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RESUMO

Palavras-chave: Estresse, ansiedade, comportamento alimentar.

Introdugdo: O estresse no inicio da vida altera a fung@o do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal,
aumenta a ansiedade e induz a ingestdo de alimentos do tipo “comfort foods”, ricos em
gordura e ou agucar, como forma de conforto. Objetivo deste trabalho foi verificar se o
consumo cronico de alimento palatdvel poderia melhorar os sintomas de ansiedade
(previamente descrito no modelo de trauma precoce) na vida adulta. Métodos: No dia 2 de
vida as ninhadas de ratos Wistar foram submetidas ao estresse no inicio da vida ( intervencao)
com reducdo do material para a confeccdo do ninho ou tratamento padrao (Controles). O
cuidado materno foi avaliado ao longo de 10 dias. Foi ofertado dois tipos deragdes: padrdo e
rica em gordura (34%) e agucar (20%) na idade adulta. A ansiedade foi avaliada usando o
labirinto em cruz elevado (PM), e a corticosterona foi medida por teste de estresse por
contencdo de movimentos nos tempos 0 e 20, 40, 60 e 90 min. Resultados: As genitoras do
grupo intervencdo apresentaram menor comportamento de lambidas (LG-licking and
grooming) comparado ao grupo controle (p = 0,020). Durante as semanas de exposicao ao
"comfort food", nao houve diferencgas: no peso corporal (p = 0,097), no consumo de dieta
padrao (p=0,539) e palatavel (p=0,426), no peso das adrenais (p=0,86), no teste de labirinto
em cruz elevado (p = 0,056) e nos niveis de corticosterona (p = 0,596), entre os grupos
controle e interven¢do. No entanto, os animais do grupo intervencao tiveram maior acimulo
de gordura abdominal (p = 0,017). Conclusdao: O consumo cronico de “comfort food” é

utilizado pelos animais do grupo intervencao para atenuar os sintomas de ansiedade.



ABSTRACT

Introduction: Stress early in life alters the function of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis,
increases anxiety and induces intake of palatable food "comfort foods" like comfort food.
Objective of this study was to determine whether the chronic consumption of palatable food
could improve the symptoms of anxiety in adulthood. Methods: By the day 2 of life litters of
Wistar rat were subjected to stress early in life (intervention) with reduced nesting of the
cooking material or standard care (controls). The male rats were fed with two types of food:
standard chow and comfort food rich in fat (34%) and sugar (20%) at adulthood. Anxiety was
evaluated using the Pluz Maze, and corticosterone was measured by testing cotencao
movements in time 0, 20, 40, 60 and 90 min. Results: Females in the intervention group
showed less behavioral licks (LG-licking and grooming) compared to the control group p =
0.020. During the weeks of exposure to "comfort food", there were no differences: body
weight (p = 0.097), the consumption of diets chow (0.539) and palatable (0.426) in adrenal
weight (p = 0.86) in the Pluz maze test (p = 0.056) and corticosterone levels to acute restraint
stress (p = 0.596) between control and intervention groups. However, the animals in the
intervention group accumulate more abdominal fat (p = 0.017). Conclusion: Chronic use of

"comfort food" is used by animals intervention to alleviate the symptoms of anxiety.

Palavras-chave: Stress, anxiety, feeding behavior.
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1 INTRODUCAO

O estresse pode ser definido como uma reagdao do organismo a uma ameaca, real ou
potencial. Dessa forma, o organismo visando reestabelecer o equilibrio interno, ativa um
conjunto de respostas fisioldgicas e comportamentais, que sao mediadas pelo sistema nervoso
autdbnomo e eixo hipotdlamo hipéfise adrenais (HPA) (CHARMANDARI et al., 2005). Os
glicocorticoides, cortisol em seres humanos e corticosterona em ratos sdo efetores finais do
eixo HPA que € o principal sistema envolvido na resposta cronica ao estresse. Muitos
trabalhos relacionam a hiperativacao do HPA com ansiedade, transtornos de humor, episodios
depressivos, transtornos alimentares e doengas psiquidtricas (JURUENA et al., 2004). Tem
sido bem demonstrado na literatura que intervencdes precoces estdo associadas a alteracoes
no sistema neuroenddcrino em roedores (PLOTSKY et al., 2005; BENETTI ef al., 2014) e
humanos (TURECKI; MEANEY, 2014). Especificamente porque a fase inicial da vida é
acompanhada por alta plasticidade e vulnerabilbidade cerebral, caracterizando a adversidade
no ambiente neonatal um potente programador do eixo HPA. Alteracdes no cuidado materno
como negligéncia ou, experiéncias desfavoraveis como abuso fisico e emocional promovem
mudancas epigenéticas, além de alteracoes comportamentais e fisioldgicas que podem

permanecer na vida adulta (TURECKI; MEANEY, 2014))

Em roedores a alteracdo do ambiente neonatal, através da limitacdo do material para
confeccdo do ninho, leva a instabilidade do cuidado materno, o que promove na vida adulta
alteracoes da resposta neuroendocrina ao estresse (AVISHAI-ELINER er al, 2001).
Resultando em maiores niveis de corticosterona basal e ansiedade na fase adulta (DALLE
MOLLE et al., 2012). Estudos demostram que ratos submetidos ao estresse neonatal tiveram
maior preferéncia por alimentos agucarados e gordurosos, os “comfort foods”. Da mesma
forma outros estudos demontraram associa¢do entre consumo de ‘“comfort food” e menores
niveis basal de glicocorticoides levando a atenuacao da atividade do eixo HPA (PECORARO
et al., 2004; SILVEIRA et al., 2010; TOMIYAMA et al., 2011). Contudo, na literatura
muitos estudam a relacdo entre consumo de alimentos do tipo “comfort food” associando com
situacdes de estresse na vida adulta. Porém pouco se sabe sobre a relacao entre consumo do
alimento tipo “comfort food’, na vida adulta, induzido pelo trauma vivenciado na vida

precoce e a alteracdes do eixo HPA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE- ADRENAL (HPA)

A resposta do organismo de ordem fisioldgica frente ao estresse envolve o reflexo de
luta ou fuga, uma resposta mais imediata ao agente agressor, com a ativagao do sistema
nervoso simpatico e liberacdo de adrenalina e noradrenalina na corrente sanguinea pela
medula adrenal e nervos simpaticos respectivamente (HABIB e al., 2001). E também ocorre
a ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA), levando a liberacdo de
glicocorticoides (cortisol nos seres humanos e corticosterona nos roedores) na corrente
sanguinea (HABIB et al., 2001). Os glicocorticoides sao secretados pelo cortex adrenal e
desempenham papel importante no metabolismo energético e regulam processos fisiolégicos,

incluindo a atividade do sistema imune (JURUENA et al., 2004).

A exposicao ao estressor, num primeiro momento, ativa a divisao simpatica do sistema
nervoso autonomperiférico. Este, através da inervacdo em o6rgdos alvos e medula adrenal,
promovem alteracdes nos sistemas fisioldgicos, aumentando em segundos a frequéncia
cardiaca, redistribuindo do fluxo sanguineo e promovendo a mobilizagdo de energia. Por
outro lado o estresse ativa também os neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do
hipotdlamo a secretar o hormonio liberador de corticotropina (CRH) na circulagdo porta
hipofisaria. Esse hormonio estimula a glandula pituitdria anterior promovendo a liberacao de
adrenocorticotrofina (ACTH) na corrente sanguinea, que por sua vez vai estimular o cortex da
glandula adrenal a sintetizar e liberar glicocorticoides (MAKINO et al., 2002; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2012; MCEWEN et al., 2015). Desse modo o CRH tém sido fortemente associado
a responsividade do eixo HPA e das respostas comportamentais ao estresse (PLOTSKY et al.,

2005). ( Figura 1)
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Figura 1- Estresse e a glandula supra-renal. Esquema demonstrando a resposta do organismo ao

estresse de curto e longo prazo.

Fonte: Adaptado de Marieb. Anatomia e Fisiologia. 3* Edicao, 2009.

