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Parte I



Resumo

O periodo gestacional e lactacional ¢ extremamente sensivel a fatores ambientais, como
a nutricdo materna e o estresse. Esses fatores podem influenciar na saude da mae e da prole. O
estresse da separacdo materna induz a ruptura do vinculo mae e filhote, desencadeando
comportamento depressivo e ansioso nas mades, intervindo no cuidado materno e
consequentemente no desenvolvimento da prole. Diante disso, o consumo de dietas ricas em
antioxidantes e acidos graxos monoinsaturados, como o azeite de oliva, t€m demonstrado
efeitos benéficos sobre distirbios neurologicos e alteragcdes metabolicas, sendo associado a
redugdes no risco de desenvolvimento de depressdo pos-parto, além de reduzir o efeito do
estresse sobre as células e melhorar a fungdo cognitiva. Assim, o objetivo foi avaliar os efeitos
do consumo de azeite de oliva durante a gestacdo e lactacdo sobre o cuidado materno, o
comportamento emocional e os niveis de marcadores bioquimicos no hipocampo dorsal de
maes que sofreram separacdo da prole. Ratas Wistar no primeiro dia de gestacdo foram
alocadas em 2 grupos: ragdo padrao + 6leo de soja ( OS) e ragdo padrao + azeite de oliva (AO).
ApOs o nascimento, os grupos foram subdivididos em: Intacto OS; Intacto AO; Separado OS e
Separado AO. A separacao materna (SM) ocorreu do dia pds-natal 1 ao 10, por 3 horas/dia.
Apo6s o desmame dos filhotes, as maes passaram por testes comportamentais de campo aberto,
memoria de curto-prazo no teste de novo local do objeto e nado forgado. Também foram
avaliadas proteinas do metabolismo energético envolvidas com a plasticidade, o horménio
ocitocina e seu receptor € os niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no
hipocampo dorsal. A separacdo materna aumentou o cuidado materno de forma fragmentada,
induziu comportamentos dos tipos ansioso e depressivo e ainda prejudicou a memoria de
curto-prazo das maes. Além disso, foi capaz de diminuir o imunoconteudo das proteinas:
sirtuina-1 (SIRT-1), ocitocina e do receptor de ocitocina no hipocampo dorsal das maes. As
ratas que consumiram dietas com azeite de oliva aumentaram a frequéncia do comportamento
materno ativo de forma consistente e aumentaram os niveis de BDNF no hipocampo. O azeite
de oliva também conseguiu prevenir os comportamentos de amamentacdo com o dorso
arqueado, do tipo ansioso e o prejuizo da memoria nas maes que foram submetidas 8 SM. Os
resultados demonstram que a nutri¢do e a separacdo materna influenciam no comportamento
emocional, na memoria ¢ em marcadores bioquimicos. E esses achados mostram que o
consumo de azeite de oliva pode ser utilizado como uma estratégia para atenuar ou até prevenir
os prejuizos ocasionados pela separacdo materna no periodo pos-parto.

Palavras-chave: azeite de oliva; separacao materna; cuidado materno; hipocampo dorsal.



Abstract

The gestational and lactational period is extremely sensitive to environmental factors
such as maternal nutrition and stress. These factors can influence the health of the mother and
offspring. The stress of maternal separation induces the rupture of the mother-infant bond,
triggering depressive and anxious behavior in mothers, intervening in maternal care and,
consequently, in the development of the offspring. Therefore, the consumption of diets rich in
antioxidants and monounsaturated fatty acids, such as olive oil, have shown beneficial effects
on neurological disorders and metabolic changes, being associated with reductions in the risk
of developing postpartum depression, in addition to reducing the effect of stress on cells and
improve cognitive function. Thus, the objective was to evaluate the effects of olive oil
consumption during pregnancy and lactation on maternal care, emotional behavior and levels of
biochemical markers in the dorsal hippocampus of mothers who suffered separation from their
offspring. Wistar rats on the first day of gestation were allocated into 2 groups: standard diet +
soybean oil (SO) and standard diet + olive oil (OO). After birth, the groups were subdivided
into: Intact SO; Intact OO; Separate SO and Separate OO. Maternal separation (SM) occurred
from postnatal day 1 to 10, for 3 hours/day. After the pups were weaned, the mothers
underwent open-field behavioral tests, new object location in short-term memory tests, and
forced swimming. Proteins of energy metabolism involved with plasticity, the hormone
oxytocin and its receptor, and levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the dorsal
hippocampus were also evaluated. Maternal separation increased maternal care in a fragmented
way, induced anxious and depressive behavior and impaired the mothers' short-term memory.
Furthermore, it was able to decrease the immunocontent of proteins: sirtuin-1, oxytocin and the
oxytocin receptor in the dorsal hippocampus of the mothers. Female rats consuming an olive oil
diet consistently increased the frequency of active maternal behavior and increased BDNF
levels in the hippocampus. Olive oil was able to prevent the behavior of nurturing the offspring
with the arched back, the anxious type and memory impairment in mothers who underwent
MS. The results showed that maternal nutrition and separation influence emotional behavior,
memory and biochemical markers. These findings showed that the consumption of olive oil can
be used as a strategy to alleviate or even prevent the damage caused by maternal separation in
the postpartum period.

Keywords: olive oil; maternal separation; maternal care; dorsal hippocampus.
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1. Introducao

1.1 Periodo gestacional e pés-parto

1.1.1 Alteragdes fisiologicas e hormonais durante o periodo gestacional e

apos-parto

Em mamiferos, durante o periodo gestacional e o pds-parto, uma série de adaptacdes
fisioldgicas, comportamentais e neuroenddcrinas estdo ocorrendo no organismo materno. No
cérebro, a proliferacdo e sobrevivéncia de células do hipocampo permanecem estaveis durante
a gravidez em ratas maes, porém, alteracdes comecam a ficar evidentes a partir do pds-parto,
onde ha uma supressdo da neurogé€nese e alteragdes na plasticidade neural via remodelagao
dendritica de neurdnios piramidais do hipocampo (Slattery e Hillerer, 2016; Medina; Workman,
2018; Eid et al., 2019 ). O estudo de Hillerer e colaboradores (2014) mostrou que nas primeiras
semanas apOs o parto as ratas apresentaram uma diminui¢do do peso cerebral e no volume do
hipocampo. Outros estudos associaram essas alteracdes no hipocampo com uma reducao
transitoria nas habilidades cognitivas das ratas durante o pds-parto. Essas alteragcdes foram
confirmadas pois ratas gravidas e no pds-parto submetidas a tarefa do labirinto aquatico de
Morris, mostraram um comprometimento na memoria espacial (Darnaudéry et al., 2007). No
periodo apos o parto, as ratas maes nao necessitam de comportamentos dependentes do
hipocampo, uma vez que elas necessitam apenas permanecer proximas do ninho para nutrir e

aquecer os seus filhotes.

Com relagdo as alteragcdes neuroendocrinas, ¢ importante enfatizar que flutuagdes dos
niveis séricos de hormodnios peptidicos hipofisarios (como a prolactina e ocitocina) e
hormonios esterdides sexuais (estrogé€nios e progesterona) irdo programar o fenotipo materno
para a manutengao fisiologica e comportamental durante e apds a gravidez (Rosenblatt; Mayer;
Giordano, 1988; Russell; Douglas; Ingram, 2001; Brunton e Russell, 2008; Mulligan-Saville e
Graham, 2016). Estas alteracdes neuroendocrinas também estdo interligadas a mudangas diretas
no encéfalo materno, visto que altos niveis séricos de estradiol e progesterona, como ¢
observado, principalmente, na segunda metade da gestagdo, afetam a neuroplasticidade no
hipocampo, aumentando a densidade de espinhos dendriticos (Kinsley et al., 2006; Sheppard;
Choleris; Galea, 2019).
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Durante a gestacdo e a lactagdo ocorrem alteragdes no eixo HPA. O ritmo circadiano, o
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e os padrdes de secrecdo de glicocorticoides estdo
alterados, com isso ocorre uma atenuacdo das respostas do eixo a uma ampla variedade de
estressores fisicos e psicoldgicos, levando a supressao da responsividade ao estresse apds a
metade da gestacdo até o final da lactagao (Brunton; Russel; Douglas, 2008). Os estimulos da
amamentacdo pelos filhos também alteram a reatividade do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal,
diminuindo a ativacao de regides cerebrais que respondem ao estresse. Logo, a interacdo fisica
com os filhotes produz um efeito ansiolitico temporario das maes (Aguggia et al., 2013).
Interessante também relatar que, durante o periodo perinatal, as ratas sao hiporresponsivas ao
estresse (Johnstone et al., 2000; Neumann, 2001). O eixo HPA, responsavel por estimular a
liberagdo de corticosterona (hormodnio do estresse), durante a gestacao e lactagdo, responde de
forma atenuada ao estresse, protegendo a mae e a prole dos efeitos adversos. No entanto, se a
exposi¢ao a estressores for de forma cronica € possivel que durante o periodo perinatal os
animais possam ficar mais vulneraveis aos efeitos adversos (Brummelte e Galea, 2010). Assim,
muitas sdo as alteracdes neuroenddcrinas e comportamentais que as ratas maes sofrem durante
o periodo gestacional e no pos-parto. Essas alteracdes podem ser influenciadas diretamente pela
exposicao a estressores cronicos, que podem refletir em mudangas comportamentais e

fisiologicas nas maes e isso comprometer o cuidado com seus filhotes.

1.1.2 Cuidado materno no pos-parto

Inumeras espécies desempenham o cuidado parental, sobretudo o cuidado materno
(Rosenblatt & Snowdon, 1996). No entanto, somente em mamiferos as maes exercem uma
complexidade comportamental que influencia diretamente no neurodesenvolvimento e no
estabelecimento das relagdes sociais da prole (Francis e Meaney, 1999; Numan, 2016). As
alteragdes hormonais associadas ao final da gestagdo e ao parto atuam no sistema nervoso
central (SNC) para diminuir o medo e a aversdo dos estimulos relacionados a prole no
poOs-parto, além de aumentar a atratividade e estimular o inicio imediato do comportamento
materno. Apos o estabelecimento do comportamento, ainda nas primeiras horas apds-parto a
fase hormonal gradualmente diminui e a manutengdo da responsividade materna até o
desmame torna-se independente do controle hormonal, sendo mantido pela estimulacao
sensorial dos filhotes (Rosenblatt, 1994; Numan et al., 2006; Okabe et al., 2012). Logo, o

comportamento materno ndo ¢ um processo unitdrio, mas sim um complexo que consiste em

componentes comportamentais estimulados por determinantes sensoriais ¢ neurais (Stern,
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2001), que pode ter fornecido a base neural basica para os outros tipos de relacdes sociais

fortes, além da unido de pares em mamiferos (Numan, 2015).

A relagdo mae e filho ¢ uma relagdo dindmica e reciproca: tanto a mae como o filhote
estdo equipados com uma motivagdo inata em relacdo ao outro, portanto, os estimulos
derivados de um regulam o comportamento e a fisiologia do outro (Aguggia et al., 2015).
Diante disso, a diade mae e filho tem sido foco de diversos estudos que buscam explicagdes
sobre parametros emocionais € comportamentais em ambos os lados. O cuidado materno
envolve a expressdo consistente e coordenada de uma série de comportamentos, e variagoes
nesses comportamentos podem ter impactos profundos no SNC e no comportamento da prole
(Nephew, 2013). Tem sido proposto que o comportamento das maes prepara a prole para
responder ao ambiente, programando as respostas do eixo HPA ao estresse (Liu et al., 1997).
Além disso, ¢ através de variagdes do cuidado materno que espécies com desenvolvimento

altricial percebem e respondem as adversidades ambientais (Francis € Meaney, 1999).

