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RESUMO

Durante o inicio da gestacdo até os primeiros dias de vida dos roedores, o desenvolvimento
cerebral é intenso e varios circuitos envolvidos com o comportamento alimentar sdo sensiveis
a influéncia de fatores ambientais. A exposicdo ao estresse nos primeiros dias de vida
desencadeia respostas fisiologicas que podem programar o estado metabdlico e o
comportamento alimentar dos animais no periodo da adolescéncia. Essa programacdo pode
levar a um aumento no consumo de alimentos palataveis, ganho de peso e comportamentos
aditivos na vida adulta, de maneira sexo-especifica. Nesse sentido, 0 consumo de azeite de oliva
(AO) tem demonstrado reduzir o consumo caldrico e o peso corporal, além de regular a
neurotransmissao dopaminérgica. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do
consumo de AO durante a gestagdo e lactacdo sobre o controle homeostatico e heddnico do
comportamento alimentar de ratos adolescentes submetidos a separacdo materna (SM). Ratas
Wistar primiparas no primeiro dia gestacional foram alocadas em dois grupos: (1) ragdo padrao
+ 6leo de soja (OS) e (2) ragdo padrdo + AO. Apds o0 nascimento, os grupos de filhotes foram
subdivididos em: (1) Intacto OS; (2) Intacto AO; (3) Separado OS e (4) Separado AO. A SM
ocorreu do dia pos-natal 1 ao 10, por 3 horas/dia. No desmame, os filhotes foram randomizados
de acordo com 0 sexo e passaram a receber ragdo padrdo do biotério. A partir de 32 dias de
idade, ocorreram os testes comportamentais de campo aberto, corredor alimentar, consumo de
alimentos palataveis apos a exposi¢do as novidades, consumo de alimentos palataveis na caixa
moradia e claro/escuro. Na eutandsia, estruturas como nudcleo accumbens (NAc) e area
tegmental ventral (ATV) foram coletadas para analise de marcadores dopaminérgicos e de
estresse. A analise estatistica demonstrou que a SM aumentou o consumo de dietas ao longo do
tempo em ambos os sexos. Além disso, a SM aumentou o ganho de peso e a eficiéncia calorica,
especialmente nas fémeas. Em relacdo ao consumo de alimento palatdvel nos testes
comportamentais, foi visto que animais submetidos & SM e aumentaram o consumo no corredor
alimentar e na sua caixa moradia. AO aumentou o0 consumo de alimento doce antes e apos a
novidade. Além disso, ambos fatores (SM e AO) aumentaram o consumo de alimento doce no
corredor alimentar, mas esses fatores ndo foram somatdrios. Apos a exposicao a novidade,
animais separados e provenientes de maes que receberam AO consumiram mais o alimento
palatavel. Quanto aos achados bioguimicos, foi visto que os animais separados diminuiram os
niveis plasmaticos de triglicerideos, mas especialmente nas fémeas esse aumento foi prevenido
pelo consumo de AO. Houve também uma interacdo entre os fatores (sexo, SM e dieta)
estudados sobre os niveis plasmaticos de leptina e do imunocontetdo do receptor tipo 1 do
hormdnio liberador de corticotropina (CRHR1) na ATV. NOs observamos que 0s machos
submetidos a SM diminuiram os niveis plasmaticos de leptina, e aumentaram o imunoconteldo
de CRHR1, mas o consumo de AO preveniu os efeitos induzidos pela SM. Ja as fémeas
apresentaram resultados contrarios aos observados nos machos. No entanto, em ambos 0s sexos,
foi observado uma interacdo entre SM e AO, sugerindo que a SM reduziu o imunoconteudo do
receptor D2 de dopamina no NAc e o consumo de AO preveniu esses efeitos. Os nossos achados
demonstraram que a nutricdo materna e a SM influenciaram e programaram o controle
homeostatico e heddnico do comportamento alimentar de forma sexo-especifica. A SM
contribuiu para disfuncdes no comportamento alimentar, tornando os animais mais vulneraveis
ao consumo de alimentos palataveis. Ja o consumo de AO contribui para contrapor os efeitos
induzidos pelo estresse, sugerindo que este tipo de 6leo pode modular e, por vezes, atenuar 0s
efeitos da SM.

Palavras-chave: Comportamento alimentar; Separacdo materna; Azeite de oliva; Controle
hedbnico; Controle homeostético.



ABSTRACT

Since the beginning of pregnancy until the first days of life of rodents, brain development is
intense, and several circuits involved with feeding behavior are sensitive to the influence of
environmental factors. Exposure to stress in the first days of life triggers physiological
responses that can program the metabolic state and feeding behavior of animals during
adolescence. Such programming can lead to an increase in the consumption of palatable foods,
weight gain and addictive behaviors in adulthood, in a sex-specific way. In this sense, the
consumption of olive oil (OO) has been shown to reduce caloric consumption and body weight,
in addition to regulating dopaminergic neurotransmission. Thus, the objective of this work was
to evaluate the effects of OO consumption during pregnancy and lactation on homeostatic and
hedonic control of the feeding behavior of adolescent rats submitted to maternal separation
(MS). Primiparous Wistar rats on the first gestational day were divided into two groups: (1)
standard chow + soy oil (SO) and (2) standard chow + OO. After birth, groups of puppies were
subdivided into: (1) Intact SO; (2) Intact OO; (3) Separated SO and (4) Separated OO. MS
occurred from postnatal day 1 to 10, for 3 hours / day. At weaning, the pups were randomized
according to sex and started to receive standard chow. From 32 days of age, behavioral tests
started: open field, motivation to seek palatable food, novelty suppressed feeding test,
consumption of palatable food in home cage and light / dark. In euthanasia, structures such as
nucleus accumbens (NAc) and ventral tegmental area (VTA) were collected for analysis of
dopaminergic markers and stress. Statistical analysis demonstrated that MS increased dietary
intake over time in both sexes. In addition, MS increased weight gain and caloric efficiency,
especially in females. Regarding the consumption of palatable food in the behavioral tests, it
was seen that animals submitted to MS increased consumption in the test of motivation to seek
palatable food and in their home cage. OO increased the consumption of sweet food before and
after the novelty. In addition, both factors (MS and OO) increased the consumption of sweet
food in the test of motivation to seek palatable food test, but these factors were not summation.
After exposure to the novelty, animals separated from mothers who received OO consumed
more palatable food. As for the biochemical findings, it was seen that the separated animals
decreased the plasma levels of triglycerides, but especially in females this increase was
prevented by the consumption of OO. There was also an interaction between the factors (sex,
MS and diet) studied on plasma leptin levels, and the immunocontent of the type 1 of
corticotropin-releasing hormone (CRHR1) in VTA. We observed that males submitted to MS
decreased plasma leptin levels and increased CRHR1 immunocontent, but the consumption of
OO0 prevented the effects induced by MS. Females, on the other hand, presented contrary results
to those observed in male rats. However, in both sexes, an interaction between MS and OO was
observed, suggesting that MS reduced the dopamine D2 receptor immunocontent in NAc and
the consumption of OO prevented these effects. Our findings showed that maternal nutrition
and MS influenced and programmed homeostatic and hedonic control of eating behavior in a
sex-specific way. MS contributed to dysfunctions in eating behavior, making animals more
vulnerable to consumption of palatable food. The consumption of OO contributes to counteract
the effects induced by stress, suggesting that this type of oil can modulate and, sometimes,
mitigate the effects of MS.

Key words: Feeding behavior; Maternal separation; Olive oil; Hedonic control; Homeostatic
control.
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1. INTRODUGCAO

1.1. O ambiente e a relacéo entre mée e filhote

A presenca da mae durante os primeiros dias ou semanas de vida é de extrema
importancia para a prole, devido a grande vulnerabilidade do periodo. A mae exerce um
comportamento que visa nutrir, proteger, aquecer e manter contato fisico com a prole (Liu et
al., 1997). O periodo perinatal, que compreende desde o inicio da gestacdo até a primeira
infancia dos roedores, é consideravelmente influenciado por fatores ambientais, como o estado
nutricional da mée ou a ocorréncia de eventos estressores (Miller & Georgieff, 2017).

Essas intervencdes ambientais podem induzir uma programacdo no comportamento e
metabolismo da prole. O termo programacéo descreve o quanto o feto ou animal recém nascido
sente e responde ao ambiente ao qual esta inserido e de que maneira isso pode influenciar a
organogeénese e a funcao organica a longo prazo (Entringer et al., 2012). Dessa forma, o estado
nutricional materno durante a gravidez € um fator relevante para 0 ambiente intrauterino, pois
a fisiologia da prole pode ser alterada, dependendo da qualidade e/ou quantidade de alimento
ingerido pela méae (Reynolds et al., 2017). Além disso, 0s nutrientes que a mae ingere sdo
responsaveis por fornecer energia, proteinas e acidos graxos essenciais necessarios para a
realizacdo de processos bioguimicos e de sintese de tecidos do sistema nervoso central (Rao et
al., 2013). Por outro lado, experiéncias estressantes no inicio da vida podem programar o
comportamento alimentar e alterar as escolhas e as quantidades dos alimentos ingeridos em

fases mais tardias da vida como a adolescéncia e a idade adulta (Maniam & Morris, 2012).

1.2. Adolescéncia: um periodo sensivel para as recompensas naturais

A adolescéncia nos roedores compreende o intervalo entre os dias pds-natal (DPN) 21
a 59 (Laviola et al., 2003; Lukkes et al., 2009; L. P. Spear, 2000; Tirelli et al., 2003). Esse
intervalo também pode ser dividido em adolescéncia precoce (DPN 21-34), intermediaria (DPN
34-46) e tardia (DPN 46-59), podendo ter pequenas variagdes com relacdo a espécie e ao género
(Burke & Miczek, 2014). Esse periodo é caracterizado por diversas mudangas nos sistemas
neurais e no comportamento (Brenhouse & Andersen, 2011; Wilmouth & Spear, 2009). Em
varias regibes do sistema nervoso central, antes e depois da adolescéncia ocorre a
superproducdo de axonios, dendritos, sinapses e receptores (Eckenhoff & Rakic, 1991;

Huttenlocher, 1979). Principalmente entre os dias PND 21-40, ocorre uma intensa maturacao
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encefalica e organizacdo de circuitos relacionados com o comportamento motivado e com a
recompensa no nacleo accumbens (NAc) e no estriado (Aya-Ramos et al., 2017; Linda Patia
Spear & Varlinskaya, 2010). Durante esse periodo da adolescéncia, é possivel observar um
aumento das fibras dopaminérgicas, da atividade dopaminérgica e subsequente estabilizacao.
Além disso, ocorre um aumento dos receptores dopaminérgicos e subsequente poda sinaptica
(Burke & Miczek, 2014). Além disos, é durante a adolescéncia que os roedores e também o0s
humanos sdo mais sensiveis a recompensas naturais e a drogas de abuso (Erlanson-Albertsson,
2005). Com relagdo as recompensas naturais, o consumo abusivo de alimentos industrializados
ricos em agucar e gordura podem alterar a funcdo e a sensibilidade do sistema dopaminérgico
envolvido com os circuitos relacionados com a recompensa e isso pode induzir uma alteracdo
no comportamento alimentar hedénico (Ahmed et al., 2013; Collins et al., 2015; Morin et al.,
2017).

