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RESUMO

Individuos com restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) demonstram um risco
aumentado de apresentar desfechos metabdlicos adversos ao longo da vida.
Estudos mais recentes tém sugerido que a RCIU também possa alterar de forma
persistente as preferéncias alimentares nestes individuos. Uma vez que
alterac6es nos habitos alimentares podem estar na origem do desenvolvimento de
varias das doencas associadas a RCIU, torna-se importante identificar variaces
no comportamento desses individuos que favorecam o consumo alimentar
inadequado e investigar 0S mecanismos neuroquimicos potencialmente
associados a essas alteracbes. Uma maior compreensdo destes mecanismos
poderia auxiliar tanto na prevencdo quanto no manejo mais eficiente destes
desfechos adversos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
comportamento impulsivo, a plasticidade sinaptica e a sinalizacdo dopaminérgica
no cortex pré-frontal medial (MPFC) e no cértex orbitofrontal (OFC) de ratas
expostas a um protocolo de RCIU. Os resultados obtidos demonstram que a RCIU
esta associada a uma maior impulsividade em uma tarefa que avalia a tolerancia
dos animais ao atraso no recebimento de recompensas. Ao analisarmos 0s niveis
de receptores D1, D2 e transportador DAT em diferentes fases da vida dos
animais (dias 1, 21, 80 e 160 pds natal), foram observadas diferencas apenas na
idade adulta, onde os animais RCIU apresentaram niveis reduzidos de receptores
D1 no OFC e niveis elevados de receptores D2 no mPFC. Adicionalmente,
encontramos niveis aumentados da enzima tirosina hidroxilase fosforilada no
cortex pré-frontal dos animais restritos jA no primeiro dia de vida. Em relacdo a
plasticidade sinptica, encontramos um padrdo alterado dos niveis de
sinaptofisina no OFC no periodo compreendido entre a idade pré-pubere e o inicio
da vida adulta. Por meio do registro eletroquimico dos niveis de dopamina,
encontramos uma liberacdo atenuada deste neurotransmissor no mPFC dos
animais restritos em resposta a exposicado e ao consumo de alimentos palataveis.
Mais uma vez no mPFC, observamos um padrdo alterado de liberacdo de
dopamina nos animais RCIU durante a ocorréncia de um sinal sonoro que previa
o recebimento de diferentes magnitudes de recompensas alimentares. Estes
resultados sugerem que a RCIU possa induzir o aparecimento de
comportamentos associados a um maior consumo alimentar, programar o sistema
dopaminérgico mesocortical em favor de uma hipofuncionalidade em resposta ao
consumo de alimentos palataveis e favorecer a atencdo em relagdo a pistas
alimentares. Alteracdes precoces na sintese/liberacdo de dopamina, associados a
alteracbes no padrdo de desenvolvimento sindptico podem estar subjacentes as
disfuncdes dopaminérgicas encontradas nestas diferentes regiées do PFC na vida
adulta. Com este trabalho, avangamos na investigacdo dos mecanismos
bioguimicos e comportamentais que conectam a RCIU a um risco aumentado de
apresentar doencas metabolicas e obesidade ao longo da vida.



ABSTRACT

Individuals born with intrauterine growth restriction (IUGR) show an increased risk
for adverse outcomes throughout their lives. Recent studies have suggested that
IUGR could permanently change the food preferences in these individuals. Since
changes in feeding habits may be at the origin of the development of many of the
IUGR associated diseases, it becomes important to identify behavioral deviations
in these individuals that favor an inappropriate food intake and to identify the
neurochemical mechanisms potentially related to these alterations. A better
comprehension of these mechanisms could help in the prevention and a more
efficient management of these outcomes. In this context, the aim of this study was
to evaluate impulsive behavior, synaptic plasticity and dopaminergic signaling at
the medial prefrontal cortex (mMPFC) and the orbitofrontal cortex (OFC) from
female rats exposed to an IUGR protocol. Our results showed that the IUGR is
associated with an increased impulsiveness in a task that evaluates the animal's
tolerance to a delayed reward. When we look at the levels of D1 and D2 dopamine
receptors and DAT transporter at different life phases (PND 1, 21, 80 and 160), we
found differences only at the adult life, where the IUGR animals showed
decreased levels of D1 receptors at the OFC and increased levels of D2 receptors
at the mPFC. Additionally, we found altered levels of tyrosine hydroxylase at the
PFC of IUGR animals already on the first day of life. Regarding synaptic plasticity,
we observed an altered pattern of synaptophysin at the OFC in the period
comprehended between prepubertal age and the early adult life. Through
electrochemical recordings of dopamine levels, we found a blunted release in the
mPFC of IUGR animals in response to the exposure and the intake of palatable
foods. Once more in the mPFC, we found an altered pattern of dopamine release
in the [IUGR animals during the occurrence of a tune that predicted the receipt of
different food reward magnitudes. The results we obtained suggest that IUGR can
induce behaviors associated with an increased food intake, program mesolimbic
dopaminergic system in order to favor a hypofunctionality in response to palatable
foods and favor the attention toward food cues. Early changes in dopamine
synthesis, associated with changes in the pattern of synaptic development may be
underlying the dopaminergic dysfunctions we observed in different regions of the
PFC in adult animals. With this work, we advanced in the investigation regarding
the biochemical and behavioral mechanisms that link the IUGR to an increased
risk of metabolic diseases and obesity throughout life.



1. INTRODUCAO

1.1. Restricao de Crescimento Intrauterino

A Restricdo de Crescimento Intrauterino (RCIU) ocorre quando ha uma
diminuic&do na velocidade de crescimento fetal, resultando em um feto incapaz de
atingir o tamanho determinado pelo seu potencial genético (CETIN; MANDO;
CALABRESE, 2013; GEVA, 2012). Em geral, seu diagnéstico se da pela
associacdo de dois critérios relativamente simples: peso ao nascer abaixo do
percentil 10 para a idade gestacional e a presenca de indicadores de um
ambiente gestacional adverso, tais como ma nutricdo, tabagismo e a ocorréncia
de infeccbes durante a gestacdo (CAMPRUBI et al., 2017; DEVASKAR; CHU,
2019). Entretanto, a RCIU compreende uma definicdo clinica que se aplica a
neonatos nascidos com caracteristicas clinicas de ma-nutricdo e, principalmente,
de retardo no crescimento durante o periodo gestacional, independentemente do
peso registrado no momento do nascimento (SHARMA; SHASTRI; SHARMA,
2016; ZHANG et al.,, 2011). Desta forma, seu preciso diagnostico requer o
acompanhamento do crescimento fetal atravées de medidas seriais de
ultrassonografia, o que deixaria evidente qualquer grau anormal de desaceleracdo
no crescimento. Este critério faz com que criancas nascidas com peso apropriado
para a idade gestacional também possam ser classificadas como RCIU, bastando
gue seu crescimento tenha sido retardado, por qualquer motivo, durante a

gestacao.

Embora sua incidéncia varie de acordo com a populagédo estudada, com a
localizacdo geogréafica e com a curva de referéncia utilizada, estima-se que a

restricdo de crescimento intrauterino atinja de 7 a 10% de todas as gestagbes



(CETIN; MANDO; CALABRESE, 2013; HUNTER et al., 2016; SALEEM et al.,
2011). Contudo, esta incidéncia pode ser até seis vezes maior em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (SHARMA; SHASTRI; SHARMA,
2016). No Brasil, estudos relativamente recentes registraram uma prevaléncia de
10,3% na cidade de Séo Luis/Maranhdo (MA) no ano de 2010 e de 9,2% em
Pelotas (RS) no ano de 2011 (CAVALCANTE et al.,, 2017; SADOVSKY et al.,
2016). Considerando-se o pais como um todo, estima-se que incidéncia de RCIU
esteja entre 10% e 15% (NETO et al., 2011), configurando um problema

obstétrico bastante comum.

Uma vez que o crescimento fetal € um processo multifatorial e bastante
complexo, diversos fatores podem contribuir para a etiologia da RCIU. Na grande
maioria dos casos, estes fatores estdo associados a uma insuficiéncia na
perfusdo de nutrientes e oxigénio para o feto, e incluem malformagdes
congénitas, doencas crbnicas maternas como hipertenséo, obesidade e diabetes,
uso de drogas e ma-nutricdo (BANSIL; KUKLINA, 2012; CETIN; MANDO;
CALABRESE, 2013; DEVASKAR; CHU, 2019). De forma interessante, a ma
nutricdo gestacional e o baixo peso pré-gestacional sdo os maiores determinantes
para a restricdo de crescimento intrauterino nos paises em desenvolvimento. Nos
paises desenvolvidos, o tabagismo torna-se o fator preponderante (BLACK et al.,

2011).

A RCIU representa um motivo de grande preocupacgao, particularmente
devido a sua associacdo com altas taxas de mortalidade e morbidades perinatais
(BANSIL; KUKLINA, 2012; FARACI et al., 2011). No periodo pos-parto imediato,
recém-nascidos afetados por esta condicAo apresentam um  risco

significativamente elevado para distirbios hematolégicos e imunoldgicos,
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problemas respiratérios, paralisia cerebral, hipotermia, intolerancia alimentar,
infeccdes, entre outras condigbes que podem exigir prolongada hospitalizacéo e
intervengdo médica (LONGO et al., 2013; MAYER; JOSEPH, 2013; SALAM; DAS,;

BHUTTA, 2014; SHARMA et al., 2016).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado que a RCIU pode
promover desfechos desfavoraveis também a longo prazo sobre a saude dos
individuos. Entre estes desfechos, podemos citar um aumento nas taxas de
obesidade, resisténcia a insulina e diabetes tipo Il, doencas cardiovasculares e na
ocorréncia de sindrome metabdlica na vida adulta (DESAI; JELLYMAN; ROSS,
2015; DESAI et al., 2007; HALES; BARKER, 2001; LAW et al., 2002; MANALICH
et al., 2000; ONG, 2006; PETTITT; JOVANOVIC, 2001; PILGAARD et al., 2011).
Em geral, estes desfechos parecem ser ainda mais evidentes em casos onde
ocorra uma taxa de crescimento acelerada (catch-up growth) durante a infancia

(LAW et al., 2002).

Estes achados evidenciam a capacidade dos organismos adaptarem-se a
ambientes precoces adversos a fim de aumentar as suas chances de
sobrevivéncia a curto prazo. Num contexto de escassez nutricional crénica, como
normalmente observado na RCIU, tais adaptacdes fisiolégicas tendem a tornar
estes individuos mais eficientes na aquisicdo e na estocagem de energia e
nutrientes, o que lhes confere uma valiosa vantagem em ambientes com baixa
disponibilidade de recursos (BARKER et al., 1993; HALES; BARKER, 2013).
Contudo, tal estratégia pode se mostrar prejudicial a longo prazo, promovendo um
ganho de peso excessivo e estimulando o desenvolvimento de obesidade e de
todas as comorbidades a ela associadas (HALES; BARKER, 2001; PORTELLA;

SILVEIRA, 2014). Tal estratégia torna-se ainda mais desajustada em face ao
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tipico ambiente poés-natal do mundo moderno, que oferece alimentos
hiperpalataveis e densamente caloricos em excesso e, desta forma, contribui
ainda mais para a predisposi¢do dos individuos RCIU ao desenvolvimento de
doencas crdnicas na vida adulta (MORRIS et al., 2015).

Além de alteragBes no metabolismo energético, estudos mais recentes tém
demonstrado que individuos com restricdo de crescimento intrauterino
apresentam alteragbes em diferentes aspectos do comportamento alimentar ao
longo da vida. De forma bastante interessante, é possivel observar uma
correlacdo negativa entre o grau de RCIU e a resposta heddnica a uma solucao
doce ja no primeiro dia de vida (AYRES et al., 2012). Mais especificamente,
guanto mais severa a restricdo de crescimento, menor a resposta heddnica
observada nestes recém-nascidos. Recentemente, estes resultados foram
corroborados por um estudo que investigou os efeitos da RCIU em um modelo
animal (ratos Sprague-Dawley) (LAUREANO et al., 2016). Juntos, estes
resultados sugerem uma menor sensibilidade ao sabor doce, possivelmente
exigindo um maior consumo deste tipo de alimento para atingir um alto grau de
prazer. Mais do que isso, esses resultados evidenciam que o comportamento
alimentar comeca a ser programado ainda durante o periodo intrauterino.

Durante a infancia e na vida adulta, diversos estudos tém associado a
RCIU a preferéncias alimentares especificas, as quais estariam relacionadas a
um aumento no consumo de alimentos ricos em acgucar e/ou gordura (palataveis)
(BARBIERI et al., 2009; CRUME et al., 2014; KASEVA et al., 2013; LUSSANA et
al., 2008; PERALA et al., 2012). Além disso, € interessante observar que alguns
destes estudos tém encontrado alteragcbes no comportamento alimentar somente

em individuos do sexo feminino (BARBIERI et al., 2009; KAMPMANN et al., 2018;



SILVEIRA et al.,, 2012), sugerindo ndo sé que seus efeitos sejam sexo-
especificos, mas também que fémeas possam ser mais susceptiveis aos efeitos
da RCIU.

Desta forma, temos um cenario onde metabolismo e comportamento
convergem para promover um maior acumulo de energia e um maior consumo
alimentar em individuos RCIU. Ao longo da vida, acredita-se que este padrédo
alterado possa impactar a saude destes individuos e contribuir significativamente
com o seu risco aumentado para o desenvolvimento de doencgas cronicas.

Ainda num contexto de alteracbes comportamentais relacionadas a RCIU,
dois estudos em particular tornaram-se especialmente relevantes para o
desenvolvimento deste trabalho. Neles, os autores evidenciaram que a expressao
do comportamento impulsivo e do controle inibitrio poderia ser programada pela
restricdo de crescimento intrauterino (REIS et al., 2015; SILVEIRA et al., 2012).
Estes tracos comportamentais tém sido consistentemente associados a escolhas
alimentares ndo saudaveis e ao desenvolvimento de obesidade, numa relacao

que sera abordada com mais detalhes no capitulo a seguir.

1.2.Impulsividade

A impulsividade pode ser entendida como a tendéncia de um sujeito em
agir prematuramente, sem deliberar sobre as consequéncias de seus atos
(DALLEY; EVERITT; ROBBINS, 2011; PATTIJ; VANDERSCHUREN, 2008;
WANG et al.,, 2016). Embora a distingdo entre comportamentos impulsivos
socialmente aceitaveis e inaceitaveis seja motivo de consideravel discussao
(EVENDEN, 1999), tal fen6meno abrange uma série de comportamentos mal
adaptativos, neurobiologicamente dissociados, e que geralmente incluem acdes

mal concebidas, prematuramente expressas e excessivamente arriscadas ou
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inadequadas para a situacdo, podendo resultar em consequéncias indesejaveis
(DE WIT, 2008; EVENDEN, 1999; WINSTANLEY, 2004).

Considera-se que a impulsividade ndo se trate de um constructo unitario, e
sim, que possa ser dividida em duas categorias distintas: acdo impulsiva e
escolha (tomada de decisao) impulsiva (DIERGAARDE et al., 2008; PARDEY et
al., 2013a). Na acédo impulsiva, vemos certa incapacidade na inibicdo de uma
resposta motora, o que pode ser produzido quando muita énfase é colocada na
velocidade da realizacdo de uma acéo, e ndo na sua precisédo (KIM; LEE, 2011).
Por sua vez, a escolha impulsiva € um aspecto da impulsividade que envolve a
tendéncia de escolher recompensas imediatas menores em detrimento de
recompensas maiores que sdo oferecidas apés certo atraso (CARDINAL et al.,
2001; PERRY; STAIRS; BARDO, 2015; WINSTANLEY et al., 2005). De acordo
com esta perspectiva, a medida em que o atraso para a obtencdo de uma
recompensa aumenta, o valor subjetivo desta recompensa € reduzido, fazendo
com que a preferéncia seja direcionada para a recompensa pequena porém
imediata (TEDFORD; PERSONS; NAPIER, 2015).

Embora a¢bes e decisbes impulsivas muitas vezes facam parte de nosso
comportamento habitual, em suas formas patolégicas a impulsividade esta
associada a diversos transtornos psiquiatricos (MOELLER et al., 2001). Estudos
tém indicado que a impulsividade represente uma caracteristica central de
transtornos como o déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH; BARKLEY et al.,
2001; PALOYELIS et al., 2010), mania (GIOVANELLI et al., 2013), esquizofrenia
(HEEREY et al., 2007), transtorno bipolar (AHN et al., 2011), depresséo (IMHOFF
et al., 2014) e abuso de drogas (BEDNARSKI et al., 2012; CREWS; BOETTIGER,

2009; HU et al., 2015; LUO et al., 2013).
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Além desta associacdo com transtornos psiquiatricos, diversos estudos tém
demonstrado uma forte relagdo entre impulsividade e o desenvolvimento de
sobrepeso/obesidade (WAXMAN, 2009). Grande parte destes estudos avaliou o
comportamento impulsivo em homens e mulheres obesos, e os resultados sao
bastante consistentes no sentido de indicar uma maior impulsividade nesses
individuos (APPELHANS et al., 2012b; DAVIS; STRACHAN; BERKSON, 2004;
FIELDS; SABET; REYNOLDS, 2013; GUERRIERI et al., 2007; NEDERKOORN et
al., 2006a). Alguns estudos tém revelado inclusive que, quanto mais grave a
obesidade, maiores os niveis de impulsividade observados (GUERRIERI;

NEDERKOORN; JANSEN, 2008; RYDEN et al., 2003).

Até o momento, diversas explicacfes tém sido sugeridas para justificar esta
associacdo. A mais simples delas sugere que a impulsividade torne mais dificil
resistir a tentacdo de comer alimentos hiperpalataveis, o que pode se tornar
especialmente desafiador em ambientes abundantes em recursos alimentares
(NEDERKOORN et al.,, 2006b). Ja de acordo com Van der Laan, tracos de
impulsividade poderiam predispor os individuos a selecionar alimentos palataveis
e facilmente disponiveis em detrimento de alternativas mais saudaveis (que
normalmente sdo mais dificeis de serem obtidas, envolvem mais preparacdo e
fornecem menos prazer sensorial (VAN DER LAAN et al., 2016). Além disso,
individuos impulsivos apresentariam maior dificuldade em aderir a objetivos de
longo prazo, tornando-0s menos capazes de planejar refeicbes (o que favorece o
consumo de snacks), e fazendo com que apresentem menos sSucesso em

programas de emagrecimento (GUERRIERI; NEDERKOORN; JANSEN, 2008).

Embora alguns indicios sugiram que a obesidade possa manter, ou até

mesmo elevar os niveis de impulsividade observados (SMITH et al.,, 2011),
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acredita-se que o controle inadequado dos impulsos seja um fator que
normalmente anteceda o desenvolvimento da obesidade (KISHINEVSKY et al.,
2012; SCHLAM et al., 2013). Neste sentido, resultados preliminares de nosso
grupo de pesquisa sugerem que, aos 3 anos de idade, meninas nascidas com
RCIU apresentem maior impulsividade em um teste que envolve o consumo de

alimento doce como recompensa (SILVEIRA et al., 2012).

Este aumento precoce nos niveis de impulsividade em individuos RCIU
poderia predisp6-los a um padréao alimentar que favorece o ganho de peso desde
as fases iniciais da vida, desta forma representando um importante fator de risco
para o desenvolvimento de obesidade nesta populacdo ja metabolicamente

vulneravel.

1.3.Reatividade a pistas alimentares

Em conjunto com a impulsividade, outro fator que pode contribuir
significativamente para o estabelecimento de dificuldades na regulagdo do
comportamento alimentar é a reatividade a pistas alimentares (AKKER et al.,
2014; TETLEY; BRUNSTROM; GRIFFITHS, 2010a). Apos repetidas exposicoes,
alimentos palataveis (estimulo incondicionado) podem tornar-se associados a
estimulos ambientais (estimulo condicionado) presentes no momento do seu
recebimento e/ou consumo (BOSWELL; KOBER, 2016; MARTIN-SOELCH,;
LINTHICUM; ERNST, 2007). Estes estimulos - que podem incluir cheiros,
imagens, sons, lugares, situa¢cdes sociais, entre outras - tornam-se pistas capazes
de prever o recebimento destes alimentos, e podem adquirir por si s6 a
capacidade de induzir um conjunto de respostas relacionadas ao consumo

alimentar (BOGGIANO et al., 2009; VAN DEN AKKER et al., 2013).
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O termo reatividade a pistas alimentares refere-se justamente a este
conjunto de respostas, e inclui aumentos no desejo de comer e na sensacao de
fome (reacbes psicologicas), além de alteracbes na secrecdo de insulina, na
salivacdo, na pressdo sanguinea e na atividade gastrica (reagfes fisiologicas)
(JANSEN, 1998; JANSEN et al., 2010; NEDERKOORN et al., 2004; TETLEY;
BRUNSTROM; GRIFFITHS, 2009; YOKUM; JANET, STICE, 2011), tendo como
funcdo motivar o organismo a obter e consumir o alimento e prepara-lo para
melhor digerir, absorver e metabolizar seus nutrientes (MATTES, 1997; POWER,;

SCHULKIN, 2008).

Assim como para a impulsividade, diversos estudos tém sugerido uma
associagao positiva entre o grau de reatividade a pistas alimentares e o IMC. Em
um dos primeiros estudos a investigar esta relacdo, Jansen e colaboradores
observaram que, entre 8 e 12 anos de idade, criangas com sobrepeso sao mais
responsivas a pistas alimentares que criancas com peso considerado adequado
(JANSEN et al., 2003). Da mesma forma, mulheres com sobrepeso demonstram a
tendéncia de consumir por¢cbes maiores do alimento associado a pista em
comparacdo aos seus pares com peso normal (TETLEY; BRUNSTROM;
GRIFFITHS, 2009). Outros autores encontraram que individuos com sobrepeso
apresentam um aumento mais pronunciado no desejo de comer e na salivacao
em resposta a visualizacdo e ao cheiro do alimento quando comparados aos
individuos com peso normal (FERRIDAY; BRUNSTROM, 2011). Além disso,
individuos obesos parecem apresentar uma ativagdo aumentada em areas como
a insula e o cortex orbitofrontal quando expostos a pistas alimentares, e se

mantém mais atentos e motivados por essas pistas independentemente de seu
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status de saciedade e de fome (CASTELLANOS et al., 2009; PURSEY et al.,

2014).