Os filhotes provenientes de maes que desempenham um cuidado materno de qualidade
mostraram reducdo nas respostas de corticosterona ao estresse agudo (Liu et al., 1997),
aumento na aprendizagem espacial e memoria (Liu et al., 2000), redugdo do medo (Caldji et al.,
1998) e aumento na sociabilidade e comportamento reprodutivo (Starr-Phillips, 2014). Além
disso, alguns estudos mostram que o cuidado materno ¢ transmitido de forma estavel entre as
geracdes, onde a prole feminina herda o comportamento da mae através da expressao génica de
receptores de ocitocina ou entdo de maneira ndo-gendmica (Francis e Meaney, 1999;
Champagne, 2001; Meaney, 2001; Champagne, 2003; Okabe, 2012; Murgatroyd ¢ Nephew,
2013). Essa transmissdao intergeracional do comportamento materno ¢ vista em roedores,
primatas e humanos, podendo estar por trds de mudangas adaptativas do eixo HPA
(Champagne, 2001). Em espécies que desenvolveram o cuidado biparental, mesmo apds a
perda do parceiro o investimento materno ¢ robusto o suficiente para nao comprometer o
cuidado desempenhado por essas maes, ainda que a emocionalidade tenha sido afetada (Bosch

et al., 2018).

1.1.3 Intervencdes ambientais no periodo gestacional e lactacional

A influéncia do ambiente, como exposicao a estressores € a nutri¢do das maes, durante
o periodo gestacional e lactacional, podem influenciar na liberagdo hormonal, na plasticidade,

na neurogénese e no comportamento, prejudicando os cuidados exercidos com a prole. Assim,
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as condi¢des ambientais refletem na qualidade do cuidado materno e podem induzir a ruptura
da relagdo mae-filho, acarretando em prejuizos comportamentais € emocionais em ambos 0s
lados (Boccia et al., 2007; Lajud et al., 2012; Aguggia et al., 2013; Banqueri et al., 2017).
Durante as condi¢des ambientais desfavordveis ocorrem adaptagdes comportamentais,
endocrinas, metabolicas e cardiovasculares que programam a reatividade ao estresse. Essas
alteracdes sdo adaptativas e servem para melhorar a habilidade do organismo em ajustar a
homeostasia e aumentar as chances de sobrevivéncia, induzindo o estado de vigilia e
aumentando a detec¢do de possiveis ameagas. No entanto, a exposi¢do cronica ao estresse pode
induzir a hiperatividade do eixo HPA, levando a alteragdes em marcadores biologicos e
aumentando a vulnerabilidade desses individuos em desenvolver transtornos relacionados ao
estresse (Harkness et al., 2015). Em maes, esses transtornos podem comprometer a qualidade
do cuidado materno e o vinculo com o filho, favorecendo o desenvolvimento de transtornos

psiquiatricos, como depressao e ansiedade (Champagne et al., 2006; Murgatroyd et al., 2015).

Alguns estudos tém demonstrado que maes expostas ao estresse cronico durante o
periodo lactacional apresentam aumento da ansiedade e anedonia, alteragdo na expressao de
genes e proteinas, comportamento depressivo e menor responsividade materna (Murgatroyd
and Nephew, 2013; Murgatroyd et al., 2015). A ruptura da relagdo mae-filho além de induzir
aumento da ansiedade e depressao pds-parto nas maes ¢ comprometer a qualidade do cuidado
materno exercido por elas, também influencia diretamente no desenvolvimento
neurocomportamental da prole (Murgatroyd e Nephew, 2013). As consequéncias
comportamentais da ruptura deste vinculo também foram descritas em outras espécies. Em
caes, por exemplo, o desmame precoce mostrou correlagdo com o aparecimento de alteragdes
comportamentais, como agressdo excessiva e ansiedade cronica (Okabe et al., 2012). Ja em
humanos, dados observacionais revelaram que maes ansiosas eram menos acolhedoras e
positivas em relacdo aos seus filhos, além de serem menos produtivas e desengajadas durante
as interacdes sociais (Francis e Meaney, 1999; Whaley et al., 1999; Woodruff-Borden et al.,
2002) e essas caracteristicas afetam o desenvolvimento cognitivo e socioemocional das

criangas (Glasheen et al., 2010).

De modo geral, esses estudos propdoem que as psicopatologias diagnosticadas em
adultos podem ter um gatilho nos primeiros estagios de vida. Dessa forma, modelos
experimentais contribuem para o entendimento da dindmica comportamental do cuidado
materno exercido no periodo pos-natal, e como questdes envolvidas na emocionalidade dessas

maes influenciam no neurodesenvolvimento, na programacdo do metabolismo periférico e

13



aumentam a vulnerabilidade dos filhotes. O comprometimento do vinculo entre mae e filho esta
fortemente relacionado com o estado emocional materno, e assim, estudos que induzem a
ruptura dessa relagdo possibilitam a investigacao de alteragcdes neurobioldgicas que ocorrem em
ambos os lados e colaboram com o desenvolvimento de medidas preventivas e ndo apenas

paliativas.

Outra exposi¢do ambiental que pode programar o metabolismo das maes ¢ a nutri¢do
durante a gestacdo. Essa programacao metabolica pode desencadear diferentes desfechos na
saude das maes e no desenvolvimento dos filhotes. O periodo de gravidez e o pos-parto requer,
para as maes, uma dieta variada e um aumento da ingestao alimentar, assim como mudang¢as no
sistema digestorio para facilitar a absor¢do de nutrientes com o intuito suprir as necessidades
energéticas das altas demandas metabolicas que surgem durante essa fase, caracterizada, como
ja citado, pelas mais diferentes alteragdes na fisiologia do organismo materno. Um estudo
recente em humanos observou que mulheres gravidas que consumiam frequentemente leite em
suas dietas e com uma menor frequéncia consumiam vegetais, tiveram um aumento na
probabilidade de ter um parto prematuro (Lu et al., 2018), em contrapartida, a alta aderéncia de
uma dieta rica em vegetais, frutas, legumes, nozes, produtos lacteos, peixes e azeite de oliva foi

associada a diminui¢do de sintomas de depressao pos-parto (Chatzi et al., 2011).

Outro estudo, agora em ratos, demonstrou que uma dieta rica em lipidios atenuou a
ansiedade e o comportamento depressivo no pos-parto em maes que passaram por separacao de
sua ninhada durante a lactagdo (Maniam e Morris, 2010), mostrando, dessa forma, que
modificagdes nos componentes da dieta materna podem trazer efeitos benéficos para as maes.
Como exposto acima, ¢ importante considerar que o periodo gestacional e o pds-parto em
roedores ¢ extremamente vulneravel a intervengdes ambientais, podendo desencadear

diferentes desfechos na saude das maes e isso refletir diretamente no desenvolvimento da prole.

1.1.4 Estresse pdés-natal e as consequéncias sobre o comportamento e o hipocampo

Estudos clinicos e pré-clinicos demonstram que o estresse no periodo pos-natal traz
prejuizos cognitivos e emocionais que desencadeiam transtornos psiquidtricos nas maes e
comprometem diretamente a relacdo entre mde e filho. Estudos clinicos mostraram que o
sofrimento psicoldgico materno ¢ uma das complicagdes mais comuns durante a gestagdo e a
amamentacdo, podendo acometer até 25% das mulheres no poés-parto (Kingston et al., 2015).

Formas diferentes de sofrimento psicologico, que consequentemente podem aumentar o nivel
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de estresse nessas maes, foram associados a um maior risco de sintomatologia depressiva e
ansiosa no primeiro ano poés-parto (Adynski et al., 2019), podendo perdurar por um longo
periodo na vida dessas mulheres (Horwitz et al., 2009). Condi¢des financeiras desfavoraveis e a
presenca de intercorréncias no puerpério também foram associadas ao aumento nos indices de

ansiedade materna (Faisal-Cury e Menezes, 2007).

O comportamento depressivo no periodo pos-parto também pode ser determinante para
a baixa qualidade do cuidado materno. E diante disso, as estimativas nacionais chamam
atencdo, pois apontam que 26,3% das mulheres brasileiras apresentam sintomas de depressao
pos-parto (Thema-Filha et al., 2016), indice que aumentou para, aproximadamente, 38,8%
durante o estresse gerado pela pandemia de SARS-CoV-2, sendo 14,3% dessas mulheres com
ideagdo suicida (dados retirados de uma pesquisa com 184 mulheres realizada por Galleta e
colaboradores (2022)). E ainda, de acordo com os dados publicados pela Organizagdo Mundial
de Satde (OMS) 5,4% dos brasileiros apresentam quadros de depressao e 9,3% de ansiedade,
sendo a maior taxa do mundo. A alta prevaléncia de transtornos de ordem psiquiatrica pode ser
relacionada com intercorréncias na diade mae-filho geradas por inumeros estressores
ambientais que influenciam o bem-estar materno e prejudicam o cuidado desempenhado por

essas maes, afetando até a proxima geracao.

Em estudos pré-clinicos, um potente modelo de estresse ¢ a separagdo materna. O
protocolo ocorre durante os primeiros dias de vida da prole, e os filhotes sdo retirados do ninho
¢ mantidos em uma incubadora aquecida a 32°C por um determinado tempo. A separagdo
materna por longos periodos tem sido descrita como um modelo de ruptura do vinculo entre
mae e filho e indu¢ao do comportamento depressivo nas maes (Cryan et al., 2002; Eklund et
al., 2009; Sung et al., 2010; von Poser Toigo et al., 2012). Alguns estudos mostraram que as
ratas maes que passaram por seguidas e didrias separacdes de seus filhotes apresentaram um
maior comportamento do tipo ansioso na tarefa de labirinto em cruz elevado, um teste
comportamental bem conhecido e frequentemente utilizado como um instrumento de medig¢ao
confidvel do comportamento semelhante a ansiedade, além de um prejuizo na memoria de curta
e longa duracdo (Aguggia et al.,, 2013; Carobrez e Bertoglio, 2005). Acrescentando a esses
achados, o estudo de Graham, (2018) mostrou que o estresse no periodo pds-parto pode gerar
consequéncias duradouras nos sistemas neurais € comportamentais relacionados com a
aprendizagem e memoria de medo em ratas maes. Quando os protocolos de separacdo materna
diaria de curta e longa duracdo sdo comparados, os resultados mostram que as maes separadas

da prole por longos periodos apresentaram maior comportamento do tipo ansioso e
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comportamento semelhante a depressao, além de maior anedonia (incapacidade de sentir prazer
em atividades normalmente agradaveis) em um teste de preferéncia por sacarose (Maniam e
Morris, 2010), sugerindo que o tempo de separacdo também pode exercer efeitos sobre o
comportamento das maes e refletir na prole via cuidado materno (Champagne et al., et al.,

2003; Couto-Pereira et al., 2016).

Nos testes de natacdo forcada, maes que passaram por protocolos de longa separacdo
exibiram aumento da imobilidade e diminuicdo das tentativas de fuga, caracteristicas
associadas ao comportamento depressivo (Boccia et al., 2007; Sung et al, 2010). Além disso, a
separacao também induziu inconsisténcia do comportamento materno (Couto-Pereira et al,
2016) e aumento agudo no cuidado materno apenas em horarios especificos do dia (Pryce et al,
2001; Macri et al., 2004; Couto-Pereira et al, 2016). A privagdo dos filhotes durante horas
também induziu aumento na concentracdo plasmatica de corticosterona (Manian e Motris,
2010).