Embora certos niveis de cortisol sejam necessérios para que as catecolaminas exer¢cam
efeitos sobre outros sistemas do organismo, niveis elevados de cortisol afetam o
funcionamento do eixo HPA. A incapacidade dos glicocorticoides exercerem sua
retroalimentacdo negativa leva a um aumento nos niveis de cortisol na circulacdo. Em um
estresse agudo os glicocorticoides desempenham facilmente a tarefa de retroalimentacdo com
acdo inibitdria sobre a glandula pituitdria, o hipocampo e o hipotdlamo, diminuindo sua
secrecdo. Contudo quando o estresse € prolongado, existem alteracdes nestas estruturas e essa
inibicdo exercida pelos glicocorticoides ndo é tdo eficiente, dessa forma, altos niveis
circulantes de glicocorticoides continuam presentes, bem como a secrecdo de ACTH. Em
longo prazo, a acdo dos glicocorticoides no cérebro permite uma resposta modificada ao
estresse, resultando em uma série de alteragdes metabdlicas e comportamentais, como uma

acentuada preferéncia pela ingestio de sacarose e gorduras. (DALLMAN et al., 2003).

Muitos trabalhos relacionam a hiperativa¢do do eixo HPA com ansiedade, transtornos
de humor, episédios depressivos, transtornos alimentares e doengas psiquidtricas (NESTLER
et al., 2002; JURUENA et al., 2004; HABIB et al., 2001; JAHNG, 2011). Fatores
psicoldgicos e sociais estdo entre os mais poderosos estressores e potentes ativadores do eixo

HPA (MCEWEN, 2000). Respostas fisioldgicas e comportamentais sdo interpretadas pelo
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cérebro que reage ao estressor alterando o funcionamento deste orgdo. Contudo, alguns
sistemas do organismo (cardiovascular, metabdlico, imunitdrio) também apresentam

alteracdes no funcionamento (BARR et al., 2004).

No estresse cronico o cérebro passa por mudangas adaptativas, em que hormonios
sist€émicos e neurotransmissores locais interagem para produzir alteracOes estruturais e
funcionais, podendo contribuir para reducdo de funcdes cognitivas e danos cerebrais. A
ativacdo anormal do sistema de resposta ao estresse em periodos de maior plasticidade
cerebral como intra dtero, pds-natal, infancia e adolescéncia pode promover consequéncias
considerdveis sobre a sua func¢do; resultando, em longo prazo, predisposi¢do a ansiedade,
depressao e doengas associadas ao estresse (MCEWEN, 2000; HABIB KALMAL E., GOLD
PHILIP W., 2001).

2.2 ESTRESSE NO INICIO DA VIDA

O estresse pode ser definido como uma resposta adaptativa do organismo a eventos
considerados estressores, podendo estes ser fisicos ou emocionais (JHONSON et al., 1990).
De acordo com Chrousos, os estressores fisicos incluem perturbagdes do meio interno como
anorexia e hipoglicemia e meio externo como temperaturas, injurias dentre outros
(JHONSON et al., 1990). O organismo reage ao estresse através de ajustes neuroquimicos,
metabdlicos, e comportamentais visando reestabelecer seu equilibrio, como foi descritos em
1900 por Walter Canon pela reacdo de “luta ou fuga” (CANNON, 1913). Mais tarde em 1936
Selye apresentou o conceito de “Sindrome de Adaptacao Geral” que se trata de um conjunto
de reacOes organicas generalizadas e inespecificas em resposta a estimulos aversivos, que
passa por fases de resisténcia, hipertrofia adrenal, tlceras géstricas e diminui¢do dos 6rgaos

do sistema imune (SELYE, 1998).

O estresse cronico no inicio da vida estd relacionado a alteracdes fisioldgicas
persistentes (exemplo: metabolismo, crescimento, reproducdo e resposta inflamatoria),
cognitivas, emocionais e fungdes cerebrais em longo prazo. Esse tipo de estresse em periodos
de alta plasticidade e vulnerabilidade pode levar a alteracdes no eixo HPA promovendo
mudancas no comportamento que podem permanecer na vida adulta. Tais achados sao
demonstrados tanto em humanos quanto em roedores. (PLOTSKY er al, 2005;

DARNAUDERY; MACCARI, 2008; MOLET et al., 2014).
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Abuso sexual, fisico, emocional e negligéncia na infincia estdo entre as experiéncias
adversas, neste periodo, capazes de ativar o hormonio liberador de corticotropina. De modo
que, através de sua acdo no HPA, torna-se o principal mecanismo que medeia a resposta ao
estresse (VARGHESE et al., 2015). Além disso, condicdes adversas neste periodo incluem a
pobreza, abuso de substancias nocivas a saude por parte da mae, instabilidade dos pais e
depressdo materna, que estdo associados ao desenvolvimento de psicopatologias na vida
adulta (MCLAUGHLIN et al., 2011; MOLET et al., 2014). Estudos em roedores e macacos

demonstram que a qualidade do cuidado materno recebido na infancia influencia a resposta do

eixo HPA na vida adulta (TURECKI; MEANEY, 2014).

Em humanos, o processo de maturacdo do cérebro estd parcialmente completo no
momento do nascimento, continuando seu processo de desenvolvimento no periodo pds-natal
até a adolescéncia. Em roedores o periodo de maior plasticidade cerebral, pds-natal,
compreende os 21 dias apds o nascimento, quando ocorre o desmame até o periodo da

adolescéncia, 25-35 dias de vida (MOLET et al., 2014).

Pessoas que se suicidaram e haviam passado pela traumatica experiéncia de abuso na
infancia apresentaram reducdo significativa na expressdo total de receptores de
glicocorticoides no hipocampo quando comparados com vitimas de suicidio ndo abusadas e,
com os controles (MCGOWAN et al., 2009). Corroborando com os estudos em roedores que
demonstram uma forte associacdo entre a adversidade ambiental no inicio da vida e alteragoes
epigenéticas em resposta ao estresse (WEAVER et al., 2004; MCGOWAN et al., 2009;
TURECKI; MEANEY, 2014). Logo tdo cedo na primeira infancia é visto que bebés cujas
maes sdo deprimidas apresentam maiores niveis de cortisol quando comparados ao grupo
controle (MOTTA et al., 2005). Seguindo na mesma perspectiva outro estudo encontrou
resultados similares ao descrito acima em bebés cujas maes tinham afastamento emocional
intencional. Interessantemente os niveis de cortisol aumentavam quando exisistia afastamento
ndo intencional da mae (exemplo: depressdo materna) em relagdo ao filho. Na depressdo, a
auséncia emocional e o comportamento intrusivo da mae causam danos ao bebé favorecendo

situacdes de abuso ou negligéncia (MOTTA et al., 2005).

Em roedores, o ambiente € modulado pelos cuidados maternos, variagdes neste
ambiente, no inicio da vida, revelam alteracdes importantes e persistentes na expressao genes,
através dos mecanismos epigenéticos, incluindo alteracdo na metilacdo de DNA (TURECKI;

MEANEY, 2014). Nestes animais um comportamento materno importante para o
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desenvolvimento da prole é a frequéncia de lambidas (LG) e da posi¢do arqueada para
amamentacdo. Na idade adulta os filhotes de maes com alto padrdo de LG apresentam menor
comportamento de medo e resposta mais atenuadas ao estresse em comparagdo com a prole de

maes com baixo padrao de LG (WEAVER et al., 2004).

Em roedores o estresse no periodo gestacional induz a ansiedade e depressdao das
proles na idade adulta (DARNAUDERY; MACCARI, 2008). Da mesma forma estudos
experimentais demonstram que o trauma durante o periodo neonatal pode trazer mudangas no
comportamento materno, alterando, inclusive, comportamento dos filhotes na vida adulta em

relacdo a ansiedade.

Caracteristicas de um cuidado maternal imprevisivel e fragmentado ocorre em casos
de negligéncia e abuso. Da mesma forma, ambientes que simulam vulnerabilidade social, sdo
estressores para relacdo mde-filhote resultando em comportamento materno anormal. E
descrito na literatura um modelo experimental consistente que mimetiza situagdes de abuso e
negligéncia. Neste modelo a genitora estd presente, porém apresenta alteracdoes do
comportamento materno em relacao a prole devido a precariedade do material disponivel para
a confeccdo do ninho. Esse ambiente hostil e estressor impossibilita a mae de construir o
ninho reduzindo a qualidade geral dos seus cuidados com a prole (AVISHAI-ELINER et al.,
2001; IVY et al., 2008; DALLE MOLLE et al., 2012; BARAM et al., 2013; MACHADO et
al., 2013; MOLET et al., 2014). Como resultado esses animais apresentam comprometimento
da memoria, aumento de corticosterona basal, aumento do peso adrenal e diminui¢do dos
receptores de glicocorticoides (BRUNSON et al., 2005; MOLET et al., 2014). Contudo,
fémeas que passaram por esse trauma neonatal apresentam secre¢do de corticosterona
diferenciada (maior responsividade) em resposta ao estresse além de comportamento do tipo
ansioso vida adulta (MACHADO et al., 2013), também visto em machos (DALLE MOLLE et
al., 2012).