Os comportamentos caracterizados durante esse periodo envolvem a busca por
novidade, interagdo social aumentada, tomada de riscos e impulsividade (Sturman &
Moghaddam, 2011). Essa fase do desenvolvimento também apresenta grande vulnerabilidade
ao estresse, aumentando a susceptibilidade de desenvolvimento de transtornos psiquiatricos
como depressdo e ansiedade. E uma fase marcada por aumento no consumo de alimentos
altamente caloricos, principalmente como uma forma de diminuir os estimulos emocionais
negativos (Walker et al., 2017). Por exemplo, experiéncias estressantes no inicio da vida podem
programar o comportamento alimentar e alterar as escolhas e as quantidades dos alimentos
ingeridos em fases mais tardias da vida como a adolescéncia e a idade adulta (Lee et al., 2014;
Maniam & Morris, 2010). Modelos experimentais baseados na recompensa explicam que
ingerir alimentos altamente palataveis (ricos em agucar e/ou gordura) podem reduzir os efeitos
induzidos pelo estresse (Aya-Ramos et al., 2017; Maniam et al., 2016). Uma vez que o cérebro
em desenvolvimento caracteriza-se por alta neuroplasticidade, maturacdo e reorganizacao de
diversos sistemas, a exposi¢do a algum tipo de estresse no inicio da vida pode afetar a maturacao
de diversos sistemas envolvidos com a ingestdo alimentar, como é o caso do sistema
dopaminérgico, podendo desencadear uma disfuncdo dopaminérgica e contribuir para o
surgimento da obesidade (Burke & Miczek, 2014; Dallman, 2010; Dallman et al., 2005; Kenny,
2011).

Diferencas sexo-especificas devem ser consideradas no desenvolvimento neural dos
circuitos relacionados a recompensa. Evidéncias demonstram que estas diferencas relacionadas

ao desenvolvimento neural podem desempenhar um papel fundamental nas diferencas
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comportamentais em relagdo ao sexo (Friemel et al., 2010; Marshall et al., 2017; Walker et al.,
2017; Willing & Juraska, 2015). Em mamiferos, o dimorfismo sexual comeca durante periodos
sensiveis do desenvolvimento como desfecho de uma combinacdo de eventos genéticos,
ambientais e hormonais. Estas diferencas podem ser transitérias ou permanentes ao longo da
vida (Becker et al., 2005). Em roedores, tais diferengas ocorrem inicialmente no periodo
perinatal e posteriormente no periodo peripubertal (Becker, 2009). Porém, os dados sobre as
diferencas entre machos e fémeas no comportamento alimentar ap6s um estresse no inicio da
vida ainda sdo muito limitados e controversos. Isto deve-se ao fato de que poucos estudos
avaliam o comportamento alimentar das fémeas, impossibilitando estabelecer comparagoes
entre os sexos. Estudos mostraram que as diferencas entre 0s sexos podem relacionar-se ao
processo de maturacao e plasticidade nas regides dopaminérgicas do cérebro de acordo com os
periodos de desenvolvimento, sendo mais expressivos durante a adolescéncia nas fémeas,
enguanto nos machos sdo mais evidentes na idade adulta (Becker et al., 2005; Chocyk et al.,
2010). Leva-se em consideracdo também que, além do sexo, o tipo e o tempo de duracdo do
estresse, bem como o periodo do desenvolvimento em que o estresse ocorre podem gerar

diferentes respostas no comportamento alimentar.
1.3. Neurobiologia do comportamento alimentar

O comportamento alimentar é regulado por uma série de interacdes entre trés niveis de
eventos: (1) eventos psicoldgicos (percepcdo de fome, desejos e sensacGes hedbnicas) e
comportamentais (refeicdes, ingestdo alimentar); (2) nivel da fisiologia periférica e eventos
metabdlicos; (3) comunicacdo entre neurotransmissores e sinais metabdlicos que ocorrem no
sistema nervoso central. O apetite reflete a sincronizagdo de eventos e processos nestes trés
niveis. (Blundell et al., 2001). Portanto, a manifestacdo do apetite e do comportamento
alimentar reflete a sincronizacdo de processos em trés dominios: a) eventos neurais que tém
como consequéncia um ato de comportamento alimentar seguido de experiéncias psicologicas
relacionadas; b) cada ato deste comportamento desencadeia uma ac¢ao no sistema fisiol6gico
periférico e c) tal acdo é reproduzida com atividade cerebral neuroquimica, gerando o ato
posterior de comportamento alimentar (Harrold et al., 2012).

A regulacdo do comportamento alimentar é dada, principalmente, por dois tipos de
mecanismos: homeostatico e hedbnico (Harrold et al., 2012). O controle homeostatico é
mediado pela necessidade do organismo em manter as reservas de energia, sendo regulado por
mediadores hormonais relacionados com a fome, saciedade e niveis de adiposidade. Neste
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sistema, ha a atuacdo de horménios como leptina, grelina e insulina em circuitos cerebrais
hipotalamicos, estimulando ou inibindo a fome, a fim de manter o adequado balango energético
(Lutter & Nestler, 2009). O controle hedénico, ou regulacdo baseada na recompensa, pode se
sobrepor a via homeostatica durante periodos de relativa abundancia de energia por aumentar
o0 desejo de consumir alimentos altamente palataveis ricos em acuUcar e/ou gordura (Harrold et
al., 2012).

1.3.1. Controle homeostatico do comportamento alimentar

O hipotalamo é o centro do controle homeostatico do apetite, atuando de forma a
integrar a formacdo de energia transportada por nutrientes e horménios para a periferia através
de duas vias: neural e hormonal (Sasaki et al., 2016). Sinais metabdlicos como os horménios
anorexigenos leptina e insulina, e a grelina como horménio orexigeno podem exercer influéncia
sobre uma variedade de func@es cerebrais.

A leptina e a grelina sdo horménios que agem de forma antagdnica no controle do
apetite. A leptina € um hormonio produzido e liberado, em grande parte, pelo tecido adiposo
branco, agindo como um mensageiro que sinaliza a saciedade no hipotalamo, diminuindo,
assim, a ingestdo alimentar. No nucleo arqueado do hipotalamo, a leptina inibe a producédo de
dois potentes orexigenos, estimuladores da ingestdo alimentar, neuropeptideo Y (NPY) e
peptideo ligado a proteina Agouti (AGRP) (Ribeiro & Santos, 2013). Em situacdes de jejum,
os niveis de leptina diminuem e o hipotalamo induz a fome, fazendo com que ocorra 0 aumento
da ingestdo alimentar com o objetivo de promover a homeostase (Romero & Zanesco, 2006).
Leptina e grelina sdo hormdnios que agem de forma antag6nica no controle do apetite. A grelina
€ um hormonio produzido majoritariamente no estdmago que apresenta funcdo orexigena,
estimulando a ingestdo alimentar, aumentando a adipogénese, diminuindo a saciedade e
promovendo um balanco energético positivo (Ribeiro & Santos, 2013). Outro fator de
adiposidade € a insulina, um hormonio produzido pelas células beta pancreaticas que promove,
entre outras funcdes, a captacao de glicose e, consequentemente, o controle da glicemia. Assim
como a leptina, a insulina tem a finalidade de regular o balango energético (van de Sande-Lee
& Velloso, 2012).
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1.3.2. Controle heddnico do comportamento alimentar

O controle hedénico é mediado pela recompensa, ou seja, pelo desejo de consumir
alimentos altamente palataveis (Solfrizzi et al., 2006). Dessa forma, ocorre uma estimulacéo
pelo consumo excessivo desses alimentos com base no prazer que 0s mesmaos proporcionam e
na recompensa sensorial, e ndo pela necessidade bioldgica (Harrold et al., 2012). Dessa forma,
NAc, area tegmental ventral (ATV), hipotalamo lateral, amigdala e cortex pré-frontal (CPF)
sdo regides cerebrais ativadas por alimentos palataveis ou reconfortantes.

Diversos sistemas de neurotransmissores podem estar envolvidos com o controle
hed6nico do comportamento alimentar, como é o caso da dopamina (DA), dos opioides e dos
canabindides (Berridge, 2009). Dentre os neurotransmissores citados, iremos destacar o sistema
de neurotransmissdo dopaminérgico. A DA esta envolvida em func¢des locomotoras, secrecao
hormonal, comportamentos emocionais e recompensa (Berridge et al., 2016; Walker et al.,
2017). Além disso, a DA é um fator essencial ao desenvolvimento do cérebro adolescente e
também ao aumento da wvulnerabilidade ao desenvolvimento de doencas. O correto
processamento dos sistemas que envolvem a DA é necessario para incorporar interaces
complexas entre vias neurais, eixos endocrinos e estimulos ambientais, a fim de gerar um
sistema de recompensa funcional no periodo da vida adulta visto que estudos indicam que 0s
adolescentes sdo mais sensiveis a recompensa do que os adultos (Walker et al., 2017).

A transmissdo de DA envolve trés vias principais: nigroestriatal, mesolimbica e
mesocortical. A via dopaminérgica nigroestriatal se origina na substancia negra do mesencéfalo
e se projeta para o caudado putamen no estriado dorsal, atuando na regulacdo de funcdes
motoras e comportamentos orientados a objetivos. A via mesolimbica, por sua vez, envia
projecBes da ATV do mesencéfalo para o NAc no estriado ventral e compreende processos de
motivacdo e recompensa. Por fim, a via dopaminérgica mesocortical conecta a ATV ao CPF,
regulando respostas cognitivas e de estresse (Majcher-Maslanka et al., 2017).