O hipocampo ¢ dividido em duas partes: por¢do dorsal e por¢do ventral. A maioria dos
estudos defende que o hipocampo dorsal esta implicado na memoria e na navegacgao espacial e
que a regido ventral medeia comportamentos relacionados & emocao e estresse. No entanto,
essa divisdo classica vem sendo questionada (Strange et al., 2014). Estudos tém demonstrado
que o hipocampo dorsal ¢ mais vulneravel aos efeitos do estresse, como os ocasionados por
separagdo materna (Ruiz et al., 2018; Criado-Marrero et al., 2019) e estresse cronico leve
(Abe-Higuchi et al., 2016; Khan et al., 2019a). Essa estrutura cerebral, localizada no lobo
temporal, estd envolvida com aprendizagem, formagao e consolidacdo de memorias, além de
ser relacionada com a resposta ao estresse também parece ser afetada e estar sob forte
influéncia de adversidades ambientais durante o periodo do puerpério (Bartsch e Wulft, 2015).
Também foi visto que ratas maes submetidas a repetidas exposi¢cdes diarias a eventos
estressantes no periodo pos-natal apresentaram um acréscimo relativo no peso cerebral e no
volume do hipocampo, coincidindo com o aumento do nimero de células em proliferacao nessa
mesma estrutura horas apds a exposi¢do ao estressor, revertendo a diminui¢do da neurogénese
que ocorre no hipocampo de ratas lactantes (Hillerer et al., 2014; Slattery e Hillerer, 2016).
Estudos também mostraram efeitos do estresse durante a gestacdo e lactagdo sobre
caracteristicas morfologicas (remodelacao dendritica e sinaptica) de neurénios em todo cérebro
materno, incluindo, além do hipocampo, estruturas como o cortex pré-frontal e nucleo
accumbens, todas envolvidas com cognicdo, aprendizagem e memoria (Slattery e Hillerer,

2016). Esses resultados sugerem que os protocolos de separacdo materna por longos periodos
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alteram parametros neuroquimicos, ¢ essas alteragdes podem comprometer a qualidade do

cuidado materno, a emocionalidade ¢ a memoria das maes.

1.2 Azeite de oliva na gestacdo e lactacdo: Uma estratégia nutricional para

programar o metabolismo e 0 comportamento materno

A nutri¢do materna de qualidade ¢ extremamente importante para influenciar a saude da
mae e promover o desenvolvimento adequado da prole. Nesse sentido, dietas que contenham
componentes que atuam como fatores neuroprotetores podem servir como estratégias eficazes
de tratamento ou na profilaxia para distirbios causados pelo estresse durante o periodo
pos-parto. Um alimento que estd sendo utilizado com intuito de melhorar a cognig¢do e a
memoria, assim como, melhorar o perfil lipidico € o azeite de oliva. Estudos epidemiologicos e
clinicos apontam que o uso de dietas ricas em azeite de oliva melhoram a fun¢do cognitiva e
retardam a progressdo da doenca de Alzheimer (Scarneas et al., 2009; Gu et al., 2010). O azeite
de oliva ¢ a principal fonte de gordura primaria nas dietas tradicionais do Mediterraneo, e ao
mesmo tempo, vem se destacando e recebendo atengdo de estudos clinicos e pré-clinicos
devido aos seus efeitos benéficos sobre disturbios neurologicos e suas propriedades
antioxidantes, possivelmente relacionados a sua composicdo quimica rica em fenois
(compostos organicos que apresentam um grupo hidroxila ligado a um carbono insaturado de
um hidrocarboneto aromatico) e acidos graxos monoinsaturados (Angeloni et al., 2017; Tripoli

et al., 2005).

A éarvore oliveira (Olea europaea) sintetiza mais de 30 compostos fenolicos que se
encontram principalmente nas folhas e nos proprios frutos, servindo de defesa contra patogenos
e conferindo sabor desagradavel e desestimulante para a predagdo de insetos. Estes polifenois
encontram-se nas fracdes lipidicas e aquosas do azeite (Casamenti e Stefani, 2017). Produzido
a partir de métodos de prensagem do fruto, o azeite de oliva virgem é composto por uma fragdo
de glicerol (90-99% do fruto), representado por acidos graxos monoinsaturados (MUFAS).
Dentre eles, temos o acido oleico (C18:1), que representa de 70% a 80% dos MUFAS presentes
no azeite de oliva. De acordo com os achados na literatura, tém sido demonstrado que o
consumo de MUFAS ¢ capaz de trazer beneficios ao sistema cardiovascular, metabolismo
periférico e ao SNC (Cheng et al., 2008; Medina et al., 2010; Perveen et al., 2013; Paes et al.,
2015; Candido et al., 2017; Chen et al., 2018; Magtanong et al., 2019; Acosta-Montafo et al.,

2019; Ravaut et al., 2020). Ja a fragcdo ndo glicerol, compondo 0,4% a 5% da azeitona, ¢ onde
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se encontram os compostos fenolicos (Tripoli et al., 2005). Os polifenois presentes no azeite de
oliva também beneficiam a saude, atuando como antioxidantes e cardioprotetores (Visioli et al.,
2002). O uso dessa gordura pode promover modifica¢des na estrutura da membrana celular e

assim trazer beneficios a saude.

Um estudo mostra que o consumo de dietas ricas em acidos graxos monoinsaturados
pode estar relacionado com um aumento dos niveis plasmaticos e encefélicos do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) (Pase et al.,, 2015). O BDNF, por meio de
complexas cascatas de sinalizagdo, estd envolvido com a proliferagdao neuronal e a plasticidade
sindptica dependente de atividade, como ¢ o caso da potenciacao de longa duracao (LTP), que ¢
entendido como o aumento da eficdcia sindptica excitatéria. Essas alteragdes sinapticas estdo
envolvidas com a aprendizagem e a retengdo 10 de memorias (Leal; Bramham; Duarte, 2017).
Além disso, baixos niveis de BDNF estdo associados a doencas neurodegenerativas e depressao
(Fehér et al., 2009). Logo, o consumo de azeite de oliva devido a sua composi¢do quimica rica
em MUFAS, que podem aumentar os niveis de BDNF, surge como uma alternativa interessante
de alimentos com propriedades neuroprotetoras para tratar eventuais danos causados pelo

estresse no encéfalo de mamiferos.

De acordo com Zheng e colaboradores (2015), o azeite de oliva atua na profilaxia de
doengas neurodegenerativas, melhora a fun¢do mitocondrial dos neurdnios e ainda reduz os
efeitos do estresse sobre as células. Alguns estudos demonstram que o consumo de azeite de
oliva melhorou a fun¢do cognitiva, e isto pode ser atribuido as alteragdes em biomoléculas
envolvidas no metabolismo energético, nos marcadores de estresse oxidativo e nos fatores
neurotroficos. A literatura também propde que o acido oleico, presente em alta porcentagem no
azeite de oliva, combate a lipotoxicidade hepatica induzida por 4cidos graxos saturados e
contribui para o desenvolvimento do odcito e inicio do embrido (Fayezi et al., 2018; Chen et
al., 2018). Estudos epidemioldgicos mostram que o consumo de dietas compostas por azeite de
oliva estao associadas a reducao do risco de desenvolver depressao pds-parto e protegem contra
o desenvolvimento de sintomas depressivos na velhice (Chatzi et al., 2011; Pagliai et al., 2018).
Além desses efeitos observados, um estudo comparou as propriedades nutricionais e aromaticas
do leite em vacas leiteiras. Neste estudo, o grupo controle recebeu dieta convencional enquanto
o grupo experimental recebeu dieta convencional suplementada com o bagaco de azeitona seco,
subproduto da extracdo do azeite de oliva. A suplementacdo com o bagago da azeitona nao
alterou a produc¢do e a composicao do leite, mas alterou o teor de proteinas, modificou o teor de

acidos graxos e reduziu os indices aterogénicos e trombogénicos. Entdo, segundo esses
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resultados, a suplementagao melhorou as propriedades nutricionais do leite (Castellani et al.,
2017). Diante do que foi exposto acima, este estudo propde investigar se o consumo de uma
dieta com azeite de oliva durante o periodo gestacional e lactacional poderia alterar o cuidado
materno, a emocionalidade e os biomarcadores hipocampais de maes que foram separadas dos

seus filhos.

19



2. Justificativa

O cuidado materno desempenhado durante o periodo pods-parto ¢ fundamental para o
desenvolvimento da prole, preparando os filhotes para responder aos desafios do ambiente.
Intervencdes ocorridas durante essa fase podem alterar a emocionalidade tanto das maes quanto
dos filhos, podendo desencadear o comportamento depressivo. Nesse sentido, o cuidado
materno pode ser impactado pelo comportamento depressivo e prejudicar a maturagdo de areas
encefalicas responsaveis pelo comportamento emocional e cognitivo. Considerando todos os
aspectos apresentados e o fato de que estudos em modelos animais contribuem para o
aprendizado de diversos parametros, este trabalho foi elaborado com o objetivo de buscar
alternativas ndo-farmacoldgicas para atenuar ou até prevenir os prejuizos ocasionados pela
separagdo materna através da insercdo de um alimento de facil acesso, como o azeite de oliva,
na alimentacdo de maes durante o periodo gestacional e lactacional, na tentativa de diminuir a

incidéncia e a gravidade de doengas neuropsiquiatricas.
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3. Objetivo Geral

Investigar se o consumo de uma dieta com azeite de oliva durante o periodo gestacional
e lactacional poderia influenciar na qualidade do cuidado materno, no comportamento € nos

biomarcadores do hipocampo dorsal de maes que sofreram separagao da prole.

3.1 Objetivos especificos

e Verificar o consumo das dietas e o ganho de peso durante o periodo gestacional e
lactacional,;

e Avaliar o cuidado materno das maes;

e Avaliar a atividade motora, o comportamento do tipo ansioso e depressivo das maes;

e Avaliar a memoria de curta-prazo das maes;

e Verificar o imunoconteido de proteinas relacionadas com a plasticidade e com o
metabolismo energético no hipocampo dorsal das maes;

e Verificar o imunocontetido de ocitocina e receptor de ocitocina no hipocampo dorsal
das maes;

e Avaliar os niveis de BDNF no hipocampo dorsal das maes;

e Verificar o ciclo estral.
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Parte 11
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4. Metodologia

4.1 Aspectos éticos

Todos os tratamentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
institucional (CEUA-UFRGS #37804) e seguiram a Lei Brasileira de Uso de Animais (Lei Federal
11.794/2008) e as Diretrizes para o Cuidado e Uso de Mamiferos em Neurociéncias ¢ Pesquisas

Comportamentais (Conselho Nacional de Pesquisa, 2003).

4.2 Desenho experimental

Ratas Wistar primiparas foram adquiridas no primeiro dia gestacional do Centro de Reprodu¢ao
e Experimentacdo Animal do Departamento de Bioquimica da UFRGS - Porto Alegre/Brasil, e alocadas
primeiramente em dois grupos experimentais: (1) maes alimentadas com ragdo padrdo do biotério + 6leo
de soja (OS) e (2) maes alimentadas com ragdo padrdo do biotério + azeite de oliva (AO). O consumo
alimentar foi avaliado a cada dois dias e uma vez por semana os animais foram pesados para
determinag¢do do ganho de peso corporal durante o periodo gestacional e lactacional. No 18° dia
gestacional as fémeas foram individualizadas nas caixas moradia e mantidas assim até o dia do
desmame dos filhotes, que ocorreu no dia pds-natal 21 (DPN 21). As caixas moradia eram
confeccionadas em Plexiglas (65 x 25 x 15 cm), as quais foram mantidas em ambiente
controlado com ciclos claro-escuro de 12h/12h, a temperatura constante de 22°C +/- 1°C, com
agua ad libitum e dietas oferecidas de acordo com o consumo. Nos ultimos dias de gestagao as
fémeas foram avaliadas diariamente para a determinacdo da data do nascimento, que ocorre
aproximadamente no dia gestacional 21. O dia de nascimento dos filhotes foi considerado
como dia pds-natal zero (DPN 0). Ap6s o nascimento dos filhotes, as maes de ambos os grupos
iniciais (1 e 2) foram subdivididas para o protocolo de separacdo materna (SM), totalizando
quatro grupos experimentais: (1) maes intactas alimentadas com racdo padrao + dleo de soja
(Intacta OS), (2) maes intactas alimentadas com racao padrao + azeite de oliva (Intacta AO),
(3) maes separadas alimentadas com racdo padrdo + o6leo de soja (Separada OS) e (4) maes
separadas alimentadas com ragdo padrdo + azeite de oliva (Separada AQO) (Tabela 1). A SM
ocorreu do dia pds-natal 1 ao 10, simultaneamente com a avaliacdo do cuidado materno. Os
filhotes foram desmamados no dia pds-natal 21, e entdo no DPN 25 tiveram inicio os testes
comportamentais para avaliacdo da emocionalidade e cognicdo materna, que seguiram até,

aproximadamente, o dia pods-natal 38. Ao término dos testes, as ratas foram mortas por

23



decapitacdo e o hipocampo dorsal foi dissecado para avaliagdes de parametros bioquimicos. O

desenho experimental estd representado na figura 1.