2.3  ANSIEDADE

A ansiedade é um estado emocional, acompanhado por mudancas fisiolégicas e
comportamentais, caracterizada por uma resposta generalizada para uma ameaga
desconhecida ou um conflito interno. Mudancas no padrdo de comportamento e ativacao

autondmica e neuroenddcrina sdo formas de adaptacdo e preparam o organismo para estresse
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futuros. No entanto quando essa forma de adaptacdo nio é bem sucedida a ansiedade pode
levar a dificuldade em lidar com desafios ou eventos estressantes do dia a dia (STEIMER,
2002, 2011). Eventos traumaticos, principalmente nos primeiros anos de vida, podem induzir
a transtornos de ansiedade e depressao (BARAM et al., 2013). Estudos tém demonstrado que
individuos que passaram por maus tratos e outros traumas, bem como criancas € adultos com
transtornos de humor e ansiedade apresentam uma resposta emocional elevada para eventos
didrios (MCLAUGHLIN et al., 2011). Em roedores, estudos demostram que o estresse no
inicio da vida leva a comportamento de ansiedade, depressao e dificuldades de aprendizado na

vida adulta (SHIKANALI et al., 2013).

Existe uma alta prevaléncia de transtornos de ansiedade em criancas e adolescentes
(NOLTE et al., 2011) sendo este, o transtorno psiquidtrico mais comum no mundo inteiro
afetando um quarto da populagdo em todas as faixas etdrias. Geralmente transtornos de
ansiedade sdo cronicos, além disso, estdo associados a desfechos prejudiciais a saide, como
mé qualidade de vida (GARIEPY ef al., 2010), depressio (NOLTE er al., 2011) e
mortalidade. (GARIEPY et al., 2010).

Fatores genéticos e ambientais parecem interagir para resultar em fendtipos de
transtornos de ansiedade, porém tem-se relacionado a influencia dos genes-ambiente de
acordo com a etapa de desenvolvimento do individuo, sendo o ambiente no inicio da vida o
fator de maior varidncia. Variagdes genéticas tém sido associadas com sensibilidade a
ansiedade, porém apenas na presenca de maus tratos na infancia. (NOLTE et al, 2011).
Assim o cuidado materno fragmentado leva a um comportamento do tipo ansioso na prole e
aumento da vulnerabilidade para comportamento depressivo em ratos logo apds o desmame

(BARAM et al., 2013).

Existem diferencas entre os géneros quanto a suceptibiidade a desenvolver doengas
mentais relacionadas ao estresse. As mulheres apresentam maior incidéncia para transtornos
de ansiedade e sdo duas vezes mais propensas a sofrer depresdo, em relacio aos homens

(FARRELL et al., 2013).

Em roedores estressados, na vida adulta, foi verificado efeitos na reducdo do
comportamento do tipo ansioso quando expostos a dieta palativel. (PECORARO et al., 2004;

TOMIYAMA et al., 2011). Alem disso, ratos machos alimentados, mesmo que por periodos
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curtos, com dieta rica em gordura apresentam menor comportamento do tipo ansioso no teste

de labirinto em cruz elevado (PRASAD; PRASAD, 1996).

24  OBESIDADE E ALIMENTOS CONFORTANTES “COMFORT FOOD”

Nas dltimas décadas os paises assistiram mudancgas no perfil nutricional da populagdo,
que passou da desnutri¢cdo para obesidade, considerada entre as principais causas de morte
evitdvel em todo o mundo (GENNE-BACON, 2014). O constante aumento de peso tem sido
fator de risco para o desenvolvimento de inimeras doengas cronicas nao transmissiveis, com
reducdo da qualidade de vida e mortalidade precoce (GESTA et al., 2007; KNECHT et al.,
2008; GENNE—BACON, 2014). Nesse contexto, ainda no final da década de 90, a
Organizagdo Mundial da Sadde declarou formalmente a obesidade como uma epidemia

mundial (CABALLERO, 2007).

Uma das abordagens utilizadas para diminuir a desnutricdo no século 20 foi o
aumento de energia por meio da adi¢do de acticar e gordura na dieta habitual (CABALLERO,
2007). Contudo hoje o consumo de energia proveniente de alimentos ricos nestes
macronutrientes t€ém sido um dos principais contribuintes para ganho de peso e consequente
obesidade. (COLMAN et al., 2015). Além dos fatores ambientais, isto €, consumo excessivo
de alimentos com alta densidade calérica e aumento da inatividade fisica (CABALLERO,
2007) contribuem também para a etiologia da obesidade os polimorfismos genéticos
(GENNE—BACON, 2014), baixo peso ao nascer, (GENNE—BACON, 2014) e estresse no
inicio da vida (D’ ARGENIO et al., 2009).

Dados recentes da Organizacdo Mundial da saide mostram que cerca de, 13% da
populacdo mundial adulta foram classificados como obesos, no ano de 2014. De acordo com
as estimativas a obesidade em todo o mundo mais que dobrou de 1980 a 2014. No Brasil a
obesidade também € um importante problema de saide publica, segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia, de acordo com a dltima POF (Pesquisa de Or¢amentos Familiares — 2008/2009)
40,6% da populacdo brasileira estd acima do peso. E, dentro deste grupo, 10,5 milhdes sao
obesos (OMS 2015 e IBGE). Politicas de satde e diretrizes médicas abordam uma mudanga
no estilo de vida, para controle no avanco da obesidade, que consiste em reducao da ingestao
de calorias e aumento da atividade fisica. Porém estratégias como estas parecem nao

funcionar com todos os individuos. (GENNE—BACON, 2014).
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Estudos tém mostrado uma associagdo significativa entre experiéncias estressantes nos
primeiros anos de vida e o desenvolvimento de obesidade na vida adulta (ALVAREZ et al.,
2007; D’ARGENIO et al., 2009). Uma pesquisa realizada na Califérnia com 13.379 mulheres
acima de 18 anos encontrou uma correlacdo positiva entre exposi¢do ao abuso (fisico ou
sexual) no inicio da vida e propensdo obesidade (ALVAREZ et al., 2007). Outro estudo com
obesos candidatos a cirurgia baridtrica encontrou resultado positivo para trauma no inicio da
vida e aumento do risco de obesidade em comparacdo com o grupo controle e obesos que nao
passaram pelo trauma. Neste mesmo estudo quando realizada uma nova andlise com exclusao
de participantes que sofreram abuso fisico ou sexual, os resultados ndo se alteraram,
demonstrando que mesmo estressores emocionais menos graves no inicio da vida estdo

associados ao maior risco de obesidade na vida adulta (D’ ARGENIO et al., 2009).

O etresse cronico e os efeitos dos glicocorticéides no organismo induzem uma
preferéncia por alimentos “comfort food’. Roedores machos que foram expostos ao estresse
crOnico, apresentaram maior preferéncia por alimentos confortantes (PECORARO et al.,
2004). “Comfort foods” sao alimentos ricos em agucar e gordura considerados gratificantes e
consumidos como medida de conforto para aliviar sintomas do estresse. (PECORARO et al.,
2004; DALLMAN, 2010). A preferéncia no consumo de alimentos confortantes independe do
apetite e ingestdo total de calorias (SILVEIRA er al, 2006; DALLMAN, 2010) sendo
percebido como forma de diminuir os niveis de estresse, o que reforca o comportamento
alimentar. (DALLMAN, 2010). Além disso, a ingestdo destes alimentos confere sensagdes
prazerosas (SILVEIRA et al, 2006) promovendo o consumo destes alimentos além das
exigéncias homeostaticas. Isso infere o motivo pelo qual, o comportamento no consumo de
alimentos palatdveis, assemelha-se ao comportamento de toxicodependéncia (MURRAY et

al., 2014; COLMAN et al., 2015).

Durante o estresse, niveis elevados de glicocorticdides promovem mudangas
metabodlicas que levam a utilizacdo de reservas energéticas, além de estimular a secrecdo de
insulina. Isso favorece uma redistribuicao das reservas corporais de energia, (DALLMAN et
al., 2003) promovendo a adiposidade abdominal (DALLMAN, 2010). Trabalhos abordam
que a secre¢cdo dos glicocorticoides favorece o consumo de alimentos densos em energia,
além de contribuir para deposicdo de gordura visceral, promovendo uma obesidade central
(TOMIYAMA et al., 2011). Roedores que apresentam respostas cronicas ao estresse, apos
consumo de dieta rica em agucar e gordura demonstram maior deposi¢do gordura mesentérica

e menor expressao CRH no nicleo paraventricular, além de menores niveis de corticosterona
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(TOMIYAMA et al., 2011). Dessa forma, sinais provenientes deste estado energético podem
servir como um sinal de retroalimentacdo negativa diminuindo a acdo do eixo HPA

(DALLMAN, 2010).