De forma integrada, ainda, o sistema mesocorticolimbico apresenta uma importancia
fundamental na atencdo e atribuicdo de valor recompensador e/ou aversivo a estimulos
motivacionais que podem alterar a sinalizacdo dependente de DA e também alterar sua forca
sinaptica (Coccurello, 2019). O sistema mesocorticolimbico, chamado de circuito da
recompensa, engloba os sistemas mesocortical, com projecdes da ATV para o CPF, e também
o sistema limbico, com projecGes do ATV para o NAc. Estes sistemas sdo centrais na regulacéo
da recompensa alimentar e recebem uma abundante inervacdo de neurénios dopaminérgicos

(Berridge et al., 2016).
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Os efeitos da DA sdo mediados pela interagdo com cinco receptores diferentes,
usualmente referidos como dos tipos D1 (D1 e Ds) e D2 (D2, D3 e D4). O receptor do tipo D1 é
responsavel por estimular a adenilato ciclase, aumentar a concentracdo de adenosina
monofosfato (AMP) ciclico e com isso desencadear uma série de fendbmenos, incluindo a
ativacdo da proteina cinase A, a qual fosforila, entre outros substratos, a fosfoproteina neuronal
regulada por dopamina (DARPP-32). Com isso, inibe a acdo de fosfatases, permitindo a
fosforilagcdo da proteina que liga o elemento responsivo ao AMP ciclico (CREB) no DNA. Ja
os receptores do tipo D2, quando ativados, diminuem a concentracdo de AMP ciclico e com isso
inibem a proteina cinase A e ativam as fosfatases, impedindo a fosforilagdo da CREB. Assim,
dependendo do tipo de receptor ao qual a DA se liga, hd uma resposta de sinalizacdo
diferenciada. Além disso, os receptores do tipo D1 apresentam menor afinidade a DA enquanto
que os receptores do tipo D2 possuem maior afinidade pela mesma (Baik, 2013; Volkow et al.,
2017). Entdo, o consumo de alimentos palataveis pode desencadear uma grande liberacdo de
DA transitoriamente e ativar os receptores do tipo D1. J& os receptores do tipo D2 sdo capazes
de detectar niveis ténicos de liberacdo de DA, relacionados a liberacdo basal da mesma (Baik,
2013). A forca sinaptica e a taxa de renovacdo de DA no NAc é aumentada pelo acesso a
solucdes de sacarose, e aumentos da DA neste nucleo estéo relacionados com maior ingestéo
de alimento doce (Coccurello & Maccarrone, 2018; Sasaki et al., 2016; Solfrizzi et al., 2006).
Nesse sentido, alguns autores sugerem que no NAc, a funcdo dos receptores D1 parecem estar
relacionada com a ativacdo de respostas orientadas pela recompensa e a funcao dos receptores
D2 parecem ter um papel na avaliagdo da recompensa (D’Aquila, 2010; Galistu & D’Aquila,
2012).

A regulagdo do sistema dopaminérgico tém recebido muita atencdo nos ultimos anos
devido as consequéncias que sua disfuncdo pode trazer, como desenvolvimento de
comportamentos aditivos e quadro de obesidade relacionada a recompensa alimentar, dois
grandes problemas de salde publica (Baik, 2013). Além disso, drogas aditivas e alimentos
altamente palatveis estdo associados a caracteristicas reforcadoras, motivadoras e até
compulsivas que sdo codificadas pela neurotransmissdo de DA dentro do sistema

mesocorticolimbico (Salamone & Correa, 2012).
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1.3.3. Aintegracgdo entre os sinais homeostaticos e heddnicos do comportamento

alimentar

Os receptores da leptina também sdo expressos no sistema mesolimbico,
particularmente na ATV. A primeira evidéncia da modulacdo das vias de recompensa pela
leptina surgiu com experimentos de estimulagéo intracraniana em roedores, onde se tornou
possivel verificar a presenga de receptores metabolicamente ativos de leptina nos neurénios
dopaminérgicos presentes na ATV (Fulton, S., Woodside, B., Shizgal, 2000). Ap6s, um estudo
demonstrou que a administracdo de leptina na regido da ATV tinha capacidade de suprimir a
atividade dos neurénios de DA, como também a liberacdo de DA do NAc de forma basal e
induzida pela alimentacdo, bem como a diminui¢do da ingestdo alimentar (Figlewicz et al.,
2003). Apds a descoberta da presenca de receptores de leptina na regido mesolimbica e a
presenca do receptor de grelina na ATV também foi demonstrada. A administracdo de grelina
nesta regido aumentou a ingestdo de alimentos altamente palataveis. No entanto, outro estudo
verificou que a administracdo do antagonista do receptor de leptina reduziu o consumo de
alimentos palataveis (Naleid et al., 2005).

De modo geral, os sinais orexigenos homeostaticos aumentam a atividade dos neurénios
de DA na regido da ATV quando sdo expostos a estimulos alimentares, ao passo que 0s sinais
anorexigenos inibem o disparo dos mesmos neur6nios, gerando, como resultado, a diminuicao
da liberagdo de DA. Os neur6nios da ATV e NAc expressam receptores para grelina, leptina e
insulina, entre outros. Desta maneira, hormonios que tém influéncia no controle homeostatico,

podem afetar também o controle heddnico do comportamento alimentar (Sasaki et al., 2016).

1.4. Estresse no inicio da vida influencia o metabolismo e o comportamento

alimentar

1.4.1. A resposta ao estresse no inicio da vida

A exposicdo ao estresse no inicio da vida gera consequéncias a longo prazo no
desenvolvimento e esses efeitos podem persistir durante toda a vida do animal (Schroeder et
al., 2018). A exposicao ao estresse de forma aguda ou cronica desencadeia respostas fisioldgicas
que alteram o estado metabdlico e comportamental dos animais (Dallman et al., 2003). O
intervalo de tempo que compreende a infancia e a adolescéncia é caracterizado por ser um
periodo critico para o desenvolvimento fisico e mental, além de ser vulneravel aos efeitos do

estresse (Brydges et al., 2015; He et al., 2020). A presenca da mée durante os primeiros dias ou
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semanas de vida € de extrema importancia devido a grande vulnerabilidade do periodo, pois a
méae fornece calor, protecdo e alimento aos filhotes. E ainda, a relacdo entre méae-filhote tem
uma funcéo crucial para controlar a atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) da
prole (Lehmann & Feldon, 2000; Schroeder et al., 2018).

O eixo HPA é ativado por neurdnios hipotalamicos presentes no nicleo paraventricular
que secretam o horménio liberador de corticotropina (CRH) que, por sua vez, desencadeia a
liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) a partir da hipofise anterior. Via corrente
sanguinea, o0 ACTH atinge as glandulas supra-renais e ativa a sintese e liberagdo, no cértex
adrenal, de corticosterona em roedores que voltam ao cérebro a fim de se ligar aos receptores
glicocorticéides (GR) e mineralocorticéides (MR). Os glicocorticéides quando ligados ao GR
promovem uma cascata de a¢fes metabdlicas nos tecidos periféricos, a fim de responder de
forma adequada a perturbacdo ambiental e, fornecer o feedback negativo no eixo HPA
garantindo o retorno ao estado homeostatico (Bale & Epperson, 2015; Maniam & Morris,
2012). O rato neonato € capaz de responder a estimulos estressantes com um aumento de
corticosterona e do ACTH entre o primeiro e 0 segundo dia do nascimento. Apds este periodo,
0s niveis basais de corticosterona diminuem de forma dréastica e os filhotes apresentam alta
resisténcia a estressores ambientais, periodo conhecido como hiporresponsivo (Lehmann &
Feldon, 2000).

Dentre os diferentes modelos de estresse empregados em roedores nos estagios iniciais
da vida, o estresse causado por separacdo materna (SM) é bem estabelecido na literatura. A SM
envolve a separacgdo dos filhotes de suas mées de forma Unica durante 24 horas ou separac¢des
repetidas tendo duracdo de cerca de 3 a 6 horas por dia, durante os primeiros dias de vida do
animal. Estudos indicam que ratos expostos ao estresse de SM podem desenvolver depresséo,
comportamento tipo ansioso, déficits de aprendizado, perturbacBes cognitivas acompanhadas
de anormalidades no eixo HPA, além de apresentarem alto risco de desenvolverem disturbios
alimentares na vida adulta devido a disfungéo do eixo (Da Silva et al., 2014; Jahng, 2011;
Schroeder et al., 2018). Além do mais, diversas evidéncias sugerem que a exposi¢do a algum
tipo de estresse no inicio da vida afeta também processos cognitivos que podem estar ligados
ao controle do comportamento alimentar, como atencéo e hiperatividade (Colorado et al., 2006;
de Lima et al., 2020; de Souza et al., 2018, 2020; Spivey et al., 2009).
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1.4.2. Efeitos do estresse sobre o metabolismo e o comportamento alimentar

Estudos epidemioldgicos e em modelos animais indicam que experiéncias adversas no
inicio da vida, como abuso fisico e emocional ou estresse do tipo separacdo materna, podem
programar 0 metabolismo e desencadear alteracdes metabdlicas na idade adulta. Estudos
epidemiol6gicos demonstraram que experiéncias adversas no inicio da vida ocorridas durante
a infancia aumenta o risco de desenvolvimento de obesidade mais tarde na vida (Hollingsworth
et al.,, 2012; van Reedt Dortland et al., 2012; Wang et al., 2015) e gera aumento da
circunferéncia abdominal (Midei et al., 2013; van Reedt Dortland et al., 2012). Além disso, é
possivel observar aumento da pressdo arterial (Misiak et al., 2015), desenvolvimento de
dislipidemia (Misiak et al., 2015; van Reedt Dortland et al., 2012), particularmente observado
em homens (Spann et al., 2014). Em modelos animais foi observado um prejuizo na homeostase
da glicose, diminuicdo da sensibilidade a insulina (Raff et al., 2018; Ruiz et al., 2018; Vargas
et al., 2016), aumento da glicemia de jejum (Vargas et al., 2016), diminuicdo da tolerancia a
glicose (Ruiz et al., 2018), indices alterados de resisténcia a insulina (Raff et al., 2018) e
dislipidemia (Baxi et al., 2012).

Com relacdo ao peso corporal dos animais que passaram por SM, os resultados séo
inconclusivos e variados, ja que depende do protocolo de SM, da idade e do sexo do animal.
Alguns estudos demonstram que fémeas que passaram por esse estresse precoce como SM
(DPN 2-21) ganham mais peso na idade adulta (Jaimes-Hoy et al., 2016). Um protocolo de SM
(DPN 2-6, 90 min/dia), envolvendo diversos tratamentos experimentais, causou aumento de
peso em machos e fémeas na idade adulta (Gehrand et al., 2016; Raff et al., 2018). No entanto,
outros estudos ou ndo demonstram nenhum efeito no peso corporal na idade adulta (llchmann-
Diounou et al., 2019) ou demonstram perda de peso desses animais (Litvin et al., 2010). Ainda,
fémeas que passaram por SM apresentaram maior ganho de peso e massa gorda, sem mudancas
no consumo de racdo padrao (Jaimes-Hoy et al., 2016). Ryu e colaboradores (2009) mostraram
que a SM por um periodo de 14 dias promoveu hiperfagia e ganho de peso durante o
desenvolvimento, que persistiu até a idade adulta dos machos (Ryu et al., 2009).

A exposicdo ao estresse precoce gera uma preferéncia pela ingestdo de alimentos
palataveis (Arcego et al., 2014; de Lima et al., 2020; Lee et al., 2014; Maniam et al., 2016).
Animais que passaram pela SM apresentaram menor ingestdo de racdo padrao (de Souza et al.,
2018, 2020) e preferéncia clara e aumentada por alimentos altamente palataveis (Da Silva et
al., 2014; Jahng, 2011; Schroeder et al., 2018). Além disso, 0s animais apresentaram niveis

diminuidos de leptina circulante, associada a um prejuizo do desenvolvimento do hipotalamo
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(Mela et al., 2016; Viveros et al., 2010). Machos e fémeas submetidos ao modelo de privacéo
materna por 36 horas, entre DPN 9 e 10, demonstraram niveis significativamente diminuidos
de leptina circulantes, em comparacédo aos controles. Ainda, os niveis de mRNA hipotalamico
do receptor de leptina aumentaram significativamente em 24 horas ap6s o estresse em ambos
0s sexos, normalizando em fémeas apds 36 horas de estresse, 0 que nao foi visto em machos
(Viveros et al., 2010).