Tabela 1. Grupos experimentais

Ratas alimentadas com ra¢do padrao do biotério acrescida
de 4% de oleo de soja

ANTES DO NASCIMENTO ° :
Ratas alimentadas com rac¢ao padrao do biotério acrescida
de 4% de o6leo de soja
Maes intactas alimentadas com ragao padrao do biotério
acrescida de 4% de 6leo de soja (Intacto OS)
Maes intactas alimentadas com ragao padrao do biotério

) acrescida de 4% de azeite de oliva (Intacto AO)

APOS O NASCIMENTO : —
Maes separadas alimentadas com ragdo padrao do biotério
acrescida de 4% de 6leo de soja (Separado OS)

Maes separadas alimentadas com rag@o padrao do biotério
acrescida de 4% de azeite de oliva (Separado AO)
1° dia Nascimentos Desmame )
gestacional (DPN 0) (DPN 21) Eutanisia

1 21 1 10 21 25 a8 40

| | | | | | | Anilises

.............................................................. l bioquimicas

-------- ) Y
Inicio das dietas Intervencao neonatal e Avaliagdo da emocionalidade
(DG 1 até eutanisia) avaliacio do cuidado materno ¢ memoria: testes de campo aberto,
(DPN 1 ao 10) troca do local do objeto e nado for¢ado

(DPN 25 a0 38)

Figura 1: Linha do tempo do desenho experimental.
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4.3 Protocolo das dietas

As dietas foram oferecidas do primeiro dia gestacional até o dia da eutanasia. Com
relagdo a composic¢do, tanto a dieta com 6leo de soja quanto a dieta com azeite de oliva foram
preparadas utilizando o farelo da racdo padrio oferecida aos animais pelo biotério (Nuvilab®)
acrescidas de 4% de oleo de soja ou 4% de azeite de oliva (Qosa et al., 2015), de acordo com os
grupos experimentais. As dietas oferecidas continham o mesmo percentual de calorias, como
mostrado na tabela 2. O azeite de oliva utilizado neste projeto foi fornecido em parceria com a
Embrapa Clima Temperado, localizada na cidade de Pelotas / RS - Brasil. As andlises
fisico-quimicas mostraram uma acidez livre de 0,2%, indice de peroxidos 4,34 mEqO2/Kg,
absorbancia UV de 232nm: 1,54 ; 270nm: 0,106; AK: 0,0005 ¢ umidade de 0,09%. O azeite
fornecido era um blend de 4 cultivares, sendo eles: Manzanilla, Koroneiki, Coratina ¢ Frantoio

(todos da regido de Pinheiro Machado / RS).

Tabela 2. Composicio nutricional de 100g de dieta oferecida as ratas

Quilocalorias (Kcal) Gordura (g) Carboidratos (g) Proteinas (g)

325,2 7,8 42,5 21,1

4.4 Intervenciao neonatal

O dia de nascimento dos filhotes foi considerado como dia pos-natal 0 (DPN 0) e as
ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes de ambos os sexos por mde. As maes com suas
respectivas ninhadas foram divididas em intactas (sem intervengdo) e separadas (separagao
materna), mantendo as dietas oferecidas durante o periodo gestacional. O protocolo de
separagdo materna (SM) seguiu durante os 10 primeiros dias de vida da prole (DPN 1 at¢ DPN
10), conforme Couto - Pereira et al., 2016. As maes foram gentilmente separadas das ninhadas
e em seguida todos os filhotes foram retirados do ninho e mantidos em uma incubadora
aquecida a 32°C durante trés horas por dia. A SM teve inicio imediatamente apds o término da
sessao de observagcdo do cuidado materno das 13 horas. Cada ninhada teve o seu proprio
recipiente dentro da incubadora e foi manipulada sempre com a mesma luva. As maes

permaneceram nas caixas moradia na mesma sala da incubadora para permitir a troca de
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vocalizagcdes com os filhotes. A maravalha da caixa moradia foi trocada por maravalha limpa
pela pesquisadora responsavel, sem perturbar a zona do ninho. Os grupos intactos foram
preservados de manipulagdes durante todo o periodo de amamentagao e, assim como 0s grupos
da separagdo materna, foram manejados apenas pela experimentadora para a troca da
maravalha e reposi¢ao das dietas e agua. Os filhotes foram desmamados aos 21 dias de vida

(DPN 21) e utilizados em outros projetos do grupo de pesquisa.

4.5 Tarefas comportamentais
4.5.1 Observacao do cuidado materno

As observagdes do cuidado materno ocorreram simultaneamente com o protocolo de
separacdo materna, conforme descrito por Champagne et al., 2003. A partir do primeiro dia
pos-natal (DPN 1) até o décimo (DPN 10) as ninhadas foram observadas na propria sala de
alojamento do biotério, sem qualquer tipo de perturbacdo. As observacdes ocorreram 5 vezes
ao dia, correspondendo a trés sessdes no ciclo claro (10h00, 13h00 e 17h30) e duas durante o
ciclo escuro (06h00 e 20h00), conforme representado na figura 2. Cada sessdo teve a
durabilidade de 72 minutos e durante este periodo, a cada trés minutos, o observador registrou
em uma planilha os comportamentos exibidos pelas maes, totalizando 25 registros por sessdo
(125 observagdes por dia para cada mae). Os comportamentos observados foram:
comportamento de lamber, amamentacdo em cada uma das 3 posturas (mae com o dorso baixo,
arqueado ou amamentando de lado/de costas), também avaliamos a auséncia ou presenca da
mae no ninho (ndo amamentando), a recolhida de filhotes, constru¢do do ninho e a frequéncia
com que as mies se alimentavam ou bebiam 4gua. E importante ressaltar que muitos
comportamentos ocorrem de maneira simultdnea e todos foram devidamente registrados na
planilha (Anexo B). A frequéncia de cada comportamento foi quantificada e registrada em um

banco de dados de acordo com os horarios das sessoes e os dias de observacgao.
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O 06h00 10h00 13h00 17h30 20h00

Figura 2: Horarios das sessoes de observacao do cuidado materno

4.5.2 Inconsisténcia comportamental

A qualidade do cuidado materno foi analisada através de um escore de inconsisténcia
comportamental estabelecido por Ivy et al., 2008 e seguindo a adaptacdo de Couto-Pereira et
al., 2016. As planilhas dos registros de observacdo foram analisadas sessdo por sessdo a cada
dia, e sempre que as maes mudaram de comportamento entre uma observagdo e outra (a cada
trés minutos), atribuimos o valor de 1. Os valores atribuidos as alternancias de comportamento
foram somados e divididos por 24 (nimero méximo de transi¢des possiveis entre as 25
observagdes de cada sessdo). Assim, originamos um escore de inconsisténcia comportamental,
que varia entre 0 e 1. Quanto mais alto o escore, maior a fragmentagdo e inconsisténcia do
comportamento materno. Foram consideradas transi¢des entre os seguintes comportamentos:
(1) amamentagdo: de acordo com Couto-Pereira et al, 2016, variagdes entre as diferentes
posturas de amamentagdo nao foram consideradas devido ao risco de obter um resultado falso
positivo, (2) comportamento de lamber os filhotes, (3) recolhida de filhotes, (4) construcao do

ninho, (5) mae no ninho, (6) mae fora do ninho, (7) mae se alimentando ou bebendo agua.

4.5.3 Campo Aberto

O teste do campo aberto consiste de uma arena contendo uma area central, aversiva para
os ratos, e representa um modelo amplamente utilizado para a avaliacdo da atividade motora e
de comportamentos relacionados a ansiedade (Prut e Belzung, 2003). O aparato ¢ de madeira

com assoalho preto (50 x 50 cm, altura 50 cm). Com o auxilio do programa de avaliagdo de
imagens ANY—MAZE®, a atividade locomotora, o tempo no centro € o tempo na periferia do

aparato foram avaliadas durante 10 minutos, apds o animal ser colocado no centro da arena. A

intensidade luminosa no centro do campo aberto foi de 50 lux.
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4.5.4 Reconhecimento do local do objeto

Com protocolo adaptado de Barker et al., (2007) a tarefa foi realizada em dois dias,
sendo o primeiro dia para habituagdo ao aparato e o segundo dia para exploragdo dos objetos.
No dia de habituagdo cada rata permaneceu no aparato (o mesmo utilizado no teste de campo
aberto) durante 10 minutos, a fim de que pudesse explora-lo livremente. No segundo dia
ocorreram duas exposi¢des dos animais aos objetos: a sessdo de treino e a sessdo de teste. Na
sessdo de treino dois objetos iguais foram fixados nas arenas, com a mesma distancia entre eles
e as paredes laterais, onde os animais puderam explorar durante 5 minutos. Foi contabilizado
como tempo de exploracdo toda vez que a rata cheirou, tocou ou aproximou-se a menos de 2
cm do objeto. A segunda exposi¢do ocorreu 1 hora apds a sessdo de treino, quando houve a
troca de lugar de um dos objetos anteriormente fixados, ou seja, o objeto A permaneceu na
mesma posicdo enquanto o objeto B foi realocado para um novo lugar dentro da arena. Os
animais foram colocados novamente nas arenas durante 5 minutos, onde foi observado o tempo
de exploracdo dedicado a cada objeto. Estima-se que os ratos explorem igualmente os objetos
durante as sessdes de treino e, em caso de aprendizagem, durante a sessdo de teste devem
explorar mais o objeto realocado. O tempo total de exploracdo de ambos locais dos objetos foi
calculado. Os resultados foram expressos como um indice de discriminagdo ( % ), definido
como o tempo gasto explorando o novo local do objeto/tempo total de exploracdo de ambos os
locais do objeto x 100. A preferéncia por um dos locais do objeto foi previamente descartada

(dados nao mostrados).

4.5.5 Nado Forcado

A tarefa foi realizada em duas etapas. Na primeira sessdo cada animal permaneceu
durante 15 minutos em um cilindro com agua a 25°C. A segunda sessdo ocorreu 24 horas apds
a primeira, ¢ consistiu no mesmo procedimento, mas com apenas 5 minutos de duracio.
Durante a tarefa os animais sdo obrigados a nadar para tentar fugir, pois ndo ha area de escape.
Ao final de cada sessdo, as ratas foram secadas com toalhas e recolocadas nas caixas moradia.
Os parametros avaliados foram: tempo de escalada (periodo em que o animal tenta,
literalmente, escalar as paredes do cilindro), tempo de nado (periodo em que o animal continua
com comportamento ativo, buscando saidas na parte inferior do cilindro e rodando a

superficie), tempo de imobilidade (periodo em que o animal boia com o nariz na superficie da
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agua com movimentos sutis das patas e/ou cauda apenas para ndo afundar) e laténcia para o
primeiro episodio de imobilidade. Na primeira sessdo, esses pardmetros foram avaliados em
trés blocos de 5 minutos. A interpretagdo classica é que a imobilidade est4 relacionada com a
desisténcia e reflete um estado do tipo depressivo, ja que a imobilidade ¢ diminuida com a
administracao de farmacos antidepressivos (Porsolt et al., 1977; Porsolt et al., 1978; Hargreaves

et al., 2005).

