,
and protein and lower reported absolute intakes of carbohydrate than did the controls
at middle age [12]. In addition, we recently showed that among children with normal
birth weights, 3-year-old girls show a significantly greater ability to delay responding
in a task using sweet as a reward when compared to boys. However, among IUGR
girls, this ability to delay responding is lost. Furthermore, this impulsive responding at
36 months in girls predicts both increased consumption of palatable fat at 48 months
of age and higher BMIs at 48 months of age [13]. Therefore, it seems that IJUGR
programs the hedonic response to palatable foods (such as sweet flavor), leading to an
altered behavior when facing this type of foods that is seen already in childhood [13]
and to an increased consumption in adult life [10-12]. The chronic increased ingestion
of these aliments could, in the long term, lead to overweight, atherosclerosis, and
cardiovascular disease already described in this group [4-9, 25, 26]. Alternatively, the
altered response to the sweet taste in a critical period by itself programs the neural
circuits responsible for the establishment of food preferences, leading to altered
feeding choices in adult life in IUGR individuals. Considering that the taste reactivity
facial reactions are homologous in humans and animals [15, 16], and therefore share
underlying brain circuits, one could argue that IUGR programs the functioning of
these circuits during fetal life. Berridge and coworkers have described “hedonic

hotspots” in the nucleus accumbens and ventral pallidum that use opioid and
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endocannabinoid signals to amplify the hedonic response for sweetness [27].
Microinjection of the opioid agonist DAMGO in these areas in rats causes sucrose
taste to elicit over twice as many hedonic reactions as it normally does [27-30].
Similarly, microinjection of anandamide, which likely acts by stimulating the CB1
type of cannabinoid receptor, doubles the number of positive hedonic facial reactions
that sucrose taste elicits from rats [29, 31]. Intrauterine growth restriction may
decrease the sensitivity of these systems, by diminishing the action of the mu subtype
of opioid receptor or the CB1 type of cannabinoid receptor, leading to a decrease in
the hedonic response to the sweet taste. The apparent contradiction of less hedonic
response early in life versus increased consumption in adulthood could be explained
by a detachment of the normal close association between the hedonic value (or
“liking”) and the incentive salience (or “wanting”). This could lead to motivated food
consumption that is no longer hedonically driven by the activation of mesolimbic
dopamine mechanisms of incentive salience, or even opioid circuits outside the
hedonic hotspots. The suppression of positive hedonic reward systems or activation of
dysphoric stress systems might prompt persistent attempts to use palatable food as a
relief [32]. Our study has some limitations. Mainly, the small number of participants
did not allow us to employ more adequate statistical adjustments (e.g., considering
SES and gender in the analysis) and to classify the newborns into IUGR or non-lUGR
categories. In addition, other components of the hedonic reaction could not be scored
for the angle of the shooting performed. However, the correlation is very intense for a
biological variable, especially considering that the study outline and the selection of
participants were not primarily designed to test the current hypothesis. In conclusion,
this is the first evidence of fetal programming of the hedonic response to the sweet

taste in humans by IUGR. This takes on added significance considering that these
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individuals also show a persistent preference for palatable foods later in life [10-12],
as well as an increased risk for overweight and related metabolic and cardiovascular
consequences [4-9, 25, 26]. Such group of evidence [33] could potentially bring

enlightment to future studies aiming primary prevention measures in this population.
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APENDICE D — ARTIGO ENVIADO PARA REVISTA