A reducdo da atividade do eixo HPA induzido por alimentos confortantes assemelha-
se & resposta de retroalimentagdo dos glicocorticoides sobre este eixo, dessa forma, os
roedores utilizariam os alimentos palatdveis como “remédio” para regular as respostas ao

estresse (PECORARO et al., 2004; TOMIYAMA et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

No modelo de trauma neonatal (diminui¢do do material disponivel para a constru¢ao
do ninho) foram vistas alteragdes neuroenddcrinas que culminam com maiores niveis de
corticosterona em roedores em resposta ao estresse. Além disso, esses animais na vida adulta
apresentam comportamento do tipo ansioso e preferem alimento do tipo “comfort food”. Tem-
se demonstrado na literatura em diferentes modelos animais uma relagc@o entre o estresse na
vida adulta, niveis de cortisol, o consumo de “comfort food” e o acimulo de gordura
abdominal. Contudo, poucos exploram o modelo de trauma neonatal nesse contexto. No
entanto, nio se sabe se 0 uso cronico de “comfort food’ é capaz de reverter os sintomas de
ansiedade e reduzir os niveis de corticosterona em roedores machos submetidos ao trauma

precoce. Desse modo, torna-se relevante explorar tal questdo de pesquisa.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se o uso cronico de “comfort food” em machos submetidos ambiente
perinatal hostil (redu¢dao do material disponivel para confeccionar o ninho) é capaz de reveter
comportamento do tipo ansioso na vida adulta, assim como induzir menores niveis de

corticosterona.

42  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliacio do comportamento maternal entre as genitoras dos grupos controle e

intervencao.
e Avaliar o consumo alimentar das racdes regular e palatavel ao longo da vida.

e Avaliacio do comportamento do tipo ansioso apds a exposicdo cronica a dieta

palatdvel, 7 semanas, através do teste labirinto em cruz elevada.

e Avaliar a resposta hormonal (corticosterona), apds a exposicdo crOnica a dieta

palatdvel, ao teste de estresse por contengao de movimentos.

e Mensurar o acimulo de gordura abdominal (gonadal e retroperitoneal).
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5 METODOLOGIA

5.1 ESTUDO EXPERIMENTAL

5.1.1 Animais

Ratas Wistar nuliparas, provenientes da Unidade de Experimentagdo Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA) foram acasaladas nesse local e
permaneceram em caixas-moradia padrao da UEA. A partir do sétimo dia gestacional os
animais foram alocadas em caixas-moradia individuais, especialmente desenvolvidas para
este modelo animal, medindo 40cm x 40cm x 30cm, com assoalho de malha metalica (Icm x
Icm) que permitisse apenas a passagem das fezes e urina para um coletor localizado na parte
inferior da caixa. As fémeas foram mantidas nessas caixas-moradias com o assoalho recoberto
com maravalha e em um ambiente controlado: ciclo claro/escuro de 10/14horas (luzes
acendiam as 9h e apagavam as 19h), temperatura de 22 + 2° C, dgua e comida ad libitum. A
limpeza das caixas-moradia foi realizada uma vez por semana. O dia do nascimento dos
filhotes foi considerado o Dia 0. No dia 2, as fémeas e suas ninhadas foram randomizadas
para dois grupos, controle e intervencdo. No dia 10, as fémeas e seus filhotes foram
removidos para uma caixa-moradia padrao, medindo 46cm x 31cm x 16cm, com o assoalho
recoberto com maravalha e mantidos no mesmo ambiente controlado conforme citado acima.
No dia 21 de vida, os filhotes foram desmamados e separados por sexo, em trés por caixa-
moradia, e mantidos em um ambiente controlado: ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes
acendiam as 7h e apagavam as 19h), temperatura de 22 + 2° C, 4gua e comida ad libitum. As
fémeas foram destinadas a outro projeto (nimero 130424) e neste trabalho foram utilizados

somente 0s machos.

Foram utilizadas no total 14 ninhadas, sendo os filhotes distribuidos para diferentes
experimentos, conforme a figura 1. O tamanho da ninhada variou de 4 a 13, mas a média do
nimero de filhotes ndo foi diferente entre os grupos (médiaxDP — controle: 9,14+£2.,60 e
interven¢do: 9,85+£2,19, p=0,589), sendo esta varidvel utilizada como co-varidvel em
determinadas andlises (ver “Andlises Estatisticas”). As 14 ninhadas utilizadas para a

observacao do cuidado materno foram divididas em duas coortes e, ao comparar oOS
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componentes do cuidado materno entre as duas, ndo foram observadas diferencas estatisticas

significativas.
14 ninhadas
Avaliacao do cuidadomatemno
9 ninhadas < > 5 ninhadas
Filhotes Filhotes
Machos (n=27)" Machos (n=17)"
Machos (n=9)" Machos (n=9)"*
Fémeas (n=42)" Fémeas (n=29)*
Exposicédoadieta
palatavel
Teste Plus Maze
Estressepor
contencdo
movimentos
Coleta detecidos

* Destinados a outro projeto *ltilizados neste projeto

Figura 2- Esquema mostrando a distribuicio das ninhadas nos diferentes experimentos

realizados.

Ao completarem 60 dias de vida os roedores machos (controle e intervengao)
passaram a receber a opcao de novas dietas, regular epalatdvel e dgua ad libitum. Ambos os
grupos receberam ragdes novas as quais nao estavam acostumados até o fim da vida, portanto
mesmo a ragdo regular era diferente da racdo padrdao consumida pelos animais até entdo. Isso
foi feito para que todos os animais enfrentassem os efeitos da neofobia alimentar e portanto,
esse viés pudesse ser diluido entre os diferentes grupos experimentais. Apds sete semanas de
tratamento, cada animal foi submetido ao teste de comportamento labirinto em cruz elevado,
ao teste de estresse por contengdo de movimento. Os testes foram realizados em salas

comportamentais aclimatadas na UEA.
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Figura 3 - Desenho experimental.

5.1.2 Grupos Neonatal

Grupo intervencdo (ambiente neonatal hostil): seguindo os procedimentos descritos
por Ivy et al. (2008), o grupo intervengdo teve restricao do material para a confec¢ao do ninho
apartir da terceira semana de gestacdo, quando inicia o comportamento de constru¢do do
ninho até o dia 9 pds-natal. A restricdo consistiu em remover a maravalha da caixa-moradia,
no dia 2, sem tocar nos animais, e oferecer um total de apenas 2000 cm3 de papel toalha para
a confeccdo de um ninho rudimentar neste periodo. A urina e as fezes dos animais se
depositavam no coletor localizado na parte inferior da caixa, e o assoalho de malha metélica
era, geralmente, conservado limpo pela genitora. Todas as ninhadas foram mantidas sem troca

do papel toalha do dia 2 ao dia 9.

Grupo controle: no grupo controle as genitoras tiveram a sua disposi¢ao quantidade
suficiente de maravalha para a construcdo do ninho (aproximadamente 7200 cm3). Todas as
ninhadas foram mantidas com este volume de maravalha, sem troca de caixa-moradia do dia 2

aodia 9.
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Figura 5 - Grupo intervencao neonatal. Fonte: Machado 2012.

5.1.3 Observacoes do cuidado materno

Os procedimentos de avaliacdo do cuidado materno ocorreram na unidade de
experimentacdo animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) por
integrantes do Grupo DOHAD.

Seguindo os procedimentos descritos por (CHAMPAGNE et al, 2003) o
comportamento materno de cada genitora foi observado diariamente em cinco periodos, de 72
minutos cada, do dia 1 ao dia 9 pds-natal, por vdrios observadores do nosso grupo de

pesquisa, treinados através de observacdes supervisionadas repetidas. Além disso, foi
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realizada a supervisdo da andlise didria das planilhas, onde os dados eram registrados, por
observador experiente do nosso grupo de pesquisa. As observacdes ocorriam sempre hos
mesmos hordrios, sendo trés periodos durante a fase clara (10h, 13h, 17h) e dois periodos
durante a fase escura (07h e 20h). Em cada periodo de observacdo, o comportamento da
genitora foi registrado a cada trés minutos (25 observagdes/dia x 5 periodos/dia = 125
observacgdes/genitora/dia), sendo que o observador registrava o comportamento que estava
acontecendo no instante em que ele olhava para os animais (ou seja, como se o observador
tirasse uma fotografia do que estava acontecendo exatamente no instante da observagao). Os

seguintes comportamentos maternais foram registrados:

a) Genitora em contato com os filhotes — no minimo 3 filhotes.
b) Genitora fora do ninho.