Ha uma ligacéo entre o estresse e a ativacdo do sistema de DA mesolimbica visto que o
CRH também é liberado na ATV em resposta ao estresse agudo. Avaliagdes imuno-
histoquimicas demonstraram a presenca do receptor tipo 1 do CRH (CRHR1) em neur6nios ao
longo da ATV que podem sintetizar DA e projetar-se para regides do prosencéfalo, como o
NAc (Sauvage & Steckler, 2001). Além disso, 0 CRHR1 esta envolvido na sensibilizacao de
neurdnios dopaminérgicos na ATV, de forma a desempenhar um papel importante no controle
da liberacdo de DA (Vasconcelos et al., 2020). Isto sugere que o CRH pode ser capaz de
modular a neurotransmissdo dopaminérgica em todo o sistema mesolimbico dos ratos, além de
desempenhar um papel fundamental nas mudancas plasticas associadas ao estresse e ao uso de
drogas (Lodge & Grace, 2005).

Existem tambem receptores de CRH distribuidos pelas regides encefalicas associadas
ao controle do processamento emotivo e regulacdo hormonal, bem como pelas regides
envolvidas nas agdes de substancias de abuso como mesencéfalo ventral, amigdala e CPF
(Behan et al., 1996). Através dos seus reeceptores, 0 CRH estd implicado em diversas acoes
bioldgicas como: ansiedade (Takahashi, 2001), depressdo (Reul & Holsboer, 2002), apetite
(Hope et al., 2000) e processamento central de recompensas (Sarnyai et al., 2001). O CRH
modula de forma dependente da dose a atividade monoaminérgica por meio de dois subtipos de
receptores, CRHR1 e receptor tipo 2 do CRH (CRHR2) (Kirby et al., 2000; Price et al., 1998),
cada um com efeitos especificos de regides distintas na liberacdo de serotonina e DA (Isogawa
et al., 2000; Lukkes et al., 2009). A literatura aponta que 0 CRHRL1 talvez seja o subtipo de
receptor de CRH que inicia a resposta do eixo HPA, estando envolvido na modulagéo do eixo,
além de comportamentos induzidos pelo estresse e com alteracdes cognitivas. De outro lado, o
CRHR2 ainda tem seu papel em debate, ja que os estudos em modelos animais ainda séo
inconclusivos, mas parece que esse subtipo de receptor reduz a ativacdo do CRHR1, reduzindo
essa resposta inicial ao estresse, gerando respostas de reducao da ansiedade e restauragdo dos
processos celulares (Vasconcelos et al., 2020).
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Evidéncias demonstram diferencas entre os sexos na ligacdo ao receptor de CRH
durante o inicio da adolescéncia e idade adulta. As alteracdes sexualmente dimdrficas foram
vistas na ligacdo do receptor em diversas regides limbicas como amigdala, hipocampo e NAc
em ratos adolescentes e adultos. A ligagdo de CRHR1 no hipocampo foi maior em machos no
DPN 30, seguida de diminui¢do na idade adulta (DPN 90). Por outro lado, em fémeas foi visto
um aumento de ligacdo de CRHR1 no NAc. Em relacdo aos niveis do receptor CRHR2, estes
se mostraram aproximadamente iguais entre os sexos na amigdala, seguido de um aumento no
DPN 30 até a idade adulta mais pronunciado em machos do que em fémeas (Weathington &
Cooke, 2012).

Uma vez que o cérebro em desenvolvimento caracteriza-se por alta neuroplasticidade,
maturacdo e reorganizacdo de diversos sistemas, a exposicdo a algum tipo de estresse no inicio
da vida pode afetar a maturacdo e o funcionamento de diversos sistemas envolvidos com a
ingestdo alimentar (Burke & Miczek, 2014). Assim, a compreensdo dos mecanismos
envolvidos com o comportamento alimentar pode permitir estratégias para tentar prevenir a
busca descontrolada pela recompensa e/ou hiperfagia associada ao ganho de peso em animais

durante a adolescéncia.

1.5. Azeite de oliva: Uma estratégia nutricional para modular o metabolismo e o

comportamento alimentar no inicio da vida

Cada vez mais tem-se buscado alternativas nutricionais para tentar modular o
metabolismo, bem como o comportamento alimentar no inicio da vida. Neste contexto, o azeite
de oliva (AO) torna-se um alimento interessante visto que o mesmo apresenta diversos
beneficios a salde, melhorando o comportamento e o metabolismo (Goncalves-de-
Albuquerque et al., 2016; Hwang et al., 2011; Giacomini et al., 2013; Turner et al., 2005).

Ha indicios de que a nutricdo materna durante o periodo de gestacdo e de lactacdo esta
diretamente relacionada ao desenvolvimento fetal adequado. E possivel que dietas
administradas nas mées podem programar o metabolismo da prole de forma a tentar prevenir
os efeitos causados por algum tipo de estresse no inicio da vida. Dessa forma, tipos de acidos
graxos, proteinas e micronutrientes afetam diversos aspectos da programacao fetal (Mennitti et
al., 2015).

Os nutrientes ingeridos pela méae impactam diretamente o desenvolvimento fetal, visto
que a placenta desempenha vérias fungdes a fim de garantir um ambiente ideal para a
sobrevivéncia e o desenvolvimento da prole (Grigsby, 2016). A barreira entre o sangue fetal e
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0 materno € ténue, tornando a troca de oxigénio e nutrientes muito eficiente, além de facilitar o
processo de armazenamento de lipideos, produzindo alguns aminoacidos e contribuindo para o
tamponamento das flutuacdes de glicose (Grigsby, 2016; Rao et al., 2013). Entédo, os nutrientes
que a méae ingere serdo responsaveis por fornecer energia, proteinas, &cidos graxos essenciais,
além de diversos outros micronutrientes necessarios para a realizacdo de processos bioquimicos
e de sintese de tecidos do sistema nervoso central (Rao et al., 2013). Dentre os nutrientes que
sdo facilmente transferidos da mae para a prole, especialmente em roedores, coelhos e primatas,
destaca-se 0s acidos graxos e cetoacidos (Péere, 2003).

Os &cidos graxos atuam como moléculas de sinalizagdo e como sensores energéticos do
centro hipotaldmico, podendo modificar o controle da homeostase energética (Moullé et al.,
2014). A ingestdo de &cidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados possibilita o controle
das oscilacBes do peso corporal via mecanismos que envolvem termogénese, oxidacdo de
gordura e expressdo de neuropeptideos associados a saciedade (Coccurello & Maccarrone,
2018).

O azeite de oliva, principal fonte de gordura da dieta mediterranea, é obtido através da
extracdo mecanica das azeitonas, sem qualquer tratamento quimico. Uma vez que a producao
do AO ndo requer seu refino, os valores nutricionais e sensoriais S0 preservados,
diferentemente de outros 6leos vegetais em que estas caracteristicas sdo total ou parcialmente
removidas durante as etapas de refino (Genovese et al., 2015). Em maior propor¢do o AO
apresenta o acido graxo denominado 4cido oleico (C18:1; @9), variando de 55 a 85%. Também
é constituido, em quantidades razoaveis, de acidos graxos essenciais, aqueles que provém
apenas da dieta, como o acido linoleico (C18:2, ®6) e linolénico (C18:3, ®3). Outros
componentes importantes do AO sdo os tocoferdis, compostos fendlicos, minerais e vitaminas
do complexo B, sendo uma fonte rica de antioxidantes com elevado poder biolédgico. Dentre 0s
compostos fendlicos que compdem o AO encontram-se a oleuropeina, hidroxitirosol e tirosol.
Destes, 0 hidroxitirosol atua como antioxidante principal e a oleuropeina e tirosol atuam como
sequestradores de radicais livres (Mello & Pinheiro, 2012). As concentracOes destes
constituintes podem ser diferentes de um AO para o outro, uma vez que a concentracdo destes
compostos sdo intimamente dependentes do clima, da zona de producao, variedade, latitude e
do estagio de maturacdo da azeitona. Estes componentes séo responsaveis por multiplas funcoes
bioldgicas e possuem efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios e neuroprotetores (Pase et al.,
2015).
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O acido oleico tem uma relacdo bem importante com a albumina no desenvolvimento
fetal. Estudos ja demonstraram a presenca de albumina dentro de células como neurdnios e
células gliais durante o desenvolvimento, sugerindo que estas células acumulam albumina
durante os estagios iniciais de diferenciagdo e desenvolvimento do feto (Dziegielewska et al.,
1981; Mpgllgard & Jacobsen, 1984; Uriel et al., 1983). Estas concentracdes de albumina
aumentam durante a gestacdo, atingindo um pico que coincide justamente com o estagio de
desenvolvimento cerebral maximo e, depois disso, estes niveis diminuem drasticamente
(Saunders & Mgllgard, 1981). A albumina tem como uma das suas principais funcdes
transportar &cidos graxos e, dessa forma, foi sugerido que a albumina poderia estar relacionada
com o transporte de acidos graxos durante o desenvolvimento cerebral dos roedores (Calvo et
al., 1988). Dentre 0s seis sitios de ligacdo de acidos graxos que a estrutura da albumina possui,
trés deles apresentam alta afinidade pelo acido oleico (Spector & Fletcher, 1978).