Em conjunto, estes resultados sugerem que a reatividade aumentada a
pistas alimentares possa promover um consumo caldrico em excesso e estimular
0 consumo alimentar mesmo na auséncia de fome, tornando estes individuos
propensos a obesidade e aos demais distirbios a ela associados (POLIVY;
HERMAN; COELHO, 2008; STICE et al., 2010; TETLEY; BRUNSTROM;
GRIFFITHS, 2010a). Além disso, um ambiente obesogénico poderia prover
diversas oportunidades de associacao entre estimulos corriqueiros e 0 consumo
de alimentos, podendo tornar recorrente a alimentagdo excessiva em contextos

cotidianos (VAN DEN AKKER et al., 2013).

De forma interessante, tem sido proposto que a impulsividade apresenta
um importante papel moderador nesta relacdo entre reatividade a pistas
alimentares e consumo alimentar. Nestes estudos, os autores observaram que a
reatividade a pistas alimentares esteve associada a um maior consumo alimentar
somente em individuos que apresentaram um desempenho inadequado em
tarefas que avaliam a escolha impulsiva (GUERRIERI et al., 2009; ROLLINS;
DEARING; EPSTEIN, 2010; TETLEY; BRUNSTROM; GRIFFITHS, 2010b). Neste
contexto, uma maior reatividade a pistas alimentares poderia traduzir-se mais
facilmente em um consumo alimentar excessivo caso ela também esteja
associada a um comportamento impulsivo (APPELHANS et al., 2012a;
NEDERKOORN et al., 2006b). Além disso, acredita-se que a impulsividade
poderia levar a um aumento na atencdo dirigida as pistas alimentares, desta
forma facilitando o processo de aquisi¢cdo da associa¢ao entre os estimulos (HOU

et al., 2011).
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1.4.Sistema dopamimérgico

Diversos estudos tém sustentado que a sinalizagdo dopaminérgica
influencie de forma bastante importante a expressao do comportamento impulsivo
(PARDEY et al., 2013a; WINSTANLEY, 2004) e a sensibilidade a pistas
alimentares (PICKERING; GRAY, 2001; STICE et al., 2008). De uma forma mais
geral, o sistema dopaminérgico parece ser a engrenagem central de um
mecanismo que atribui valor e modula a expectativa, a motivacdo e o aprendizado
condicionado a recompensas (SCHULTZ; DAYAN; MONTAGUE, 1997; VOLKOW
et al., 2006). Além disso, a acdo da dopamina em suas areas alvo apresenta um
papel fundamental na regulacdo de funcdes executivas e do controle motor, e
estd intimamente relacionada a comportamentos aditivos (MORALES; PICKEL,
2012; VOLKOW et al., 2013; WALKER et al., 2010).

A dopamina € um neurotransmissor que faz parte da familia das
catecolaminas, e cuja sintese se da principalmente nos neurénios mesencefalicos
da substancia nigra e da area tegmentar ventral (VTA). Os neurdnios originarios
destas regibes formam quatro vias dopaminérgicas principais no encéfalo de
mamiferos: a nigroestriatal, a tuberoinfundibular, a mesolimbica e a mesocortical
(que coletivamente com a mesolimbica forma a via mesocorticolimbica)
(RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015), as quais projetam-se para
distintas estruturas encefalicas, formando um sistema modulatério complexo e
essencial para inUmeros processos neurofisioldgicos.

Os receptores dopaminérgicos (receptores DA) pertencem a familia de
receptores acoplados a proteina G, cuja ativacao leva a formacédo de segundos
mensageiros com subsequente ativacdo ou repressao de vias de sinalizacao
especificas. Baseado em suas propriedades estruturais e farmacoldgicas, sao
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reconhecidos cinco subtipos de receptores DA, 0os quais medeiam essencialmente
todas as func¢des fisioldgicas da dopamina, e sdo subdivididos em duas familias:
receptores D1 (D1 e D5), que possuem atividade excitatoria, e receptores D2 (D2,
D3 e D4), com atividade inibitéria (BAIK, 2013; BEAULIEU; ESPINOZA,
GAINETDINQV, 2015). Além de diferengas funcionais, estes diferentes tipos de
receptores dopaminérgicos apresentam padrdes unicos de distribuicdo regional
dentro do sistema nervoso (ABI-DARGHAM; MOORE, 2003).

Os receptores do tipo D1 sao encontrados em altas densidades em éareas
como o estriado, ndcleo accumbens, amigdala e cortex pré-frontal, assim como
estdo presentes, mas em menor grau, no hipocampo e em areas hipotalamicas
(BEAULIEU; GAINETDINQV, 2011; CADET et al., 2010; LIGGINS, 2009). Nessas
estruturas, a ativacédo dos receptores do tipo D1 estaria particularmente envolvida
com a atividade locomotora e a funcionalidade do sistema de recompensas
(BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015; LAND et al., 2014; RANGEL-
BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015), além de exercer efeitos modulatérios
significativos sobre a memoaria de trabalho e o aprendizado (AMICO et al., 2007;
VIJAYRAGHAVAN et al., 2007). De forma importante, € comumente aceito que 0s
receptores do tipo D1 sdo expressos exclusivamente na membrana pés-sinptica
das células receptivas a dopamina (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

J4 em relacdo aos receptores do tipo D2, 0s maiores niveis destes
receptores sao encontrados na substancia nigra, na area tegmentar ventral, no
estriado dorsal e no nucleo accumbens, embora niveis significativos também
sejam encontrados em regides como hipotalamo e cortex pré-frontal (LIGGINS,
2009; MISSALE et al., 1998; SEEMAN, 2006; VALLONE; PICETTI; BORRELLI,

2000). Ao contrario do que é observado para os receptores D1, os receptores do
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tipo D2 sdo expressos tanto na membrana pdés-sinaptica de células-alvo da
dopamina (heterorreceptores), quanto pré-sinapticamente em neurdnios
dopaminérgicos, onde fornecem um importante mecanismo responsavel por
regular a sintese e a liberacdo de dopamina (autorreceptores; BONCI; HOPF,
2005; RONDOU; HAEGEMAN; VAN CRAENENBROECK, 2010). Além de
representar uma maior dificuldade no estudo de seus efeitos fisioldgicos e
comportamentais, o fato de serem expressos tanto pds- quanto pré-
sinapticamente faz com que as funcdes associadas aos receptores D2 sejam
intrinsecamente mais complexas (MISSALE et al., 1998).

Assim como a densidade e a distribuicdo dos receptores DA, a forma na
qual a dopamina é liberada em seus alvos apresenta um papel de extrema
importancia para os processos regulados por este neurotransmissor. Registros
eletrofisiolégicos em neurdnios dopaminérgicos demonstram que estas células
apresentam trés padrdes principais de atividade dentro do sistema nervoso: um
padréo inativo (hiperpolarizado), um padréo ténico (ou lento) e um padrdo fasico
(rdpido) de disparos, os quais induzem liberacdes proporcionais de dopamina
(FLORESCO et al., 2003; GRACE et al., 2007).

No padrédo ténico, vemos que os neurbnios dopaminérgicos disparam, e
consequente liberam neurotransmissores, em uma frequéncia relativamente lenta
e constante, de forma semelhante a um marca-passo (GRACE, 2016; HAUBER,
2010). No encéfalo de roedores, por exemplo, esta taxa de disparos gira em torno
de 4,5 Hz (LISS; ROEPER, 2008). Esta forma de liberacao seria responsavel por
determinar os niveis basais de dopamina e garantir um funcionamento apropriado
do sistema nervoso, permitindo um desempenho adequado em fun¢des cognitivas

como a memoria de trabalho e a atencdo (COOLS et al., 2008; PHILLIPS; AHN;
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FLORESCO, 2004). Evidéncias ainda sugerem a existéncia de uma relacdo em
formato de U invertido entre os niveis basais de DA e o desempenho em func¢des
cognitivas, onde niveis dopaminérgicos muito reduzidos ou muito elevados trariam
prejuizos a execucdo dessas fungbes (GOTO; OTANI; GRACE, 2007;
TAKAHASHI; YAMADA; SUHARA, 2012).

Ja no padrdo de atividade fasico, podemos observar uma alta frequéncia
de disparos (>20 Hz) por curtos periodos de tempo (na faixa de centenas de
milissegundos), resultando em um aumento transitério e de alta amplitude nos
niveis de dopamina na fenda sinaptica (ELLWOOD et al., 2017; FLORESCO et
al., 2003; GRACE; BUNNEY, 1984). Embora se dé em grandes quantidades,
acredita-se que a dopamina liberada durante a ativacdo fasica afete um namero
relativamente restrito de neurbnios poés-sinapticos. Isto se deve a acdo da
molécula transportadora de dopamina (DAT), que restringe a difusdo deste
neurotransmissor e promove a sua recaptacdo para o interior do neurdnio pré-
sinaptico (FLORESCO et al., 2003)

A liberacdo fasica de dopamina constitui um sinal altamente tempo-
especifico, e apresenta um papel crucial em processos como a tomada de
decisdes e a flexibilidade comportamental (PHILLIPS; AHN; FLORESCO, 2004;
TAKAHASHI; YAMADA; SUHARA, 2012). Contudo, sua ocorréncia mais evidente
se da em resposta a eventos relacionados a recompensas, onde acredita-se que
esteja envolvida com a reorganizacdo do comportamento em resposta a
alteracdes ambientais e que facilite o aprendizado dependente de recompensas
(FLORESCO et al., 2001; HOLLERMAN; SCHULTZ, 1998; REDGRAVE;

PRESCOTT; GURNEY, 1999; SCHULTZ, 2007b).
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Neste contexto de aprendizado dependente de recompensas, diversos
estudos tém demonstrado que neurbnios dopaminérgicos da area tegmentar
ventral (VTA) séo ativados de forma diferencial em resposta a discrepancias entre
as recompensas previstas e as de fato recebidas pelo animal, gerando "cédigos"
conhecidos como sinais de erro na previsao (prediction error signals) (COHEN et
al., 2012; ROESCH; CALU; SCHOENBAUM, 2007; SCHULTZ; APICELLA;
LJUNGBERG, 1993). Estes codigos atuariam como um sinal de ensinamento,
sendo utilizados para corrigir previsdes imprecisas e levar a novos aprendizados
(GLIMCHER, 2011; STEINBERG et al., 2013).

Nestes estudos, o recebimento de uma recompensa nao prevista ou melhor
gue a esperada induz um pronunciado aumento na taxa de disparos neuronais na
VTA, gerando um sinal de erro positivo na previsdo da recompensa. A
apresentacdo de uma recompensa perfeitamente prevista ndo induziria alteragdes
na taxa de disparos, tampouco geraria sinais de erros na previsao. Por outro lado,
a omissao ou a apresentacdo de uma recompensa pior que a prevista levaria os
neurbnio da VTA a uma supressdo na taxa de disparos até um nivel abaixo da
sua taxa basal, gerando um erro de previsdo negativo (COHEN et al., 2012; DAY
et al., 2007; ROESCH; CALU; SCHOENBAUM, 2007). Esses sinais seriam
utilizados para corrigir previsdes imprecisas e levar a novos aprendizados
(GLIMCHER, 2011; STEINBERG et al., 2013), numa capacidade crucial para
melhorar as escolhas que o animal fard no futuro e ajuda-lo a decidir entre
diferentes cursos de acao que poderiam levar a encontrar recursos alimentares ou

resultar em danos ou prejuizos (SCHULTZ; DAYAN; MONTAGUE, 1997).

Nos ultimos anos, uma série de estudos tem indicado que o sistema

dopaminérgico mesocorticolimbico seja especialmente vulneravel aos efeitos da
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restricdo de crescimento intrauterino. Em um trabalho que utilizou-se de
neuroimagem funcional, os autores puderam observar uma menor conectividade
entre o cértex orbitofrontal (OFC) e estruturas como a amigdala, o estriado dorsal
e 0 nucleo accumbens (NAcc) em humanos com RCIU, sugerindo uma diminuigdo
na integracdo funcional deste circuito (DALLE MOLLE, 2014). Estudos
experimentais de nosso grupo de pesquisa jA demonstraram que animais
expostos a RCIU apresentam uma reducdo nos niveis de receptores D2 e um
aumento nos niveis de tirosina hidroxilase (TH) no NAcc (DALLE MOLLE et al.,
2015), além de apresentarem alteracBes na liberacdo de DA nesta regido em
resposta ao consumo de alimentos palataveis (LAUREANO et al., 2019). Em outro
trabalho, o consumo de alimento doce levou a um aumento significativamente
maior nos niveis de TH no OFC de fémeas RCIU (ALVES et al., 2015). Uma vez
que a TH é uma enzima limitante na biossintese de dopamina, este resultado
sugere uma liberagcdo exacerbada de DA no OFC em reposta a alimentos
palataveis. Ndo surpreendentemente, estas alteragcbes neuroquimicas foram
acompanhadas por alteracbes em comportamentos relacionados a sinalizagéo

dopaminérgica.

1.5.Cértex pré-frontal
Uma vez que parece estar envolvido em diversas das alteragdes
comportamentais encontradas na RCIU, o cortex pré-frontal (PFC) tem surgido
como um interessante alvo no estudo dos mecanismos associados a estas
alteracdes. O PFC €& o substrato neural para diversos processos cognitivos
sofisticados que servem para organizar e guiar comportamentos complexos
(LIGGINS, 2009). Nesta area, a acao da dopamina modula fungbes como

memoria de trabalho, tomada de decisbes, atencao, flexibilidade cognitiva e o
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processamento do valor de recompensas (FLORESCO et al., 2006; JENNI;
LARKIN; FLORESCO, 2017; ONGE; ABHARI; FLORESCO, 2011; PHILLIPS;

AHN; FLORESCO, 2004).

De forma ampla, o PFC € normalmente dividido em cortex pré-frontal
medial (MPFC) e cértex orbitofrontal (OFC), mas uma andlise anatdmica mais
detalhada mostra que estas estruturas podem ser divididas em distintas sub-
regides (LODGE, 2011). O mPFC, abriga os cértices cingulado anterior (aCg),
pré-limbico (PL) e infralimbico (IL), enquanto o OFC compreende as regides
ventromedial (vmOFC) e dorsolateral (dIOFC), assim como o cértex insular
agranular ventral e medial (Alv e Ald respectivamente; HEIDBREDER;

GROENEWEGEN, 2003; ONGUR; PRICE, 2000) (Figura 1).

LY

N A
vmOFC | dIOFC:, Alv ™,

Figura 1: representacdo do encéfalo de roedores mostrando as sub-regides do cértex prefrontal.
Siglas: aCg=cértex cingulado anterior; PL= pré-limbico; IL=infralimbico ; vmOFC= -cortex
orbitofrontal ventromedial, dIOFC= cortex orbitofrontal dorsolateral, Alv= cortex insular agranular
ventral, Ald= cértex insular agranular dorsal. Imagem adaptada de Mouse Brain Atlas
(http://labs.gaidi.ca/mouse-brain-atlas/).
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Conexdes reciprocas entre 0 mPFC e o OFC permitem uma eficiente
comunicacdo entre estas é&reas, que também compartilham conexdes com
estruturas como a amigdala, o tdlamo, o hipocampo e o estriado (HEIDBREDER,;
GROENEWEGEN, 2003; HOOVER; VERTES, 2011). Contudo, distincdes
importantes nos padrbes de projecdo, na trajetdria de desenvolvimento e na
vulnerabilidade a estressores ambientais podem ser observadas entre estas duas
regides (SHAPIRO et al., 2017). Além disso, diversos estudos tém sugerido que
estas areas apresentam papéis distintos, independentes e complementares na
modulacdo de diversos tipos de comportamento (FLORESCO; MAGYAR, 2006;

MCALONAN; BROWN, 2003; PARDEY et al., 2013b).

Em relagdo a impulsividade, diversos trabalhos tém se dedicado a tentar
dissociar o papel do mPFC e do OFC na expressao deste comportamento. Pardey
e colaboradores observaram um aumento no comportamento impulsivo de
roedores apods a injecdo do antagonista D2 SCH23390 tanto no OFC quanto no
mPFC. Por outro lado, o tratamento com o antagonista D1 Racloprida apresentou
0 mesmo efeito somente no mPFC (PARDEY et al.,, 2013b). Ja em um outro
estudo, os autores observaram que o bloqueio dos receptores D2 com eticloprida
no mPFC aumentou a escolha impulsiva dos animais. Tal bloqueio, quando
realizado no OFC, ndo apresentou efeitos sobre a impulsividade (YATES et al.,
2014). Mais tarde, os mesmos autores observaram que uma diminui¢cao na funcao
da proteina transportadora de dopamina (DAT) no OFC, mas ndo no mPFC,
estaria associada a um aumento na acao impulsiva dos animais. De forma
interessante, a funcdo da DAT nessas regibes nao esteve relacionada com a

escolha impulsiva (YATES et al., 2016).
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Estes resultados demonstram haver uma interacdo complexa e ainda
pouco compreendida entre estas diferentes estruturas do PFC. Além disso, o
estudo das fungbes do PFC e a busca por mecanismos associados a suas
disfuncbes parece exigir que o0 mPFC e o OFC sejam investigados de forma
independente e complementar. Esta distincdo evitaria que pequenas alteragoes
neuroquimicas regionais fossem mascaradas ou compensadas por outras

alteracdes dentro do proprio PFC.

Considerando que a restricdo de crescimento intrauterino € um problema
clinico bastante comum, e que os individuos expostos a esta condi¢cdo possuem
um risco aumentado de apresentar doengas cronicas ao longo da vida, torna-se
importante investigar alteragbes comportamentais que podem favorecer um
consumo alimentar inadequado e identificar as particularidades no funcionamento
do sistema nervoso destes individuos, principalmente no que diz respeito a
sinalizacdo em resposta a exposi¢do e ao consumo de alimentos palataveis. Além
disso, um maior conhecimento sobre 0s mecanismos fisiopatolégicos que
modulam estas alteracdes poderia auxiliar tanto na prevencdao quanto no manejo

mais eficiente destes desfechos.

Desta forma, o presente trabalho tem como hipétese que animais expostos
a restricdo de crescimento intrauterino apresentardo um aumento no
comportamento impulsivo, um desequilibrio precoce na densidade de receptores
dopaminérgicos e alteracdes na plasticidade sinaptica das estruturas pré-frontais.
Concomitantemente, estes animais apresentardo uma liberacdo atenuada de
dopamina em resposta a estimulos associados a alimentos palataveis. De forma
importante, os parametros neuroquimicos supracitados serdo diferencialmente

afetados pela RCIU no mPFC e no OFC.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho foi avaliar alteragdes no comportamento
impulsivo, na plasticidade sinaptica e na sinalizagdo dopaminérgica no cortex pré-
frontal medial e no cortex orbitofrontal de ratas submetidas a restricdo de

crescimento intrauterino.

2.2.0bjetivos especificos
a) Investigar o comportamento do tipo impulsivo em fémeas expostas a

RCIU;

b) Analisar os niveis de receptores de dopamina do tipo D1 e D2 e do
transportador DAT no mPFC e no OFC em diferentes fases da vida dos animais

(neonato, pré-puberdade, inicio da vida adulta e vida adulta plena);

c) Avaliar os niveis de tirosina hidroxilase no cortex pré-frontal de animais

neonatos;

d) Investigar os niveis de sinaptofisina no mPFC e no OFC durante o

desenvolvimento

e) Avaliar a dinamica de liberacdo de dopamina no mPFC e no OFC em

resposta ao consumo de ragéo padréao e de alimentos palataveis;

f) Avaliar e descrever as flutuacdes nos niveis de dopamina no mPFC e no
OFC em resposta a pistas alimentares e em resposta a ocorréncia de erros na

previsdo da recompensa.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais e condi¢cOes experimentais

Neste estudo foi utilizada uma colbnia de ratos Sprague Dawley
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica/CEMIB —
UNICAMP e mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os animais foram alojados em caixas-moradia
confeccionadas em plexiglas, medindo 49 cm x 34 cm x 16 cm e mantidos em um
ambiente controlado: ciclo claro/escuro padrdo (luzes acesas entre as 7:00h e as
19:00h), temperatura de 22 + 2°C, limpeza das caixas-moradia uma vez por
semana, com racao padrdo e agua ad libitum. Com aproximadamente 70 dias de
vida, o ciclo estral das fémeas passou a ser avaliado diariamente através da
coleta do esfregaco vaginal. Quando em periodo fértil (proestro), a rata foi
colocada junto com um macho de aproximadamente trés meses de vida da
mesma linhagem. No dia posterior, o acasalamento foi confirmado através da
visualizacdo de espermatozoides no esfregaco vaginal, sendo este considerado o
dia 1 da gestacao. No dia 10 da gestacao, as ratas foram aleatoriamente divididas
em dois grupos: grupo Controle = prenhas que continuaram a receber dieta
padrdo ad libitum até o final da gestacdo, e grupo Food Restriction (FR) =
prenhas que, a partir deste dia e até o final da gestacéo, receberam diariamente
apenas 50% da quantidade de racdo consumida pelas prenhas do grupo controle
(determinado pela quantificacdo do consumo médio diario do grupo controle)

(Protocolo adaptado de DESAI et al., 2005).

Nas primeiras 24 horas ap6s o nascimento, os filhotes foram

individualmente pesados e padronizados em no maximo 8 filhotes/ninhada,
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sempre que possivel com 4 fémeas e 4 machos. ApoOs a padronizacao, os filhotes
passaram pelo protocolo de adogédo cruzada, onde todas as ninhadas foram
adotadas por outras maes controle, formando os seguintes grupos (considerando
a mae biolégica/adotiva): Controle/Controle (n = 13) e FR/Controle (n = 11).
Somente filhotes fémeas foram utilizados neste estudo. Os filhotes machos foram
destinado a outros projetos do nosso grupo. Os filhotes excedentes a
padronizacdo foram decapitados e tiveram o encéfalo dissecado para a coleta de

amostras.

No dia 21 pés-natal ocorreu o desmame, onde os filhotes foram separados
por sexo e mantidos entre 2-4 animais por caixa no mesmo ambiente controlado
descrito anteriormente, sendo também alimentados com racdo padrdo e agua ad
libitum. Exceto pela limpeza da caixa-moradia (uma vez semana), 0S animais nao
foram perturbados desde o dia do desmame até ao inicio de tarefas
comportamentais. Os animais foram pesados imediatamente antes do inicio das
tarefas comportamentais e dos registros eletroquimicos. Foram utilizados no
maximo 2 animais por ninhada em cada experimento, e 0s animais que tiveram o
cérebro coletado para dissecacdo e coleta de amostras ndo foram os mesmos

submetidos aos testes comportamentais e aos registros eletroquimicos.