4.6 Avaliacao do ciclo estral

Apo6s cada teste comportamental houve a avaliagdo do ciclo estral para monitorar a
distribuicao das ratas nas diferentes fases. Para realizar o procedimento as ratas foram retiradas
da caixa-moradia e gentilmente manuseadas. Entdo, com o auxilio de uma micropipeta, foi
introduzido e imediatamente recuperado 50 pl de solucdo fisiologica (0,9%) na entrada da
vagina do animal. A amostra foi colocada em lamina de vidro e imediatamente analisada em
microscOpio Optico para determinacdo da fase do ciclo estral, dividido em Diestro, Proestro,

Estro e Metaestro (Freeman, 1994).

4.7 Eutanasia dos animais

Os animais foram rapidamente decapitados por guilhotina sem uso de anestesia, devido
a realizacdo dos experimentos de Western Blotting e Elisa. Justifica-se este tipo de
procedimento pela necessidade de nao interferir na liberagdo de neurotransmissores, evitando

comprometer os resultados obtidos (Karmarkar; Bottun; Tischkau, 2010).

4.8 Preparo das amostras

O hipocampo dorsal das maes intactas e separadas foi dissecado seguindo coordenadas
estereotaxicas conforme Paxinos e Watson, 1997. As amostras foram imediatamente
congeladas a -80°C para posterior utilizagdo nas analises bioquimicas de Western Blotting e

Elisa.
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4.9 Avaliagcao do imunoconteudo de proteinas por Western blotting

A deteccao de proteinas nas amostras de hipocampo dorsal foi realizada através de
imunodeteccdo, conforme Arcego et al., 2016. O hipocampo foi homogeneizado em tampao de
lise gelado (pH 7,9): KCI 10 mM, Hepes 10 mM, EDTA 0,6 mM, NP40 a 1% ¢ NP40 a 1% e
coquetel inibidor de protease a 1% e centrifugados a 1000 x g por 10 min. Concentragdes
iguais de proteina (40 pg/faixa de proteina total, determinadas usando um kit comercial BCA
Protein Assay [Thermo Scientific, EUA]) foram pipetadas nos géis de acrilamida NuPAGE®
4-12%. Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas (XCell SureLock® MiniCell,
Invitrogen) para membranas de nitrocelulose (1 hora a 50 volts em tampdo de transferéncia
[Trizma 48 mM, glicina 39 mM, 20% de metanol e dodecil sulfato de sodio a 0,25%]). A
membrana foi incubada por 2 horas em solu¢do bloqueadora (leite em p6 desnatado a 5% m/v).
Apo6s o bloqueio, as membranas foram incubadas durante a noite a 4 ° C em solugdo contendo
os anticorpos primarios especificos para as proteinas: sirtuina 1, interleucina-1p,
interleucina-10, sinaptofisina, PSD95, receptor de ocitocina, ocitocina e [-actina. As
membranas foram lavadas com Tween-TBS (TTBS) e incubadas com anticorpos secundarios
especificos (anti-mouse ou anti-rabbit, escolhidos de acordo com o anticorpo primario). A
imunorreatividade foi detectada pela emissao de luz por quimioluminescéncia (ECL - enhanced
luminol-based chemiluminescent substrate, Pierce™ Thermo Scientific, Rockford, EUA),
usando um detector de imagem digital (Image Quant LAS 4000, GE Healthcare Life Sciences)
e analisada usando o Image Studio Lite Software 5.2. Os resultados foram expressos como a

razdo entre a intensidade da proteina de interesse e a da anti-f-actina na mesma membrana.

4.10 Determinacio dos niveis de BDNF por técnica de ELISA

Os niveis de BDNF no hipocampo dorsal foram medidos usando kit de ensaio ELISA
(BDNF, Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos), de acordo com as especificagdes do fabricante.
As fatias de hipocampo foram homogeneizadas por um tampao de lise pH 7,9 contendo:
137mM NACI, 2,5 M KCl, 10 mM Hepes, 0,6 mm EDTA, 1% SDS, 10 % glicerol ¢ 1% PIC ¢
a dosagem total de proteinas foi medida usando o kit comercial BCA Protein Assay [Thermo

Scientific, EUA]. Os dados foram expressos como pg BDNF/mg de proteina.
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4.11 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM) e analisados
através da andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias utilizando separagdo materna e dieta
como fatores. Para os resultados de consumo calorico, peso corporal e alguns pardmetros do
cuidado materno foi utilizado ANOVA de medidas repetidas e a correcdo de
Greenhouse-Greisser foi aplicada quando necessario (considerando a violacao da suposicao de
esfericidade, como mostra o teste de Mauchly). Todas as analises foram realizadas com o

software SPSS 22.0 e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5. Resultados

5.1 Azeite de oliva e separacio materna niao alteram o consumo caldrico e o peso

corporal

Durante o periodo gestacional, referente ao dia 1 até o dia 18 de gestacdo, as ratas
estavam agrupadas de 2 a 3 nas caixas moradia e o consumo alimentar médio foi avaliado
durante 3 semanas. E importante mencionar que para a determinagdo do consumo na terceira
semana consideramos, excepcionalmente, a média de trés dias, ja que foi durante esse periodo
que as ratas prenhes foram individualizadas para aguardar o nascimento dos filhotes. Durante o
periodo gestacional as ratas foram divididas em dois grupos experimentais: (1) Intacto OS:
maes alimentadas com ragdo padrao + 6leo de soja e (2) Intacto AO: maes alimentadas com
ragdo padrao + azeite de oliva. Com relagdo a analise estatistica do consumo alimentar
referente ao periodo gestacional, foi observado que o consumo aumentou ao longo das semanas
de maneira semelhante entre os grupos (F [2,100] = 37,133, p<0,001; Figura 3A: semanas 1 a
3), sem diferencas significativas de consumo entre as diferentes dietas (p>0,05). Com relagao
ao peso corporal, durante o mesmo periodo, foi verificado que todos animais aumentaram de
peso independente da dieta oferecida (F [1,34,65,44] = 866,35 p<0,001; Figura 3B: semanas 1
a 3). Considerando os dias restantes da semana do 18° até o 21° dia de gestacdo, periodo
caracterizado pelo isolamento das ratas prenhes que antecede o nascimento da prole, ndo houve
diferencas estatisticas com relagdo ao consumo alimentar e o peso corporal (p>0,05; dados nao

mostrados).

Apo6s o nascimento dos filhotes, os dois grupos iniciais (1 e 2) foram subdivididos em
intactos ou separacao materna, totalizando 4 grupos experimentais: (1) maes e filhotes intactos,
expostos a ragdo padrao com Oleo de soja, (2) maes e filhotes intactos, expostos a ragao padrao
com azeite de oliva; (3) maes e filhotes que sofreram separagao materna e que foram expostos a
ra¢do padrdo com 6leo de soja, (4) maes e filhotes que sofreram separacdo materna e que foram
expostos a ragdo padrdo com azeite de oliva. No dia de nascimento, considerado como dia
pos-natal 0 (DPN 0), as ninhadas foram padronizadas aleatoriamente em 8 filhotes de ambos os
sexos por mae. Os protocolos de cuidado materno e separacdo materna tiveram inicio no dia
seguinte (DPN 1) e seguiram até o 10° dia p6s-natal (DPN 10). O desmame dos filhotes ocorreu
no DPN 21. Durante o periodo de lactagdo, o consumo alimentar aumentou ao longo do tempo

de forma semelhante em todos os grupos (F [1,65,82,39] = 780,63, p<0,001; Figura 3A:
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semanas 4 a 6). Com relagdo ao peso corporal durante o mesmo periodo, ndo foram observadas

diferencas significativas (p>0,05; Figura 3B: semanas 4 a 6).

A B
100+ | 350
B 4 ' -
8 B 300
= ©
g 60 S
= S 250
o
g 40+ o
S 20- o
o
0 I 1 I 1 1 1 150 1 1 1 I I I
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Semanas Semanas
Gestagao Lactagdo Gestagéo Lactagao
—o— |ntacto OS =~ Separado OS -o— Intacto OS -m- Separado OS
o |ntacto AO = Separado AO —e— |ntacto AO = Separado AO

Figura 3: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva durante a gestagdo e lactagdo sobre o consumo
alimentar e o peso corporal de mées submetidas a separacdo materna. A) Consumo alimentar durante o periodo
gestacional (semanas 1 a 3) e lactacional (semanas 4 a 6), n= 13/grupo. A anova de medidas repetidas mostrou um
aumento no consumo alimentar ao longo das semanas que correspondem ao periodo gestacional (p<0,001), assim
como nas semanas que correspondem ao periodo lactacional (p<0,001), sem diferengas significativas entre os
grupos. B) Peso corporal durante o periodo gestacional (semanas 1 a 3) e lactacional (semanas 4 a 6), n= 13/grupo.
Durante o periodo gestacional todos os animais aumentaram de peso igualmente, independente da dieta oferecida
(p<0,001). Nao foram observadas diferengas significativas no peso corporal durante o periodo lactacional

(p>0,05).
5.2 Azeite de oliva e separacio materna aumentam o cuidado materno

A avaliagdo do cuidado materno ocorreu do DPN 1 at¢ o DPN 10 ¢ as ninhadas foram
observadas 5 vezes ao dia, em horarios pré-determinados e que corresponderam a trés sessoes
no ciclo claro (10h00, 13h00 e 17h30) e duas sessdes no ciclo escuro (06h00 e 20h00). As
analises dos resultados mostram diferencas significativas com relacdo a separacdo materna e ao
consumo de azeite de oliva na frequéncia de lambidas na prole e na frequéncia da amamentacao
com dorso arqueado. Com relagdo a frequéncia de lambidas, foi observado um aumento em
determinadas horas de observagao (F [3,110] = 36,90, p<0,001; Figura 4A). Houve também
uma interacdo entre o horario das sessdes e a separacdo materna, indicando um aumento da

frequéncia de lambidas das maes separadas na prole ao longo das horas (F [3,110] = 15,744,

34



p<0,01; Figura 4A). Esse comportamento foi observado com maior frequéncia nas maes
separadas em comparacdo com as maes intactas nas sessoes das 13h (F [1,45] = 8,053, p<0,01;
Figura 4A) e 17h30 (F [1,45] =36,725, p<0,001; Figura 4A). Quando analisado o mesmo
cuidado materno ao longo dos 10 dias, foi verificado um efeito do tempo (F [6,638] = 8,308,
p<0,01; Figura 4B) e uma interagdo entre tempo e separagao materna (F [6,638] = 2,660,
p<0,02; Figura 4B), ambos os efeitos indicando um aumento no comportamento de lambidas da
mae na prole. Esse aumento nas lambidas induzido pela separagdo materna foi mais evidente no
dia 1 (F [1,45] = 13,293, p<0,01; Figura 4B), 8 (F [1,45] = 5,68, p<0,05; Figura 4B), dia 9 (F
[1,45] =8,581, p<0,01; Figura 4B) e dia 10 (F [1,45] = 25,811, p<0,001; Figura 4B). No
terceiro dia de observacdo foi verificada um efeito da dieta com azeite de oliva (F [1,45] =
4,376, p<0,05; Figura 4B), indicando um aumento na frequéncia de lambidas em comparacao
aos animais que receberam racao padrdo com oleo de soja. Quando foi analisada a média total
de lambidas durante todos os periodos de observacao, as maes submetidas a separagdo materna

aumentaram a frequéncia de lambidas na prole (F [1,45] = 9,684 p<0,05; Figura 4E).