Assessment for newborns methodology analyzing facial hedonic reactions

Caroline Ayres, Charles F. Ferreira, Juliana R. Bernardi, Thiago B. Marcelino,

Vania N. Hirakata, Clécio H. da Silva, Marcelo Z. Goldani

ABSTRACT

This study describes the quantitative and qualitative methodology to assess the
hedonic responses of the sweet stimulus in newborn. It was a descriptive, cross-
sectional, observational study. The sample included healthy newborns, up to 24 hours
of life, at 37-42 gestational weeks, vaginally born and breastfed before tests. The
evaluation of the newborns reactions was performed by hedonic facial expressions
analysis, characterized by facial expressions with rhythmic serial tongue protrusion
after neutral or sweet solution intake. Initially, 1 mL of water solution (neutral
solution) was provided to the newborn, followed by a 1 minute long recording. After,
the same amount of sucrose 25% solution was provided, performing a second
recording with the same duration. The concordance between researchers was analyzed
by Bland-Altman statistical method. A total of 100 newborns (n=49 male, n=51
female, lifetime mean=15h12min+6h29min) were recorded for neutral and sucrose
solution intake, totaling 200 videos. These videos were double blind analyzed and the
test revealed a 90% concordance between the two-trained researchers, in relation to
both neutral and to sucrose solutions. The intraclass correlation coefficient was 0.99
for both substances, with a significant increase in hedonic expressions frequencies
after sucrose solution intake. These results confirm that the proposed test has an

efficient power to detect significant differences between taste stimuli. In conclusion,
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this evaluation method of hedonic facial reactions in newborns reflects the response
for a specific taste.

Keywords: Newborn; Hedonic facial reaction; Sucrose solution.
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INTRODUCTION
The development of eating behavior in childhood can be influenced by several
and complex factors, such as genetic inheritance (Col Araz et al., 2012), nutrients availability
(Kersten, Laraia, Kelly, Adler, & Yen, 2012), family eating habits (Scaglioni, Salvioni, &
Galimberti, 2008), sensitivity to taste (Lipchock, Reed, & Mennella, 2012; Mennella, Pepino,
& Reed, 2005; Sharma & Kaur, 2014) and perinatal events (Ayres et al., 2012; Portella et al.,
2012). The early childhood food habits in a behavioral perspective can be influenced by the
mode of milk feeding, the complementary feeding practices and others eating behaviors
reported influencing later eating patterns (Nicklaus and Remy, 2013). Therefore, eating habits
in childhood can reflects intake in adulthood and may be related to the risk of developing
chronic diseases, such as obesity and cardiovascular outcomes (Bahadoran, Mirmiran,
Golzarand, Hosseini-Esfahani, & Azizi, 2012; Kollias et al., 2011; Rouhani, Mirseifinezhad,
Omrani, Esmaillzadeh, & Azadbakht, 2012).
Affective reactions reflect the quality of pleasant or unpleasant events
(Berridge, 2003). The child has essentially two patterns of facial expressions to taste: positive
emotional reaction — hedonic, or negative emotional reaction — disgust. The sweet taste of
sugar usually draws positive affective patterns, such as lip-shaped “nozzle” and rhythmic
series of tongue protrusion movements. These movements are accompanied by relaxation of
facial muscles (Steiner et al., 2001). Some studies reported that the experience to a taste
during intrauterine life could improve the acceptance of foods with the same taste in
childhood (Beauchamp & Mennella, 2009; Mennella, 2009; Mennella, Griffin, & Beauchamp,
2004; Mennella, Jagnow, & Beauchamp, 2001; Mennella, Johnson, & Beauchamp, 1995).
The automatic responses to stimulus can be innate, such as in sweet taste (Beauchamp
& Moran, 1982), and may change during life course, depending on the type of exposure in

utero phase, among other factors before and after birth (Lukasewycz & Mennella, 2012;
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Mennella, 2009; Mennella, Forestell, Morgan, & Beauchamp, 2009). The child’s facial
expression for a sweet taste is an example of a positive affective reaction behavior (Steiner,
1973; Steiner, Glaser, Hawilo, & Berridge, 2001).