3.2.Teste de tolerancia ao atraso da recompensa
O comportamento impulsivo dos animais foi avaliado através do teste de
tolerancia ao atraso da recompensa, em um protocolo adaptado de Bizot e
colaboradores (2007). Neste protocolo, a impulsividade dos animais € medida

mediante a apresentacdo de dois parametros distintos de recompensa alimentar:

(1) pequena quantidade, mas entregue de forma imediata ou (2) em grande
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guantidade mas entregue com atraso. O experimento foi realizado em um labirinto
em T de madeira onde um dos bracos foi utilizado como ponto de partida,
enquanto os outros dois bragos, cada um com 50 cm de comprimento, permitiram
ao animal dobrar a direita ou a esquerda em busca de recompensas. O aparato
era equipado com portas removiveis na entrada (porta proximal) e na porc¢ao final
(porta distal) de cada braco (Figura 2). No final de um dos bracos, escolhido
aleatoriamente para cada animal, foi colocada sempre uma recompensa pequena
(2 pedacos de 1/4 de froot loops®), enquanto no braco oposto foi colocada uma
recompensa grande (8 pedacos de 1/4 de froot loops®). Na semana anterior e
durante a realizacdo da tarefa, os animais receberam apenas 80% de seu
consumo habitual de racdo e, adicionalmente, receberam alguns pedacos de
Froot Loops para familiarizarem-se com o alimento palatavel. A idade dos animais
no inicio deste experimento foi de aproximadamente 120 dias de vida e o
protocolo foi dividido em quatro diferentes fases: habituacdo, pré-treinamento,

treinamento e testes.

———Pd Pe  Pe Po—

H H M HE
Fecompensa = . . + Recompensa

+———— Brago de partida

Figura 2: Representacéo esquematica do T-maze. Pp e Pd representam as posi¢es onde sao
inseridas respectivamente as portas proximais e distais.
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3.2.1. Habituacéao

No primeiro dia de experimento os animais foram submetidos a duas
sessfes de habituacdo. Em cada sessdo, as ratas foram colocadas
individualmente no braco de partida e puderam explorar livremente o aparato por
5 minutos. Durante este periodo, foi permitido aos animais comerem as

recompensas alimentares presentes na porcéo final de cada um dos bracos.

3.2.2. Pré-treino

A partir do segundo dia, as recompensas pequena e grande passaram a
ser colocadas sempre nos bracos determinados para cada animal. O pré treino foi
realizado durante 3 dias, com duas sessfes diarias de cinco trials. Durante esta
fase, todas as portas permaneceram abertas, com os animais tendo livre acesso e
podendo comer a recompensa de ambos o0s bracos. ApOs consumir as
recompensas, os animais foram removidos do aparato e devolvidos a sua caixa-

moradia para um intervalo intertrial de 2 a 3 min.

3.2.3. Treino

Assim como no pré-treinamento, nesta fase foi permitido aos animais
entrarem no brago contendo a recompensa pequena e a recompensa grande. No
entanto, ao escolher um dos bragos a porta contida em seu inicio era fechada
assim que o animal a cruzasse, evitando que pudesse voltar ou escapar para o
outro braco. A segunda porta deste braco permaneceu aberta para permitir o livre
acesso a sua recompensa alimentar. Ap0s comer a recompensa, 0s animais eram
devolvidos a sua caixa-moradia para o intervalo intertrial. Nesta fase foram
realizadas duas sessdes diarias, cada uma composta de cinco trials. Para concluir
0 treinamento e passar para a proxima fase, o animal deveria atingir o critério de

selecionar a recompensa grande em pelo menos 80% dos trials em um mesmo
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dia de treino (oito de dez trials). Estipulou-se que, independente da performance,
0S animais permaneceriam por um minimo de 5 dias nesta fase antes de

prosseguir para o teste.

3.2.4. Teste

Nesta fase, foi estipulado um periodo de espera antes de o animal ter
acesso a grande recompensa. Ao entrar no brago com a grande recompensa,
ambas as portas eram fechadas, confinando o animal no espaco entre as portas
por um periodo de 8, 15 ou 30 segundos. Apds este periodo, a porta distal era
aberta e, ai sim, o animal tinha acesso a recompensa. Caso o animal entrasse no
braco que leva a recompensa a porta proximal deste braco era fechada mas
nenhum atraso era imposto para 0 acesso a essa recompensa. Cada periodo de
espera (8, 15 ou 30 segundos) foi realizado por um periodo de cinco dias
consecutivos. Na fase de teste os animais foram submetidos a uma Unica sessédo
diaria de cinco trials, e o nimero de escolhas das recompensas pequena e
imediata ou grande mas atrasada foi registrado. Nestes protocolo, a incapacidade
de esperar pela grande recompensa € considerada uma medida de

comportamentos associados a escolha impulsiva (BIZOT et al., 2007).

3.3.Andlises neuroquimicas

3.3.1. Coleta de tecidos

No dia do nascimento, no dia do desmame, e com aproximadamente 80 e
160 dias de vida, fémeas foram mortas por meio de decapitacdo em guilhotina,
em uma sala adequada para o procedimento e separada de onde se encontram
0os outros ratos. Os encéfalos foram removidos logo ap0s a decapitacdo e

rapidamente congelados em isopentano e gelo seco até serem armazenados em
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freezer -80°C para posterior dissecagédo das estruturas de interesse. As fémeas
adultas (80 e 160 dias de vida) foram decapitadas e tiveram o encéfalo coletado

somente quando nas fases metaestro e diestro do ciclo estral.

Para a dissecacao das estruturas, os encéfalos foram mantidos a -20 °C e
as regides de interesse (MPFC e OFC) de ambos os hemisférios foram
macroscopicamente dissecados com a ajuda de um atlas (Paxinos e Watson,
2007). Nos encéfalos de recém-nascidos, o cortex pré-frontal foi considerado
como uma unica estrutura, sem subdividir em mPFC e OFC. Os tecidos obtidos
foram processados para andlise, via Western Blot, dos niveis de receptores do
tipo D1 e D2, DAT, Sinaptofisina e, em recém-nascidos, dos niveis de tirosina

hidroxilase (e sua forma fosforilada - pTH).

3.3.2. Western Blot

Os tecidos coletados foram homogeneizados em tampéao de lise contendo
inibidores de protease (Complete, Roche) e de fosfatase (Phostop, Roche). As
amostras destinadas a quantificacdo de TH e pTH foram centrifugadas a 3000
rom durante 10 minutos a 4°C para a extracdo da porcdo citosolica. Ja as
amostras destinadas a quantificacdo de receptores D1, D2 e DAT passaram por
uma centrifugacdo adicional a 13000 rpm durante 30 minutos a 4°C para obter
uma extracdo citosolica purificada. Os niveis totais de proteina foram
guantificados utilizando-se um kit BCA com albumina sérica bovina como padrdo
(Pierce BCA Protein, Thermo Scientific). Amostras contendo 40 ug de proteina
total e um marcador de peso molecular padrdao (Magic Marker®, Invitrogen) foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (NUPAGE 4-12% bis-tris gel,

Invitrogen) a 4-15% (Invitrogen), e em seguida foram transferidas para uma
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membrana de nitrocelulose (Hybond-C, GE Healthcare). As membranas
resultantes foram bloqueadas em uma solucdo contendo 5% de leite em po6
desnatado e 1% de Tween-20 diluido em tampéao Tris-Base. As membranas foram
incubadas overnight em camara fria com os anticorpos primarios e na manha do
dia seguinte foram incubadas por 2h em temperatura ambiente com o anticorpo
secundario (anti-mouse (Cell Signaling, 7076 s, 1:1000) ou anti-rabbit (Cell
Signaling, 7074 s, 1:1000). Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: TH
(Millipore AB152, 1:2000), pTH especifico para tirosina hidroxilase fosforilada no
sitio Ser40 (Invitrogen, num: 368600, 1:1000), D1 (Millipore, AB9141, 1:500), D2
(Millipore, AB5084P, 1:1000), DAT (Sigma-Aldrich, AB1591P, 1:500) e
Sinaptofisina (SYN; Millipore, MAB368, 1:1000). A quimiluminescéncia foi
detectada através do sistema ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) e com o
uso de ECL (GE healthcare, RNP2106). A intensidade das bandas foi quantificada
por densitometria utilizando o software Image J® (National Institutes of Health,
EUA). Os resultados foram expressos como uma razao entre a intensidade da
proteina de interesse e a intensidade dos niveis de beta-actina (Sigma-Aldrich,
A4700, 1:1000) da mesma banda. A analise dos niveis de TH e pTH foi realizada
somente em animais recém-nascidos, enquanto os niveis de D1, D2 e DAT foram
avaliados em 4 diferentes idades (1, 21, aprox. 80 e aprox. 160 dias de vida). Os

niveis de sinaptofisina foram avaliados aos 21 e aos 80 dias de vida.
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3.4.Registro eletroquimico da liberacdo de dopamina

3.4.1. Cirurgia estereotaxica

Com aproximadamente 100 dias de vida, os animais (n=33) foram
submetidos ao procedimento cirdrgico para a implantacdo de microeletrodos no
cortex pré-frontal medial ou no cortex orbitofrontal. Os animais foram
anestesiados por via inalatoria com isoflurano e cuidadosamente posicionados em
um aparelho estereotaxico. A assepsia da regido a ser operada foi realizada com
aplicacéo de iodo. Com o auxilio de bisturi, pin¢a e tesoura, foi realizado um corte
na cabeca do animal, e a regido do cranio que ficou exposta foi raspada com uma
espatula e agua oxigenada para permitir a visualizacdo da regido do bregma.
Com a utilizacdo de uma furadeira odontolégica, um orificio foi realizado no local
de insercao dos microeletrodos (coordenadas mPFC: 3,2 mm anterior ao bregma
(AP), +0,7 mm lateral a linha média (L), 4,2 mm ventral a superficie do cortex
(DV); coordenadas OFC: 3,2 mm AP, + 2,0 mm L, 5,5 mm DV) (WINSTANLEY et
al., 2006; ZHANG, 2005). Adicionalmente foram realizados outros trés orificios,
um no coértex parietal contralateral para a implantacdo do eletrodo de referéncia e
outros dois onde foram rosqueados parafusos de sustentacdo. Os eletrodos foram
fixados com o auxilio de cimento acrilico autopolimerizante. Os animais passaram
por um periodo de observagcdo pos-cirdrgica de 3-5 horas, e ap0s este periodo

foram devolvidos a suas caixas-moradia.

3.4.2. Eletrodos e registro eletroquimico

Os eletrodos utilizados consistem de uma fibra de carbono com diametro
aproximado de 30 pm e gque se estende cerca de 150-250 pum a partir da ponta de

um capilar de vidro (Center for Microelectrode Technology, Lexington, KY) (figura
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3). Antes de sua implantacdo, cada eletrodo foi revestido com uma solugdo de
Nafion®, um polimero que previne a deteccdo de substancias aniénicas como o
acido ascorbico e DOPAC, desta forma aumentando a seletividade dos eletrodos
para dopamina. A sensibilidade de cada eletrodo para as moléculas de dopamina
foi determinada por meio de calibracdo in vitro no momento imediatamente
anterior & sua implantacdo. Foram utilizados somente aqueles eletrodos que

apresentaram uma elevada sensibilidade e seletividade a dopamina.

Os registros eletroquimicos foram realizados utilizando um aparato
cronoamperométrico de alta velocidade (Quanteon, Lexington, KY, USA). Em seu
funcionamento, um potencial de oxidacdo de +0,55 mV (em relagéo ao eletrodo
de referéncia) € aplicado ao eletrodo de registro pelo periodo de 100 ms a uma
taxa de 5 Hz. A corrente gerada por estes repetidos pulsos de oxidacao (e
subsequente reducdo) das moléculas de dopamina foi integrada digitalmente e

convertida em valores equivalentes de concentracdo de DA (figura 3).
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Figura 3: Imagens ilustrando a realizacdo do protocolo de cronoamperometria. (A) eletrodo
utilizado nos registros; (B) animal na caixa de registro consumindo pellets de Froot Loops, (C)
representacao geral dos aparatos utilizados.

3.4.3. Testes comportamentais

Os animais foram habituados a caixa de voltametria (fabricada em madeira
e medindo 60 x 60 x 60 cm) durante os 2 dias anteriores e no terceiro dia apos a
cirurgia. No primeiro dia de habituacdo, os animais permaneceram por 60 minutos
na caixa e receberam alguns pedacos de Froot Loops para consumo. No segundo
e no terceiro dia de habituacdo, os animais inicialmente receberam alguns
pedacos de Froot Loops, e apds, foram submetidos a um protocolo de

condicionamento composto de 25 trials por dia. Cada trial consistiu da
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apresentacdo de um sinal sonoro (~90-dB) pelo periodo de 30 segundos.
Imediatamente ap6s o término deste sinal, um pedaco de Froot Loops (1/4 de
pellet) era liberado ao animal através de um tubo que da acesso ao interior da
caixa. O intervalo entre os trials variou aleatoriamente entre 60 e 120 segundos.
Do terceiro dia pos operatdrio em diante, os animais tiveram sua dieta restrita em

80% da quantidade de racéo habitualmente consumida.

O primeiro registro eletroquimico da liberacdo de dopamina ocorreu quatro
dias apds a cirurgia, e teve uma duracao total de 6 horas. Neste dia, os animais
foram conectados ao aparelho cronoamperométrico e submetidos a um periodo
inicial de habituacdo de 120 minutos, onde nenhum tipo de estimulo foi
apresentado ao animal. Este longo periodo de habituacdo é necesséario para a
estabilizacdo do sinal registrado pelo aparato. Posteriormente, 30 gramas de
racdo padréo foram oferecidas ao animal, por um periodo de 30 minutos (Fase de
estimulo 1). Durante esta fase do teste, o comportamento do animal foi
monitorado, e sempre que ele se aproximou, cheirou ou consumiu a racdo, estes
eventos foram registrados no computador. Ao final deste periodo, as sobras de
racao foram retiradas e o animal passou por um intervalo de 60 minutos, onde o
registro eletroquimico continuou sendo realizado, porém na auséncia de estimulos
alimentares. Na préoxima fase do teste, os animais receberam 15 pellets de Froot
Loops, e mais uma vez tiveram seu comportamento monitorado e registrado pelos
préximos 30 minutos (Fase de estimulo 2). O teste foi encerrado com mais um
periodo de 120 minutos onde o registro foi feito na auséncia de estimulos. A
quantidade de racdo e de alimento palatavel consumidos durante o teste foi
registrada, assim como a laténcia para iniciar o consumo destes alimentos (Figura

4).
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Inicio do Racdo Froot Fim do
registro padrao Loops registro
| | | | | |
| Habituagio 0min | 60min  30min 120 |
120 min min

Figura 4: Protocolo obedecido no dia 1 de registro eletroquimico.

No quinto dia apdés a operacdo os animais foram expostos a uma sessao
adicional de habituacdo, onde mais uma vez foram expostos a 25 trials de

condicionamento (sinal sonoro seguido do recebimento de 1/4 de Froot Loops).

No dia seguinte (6° dia pés-operatdrio), os animais foram novamente
conectados ao aparelho cronoamperométrico para o registro da liberacdo de
dopamina em resposta a pistas alimentares (resposta antecipatoria) e a
ocorréncia de erros na previsdo da recompensa (protocolo adaptado de NAEF et
al., 2013). Apo6s novo periodo de habituacdo de 120 minutos, os animais foram
expostos a 15 trials de condicionamento idénticos aos experimentados nas
sessfes de habituacdo anteriores (sinal sonoro de 30 segundos seguido do
recebimento de 1/4 de pellet de Froot Loops). Nos 5 trials seguintes, o final do
sinal sonoro foi seguido do recebimento de uma recompensa maior que a
habitualmente recebida (seis pedacos de 1/4 de Froot Loops). J& nos ultimos 5
trials, nenhuma recompensa alimentar foi recebida ao final do tom. Assim como
nas sessodes de habituacéo, o teste foi composto por um total de 25 trials (15 com
a recompensa habitual, 5 com recompensa grande e 5 sem recompensa apds o
tom), e respeitou-se um intervalo aleatério de 60-120 segundos entre a

apresentacao dos sinais.
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Hab 1 Hab 2 Cirurgia Hab 3 Registro 1 Hab4 Registro2
| | | | | | | | I
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9

Habituacao 1: Exposigao ao alimento palatavel (Froot Loops) na caixa de registro
Habituacao 2: Condicionamento sinal sonoro + Froot Loops

Cirurgia: Procedimento cirdrgico para implantacao dos eletrodos

Habituacao 3: Condicionamento sinal sonoro + Froot Loops

Registro 1. Registro eletroquimico dos niveis de dopamina durante a exposicdo e o
consumo de racao e de alimento palatavel

Habituacao 4: Condicionamento sinal sonoro + Froot Loops

Registro 2: Registro eletroquimico dos niveis de dopamina em resposta a pistas

alimentares e a erros na previsao da recompensa

Figura 5: Linha do tempo dos experimentos eletroquimicos

Ao final do dltimo dia de registro, os animais foram mortos por meio de
sobredose anestésica e imediatamente decapitados. Os encéfalos foram
removidos e fixados em solucédo de paraformaldeido 4% em PBS por 24 horas.
Apbs, foram crioprotegidos em solucdo de sacarose 30% por 3-4 dias, congelados
em nitrogénio liquido e mantidos em freezer -80° até serem fatiados em um
criostato. As secdes coronais obtidas (30 pm) foram dispostas em laminas
gelatinizadas e coradas com hematoxilina-eosina para a verificagdo, em
microscopio Optico, da lesdo causada pela insercdo do microeletrodo. Os dados
dos animais cujos eletrodos estiveram mal posicionados foram excluidos do

estudo.

38



3.5.Analises estatisticas

O desempenho no teste de tolerancia ao atraso na recompensa foi
analisado usando-se Equacdes de Estimativas Generalizadas (GEE), com grupo
e tempo como fatores. O peso ao nascer foi analisado por GEE utilizando a
ninhada como cluster e ajustando para o numero de filhotes de cada ninhada.
Quando apropriado, as analises foram seguidas de post-hoc de Bonferroni. Teste
t de Student foi utilizado para comparar o peso dos animais adultos e para as
andlises de Western Blot. ANOVA de duas vias foi utilizada para analisar os
dados comportamentais da voltametria e para comparar 0s sinais eletroquimicos
nos instantes selecionados. Uma analise por regressao linear foi realizada para
determinar o efeito do grupo, da disponibilidade de recompensa e do tempo sobre
0s niveis de dopamina durante o sinal sonoro. Todas as variaveis foram
expressas como média = erro padrdo da média, e o0s resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05. Os dados foram digitados e
analisados no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versdo 18.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, EUA), enquanto seus gréficos

foram confeccionados no programa Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

3.6. Aspectos éticos
Todos os procedimentos deste trabalho foram aprovados em seus
aspectos éticos e metodoldgicos pela Comissédo de Etica no Uso de Animais do
Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacao (GPPG) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Projetos numero 12-0353 e 15-0490),,estando de acordo com as
Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, que estabelecem os

procedimentos para o uso cientifico de animais.
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4. CAPITULO 1

Intrauterine growth restriction increases impulsive behavior and is
associated with altered dopamine transmission in both medial prefrontal
and orbitofrontal cortex in female rats.

Artigo publicado na revista Physiology & Behavior.

Alves MB, Laureano DP, Dalle Molle R, Machado TD, Salvador APA, Miguel PM,
Lupinsky D, Dalmaz C, Silveira PP. Intrauterine growth restriction increases
impulsive behavior and is associated with altered dopamine transmission in both
medial prefrontal and orbitofrontal cortex in female rats. Physiology and Behavior,
[s. I.], v. 204, n. February, p. 336346, 2019.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Recent studies have implicated a role for impulsivity in the altered eating behaviors and the increased risk for
IUGR obesity consistently associated with intrauterine growth restriction (IUGR). Changes in dopamine transmission
lmPUlSi_VifY within prefrontal areas are believed to contribute to these adverse outcomes. Here we investigated the impulsive
Dopzlimlne behavior toward a delayed reward and evaluated dopamine levels and its receptors in the medial prefrontal
Ig:;:ltaolﬁi l:g;’:;ilt::ﬂex (mPFC) and orbitofrontal (OFC) cortex of female adult rats exposed to IUGR. From day 10 of pregnancy and until
birth, Sprague-Dawley dams received either an ad libitum (Adlib) or a 50% food-restricted (FR) diet. At birth, all
pups were adopted by Adlib mothers, generating the groups Adlib/Adlib (control) and FR/Adlib (intrauterine
growth-restricted). Adult impulsive behavior was evaluated using a Tolerance to Delay of Reward Task. In vivo
dopamine responses to sweet food intake were measured by voltammetry, and D1, D2 and DAT levels were
accessed by Western Blot. Animals from FR group showed a pronounced aversion to delayed rewards. DA re-
sponse to sweet food was found to be blunted in the mPFC of FR animals, whereas in the OFC, the DA levels
appear to be unaffected by reward consumption. Moreover, FR animals presented reduced D1 receptors in the
OFC and a later increase in the mPFC D2 levels. These findings suggest that [IUGR female rats are more impulsive
and that the associated mechanism involves changes in the dopamine signaling in both the mPFC and OFC.

1. Introduction

Intrauterine growth restriction (IUGR) refers to a situation in which
the fetus is unable to reach its genetically determined growth potential
[1,2]. Considered a common and complex complication of pregnancy,
the onset of IUGR has been associated with several maternal, fetal and
uterine factors that, in general, lead to a compromised placental func-
tion [3,4]. This includes conditions such as maternal infections, dia-
betes, hypertension, tobacco exposure as well as under nutrition [5].

Growth restricted individuals comprise a population particularly
vulnerable to chronic diseases including type II diabetes [6], hy-
pertension [7], metabolic syndrome [6] and a diversity of psychiatric

disorders [8]. Moreover, recent studies have associated IUGR with al-
tered food preferences from early life until adulthood; always in a
tendency to favor the intake of non-healthy (rich in sugar and/or fat)
foods [9-11]. Throughout the life course, this different behavioral
pattern is believed to contribute significantly to the increased risk for
diseases largely reported for these individuals [12,13]. In addition, it is
interesting to note that some of these studies have observed sex dif-
ferences in the incidence of metabolic and behavioral disorders, sug-
gesting that females may be more susceptible to the effects of IUGR
[10,14-16].

In this context, recent findings from our group have shown that
IUGR children are more impulsive toward a sweet reward, and have a

* Corresponding author at: Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS, Rua Ramiro Barcelos, 2600 (Anexo), Lab. 37, Porto Alegre 90035-003, RS, Brazil.