Outro cuidado materno que apresentou diferencas significativas foi a postura de
amamentagdo com dorso arqueado. Nesse parametro foi observado que ao longo das horas de
avaliacdo houve um aumento do comportamento materno em todos os grupos experimentais (F
[4,180] = 36,119, p<0,001; Figura 4C). Além disso, houve uma intera¢do entre as sessdes de
observagdo e a separa¢do materna (F [4,180] = 11,710, p<0,001; Figura 4C), indicando que ao
longo das horas, as maes submetidas a separa¢do materna aumentaram a frequéncia da postura
de amamentacdo com dorso arqueado em relagcdo aos seus respectivos controles. Dentro desse
pardmetro de avaliacdo, as 17h30 (F [1,45] = 30,25, p<0,01; Figura 4C) esse comportamento
foi significativamente maior. Interessante que na sessao das 6 horas (F [1,45] = 10,302, p<0,01;
Figura 4C) e na sessdo das 17h30 (F [1,45] = 10,907 p<0,01; Figura 4C) houve uma interacao
entre separagdo materna e azeite de oliva, esse resultado indicou que as maes separadas na
presenca de uma dieta com azeite oliva reduziram o comportamento de postura de
amamentacdo com o dorso arqueado. Analisando o mesmo tipo de cuidado materno durante os
10 dias, foi verificado um aumento na postura de amamentacio arqueada nas maes que foram
submetidas a SM, especificamente nos dias: 3 (F [1,45] = 4,692, p<0,05; Figura 4D), 7 (F
[1,45] = 6,744, p<0,05; Figura 4D) e 8(F [1,45] = 5,806, p<0,05; Figura 4D). Adicionalmente,
foi observada uma interagdo entre separacdo materna e dieta padrao com azeite de oliva no dia
3 (F [1,45] =4,510, p<0,05; Figura 4D), no dia 5 (F [1,45] =7,082, p<0,05; Figura 4D) e no dia
8 (F [1,45] = 4,205, p<0,05; Figura 4D), indicando que as maes separadas submetidas a uma
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dieta com azeite de oliva reduziram as frequéncias deste comportamento. Quando analisada a
média de todos os dias observados, houve um aumento do cuidado materno induzido pela
separagdo (F [1,45] =6,976 p<0,01; Figura 4F). Também houve uma interagdo entre separacao
materna e dieta padrdo com azeite de oliva (F [1,45] = 12,186, p<0,01; Figura 4F), indicando
que as maes submetidas a separacdo materna e que consumiram dietas com azeite de oliva

reduziram as frequéncias de amamentagdo com dorso arqueado.
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Figura 4: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva durante a gestagdo e lactagdo sobre o cuidado
materno de maes submetidas a separagdo materna. As observagdes do cuidado materno ocorreram nos horarios das
06h00, 10h00, 13h00, 17h30 e 20h00, durante 10 dias consecutivos (DPN 1 ao 10). A) Frequéncia de lambidas
durante as sessdes de observagao, n=12/grupo. A anova de medidas repetidas mostrou que houve um aumento da
frequéncia de lambidas nas sessdes das 13h00 e 17h30 nas mdes que passaram por separacdo materna em
comparacdo as maes intactas (p<0,001). B) Frequéncia de lambidas ao longo dos 10 dias de observacdo do
cuidado materno, n=12/grupo. Houve um aumento na frequéncia de lambidas da méae na prole induzido pela SM
nos dias 1,8,9 ¢ 10 (p<0,05). Os dados também mostram uma intera¢do entre a frequéncia de lambidas e o
consumo de azeite de oliva no dia 3 (p<0,05). C) Frequéncia da amamentagdo com dorso arqueado durante as
sessoes de observagdo, n= 12/grupo. Ocorreu uma interag@o entre as sessdes de observacgdo ¢ a separa¢dao materna,
principalmente nas sessdes das 06h e 17h30, onde as maes separadas aumentaram as frequéncias em relagdo aos
seus respectivos controles (p<0,01). D) Frequéncia de amamentagdo com dorso arqueado ao longo dos 10 dias de
observacdo do cuidado materno, n=12/grupo. Houve um aumento nas frequéncias nos dias 3,7 e 8 induzido pela
SM (p<0,05), e em contrapartida as maes do grupo SAO reduziram as frequéncias de amamentacdo com dorso
arqueado nos dias 3,5 e 8 (p<.0,05) E) Média total da frequéncia de lambidas, n=12/grupo. A anova de duas vias
mostrou que a média total de lambidas na prole foi maior nos grupos separados do que nos grupos intactos,
independente da dieta consumida (p<0,05). F) Média total da frequéncia de amamenta¢do com dorso arqueado, n=
12/grupo. Os dados mostram uma interagdo entre separacdo materna e dieta com azeite de oliva, onde as maes do
grupo SAO reduziram significativamente as frequéncias da amamentagdo arqueada em comparagdo ao grupo SOS

(p<0,01).

5.3 Separacio materna aumenta o escore de inconsisténcia comportamental

Com a finalidade de wverificar a qualidade do cuidado materno, o escore de
inconsisténcia comportamental foi avaliado conforme sugerido por Ivy et al., 2008 e adaptado

por Couto-Pereira et al., 2016. De acordo com a andlise, foi observado um aumento no escore
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de inconsisténcia entre as sessoes (F [2,89,130,1] = 56,18, p<0,001; Figura 5A) e uma interacao
entre as horas de observagdo e a separagdo materna (F [2,89,130,1] = 11,415, p<0,001; Figura
5A). Principalmente as 17h30 o aumento do escore de inconsisténcia foi maior nas maes
separadas (F [1,45 = 38,209, p<0,001; Figura 5A). Além disso, as maes submetidas a separacao
materna mostraram um aumento no escore total de inconsisténcia (F [1,45] = 5,512, p<0,05;

Figura 5B).
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Figura 5: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva durante a gestagdo e lactagdo sobre a
inconsisténcia comportamental de maes submetidas a separagdo materna. A) Inconsisténcia comportamental durante
as sessdes de observacdo, n=12/grupo. A anova de medidas repetidas mostrou uma intera¢do entre as horas de
observacdo e separacdo materna. Na sessao das 17h30 a inconsisténcia foi significativamente maior nos grupos SOS
e SAO (p<0,001). B) Inconsisténcia comportamental total, n=12/grupo. Houve um aumento no escore total de

inconsisténcia comportamental nas maes que foram submetidas a separagdo, indicado por anova de duas vias
(p<0,05).

5.4 Azeite de oliva previne o comportamento ansioso e o prejuizo da memoria nas

maes que passaram pela separacao materna

Na tarefa do campo aberto foi observado uma interacdo entre dieta e SM no tempo de
permanéncia no centro (F [1,40] = 4,758, p<0,05; Figura 6A) e no nimero de entradas (F [1,40]
= 4,100, p=0,05; Figura 6C), indicando que maes submetidas a separacdo e que consumiram

azeite de oliva permanecem por mais tempo e aumentam o nimero de entradas no centro do
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aparato. Com rela¢do ao tempo na periferia (Figura 6B) e o nimero de cruzamentos no aparato

(Figura 6D) nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).

O teste de reconhecimento do local do objeto avalia a memoria de curta duragdo. Nesta
tarefa comportamental, um dos dois objetos foi movido para um novo local. Baseado no
calculo do indice de discriminacdo foi possivel observar uma interacao entre dieta ¢ SM (F
[1,37] = 5,370, p<0,05, Figura 7A), indicando que as maes que consumiram azeite de oliva e
foram submetidas a SM apresentaram um aumento no indice de discriminagdo. Esse resultado
mostrou que o azeite de oliva preveniu o prejuizo da memoria de curta-duracao induzido pela

SM.
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Figura 6: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva durante a gestagdo e lactagdo sobre o
comportamento do tipo ansioso em mdes submetidas a separagdo materna. Os testes comportamentais tiveram
inicio apds o desmame dos filhotes, aproximadamente no DPN 25. A) Tempo de permanéncia dos animais no
centro do aparato, n= 10 a 12/grupo. A anova de duas vias mostrou uma interagao entre SM e o consumo de azeite
de oliva (p<0,05). B) Tempo de permanéncia na periferia do aparato, n= 10 a 12/grupo. Nao foram encontradas

diferencas significativas no tempo de permanéncia na periferia entre os grupos (p>0,05). C) Numero de entradas
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no centro do aparato, n= 10 a 12/grupo. A anova de duas vias mostrou uma interagdo entre separagdo materna e
dieta padrdo com azeite de oliva (p<0,05). D) Nimero de cruzamentos, n= 10 a 11/grupo. Nao houve diferencas
significativas no numero de cruzamentos das linhas entre os animais dos diferentes grupos experimentais (p>
0,05). E) Monitoramento das fases do ciclo estral. Ndo foram constatadas anomalias na ciclagem das ratas que

participaram do teste de campo aberto.
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Figura 7: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva durante a gestagdo e lactagdo sobre a memoria
de curta-duracdo de mades submetidas a separagdo materna. Os testes comportamentais tiveram inicio apds o
desmame dos filhotes, aproximadamente no DPN 25. A) Reconhecimento do local novo do objeto, expresso em %
do tempo de exploracdo do objeto no novo lugar, n= 9 a 11/grupo. A anova de duas vias mostrou que houve uma
interacdo entre azeite de oliva e separa¢do materna no indice de discriminacdo do lugar do objeto, indicando que
maes separadas que consumiram dietas com azeite de oliva exploram por mais tempo o objeto realocado em
comparagdo ao objeto que permaneceu no mesmo lugar na rodada teste (p<0,05). B) Monitoramento das fases do

ciclo estral. Nao foram constatadas anomalias na ciclagem das ratas que participaram da tarefa.
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5.5 Separacio materna induz comportamento depressivo nas maes

Para analisar o comportamento do tipo depressivo foi avaliada a tarefa do nado for¢ado
de Porsolt. Foi verificado que no primeiro bloco de 5 minutos do dia 1, a SM aumentou o
tempo de imobilidade (F [1,42] = 7,558, p<0,01; Figura 8A), induziu uma tendéncia em
diminuir a laténcia para o primeiro episodio de imobilidade (F [1,42] = 4,01, p=0,059; Figura
8B) e diminuiu o tempo de escalada (F [1,42] = 15,082, p<0,001; Figura 8C).

No segundo dia da tarefa foi observado uma tendéncia da dieta (F [1,42] = 3,799,
p=0,058; Figura 8D) e um efeito da SM (F [1,42] = 7,666, p<0,01; Figura 8D) aumentando o
tempo de imobilidade. Além disso, a SM também diminuiu a laténcia para o primeiro episodio
de imobilidade (F [1,42] = 7,042, p<0,05; Figura: 8E) e o tempo de escalada (F [1,42] = 5,696,
p<0,05; Figura 8F). Os dados referentes ao tempo de nado de ambos os dias da tarefa nao
foram mostrados, ja que as tentativas de fuga do cilindro sdo representadas pelo tempo de
escalada. O ciclo estral foi determinado ap6s cada dia de tarefa e uma figura representativa da

distribuicdo das fases mostra que a maioria das ratas estavam em diestro e estro (Figuras 8G e

8H).
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Figura 8: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva durante a gestagdo e lactagdo sobre o
comportamento do tipo depressivo em mdes submetidas a separagdo materna. Os testes comportamentais tiveram
inicio apds o desmame dos filhotes, aproximadamente no DPN 25. A) Tempo de imobilidade no primeiro bloco de
5 minutos no dia 1, n= 11 a 12/grupo. A anova de duas vias mostrou que houve aumento no tempo de imobilidade
nas ratas que passaram por separa¢do materna. B) Laténcia para o primeiro episodio de imobilidade no dia 1, n=
11 a 12/grupo. A anova de duas vias mostrou que houve uma tendéncia em diminuir a laténcia para o primeiro
episddio de imobilidade. C) Tempo de escalada no primeiro bloco de 5 minutos no dia 1, n= 11 a 12 por grupo. Os
animais da separagdo materna reduziram o tempo de escalada (p<0,001) D) Tempo de imobilidade no dia 2, n=11

a 12/grupo. A SM induz aumento da imobilidade (p<0,01) E e F) No segundo dia de tarefa os animais que
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passaram por separagdo reduziram a laténcia para o primeiro episodio de imobilidade e o tempo de escalada (n=
11 a 12/grupo; p<0,05). G e H) Monitoramento das fases do ciclo estral no dia 1 e dia 2. Nao foram constatadas

anomalias na ciclagem dos animais que participaram da tarefa.