There are different methods in the literature to evaluate the hedonic responses
to gustatory stimuli in children. Steiner was pioneered in studies about affective reactivity
when published illustrated of the facial reactions in newborns evoked by the sweet, salty, sour
and bitter taste (Steiner, 1973; Steiner, 1974). Crook et al., (1976) conducted four experiments
about the effects of brief intraoral fluid stimulation upon the nonnutritive sucking rhythm of
newborn infants. In 1982, the authors studied the sucrose preference at birth determined by
allowing ad libitum consumption of sucrose solutions and water during brief presentations,
according to the dietary record (Beauchamp 1982). Researchers used the method to taste
reactivity demonstrated that sucrose provoked positive or hedonic standards as lip smacking
and rhythmic series of tongue protrusion, accompanied by relaxation of the facial muscles and
an occasional smile (Berridge, 2000; Smith and Berridge, 2007; Steiner et al., 2001). The
study of Rosenstein & Oster (1988) was evaluated videotaped facial expressions based in
Facial Action Coding System adapted for infants (Baby FACS) evoked by sucrose, sodium
chloride, citric acid and quinine hydrochloride. Ganchrow et al., 1983 evaluated facial
expressions recorded by video of newborns after oral stimulation with distilled water and
sucrose, urea and quinine hydrochloride. Another method use in literature was "latex nipple
sweetened with sucrose” (Maone et al., 1990). Porges and Lipsitt, (1993) evaluate the
gustatory-vagal hypothesis with the neonatal responsivity to gustatory stimulation.

In addition, the hedonic expressions reflect the activity of specific mesolimbic
system (Pecifia, Smith, & Berridge, 2006), which are also activated after tasty food

visualization (Volkow & Fowler, 2000). As variations in this circuit responsiveness may
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predict the risk for weight gain (Stice, Yokum, Bohon, Marti, & Smolen, 2010), behavioral
alterations could also mean a risk for overeating and/or overweight in the future.

In this sense, this research aimed to describe the quantitative and qualitative

methodology able to assess the hedonic responses of the sweet stimulus in healthy newborn.
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METHODS

This is a cross-sectional, observational study, to presents a methodology, based in
Berridge (2000), Steiner (2001), to assess the facial reactions to sweet taste. The same method
of positive hedonic reactions scores was published previously (Ayres et al., 2012). We used
data collected from November 2010 to May 2012, in Hospital Nossa Senhora da Conceicéo,
which assists the Public Health System (Sistema Unico de Salde - SUS). This hospital is
located in Porto Alegre, the capital of Rio Grande do Sul state, in Southern Brazil.

The convenience sample included only healthy newborns, up to 24 hours of life, at 37-
42 gestational weeks, vaginal delivery and breastfed before the testing time. Children of
mothers who did not sign the informed consent, cases of maternal diseases (e.g. diabetes,
hypertension, HIV) and those who were not exclusively breastfed were excluded from
sample. Maternal and newborns’ data were collected from medical records, prenatal child
health handbook.

All procedures performed in this study involved human participants and were in
accordance with the ethical standards of Research Ethics Committee of the Grupo Hospitalar
Conceicao (CEP/GHC, protocol number 10-047) and with the 1964 Helsinki declaration and
its later amendments of comparable ethical standards.

Procedures

Hedonic reactions or positive emotional facial reactions

The newborns’ positive affective facial reactions assessments were performed by
hedonic facial expression analysis, characterized by serial and rhythmic tongue protrusion
through fresh or neutral substances intake (Steiner, 1973; 1974; Steiner et al., 2001).

First, one milliliter (ImL) of deionized water solution (called neutral solution) was
provided to the newborn, recording all reactions lasting 1 minute. After, ImL of water + 25%

sucrose solution (see below) was provided to perform the second 1-minute record. Shortly, we
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emphasize that neutral solutions were firstly provided to all newborns, being sucrose solution
shootings performed only after neutral solution testing. All solutions were administered
orally, pressing lightly the newborn masseter muscle, opening their mouths and allowing the
release of the substance by a single bottle pressure.

The newborn facial expression, during the test times, were recorded continuously
through one minute lasting shot, with a 20 centimeter distance between the camera and the
newborn, under natural light insight the hospital room. All hospital rooms presented from two
to four beds.