E-mail address: 00161066@ufrgs.br (M.B. Alves).

https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2019.03.010

Received 15 November 2018; Received in revised form 20 February 2019; Accepted 11 March 2019

Available online 14 March 2019
0031-9384/ © 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.



M.B. Alves, et al.

poor inhibitory control [15,17], two elements that have been con-
sistently linked to unhealthy food choices, overeating and overweight/
obesity [18,19]. According to Van der Laan [20], an explanation for this
link is that more impulsive individuals are more tempted by im-
mediately rewarding foods. Also, impulsive individuals have more
difficulty in adhering to longer term goals (including dietary goals) and
might be less able to plan meals, which might stimulate snack food
consumption [21]. Therefore, impulsivity emerges as a factor that could
significantly influence feeding behavior among IUGR individuals.

However, the neural mechanism connecting IUGR to impulsivity has
yet to be better understood. Evidence from lesion and neuropharma-
cological studies has implicated dopamine (DA) transmission in pre-
frontal and limbic areas with distinct aspects of impulsivity. In medial
prefrontal cortex (mPFC), higher levels of DA D2 receptors are asso-
ciated with lower levels of impulsivity [22]. On the other hand, mPFC
overexpression of DA D1 receptors is associated with increased im-
pulsive choice in a delay-discounting task [23]. In the orbitofrontal
cortex (OFC), both the decrease in dopamine transporter (DAT) func-
tion and the infusion of a D2 receptor antagonist (raclopride) are as-
sociated with higher measures of impulsivity [24,25]. Interestingly,
rodent studies have suggested that dopamine transmission in these
areas is especially vulnerable to the adverse effects of IUGR [14,26,27],
making this system an interesting target in the search for the me-
chanisms related to the increased impulsivity observed in IUGR sub-
jects.

Based on these findings, we aimed to investigate impulsive behavior
and different components of dopaminergic signaling in the medial
prefrontal (mPFC) and the orbitofrontal cortex (OFC) in an animal
model of IUGR. We hypothesized that IUGR rodents would show greater
impulsivity in a “tolerance to delay of reward” task, and that IUGR
would differentially modulate the levels of DA receptors and the dy-
namics of DA release in response to sweet food intake in the mPFC and
OFC.

2. Material and methods

Primiparous Sprague Dawley rats (CEMIB Laboratory Animal
Reference Center, Campinas, SP, Brazil) at approximately 70 days of
age were housed in Plexiglas home cages (49 cm X 34 cm X 16 cm) and
maintained in a controlled environment: standard dark/light cycle
(lights on between 7:00 a.m. and 7:00 p.m.), temperature of 22 + 2°C,
cage cleaning once a week, food and water provided ad libitum. Estrous
cycle was determined daily by vaginal smearing, and females were
placed with males when receptive (proestrous). Gestation was con-
firmed at day 1 by visualizing the presence of sperm cells on the vaginal
smear. On gestational day 10, dams were randomly allocated into one
of following dietary groups: control group (Adlib, n = 24), which re-
ceived an ad libitum diet of standard laboratory chow (Nuvilab®:
3.06 kecal/g, 22% protein, 4% fat, 45,5% carbohydrate, no sucrose), or a
50% food restricted group (FR, n = 14), based on the IUGR model
described by Desai et al. [28], which received 50% of the ad libitum-fed
dams intake (determined by the quantification of the mean daily intake
of the control group). These diets were provided from day 10 of preg-
nancy until offspring birth.

Within 24 h of birth, pups were individually weighed and standar-
dized to a maximum of 8 pups/litter, with 4 females and 4 males. Cross-
fostering was performed and all litters were adopted by Adlib mothers,
forming the following groups (considering the biological/adoptive
mother): adlib/adlib (n = 13) and FR/adlib (n = 11). Only female
offspring were used in this study and the remaining animals were
destined to other projects from our group. On postnatal day (PND) 21,
pups were weaned, separated into groups of two or three same-sex
(same litter/group) individuals per cage, and kept in a controlled en-
vironment as previously described. Except for the cage cleaning (once a
week), animals were left undisturbed from PND 21 until the com-
mencement of behavioral tasks. Animals were weighed at birth and
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immediately prior the start of the electrochemical measurements and
the tolerance to delay of reward task. No > 2 animals per litter were
used in each experiment, and the animals that had the brain collected
for the Western Blot were not the same submitted to the electro-
chemical recordings or the impulsivity task. Each animal was submitted
to only one of the behavioral tasks (tolerance to delay of reward OR
electrochemical recordings).

All procedures were approved by the Research Ethics Committee of
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG/HCPA, projects number
12-0353 and 15-0490), and performed according to National (Brazilian
Law No. 11,794, 2008) and International (Directive 86/609/EEC)
guidelines for animal research. All efforts were made to minimize an-
imal suffering and reduce the number of animals used in the study.
Tasks were performed in climate-controlled rooms within our animal
research facility (Unidade de Experimentacao Animal/HCPA).

2.1. Tolerance to delay of reward

Tolerance to delay of reward task was performed in a wood-made
black T-maze consisting of a starting runway and two arms (50 cm long,
40 cm high and 10 cm internal width) equipped with removable doors
at the entrance and 10-cm from the end of each arm. The protocol was
divided into four different phases: habituation, pre-training, training
and testing, and was adapted from a previous work of Bizot et al. [29].
One week prior and throughout this behavioral task, animals were food-
restricted, receiving 80% of their habitual food consumption and a few
pellets of Froot Loops® to gain familiarity with the palatable food. For
all the phases of the test, sample sizes were 11 for both groups.

2.1.1. Habituation

Tolerance to delay of reward task began at approximately 120 days
of life. On the first day, animals were subjected to two habituation
sessions. In each session, rats were individually placed on the starting
runway and allowed to freely explore the apparatus for 5 min and to eat
the food reward (same amount) at the end of both arms.

2.1.2. Pre-training

From the second day onward, one of the arms (left or right, ran-
domly distributed among the rats) was always provided with a large
reward (eight pieces of Y Froot Loops, Kellogg's®) at its end, and the
other with a small reward (two pieces of ¥ Froot Loops). Animals had
equal access to both arms, independently of the amount of reward. Pre-
training was conducted for 3 days with two daily sessions of five trials.
During this phase, all the doors remained open and the animals could
eat the reward from both arms. After eating both rewards, rats were
removed from the apparatus and returned to its home cage for an inter-
trial interval of 2 to 3 min.

2.1.3. Training

As in pre-training, each rat was placed on the starting runway, and
could choose between the small and the large reward. However, when
the animal turned to one of the arms and crossed the first door, it was
immediately closed in order to prevent the animal from escaping to the
other arm. The second door from that arm remained open to allow free
access to its reward. After eating the reward, the animal was returned to
its home cage for the inter-trial interval. There were two daily sessions
of five trials, and the criteria to conclude the training phase were to
select the large reward in > 80% of the trials within a day (eight out of
ten trials). It was stipulated that the animals would spend a minimum of
5days in this phase before proceeding to the test.

2.1.4. Test

At this stage, a delay was introduced before the animal had access to
the large reward. For instance, after choosing the arm with the large
reward, both doors were closed immediately after the animal crossed
the first one, confining the animal between the doors for a period of 8,
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15 or 30 s before having access to the reward. No delay was imposed if
the animal chose the arm leading to the small reward. Each waiting
period was conducted for a period of five consecutive days (8 s in the
first five days, 15s in the following five days and 30 in the last five
days). At the test phase, animals were submitted to a single daily ses-
sion (five trials), and the number of choices to the large-but- delayed
reward or to the small-and-immediate reward was counted. The in-
ability to wait for the large gratification is considered as a measure of
impulsive-related behaviors [29].

2.2. In vivo electrochemical measurements

2.2.1. Surgery

At approximately 100 days of life, animals (n = 33) were anesthe-
tized with isoflurane using an anesthesia vaporizer, placed in a ste-
reotaxic apparatus and then implanted with a voltammetric electrode at
either the right mPFC (coordinates: +3.2mm AP, +0.7mm ML,
—4.2mm DV) or OFC (+3.2mm AP, +2.0mm ML, —5.5mm DV)
[30,31]. In addition, animals were implanted with an Ag/AgCl re-
ference electrode in the contralateral parietal cortex in a site remote
from the recording area. Miniature pin connectors soldered to the
voltammetric and reference electrodes were inserted into a plastic
connector (9-pin ABS Plug, Ginger Scientific, GSO9PLG-220) and this
assembly was fixed with acrylic dental cement to two stainless steel
screws threaded into the cranium. Animals were returned to their home
cages after a 3-5h recovery period.

2.2.2. Electrochemical probes

Eletrochemical probes consisted of a single 30-um-diameter carbon-
fiber (Center for Microelectrode Technology, Lexington, KY) extending
150-250 um beyond the sealed tip of a pulled glass capillary (outer
diameter 0.5mm). The fibers were repeatedly coated at high tem-
perature with a 5% solution of the ion exchange polymer Nafion®
(Sigma-Aldrich), a perfluorinated ionomer that prevents detection of
anionic substances (such as ascorbic acid (AA) and DOPAC) and thus
increases the sensitivity of the electrode for DA. Prior to the im-
plantation, each electrode was calibrated to determine DA sensitivity
and selectivity compared with AA (250 uM) in a 0.1 M phosphate-buf-
fered saline (pH7.4) solution. Only electrodes exhibiting a DA-to-AA
selectivity ratio > 1000:1 and a highly linear response (r > 0.997) to
increasing concentrations of DA were used.

2.2.3. Electrochemical measurements

Electrochemical recordings were performed using a computer con-
trolled, high-speed chronoamperometric apparatus (Quanteon,
Lexington, KY). An oxidation potential of +0.55mV, with respect to
the reference electrode, was applied to the electrode for 100 ms at a rate
of 5Hz. The amplitude of the resulting oxidation current was digitally
integrated over the last 80 ms of each pulse. The sums of every 10 di-
gitized oxidative cycles of the chronoamperometric waveform were
automatically converted into equivalent values of DA concentration
using the in vitro calibration factor for each electrode. The reduction
current generated when the potential was returned to resting level
(0.0 mV for 100 msec) was similarly digitized and summed and served
as an index to identify the main electroactive species contributing to the
electrochemical signals. With these conditions, the magnitude of the
increase in reduction current in response to increases in DA is typically
60-80% of the corresponding increase in oxidation current (Red/Ox
ratio = 0.6-0.8), whereas oxidation of AA is virtually irreversible (Red/
Ox = 0) and that of DOPAC is almost entirely reversible (Red/Ox
ratio = 0.9-1.0) [32,33].

2.2.4. Apparatus and procedure

In the two days prior to the surgery and in the third post-operative
day, rats were habituated to the testing apparatus (a wooden box
(60 x 60 x 60 cm) for 1 h/day. During these periods, animals were free
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to eat some pellets of Froot Loops previously put inside the box.
Voltammetry recordings occurred in the fourth post-operative day and
lasted a total of 5h. Each animal was connected to the chron-
oamperometric instrument by a shielded cable and remained in the
apparatus for an initial period of 120 min for acclimatization and
electrochemical signal stabilization. Thereafter, 30 g of standard rat
chow were offered to the animal for a period of 30 min. During this
phase, the animal's behavior was monitored and registered whenever it
consumed or stopped consuming chow. At the end of this period, not
consumed chow was removed and the animal underwent a 60 min in-
terval, where the electrochemical recording continued but in the ab-
sence of food stimuli. After the interval period, animals received 15
pellets of Froot Loops for 30 min and again its behavior was monitored
and recorded for the next 30 min. Testing was finalized after further
60 min of recording in the absence of food stimuli. During the protocol,
the amount of chow and Froot Loops consumed was measured, as well
as the latency to eat both foods.

2.2.5. Data format

Data were analyzed in accordance with Richardson [34]. Due to the
inherent differences in sensitivity between different electrodes, in vivo
changes in current recorded in different animals (each one with a dif-
ferent electrode) cannot be assumed to be equivalent. Thus, compar-
isons are valid only if the sensitivity of each electrode is calibrated in
vitro against a standard, and the electrochemical data are expressed as
equivalent values. Oxidation current are expressed as changes in elec-
trochemical signal (UM DA equivalent) relative to the signal level 15s
prior to the beginning of the consumption of chow or froot loops
(Time — 15). Because the recording at Time — 15 was the point of
comparison for changes in electrochemical signal that followed, it was
arbitrarily given a value of 0 (uM). Therefore, instead of corresponding
to the absolute concentration of extracellular DA, electrochemical data
represent relative changes in extracellular DA levels elicited by the
stimulus (food consumption). Electrochemical records with movement-
related artifacts were excluded from the data analysis.

2.2.6. Histology

At the conclusion of testing, animals were deeply anesthesized with
isoflurane and a + 4.5DC current was applied to the carbon fiber
electrode in order to increase the lesion area, and thus facilitate the
visualization of the exact recording site in the brain [35]. Subsequently,
rats were decapitated, and brains were fixed in a 4% paraformaldehyde
(PFA) solution for 24 h. After this process, brains were cryoprotected in
a 30% sucrose solution for 3-4 days and then frozen until being sliced.
Electrode placements were confirmed from 30 pum hematoxylin-eosin
stained coronal sections. Only data from animals with histologically
confirmed electrode position were analyzed.

2.3. Neurochemical analysis

2.3.1. Tissue collection

Tissue collection for protein levels analysis takes place at two dif-
ferent ages: 80 days of life (providing data from protein levels prior the
beginning of the behavioral tasks) and 160 days of life (protein levels
after the conclusion of the behavioral tasks). Tissues were obtained
from animals that were not submitted to behavioral tasks. The animals
were decapitated and the brains were quickly removed and flash-frozen
in isopentane under dry ice and stored at — 80 °C until analysis. For the
structures dissection, brains were warmed to — 20 °C and the regions of
interest (mPFC and OFC) of both hemispheres were macroscopically
dissected through thick sections (0.1 cm) with the aid of an atlas [36].
The tissues obtained were processed for Western blot analysis as de-
scribed below.

2.3.2. Western blot
Tissue samples were homogenized in a cytosolic extraction buffer
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Fig. 1. Number of choices to the large reward in the tolerance to delay of reward task. Rats were submitted to different waiting times to reach the large reward: (A)
Training-0s, (B) 8s, (C) 15s and (D) 30 s of waiting. # indicates difference from the first day. * Indicates difference from Adlib group in the same day. Data are

+

expressed as mean

with protease (Complete, Roche) and phosphatase inhibitors (Phostop,
Roche). Samples were then centrifuged at 3000 rpm (4 °C) for 10 min
for cytosolic protein extraction and thereafter at 13,000 rpm (4 °C) for
30 min for purification of the cytosolic fraction. Total protein was
quantified using a BCA kit with bovine serum albumin as standard
(Thermo Scientific). Samples containing 40 pg of total protein were
loaded on 4-15% polyacrylamide gradient gels (Invitrogen), subjected
to electrophoresis, and transferred to a nitrocellulose membrane (GE
Healthcare). A standard molecular weight marker (Magic Marker®,
Invitrogen) was run simultaneously to compare the molecular weights
of the visualized proteins. Resulting membranes were blocked in a Tris-
Base solution containing 5% of nonfat dry milk and 1% Tween-20. The
membranes were incubated overnight at 4 °C with the following pri-
mary antibodies: anti-DA transporter-DAT (Sigma-Aldrich, AB1591P,
1:500), anti-DA D1 receptor (Millipore, AB9141, 1:500), anti-DA D2
receptor (Millipore, AB5084P, 1:1000). On the next day, membranes
were incubated with the respective secondary antibodies, anti-mouse
(Cell Signaling, 70765, 1:1000) or anti-rabbit (Cell Signaling, 7074s,
1:1000), for 2h at room temperature. The chemiluminescence signal
was detected in an ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) system using
ECL (ECL Western Blotting Analysis System, GE healthcare, RNP2106),
and the intensity of the bands was quantified by densitometry using
Image J® software (National Institutes of Health, USA). Results were
expressed as the ratio between the intensity of the protein of interest
and the B- actin (Sigma-Aldrich, A4700, 1:1000) from the same band.

2.4. Statistical analysis

Performance in the ‘Tolerance to delay of reward” task was analyzed
using generalized estimating equations (GEE) with group and time as
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S.E.M. Group sizes: Adlib = 11; FR = 11. Generalized Estimating Equations (GEE), p < 0.05. Details are shown in text.

factors. Body weight at birth was analyzed by GEE using the litter as a
cluster and adjusting for the number of pups in the litter. The analyses
were followed by Bonferroni multiple comparison test when appro-
priate. Two-way ANOVA was used to analyze behavioral data from
voltammetry, and to compare the eletrochemical signal levels at
Time — 15 (15th second before starting food intake), Time 0 (beginning
of food intake) and Time 50 (50th second after starting food intake).
Student's t-test was used for adults’ weight and Western Blot analysis.
All variables were expressed as mean *+ standard error of the mean
(SEM), and the results were considered significant when p < 0.05.
Data were analyzed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 18.0 software (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, IL,
USA), and their respective graphics obtained from Prism 5 software
(GraphPad, San Diego, CA, USA).

3. Results

A Generalized Estimated Equations analysis using the litter as a
cluster and adjusting for the number of pups in the litter shows an effect
of the group (Adlib 6.30 = 0.81; FR 5.31 + 0.88; B = 0.986,
p < 0.0001, n = 114-77/group), in which the FR females weight less
than Adlib females. The same could not be found in adulthood, when
the animals from Adlib and FR groups did not differ in body weight at
the time of the behavioral tasks (before the electrochemical measure-
ments: Adlib 290.8 + 4.65; FR 286.0 + 6.67; at beginning of the
impulsivity task: Adlib 289.23 + 5.58; FR 288.13 *+ 6.61), suggesting
that the animals catch up on growth during development.
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3.1. Tolerance to delay of reward

During the training phase, we analyzed the number of choices to the
large reward (without delay) during the last three days of training. GEE
analysis showed a significant effect of time (Wald = 12.018; df = 2
p < 0.005), in which there is an increase in the number of choices to
the large reward on the third day of training, in comparison to the first
day in both groups. No effect of the group (Wald = 0,581; df =1
p > 0.05) and no interactions were observed (Wald = 0.349; df = 2
p > 0.05) (Fig. 1-A).

During the test phase, five consecutive daily sessions were per-
formed at each delay magnitude (8, 15 or 30 s). When a delay of 8-s was
imposed for the large reward, GEE analysis revealed no main effect of
the group (Wald = 0.131; df = 1 p = 0.717), nor main effect of time
(Wald = 20.595; df = 4 p < 0.005). However, this analysis yielded a
significant interaction between group and time (Wald = 20.595; df = 4
p < 0.005), in which over time, animals from FR group show a pro-
gressive decrease in the preference for the large reward (Fig. 1-B).

In comparison to the 15-s delay, analysis showed a main effect of
group (Wald = 7.266; df =1 p < 0.05) and time (Wald = 10.671;
df = 4 p < 0.05). Bonferroni post hoc test showed that at days 2, 4 and
5, FR animals displayed a reduced number of choices for the large re-
ward compared to the Adlib group. No interaction was found between
group and time (Wald = 8.615; df = 4 p > 0.050)(Fig. 1-C).

When a delay of 30-s was applied, once again the analysis showed a
significant main effect of group (Wald = 9337; df = 1 p = 0.002) and
time (Wald = 35.917; df =4 p < 0.005). Bonferroni post hoc test
showed that FR animals show a decreased preference for the large re-
ward when compared to the Adlib group on days 1 to 4. The interaction
between the variables was not statistically significant (Wald = 9.106;
df = 4 p > 0.05) (Fig. 1-D).

3.2. Behavioral data

Chow and Froot Loops consumption during the 30-min exposure
were analyzed by Two-way ANOVA with group and type of food as
independent factors (Fig. 2-A). We observed a main effect of the type of
food (F(1,40) = 23.77, p < 0.001), in which animals from both groups
ate more Froot Loops than standard chow during the test. No main
effect of group or interactions were found. When analyzing the latency
to start eating, a two-way ANOVA showed a significant main effect of
time (F(1,42) =4.41, p < 0.05) and group (F(1,42) = 5.04,
p < 0.05), demonstrating that both groups take less time to start eating
Froot Loops than chow (Fig. 2-B). Moreover, animals from the FR group
take less time to eat both chow and Froot Loops when compared to the
Adlib group. No interaction was observed (F(1,42) = 0.15, p = 0.70).
Data on food intake and latency to eat were analyzed even in animals
that were excluded from the electrochemical analysis due to a wrong
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electrode placement (Adlib n = 12; FR n = 13 - Animals from the same
group were grouped independently of the region of electrode placement
(mPFC or OFQ)).

3.3. Electrochemical recordings

From the initial 33 animals submitted to probe implantation sur-
gery, only 25 performed the electrochemical recordings.

Data from electrochemical recordings were obtained from 23 ani-
mals that did not suffer from complications during the probe im-
plantation surgery and with subsequently confirmed electrode place-
ment in the mPFC (Adlib n = 6; FR n = 6) or the OFC (Adlib n = 5; FR
n = 6). Fig. 3 is a schematic reconstruction of the electrode placements
for the animals used in this study.

The data in Fig. 4 display the mean relative changes in mPFC and
OFC DA levels recorded 15s before and 50 s after consumption of the
first Froot Loops. As described in the methodology, DA levels are re-
presented as a change in DA signal relative to that measured at
Time — 15.

In the mPFC, we observed a persistent and gradual increase in DA
levels starting around 5s before the onset of Froot Loops intake. An
entirely different pattern of DA fluctuation was observed in the OFC
region whereby both groups showed no significant fluctuations in DA
levels before, during or after consumption of Froot Loops.

Regarding mPFC DA, Adlib and FR animals demonstrated notable
differences in the pattern and the amplitude of the DA levels over time.
While animals from the Adlib group showed a pronounced and con-
tinuous increase in DA, with maximum amplitude near Time 50, FR
animals showed a smaller and stable increase, with comparable levels
at Time 0 and Time 50. Statistical analysis showed a significant main
effect of group (F(1,30) = 7.86, p < 0.01) and time (F(2,30) = 6.97,
p < 0.01) as well as a significant interaction (F(2,30) = 3.44,
p < 0.05). Bonferroni post hoc tests showed that at Time 50, DA levels
from Adlib rats were significantly increased in comparison with those
from times —15 and 0. Moreover, at Time 50, rats from the FR group
exhibited significantly lower levels of DA in comparison to those
measured in Adlib rats (Fig. 5).