¢) Genitora amamentando os filhotes, conforme a posicdo do dorso arqueado: (1),
(2), (3) ou (4); sendo a posi¢do (1) a menos arqueada e a posicdo (4) a mais

arqueada.

d) Genitora amamentando os filhotes de forma passiva, ou seja, quando ela estd

deitada de costas ou de lado ao amamentar.
e) Genitora lambendo (licking and grooming ou LG) qualquer filhote.

As varidveis de cuidado materno utilizadas neste trabalho foram a avaliacdo das

posturas de amamentacao e a freqii€ncia de lambidas.

Os escores de cada comportamento foram calculados, dividindo a frequéncia do
comportamento pelo nimero total de observacdes utilizando uma planilha de Microsoft

Excel®.

As posturas de amamentacao sdo classificadas conforme a posicao do dorso arqueado.
Na posi¢do 4, a genitora estd imdvel e numa postura de alto arqueamento dorsal, apoiada por
patas dianteiras e traseiras rigidas e a cabeca baixa, com o tronco e membros simétricos
bilateralmente. A maioria ou todos os filhotes estdo sendo amamentados. As posi¢des 3 e 2
sd0 posturas progressivamente menos intensas da posicdo 4 (ver figura 5); nesses casos, a
genitora estd sobre os filhotes, relativamente imével, membros colocados de forma simétrica

bilateralmente, com a cabega na posicao de repouso (ndo baixa) numa postura de arqueamento
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dorsal baixo apoiada por patas dianteiras e traseiras rigidas (posicdo 3) ou numa postura de
arqueamento dorsal baixo apoiada por patas dianteiras ou traseiras rigidas (posi¢do 2). Na
posicdo 1, a genitora se coloca sobre os filhotes sem arqueamento dorsal com pouco ou
nenhum apoio de membros. Na posicdo passiva, a genitora estd amamentando um ou mais
filhotes deitada com o ventre para cima ou de lado (LONSTEIN et al., 1998; PRYCE et al.,
2001).

A freqii€éncia de lambidas € avaliada por anotar o nimero de vezes que a genitora
encontra-se lambendo um ou mais filhotes durante a observacdao do cuidado materno. As
lambidas podem acontecer de forma concomitante a outros comportamentos como a

amamentacgao.

Figura 6 - Posturas de amamentacio. A linha representa o ventre da genitora visto lateralmente,
e os circulos representam os filhotes A) postura 4; B) postura 3; C) postura 2; D) postura 1 e E)

postura passiva.

Fonte: Machado 2012.

514 Avaliacao do ganho de peso corporal

O peso corporal foi avaliado uma vez por semana, no dia dos testes e no dia da

eutandsia utilizando uma balanca da marca Marte® com precisao de 0,01g.



29
5.1.5 Subdivisao dos grupos neonatais em diferentes dietas

Ap6s completar 60 dias de vida, os grupos neonatais (controle e intervengdo) foram

subdivididos em:
a) Controle com dieta regular + dieta palatdvel (rica em gordura e agtcar)
b) Intervencdo com dieta regular + dieta palatdvel (rica em gordura e agucar).

Os grupos receberam ragdes novas as quais ndo estavam acostumados durante 7
semanas, portanto mesmo a ra¢do regular era diferente da racdo padrdo consumida pelos
animais até entdo. A composi¢do da ragdo regular era: 22% proteina, 4% de gordura, 60%
carboidrato, 3,64Kcal/g; a dieta palatdvel consistia em 14% de proteina, 34% de gordura,
30,2% de carboidrato (sendo 20% em sacarose); 4,82Kcal/g. Ambas as dietas foram
produzidas pelo laboratério Prag Solug¢des Biociéncias® (Sao Paulo, Brasil), visando

minimizar possiveis vieses. O consumo foi avaliado semanalmente.

5.1.6 Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado € especifico para avaliar comportamento do tipo
ansioso. No dia do teste os animais foram transferidos para a sala observacional, iluminada
com luz vermelha, 30 min antes do inicio do teste para que houvesse habituacdo ao local. Os
testes ocorreram entre 14 e 16h. O labirinto em cruz elevado consiste em um aparato de
madeira elevado do solo a 50cm, formado por dois bracos opostos abertos (50x10cm) e dois
bracos opostos fechados sem cobertura (50x10x40cm) e um quadrado central aberto
(10x10cm). Antes de cada animal ser colocado no aparato o local foi higienizado com dlcool
70%. No momento do teste o animal foi colocado no quadrado central do labirinto, com a
cabeca voltada para um dos bracos abertos, e deixado no aparato por 5 minutos. Sendo
filmado initerruptamente durante este periodo. Um observador analisou as filmagens
utilizando o programa Plus MZ. A frequéncia de entrada e o tempo de permanéncia do roedor
em cada tipo de braco foram analisados, assim como o numero de mergulhos com a cabeca. E
tendéncia natural do animal explorar o ambiente, acdo que denota estado de tranquilidade.
Quanto maiores os niveis de ansiedade, maior o percentual de entrada e tempo gasto nos
bracos fechados. Além disso, menos frequentes sdo comportamentos de mobilidade como

mergulhos com a cabeca (MORATO, 2006; PIRES et al., 2012).
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5.1.7 Estresse por contenciao de movimento

O estresse por contengdo de movido foi realizado por coloca¢do do animal em um
tubo plastico incapacitando-o de se mover por 20 min. Um orificio frontal foi deixado
permittindo a respiracdo do animal. Amostras de sangue foram extraidas da ponta da cauda
dos animais, por meio de um corte de 3 mm com bisturi. O sangue foi coletado nos tempos:
TO’, anterior & imobilizagao do animal, T20’, 40°, 60’ e 90°’. Ao final do teste o sangue foi
centrifugado por 15 minutos a S000RCF a 4°C. O sobrenadante correspondente ao soro foi
distribuido em microtubos, e levado ao freezer -80°C, onde permaneceram até o dia das

andlises de corticosterona (ELY et al., 1997).

5.1.8 Coleta de material biolégico

Os animais foram decaptados apds jejum de 4h com aproximadamente 120 dias. O
sangue do tronco foi coletado em tubos e as amostras, centrifugadas e o plasma separado e
armazenado a -80°C. As duas maiores por¢des de gordura abdominal (gonadal e
retroperitoneal) foram dissecadas por 2 pesquisadores treinados e pesadas, usando uma
balanca da marca Marte® com precisdo de 0,01g. Os resultados da quantidade de gordura

abdominal foram calculados como percentual do peso corporal.

5.1.9 Analise Bioquimicas

A corticosterona foi avaliada por ELISA, usando os kits comerciais Corticosterone
EIA Kit Enzo Life Sciences Int’l Inc., Plymouth Meeting, PA, USA, seguindo as instrucdes
dos fabricantes. As determinacdes de corticosterona foram realizadas na Unidade de Anélises

Moleculares e de Proteinas (UAMP) no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

52  ANALISES ESTATISTICAS
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Todos os dados coletados foram digitados e analisados no programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versdao 18.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago,
EUA). ANOVA de uma via foi utilizada para o cuidado materno e a andlise do percentual de
gordura abdominal (ambos usando como fator o grupo neonatal ajustando para o tamanho da
ninhada) e também para o peso das adrenais utilizando o peso corporal como co-varidvel. A
ANOVA de medidas repetidas, (peso corporal antes e depois das dietas, consumo de dieta
regular e padrao) foram utilizadas utilizando como co-varidvel o tamanho da ninhada usando
grupo neonatal como fator e ajustado pelo tamanho da ninhada quando necessdrio (isto é,
quando essas co-varidveis afetavam significativamente o desfecho nos resultados de anélises
preliminares). Utilizou-se o Teste t de Student para avaliacdo para avaliacdo comportamental
no teste labirinto em cruz elevado. A andlise por Equag¢des de Estimacdo Generalizadas
(GEE) foi usada para a resposta hormonal ao estresse agudo (corticosterona). Em todas as

andlises foi considerado o nivel de significancia de 5%.