5.6 Azeite de oliva e separacio materna alteram marcadores bioquimicos no

hipocampo das méaes

Ambos fatores ambientais, dieta e estresse da separagdo materna, alteraram marcadores
bioquimicos no hipocampo das maes. O consumo de azeite de oliva aumentou os niveis de
BDNF (F [1,40] = 11,03, p= 0,002; Figura 9A). Ja o estresse da SM induziu uma redugdo no
imunoconteudo das proteinas SIRT-1 F [1,20] = 10,504, p<0,01; Figura 9B), ocitocina F [1,16]
= 5,662, p<0,05; Figura 9C) e receptor de ocitocina (F [1,22] = 4,884, p<0,04; Figura 9D). Nao

houve diferengas significativas com relagdo as outras proteinas analisadas (p>0,05).
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Figura 9: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva durante a gestagdo e lactagdo sobre o
imunocontetdo de proteinas envolvidas no metabolismo energético, resposta imune e plasticidade no hipocampo
de maes submetidas a separagdo materna. A) BDNF, n= 6/grupo. A anova de duas vias mostrou um aumento nos
grupos que consumiram azeite de oliva (p=0,002). B) SIRT-1, n= 5/grupo. Houve uma diminui¢do no
imunoconteudo de SIRT-1 em maes que passaram pela separa¢do materna. C) Ocitocina, n= 5/grupo. As maes de
ambos os grupos separados da prole apresentaram niveis mais baixos de ocitocina. D) Receptor de ocitocina, n= 6
a 7/grupo. Também houve diminuicdo no imunoconteudo do receptor de ocitocina nos grupos separados,
independente do tipo de dieta consumida. E, F, G e H) Nao foram constatadas diferengas significativas entre os

grupos no imunoconteudo de IL-1pB, IL-10, PSD95 e Sinaptofisina (p>0,05).
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6. Discussao

O periodo gestacional e lactacional ¢ extremamente sensivel a fatores ambientais, uma
vez que nesse periodo a rata estd passando por constantes adaptagdes neuroenddcrinas e
comportamentais. A nutrigdo materna e o estresse fazem parte desses fatores, podendo
influenciar na saude da mae e da prole, programando o metabolismo € o comportamento.
Alguns estudos mostraram que a exposi¢do aos estimulos estressores durante a gestacdo e o
periodo pds-parto podem prejudicar a diade mae-filho (Marais et al., 2008; Kurata et al., 2009;
Sung et al., 2010; Couto-Pereira et al., 2016), e isso pode estar associado ao surgimento de
desordens do humor tanto na mae quanto na prole (Misdrahi et al., 2005; Boccia et al., 2007;
Sung et al., 2010; Diehl et al., 2011, 2014). Nesse sentido, a proposta deste estudo foi
investigar se o consumo de uma dieta com azeite de oliva durante o periodo gestacional e
lactacional poderia prevenir as consequéncias induzidas pela separacdo materna sobre o

comportamento emocional € marcadores bioquimicos no hipocampo dorsal das maes.

Os principais achados do presente estudo, mostraram que ambos os fatores ndo
alteraram o consumo calérico € o peso corporal ao longo do tempo. J& a separacdo materna
aumentou o cuidado materno de forma fragmentada, induziu um comportamento do tipo
ansioso, depressivo e prejudicou a memoria de curto-prazo das maes. Com relacao aos achados
bioquimicos, o estresse induzido pela SM foi capaz de diminuir o imunoconteido das
proteinas: SIRT-1, ocitocina e do receptor de ocitocina no hipocampo dorsal das maes. As ratas
que consumiram uma dieta com azeite de oliva aumentaram a frequéncia do comportamento
materno ativo de forma consistente e aumentaram os niveis de BDNF no hipocampo das maes.
Interessante foi verificar que o azeite de oliva conseguiu prevenir os comportamentos de nutrir
a prole com o dorso arqueado, do tipo ansioso e o prejuizo da memoria nas maes que foram

submetidas a SM.

O cuidado materno envolve a expressdo consistente ¢ coordenada de uma série de
comportamentos, realizando principalmente comportamentos de lambida e promovendo a
nutricdo dos filhotes. Nossos resultados mostraram que a separacdo materna aumentou a
frequéncia de lambidas das maes na prole, principalmente nas sessdes das 13h00 e 17h30, e ao
longo dos 10 dias de observagdo, destacando os ultimos dias. Também foi observado que as
maes submetidas a separagao materna aumentaram a frequéncia da postura de amamentacao
com dorso arqueado, principalmente as 17h30 e ao longo dos 10 dias de observagdo. Os

filhotes foram retirados do ninho por volta das 14h20 e retornaram para as caixas moradia 3h
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depois, por volta das 17h20. Os resultados mostraram um aumento agudo no cuidado materno
logo ap6s o protocolo de separacdo, dados que vao de encontro com outros estudos publicados
(Pryce et al., 2001; Macri et al., 2004; Bodensteiner et al., 2012; Stamatakis et al., 2015;
Couto-pereira et al., 2016). O comportamento materno ativo foi mais frequente principalmente
nas sessOes de observacdo que correspondiam a fase clara, dados também observados em
outros estudos, mostrando que a postura de amamentagdo com o dorso arqueado e o
comportamento de lamber s3o mais frequentes durante esse periodo (Champagne et al., 2003;
Couto-pereira et al., 2016). Além do efeito da separagdo materna sobre o comportamento
materno, o consumo da dieta com azeite de oliva também promoveu um aumento na frequéncia
de lambidas da mae na prole, principalmente no dia 3. Também houve uma interacdo entre
azeite de oliva e SM na postura de amamenta¢ao com dorso arqueado, indicando que as maes
que consumiram azeite de oliva e foram submetidas a SM reduziram as frequéncias deste
comportamento. A literatura mostra que filhotes provenientes de maes que desempenham
maiores frequéncias de lambidas, apresentam maior sinaptogénese hipocampal e melhora no
aprendizado e na memoria quando adultos (Liu et al., 2000). O aumento do cuidado materno
torna os filhos mais resilientes aos prejuizos ocasionados por ambientes estressores (Liu et al.,
1997; Champagne et al., 2003; Coutellier et al., 2008; Van Hasselt et al., 2012; Singh-Taylor et
al., 2015). No entanto, o estresse causado pela separacdo materna durante os primeiros estdgios
da vida, mostrou prejuizos no comportamento emocional e cognitivo dos animais (Lajud et al.,

2012; Diehl et al., 2011, 2014).

Baseado no exposto acima, investigamos se as alteragdes observadas no cuidado
materno pela separacdo materna e pelo consumo de uma dieta com azeite de oliva foi de
maneira consistente e de qualidade. Para isso, realizamos o escore de inconsisténcia
comportamental de acordo com Ivy et al. (2008). Nesse estudo foi proposto um escore
comportamental para medir a qualidade do cuidado materno. Dessa forma, aplicamos o escore
de inconsisténcia, conforme a adaptagdo de Couto-Pereira et al. (2016) e verificamos que as
maes que sofreram separagdo dos filhotes apresentavam um cuidado materno inconsistente e
fragmentado. Assim, mesmo que a separacdo materna tenha induzido um aumento na
frequéncia de lambidas e na amamentagdo com o dorso arqueado, esse comportamento foi mais
fragmentado e de pior qualidade. Resultados que novamente vao de encontro com a literatura
(Ivy et al., 2008; Couto-pereira et al., 2016). O consumo de azeite de oliva durante a gestagdo e
a lactacdo, também influenciou no cuidado materno, entretanto, ndo demonstrou inconsisténcia

no comportamento. Atualmente, alguns estudos vém apontando que o consumo de dietas com
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azeite de oliva podem trazer beneficios para o metabolismo periférico e central, melhorando o
perfil lipidico, diminuindo o desequilibrio oxidativo e atuando na redu¢do da hiperglicemia,
assim como, melhorando a memoéria e as respostas ao estresse (Solfrizzi et al., 2006; Naqvi et
al, 2011; Zheng et al., 2015; Gongalves-de-Albuquerque et al., 2016). A literatura também
mostra que o uso de dietas com azeite de oliva durante a gestacdo atenuou disfungdes
placentarias e induziu uma programagao intra-uterina que permitiu uma redugdo no retardo do

desenvolvimento fetal (Capobianco et al., 2018).

Com relagdo aos nossos resultados, verificamos que as maes que consumiram azeite de
oliva aumentaram a frequéncia de lambidas na prole de forma consistente e atenuaram o
aumento agudo da amamentacdo com o dorso arqueado, induzido pela separacdo materna. Esse
cuidado materno consistente ¢ de prevencao pode indicar que, possivelmente, a presenca do
azeite de oliva na dieta pode melhorar a qualidade do cuidado materno das maes que sofreram
da separagdo da prole. No entanto, mais estudos sdo necessarios para conseguir atribuir o
possivel efeito do azeite de oliva sobre esse pardmetro de andlise comportamental. Também ¢
importante mencionar que nenhum estudo buscou analisar os efeitos dessa dieta sobre o
cuidado materno, mostrando que nosso estudo ¢ o primeiro que busca investigar se 0 consumo
de azeite de oliva pode prevenir alteragdes comportamentais induzidas pela separacdo materna

durante o periodo perinatal.

Na tentativa de compreender o porqué do cuidado materno ser inconsistente ¢ de baixa
qualidade nas maes que passaram por separagdo materna, também analisamos o
comportamento emocional e cognitivo dessas ratas. Para isso, foi realizada a tarefa de campo
aberto, de reconhecimento do local do objeto e do nado for¢ado. Os resultados mostraram que a
SM induziu um comportamento do tipo ansioso, depressivo e um prejuizo na memoria de
curto-prazo das maes. Vdrios estudos da literatura mostraram divergéncias sobre o
comportamento ansioso induzido pela separagao materna. Nesses estudos a espécie do rato, o
protocolo da separagdo materna e a tarefa utilizada para avaliacdo da ansiedade mostraram
diferentes resultados. Ratos da linhagem Wistar, com diferentes tempos (270 ou 180 minutos) e
diferentes dias (21 ou 22) de separacdo materna, e utilizando o paradigma do labirinto em cruz
elevado para analise comportamental, mostraram um aumento da ansiedade (Bousalham et al.,
2013; Murgatroyd e Nephew, 2013). Ja& os estudos que utilizaram ratos Wistar ou Long-Evans
com protocolos de separacdo materna de 15 minutos de 12 a 14 dias, mostraram que esses

animais tiveram uma diminuicdo da ansiedade (Kalinichev; Easterling; Holtzman, 2000;

47



Stamatakis et al., 2015). Um estudo recente que avaliou o comportamento ansioso utilizando o
campo aberto em camundongos da linhagem Balb submetidos ao protocolo de separagao
materna (15 ou 180 minutos por 5 dias), mostrou que os animais tiveram reducio da ansiedade
(Orso et al., 2018). Esses achados indicam que dependendo da linhagem, do tipo de protocolo
de separagdo materna e o tipo de tarefa utilizada, podemos encontrar diferentes
comportamentos relacionados com a ansiedade. Outros estudos também mostraram que a SM
pode induzir comportamento do tipo ansioso, depressivo e prejuizo na memoria das maes

(Carobrez e Bertoglio, 2005; Maniam e Morris, 2010; Aguggia et al., 2013; Graham, 2018).