We also compared DA levels elicited by Froot Loops with those
elicited by the consumption of standard chow in both groups at Time
50. These data were analyzed by Two-way ANOVA (with food type and
group as independent factors). We found significant main effects of
group (F(1,20) = 8.93, p < 0.01) and food type (F(1,20) = 11.36,
p < 0.01). In animals from the Adlib group, DA levels associated with
Froot Loops consumption were significantly greater than those asso-
ciated with the consumption of standard chow (Fig. 6). In animals from
the FR group, DA amplitude did not differ according to food type.
Notably, when comparing the amplitude of DA levels elicited by Froot
Loops or chow, we did not detect differences in the OFC (data not

B
Latency to eat
150+ 3 Adib
m FrR
=
*
H i
g &
- 50
CHOW FROOT LOOPS

Fig. 2. Amount of chow and Froot loops consumed (grams) during the 30-min period (A) and latency (in seconds) to start eating (B). #indicates difference from
chow; *indicates difference from Adlib group. Data are expressed as mean *+ S.E.M. Group sizes: Adlib = 12; FR = 13. Two-way ANOVA, p < 0.05. Details are

shown in text.
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Fig. 3. Histological verification of electrode placements. Schematic illustration of the location of electrode tip placements within the mPFC (A) and OFC (B).
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Fig. 4. Mean relative changes in mPFC and OFC DA signals recorded during the
previous 15s and the 50 s after the beginning of consumption of the first Froot
Loops pellet. Positive and negative values indicate DA signal levels that were
higher and lower, respectively, than those at the Time — 15. Open cir-
cles = animals from Adlib group with electrode placement at mPFC (n = 6);
filled circles = animals from FR group with the electrode at mPFC (n = 6);
open triangles = animals from Adlib group with the electrode at OFC (n = 5);
filled triangles = animals from FR group with the electrode at OFC (n = 6).
Data are expressed as mean + S.E.M. Details are shown in text.

shown).

3.4. Western blot

Levels of DA receptors (D1 and D2) and DA transporter (DAT) in the
mPFC and the OFC from both ages are shown in Table 1. Levels of D1
receptors were found to be decreased in the OFC of food restricted
animals for both ages (80 days: t(12) = 2.35; P < 0.05; 160 days: t
(12) = 1.38; P > 0.05). No differences in the D1 levels were found in
the mPFC (80days: t(12) = 1.13; P > 0.05; 160 days: t(12) = 0.20;
P > 0.05). Regarding D2 receptors levels, we did not find differences
in the OFC for any of the ages (80days: t(12) = 0.69; P > 0.05;
160 days: t(12) = 0.35; P > 0.05). However, FR animals at 160 days of
life showed increased levels of D2 in the mPFC (t(12) = 3.17;
P < 0.05), which was not found at the younger age (80days: t
(12) = 0.76; P > 0.05). DAT levels remained unchanged between the
groups for both ages in the OFC (80 days: t(12) = 0.98; P > 0.05;
160 days: t(12) = 0.09; P > 0.05) and the mPFC (80days: t
(12) = 1.08; P > 0.05; 160 days: t(12) = 0.12; P > 0.05).
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Fig. 5. Dopamine levels recorded at times — 15, 0 and 50 (sec) from the first
Froot Loops consumed. **indicates difference from times — 15 and 0; *indicates
difference from Adlib group at Time 50. Group sizes: Adlib = 6; FR = 6. Data
are expressed as mean = S.EM. Two-way ANOVA, p < 0.05. Details are
shown in text.
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Fig. 6. Dopamine levels recorded at Time 50 from the consumption of chow
and Froot Loops. In this figure, white bars represents chow and black bars re-
presents Froot Loops levels. *indicates difference from chow levels; # indicates
difference from Adlib levels to Froot Loops. Group sizes: Adlib = 6; FR = 6.
Data are expressed as mean + S.E.M. Two-way ANOVA, p < 0.05. Details are
shown in text.
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Table 1
Protein levels of D1 and D2 Receptors and Dopamine Transporter (DAT) in the
mPFC and the OFC at 80 and 160 days of life.

80 days of life

mPFC OFC

Adlib FR Adlib FR
D1 100 * 5.50 11211 + 7.85 100 * 14.17 61.51 = 12.75%
D2 100 * 9.05 124.46 = 24.40 100 + 14.09 89.29 * 6.67
DAT 100 * 6.10 122.81 + 17.57 100 = 13.24 85.84 = 6.25

160 days of life

mPFC OFC

Adlib FR Adlib FR
D1 100 = 11.42 119.32 + 6.61 100 * 7.37 68.77 + 9.95°
D2 100 * 29.35 258.95 + 14.07" 100 * 6.48 94.34 * 14.34
DAT 100 + 13.62 98.07 + 7.18 100 + 37.30 95.41 + 31.73

Data are expressed as percent of control (Adlib) levels + SEM. Student t-test,
p < 0.05.
n = 7-7/group.

* Indicates difference between groups.

4. Discussion

In the current work, our results were in agreement with previous
studies that found an increased impulsive behavior in individuals born
IUGR. Also, we deepened the knowledge regarding the mechanisms
associated with this outcome, demonstrating that changes in different
parameters of the dopaminergic signaling in the mPFC and in the OFC
are likely involved in this link between IUGR and increased impulsivity.

The food restriction model that we used in this study was based on
the successful intrauterine growth restriction model described by Desai
et al. [28]. This model has established an useful approach, able to
mimic many of the adverse outcomes frequently observed in IUGR
humans, including decreased plasma leptin levels, increased food in-
take, obesity, increased percentage of body fat, insulin resistance and
catch up growth [14,26,28,37-39]. More recently, this model has been
used to investigate alterations in feeding behavior itself and in beha-
viors that, in some way, influence food choices and consumption. In this
context, interesting changes were found in attentional skills [14], in
physical activity [40], in reward sensitivity (indicated by a decreased
conditioning for palatable food in a place preference test) [26], in he-
donic responses to sweet food [41] and now, in the impulsive behavior.

Here, we found that a 50% food restriction during gestation was
able to reduce fetal growth, with a significant decrease in body weight
at birth. In adulthood, food restricted animals showed no differences in
body weight when compared to their Adlib counterparts. These results
are in agreement with previously studies that observed a compensatory
weight gain throughout life in subjects exposed to IUGR [12,28,42,43].
This compensatory (catch-up) growth is believed to be an important
factor in determining the metabolic disadvantages in individuals born
growth restricted [44,45].

It is hypothesized that, during prenatal and early postnatal periods,
environmental stimuli lead to adaptive responses in order to make the
individual best suited for the environment it will probably face in later
life [46,47]. Regarding IUGR, the expectation of living in an environ-
ment with scarce energy resources makes impulsivity a potentially
advantageous feature in the long-term by increasing reward-related
responsiveness and shifting decision-making in order to favor the se-
lection of palatable/high energy foods [20]. However, today's postnatal
life is frequently accompanied by an environment abundant in food
resources, which makes impulsive behavior a maladjusted trait that
predisposes these individuals to overeating and weight gain.
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It is currently accepted that impulsivity can be divided into two
broad categories: impulsive action and impulsive choice [31]. In the
first category, we find a certain inability in the inhibition of motor
responses, i.e., responding immediately without thinking [20]. In turn,
impulsive choice involves a decision-making process, and is expressed
by the tendency to prefer immediate gains over long-term ones [25,48].
Both categories are believed to contribute to the emergence of over-
eating; however, the increased sensitivity/responsivity to rewards and
the abnormal preference for immediate gratification usually seen in the
impulsive choice makes this category particularly important in the
context of obesity [48,49]. It is precisely this type of impulsivity that
the Tolerance to Delay of Reward Task proposes to evaluate.

First, it is important to note that there was no difference between
the groups in the training phase, and that both showed a pronounced
preference for the larger reward. This excludes the possibility of po-
tential learning and/or memory difficulties in the execution of the task
for the IUGR animals. These kinds of deficits are frequently observed in
humans [50,51] and in different animal models of IUGR [52,53], and
could interfere in the behavioral effects observed in the subsequent
phases of the task.

On the other hand, we observed clear differences between the
groups when the animals were faced with increasing periods of delay
before having access to the large reward. It is largely known that the
value attributed to a reward decreases (is discounted) as a function of
the delay established for its delivery, so that it is expected for the an-
imals to present a decrease in the choice for the large reward as the
delay to obtain them increases [49,54]. However, this “discounting
rate” is found to be exaggerated for some individuals that demonstrate
an abnormal preference for immediate gratifications [54,55].

This exaggerated rate of discounting is typically observed in mala-
daptive behaviors including alcohol and drug abuse [56-58], in pa-
thological gambling [59] and in certain psychiatric conditions such as
attention deficit hyperactivity disorder [60]. Overweight and high body
fat percentage also have been associated with increased delay dis-
counting for both monetary and food rewards in adult women and men
[61-63]. Here, our results allow us to propose that IUGR individuals are
also prone to an excessive delay discounting in reward-related tasks,
which may be behaviorally expressed as an increased impulsivity and
thus contribute to the altered feeding behavior observed in these in-
dividuals.

Interestingly, a recent work from Silveira et al. [43] indicates that
the increased impulsivity associated with IUGR exceeds the limits of
eating behavior. From two independent birth cohorts, and using tasks
that do not involve the choice for food rewards, the authors observed
that ITUGR-related impulsivity is not restricted to food-associated tasks,
thereby influencing other forms of this behavior such as decision-
making and inhibitory control.

In addition, we observed during the voltammetry protocol that FR
animals took less time to start eating the Froot Loops pellets than the
animals from Adlib group. This shorter latency to eat may be related to
a greater reactivity to the palatable food and an increased motivation to
eat [64,65], and may constitute a distinct facet of the increased im-
pulsivity reported. However, even though the FR animals showed a
shorter latency to start eating, we did not find differences between the
groups in the amount of Froot Loops and chow consumed during the 30-
min exposure. This finding is in agreement with a previous study from
our group that evaluated sweet food intake in the home cage during an
acute exposure [14].

Using an electrochemical approach, we investigated DA release in
two prefrontal areas considered essential in the regulation of im-
pulsivity: the medial prefrontal cortex (mPFC) and the orbitofrontal
cortex (OFC). In the mPFC, we found that Froot Loops consumption
caused a blunted increase of DA levels in FR animals when compared to
the increase observed in the animals from Adlib group. Moreover,
mPFC DA levels elicited by Froot Loops consumption were greater than
the levels elicited by the consumption of chow in animals from the
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Adlib group. The same cannot be stated for the food-restricted animals,
in which the DA levels in response to Froot Loops and chow did not
differ. Surprisingly, DA levels in the OFC were not altered by the con-
sumption of palatable food and chow in any of the groups. On the other
hand, intrauterine growth restriction seems to affect dopaminergic
signaling in the OFC, since the animals from FR group showed a de-
crease in D1 receptor levels at this area.

Although several lesion and pharmacological studies have im-
plicated the mPFC and the OFC in the regulation of impulsivity, the
effects of altered levels of DA and its receptors in these areas seem to be
complex and sometimes contradictory [66,67]. In both rodent and
human studies, increases in DA signaling induced by d-amphetamine
and methylphenidate are usually accompanied by a reduction in im-
pulsive choice [68-71], although some conflicting results also have
been found [72,73]. In turn, systemic administration of DA receptor
antagonists (SCH-23390 = D1 antagonist; Raclopride = D2 antagonist)
increase the choice for immediate, smaller rewards [74,75].

It is important to note that the decreased levels of D1 receptors in
the OFC of food restricted animals were found both at 80 and 160 days
of life, that is, before and after the period of life in which the behavioral
tasks were applied. These findings suggest that IUGR can lead to a
permanent (or at least long term) change in the OFC levels of these
receptors. Also, it indicates that OFC D1 levels were altered during the
performance of the tolerance to delay of reward task, presumably in-
fluencing its outcomes. Specifically within the mPFC, there seems to be
a positive correlation between impulsive choice and gene expression of
D1 receptors [76]. Additionally, the authors found that the micro-in-
fusion of D1 receptor antagonist at this area increased impulsive choice,
highlighting the involvement of the mPFC D1 receptors in this type of
impulsivity.

Similar results were found in relation to D2 DA receptors, in which
altered levels of expression are associated with changes in impulsive
choice [22]. Interestingly, D2 receptors levels were found to be in-
creased in the mPFC of IUGR animals at 160 days of life. In light of our
electrochemical results, we can suppose that these increased D2 levels
may be a compensatory adaptation in response to a long-term impaired
dopaminergic signaling in the mPFC of intrauterine growth restricted
animals.

Regarding the OFC, lesions of this area have been shown to produce
inconsistent results, with some studies reporting aversion to increasing
delays [77,78] while others observed the opposite or conflicting effects
[79,80]. Also, it is proposed that the effect of systemic administration of
DA antagonists in the impulsive choice may be mediated by the
blockade of both D1 and D2 receptors in the OFC [80]. In humans,
reduced activity of this area is correlated with the tendency of alcoholic
individuals to prefer immediate rewards over delayed ones [81]. Al-
though the precise involvement of the OFC in delay discounting is still
unclear, it has been hypothesized that DA transmission within this area
influences how much value is attributed to a reward, and thus if it is
worth waiting for [78,82].

In a previous study, we found that IUGR female rats demonstrate
increased levels of tyrosine hydroxylase (TH) in the OFC after one hour
of palatable food consumption [14]. Since TH is the rate-limiting en-
zyme in DA synthesis [83], we proposed that DA synthesis and release
would be elevated in the OFC of IUGR animals in response to Froot
Loops intake. However, in the present work we did not confirm this
hypothesis, and one possible explanation may be the different temporal
parameters between the two studies. Here, we evaluated DA levels
during the consumption of a single unit of Froot Loops, whereas in the
previous study, TH levels were measured after 1-h of ad libitum intake.
It is quite possible that during longer periods of palatable food con-
sumption, DA levels show a very slight and constant increment, al-
lowing the detection of this increase only after several minutes. This
issue should be addressed in subsequent studies, in which DA release
during longer periods of consumption should be assessed.

The mechanism linking an abnormal impulsive phenotype with
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altered functioning of prefrontal areas is believed to rely, at least in
part, on its functional relationship with striatal areas, specially the
Nucleus Accumbens (NAcc) [84,85]. This dopaminergic frontro-striatal
loop has a well-known role in cognitive flexibility, reinforcement
learning, incentive motivation and inhibitory control [86], in which
malfunction is associated with overeating [87,88]. In this context,
medial prefrontal cortex could modulate DA release in the NAcc during
a rewarding task, which would affect the value attributed to that re-
ward, the animals' motivation to obtain it and consequently influencing
reward-based decision-making. In agreement with this view, recent
findings have suggested that more impulsive individuals recruit less
regulatory prefrontal activation, likely experiencing less striatal DA
release (through ascending VTA projections) when facing rewarding
stimuli [89]. Also, delays of future rewards would be able to decrease
the neural representation of the future reward magnitude by decreasing
the activation of regions such as the mPFC and the NAcc [90]. Thus, we
hypothesized that the attenuated response to sweet food seen in the
mPFC of IUGR animals, together with diminished OFC D1 levels, may
be reflected in a decreased activation of striatal areas, leading to a
lower valuation of the delayed rewards magnitude and, thus, favoring
the choice for the immediate, although small, reward. In addition, some
of the adverse outcomes commonly observed in IUGR individuals, such
as obesity, type II diabetes and high fasting insulin, have been asso-
ciated with differences in the functional connectivity between frontal
and striatal areas [91-93]. This raises the possibility that the fronto-
striatal pathway is impaired in intrauterine growth restricted in-
dividuals, contributing to the altered sensitivity to rewards and the
emergence of behavioral consequences such as increased impulsivity.

Although we did not evaluate dopamine release during the im-
pulsivity task - due to intrinsic limitations of the techniques - we believe
that the electrochemical signals that we obtained during sweet food
consumption give us strong indications about the prefrontal dynamics
of DA release during reward-related decision-making in IUGR in-
dividuals. Moreover, the fact that [UGR animals have shown a de-
creased latency to start eating sweet food during the electrochemical
recording is a strong indicative of the connection between the experi-
ments. Tasks that objectively assess the motivation of the animals to
obtain the reward and the incentive value of a certain reward (such as a
Progressive Ratio Task) would provide important and clarifying data to
help us explain the decreased latency to eat found in FR animals. In
addition, motivation, reward value processing and impulsivity are in-
terrelated constructs that share, at least in part, the same neurochem-
ical substrates [94-96].

Other neurotransmitters such as norepinephrine (NE) and serotonin
(5-HT) are believed to play an important role in the regulation of im-
pulsivity [25,75]. Particularly with respect to 5-HT, its action in pre-
frontal regions appears to be essential to a variety of aspects of the
impulsive behavior [31,55,97]. Some studies have also reported inter-
esting interactions between the DA and 5-HT systems in the expression
of different types of impulsivity [66,98,99]. Since some studies have
shown that IUGR has significant effects on 5-HT metabolism [100,101],
we cannot rule out that changes in the serotonergic system also account
for the behavioral effects observed in this work.

In summary, our findings demonstrated that IUGR induces an in-
creased impulsive behavior and is associated with changes in dopami-
nergic signaling in both the mPFC and OFC in female rats. These data
bring relevant insights regarding the molecular mechanisms and the
brain areas involved in the behavioral changes observed in IUGR in-
dividuals, and which in turn may contribute to their increased risk for
developing obesity and chronic diseases later in life. A continued ex-
ploration of these issues may help the development of strategies and
tools for preventing diseases in this population.

Lastly, some limitations of the present study may be noted.
Although all the animals were tested in adulthood, there is some tem-
poral mismatch between the behavioral tasks. Also, although the IUGR
model we used in this work is well established, it is not free from
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disadvantages. First, we can't state if the adverse outcomes we observed
are due to a lack of nutrients in general, to the specific lack of proteins
or to the stress (increased corticosterone levels) caused by the food
restriction. An interaction between these factors cannot be ruled out.
Moreover, similarly to what occurs in the human condition, it is diffi-
cult to disentangle if the effects seen at later stages are due to the food
restriction itself or from the compensatory catch up growth that fol-

lows.
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4.1. RESULTADOS COMPLEMENTARES

Niveis de tirosina hidroxilase fosforilada e de tirosina hidroxilase em

recém-nascidos

As figuras a seguir mostram o conteudo de pTH, TH e a razdo pTH/TH no
cortex pré-frontal de fémeas recém nascidas. A andlise dos niveis de pTH (Controle
0,783 £ 0,09; FR 1,211 + 0,17; n=6/grupo) e TH (Controle 0,874 + 0,11; FR 0,820 *
0,12; n=6/grupo) nao revelou diferencas significativas entre os grupos (teste-t de
Student, t(10)=2,174, p>0,05 e t(10)=0,314, p>0,05 respectivamente). Contudo, a
andlise da razdo entre os niveis de pTH/TH mostrou que as fémeas do grupo FR
apresentam razdes mais elevadas (Controle 0,867 = 0,06; FR 1,627 + 0,26;
n=6/grupo) quando comparados aos animais do grupo Controle (t(10)=2,748,

p<0,05).
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Niveis de fosfo-tirosina hidroxilase no Niveis de tirosina hidroxilase no
PFC de recém-nascidos PFC de recém-nascidos
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Figura 6: Niveis de fosfo-tirosina hidroxilase (pTH), tirosina hidroxilase (TH) e razdo pTH/TH
no cortex pré-frontal de recém-nascidos. Dados expressos em porcentagem do grupo controle +
E.P.M. * diferenca significativa comparado ao grupo Controle (p<0,05). n=6/grupo.

Niveis de receptores D1, D2 e transportador DAT em recém-nascidos

Embora tenhamos avaliado os niveis de receptores D1, D2 e DAT em quatro
diferentes idades (dia p6s natal 1, 21, 80 e 160), apenas os resultados referentes as
duas idades mais avancadas foram incluidas no artigo. Desta forma, os resultados
referentes ao dia 1 e ao dia 21 de vida sdo apresentados neste capitulo como

resultados complementares.

A analise do PFC em animais recém-nascidos nao revelou alteragbes
significativas nos niveis de receptores D1 (Controle 0,840 + 0,18; FR 0,860 + 0,14,
n=7/grupo) D2 (Controle 0,591 + 0,08; FR 0,433 £ 0,05; n=5/grupo) e DAT (Controle
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0,498 + 0,07; FR 0,610 £ 0,13; n=5/grupo), (teste-t de Student, t(12)=0,085, p>0,05;

t(8)=1,593, p>0,05 e t(8)=0,764, p>0,05 respectivamente).

Niveis de receptores D2 no PFC
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Figura 7: Niveis de receptores D1, D2 e transportador DAT no cértex pré-frontal de recém-
nascidos. Dados expressos em porcentagem do grupo controle + E.P.M.

Niveis de receptores D1, D2 e transportador DAT aos 21 dias de vida

Para os animais em idade de desmame (21 dias de vida), as analises foram
feitas separadamente para o cértex pré-frontal medial e para o cértex orbitofrontal.
No cértex pré-frontal medial, a analise revelou ndo haver diferengas significativas

entre 0s grupos nos niveis de D1 (Controle 0,570 + 0,11; FR 0,794 % 0,09; n=7
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Adlib/6 FR), D2 (Controle 1,995 + 0,31; FR 2,386 + 0,30; n=7 Adlib/6 FR) e DAT
(Controle 0,388 + 0,03; FR 0,466 + 0,04; n=7 Adlib/6 FR) (teste-t de Student,

t(11)=1,505, p>0,05; t(11)=0,880, p>0,05 e t(11)=1,353, p>0,05 respectivamente).
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Figura 8: Niveis de receptores D1, D2 e transportador DAT no cortex pré-frontal medial (mPFC)
aos 21 dias de vida. Dados expressos em porcentagem do grupo controle + E.P.M.

Resultados semelhantes foram encontrados no cortex orbitofrontal destes
animais, onde a andlise estatistica hdo mostrou diferencas significativas nos niveis
de receptores D1 (Controle 0,334 + 0,03; FR 0,314 + 0,05; n=7/grupo), D2 (Controle
1,607 £ 0,14; FR 1,897 % 0,44; n=7/grupo) e DAT (Controle 1,577 £ 0,18; FR 1,315 +
0,20; n=7/grupo) (teste-t de Student, t(12)=0,277, p>0,05; t(12)=0,613, p>0,05 e

t(12)=0,933, p>0,05 respectivamente).
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Niveis de receptores D1 no OFC Niveis de receptores D2 no OFC
aos 21 dias de vida aos 21 dias de vida
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Figura 9: Niveis de receptores D1, D2 e transportador DAT no cortex orbitofrontal (OFC) aos 21
dias de vida. Dados expressos em porcentagem do grupo controle + E.P.M.