53  ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos realizados com animais foram aprovados em seus aspectos
éticos e metodolégicos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Grupo de
Pesquisa e P6s-Graduacio do HCPA (GPPG/HCPA) (nimero do protocolo dos projetos
130424 e 140168). Os procedimentos foram realizados de acordo com o Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (2011) e de acordo com as consideragdes estabelecidas pela
Sociedade Brasileira da Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e pela Lei
Arouca (Lei no 11.794 de 8 de outubro de 2008).

Os pesquisadores fizeram uso de jaleco, luvas, toucas e pro-pés durante a permanéncia

na Unidade de Experimentacdo Animal, onde o projeto foi desenvolvido.

5.4  DESCARTE DE RESIDUOS

O manuseio e o descarte de solventes e reagentes foram realizados conforme as rotinas
do Hospital de Clinicas. O descarte dos animais também seguiu a rotina do HCPA: apds a
morte dos animais por decapitacdo, as carcacas foram acondicionadas em sacos pldsticos de
cor branca, proprios para descarte, e armazenadas em freezer a — 18°C. Em seguida o material

foi descartado de acordo com o procedimento padrao da UEA.
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6 RESULTADOS

6.1 GRUPO CONTROLE E INTERVENCAO

6.1.1 Cuidado materno

As genitoras do grupo intervencdo apresentaram uma menor média de LG comparadas
as controles [F (1, 11)=7,421, p=0,020], ficaram maior tempo em contato com a prole [F (I,
11)=8,902, p=0,012] e apresentaram comportamento de deixar os filhotes agrupados [F (1,
11)=11,150, p=0,007]. Porém, passaram menos tempo amamentando [F (1, 11)=11,490,
p=0,006] e ficaram maior tempo na posi¢ao 1 e 2 [F (1, 11)=4,840, p=0,050], consideradas
posturas menos eficazes, porém, ndao houve diferenca estatisticamente significativa entre as
posicoes 3 e 4 [F (1, 11)=1,480, p=0,249] e a posicdo passiva [F (1, 11)=4,093, p=0,068],
(tabela 1) .

Tabela 1- Comparacio entre as médias das variaveis relacionadas com o cuidado materno.

Controle
Variaveis Intervencao (n=7) Valor p
(n=7)

LG 20,113+1,31 15,264+4,26 0,020*
Amamentacdo Total 49,23+15,24 35,50+8,84 0,006%*
Posi¢dao de amamentagdo 1 8,78+2,02 13,52+4,00 0,022*
Posi¢do de amamentagdo 1 e 2 25,60+4,27 32,99+7,28 0,050%*
Posi¢ao de amamentagdo 3 e 4 10,92+1,86 9,29+3.42 0,249
Posigao de amamentagdo 4,3342,27 2,48+1,58 0,068
passiva

Contato Puro 5,19+0,87 7,20+1,74 0,012*
Filhotes separados 17,16+12,28 4,26+5,83 0,007*

ANOVA de uma via; usando como co-variavel o tamanho da ninhada; valores expressos em
média = DP; *p<0,05.
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6.1.2 Peso corporal ao longo das primeiras 6 semanas ap6s o desmame

A ANOVA de medidas repetidas, considerando 6 semanas apds o desmame (antes do
inicio da dieta), utilizando como co-varidvel o tamanho da ninhada, demonstrou que houve
efeito do isolado do tempo [F (5, 75)=52,137 p<0,0001], mostrando que os animais ganharam
peso ao longo das semanas, assim como efeito isolado do tamanho da ninhada [F (1,
15)=12,573 p=0,003]. Houve interacdo entre o tempo e o tamanho da ninhada [F(5,
75)=2,612, p=0,031]. Nao foi encontrada interacdo entre tempo e grupo neonatal, [F(5, 75)=
0, 236, p=0,945], ndo existindo diferenca significativa no ganho de peso entre os grupos

controle e intervencao ao longo do tempo. Figura 8.

Peso corporal antes do inicio da dieta
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Figura 7 - Peso corporal, ao longo de 6 semanas, apés o desmame, nos machos (n=8), machos
intervencdo (n=10). Dados expressos em média + EP . ANOVA de medidas repetidas nao
mostrou interacao entre tempo e grupo neonatal (p=0,945), somente efeito isolado do tempo.

6.1.3 Peso Corporal ao longo de 7 semanas de dieta

A ANOVA de medidas repetidas, ao longo de sete semanas com as novas dietas,
demostrou que somente houve efeito isolado do tempo [F(6, 96)=18,519, p< 0,0001],
mostrando que os animais ganharam peso ao longo das semanas. Nao houve interagao entre

tempo e grupo neonatal [F(6, 96) =1,854, p=0,097], sem outros efeitos (figura 9).
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Figura 8 - Peso corporal, usando tamanho da ninhada como co-variavel, ao longo de 7 semanas
de dieta nos machos controle (n=8), e intervencio (n=10). Dados expressos em média + EP. A
ANOVA de medidas repetidas demonstrou e efeito isolado do tempo (p<0,0001).

6.1.4 Gordura abdominal

A andlise de gordura abdominal como percentual do peso corporal, através da
ANOVA de uma via, utilizando o tamanho da ninhada como co-varidvel, mostrou diferenca
estatistica entre os grupos. Observou-se o efeito do grupo neonatal, tanto sobre a gordura
retroperitoneal [F(1, 15) =5,306, p=0,036], quanto na gordura gonadal [F(1, 15) =7,007
p=0,018] e, consequentemente no total de gordura abdominal [F(1, 15) =7,214, p=0,017].
Sendo maior o percentual de gordura abdominal no grupo interven¢do. Conforme

representado na tabela 2.
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Tabela 2 - Percentual de gordura abdominal nos machos, conforme

grupo neonatal.

Variavel Controle Intervencio Valor do
(%) (n=8) (n=10) P
RetroP 1,174£0,13 2,18+0,12 0,036*
Gonadal 1,65+0,11 1,95+0,15 0,018*
Abd. Total 2,82+0,24 4,13+0,27 0,017*

ANOVA de uma via usando como co-variavel o tamanho da ninhada, valores expressos em
média + EP; * diferencas estatisticas (p< 0.005). RetroP: retroperitoneal; Abd. Total: abdominal
total.

6.1.5 Teste labirinto em cruz elevado

O Teste t de Student n@o mostrou interacdo entre os grupos nas variaveis tempo de
permanéncia nos bragos abertos [F(15, 26) =0,344, p=0,333], frequéncia de entrada nos
bracos abertos [F(15, 1,42) =0,952, p=0, 287], e tempo de permanéncia nos bracos fechados
[F(15, 21,94) =0,2043, p=0,377]. Contudo observou se uma tendéncia de maior frequéncia de
entrada nos bragos fechados no grupo intervencao [F(15, 1,0) =4,116, p=0,056]. Nao houve
diferenca signitificativas no comportamento do tipo ansioso entre os grupos intervenciao e

controle (tabela 3).
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Tabela 3 - Variaveis analisadas no teste do labirinto em cruz elevado, conforme o grupo

neonatal.

Controle Intervencao
Variavel Valor do p
(n=9) (n=19)

tempBA 45,51+49,06 71,87+£58,49 0,333
tempBF 189,1+42.45 169,1+47,40 0,377
freqBA 2,74+2,37 4,3343,35 0,284
freqBF 7,25+1,16 9,44+2.78 0,056
freqM 12,5+6,96 16,67+8,26 0,282

Teste T; valores expressos em média + DP, * diferenca estatistica significativa (p<0,05).tempBA:
tempo de permanéncia no bracgo aberto (s); tempBF: tempo de permanéncia no braco fechado
(s); freqBA: nimero de entradas no braco aberto; freqBF: nimero de entradas no braco

fechado; freqM: freqiiéncia do comportamento de mergulhar

6.1.6 Consumo de racio padrao ao longo das 7 semanas

ANOVA de medidas repetidas, considerando sete semanas de acompanhamento do

consumo de ra¢do padrdo, demonstrou que houve efeito isolado do tempo [F(6, 132) =6132,

p<0,0001]. Nao houve interacdo entre o tempo e o grupo neonatal [(F6, 132) =0,844,

p=0,539]. Mostrando que ndo houve diferencas significativas entre os grupos controle e

intervencdo no consumo de ra¢ao padrao ( Figura 10).
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Figura 9 - Consumo de racdo padrao ao longo de 7 semanas. ANOVA de medidas repetidas
demonstrou que nio houve interacao entre tempo e grupo neonatal (p=0,539) somente efeito
isolado do tempo p<0,0001.Grupos controle (n= 3 caixas) intervencao (n=3 caixas). Valores
expressos em média + EP.