O acido oleico pode ser sintetizado pelas células astrocitarias, e sugere-se entdo que a
ligagdo do mesmo atua de forma a aumentar radicalmente a fluidez das membranas bioldgicas,
0 que é necessario nos locais de novos axdnios e/ou dendritos (Alberts et al, 1994). Sendo o
acido oleico o constituinte em maior concentracdao no AO, € evidente que este nutriente atua de
varias maneiras no cérebro do roedor em desenvolvimento. Um estudo também mostrou a
influéncia do &cido oléico sobre o comportamento alimentar e seus achados demonstraram que
0 uso de acido oleico intra-area tegmentar ventral diminuiu a ingestdo alimentar e aumentou a
atividade locomotora. Além disso, atenuou os efeitos recompensadores de alimentos ricos em
gordura/acucar em uma tarefa operante e inibiu o disparo neuronal dos neurbnios
dopaminérgicos, demonstrando que o &cido oleico administrado intra-area tegmentar ventral
foi capaz de suprimir a atividade neuronal da DA, bem como a busca de alimentos ap6s a
incorporacdo celular. Tais achados destacam a capacidade dos neurdnios dopaminérgicos de
atuarem como sensores metabdlicos, respondendo ndo apenas aos hormdnios mas também aos
sinais de nutrientes para modular comportamentos direcionados a alimentos (Hryhorczuk et al.,
2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Durante a adolescéncia, 0s animais sdo mais vulneraveis a recompensas naturais e ao
uso de drogas de abuso, principalmente quando sdo submetidos a um estresse no inicio da vida.
Essa busca por recompensas pode direcionar o organismo para o desenvolvimento de
comportamentos aditivos, obesidade e sindrome metabolica. Assim, estratégias tém sido
estudadas para tentar prevenir a busca descontrolada pela recompensa e/ou hiperfagia associada
ao ganho de peso. Nesse sentido, o uso de dietas suplementadas com AO tem chamado a atencéo
nos estudos em modelo animal, uma vez que 0s compostos presentes no AO atuam no controle
homeostatico, reduzem o peso corporal e agem em neurdnios dopaminérgicos reduzindo a
ingestdo alimentar e melhorando o perfil metabdlico dos animais. Assim, uma dieta oferecida
desde o periodo gestacional pode programar o metabolismo e o comportamento alimentar da
prole a fim de atenuar os efeitos de um estresse precoce e evitar possiveis patologias como a

obesidade e comportamentos aditivos na adolescéncia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do consumo de azeite de oliva durante a gestacdo e lactacdo sobre
parametros do controle homeostatico e hedbnico do comportamento alimentar de ratos

adolescentes submetidos a separacao materna.
3.2. Objetivos especificos

= Medir o consumo de dietas durante a gestagdo/lactacdo e o peso corporal da prole até o
final da adolescéncia;

= Verificar a eficiéncia calorica da prole no final da adolescéncia;

= Avaliar os niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total e fragdes no plasma dos
animais;

= Auvaliar os niveis de leptina no plasma dos animais;

= Investigar a atividade locomotora, 0 comportamento tipo ansioso e 0 comportamento
alimentar dos animais;

= Avaliar o imunocontetdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo dopaminérgica
no NAc de ratos adolescentes;

= Auvaliar o imunocontetdo da proteina tirosina hidroxilase e das proteinas CRHRL1 e
CRHR2 na area tegmentar ventral de ratos adolescentes;

= Investigar as diferencas sexo-especificas sobre os parametros avaliados.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos

Todos os experimentos com os animais foram conduzidos seguindo os cuidados
preconizados pelas diretrizes governamentais oficiais conforme a lei n® 11.794/2008 e as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), em
relacdo a experimentacdo animal (Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais
para fins cientificos e didaticos - DBCA) e eutanasia (Diretrizes da Préatica de Eutanasia do
CONCEA), indicadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), bem como normativas internacionais como o “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” (publicagao do NIH N° 80-23, revisado em 1996) e
as normas do “Canadian Council on Animal Care - CCAC”. Aprovado pelo CEUA, sob o
numero 37803 (Anexo A).

4.2. Animais

Ratas Wistar primiparas no 1° dia de gestacdo foram separadas inicialmente em dois
grupos: (1) mées alimentadas com 6leo de soja (OS) acrescido a ragdo padrao do biotério e (2)
mées alimentadas com AO acrescido a racdo padrdo do biotério. As dietas foram calculadas de
forma a serem isocaloricas e foram preparadas utilizando farelo da racdo padrédo fornecidas pelo
biotério (Nuvilab®) acrescidas de 4% de OS ou AO (Qosa et al., 2015). Foram mantidas duas
mées por caixa moradia (41 x 34 x 16 cm) até o dia gestacional 18 e, apds este periodo, todas
as ratas foram alocadas individualmente até o nascimento dos filhotes.

Ap06s o nascimento dos filhotes, os dois grupos iniciais (1 e 2) foram subdivididos
conforme o protocolo de SM, totalizando 4 grupos experimentais: (1) intactos alimentados com
racao padrdo do biotério acrescida de OS, (2) intactos alimentados com racao padrdo do biotério
acrescida de AO, (3) separados alimentados com ragdo padrdo do biotério acrescida de OS e
(4) separados alimentados com racdo padrdo do biotério acrescida de AO. No dia de nascimento
dos filhotes, considerado como DPN 0, as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes de ambos
0s sexos. O protocolo de SM iniciou no DPN 1 e foi até o DPN 10. As ninhadas foram
gentilmente retiradas do ninho e colocadas em uma incubadora com temperatura a 32°C,
durante 3 horas por dia, entre 11 e 16 horas (ciclo claro). Cada ninhada foi manipulada sempre
com a mesma luva e teve seu proprio recipiente dentro da incubadora. As mées permaneceram

em suas caixas moradia na mesma sala da incubadora, permitindo troca de vocalizagbes com
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os filhotes. A maravalha da caixa moradia foi trocada por maravalha limpa pelo pesquisador

responsavel, sem perturbar a area do ninho. Os grupos de animais que nao passaram por

nenhuma intervencao até o desmame foram chamados de grupo intacto. No desmame, DPN 21,

os filhotes foram randomizados, separados por sexo e grupos experimentais e alojados em 3-4

por caixa moradia (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos experimentais

Machos

Fémeas

Intactos provenientes de mées que consumiram racdo padréo + 6leo de soja
(Intacto OS)

Intactos provenientes de mées que consumiram ragao padrdo + azeite de oliva
(Intacto AO)

Separados provenientes de maes que consumiram ragdo padrdo + 6leo de soja
(Separado OS)

Separados provenientes de maes que consumiram racdo padrdo + azeite de
oliva (Separado AO)

Intactas provenientes de mées que consumiram racdo padrao + Oleo de soja
(Intacto OS)

Intactas provenientes de mées que consumiram racao padrdo + azeite de oliva
(Intacto AO)

Separadas provenientes de maes que consumiram racdo padrao + 6leo de soja
(Intacto OS)

Separadas provenientes de maes que consumiram racdo padrao +azeite de
oliva (Intacto AQO)

A partir do DPN 32 os animais passaram por tarefas comportamentais: campo aberto,

consumo de alimentos palataveis (corredor alimentar), consumo de alimentos palataveis apds

exposicdo a novidades, consumo de alimentos palataveis na caixa moradia do animal e

claro/escuro. Nos DPN 52 e 53 os animais foram eutanasiados por decapitacdo, utilizando-se

guilhotina, com posterior coleta das estruturas cerebrais (Figura 1).
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Figura 1. Linha do tempo do desenho experimental.

Todos os animais foram mantidos em suas caixas moradia em ciclos claro-escuro de

12h/12h, a temperatura constante de 22°C +/- 1°C com acesso a alimento e a 4gua ad libitum.
4.3. Protocolo e composicao das dietas

As dietas, padrdo (contendo OS) e azeite (contendo AO), foram oferecidas desde o
primeiro dia gestacional para as ratas prenhes até o dia desmame dos filhotes (DPN 21). A partir
do desmame, os animais foram alimentados apenas com racdo padrdo fornecida pelo biotério
(Nuvilab®).

Com relacdo a composicdo das dietas oferecidas no periodo gestacional/lactacional,
ambas foram isocaldricas, oferecidas aos respectivos grupos experimentais e preparadas
utilizando farelo da ragdo padrdo fornecidas pelo biotério (Nuvilab®) acrescidas de 4% de OS
ou 4% de AO (Qosa et al., 2015). Para maiores detalhes, a composic¢ao nutricional de ambas as

dietas encontra-se na tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Composicdo nutricional de 100g das dietas oferecidas as mées
Quilocalorias (Kcal) Gordura (g)  Carboidratos (g)  Proteinas ()
325,2 7,8 42,5 21,1
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A composicdo lipidica do OS pode ser encontrada na tabela suplementar 1 (Anexo B).
A anélise da composicdo de acidos graxos presentes no AO utilizado esté especificada abaixo

na tabela 3.

Tabela 3. Acidos graxos presentes no azeite de oliva (%)
Laurico C12:0 0,01
Miristico C14:0 0,01
Palmitico C16:0 16,42
Palmitoleico C16:1 1,57
Heptadecanoico C17:0 0,06
HeptadecenoicoC17:1 0,14
Estearico C18:0 2,72
Oleico C18:1 cis 63,43
Oleico C18:1 trans 4,03
Linoleico C18:2 9,09
Linolénico C18:3 0,78
Araquidico C20:0 0,70
Eicosendico C20:1 0,67
Behénico C22:0 0,23
Lignocérico C24:0 0,14
Total saturado 20,29
Total monoinsaturados 69,84
Total poliinsaturados 13,12

4.4. Avaliacao do consumo e peso corporal dos animais

Do dia do desmame até a eutanasia foram oferecidas quantidades previamente pesadas
de racdo padrdo do biotério aos animais. A quantidade restante foi medida trés vezes na semana
para avaliar o consumo médio semanal. O consumo foi medido por caixa moradia e a
quantidade de racdo foi dividida pelo nimero de animais por caixa para determinar o consumo
médio por animal. Para verificar a quantidade de quilocalorias (Kcal) consumidas por animal,
a quantidade de ragdo ingerida foi multiplicada pelo contetdo cal6rico por grama de comida
3,86 kcal/g. Uma vez que a partir do DPN 35 os animais estavam sob restricdo alimentar,
considerou-se apenas a avaliacdo do consumo até o DPN 34, bem como a avaliacdo do peso
corporal.

O peso corporal, em gramas, foi medido semanalmente. Foi realizado o célculo de ganho
de peso através da seguinte formula: peso corporal da semana 2 — peso corporal da semana 1.

Para calcular a eficiéncia caldrica dos animais foi utilizada a seguinte formula: ganho

de peso em mg/consumo Kcal total.
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4.5. Tarefas comportamentais no periodo da adolescéncia

Os grupos de animais foram submetidos as tarefas comportamentais no periodo da
adolescéncia, a partir do DPN 32 até o DPN 49. Todas as tarefas comportamentais foram

realizadas no ciclo escuro, ocorrendo das 19 as 23 horas.

4.5.1. Campo aberto

O teste do campo aberto representa um modelo amplamente utilizado para a avaliacdo
tanto da atividade motora como de comportamentos relacionados a ansiedade (Prut & Belzung,
2003). O aparato de campo aberto consiste de uma arena de madeira com assoalho preto (50 x
50 cm, altura 50 cm) que contém uma area central, aversiva para os ratos. Com o auxilio do
programa de avaliacdo de imagens ANY-MAZE®, a locomocdo central e periférica, a
porcentagem de locomoc¢édo central em relacdo a locomocdo total (locomogéo periférica +
locomocgao central), o nimero de cruzamentos e a distancia percorrida, foram avaliados durante
0s 10 minutos de exposi¢cdo do animal ao aparato. Esta tarefa foi realizada no DPN 32 dos

animais.