A Sony Cyber-Shot DSC-S500 camera (Sony®), with 6.0 mega pixels and 30 frames
per second, was used for recording all tests. The newborn was placed in a comfortable
position, without crying, with their mother near them. After the test, mothers were oriented
towards the practice of newborn oral care, as well as encouraged to practice exclusive
breastfeeding through explanations of its importance and benefits for both, mother and baby.

Substances

Deionized water was used as a neutral substance and the sweet substance was a water
+ 25% sucrose solution (designed fresh solution), composed by 1mL of deionized water
containing 0.25g of sucrose (modified from Ayres et al., 2012 and Steiner et al., 2001). All
substances were produced by a compounding pharmacy selected by its quality standards
adopted in solutions preparations.

The deionized water was subject through three purification processes: dirt removal,
bacteria elimination and total elimination of micronutrients. All substances were daily
morning produced and delivered in the same morning day, whereas data collection was
performed in the afternoon of that day. In this time interval, all solutions were kept under

refrigeration at 2°C to 8°C, with no preservative solutions mixture to them, being their valid
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restricted to 24 hours after preparation. All solutions were discarded if not used during this
period interval.

The substances packaging happened individually, in a bottle dropper, labeled with the
name of the substance, quantity (1mL), expiry date, sealed and wrapped in a plastic bag
sealed also with a sealing.

All vials were opened in the presence of the mother, immediately prior to testing. The
daily used substances were displayed in a cooler, in a heat pack, separated by the type of
substance. At testing time the substances were at room temperature, between 15°C to 25°C.

Videos analysis

All 1-minute videos were first analyzed at a normal speed by two trained researchers.
These analyses were performed to verify whether there were hedonic facial expressions
during the recorded 1 minute. Later, all records were evaluated frame by frame using
Windows Media Player program (Microsoft®), slowing the speed to better detect hedonic
facial expressions. Every second were composed by 30 frames, compounding 1800 frames per
60 seconds. The frequency of facial reactions in 2 seconds intervals was recorded for 1 minute
of continuous shooting. Facial expressions representing hedonic reactions or positive affective
reactions were considered. For each hedonic facial expression or tongue protrusion, for
example, a frequency was registered. For these results analysis, the sum of all 60 seconds
records were calculated (Berridge, 2000; Steiner et al., 2001).

Hedonic reactions were characterized by facial expressions like lips suctions and
rhythmic movements of tongue protrusion (Steiner, 1973). Videos were double-blinded
analyzed by two trained researchers, both trained by another researcher that had already used

this technique.
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Sample size estimation

Martin Bland and Doug Altman, authors of the statistical test to assess agreement
between evaluators (concordance analysis between Bland-Altman methods), state that for an
adequate accuracy it is important to evaluate 100 individuals, corresponding to a 95%
confidence interval and 0.34 standard deviations of error (SD) (Bland & Altman, 1986, 1999,
2012).

Statistical methods

Symmetric data were expressed as mean and standard deviation (SD) and asymmetric
data were expressed as median and interquartile ranges. To evaluate the agreement between
the two raters, a concordance between Bland-Altman method was applied.

The methodology, initially proposed by Bland and Altman, evaluate the correlation
between two variables (X and Y) starts from a graphical view from a scatter plot for the two
variable difference (X-Y) and the average of them (X+Y/2). In this chart we are able to see
the bias (how the differences derivate from zero), the error (dispersion of the points around
the mean), the outliers and possible trends (Bland & Altman, 1986, 1999, 2012).

For complementing these analyses, an intra-class coefficient (ICC) was also applied.
To compare the hedonic facial expressions frequency, values evoked by water and sucrose
solutions were analyzed by Wilcox test. All data were evaluated using Statistical Package for

Social Sciences (SPSS), version 18.0. The level of significance was set at 5% for all analyzes.
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RESULTS
A total of 100 newborns were recorded for neutral and sucrose solution intake,
generating 200 videos. Figure 1 displays four newborns sequences for neutral (Figure 1A) and
sucrose (Figure 1B) solutions.
The newborns average life was 15.12+6.29 hours and minutes. Among the 100
newborns evaluated, 49% were male and 51% female. Birth weight average was
327.49+439.85 grams, with 39+1weeks of gestational age. Maternal age mean was 23+6

years.