6.1.7 Consumo de palatavel ao longo das 7 semanas.

ANOVA de medidas repetidas, considerando sete semanas de acompanhamento do
consumo de racdo palativel, demonstrou que houve efeito do tempo [F(6, 24) =2,996,
p=0,02], e nem interacdo entre o tempo e o grupo neonatal [(F6, 24) =1,038, p=0,426].
Mostrando que ndo houve diferencgas significativas entre os grupos controle e intervencao no

consumo de racao palatavel. (Figurall)
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Figura 10 - Consumo dieta palatavel ao longo de 7 semanas. ANOVA de medidas repetidas
demostrou efeito isolado do tempo p=0,025 sem interacio entre grupo neonatal e tempo p=0,426.
Grupos controle (n=3 caixas) e intervencio (n= 3 caixas). Valores expressos em média + EP.
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6.1.8 Peso das adrenais.

ANOVA de uma via usando o peso corporal como co-varidvel ndo demostrou nao
houve diferencas estatisticas no peso medio das adrenas entre os grupos intervencdo e

controle. [(F15, 0,007) = 3,385, p=0,86] ( Figura 12).
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Figura 11 - Peso das adrenais. ANOVA de uma via usando o peso corporal como co-
variavel; valores expressos em média + EP; nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, p=0,086.

6.1.9 Curva de corticosterona em resposta ao estresse por cotencao de movimento.

Em andlise da curva de corticosterona em resposta ao estresse por restricio de
movimentos usando Equacdes de Estimacdo Generalizadas (GEE) os resultados mostraram
que ndao houve interacdo entre o grupo neonatal e o tempo nos niveis periféricos de
corticosterona em resposta ao estresse [GEE, 2, 778: 4, p=0,596. Nao houve efeito isolado do
grupo neonatal [GEE, 0, 959: 1, p=0,327] nem efeito isolado do tempo [GEE, 13, 534; 4,
p=0,009] (figura 13).
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Figura 12 - Curva de corticosterona em resposta ao estresse por restricio de movimentos nos
machos controles (n= 8) e machos intervencio ( n=10). O periodo de exposicio ao estresse por
restricio de movimentos conpreende o intervado de tempo ( TO0” ao T. 20”). Dados espressos em
média + EP; Teste A analise por Equacoes de Estimacao Generalizadas demonstrou que nao
houve diferencas significativas entre os grupos, p=0, 327.
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7 DISCUSSAO

Os principais achados do presente trabalho consistiram em: (1) menor frequéncia de
LG e (2) maior tempo das genitoras do grupo intervencao em postura de amamentacao de
menor qualidade, (3) peso corporal equivalente entre os grupos antes das dietas. Apds o uso
cronico das dietas houve (4) maior acimulo de gordural abdominal (retroperitoneal e gonadal)
no grupo intervencdo, contudo, (5) sem diferenca no peso corporal ao longo de sete semanas,
(6) no consumo de ragdes, (7) no comportamento do tipo ansioso, (8) no peso das adrenais (9)

e nos niveis de corticosterona em resposta ao estresse.

Em relacdo ao cuidado materno, as genitoras do grupo interven¢do passaram mais
tempo em contato com a prole, porém com menor comportamento de lambidas (LG-licking
and grooming) € maior tempo em posturas de amamentagdo menos arqueadas (de baixa
qualidade), mas sem diferenca nas posturas mais arqueadas (maior qualidade). Este resultado
corrobora com outros estudos que utilizam o mesmo modelo animal (IVY er al, 2008;
DALLE MOLLE et al., 2012; MACHADO et al., 2013). A natureza do roedor de lamber seus
filhotes durante os primeiros 10 dias leva ao desenvolvimento das respostas neuroenddcrinas
ao estresse, resultando em redugdo plasmaética de corticosterona, menores niveis de CRH e de
respostas ao estresse agudo (LIU er al., 1997). Nesse periodo a prole apresenta atividade do
eixo HPA diminuida, sendo conhecido na literatura por ser um periodo caracteristico de
hiporresponsividade (LIU et al., 1997; PARFITT et al., 2004). Contudo altera¢des no cuidado
maternal seriam capazes de superar essa fase de hiporresponsividade na prole, aumentando os
niveis enddgenos de resposta ao estresse (PLOTSKY et al., 2005; RICE et al., 2008;
MORICEAUI et al., 2012). Dessa forma, o ato da genitora lamber os filhotes tem sido
implicado na reducdo de respostas ao estresse nos filhotes (PARFITT et al., 2004; IVY et al.,
2008; BARAM et al., 2013). Contudo, no modelo utilizado neste trabalho a mdie esta
presente, porém, o cuidado oferecido a prole € diferente do que seria considerado “normal”. O
comportamento maternal apresenta naturalmente variabilidade, que € expressa especialmente
através do ato de lamber os filhotes (LG) regulando o desenvolvimento enddcrino, emocional
e de resposta ao estresse (CHAMPAGNE et al., 2003). Filhos de mae altamente cuidadoras
apresentam menores niveis de corticosterona em situagdes de estresse quando, comparadas a
filhotes de maes menos cuidadosas (menor LG) (LIU et al, 1997). As maies altamente
cuidadoras beneficiam seu filhote, realizando lambidas com maior frequéncia e isso leva a
alteracdes epigenéticas que culminam com maior esxpressao de receptores de glicocorticoides

no hipocampo (MEANEY et al., 2000; WEAVER et al., 2004). E demonstrado na literatura,
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através deste mesmo modelo neonatal de trauma, que as maes do grupo intervencao
apresentam comportamento do tipo ansioso, niveis elevados de corticosterona € maior
tamanho das adrenais, sugerindo que a alteracdo do material para construir o ninho (situacao
adversa) leva a estresse materno e diminui¢do da habilidade de exercer um comportamento
materno padrao (IVY et al., 2008). Seguindo esse mesmo protocolo € visto que quanto maior
a restricao do material para confeccionar o ninho, maior a fragmentacdo da interagdo materna
e maiores niveis de corticosterona no plasma dos filhotes aos 9 dias p6s natal. Além disso, foi
encontrada uma redugdo de 75% na expressao de CRH no hipotdlamo dos grupos intervencao
comparado aos controles. Esses resultados também foram encontrados em animais na vida

adulta. (AVISHAI-ELINER et al., 2001; RICE et al., 2008).

Com relacdo ao comportamento do tipo ansioso, no presente trabalho ndo foram
encontradas diferencgas neste tipo de comportamento entre os grupos apos 0 consumo cronico
de dieta palatdvel. Estudos demonstram que a exposi¢cdo a dieta palatdvel reduz a ansiedade
no labirinto em cruz elevado (PRASAD; PRASAD, 1996). Anteriormente, em estudo com
modelo neonatal de trauma precoce, foi visto que tanto machos quanto fémeas apresentam
esse comportamento em diferentes testes comportamentais (DALLE MOLLE et al., 2012;
MACHADQO et al., 2013). Porém, no presente trabalho, a diferenca que existia passa a ndo

existir mais.

A exposicao precoce ao estresse e os cuidados maternos de baixa qualidade estdo
associados ao desenvolvimento de comportamento do tipo ansioso, em humanos e roedores
(DALLE MOLLE et al., 2012; BARAM et al., 2013; CHOCYK et al., 2013; MASIS-
CALVO et al., 2013). Utilizando o modelo animal de restri¢do de material para confec¢ao do
ninho, estudos encontraram um comportamento ansiogénico em machos e fémeas adultos do
grupo intervengao no teste labirinto em cruz elevado, cujo animal ansioso tem comportamento
menos exploratério e passar mais tempo nos bracos fechados (DALLE MOLLE et al., 2012).
Observacao semelhante foi vista no teste de supressdao alimentar em fémeas adultas do grupo
intervengdo, que apresentam um tempo de laténcia maior para o consumo de alimento doce,
em um ambiente novo, mesmo em presenca de fome, evidenciando um comportamento

relacionado a ansiedade (MACHADO et al., 2013).

Com relag@o ao peso corporal no presente trabalho, antes do uso crénico das dietas,
nao houve diferenca estatisticamente significativa. DALLE MOLLE e colaboradores em 2012

ao utilizar esse modelo neonatal, ndo encontraram diferenca no peso corporal dos animais de
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ambos sexos, ao longo de 8 semanas de acompanhamento. Porém, outro estudo utilizando
somente fémeas verificou, que as do grupo intervencao ao longo de 13 semanas, apresentam

menor peso corporal, comparadas as controles (MACHADO et al., 2013).