4.5.2. Consumo de alimentos palataveis (Corredor alimentar)

Os animais foram colocados em uma extremidade de uma caixa retangular (40 x 15 x
20 cm) com piso e paredes laterais de madeira e teto de vidro. Dez unidades de Froot Loops®
(Kellogg's® - pellets de trigo, amido de milho e sacarose) foram colocados na extremidade
contraria da caixa ao que o animal foi posto. Os animais foram habituados a esse ambiente (fase
de treinamento) por 5 dias por um periodo de 3 minutos por dia. Na fase de treinamento, 0s
animais estavam sob restricdo alimentar, recebendo 80% da ingestédo habitual de racdo padréo
do biotério. 24 horas ap0s a ultima sessdo de treinamento, os animais foram alimentados ad
libitum e expostos a uma sessdo de teste de 3 minutos. Apos o tempo de 3 minutos determinado
para esta tarefa, nas sessdes de treino e de teste, laténcia para chegar ao alimento palatavel,
laténcia para comer e o consumo (em gramas) do alimento palatavel foram medidos (Silveira
et al., 2004). Entre os animais, a caixa foi limpa com alcool etilico 30%. J& entre machos e
fémeas, a caixa foi limpa com alcool 70%. Tal tarefa foi realizada do DPN 35 até o DPN 40

dos animais.
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4.5.3. Consumo de alimentos palataveis apos exposi¢ao a novidades

A fim de verificar se a exposicdo a novidade poderia afetar a ingestdo de alimentos
palataveis, no dia posterior ao teste do corredor alimentar, DPN 41, os animais foram expostos
por 5 minutos a uma caixa de madeira (50 x 50 cm, altura 50 cm) com varios objetos de plastico.
Apds este tempo, 0s animais passaram novamente pelo corredor alimentar e foram avaliados a
laténcia para chegar ao alimento, a laténcia para comer e o0 consumo (em gramas) do alimento
palatavel Froot Loops® (Mineur et al., 2007). Os animais estavam com alimentacdo ad libitum

nas ultimas 24 horas.

4.5.4. Consumo de alimentos palataveis na caixa moradia

No DPN 43, na propria caixa moradia dos animais, o consumo de 20 unidades de Froot
Loops® foi avaliado. Enquanto um animal estava passando pelo teste, 0s outros animais
pertencentes aquela mesma caixa permaneceram em uma caixa moradia nova (Lee et al., 2014,

adaptado). Os animais estavam com alimentacdo ad libitum nas Gltimas 24 horas.

455. Claro/Escuro

O teste do claro-escuro consiste de uma caixa com dois compartimentos, um claro
(aversivo) e um escuro (normalmente preferido). Este teste baseia-se no conflito do animal entre
a exploragdo de um ambiente novo e a ansiedade associada a novidade, permitindo avaliar o
seu comportamento tipo-ansioso (Slawecki, 2005). O animal foi colocado no compartimento
claro do aparato podendo explora -lo livremente por 5 minutos. Foram avaliadas a laténcia do
animal para entrar no compartimento escuro, tempo total mantido no compartimento claro,
numero de entradas no claro, rearings no claro e postura de avaliacdo de risco (SAP, do inglés
stretched-attend posture) na dire¢do do outro compartimento. Os machos realizaram o teste no
DPN 48 e as fémeas, no DPN 49.

4.5.6. Avaliacdo do ciclo estral

ApoOs a puberdade, as fémeas iniciam o ciclo estral que consiste em uma flutuacao
hormonal com duragdo média de 4 a 5 dias. Foram seguidos critérios bem estabelecidos
encontrados na literatura para determinacéo das fases (Freeman, 1994). Uma vez que, durante
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a realizacdo das tarefas comportamentais, ainda ndo havia ocorrido a abertura do canal vaginal
de todas as fémeas, a coleta de ciclo estral ocorreu apenas no dia da eutanasia.

O ciclo estral é caracterizado por periodos chamados metaestro, diestro, proestro e estro.
O metaestro € caracterizado pela presenca de leucdcitos e ocasionais pequenos agrupamentos
de células ndo-nucleadas queratinizadas. O diestro € caracterizado pela presenca de leucécitos
e células epiteliais nucleadas. O proestro apresenta aglomerados de células epiteliais nucleadas,
auséncia de leucdcitos e ocasionais agrupamentos de células queratinizadas. O estro apresenta
grande quantidade de células queratinizadas ndao-nucleadas. Para realizar o procedimento de
avaliacéo do ciclo estral, as ratas foram retiradas da caixa-moradia e gentilmente manuseadas.
Logo, 100ul de solucéo fisiologica (0,9%) foram gentilmente introduzidos, com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur, na entrada do canal vaginal do animal. A quantidade de solugdo
dispensada dentro do canal vaginal foi recuperada por diferenca de pressao na pipeta. A amostra
foi colocada em lamina de vidro e imediatamente analisada em microscopio Optico, para

determinacéo da fase do ciclo estral.

4.5.7. Preparo dos homogenatos

Os animais foram rapidamente decapitados utilizando guilhotina e sem uso de anestesia,
devido a realizacdo de avaliacdo do imunocontetdo de proteinas por Western Blotting.
Justifica-se este tipo de procedimento pela necessidade de ndo interferir na liberacdo de
neurotransmissores, evitando comprometer os resultados obtidos. Neste caso, o uso de doses
anestésicas prévias a decapitacdo ou sobredosagem anestésica alteraria as propriedades
intrinsecas e sinapticas das células neurais, tornando inviavel as avaliagbes bioguimicas

propostas.
4.6. Preparo das amostras

Para a técnica de Western Blotting, areas encefalicas como nucleo accumbens, area
tegmental ventral e cortex pré-frontal foram dissecadas e imediatamente congeladas -80°C para

posterior utilizag&o.
4.7. Avaliacao do imunocontetdo de proteinas por Western blotting

A detecgdo de proteinas nas amostras nucleo accumbens e area tegmental ventral foi
realizada através de imunodeteccdo (Arcego et al., 2016). Foram utilizados anticorpos

primarios especificos para as proteinas: receptor 2 de dopamina (D2R), transportador de
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dopamina (DAT), enzima tirosina hidroxilase (TH), além de CRH. Também foram utilizados
anticorpos secundarios especificos (anti-camundongo ou anti-coelho, conforme o anticorpo
primario utilizado) ligados a peroxidase, os quais serdo incubados com a proteina ligada ao
anticorpo primario, na sequéncia. A imunorreatividade foi detectada pela emisséo de luz por
quimioluminescéncia (ECL - enhanced luminol-based chemiluminescent substrate), usando um
detector de imagem digital (Image Quant LAS 4000 GE Healthcare Life Sciences). Os blots
foram quantificados por analise de densitometria atraveés do programa de analise de imagem
ImageJ software (NIH, Bethesda, Rockville, MD, USA).

4.8. Determinacdo de niveis de leptina, colesterol total, triglicerideos e glicose por
técnica de ELISA

Os niveis plasmaticos de leptina foram medidos usando Kits de ensaio ELISA (leptina,
Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos), de acordo com as especificagdes do fabricante. Os niveis
de glicose, colesterol total e triglicerideos foram determinados por kits comerciais da Wiener
Laboratorios (Rosario, Argentina). As amostras foram coletadas apés jejum de 12 horas,
centrifugadas a 3000 rpm, 4°C e durante 10 minutos para coleta apenas de plasma. Os resultados

sdo apresentados em ng/mL.
4.9. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e analisados
através da anédlise de variancia (ANOVA) de trés vias utilizando sexo, separa¢do materna e
dieta como fatores. Para os resultados de consumo calérico e peso corporal foi utilizado
ANOVA de medidas repetidas e a correcdo de Greenhouse-Greisser foi aplicada quando
necessario (considerando a violacdo da suposi¢do de esfericidade, como mostra o teste de
Mauchly). Todas as anélises foram realizadas com o software SPSS 22.0 e um valor de p <0,05

foi considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados sobre consumo alimentar e peso corporal

O consumo alimentar aumentou com o passar do tempo (F [1,40] = 77,51, p < 0,001,
correcdo para Greenhouse-Geisser; Figura 2A). Com relacdo ao peso corporal, houve uma
interacdo entre os fatores (tempo x sexo x SM), indicando que ratas fémeas separadas
apresentaram aumento do peso corporal ao longo do tempo (F [1,64] = 7,37, p = 0,009, correcédo
para Greenhouse-Geisser; Figura 2B). Houve uma interagéo entre os fatores (sexo X SM) em
relacdo ao ganho de peso, demonstrando que ratas fémeas que passaram pela SM tiveram maior
ganho de peso (F [1,64] = 7,37, p = 0,009; Figura 2C). Quando avaliada a eficiéncia caldrica,
foi observado um efeito da SM, animais separados apresentaram uma maior eficiéncia cal6rica
(F[1,64] = 6,04, p = 0,017, Figura 2D).
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Figura 2: Efeitos do consumo de azeite de oliva durante a gestacdo e lactacdo sobre o consumo, peso corporal,

ganho de peso e eficiéncia caldrica da prole adolescente (machos e fémeas) submetida a separagcdo materna no

inicio da vida. A) Consumo caldrico em semanas do desmame até o inicio dos testes de comportamentos (entre

os dias pos-natal 21-34), n=6/grupo (por caixa moradia de animais, com 3-5 animais/caixa). B) Peso corporal

durante 2 semanas, n= 9/grupo. ANOVA de medidas repetidas demonstrou que todos 0s animais aumentaram o

consumo ao longo do tempo. Com relagdo ao peso corporal, houve uma interagdo entre os fatores (tempo x sexo

x SM), indicando que os animais aumentaram 0 peso corporal ao longo tempo, sendo que os ratas fémeas

submetidas & SM apresentaram maior peso corporal. C) Ganho de peso, n= 9/grupo. D) Eficiéncia calérica, n=

9/grupo. ANOVA de trés vias mostrou uma interacdo entre os fatores (sexo x SM) demonstrando que ratas fémeas

separadas tiveram um maior ganho de peso. Foi visto um efeito da SM na eficiéncia cal6rica, apontando que os

animais separados apresentaram uma maior eficiéncia calérica. Dados expressos como média £ EPM, * p<0,05.

Kcal: quilocaloria, g: gramas, mg: miligramas.

35



5.2. Niveis plasmaticos de leptina, glicose, colesterol total e triglicerideos durante o

periodo da adolescéncia

Uma interacdo entre sexo, SM e dieta foi identificada nos niveis plasmaticos de leptina
(F [1,40] = 4,91, p = 0,032), sugerindo que as fémeas que passaram por SM aumentaram 0S
niveis plasmaticos de leptina mas o consumo de AO durante a gestacdo e lactagdo foi capaz de
atenuar esse aumento. Esses efeitos foram contrarios aos ratos machos. Em relacdo aos niveis
de triglicerideos, foi observado um efeito principal da dieta (F [1,39] = 4,64, p = 0,037), com
menores niveis nos animais provenientes de méaes que consumiram AO. Quanto aos niveis de

glicose e colesterol, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Niveis plasmaticos de leptina, glicose, colesterol total e triglicerideos

Grupo
Sexo Intactos Separados
0S AO 0S AO
Machos Leptina 123,71+ 9,64 89,90 +4,41 93,71+ 3,30 106,57 + 5,65
Glicose 70,49 £ 4,44 83,01 £ 8,87 71,39 £ 8,38 75,56 £ 6,21

Colesterol total 47,26 +3,89 54,76 + 4,02 60,59 + 5,37 43,14 +5,82
Triglicerideos 55,11 +520 58,90+9,75* |83,43+11,95 44,72+ 4,79*

Fémeas Leptina 106,31+ 9,03 110,86 +20,56 | 152,02 + 11,36 122,62 +23,11%
Glicose 84,28+4,69 85,16 +6,09 72,29+1,71 86,83 + 4,85
Colesterol total 51,38 +6,49 50,47 +3,22 53,65+ 3,79 52,81 + 2,55
Triglicerideos 55,46 £9,89 48,22 + 9,37 62,00 * 6,25 53,71+ 7,54

Tabela 4. Niveis plasméticos de leptina, glicose, colesterol total e triglicerideos de animais no periodo da
adolescéncia. OS, bleo de soja; AO, azeite de oliva. ANOVA de trés vias indicou uma interagdo entre sexo, SM e
dieta (p = 0,032), demonstrando que fémeas separadas e provenientes de maes alimentadas com AO apresentaram
maiores niveis plasmaticos de leptina. Um efeito da dieta (p = 0,037) foi visto nos niveis de triglicerideos,
retratando que animais provenientes de maes que consumiram AO apresentaram menores niveis de triglicerideos.