Uma vez que as proteinas avaliadas neste trabalho foram expressas em
funcdo de seus niveis de actina, realizamos uma comparacao adicional entre os
niveis desta proteina para cada grupo em cada uma das membranas utilizadas.
Esta analise ndo demonstrou diferencas significativas nos niveis de actina entre
0s grupos Controle e FR, indicando que os resultados encontrados ndo séo o

produto de alteragdes nos proprios niveis de actina entre 0s grupos.
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5. CAPITULO 2

Plasticidade sinaptica e caracterizacdo da dinamica de liberacdo de
dopamina no mPFC e no OFC num contexto de exposicdo a pistas
alimentares e em resposta ao consumo de alimentos palataveis
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5.1.RESULTADOS

5.1.1. Niveis de sinaptofisina

Niveis de sinaptofisina (Syn) nos cortex pré-frontal medial e orbitofrontal
de animais em idade pré-pubere

A andlise dos niveis de sinaptofisina aos 21 dias de vida no mPFC néo
demonstrou alteracdes significativas entre os grupos (Controle 1,650 + 0,21; FR
2,057 + 0,24; n= 6/grupo; t(10)=1,256, p>0,05 ). Ja no OFC, os animais do grupo FR
apresentaram niveis diminuidos desta proteina (Controle 1,229 + 0,10; FR 0,929 +

0,07; n= 6/grupo) em comparacéo aos animais do grupo controle (teste-t de Student,

t(10)=2,300, p<0,05).

Niveis de sinaptofisina no mPFC Niveis de sinaptofisina no OFC
aos 21 dias de vida aos 21 dias de vida

150+ 150+

1004

1004

Razao Syn/Actina
(% do grupo controle)
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(% do grupo controle)

L}
Controle

Conltrole
Figura 10: Niveis de sinaptofisina (Syn) no cortex pré-frontal medial e no cértex orbitofrontal no dia

pés-natal 21. Dados expressos em porcentagem do grupo controle + E.P.M. * diferenca
significativa comparado ao grupo Controle (p<0,05).
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Niveis de sinaptofisina (Syn) nos coértex pré-frontal medial e
orbitofrontal de animais em idade adulta

Aos 80 dias de vida, mais uma vez nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos nos niveis de sinaptofisina no mPFC (Controle 2,033
+ 0,15; FR 2,250 + 0,21; n = 7 Controle/6 FR; t(11)=0,841, p>0,05). Contudo, e de
maneira oposta ao que foi observado nos animais em idade pré-pubere, os
animais do grupo FR apresentaram niveis elevados de sinaptofisina no OFC
quando comparados aos niveis encontrados nos animais controle (Controle 1,064

+0,12; FR 1,379 £ 0,05; n = 7 Controle/6 FR; t(11)=2,467, p<0,05).

Niveis de sinaptofisina no mPFC Niveis de sinaptofisina no OFC
aos 80 dias de vida aos 80 dias de vida
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Figura 11: Niveis de sinaptofisina (Syn) no cortex pré-frontal medial e no cortex
orbitofrontal no dia pés-natal 80. Dados expressos em porcentagem do grupo controle + E.P.M.
*diferenca significativa comparado ao grupo Controle (p<0,05).
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5.1.2. Registro eletroquimico da liberacdo de dopamina - dia 1 de
registro

Liberacdo média de dopamina no mPFC e no OFC durante o consumo do

primeiro e do ultimo Froot Loops

Comparamos a liberacdo média de dopamina durante a ingestdo do primeiro
e do ultimo Froot Loops consumidos durante o dia 1 de registro eletroquimico. No
cortex pré-frontal medial, a ANOVA de duas vias utilizando Grupo e Froot Loops
(primeiro ou ultimo) como fatores e o numero total de FL consumidos como
covariavel revelou um efeito significativo da variavel Froot Loops (F(1,19)=7,00;
p<0,05). O teste Post Hoc mostrou que, nos animais do grupo Controle, os niveis de
dopamina durante o consumo da Ultima unidade de Froot Loops foram
significativamente menores que os niveis medidos durante o consumo do primeiro
FL (Bonferroni p=0,025). Para os animais do grupo FR n&o houve diferenca nos
niveis de dopamina entre o primeiro e o Ultimo Froot Loops (Bonferroni p>0,05). A
analise ndo demonstrou efeito isolado do grupo (F(1,19)=3,26; p>0,05) ou interacdo
entre as variaveis (F(1,19)=0,62; p>0,05). Nao houve efeito da covariavel nimero de

FL consumidos.
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Niveis médios de dopamina no mPFC durante o consumo
do primeiro X ultimo Froot Loops
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Figura 12: Niveis médios de dopamina registrados durante o consumo da primeira e da
tltima unidade de Froot Loops (FL) no mPFC. Barras brancas = primeiro FL e barras pretas =
ultimo FL. *indica diferenc¢a significativa entre o primeiro e o Ultimo FL para o mesmo grupo. Dados
expressos em média + E.P.M. Two-way ANOVA seguida de teste post hoc de Bonferroni, p < 0.05.
n amostral=6/grupo.

-0.1- Controle FR

No cortex orbitofrontal, a andlise ndo demonstrou efeito isolado do grupo
(F(1,19)=0,008; p>0,05), do Froot Loops (F(1,19)=2,48; p>0,05) ou interacdo entre
as variaveis (F(1,20)=0,65; p>0,05), demonstrando que ndo ha diferenca nos
niveis médios de dopamina liberados durante o consumo do primeiro e do ultimo

Froot Loops entre os grupos.
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Niveis médios de dopamina no OFC durante o consumo
do primeiro X ultimo Froot Loops
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Figura 13: Niveis médios de dopamina registrados durante o consumo da primeira e da
Gltima unidade de Froot Loops (FL) no OFC. Barras brancas = primeiro FL e barras pretas = Ultimo
FL. Dados expressos em média + E.P.M. Two-way ANOVA, p < 0.05. n amostral=6/grupo.

Niveis médios de dopamina no mPFC ao longo do teste

Nas figuras abaixo podemos visualizar a dinamica de liberacdo de
dopamina durante o periodo de 60 minutos a partir do momento em que 0S
animais receberam os pellets de Froot Loops. Os dados foram representados em
um intervalo de 60 segundos, ou seja, 0s pontos no grafico representam os niveis
meédios de dopamina a cada 60 segundos do teste. A area cinza do gréafico
representa o periodo de 30 minutos no qual os animais tiveram acesso ao

alimento doce.
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Niveis médios de dopamina no mPFC durante 60 minutos
apos o inicio da exposi¢cao ao Froot Loops
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Figura 14: Niveis médios de dopamina registrados no mPFC (A) e no OFC (B) ao longo de 60
minutos apés o inicio da exposi¢cdo ao Froot Loops. Circulos brancos = grupo controle (n = 6
mPFC; n = 6 OFC); circulos pretos = grupo FR (n =5 mPFC; n=5 OFC). Area em cinza do gréafico
representa os 30 minutos de exposicdo ao FL.
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Avaliamos objetivamente trés parametros especificos da dinamica de
liberacdo de dopamina ao longo do teste: a amplitude maxima do sinal (Amp), o
tempo para o sinal atingir sua maxima amplitude (T_rise) e o tempo decorrido
entre a amplitude maxima do sinal e o retorno aos niveis basais (Decay) (Figura
15). Para avaliar estes parametros utilizamos ANOVA de uma via com grupo

como fator e ajustado para o numero de Froot Loops consumidos durante o teste.

DO TESTE
-

T rise Decay

VARIACAO NO SINAL AO LONGO

TEMPO (seg)

Figura 15: Representacdo grafica dos trés pardmetros avaliados: amplitude (Amp), tempo
para atingir o pico (T_rise) e tempo para voltar aos niveis basais (Decay).

No cortex pré-frontal medial, observamos que os animais do grupo FR
apresentaram uma diminuicdo significativa na amplitude dos niveis de dopamina
(F(1,7)=6,81; p<0,05) sem alterar o tempo para atingir o pico (F(1,7)=0,69;
p>0,05), tampouco o tempo necessario para voltar aos niveis basais (F(1,7)=0,73;
p>0,05). Estes resultados demonstram que, embora o padrdo de liberagdo de DA
em resposta ao alimento doce seja semelhante para os dois grupos, 0s animais

by

expostos a restricdo de crescimento intrauterino apresentam uma liberagéo
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atenuada ao longo do tempo, fazendo com que a diferenca entre os niveis basais

e 0 pico maximo do sinal seja menos acentuada.

Amplitude maxima do sinal Tempo para atingir a
amplitude maxima
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Figura 16: amplitude maxima dos niveis de dopamina (A) e tempo (em segundos) para 0s niveis
de dopamina atingirem o pico (B) e para voltarem aos niveis basais (C) no mPFC. Dados
expressos em média + E.P.M. n=5 para ambos os grupos. * Indica diferenca significativa entre os
grupos.

No cértex orbitofrontal, onde o aumento nos niveis de dopamina acontece
em uma escala menos pronunciada, ndo encontramos alteracfes na amplitude do
sinal (F(1,7)=2,57; p>0,05), no tempo para atingir o pico (F(1,7)=0,35; p>0,05), ou

no tempo necessario para voltar ao niveis basais (F(1,7)=1,42; p>0,05).
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amplitude maxima
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Figura 17: amplitude maxima dos niveis de dopamina (A) e tempo (em segundos) para os niveis
de dopamina atingirem o pico (B) e para voltarem aos niveis basais (C) no OFC. Dados expressos
em média + E.P.M. n=5 para ambos o0s grupos.

5.1.3. Registro eletroquimico da liberacdo de dopamina - dia 2 de
registro

Erros na previsdo da recompensa

No presente experimento, avaliamos a ocorréncia de alteracbes na
transmissao dopaminérgica normalmente referidas como "erros na previsdo da
recompensa (EPRs)". Para avaliarmos a ocorréncia de EPRs positivos,

comparamos 0s niveis de dopamina em resposta a Ultima recompensa pequena e
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em resposta a primeira recompensa grande (recompensa maior que a prevista)
recebida pelos animais do grupo controle. Para avaliarmos a ocorréncia de EPRs
negativos, comparamos a liberacdo de dopamina em resposta ao recebimento da
Ultima recompensa grande e a resposta ao ndo recebimento das recompensas

apos o término do sinal.

Niveis de dopamina no coOrtex pré-frontal medial durante a ocorréncia

de erros positivos e negativos na previsao da recompensa

No mPFC dos animais do grupo controle, a analise dos niveis médios de
dopamina durante o recebimento da primeira recompensa grande mostrou
alteracdes sutis em comparacao aos niveis observados durante o recebimento da
ultima recompensa pequena (Figura 18). Podemos observar que, ao receber uma
recompensa maior do que a prevista, os niveis de DA apresentaram um
perceptivel aumento nos primeiros segundos apdés o término do sinal. Em
contraste, 0s niveis de dopamina neste mesmo periodo, e em resposta a
recompensa prevista (pequena), apresentaram certo grau de declinio (area
destacada em vermelho no grafico). Ao que parece, o recebimento inesperado de
uma recompensa maior que a habitual levou a uma elevagdo momentanea nos
niveis de DA no mPFC, aumentando a transmissdo dopaminérgica e
possivelmente sinalizando a ocorréncia de um erro positivo na previsdo da

recompensa.
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Niveis de dopamina no mPFC durante o recebimento da ultima
recompensa pequena e da primeira recompensa grande
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Figura 18: Niveis médios de dopamina registrados no mPFC dos animais controle durante os
Ultimos 5 segundos do sinal sonoro e os 30 segundos seguintes. Circulos pretos = niveis de
dopamina no ultimo trial em que o sinal sonoro foi seguido de uma recompensa pequena; circulos
brancos = niveis de dopamina no primeiro trial em que o sinal sonoro foi seguido de uma
recompensa grande. n=6 para cada magnitude de recompensa. A area em cinza do gréfico
representa os Ultimos 5 segundos do sinal sonoro.

Uma vez que estes resultados sugeriram que a liberagcdo de dopamina
poderia sinalizar a ocorréncia de erros positivos na previsdo da recompensa no
mMPFC, investigamos se esta sinalizacdo estaria alterada nos animais expostos a
restricdo de crescimento intrauterino. Ao compararmos 0s niveis de dopamina em
resposta ao recebimento da primeira recompensa grande, ndo observamos
diferencas significativas entre os animais dos grupos Controle e FR (Figura 19).
Embora os animais do grupo FR tenham apresentado uma sinalizacdo mais
estavel, com uma menor elevacdo apos o sinal, ainda assim o padrao observado
foi distante do padrdo de reducdo nos niveis de DA observado apos o

recebimento da recompensa pequena nos animais controle (Figura anterior, 18)
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sugerindo que esta sinalizacdo de erro na previsdo da recompensa também
ocorra nos animais FR e que néo seja diferente da sinalizacdo observada nos

animais controle.

Niveis de dopamina no mPFC durante o recebimento
da primeira recompensa grande
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Figura 19: Niveis médios de dopamina registrados no mPFC durante os ultimos 5 segundos do
sinal sonoro e os 30 segundos seguintes no trial em que o sinal sonoro foi seguido de uma
recompensa grande. Circulos brancos = animais controle (n=6); circulos pretos = animais do
grupo FR (n=5). A area em cinza do grafico representa os ultimos 5 segundos do sinal sonoro.

No cenario oposto, a comparacao entre 0s niveis médios de dopamina em
resposta ao recebimento da recompensa grande e ao nao recebimento da
recompensa esperada, mais uma vez mostrou apenas alteracdes discretas sobre
a sinalizacdo dopaminérgica. No quinto e ultimo trial onde os animais receberam a
recompensa grande, ou seja, quando o recebimento desta recompensa maior nao
era mais novidade, continuamos a perceber um aumento nos niveis de dopamina,

especialmente nos primeiros segundos apos o sinal. Apos estes segundos iniciais
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de progressivo aumento, os niveis de DA sustentaram-se elevados em relagéo
aos niveis observados no momento imediatamente anterior ao recebimento das

recompensas.

Por sua vez, o ndo recebimento da recompensa no momento esperado
levou a um menor aumento nos niveis de dopamina. Neste caso, uma analise
mais detalhada mostra um ligeiro aumento seguido de queda nos niveis de DA
nos seis primeiros segundos apés o sinal. Apds esta rapida oscilacdo, o sinal da
dopamina passou a apresentar um aumento sustentado em seus niveis, mas
ainda assim permanecendo abaixo dos niveis observados em resposta ao
recebimento da recompensa grande. Visto que o ndo recebimento da recompensa
no momento habitual levou a um padrdo atenuado de liberacdo de dopamina,
pode-se propor que os niveis de DA no mPFC também possam sinalizar a

ocorréncia de erros negativos na previsao da recompensa.
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Niveis de dopamina no mPFC durante o recebimento da ultima
recompensa grande e da primeira auséncia de recompensa
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Figura 20: Niveis médios de dopamina registrados no mPFC dos animais controle durante
os ultimos 5 segundos do sinal sonoro e os 30 segundos seguintes. Circulos pretos = niveis de
dopamina no ultimo trial em que o sinal sonoro foi seguido de uma recompensa grande; circulos
brancos = niveis de dopamina no primeiro trial em que o sinal sonoro deixou de ser seguido pelo
recebimento de uma recompensa. n=6 para cada magnitude de recompensa. A area em cinza do
grafico representa os ultimos 5 segundos do sinal sonoro.

A comparacao entre os dois grupos nao mostrou diferencas expressivas no
padrao de liberagédo de dopamina em resposta ao inesperado nao recebimento da
recompensa apos o sinal (Figura 21). Estes dados sugerem que a sinalizacdo de
erros negativos na previsao da recompensa no mPFC néo seja significativamente

afetada pela restricdo de crescimento intrauterino.
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Niveis de dopamina no mPFC durante a primeira
auséncia de recompensa
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Figura 21: Niveis médios de dopamina registrados no mPFC durante os Ultimos 5 segundos do
sinal sonoro e os 30 segundos seguintes no primeiro trial em que o sinal sonoro deixou de ser
seguido pelo recebimento de uma recompensa. Circulos brancos = animais controle (n=6);
circulos pretos = animais do grupo FR (n=5). A area em cinza do grafico representa os Ultimos 5
segundos do sinal sonoro.

Niveis de dopamina no cortex orbitofrontal durante a ocorréncia de

erros positivos e negativos na previsdo da recompensa

A analise dos niveis de dopamina no cértex orbitofrontal em resposta ao
recebimento inesperado de uma recompensa maior do que a habitual e em
resposta ao néo recebimento da recompensa no momento esperado mostrou um
padrao de liberacédo de dopamina bastante estavel ao longo do tempo (Figuras 22
e 23). Esta auséncia de flutuacGes expressivas em resposta ao recebimento de
uma recompensa diferentes da esperada indica ndo haver uma sinalizacao

especifica associada a ocorréncia de erros na previsdo da recompensa no OFC.
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Niveis de dopamina no OFC durante o recebimento da ultima
recompensa pequena e da primeira recompensa grande
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Figura 22: Niveis médios de dopamina registrados no OFC dos animais controle durante os
ultimos 5 segundos do sinal sonoro e os 30 segundos seguintes. Circulos pretos = niveis de
dopamina no ultimo trial em que o sinal sonoro foi seguido de uma recompensa pequena; circulos
brancos = niveis de dopamina no primeiro trial em que o sinal sonoro foi seguido de uma
recompensa grande. n=5 para cada magnitude de recompensa. A area em cinza do gréfico
representa os Ultimos 5 segundos do sinal sonoro.
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Niveis de dopamina no OFC durante o recebimento da ultima
recompensa grande e da primeira auséncia de recompensa
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Figura 23: Niveis médios de dopamina registrados no OFC dos animais controle durante os
tltimos 5 segundos do sinal sonoro e os 30 segundos seguintes. Circulos brancos = niveis de
dopamina no ultimo trial em que o sinal sonoro foi seguido de uma recompensa grande; circulos
pretos = niveis de dopamina no primeiro trial em que o sinal sonoro deixou de ser seguido pelo
recebimento de uma recompensa. n=5 para cada magnitude de recompensa. A area em cinza do
gréfico representa os Ultimos 5 segundos do sinal sonoro.

Como esperado, em decorréncia da marcada estabilidade dos niveis de
dopamina no OFC, ndo encontramos diferengcas expressivas entre 0s grupos em
resposta a divergéncia entre as recompensas esperadas e as de fato recebidas,
mais uma vez indicando uma baixa responsividade dopaminérgica a estimulos
relacionados a recompensas e a auséncia de uma sinalizacdo caracteristica de

erros na previsao da recompensa nesta regido (Figura 24).
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Niveis de dopamina no OFC durante o recebimento
da primeira recompensa grande
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Figura 24: Niveis médios de dopamina registrados no OFC: durante os ultimos 5 segundos do
sinal sonoro e os 30 segundos seguintes no primeiro trial em que (A) o sinal sonoro foi seguido de
uma recompensa grande e (B) em que o sinal sonoro deixou de ser seguido pelo recebimento de
uma recompensa. Circulos brancos = animais controle (n=5); circulos pretos = animais do grupo
FR (n=5). A area em cinza do gréfico representa os Ultimos 5 segundos do sinal sonoro.
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Resposta dopaminérgica a pistas que preveem o recebimento de

diferentes magnitudes de recompensas alimentares

Adicionalmente, testamos a hipotese de que a restricdo de crescimento
intrauterino programaria a liberacdo de DA no PFC durante a apresentacao de
pistas que preveem o recebimento de recompensas alimentares (resposta
antecipatoria). Para isto, avaliamos os niveis de dopamina no mPFC e no OFC
durante os 30 segundos do estimulo sonoro que antecedia o recebimento das
recompensas. Diferentemente do teste anterior, onde desejavamos avaliar a
liberacdo de DA em resposta ao recebimento inesperado de uma recompensa
diferente da habitual, aqui o objetivo foi avaliar os niveis de DA na situacdo em
gue os animais presumivelmente sabiam qual a magnitude da recompensa que o
sinal sonoro estava prevendo. Assim, consideramos 0s niveis de dopamina
durante o ultimo dos trials no qual o sinal foi seguido pela recompensa pequena,
durante o ultimo dos trials no qual o sinal foi seguido pela recompensa grande e
durante o ultimo dos trials no qual nenhuma recompensa foi fornecida apds o

término do sinal (respectivamente os trials 15°, 20° e 25° do teste).

Resposta antecipatdria no cortex pré-frontal medial

No cortex pré-frontal medial dos animais do grupo controle, observamos
um padrdo semelhante de flutuacdo nos niveis de DA no periodo compreendido
entre o inicio do estimulo sonoro e os 30 segundos subsequentes ao seu término.
De forma geral, houve um continuo declinio nos niveis de dopamina do instante
em que o sinal foi iniciado até o seu terco final. A partir deste momento, os niveis
de DA passaram a apresentar uma constante elevacdo, retornando a niveis
préximos aos observados no ponto O (inicio do sinal sonoro). De forma bastante

perceptivel, os niveis de DA associados ao recebimento da grande recompensa
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foram o0s que se mantiveram em niveis mais elevados, enquanto aqueles
associados a supressao da recompensa foram 0s que apresentaram a reducao

mais acentuada, levando mais tempo para retornar aos niveis basais (Figura 25).

Niveis de dopamina no mPFC durante a ocorréncia do estimulo
sonoro e o recebimento das recompensas
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Figura 25: Niveis médios de dopamina registrados no mPFC dos animais controle durante os 30
segundos do sinal sonoro que previa o recebimento das recompensas (area cinza do grafico) e os
30 segundos seguintes. Circulos brancos = niveis de dopamina no ultimo trial em que o sinal
sonoro foi seguido de uma recompensa pequena; circulos pretos = niveis de dopamina no ultimo
trial em que o sinal foi seguido de uma recompensa grande; triangulo preto = niveis de dopamina
no ultimo trial em que o sinal deixou de ser seguido de uma recompensa. n=6 para cada
magnitude de recompensa.