Ap6s a opcao de uso cronico do alimento palatdvel ao longo de 7 semanas ndao houve
diferenca de peso entre os grupos. Em fémeas, ao longo de quatro semanas de exposicao as
dietas regular e palatavel, também nao foi encontrada essa diferengca no peso entre os grupos
(MACHADO et al., 2013) nem o acimulo de gordura abdominal. Porém no presente estudo,
apesar de ndo ter diferenca de peso e no consumo entre os grupos apds a opcao de uso da
dieta palatdvel, houve acimulo de gordura abdominal (retroperitoneal e gonadal) nos machos
do grupo intervencdo. Usando esse mesmo modelo neonatal foi demonstrado, um menor peso
corporal e aumento das adrenais, nos filhotes que passaram pela intervencdo neonatal

(BRUNSON et al., 2005).

Altos niveis de cortisol, no estresse cronico, promovem mudancas metabdlicas,
levando a mobilizagdo de aminodcidos e dcidos graxos periféricos para serem usados na
sintese de glicose pelo figado. No entanto, estudos ndo encontram aumento no consumo de
dieta palatidvel (DALLMAN et al., 2003), bem como, ocorre no presente estudo. Isso sugere
que os efeitos dos glicocorticoides promovem uma redistribuicdo da energia armazenada,

aumentando a adiposidade abdominal e diminuindo a massa magra.

Na resposta ao estresse os glicocorticoides agem nos receptores do hipotdlamo,
hipocampo e hipéfise reduzindo a atividade do eixo HPA e diminuindo os niveis de
glicocorticoides circulantes. No estresse cronico alteracdes no eixo HPA modificam a
resposta ao estresse, alterando a sensibilidade central aos glicocorticoides (DALLMAN et al.,
2005; MORRIS et al.,, 2014). Em animais cronicamente estressados quando submetidos a
estresse agudo respondem com maiores niveis de corticosterona (DALLMAN et al., 2005;
PECORARO et al., 2006). E proposto que os glicocorticoides atuariam favorecendo o
consumo de alimentos palatdveis, promovendo o aumento da adiposidade visceral que serviria
como um sinal secunddrio a retroalimenta¢do negativa do eixo HPA; diminuindo o estresse
percebido pelo o organismo (ADAM; EPEL, 2007). Por mecanismos ainda nao elucidados
sugere-se que o consumo de dieta palatdvel em periodos de estresse causa uma sensagao de

bem estar, com reducdo de respostas neuroenddcrinas e comportamentais ao estresse.
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Adicionalmente, estudos indicam que os glicocorticoides e a insulina aumentam a
secrecdo dos niveis de leptina, através do aumento da expressao de leptina no tecido adiposo
((FRIED et al., 2000; PRATLEY et al., 2000). A secrecdo de insulina e leptina atuam como
um sinal de adiposidade (SILVEIRA et al., 2010). Além disso, o aumento no tecido adiposo,
e a acdo dos glicocorticoides sobre o metabolismo leva a resisténcia a insulina. Com a
hiperinsulinemia hd um aumento dos niveis de leptina no plasma, cuja hipersecrecdo esta
associada a sensibilidade diminuida a leptina. Também foi visto em roedores, uma redugao da
sensibilidade a leptina dose dependente a administracdo de glicocorticoides (FRIED et al.,
2000; PECORARO et al., 2006). Desse modo, adiposidade visceral associada a resisténcia a

leptina, a longo prazo, poderia levar os animais do grupo interven¢do a aumentarem de peso,

por consequéncia da hiperfagia ( (FRIED et al., 2000; MORTON et al., 2014).

Danese e colaboradores (2014) abordam a relacdo entre estresse e reducdo na
resposta a leptina. Seus resultados mostram que criangas expostas a maus tratos apresentaram
menores niveis de leptina em relagdo ao tecido adiposo corporal, indicando uma deficiéncia
deste hormoénio. Desse modo, uma reducdo nas sinalizagcdes dos glicocorticoides a nivel
central, poderia levar a reducdo dos estimulos dos glicocorticoides sobre a secrecao de
lepitina, aumentando a hiperfagia (DANESE et al., 2014). Em roedores, a manipulacdo no
periodo neonatal resultou em diminuicdo da saciedade, quando comparadas ao controle;
levando ao consumo de maior quantidade de alimentos palatdveis para atingir a saciedade

(SILVEIRA et al., 2010).

A literatura demonstra que animais que passaram pela situacdo de separagdo materna
ingerem mais alimentos doces, comparado ao seu controle; na vida adulta estes animais
comem mais, mesmo sem fome (SILVEIRA er al., 2004). Em humanos, mulheres que
respondem com maiores niveis de cortisol quando submetidas ao estresse, aumentaram o
consumo de alimentos confortantes (EPEL et al, 2001). Estudos utilizando ratos
adrenalectomizados encontrou um aumento na ingestdo de alimentos palatdveis
proporcionalmente as concentracdes circulantes de glicocorticoides (DALLMAN, 2010).
Desse modo, tem sido sugerido que o consumo de alimentos palatdveis reduz os niveis de
glicocorticoides diminuindo as respostas ao estresse, que por sua vez aumenta a preferéncia
por estes alimentos como uma medida de conforto (MORRIS et al., 2014). Em roedores o
estresse no inicio da vida parece aumentar a preferencia por “comfort foods” na vida adulta.
Reducao nos niveis de corticosterona e ACTH, também foram encontrados em diferentes

situacdes de estresse apds o consumo de dieta palatavel (ELY et al., 1997, BUWALDA et al.,
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2001; PECORARO et al., 2004). Da mesma forma, efeitos semelhantes foram observados em
humanos (TOMIYAMA et al., 2011). Além disso, a exposicdo a dieta palativel também
reduziu a ansiedade no labirinto em cruz elevado (PRASAD; PRASAD, 1996).

Os resultados encontrados neste experimento mostraram que os animais do grupo
intervengdo apresentaram uma resposta ao estresse agudo (por conten¢do) com niveis de
corticosterona semelhante aos animais do grupo controle na vida adulta. Embora nao
tenhamos encontrado um aumento no consumo de dieta palatdvel como medida de conforto
na tentativa de reduzir as respostas ao estresse, conforme sugerido por outros trabalhos
(DALLMAN et al.,, 2003; PECORARO et al., 2004, 2006). Sugestivamente parece que o
consumo cronico de dieta palatdvel na vida adulta foi compativel com a redu¢do dos niveis de
glicocorticoides para niveis similares aos controles, como foi encontrado por outros estudos
(PECORARO et al., 2004). Maiores niveis de corticosterona numa situacdo de estresse assim
como o comportamento do tipo ansioso sdo demonstrados em fémeas (MACHADO et al.,
2013) e machos que passaram por esse modelo neonatal de trauma neonatal. Curiosamente, os
machos apresentam uma resposta diferenciada, levando mais tempo para atingir o pico de
corticosterona e respondendo com maiores niveis, ao longo do estresse por conte¢do de
movimentos (DALLE MOLLE et al., 2012). Reforcando que interven¢des no ambiente
neonatal seriam capazes de produzir uma resposta ao estresse exarcebada, promovendo maior
liberagdo de hormonios de estresse alterando de forma persistente o eixo HPA (PLOTSKY et

al., 2005).
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8 CONCLUSAO

Este trabalho apoia-se firmimente nos conceitos de que a alteracdo no ambiente
neonatal, através da limitacdo do material para confec¢do do ninho, altera o cuidado maternal
durante a vida neonatal produzindo um ambiente adverso. Portanto, esse modelo de trauma
neonatal foi eficiente e demonstrou ser consistente, pois reproduziu achados de modelos ja

existentes.

Ap6s o consumo cronico de dieta palatidvel, que nao diferiu entre os grupos, ndo houve
diferenca nos niveis de corticosterona assim como comportamento do tipo ansioso. Contudo
interessantemente vimos maior acimulo de gordura abdominal, sem diferenca de peso entre
os grupos. Sugerindo que o trauma vivenciado na vida precoce foi capaz de alterar o
metabolismo desses animais tornando-os mais sensiveis. Assim, ao ter contato cronicamente
com dieta do tipo “comfort food’ acumulam facilmente gordura abdominal (retroperitoneal e
gonadal) e possivelmente em longo prazo esses animais se tornem susceptiveis ao

aparecimento de outras alteracdes metabdlicas e consequentemente a obesidade.
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