Dados expressos como média £ EPM, n= 6/ grupo. *efeito da dieta, { intera¢do (sexo x SM x dieta).
5.3. Resultados das tarefas de campo aberto e claro/escuro

A atividade locomotora foi avaliada através do nimero de cruzamentos realizados na
tarefa do campo aberto por um periodo de 10 minutos. Nao foram encontradas diferencas entre
0s grupos em relacédo a atividade locomotora dos animais (Figura 3A). O comportamento tipo
ansioso foi avaliado pela tarefa de claro/escuro. Em relagdo ao nimero de entradas na area clara,
foi encontrado um efeito do sexo, onde fémeas entraram mais vezes no compartimento claro (F
[1,64] = 4,00 p = 0,05, Figura 3C). Também houve um efeito da dieta, onde animais
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provenientes de mées alimentadas com AO entraram menos vezes no compartimento claro (F
[1,64] = 4,41, p = 0,04, Figura 3C). Com relacdo ao nimero de comportamentos de exploracédo
(rearings) no compartimento claro, ocorreu uma interacdo entre os fatores (SM x dieta), onde
animais provenientes de mées alimentadas com AO e que passaram por SM diminuiram a
atividade exploratoria (F [1,64] = 4,72, p = 0,033, Figura 3E).

Né&o foram encontradas diferencas significativas nos seguintes parametros: laténcia para
entrar no compartimento escuro, tempo de permanéncia no compartimento claro e

comportamento de avaliacéo de risco (p> 0,05, Figuras 3B, D, F).
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Figura 3. Efeitos do consumo de azeite de oliva durante a gestacéo e lactacdo sobre o comportamento da prole
adolescente (machos e fémeas) submetida & separagdo materna no inicio da vida. A) NUmero de cruzamentos no
teste de campo aberto. B) Laténcia para entrar no compartimento escuro no teste de claro/escuro. C) Tempo
permanecido na area clara no teste de claro/escuro. D) NUmero de entradas no compartimento claro no teste de
claro/escuro. E) Numero de comportamentos de exploracéo. F) Avaliacdo de risco. ANOVA de trés vias mostrou
um efeito do sexo no ndimero de entradas no compartimento claro no teste de claro/escuro (fémeas entraram mais
vezes no compartimento claro), um efeito da dieta (animais provenientes de mées que consumiram AO entraram
menos vezes no compartimento claro), uma interagéo entre SM X dieta no nimero de rearings (animais separados
provenientes de mées que consumiram AO fizeram menor nimero de rearings), nenhum efeito foi encontrado
nos parametros de avaliagdo de risco, laténcia para entrar no compartimento escuro e tempo permanecido no

claro. Dados expressos como média = EPM, n= 10/ grupo (campo aberto), n=9/grupo (claro/escuro). *p<0,05.
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5.4. Resultados sobre corredor alimentar/ busca de alimentos palataveis

Na tarefa do corredor alimentar, avalia-se a laténcia para chegar ao alimento palatavel,
a laténcia para comer o alimento e o consumo (em gramas) do alimento palatavel (Froot
Loops®). Na sessdo de treino, 0s animais estavam sob restrigdo alimentar de 80%. Com o passar
dos dias, machos e fémeas chegaram mais rapidamente ao alimento palatavel (F [1,44] = 3,85,
p = 0,038, correcdo para Greenhouse-Geisser; Figuras 4A, B). Animais que passaram pela SM
apresentaram uma menor laténcia para comer (F [3,57] = 2,51, p= 0,049, correcdo para
Greenhouse-Geisser; Figuras 4C, D) e aumentaram o consumo de Froot Loops® (F [3,25] =

6,42, p < 0,001, correcdo para Greenhouse-Geisser; Figuras 4E, F).
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Figura 4. Avaliacdo da tarefa de busca de alimentos palataveis na sessdo de treinamento, quando oferecidos

Froot Loops®. A) Laténcia dos machos para chegar ao alimento palatavel durante o treinamento (animais com

restricdo alimentar de 80%). B) Laténcia das fémeas para chegar ao alimento palatavel durante o treinamento.

C) Laténcia dos machos para comecar a comer durante o treinamento. D) Laténcia das fémeas para comecar a

comer durante o treinamento. E) Quantidade consumida pelos machos durante o treinamento. F) Quantidade
consumida pelas fémeas durante o treinamento. ANOVA de trés vias mostrou um efeito do tempo na laténcia

para alcangar o alimento palatavel (p = 0,038), uma interacéo entre tempo x SM na laténcia para iniciar a

alimentacéo (p= 0,049) e na quantidade consumida (p < 0,001). Dados expressos como média + EPM, n= 9/

grupo. *p<0,05.
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No dia do teste, quando os animais foram alimentados ad libitum nas Gltimas 24 horas,
animais provenientes de maes que consumiram AO apresentaram uma maior laténcia para
chegar ao alimento palatavel (F [1,64] = 4,55, p = 0,037, Figura 5A). Foi observada uma
interacdo significativa entre SM e dieta na laténcia para comer o alimento (F [1,64] = 13,43, p
= 0,001, Figura 5B) e no consumo (F [1,64] = 4,39, p = 0,04, Figura 5C), uma vez que ambos

os fatores aumentaram o consumo mas o efeito da interagdo ndo foi somatorio.
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Figura 5. Avaliacdo da tarefa de busca de alimentos palataveis na sessdo de teste quando oferecidos Froot
Loops®. A) Laténcia para chegar ao alimento palatavel no teste (animais alimentados ad libitum). B) Laténcia
para comecar a comer no teste. C) Quantidade consumida no teste. ANOVA de trés vias mostrou um efeito da
dieta na laténcia para chegar ao alimento palatavel (p = 0,037), uma interagdo entre SM e dieta na laténcia para
comer o alimento (p = 0,001) e no consumo (p = 0,04). Dados expressos como média + EPM, n= 9/ grupo.
*p<0,05.
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5.5. Resultados sobre tarefa da novidade e consumo de alimentos doces na caixa

moradia

Os animais separados e provenientes de mées alimentadas com AO apresentaram
laténcias maiores para chegar até o alimento doce, quando comparados aos outros grupos (F
[1,64] = 8,42, p = 0,005, Figura 6A). Os animais separados apresentaram menores laténcias
para comer (F [1,64] = 14,64, p < 0,001, Figura 6B), bem como consumiram mais o alimento
palatavel apds exposicdo a novidade (F [1,64] = 23,60 p < 0,001, Figura 6C). Além disso, foi
visto um efeito da dieta para comer o alimento doce (F [1,64] = 3,98, p = 0,05, Figura 6B) e
também no consumo (F [1,64] = 5,61, p = 0,021, Figura 6C), sendo demonstrado que animais
AO consumiram mais os alimentos palataveis bem como apresentaram menores laténcias para
chegar ate eles.

O consumo de Froot Loops® também foi investigado na caixa moradia dos animais.
Todos os animais estavam alimentados ad libitum nas ultimas 24 horas. Os animais separados
consumiram mais o alimento doce (F [1,64] = 5,01, p = 0,029, Figura 6D).
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Figura 6. Avaliacdo da tarefa de exposicéo a novidades e posterior consumo de Froot Loops® e do consumo
de alimento palatdvel na caixa moradia do roedor. A) Laténcia para chegar ao alimento palatavel apds a
exposicao a novidade. B) Laténcia para comer o alimento palatavel. C) Quantidade consumida apds a exposicao
a novidade. D) Consumo de alimento palatavel na caixa moradia do animal (avaliagdo de um animal por vez).
ANOVA de trés vias mostrou uma interagdo entre SM x dieta na laténcia para chegar ao alimento palatavel
apés exposicao a novidade (animais separados provenientes de maes alimentadas com AO tiveram uma maior
laténcia para chegar ao alimento palatével), um efeito da SM na laténcia para comer o alimento ap6s a exposicao
a novidade (animais separados apresentaram menor laténcia para comer) e um efeito da dieta para comer apés
a exposicdo a novidade (animais provenientes de maes alimentadas com AO apresentaram menor laténcia para
comer), um efeito da SM na quantidade consumida de alimento palatavel apds a exposicdo a novidade (animais
separados consumiram mais) e um efeito da dieta no consumo ap0s a exposicdo a novidade (animais
provenientes de maes alimentadas com AO consumiram mais o alimento palatavel). Dados expressos como

média = EPM, n= 9/ grupo. *p<0,05.
5.6. Resultados Western Blotting

A andlise do imunocontetdo do receptor D2 no nucleo accumbens indicou uma
interacdo entre dois fatores (SM X dieta). Os animais separados reduziram o imunocontetdo de
D2R, mas o consumo de AO preveniu os efeitos causados pela SM (F [1,24] = 5,94, p = 0,023,
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Figura 7A). No entanto, ndo houve diferencas significativas observadas no imunocontetdo de

transportador de dopamina (DAT, Figura 7B) e da enzima tirosina hidroxilase (TH, Figura 7C),

(p > 0,05).
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Figura 7. Efeitos do consumo de azeite de oliva durante a gestagao e lactacéo sobre o imunocontetdo

de proteinas envolvidas com a sinalizagdo dopaminérgica no ndcleo accumbens da prole adolescente (machos

e fémeas) submetida a separa¢do materna no inicio da vida. A) D2R, n= 3-5/grupo. B) DAT, n= 3-5/grupo. C)

TH, n= 3-5/grupo. ANOVA de trés vias demonstrou uma interagdo entre SM x dieta na andlise de D2R, ratos

separados provenientes de maes alimentadas com AO preveniram a redugdo no imunocontetdo do receptor

causada pela SM. Dados expressos como média + EPM, n= 3-5/ grupo. *p<0,05.
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A anélise do imunocontetdo do CRHR1 na ATV indicou uma interagdo entre os fatores

(sexo x SM x dieta). Os resultados indicaram que ratas fémeas separadas diminuiram o

imunocontetdo de CRHR1 na ATV, mas o consumo de AO foi capaz de prevenir essa reducéo.