Estes resultados demonstram que a sinalizacdo dopaminérgica no mPFC é
alterada por pistas que preveem o recebimento de recompensas alimentares e
gue esta sinalizac&o parece ser modulada pelo tamanho da recompensa prevista.
Além disso, os dados sugerem que o0s niveis de DA no mPFC sejam mais
afetados pela expectativa de receber uma recompensa do que pelo proprio

recebimento e consumo desta recompensa.
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Por outro lado, os animais expostos a restricdo de crescimento intrauterino
apresentaram um padrdo alterado de flutuagdo nos niveis de dopamina. Durante
os estimulos sonoros associados ao recebimento das recompensas pequena e
grande, observamos que 0s niveis de dopamina permaneceram praticamente
estaveis, ndo demonstrando o comportamento esperado de queda seguido de
recuperagao em seus niveis. Assim como para 0s animais controle, houve apenas
uma discreta diferenca entre os niveis de dopamina associados as recompensas
grande e pequena nos animais restritos. Surpreendentemente, o esperado padréo
de flutuacdo bifasica nos niveis de DA pbde ser observado apenas na condicao
em que a recompensa deixou de ser fornecida ap6s o sinal (Figura 26). Neste
ultimo caso, os animais FR apresentaram uma flutuacéo bastante acentuada nos

niveis de dopamina.
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Niveis de dopamina no mPFC durante a ocorréncia do estimulo
sonoro e o recebimento das recompensas
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Figura 26: Niveis médios de dopamina registrados no mPFC dos animais do grupo FR durante os
30 segundos do sinal sonoro que previa o recebimento das recompensas (area cinza do grafico) e
os 30 segundos seguintes. Circulos brancos = niveis de dopamina no ultimo trial em que o sinal
sonoro foi seguido de uma recompensa pequena; circulos pretos = niveis de dopamina no ultimo
trial em que o sinal foi seguido de uma recompensa grande; triangulo preto = niveis de dopamina
no ultimo trial em que o sinal deixou de ser seguido de uma recompensa. n=6 para cada
magnitude de recompensa.

Para determinar estatisticamente os efeitos da disponibilidade de
recompensa, do tempo e do grupo sobre os niveis de dopamina durante a
ocorréncia do sinal, realizamos uma analise por regressao linear utilizando
disponibilidade de recompensa, tempo e grupo como fatores. Embora os graficos
mostrem a liberagdo de dopamina por um periodo significativamente maior (30
seg do sinal + 30 seg posteriores), a andlise levou em consideracdo somente 0s
valores medidos durante os 30 segundos de ocorréncia do sinal sonoro. Decidiu-

se pela maior amplitude do gréfico para permitir uma melhor visualizagdo da
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dindmica de liberacdo de dopamina neste contexto de exposicdo a pistas

alimentares.

No mPFC, observamos uma significativa interagdo entre os trés fatores
(disponibilidade de recompensa*tempo*grupo) sobre os niveis de dopamina
(F=35,7, df (168, 2), p<0,001), indicando que a interacdo entre tamanho da
recompensa e tempo sobre os niveis de dopamina se da de forma diferente entre

0S grupos.

Ao analisarmos os grupos separadamente, verificamos ndo haver efeitos
significativos da interacdo entre disponibilidade da recompensa e tempo sobre 0s
niveis de dopamina nos animais do grupo Controle (F=2,99, df (84, 2), p=0,056),
mostrando que, estatisticamente, a taxa de alteracdo nos niveis de DA ao longo

do tempo néo € diferente entre as trés recompensas.

Nos animais do grupo FR, observamos uma interacao significativa entre a
disponibilidade de recompensa e tempo (F=278, df (84, 2), p<0,001), onde houve
efeito do tempo na reducéo dos niveis de dopamina durante o sinal quando este
deixou de ser seguido pelo recebimento de uma recompensa (b=-0,0155, p<0,01),
mas nédo nas outras duas condi¢des (recompensa pequena: p=0,92; recompensa

grande: p=0,77).

Niveis de dopamina no mPFC no instante de recebimento da

recompensa

Através de uma ANOVA de duas vias utilizando grupo e disponibilidade da
recompensa como fatores, comparamos 0s niveis de dopamina no momento
imediatamente apds o término do estimulo sonoro, ou seja, no instante em que 0s

animais recebiam as recompensas ou, no caso da recompensa ausente, no
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instante em que estavam habituados a receber. A andlise destes dados mostrou
um efeito significativo da disponibilidade de recompensa [F(2,30)=7,96; p<0,01],
onde nos animais do grupo FR, a auséncia de recompensa levou a uma
significativa reducdo nos niveis de dopamina quando comparado aos niveis
observados em resposta ao recebimento da recompensa pequena (Bonferroni,
p<0,01) e da recompensa grande (Bonferroni, p<0,05). Nao foi encontrado efeito
isolado do grupo [F(1,30)=0,27; p>0,05] ou interagcdo entre os fatores

[F(2,30)=1,90; p>0,05] (Figura 27).

Niveis de dopamina no mPFC apés o término do sinal
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Figura 27: Niveis médios de dopamina no mPFC no segundo apds o término do sinal sonoro.
Barra branca= recebimento de uma recompensa pequena; barra preta = recebimento de uma
recompensa grande; barra cinza = sem recebimento de recompensa apds o sinal sonoro. n= 6
(controle) e 5 (FR). ANOVA de duas vias. * representa diferenca significativa em relagéo as outras
duas magnitudes de recompensa para 0 mesmo grupo.
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Resposta antecipatéria no cortex orbitofrontal

A analise da resposta antecipatdria revelou mais uma vez alteracdes
bastante discretas nos niveis de dopamina no cértex orbitofrontal. Nos animais do
grupo controle, observamos que o0s niveis de dopamina permaneceram
absolutamente estaveis durante as trés condi¢des (recompensa pequena, grande

ou ausente), ndo apresentando desvios significativos em relagdo aos niveis

basais.
Niveis de dopamina no OFC durante a ocorréncia do estimulo
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Figura 28 Niveis médios de dopamina registrados no OFC dos animais controle durante os 30
segundos do sinal sonoro que previa o recebimento das recompensas (area cinza do grafico) e os
30 segundos seguintes. Circulos brancos = niveis de dopamina no ultimo trial em que o sinal
sonoro foi seguido de uma recompensa pequena; circulos pretos = niveis de dopamina no Gltimo
trial em que o sinal foi seguido de uma recompensa grande; triangulo preto = niveis de dopamina
no ultimo trial em que o sinal deixou de ser seguido de uma recompensa. n=5 para cada
magnitude de recompensa.
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De forma geral, os niveis de dopamina se mantiveram bastante estaveis
durante as trés condicbes nos animais do grupo FR (Figura 29). Como
particularidade, pudemos observar que o0 nao recebimento da recompensa no
momento habitual foi a Unica situacdo capaz de alterar substancialmente os
niveis de dopamina, levando a uma progressiva diminuicdo em seus niveis a
partir dos segundos finais do estimulo sonoro. Chama a atengcdo o fato desta
reducdo ter sido duradoura, ndo tendo retornado aos niveis basais até o término

do periodo avaliado (30 segundos apds o término do sinal).

Niveis de dopamina no OFC durante a ocorréncia do estimulo
sonoro e o recebimento das recompensas
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Figura 29: Niveis médios de dopamina registrados no OFC dos animais do grupo FR durante os
30 segundos do sinal sonoro que previa o recebimento das recompensas (area cinza do gréfico) e
os 30 segundos seguintes. Circulos brancos = niveis de dopamina no Ultimo trial em que o sinal
sonoro foi seguido de uma recompensa pequena; circulos pretos = niveis de dopamina no Gltimo
trial em que o sinal foi seguido de uma recompensa grande; triangulo preto = niveis de dopamina
no ultimo trial em que o sinal deixou de ser seguido de uma recompensa. h=5 para cada
magnitude de recompensa.
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Niveis de dopamina no instante de recebimento da recompensa

A comparacdo dos niveis de dopamina nho OFC no momento em que 0s
animais estavam habituados a receber as recompensas ndo demonstrou efeito
significativo do grupo [F(1,30)=3,51; p>0,05], da disponibilidade de recompensa
[F(2,30)=1,19; p>0,05] ou interacdo entre os dois fatores [F(2,30)=0,13; p>0,05]
(Figura 30), mostrando que os niveis de dopamina neste instante ndo diferem de

acordo com o grupo ou com a magnitude da recompensa.

Niveis de dopamina no OFC apés o término do sinal
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Figura 30: Niveis médios de dopamina no OFC no segundo apés o término do sinal sonoro. Barra
branca= recebimento de uma recompensa pequena; barra preta = recebimento de uma
recompensa grande; barra cinza = sem recebimento de recompensa apés o sinal sonoro. ANOVA
de duas vias. n=5 (controle) e 5 (FR).
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6. DISCUSSAO

Dentre os principais achados destes trabalho, observamos que fémeas expostas a
restricdo de crescimento intrauterino apresentam um aumento no comportamento
impulsivo em uma tarefa que avalia a tolerdncia dos animais ao atraso no
recebimento de uma recompensa alimentar. Ja no primeiro dia de vida, estes
animais apresentam um aumento na razao entre os niveis de pTH e TH no cértex
pré-frontal, enquanto na vida adulta, apresentam uma diminuicdo nos niveis de
receptores D1 no OFC e um aumento nos niveis de receptores D2 no mPFC. Além
disso, encontramos uma dindmica alterada nos niveis de sinaptofisina no OFC
durante o desenvolvimento, uma liberagcdo atenuada de dopamina no mPFC em
resposta ao consumo de alimentos palataveis e altera¢cdes no padrao de flutuacao
da dopamina, também no mPFC, durante a ocorréncia de pistas que preveem o
recebimento destas recompensas. Surpreendentemente, os niveis de dopamina no
coértex orbitofrontal mostraram-se pouco influenciados pelos estimulos relacionados

aos alimentos palataveis.

. . | Idade pré-puabere ldade adulta
o (21 dias) " | precoce (80 dias)

Figura 31: sintese dos principais achados deste trabalho.
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Adicionalmente, observamos uma ja esperada redugdo no peso ao nascer
dos animais expostos ao protocolo de restricdo de crescimento intrauterino.
Todavia, esta reducao no peso corporal deixou de ser observada na idade adulta.
Estes resultados corroboram com estudos anteriores que observaram um ganho
de peso compensatério ao longo da vida em humanos e em roedores expostos a
RCIU (DESAI et al., 2005b; LAUREANO et al., 2019; PORTELLA et al., 2012;
SILVEIRA et al., 2018). Este ganho de peso compensatorio (catch-up growth) tem
sido considerado um fator determinante para o desenvolvimento dos desfechos
adversos tipicamente observados nos individuos RCIU (BERENDS et al., 2012;

MILOVANOVIC et al., 2014).

De forma bastante clara, observamos um aumento na escolha impulsiva
dos animais restritos em diferentes fases do teste de tolerancia ao atraso da
recompensa. E bastante reconhecido que o valor atribuido a uma recompensa
diminui proporcionalmente ao atraso estabelecido para o0 seu recebimento
(CREWS; BOETTIGER, 2009; JENTSCH et al., 2014). Quanto maior o tempo de
espera, mais o valor atribuido a recompensa é descontado. Desta forma, €&
esperado que 0s animais naturalmente apresentem uma reducdo no numero de
escolhas da grande recompensa a medida que o atraso para obté-las também
aumenta. Contudo, esta taxa de desconto (discounting rate) no valor da
recompensa parece acontecer de forma exagerada para alguns grupos de

individuos (CREWS; BOETTIGER, 2009; MITCHELL; POTENZA, 2014).

Este desconto exagerado no valor de recompensas é tipicamente obervado
no abuso de drogas e em condi¢Bes psiquiatricas como no transtorno de déficit de
atencao e hiperatividade (DE WIT, 2008; JACKSON; MACKILLON, 2016;

MACKILLOP; KAHLER, 2009). Mais recentemente, diversos estudos tém
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mostrado que a obesidade também esta associada a um aumento na discounting
rate para recompensas alimentares e monetarias (DAVIS et al., 2010;
RASMUSSEN; LAWYER; REILLY, 2010; WELLER et al.,, 2008). Desta forma,
nossos resultados sugerem que os individuos RCIU também estejam propensos a
apresentar uma desvalorizacdo exagerada de recompensas entregues apos certo
periodo de atraso, o que pode ser expresso como uma maior impulsividade e,
desta forma colaborar, para o padrédo alterado no comportamento alimentar
observado nestes individuos. De forma importante, ndo encontramos diferencas
entre 0s grupos nas fases anteriores do teste, indicando que os animais RCIU nao

apresentaram déficits de aprendizado ou de memoria na execucao da tarefa.

Diversos estudos indicam que o mPFC e o OFC estejam envolvidos na
regulacdo do comportamento impulsivo (DALLEY; ROISER, 2012; FLORESCO;
TSE; GHODS-SHARIFI, 2008; KIM; LEE, 2011; SHIELS et al., 2009). Contudo, 0
efeito de manipulacbes dopaminérgicas nestas areas parece ser bastante
complexo e por vezes contraditério (STANIS et al., 2009; WOOTERS; BARDO,
2015). Neste trabalho, observamos uma significativa reducdo nos niveis de
receptores D1 no OFC aos 80 e aos 160 dias de vida, sugerindo que a RCIU
possa alterar de forma duradoura os niveis destes receptores no OFC e, desta
forma, influenciar a expresséo da impulsividade nestes animais. Embora o papel
do OFC sobre o delay discounting ndo seja totalmente claro até o momento,
acredita-se que a transmissdo dopaminérgica nesta regido influencie quanto valor
sera atribuido a uma recompensa e se a espera por ela compensa (BURTON et
al., 2014; KHERAMIN et al., 2004). Ja no mPFC, observamos que o0s animais do

grupo FR apresentam um aumento nos niveis de receptores D2 aos 160 dias de
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vida. De forma interessante, niveis alterados deste tipo de receptor dopaminérgico

tem sido associado a alteracfes na escolha impulsiva (SIMON et al., 2014).

Ao avaliarmos os niveis de tirosina hidroxilase no PFC de recém nascidos,
encontramos que os animais do grupo FR apresentaram niveis aumentados da
enzima tirosina hidroxilase na forma fosforilada (pTH). Resultados semelhantes
foram encontrados em um estudo anterior de nosso grupo que avaliou 0s niveis
de pTH e TH no PFC de animais em idade adulta (ALVES et al., 2015). Uma vez
gue a tirosina hidroxilase € a enzima limitante na biossintese de dopamina, e que
a sua fosforilagdo no sitio Ser40 esta associada a uma maior atividade enziméatica
(DUNKLEY, 2004; LINDGREN et al., 2000), este resultado é um indicativo de que
a sintese, e possivelmente a liberacdo de dopamina estejam alteradas nos

animais RCIU desde os primeiros dias de vida.

Na vida adulta, utilizamos uma técnica eletroquimica para monitorar o
padrdo de liberacdo de dopamina no mPFC e no OFC e identificar alteracbes na
resposta a estimulos relacionados a exposicdo e ao consumo de alimentos
palataveis. Estes resultados serdo abordados nos paragrafos posteriores desta

discussao.

Em relacdo a sinaptofisina, os animais RCIU apresentaram niveis
reduzidos desta proteina no OFC em idade pré-pubere, ao passo que na idade

adulta precoce, estes niveis foram encontrados aumentados.

A sinaptofisina constitui-se de uma glicoproteina transmembrana presente
de forma abundante na superficie das vesiculas pré-sinapticas excitatérias e
inibitérias (ROMANO; CARTER; FOLPE, 2015; SHAPIRO et al., 2017). Nestas

estruturas, acredita-se que a sinaptofisina seja importante em diferentes aspectos
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da transmissdo sinaptica, como na cinética de reciclagem de vesiculas, na
formacdo e no fortalecimento de sinapses e para a propria exocitose dos
neurotransmissores contidos no interior destas vesiculas (EVANS; COUSIN,

2007; HENRIKSSON et al., 2012; ROMANO; CARTER; FOLPE, 2015).

Em paralelo as suas fungbes na estrutura e no funcionamento pré-
sinaptico, os niveis de sinaptofisina tém sido considerados um confiavel marcador
de densidade e plasticidade singptica (ANDERSEN; TEICHER, 2004; DAVISON;
BIRCH, 2008; DRZEWIECKI; WILLING; JURASKA, 2017; GLANTZ et al., 2008).
Uma vez que estd presente em virtualmente todas as sinapses, quanto maiores
0s niveis de sinaptofisina, maior seria também a quantidade de estruturas

sinapticas.

Apds 0 nascimento, 0 sistema nervoso passa por uma marcada
superproducdo de axobnios, dendritos e sinapses, 0 que € seguido por um
consistente processo de eliminacdo sindptica (sinaptic pruning) entre a puberdade
e a vida adulta (ANDERSEN; TEICHER, 2004; GLANTZ et al., 2008). N&o
coincidentemente, os niveis de sinaptofisina apresentam um comportamento
bastante semelhante ao longo do desenvolvimento, com seus niveis aumentando
lentamente apds 0 nascimento, atingindo o pico durante a infancia e apés
decaindo, ao longo da puberdade, até atingir os niveis de adulto (DRZEWIECKI;
WILLING; JURASKA, 2017; GLANTZ et al., 2008; SHAPIRO et al., 2017). Desta
forma, a flutuagdo nos niveis de sinaptofisina refletiia o padrdo de

desenvolvimento sinaptico experimentado pelo animal até alcancar a idade adulta.

Com base nestes conhecimentos, 0s resultados que obtivemos sugerem

gue individuos com restricdo de crescimento intrauterino apresentem alteracdes
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no padrédo temporal de superproducéo e eliminacédo de sinapses no OFC, desta
forma, alterando o curso do desenvolvimento e o periodo de susceptibilidade aos

estimulos externos experimentado por estes animais.

De forma interessante, os animais do grupo FR nao apresentaram
alteracdes nos niveis de sinaptofisina no mPFC. Embora essas estruturas
apresentem trajetorias de desenvolvimento ligeiramente distintas em ratos (por
exemplo, o volume maximo do mPFC é observado por volta do PND 24, enquanto
no OFC ocorre no PND 30 (SHAPIRO et al., 2017; VAN EDEN; UYLINGS, 1985),
nossos resultados sugerem que o curso do desenvolvimento sinaptico no mPFC

seja menos sensivel aos efeitos da restricdo de crescimento intrauterino.

De fato, diversos estudos tém demonstrado que as diferentes areas do
cortex cerebral apresentam particularidades no padrdao temporal de
desenvolvimento sinaptico (revisado em ANDERSEN; TEICHER, 2008), e mais do
gue isto, estes estudos tém demonstrado que eventos adversos durante o periodo
perinatal podem afetar diferencialmente a dindmica de desenvolvimento em cada
uma dessas areas. Andersen & Teicher (2004) monitoraram 0s niveis de
sinaptofisina no hipocampo, no PFC e na amigdala de animais expostos a
separacdo materna nos primeiros dias de vida, e puderam observar uma
diminuic@o nos niveis de sinaptofisina no hipocampo destes animais entre os dias
60 e 100 de vida. Ja4 no PFC, foi encontrado um aumento tardio (100 dias de vida)
nos niveis de sinaptofisina, enquanto na amigdala ndo foram encontradas
alteracdes nos niveis dessa proteina. Os autores sugerem que a Separacao
materna tenha exercido efeitos duradouros na estrutura cerebral, alterando o grau

e 0 curso temporal da superproducéo e eliminagao de sinapses.
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Alteracdes nos niveis de sinaptofisina (e consequentemente na plasticidade
sinaptica) também tém sido encontradas em diferentes modelos animais de
estresse gestacional. Gemmel e colaboradores (2015) observaram que o estresse
por contencao durante a segunda metade da gestagédo levou a um aumento nos
niveis de sinaptofisina no PFC da prole aos 21 dias de vida. No hipocampo destes
animais, os niveis de sinaptofisina nao fora afetados. Mais uma vez aos 21 dias
de vida, e em dois interessantes estudos, 0s autores observaram que protocolos
distintos de estresse pré-natal promoveram alteracbes significativas em
parametros como a densidade de espinhos dendriticos, o niumero de neurdnios e
de sinapses excitatorias no mPFC, no OFC e no hipocampo (MYCHASIUK; GIBB;
KOLB, 2011, 2012). Embora n&o tenha sido encontrado um padrao claro nas
alteracdes neuroanatdmicas observadas, 0os autores sugerem que tenham sido
promovidas alteragbes na comunicacdo sinaptica e na conectividade destas

areas.

Até o momento, poucos estudos se dedicaram em avaliar os efeitos da
restricdo de crescimento intrauterino sobre os niveis de sinaptofisina ou em outros
aspectos da plasticidade sinaptica. Utilizando-se de um modelo de RCIU induzido
por insuficiéncia placentaria, os autores encontraram uma diminuicao significativa
nos niveis de sinaptofisina e no numero de neurdnios no hipocampo de ratos aos
35 dias de vida (CAMPRUBI CAMPRUBI et al., 2017). Contudo, tais alteracdes na
plasticidade do hipocampo n&o foram observadas aos 21 dias (SCHOBER et al.,
2009). Em camundongos, a RCIU induzida por restricdo alimentar durante a
segunda metade da gestagcdo mais uma vez nao resultou em alteracées nos

niveis de sinaptofisina no hipocampo, mas levou a uma significativa redugéo nos
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niveis de PSD95, outra proteina bastante estudada pelo seu envolvimento na

funcao sinaptica (FERNANDEZ-FEIJOO et al., 2017).

Como podemos perceber, os estudos realizados até o momento
esforcaram-se em investigar os efeitos da restricdo de crescimento intrauterino
sobre a plasticidade sinaptica no hipocampo, de forma que este trabalho é o
primeiro que temos conhecimento a avaliar esta relacdo no cértex pré-frontal. O
possivel atraso no desenvolvimento sindptico sugerido pelos niveis alterados de
sinaptofisina indica que a RCIU poderia levar a uma eliminacéo tardia de sinapses
durante a adolescéncia, alterando a neurotransmissdo e o0 padrao de
conectividade do OFC, e desta forma representando um possivel mecanismo para
a ocorréncia de alteragbes comportamentais nestes animais. Além disso, uma vez
gue a sinaptofisina é considerada um marcador pré-sindptico, pode ser proposto
que a eficiéncia da conexdo do OFC com as vias aferentes originadas na area
tegmentar ventral e no ndcleo accumbens esteja comprometida. Alternativamente,

pode ter havido altera¢des na interconexao entre os proéprios neurdnios do OFC.

Além disso, uma liberacdo de dopamina alterada desde os primeiros dias
de vida (como sugerido pelos niveis alterados de pTH e TH em recém-nascidos),
associada a mudancas na plasticidade sinaptica em periodos sensiveis do
desenvolvimento, indicam que as alteracbes encontradas nos niveis de
receptores dopaminérgicos nas diferentes areas do PFC possam ter ocorrido de

forma compensatéria.

Chama a atencédo o fato de ndo termos encontrado alteracdes nos niveis
de sinaptofisina no mPFC, justamente a regido que observamos as maiores

alteracdes na liberacdo de neurotransmissores nos animais restritos. Contudo, a
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RCIU pode ter afetado os niveis de outras proteinas importantes para a
plasticidade sinaptica e que ndo foram avaliadas neste trabalho, como é o caso

do BDNF e da PSD95.