A.

Figure 1. Newborn facial expressions. A. Newborn facial expression to neutral solution. B. Tongue

protrusion, newborn facial expression designed hedonic reaction when performed in rhythmic series.

The Bland-Altman test indicated agreement between researchers, both in

relation to water substance (Figure 2) and to sucrose solution (Figure 3). Through
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95% agreement limits, we observed that there was an agreement in more than 90%

of our data.
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Total hedonic facial expressions for neutral substance was scored 0 for both
researchers 1 and 2 (0 to 48.5), while for sweet solution was 16 (0-96.75) and 15.5 (0-98) for
both researchers, respectively. The intra-class correlation coefficient (ICC) of all analysis was
0.99, for both substances (p<0.001).

Comparing all hedonic facial frequency values between neutral and sucrose solutions,
a significant increase is observed in sucrose substance (p=0.004). This result confirms that

test displays power to detect differences between taste stimuli (Figure 4).
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DISCUSSION

To our knowledge, this is the first report showing an assessment method description
for newborns affective facial reactions through sweet taste stimulus involving recorded facial
expression analysis. We observed that the sweet substance evokes hedonic reactions in infants
and that facial expression is an important measure to evaluate possible hedonic responses. The
statistical interrater agreement confirms that this method is an effective protocol for
measuring the hedonic impact of sweet taste in newborns. Additionally, Mennella et al.
described that fetuses exhibit hedonic responses through facial expressions for tastes, even
before birth (Mennella et al., 1995).

Some researchers recorded facial expressions from photographs, thus analyzing
affective reactions of infants and animals (Steiner, 1973, 1974). With technology availability,
researchers are able to record facial expressions through recording, which allows an
accurately assessment of facial expressions variables (e.g. frequency, duration), such as
hedonic and aversive reactions. Furthermore, our method allows reducing the video speed and
evaluating parameters frame by frame. It is also possible to identify hedonic responses to taste
stimuli in rodents and primates, using laboratory rats or primates the reactivity taste test,
allows managing the applied solutions (e.g. neutral, sweet, sour or other) at different
concentrations and recording their facial expressions (Berridge, 2000; Steiner et al., 2001).

After that, some authors have already studied newborn sucrose, suggesting that early
experience to sweetened water intake could maintain a preference for sucrose solutions later
in life (Beauchamp & Moran, 1982). These expressions induced by tastes produce feelings,
being this parameter referred only for taste quality, not measuring its intensity. Facial
expressions are affective reactions for a specific taste hedonic impact/response, reflecting the
pleasure feeling to a particular taste. Additionally, it is not possible to assess the substance

offered only by it sensory quality. A salty taste, for example, can extract a positive reaction in
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the same way that a sweet taste. On the other hand, a sour, a bitter or a very salty taste could
extract similar negative reactions. However, a trained researcher could assess if a child liked a
taste based on facial expression, considering this as a positive (hedonic) or negative (aversive)
reaction (Berridge, 2000).

Schwartz et al. (2009) assessed the acceptance of tastes and their developmental
changes over the first year, compared to acceptance for all tastes and reactivity to the overall
flavor. Acceptance tastes sweet, salty, bitter, sour and umami were evaluated in three groups
of forty-five subjects with ages of 3, 6 and 12 months. Acceptance during the first year only
evolved into sweet and salty taste like. In every age, sweet and salty foods were the most
preferred taste. Facial reactions to umami were neutral. Sour and bitter tastes were the least
accepted. By improving the knowledge of evolution to accept a certain taste contributes to
better understand feeding behavior in childhood that reflects the eating behavior in adulthood.