Interessante nos nossos achados foi encontrar que o consumo de azeite de oliva durante
a gestacdo e a lactacdo foi capaz de prevenir o comportamento de ansiedade e o prejuizo na
memoria induzidos pela separagdo materna. Rincel e colaboradores (2016), mostraram que o
consumo materno de uma dieta com alto teor de lipidios preveniu totalmente os fenotipos de
ansiedade dos filhos e das maes que sofreram separacao materna, além de melhorar a qualidade
do cuidado materno no periodo neonatal. Outro estudo mostrou que uma dieta rica em lipidios
atenuou a ansiedade no pds-parto em maes que passaram por separacio de sua ninhada durante
o periodo lactacional (Maniam e Morris, 2010). Alguns trabalhos que também utilizaram azeite
de oliva, mostraram melhora na fun¢ao mitocondrial dos neuronios, reducao dos efeitos do
estresse sobre as células, aumento na proliferagdo neuronal e na plasticidade sinaptica, e
melhora na memoria dos animais (Zheng et al., 2015; Leal; Bramham; Duarte, 2017). Um
estudo que acompanhou o desempenho cognitivo durante 8 anos de uma populacao verificou
que aqueles individuos que tinham alto consumo de acidos graxos monoinsaturados (acido
oleico) e polinsaturados apresentaram melhor desempenho cognitivo. Os autores relataram que
esse efeito protetor pode ser atribuido ao papel dos acidos graxos no SNC, que influenciam na
manutengdo da integridade das membranas neurais por agir na fluidez e transmissao sinaptica
(Solfrizzi et al., 2006 e 2008). Nao encontramos efeito do consumo de azeite de oliva nas maes
submetidas a SM na tarefa do nado forgado. Necessitamos realizar outras tarefas que avaliam o
comportamento do tipo depressivo para verificar se o azeite de oliva pode apresentar alguma
influéncia ou para excluir o potencial efeito do azeite de oliva sobre esse comportamento.
Cabe ressaltar, que em todas tarefas comportamentais as ratas apresentaram uma distribui¢ao

em todas as fases do ciclo estral .

A estrutura e a fungdo do hipocampo sdo extremamente suscetiveis aos efeitos do

ambiente (Arcego et al., 2018; Ruiz et al., 2018; Cui et al., 2020). O hipocampo dorsal ¢
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vulneravel aos efeitos do estresse (Zhang et al., 2018; Criado-Marrero et al., 2019), e alteracdes
nessa estrutura parecem estar envolvidas com a patogénese de doencas que alteram o
comportamento emocional e a memoria (Arcego et al., 2016; Khodamoradi et al., 2019; Cui;
Cao; Lin, 2020). Alguns estudos mostraram que o estresse no inicio da vida ¢ capaz de modular
determinados marcadores bioquimicos nessa regido encefalica das maes e da prole (Zuena et
al., 2008; Sung et al., 2010; von Poser Toigo et al., 2012; Couto-Pereira et al., 2016; Ruiz et al.,
2018; Cui et al., 2020; Machado et al., 2021). No nosso estudo, verificamos que a SM diminuiu
o imunoconteudo da proteina SIRT-1 no hipocampo dorsal das maes. Adicionalmente, quando
investigamos essa proteina na mesma regiao encefalica do cérebro dos filhotes, encontramos o
mesmo efeito, ou seja, a SM também diminuiu o imunoconteiido de SIRT-1 nos machos na
idade adulta (Machado et al., 2021). Um outro estudo que usou o protocolo de estresse cronico
também verificou uma diminuicdo no imunocontetido dessa proteina (Abe-Higuchi et al.,
2016). A proteina sirtuina 1 (SIRT-1) é uma desacetilase dependente de NAD', que atua
manutengdo do sistema neuronal e comportamental durante o envelhecimento natural,
incluindo a plasticidade sinaptica e os processos de memoria (Lee et al., 2019). A falta de
SIRT-1 prejudica as fungdes cognitivas, incluindo memoria imediata e aprendizagem espacial
(Michan et al., 2010; Herskovits e Guarente, 2014), bem como, sua inibi¢do farmacolédgica leva
a um aumento nos comportamentos semelhantes a depressdo (Abe-Higuchi et al., 2016).
Assim, acreditamos que o estresse da separagdo materna altera a proteina SIRT-1 tanto nas
maes quanto na prole e que, possivelmente, essa proteina possa ser um alvo bioquimico para

compreender a patogénese do comportamento emocional € da memoria no hipocampo dorsal.

A separacao materna também foi capaz de reduzir o imunoconteudo de ocitocina e do
receptor de ocitocina no hipocampo dorsal das maes. O neuropeptideo ocitocina é produzido
nos nucleos supradptico, paraventricular e nucleos acessorios do hipotalamo (Hou et al., 2016),
€ 0s neurdnios ocitocinérgicos enviam proje¢des para varias regides do cérebro, como o
hipocampo e a amigdala (Dayi et al., 2015). Sua ag@o ¢ mediada pela ligagdo dessa proteina em
receptores especificos existentes na membrana plasmatica de diferentes regides encefélicas
(Uhl-Bronner et al., 2005; Lee et al., 2009; Vaidyanathan e Hammock, 2017). Esse
neuropeptideo tem um papel importante sobre a plasticidade sinaptica, o aprendizado, a
memoria € o comportamento do tipo ansioso € depressivo nos animais (Tomizawa et al., 2003;
Lin et al, 2018; Joushi et al., 2021). Entdo, baseado na literatura, ¢ possivel que os efeitos da

SM sobre a ocitocina e o receptor de ocitocina no hipocampo dorsal possa estar relacionado
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com comportamento do tipo ansioso, depressivo e o prejuizo na memoria nas maes que foram

submetidas ao estresse da separacao.

O consumo de azeite de oliva foi capaz de aumentar o imunoconteido de BDNF no
hipocampo dorsal das maes. E isso também foi visto em outro estudo, onde o consumo de
azeite de oliva durante a gestagdo e lactagao aumentou os niveis de BDNF no cortex pré-frontal
da prole na idade adulta (Pase et al., 2015). Diferentes desordens psiquiatricas e
neurodegenerativas tém mostrado associagdo com alteracdes na expressdo génica € no
imunoconteudo do BDNF (Hashimoto et al., 2006; Féher et al., 2009). E isso ocorre porque
essa neurotrofina estd envolvida com varias agdes importantes, como plasticidade sinaptica,
sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal. Uma diminui¢do na expressdo dessa proteina pode
reduzir a plasticidade sinaptica e prejudicar o aprendizado e a memoria (Linnarsson et al.,
1997; Zuena et al., 2008). Nao encontramos alteragdes nas proteinas relacionadas com a
plasticidade, no entanto, os efeitos do azeite de oliva sobre o comportamento materno, o
comportamento do tipo ansioso e sobre a memoria das maes, podem estar associados, em parte,
com o aumento dos niveis de BDNF no hipocampo dorsal. Neste trabalho ndo encontramos
efeitos do consumo de azeite de oliva sobre marcadores bioquimicos nas maes que passaram
pelo estresse da separagdo de sua prole. Diante disso, mais estudos sdo necessarios para
encontrarmos quais mecanismos estdo envolvidos, uma vez que, o azeite de oliva preveniu

varias alteragdes comportamentais induzidas pelo estresse.
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7. Conclusao
O presente estudo concluiu que:

e A separacdo materna aumentou o cuidado materno ativo, mas de forma inconsistente;

e A separacdo materna prejudicou o comportamento emocional e a memdria;

e A separagdo materna diminuiu o imunoconteudo da proteina SIRT-1, ocitocina € o
receptor de ocitocina no hipocampo dorsal das maes;

e O consumo de azeite de oliva aumentou, em parte, o cuidado materno, mas de forma
consistente;

e O consumo de azeite de oliva diminui a postura de amamentagdo com dorso arqueado
nas maes submetidas a separacdo materna;

e O consumo de azeite de oliva preveniu o comportamento do tipo ansioso € o prejuizo na
memoria de curto-prazo nas maes submetidas a separagdo materna;

e O consumo de azeite de oliva aumentou os niveis de BDNF no hipocampo dorsal das

maes.

Assim, os nossos resultados mostraram evidéncias que o consumo de azeite de oliva,
durante a gestacao e lactacdo, apresenta um potencial papel neuroprotetor. Esses achados abrem
uma linha de investigagdo, indicando que a nutricdo de qualidade das maes pode agir como
estratégia terapéutica adjuvante para prevenir os efeitos do estresse no pos-parto, € assim trazer

beneficios para a saide da mae e da prole.
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8. Perspectivas

Analisar os parametros de estresse oxidativo no hipocampo dorsal das maes (amostras

jé coletadas para realizacdo das dosagens);

Avaliar o desenvolvimento da prole nos primeiros dias de vida (os animais ja foram

solicitados);

Realizar a imunohistoquimica de marcadores de neurogénese no hipocampo das maes
no dia do desmame e 20 dias ap6s o desmame dos filhotes (amostras ja coletadas,

cérebros perfundidos e alguns ja fatiados);

Realizar a imunohistoquimica da regido paraventricular do hipotdlamo para verificar a
marcagdo de ocitocina no dia do desmame dos filhotes; (j& foram solicitados os

animais);

Investigar no dia pds-natal 21 os mesmos parametros bioquimicos avaliados apds o

desmame.
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ANEXO A - Carta de aprovagao do comité de ética

UFRGS FRO-REITORIA DE PESQUISA ﬁt‘tulijmﬁa

@ UNIMERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RICO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Mumero: 37804

Titule:  £<TUDO DOS EFEITOS DE UMA DIETA COM AZEITE DE OLIVA SOBRE O GUIDADO
MATERNG, A EMOCIONALIDADE E OCITOCINA DE RATAS SUEMETIDAS A SEP.".FLH.CM
MATERMNA

Vigéneia: (06/08/2019 4 31/08/2021

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

Rachel Krolow Santos Silva Bast - coordenador desde 08/08/2018
Matividade de S& Coulo Pereira - pesquisador desde 06/08/2019

Jade De Dliveira - pesquisador desde 06/08/2019

ANA CAROLINE SILVA SILVEIRA - Aluno de Mesirado desde 06/08/2019
Alessandra Gongalves Machado - Aluno de Doutorado desde 06/08/2019
Ariadni Mesquita Peres - Aluno de Mestrado desde 06/08/2019

Comissio De Etica No Uso De Animals aprovou @ mesme , em reunido realizada em
09/12/2019 - Sala 56 do prédio 11209 - Salas de aula do Campus Centro - Porto Alegre/RS, em
seus aspectos éticos e metodolbgicos, para a utilizagio de um total de 62 ratas (Rattus
norvegicus) Wistar fémeas, primiparas, provenientes do biotério do Departamento de
Bloquimica (UFRGS), de acordo com os preceifos das Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15
de julho de 2008, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produgdo, manutengdo efou utiizagio
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou

pesquisa.

Porio Alegre, Sexta-Fera. 3 da Janaira de 2020 , )
LA u’{ v

~ ALENANDRE TAVARES DLARTE DE OLIVEIRA
Coordenador da comissho de éica
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ANEXO B - Tabela com a analise do percentual de acidos graxos presente no azeite de

oliva utilizado

Tabela suplementar 1: Percentual de 4cidos graxos presentes na amostra de azeite de oliva cedido pela Embrapa

Clima Temperado (Pelotas - RS/Brasil).

%

Laurico C12:0 0,01
Miristico C14:0 0,01
Palmitico C16:0 16,42
Palmitoleico C16:1 1,57
Heptadecandico C17:0 0,06
HeptadecendicoC17:1 0,14
Estearico C18:0 2,72
Oléico C18:1 cis 63,43
Oléico C18:1 trans 4,03
Linoleico C18:2 909
Linolénico C18:3 0,78
Araquidico C20:0 0,70
Eicosendico C20:1 0,67
Behénico C22:0 0,23
Lignocérico C24:0 0,14
¥ Saturado 20,29
z Monoinsaturados 69.84
? Poliinsaturados 13,12
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