Diversos estudos sustentam que o efeito do estresse precoce sobre os
niveis de sinaptofisina e a plasticidade singptica se da por um efeito direto da
corticosterona (GOURLEY; SWANSON; KOLESKE, 2013; LI et al., 2017; LISTON;
GAN, 2011). De forma bastante interessante, injecdes de corticosterona durante a
segunda metade do periodo gestacional mimetizam os efeitos do estresse por
contencdo, reduzindo os niveis de sinaptofisina no hipocampo da prole nos
primeiros dias de vida (AFADLAL et al.,, 2010). Uma vez que a desnutricdo
materna durante a gestacdo apresenta efeitos a curto e a longo-prazo sobre o
funcionamento do eixo HPA da prole (LESAGE et al., 2002, 2001; VIEAU et al.,
2007), podemos supor que este seja um dos mecanismos associados as

alterac6es no desenvolvimento sinaptico encontradas nos animais restritos.

Além disso, o timing do processo de superproducdo e eliminacdo de
sinapses no mPFC das fémeas parece ser significativamente influenciado pelos
niveis de seus horménios gonadais (DRZEWIECKI; WILLING; JURASKA, 2017,
KOSS et al.,, 2015; WILLING; JURASKA, 2015). Visto que ha um atraso no
desenvolvimento dos foliculos e no inicio da puberdade em fémeas expostas a
RCIU (GERELTSETSEG et al.,, 2012; WEISSENBRUCH et al., 2005), pode-se
propor alternativamente que a alteracdo no padrao de secre¢cao hormonal destas
fémeas tenha afetado o padrdo de desenvolvimento sindptico do cortex
orbitofrontal.

Em relagdo aos niveis de dopamina durante o consumo do alimento

palatavel, observamos que as fémeas expostas a RCIU apresentam um aumento
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menos expressivo destes niveis no mPFC. Estes resultados puderam ser
observados tanto numa escala micro (consumo de uma unidade de FL) quanto
numa escala macrotemporal (30 minutos de exposi¢cdo ao FL). Além disso, ao
compararmos os niveis de dopamina em resposta ao consumo do primeiro e do

ultimo Froot Loops, encontramos resultados bastante diferentes entre os grupos.

Durante o consumo da primeira unidade de Froot Loops, 0os animais do
grupo controle apresentaram um expressivo aumento nos niveis de dopamina no
mPFC. Ja4 no consumo do ultimo FL, estes niveis mantiveram-se praticamente
estaveis, desviando-se minimamente dos niveis basais. Estes resultados sugerem
gque o consumo inicial de um alimento palatavel induza a uma significativa
ativacao do sistema dopaminérgico no mPFC, mas que 0 consumo e a exposi¢ao
continua a esses alimentos levem a uma habituacdo no funcionamento deste

sistema.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos que avaliaram a
atividade celular na VTA e a liberacdo de dopamina no Nacc durante o consumo
de alimentos palataveis. Nestas regifes, a exposicdo inicial a uma recompensa
alimentar esta associada uma marcada atividade dopaminérgica que, com as
sucessivas exposi¢oes, apresenta uma reducdo gradual num claro processo de
habituacdo (BASSAREO; MUSIO; DI CHIARA, 2011; BROWN et al., 2011,
SCHULTZ, 2007a). Contudo, isso parece ndo acontecer no mPFC dos animais
expostos a RCIU. Nestes animais, nem mesmo o0 consumo inicial do alimento
palatavel foi capaz de elevar significativamente os niveis de dopamina no mPFC,
0S quais mantiveram-se praticamente estaveis ao longo do tempo/consumo.
Assim, ndo encontramos diferengas na comparacéo entre os niveis de dopamina

durante o consumo do primeiro e do ultimo Froot Loops nos animais restritos.
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Estes achados corroboram com o relativamente bem estabelecido conceito
de hipofuncdo dopaminérgica associada ao ganho de peso e a obesidade.
Segundo este conceito, déficits na funcdo dopaminérgica levariam a uma resposta
atenuada a recompensa, 0 que promoveria um consumo alimentar compensatorio
a fim de estimular a ativacao deste circuito "deficiente” (BLUM; THANOS; GOLD,

2014; DANG et al., 2017).

Tipicamente, a hipofuncdo dopaminérgica € representada por niveis
diminuidos de receptores D2 e por uma menor liberacdo de dopamina no nucleo
accumbens em resposta a estimulos recompensadores (BLUM et al.,, 1996;
STICE et al., 2008). Além disso, diversos estudos em humanos e em modelos
animais tém observado uma importante relacdo entre a hipofuncionalidade
dopaminérgica e a ocorréncia de obesidade (GEIGER et al., 2009; JOHNSON;
KENNY, 2010; VOLKOW et al., 2008; WANG et al., 2001). Em um dos primeiros
estudos a avaliar esta associa¢do, Wang e colaboradores (2001) observaram uma
menor disponibilidade de receptores do tipo D2 no estriado de individuos obesos
em comparacdo a individuos saudaveis, e que 0s niveis destes receptores

estavam negativamente relacionados ao IMC.

Baseado nestes achados, tem sido proposto que déficits no processamento
de recompensas poderiam representar um importante fator de risco para o
desenvolvimento de obesidade, e que individuos obesos poderiam consumir
alimentos palatdveis em excesso para compensar esta baixa sensibilidade a
recompensas (BLUM; THANOS; GOLD, 2014; DANG et al., 2017; JOHNSON;

KENNY, 2010; REINHOLZ et al., 2008).
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Neste sentido, tornam-se de grande importancia os achados de dois
trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa. Neles, os autores observaram
que a restricdo de crescimento intrauterino levou a uma redugd@o nos niveis de
receptores D2 no nucleo accumbens (DALLE MOLLE et al., 2015) e a um atraso
na liberacdo de dopamina nesta regido em resposta ao consumo de alimentos
palataveis (LAUREANO et al., 2019), achados bastante similares aos encontrados
em individuos obesos e que indicam a ocorréncia de uma hipofuncdo no sistema

dopaminérgico também em individuos RCIU.

Os resultados do presente trabalho ampliam esse conhecimento, indicando
gue a hipofuncédo dopaminérgica resultante da RCIU também afeta estruturas pré-
frontais. Uma vez que estas regifes estdo envolvidas com o controle inibitério, e
gue sua disfuncéo resulta em comportamentos impulsivos, pode ser proposto que
este seja um dos mecanismos pelo qual a restricdo de crescimento intrauterino
induza a desfechos comportamentais desfavoraveis que favorecam o ganho de

peso ao longo da vida.

De forma interessante, esta associacdo entre niveis reduzidos de
receptores D2 no estriado e uma menor atividade metabdlica no cértex pré-frontal
tem sido encontrada em outros estudos que se dedicaram a investigar a
transmissao dopaminérgica em humanos obesos (TOMASI; VOLKOW, 2013;

VOLKOW et al., 1993, 2008).

Em conjunto, estes resultados permitem propor o retrato de um dos
mecanismos pelos quais a RCIU poderia afetar o consumo alimentar e o risco de
desenvolver obesidade e outros distlurbios metabdlicos ao longo da vida. Neste

modelo, a hipoatividade dopaminérgica nho mPFC levaria a um enfraquecimento
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dos processos inibitérios, o que favoreceria o consumo excessivo de alimentos
palatdveis. Este consumo alimentar em excesso levaria a um aumento
compensatério dos niveis de dopamina no nucleo accumbens, de forma a
compensar a hipoatividade observada também nesta regido. A consequéncia
disto: um ganho de peso excessivo que poderia impactar negativamente a saude

dos individuos.

De forma importante, alguns autores tém questionado se a
hipofuncionalidade dopaminérgica em obesos seria relacionada a fatores
(epi)genéticos e, desta forma, precederia o desenvolvimento da obesidade, ou se
consistiria de uma resposta neuroadaptativa ao consumo excessivo de alimentos
palataveis (JOHNSON; KENNY, 2010). Em relacao aos experimentos conduzidos
pelo nosso grupo, cabe destacar que o0s animais foram expostos de forma
bastante moderada ao alimento palatavel, com o consumo deste tipo de alimento
ficando restrito a pequenas quantidades e somente para fins de habituacdo nos
dias anteriores aos testes. Desta forma, pode-se propor que a hipofuncéo
dopaminérgica observada no mPFC e no Nacc de animais RCIU represente um
dos mecanismos causais do comportamento alimentar alterado e do ganho de

peso excessivo normalmente encontrado na restricdo de crescimento intrauterino.

De forma surpreendente, os niveis de dopamina no cortex orbitofrontal
mantiveram-se absolutamente estaveis durante a maior parte dos registros
eletroquimicos. Como excecdo, podemos observar flutuagbes significativas em
seus niveis apenas quando considerados os 30 minutos de exposi¢cdo ao alimento
palatavel, e mesmo assim, essas flutuacbes ocorreram em uma amplitude

consideravelmente menor em comparagao ao que encontramos no mPFC.
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Um ndmero bastante grande de estudos apontam para um papel
importante do OFC na impulsividade e na inibicdo comportamental (MAAYAN et
al., 2012; PARDEY et al., 2013a; WINSTANLEY, 2004; ZEEB; FLORESCO;
WINSTANLEY, 2010), no processamento do valor de recompensas (BURTON et
al., 2014; CETIN et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2011), no aprendizado
associativo (CHENG; LI, 2013; GARSKE et al., 2013) e na tomada de decisdes
(SCHOENBAUM; ROESCH; STALNAKER, 2006). Dessa forma, a alta
estabilidade observada nos niveis de dopamina evidencia que outros
neurotransmissores, além da dopamina, estejam envolvidos na modulacao destes

comportamentos pelo OFC.

Em relacdo a impulsividade, diferentes experimentos farmacolégicos tém
sugerido que a acao da serotonina no mPFC e no OFC também esteja envolvida
com a regulacéo deste comportamento (DALLEY; ROISER, 2012; WINSTANLEY
et al., 2010). Mais do que isto, estudos tém indicado que haja uma interacao entre
0s sistemas dopaminérgico e serotonérgico nesta regulacdo (OADES, 2007;
WINSTANLEY et al., 2005). Além disso, o desempenho em tarefas que avaliam a
impulsividade parece ser influenciado por manipulacbes no sistema
noradrenérgico e pelos niveis de GABA no PFC (BOY et al, 2011;

CHAMBERLAIN; SAHAKIAN, 2007).

De forma interessante, estudos utilizando-se de lesées em roedores tém
indicado uma clara distingdo funcional entre as diferentes sub-regides do OFC
(FUCHS et al.,, 2004). Em um destes estudos, Mar e colaboradores (2011)
observaram que lesbes na por¢cdo medial do OFC levaram a um aumento no
comportamento impulsivo dos animais, ao passo que lesées em sua porcao

lateral produziram uma redugdo deste comportamento. Deste modo, nao
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podemos afastar a hip6tese de que a marcada estabilidade nos niveis de
dopamina observada no OFC decorra da localizacao relativamente restrita em
gue os eletrodos foram inseridos. Adicionalmente, ndo podemos descartar que as
alteracbes na sinalizacdo dopaminérgica no OFC estejam abaixo do limiar de
concentracdo e do limiar temporal do método eletroquimico que utilizamos neste
trabalho, o que faria com que alteragbes sutis nessa sinalizagcdo nédo fossem

captadas apropriadamente.

E importante salientar que, embora n&o tenhamos observado flutuacdes
significativas na liberagdo de dopamina no OFC, os niveis de receptores D1 nesta
area foram encontrados reduzidos nos animais restritos, indicando que, de
alguma forma, a sinalizagdo dopaminérgica no OFC também é afetada pela RCIU.
Uma vez que os receptores do tipo D1 s&o considerados de baixa afinidade, ou
seja, requerem uma grande elevacdo nos niveis de DA para serem ativados
(BAIK, 2013; KOOB; VOLKOW, 2016), pode ser proposto que a funcdo destes
receptores no OFC esteja relacionada a eventos que causem uma elevacao
subita e de grande magnitude na concentracdo de dopamina. Tal tipo de elevacéo
ja foi observada, por exemplo, em estudos que avaliaram a liberacdo de
dopamina no PFC de roedores em situacfes estressantes (LAPLANTE et al.,
2004; SEAMANS; YANG, 2004; VAESSEN et al., 2015). Estes resultados
sugerem que os receptores do tipo D1 localizados no OFC estejam associados a
sinalizacdo dopaminérgica relacionada ao estresse, com pouco ou nenhum efeito

sobre a sinalizagao relacionada ao consumo de alimentos palataveis.

Em relacdo aos niveis de dopamina observados durante a ocorréncia de

erros na previsao da recompensa (EPRs), nossos resultados permitem propor que
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a sinalizacdo tipica destes erros seja refletida em alteracbes na sinalizagédo

dopaminérgica também no cortex pré-frontal medial.

Se por um lado diversos trabalhos convergem em afirmar que os EPRs séao
gerados na VTA e séo representados por flutuacdes correspondentes nos niveis
de dopamina no estriado, 0 mesmo nao pode ser dito em relagdo ao PFC. Até o
momento, parece ndo haver consenso a respeito da extensdo e da maneira pela
gual os EPRs positivos e negativos sdo representados nas diferentes estruturas
pré-frontais, embora alguns autores chamem a atencdo para o fato de que a
representacado apropriada destes sinais no PFC seria crucial para guiar a tomada
de decisbes e a flexibilidade comportamental (ASAAD; ESKANDAR, 2011;

KEHAGIA; MURRAY; ROBBINS, 2010; PARK et al., 2010; SUL et al., 2010).

Dessa forma, nossa primeira intencdo foi avaliar, por meio de registros
eletroquimicos, a ocorréncia de EPRs no cortex pré-frontal de roedores, e embora
nao possamos ser categoéricos ao fazer tal afirmacdo, o resultado do nosso
experimento € mais um a sugerir a ocorréncia desta sinalizacdo no mPFC.
Adicionalmente, investigamos a sinalizacdo de EPRs nos animais expostos a
restricdo de crescimento intrauterino, e ao compararmos com 0S niveis de
dopamina encontrados nos animais controle, ndo encontramos diferencas

significativas.

Alteracbes na sinalizacdo de EPRs tém sido frequentemente encontradas
na dependéncia de drogas, em transtornos alimentares como a anorexia nervosa,
na impulsividade e em alteragbes na flexibilidade cognitiva (DEGUZMAN et al.,
2017; DESERNO et al., 2015; HAUSER et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2007,

TANABE et al., 2013), onde acredita-se que estas disfun¢des poderiam prejudicar

100



a adaptacdo comportamental em resposta a alteracGes ambientais e afetar

negativamente a tomada de decisdes.

De forma interessante, observamos em um trabalho anterior de nosso
grupo que fémeas expostas ao protocolo de RCIU apresentam uma melhor
performance (em comparagao aos animais controle) em uma tarefa que avalia a
flexibilidade cognitiva em roedores (ALVES et al., 2015). Nestas tarefas, os
animais precisam constantemente mudar de estratégia, desfazer associa¢des que
se mostrem desajustadas e aprender novas associacdes a fim de obter
recompensas alimentares (BIRRELL; BROWN, 2000), em um processo que
acredita-se ser em parte movido pela sinalizacdo de erros na previsdo da

recompensa (HAUSER et al., 2015; KLANKER; FEENSTRA; DENYS, 2013).

Assim, poderia ser proposto que o0s animais expostos a RCIU
apresentassem uma sinalizacdo mais eficiente dos EPRs negativos (que lhes
permitiria se desfazer com mais facilidade de associacfes desajustadas) e dos
EPRs positivos (o que facilitaria o aprendizado de novas associacdes e levaria a
uma tomada de decisfes mais eficiente). Contudo, os resultados que obtivemos
neste trabalho ndo dao completo suporte a esta hipétese, indicando que outros
processos relacionados ao aprendizado dependente de recompensas devem

estar subjacente a maior flexibilidade cognitiva observada nos animais RCIU.

Mais uma vez, € surpreendente que ndo tenhamos encontrado sinalizagdes
tipicas de EPRs no cortex orbitofrontal dos animais, ainda mais levando-se em
conta o reconhecido papel dessa estrutura na adaptacdo comportamental e na
determinacao e atualizacédo do valor atribuido a a¢cdes (e seus desfechos) (SUL et

al., 2010; TAKAHASHI et al., 2009). Uma explicacdo para isto pode envolver as
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limitacbes temporais e espaciais do método eletroquimico ja abordadas nos

paragrafos anteriores desta tese.

No experimento seguinte, onde avaliarmos a liberacdo de dopamina
durante uma pista sonora que antecedia 0 recebimento das recompensas,
encontramos interessantes distingdes entre os grupos. No mPFC dos animais
controle, observamos uma acentuada flutuacdo bidirecional nos niveis de
dopamina em resposta as trés diferentes magnitudes de recompensas previstas
pelo sinal sonoro. J& nos animais expostos a RCIU, observamos este padrdo de
flutuacdo de forma bastante acentuada somente na condicdo em que o sinal

sonoro deixou de ser seguido pelo recebimento de recompensas.

Como pontuado na introducdo desta tese, parece haver uma importante
relacdo entre a reatividade a pistas alimentares e o desenvolvimento de
obesidade, onde uma reatividade aumentada poderia induzir a um maior consumo
alimentar mesmo na auséncia de fome (AKKER et al., 2014; BOSWELL; KOBER,
2016). Do mesmo modo, estudos tém sugerido que individuos obesos
mantenham-se mais motivados e mais atentos a pistas que prevejam o
recebimento de recompensas (CASTELLANOS et al., 2009; HOU et al., 2011).
Uma vez que maior reatividade e maior aten¢éo a pistas alimentares podem estar
na origem do maior ganho de peso e da obesidade, pode-se propor que 0s
maiores niveis de DA encontrados nos animais RCIU durante as pistas que
previam o recebimento das recompensas pequena e grande reflitam uma maior
atencao dirigida a estas pistas . Adicionalmente, essa maior atencdo a pista
alimentares poderia ser a explicagéo, pelo menos em parte, da maior flexibilidade

cognitiva encontrada nos animais expostos a RCIU (ALVES et al., 2015).
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De forma alternativa, poderia ser proposto que a auséncia de flutuacoes
expressivas em resposta ao sinal sonoro associado ao recebimento da pequena e
da grande recompensa refletisse a ja discutida hipofuncdo dopaminérgica no
mPFC dos animais restritos. Contudo, estes animais demonstraram uma marcada
reducdo nos niveis de dopamina quando o sinal sonoro deixou de prever o
recebimento das recompensas, numa flutuacdo que poderia estar associada a
certa sinalizacdo de frustracdo. Além disso, estes resultados sugerem que a
hipofuncdo em resposta ao consumo de alimentos palataveis (resposta
consumatoéria) ndo necessariamente reflita em uma hipofuncionalidade em
resposta a pistas que prevejam o0 recebimento destes alimentos (resposta
antecipatéria). Possivelmente, a resposta dopaminérgica a estes diferentes tipos

de estimulos envolva mecanismos parcialmente distintos.

Esta discrepancia (resposta atenuada ao consumo alimentar X resposta
aumentada a pistas que preveem recompensas) pode estar no centro de um
padrdo comportamental onde pistas ambientais estimulem um consumo cada vez
maior de alimentos palataveis, contribuindo de forma bastante significativa para
uma alimentacao inadequada e para o ganho de peso em excesso. Além disso,
estes achados indicam que alteracfes na reatividade a pistas alimentares possam
representar um fator de risco importante e ainda pouco explorado nos

mecanismos associados ao desenvolvimento de obesidade nos individuos RCIU.

Vale ressaltar que a reatividade a pistas alimentares abrange diferentes
reacOes fisiologicas e psicolégicas em resposta a estimulos que antecedem o
recebimento de recompensas, e que neste estudo, avaliamos esta reatividade

somente num contexto de transmissdo dopaminérgica no cOrtex pré-frontal.
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Estudos adicionais devem investigar outros aspectos desta reatividade em

roedores e em humanos RCIU.

104



7. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel verificar que a restricdo de crescimento
intrauterino levou a uma maior impulsividade em uma tarefa de tolerancia ao
atraso da recompensa. No cortex pré-frontal medial, a RCIU esteve associada a
um aumento nos niveis de receptores do tipo D2, a uma reducédo na liberacédo de
dopamina em resposta ao consumo de alimentos palataveis e a altera¢cdes no
padrdao de liberacdo de dopamina em resposta a pistas que previam o0
recebimento destas recompensas. Ja4 no cortex orbitofrontal, as fémeas RCIU
apresentaram niveis reduzidos de receptores D1 e alteracdes no padréo temporal
de flutuacdo dos niveis de sinaptofisina, indicando a ocorréncia de alteracdes na
plasticidade sinaptica nesta area. Surpreendentemente, os niveis de dopamina no
OFC mantiveram-se estaveis durante a quase totalidade dos registros

eletroquimicos.

Os resultados deste trabalho corroboram com estudos anteriores que
sugeriram uma maior impulsividade e que observaram alteracées na sinalizacao
dopaminérgica associadas a RCIU. Todavia, este trabalho difere dos demais por
ter analisado de forma separada as diferentes regides pré-frontais e por ter
utilizado uma técnica cronoamperométrica para o registro eletroquimico dos niveis
de dopamina durante a realizacdo de diferentes tarefas comportamentais pelos

animais.

De forma bastante relevante, mostramos que o0 mPFC e o OFC séo
afetados de forma distinta pela RCIU. Este achado, em conjunto com a ja
conhecida diferenciacdo funcional entre estas regides, enfatiza a importancia de

considerarmos e estudarmos estas areas de forma independente, e sempre que
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possivel, integrada. Além disso, mostramos que o conceito de hipofuncao

dopaminérgica associada a RCIU pode ser ampliado para o mPFC.

Com este trabalho, avancamos na investigacdo dos mecanismos
bioquimicos e comportamentais que conectam a RCIU ao risco aumentado de
apresentar doencas metabdlicas e obesidade ao longo da vida. O melhor
conhecimento destes mecanismos permitira a identificacdo de alvos
farmacolégicos importantes e facilitard o desenvolvimento de estratégias
preventivas e novos tratamentos especificos para esta populagdo tdo vulneravel.
Estratégias que incluam o aumento na sinalizacdo dopaminérgica no cortex preé-
frontal, a diminuicdo no comportamento impulsivo, e que modulem a exposicao e
a resposta a pistas alimentares parecem apresentar um elevado potencial

terapéutico.
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