Focusing on the study of facial expressions, studies have shown that some taste
components universal facial cause reactions among all primates such as "gapes™ for bitter or
series of rhythmic protrusion of tongue for sweet (Steiner et al., 2001; Berridge 2000; Smith e
Berridge, 2007). Another study aimed to compare the facial responses to tastes among
newborns of women with and without gestational diabetes mellitus. The tastes were evaluated
by the glucose administration, sodium chloride, citric acid and quinine hydrochloride; 0.2 ml
of solution over the dorsal surface of the tongue. The newborns had their faces filmed and
facial responses were coded according to the FACS Baby adapted. Newborns of mothers with

gestational diabetes mellitus seem to have a little taste preference salt (Sa et al., 2014)
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on sweet tastes appetite in newborns (Beauchamp & Mennella, 2009; Beauchamp & Moran,
1982; Mennella et al., 2004; Mennella et al., 2001).

Studies investigated the neural basis for sensory pleasure related to food, designating
some brain sub-regions as ‘“hedonic hotspots”, which are encephalic areas capable of
amplifying causally positive affective reactions to sweet tastes in response to certain
neurobiological and neurochemical stimuli (e.g. orexin, opioids, palatable foods and sweet
tastes), generating “liking” or “pleasured” feelings (Castro & Berridge, 2014b; Ho &
Berridge, 2013; Pecifia et al., 2006). These hedonic mechanisms are, at least, partially distinct
from mesocorticolimbic circuitry, a biological pathway that generates motivation for eating
and the “wanting” feeling (Castro & Berridge, 2014a, 2014b). This current evidence suggests
that the “hedonic hotspots™ exist in limbic brain structures, being capable of increasing the
hedonic impact of natural sensory rewards, like palatable and sweet tastes. In this sense, these
access points are found in nucleus accumbens (particularly its medial shell area) (Castro &
Berridge, 2014a, 2014b), ventral pallidum (Ho & Berridge, 2013, 2014; Simmons et al., 2014)
and parabrachial nucleus (Castro & Berridge, 2014a). Besides, some regions could amplify
the sweet hedonic impact, expressing increased “liking/pleasure” reactions for sucrose taste
(Ho & Berridge, 2013).

As reported by Kringelbach & Berridge (2010), eating behavior is one of the basic life
pleasures, which could be modulated by what we eat or enjoy in different ways (e.g. like and
dislike). These personal differences are linked to individual learning of liking and disliking a
specific taste, with innate preference predisposed to the basic tastes. Additionally, some
extrinsic, intrinsic and individual factors may contribute to some taste preference, associated
on subjective experiences or modulated by hunger/satiety states (Cabanac, 1971; Small et al.,
2001). This subjective taste perception is produced by different signals to Central Nervous

System areas (for an overview, Small, 2012; 2006; Grabenhorst et al., 2007; Kringelbach &
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Radcliffe, 2005; Small et al., 2003; O’Doherty et al., 2001). Taken together, these data

support important information focusing on Central Nervous System taste preference
representation.

An affective reactivity to taste as a tool for measuring hedonic functions by test could

be used as an useful and objective tool for measurement of liking/pleasure hedonic reactions

in response to palatable food, based on the quantification of different taste induced orofacial

affective reactions (Steiner et al., 2001).
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CONCLUSIONS

The proposed evaluation method of hedonic facial reactions in infants reflects the
hedonic impact for this specific taste, allowing this methodology to be applied in early life
(e.g. newborn), but already responsive stages. Whereas these hedonic responses through facial
expressions are based on the reported authors, we could speculate that hedonic responses
through facial expressions are related to taste pleasure feeling, allowing this direct relation
being interpreted as a greater food consumption of this taste type later in life.

It is necessary more knowledge concerning on this neural pleasure/reward appetite
controlled circuitry relationship, since it is capable of modifying food intake by
“liking/pleasure” responses to foods or tastes, without considering the nutritional balance or
nutritional needs. As reward pathways are involved, other pleasurable stimuli may replace the

specific food consumption that acts through these routes, as palatable foods.
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