J& o contrério foi visto em machos separados AO (F [1,25] = 5,43, p = 0,28, Figura 8A). Em

relacdo ao imunocontetdo do receptor CRHR2, ndo foram encontradas diferencas entre os

grupos (p > 0,05, Figura 8B). Quanto a analise do imunocontetdo da enzima TH foi encontrado

um efeito do sexo, onde fémeas apresentaram um maior imunocontetdo desta proteina na area
tegmental ventral (F [1,25] = 15,34, p = 0,001, Figura 8C).
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Figura 8. Efeitos do consumo de azeite de oliva durante a gestagao e lactacéo sobre o imunocontetdo

de proteinas como CRHR1, CRHR2 e TH na area tegmental ventral da prole adolescente (machos e fémeas)

submetida a separagdo materna no inicio da vida. A) CRHR1, n= 4-5/grupo. B) CRHR2, n=4-5/grupo . C) TH,

n= 4-5/grupo. ANOVA de trés vias demonstrou uma interagdo entre sexo x SM x dieta na analise de CRHR1,

demonstrando que fémeas separadas AO apresentaram um maior imunocontetido desta proteina e o contrério
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foi visto em machos do mesmo grupo. Houve um efeito do sexo na analise de TH, indicando que as fémeas
apresentaram maior imunoconteldo desta proteina. Dados expressos como média = EPM, n= 4-5/ grupo.
*p<0,05.

5.7. Avaliacao do ciclo estral

Durante a realizagdo dos testes comportamentais foi acompanhada a abertura do canal
vaginal das fémeas, entretanto somente no dia da eutanasia (DPN 53) foi possivel realizar o
lavado vaginal de todas as fémeas para observar as fases do ciclo estral. A distribuicao das fases
do ciclo estral neste dia esta representada na Figura 9, sendo visto que a maioria das fémeas
estava na fase diestro do ciclo estral.
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Figura 9. Distribuicdo das fases do ciclo estral no dia da eutanasia.

47



PARTE IlI

48



6. DISCUSSAO

A influéncia do ambiente durante a gestacdo e a primeira infancia dos roedores pode
programar o metabolismo e comportamento dos animais ao longo da vida. O nosso estudo
analisou como a nutricdo materna poderia impactar o metabolismo e o comportamento
alimentar da prole na adolescéncia, submetida a um evento estressor no inicio da vida. Nossos
principais achados mostraram que a separagdo materna, aumentou o ganho de peso e a
eficiéncia caldrica, especialmente nas fémeas. Quando os animais foram expostos a um
ambiente novo (corredor alimentar) para consumir um alimento diferente e rico em acucar
simples, os resultados indicaram que os animais de ambos 0s sexos, submetidos a SM e
provenientes de mées que consumiram azeite de oliva aumentaram o consumo do alimento novo
e palatdvel. No entanto, a interacdo dos fatores ndo mostrou um efeito somatério sobre o
consumo. Interessante que apdés a novidade (uma caixa com brinquedos) o0s animais
provenientes de mées que consumiram azeite de oliva e 0s animais submetidos a separacao
materna consumiram mais alimento palatavel. Além disso, quando avaliamos o consumo de
alimento doce na caixa moradia, 0s animais separados de ambos 0s sexos, aumentaram o
consumo de alimento doce. Com relagcdo aos achados bioquimicos, nos verificamos diferencas
com relacdo ao sexo. As fémeas separadas aumentaram os niveis plasmaticos de triglicerideos
e leptina, e reduziram o imunoconteudo de CRHR1 na area tegmentar ventral. Todos esses
efeitos foram prevenidos pelo azeite de oliva. J& 0s machos aumentaram os niveis plasmaticos
de triglicerideos, diminuiram os niveis de leptina e aumentaram o imunocontetdo de CRHR1
na area tegmentar ventral. Da mesma forma, o consumo de azeite de oliva preveniu os efeitos.
Em ambos os sexos, a separag reduziu o imunoconteudo do receptor D2R no nucleo accumbens,
mas essa reducéo foi prevenida pelo consumo de azeite de oliva.

A ruptura da ligagdo mae-filhote pode induzir uma programacgdo neuroenddcrina,
modulando a resposta hormonal e induzindo alteraces metabdlicas nos animais. No nosso
estudo, o controle homeostatico da alimentacdo € distintamente controlado por machos e
fémeas. Nossos achados mostraram que a separacdo materna apesar de nédo ter alterado o
consumo caldrico das dietas oferecidas na caixa-moradia, induziu um aumento no ganho de
peso e na eficiéncia caldrica, especialmente nas fémeas adolescentes. Esses resultados sugerem
que as fémeas convertem mais as calorias consumidas em ganho peso corporal em relacdo aos
machos. Outros estudos também mostraram que fémeas separadas ganharam mais peso e

apresentam maior dep6sito de gordura visceral sem alterar o consumo de racéo padrao (Gehrand
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et al., 2016; Jaimes-Hoy et al., 2016; Raff et al., 2018). Além disso, também foi verificada
aparentemente maior eficiéncia caldrica, sugerindo que as fémeas apresentam maior capacidade
para manter suas reservas energéticas (Jaimes-Hoy et al., 2016; Mauvais-Jarvis, 2015). E
possivel que machos e fémeas apresentem um distinto metabolismo basal. Com relacdo aos
niveis plasmaticos de leptina, nds observamos que machos separados diminuiram os niveis de
leptina, enquanto que as fémeas separadas aumentaram os niveis de leptina. Em ambas as
situacOes o azeite de oliva atuou no sentido oposto (aumentando nos machos e reduzindo nas
fémeas) no plasma dos animais. Esse resultado sugere que o estresse no inicio da vida pode
influenciar de outra forma a atividade do metabolismo basal depedendo do sexo. Yam e
colaboradores (2017) mostraram que a separacdo materna aumentou a expressao da proteina
desacopladora (UCP1) no tecido adiposo branco inguinal, e diminuiu a massa do tecido
adiposo, os niveis plasmaticos de leptina e a expressao da leptina no tecido adiposo dos animais
(Yam et al., 2017). No nosso estudo, 0os machos separados também apresentaram menor ganho
de peso e diminuicdo nos niveis plasmaticos de leptina. J& nas fémeas separadas foi observado
maior ganho de peso, maior eficiéncia calérica e maiores niveis plasmaticos de leptina,
sugerindo mecanismos opostos para o controle homeostatico alimentar. N6s podemos especular
gue a exposicdo ao estresse nos machos possa afetar parametros do tecido adiposo enquanto
que as fémeas possam apresentar alteragdes na expressdo génica da leptina ou do seu receptor
assim como, em moléculas sinalizadoras dos seus efeitos.

Na tentativa de verificar o comportamento alimentar hedénico na adolescéncia dos
animais submetidos a nutricdo materna e ao estresse no inicio da vida, nés realizamos a tarefa
do corredor alimentar. Nés observamos que 0s animais separados de ambos 0S sexos,
aumentaram o consumo de alimento doce nas sessdes de treino e teste. Outros estudos reforgam
0s nossos achados, indicando que a separagdo materna aumenta a preferéncia pela ingestao de
alimentos doces (Chocyk et al., 2015; Ferreira et al., 2013). Nds também observamos que 0s
animais provenientes de mades que consumiram azeite de oliva na gestacdo, aumentam o
consumo de alimento palatavel na adolescéncia. E possivel que os efeitos observados nos
grupos azeite de oliva possam estar envolvidos com a palatabilidade desse alimento. Os
roedores preferem éleos e gorduras por causa da estimulacédo olfativa (odor), textura e efeitos
pos-digestivos. Dessa forma, o sabor do 6leo pode contribuir para os efeitos recompensadores,
aumentando a liberacdo de dopamina pelo nucleo accumbens (Liang et al., 2006; Takeda et al.,
2001). Além disso, nos verificamos uma interacdo entre separacdo materna e azeite de oliva

aumentando o consumo, mas esses efeitos ndo foram somatorios. Esses resultados sugerem que
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0 ambiente pode estar atuando como moderador desse efeito, de modo que, dependendo de
como foi 0 ambiente no inicio da vida dos animais, o efeito do azeite de oliva sera diferente.

Um achado interessante do nosso estudo foi relacionado também com a tarefa do
corredor alimentar. NGs observamos que 0s animais de ambos o0s sexos, separados e 0sS
provenientes de maes que consumiram azeite de oliva, aumentaram o consumo de alimentos
doces. No entanto, quando avaliamos o consumo de alimento doce na caixa moradia dos
animais, apenas 0s animais separados, de ambos 0s sexos, aumentaram o consumo. Os
resultados obtidos sugerem que os animais separados no inicio da vida, independente de estarem
em um ambiente novo ou conhecido consomem mais alimentos doces mesmo estando saciados.
Com relacdo ao aumento no consumo induzido pelo azeite de oliva, é possivel especular alguns
possiveis fatores que podem estar envolvidos no comportamento alimentar hedonico. A tarefa
da novidade pode ter induzido ansiedade nos animais e, por apresentar esse comportamento, 0s
animais consumiram mais alimento doce. Para excluir que esses animais pudessem apresentar
um comportamento do tipo ansioso, foi realizada a tarefa do claro-escuro. N6s observamos
apenas que os animais azeite de oliva reduziram as entradas no claro e reduziram a atividade
exploratdria dos animais estressados de ambos o0s sexos. Esses achados podem indicar que os
animais azeite de oliva sdo mais vulneraveis a desenvolver um comportamento do tipo ansioso.
Assim, é possivel que a tarefa da novidade tenha reforcado esse comportamento nos animais e
eles tenham consumido mais alimentos doces em resposta a ansiedade. Essa especulacdo é
reforcada, pois quando esses animais foram expostos ao alimento doce em um ambiente
conhecido, ndo houve efeito sobre 0 consumo nos animais azeite de oliva.

No entanto, os achados relacionados ao comportamento alimentar foram intrigantes e
nos conduziram a pensar que possivelmente os fatores ambientais possam estar envolvidos com
diferentes controles sobre o comportamento alimentar hedénico. O alimento doce é uma
recompensa natural e os sistemas de recompensa sdo sensiveis a fatores ambientais,
principalmente em fases precoces do desenvolvimento. Além disso, o circuito de recompensa
¢ associado a distintas respostas. A saliéncia do incentivo esta relacionada ao valor motivacional
da recompensa (“querer”), enquanto a reacdo hedonica estd associada ao prazer da recompensa
(“gostar”) (Berridge, 2009). Essas respostas sdo mediadas por processos distintos na
neurotransmissdo de motivacdo e recompensa, entretanto, ambas sdo necessarias para o
processo normal da recompensa. As respostas relacionadas ao querer o alimento doce estdo
envolvidas com projecdes de neurdnios dopaminergicos da area tegmentar ventral para o nlcleo

accumbens. Ja o sistema opioide e canabindide parecem estar mais envolvidos com o gostar.
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Esses sistemas ativados estimulam o apetite por gostar de ingerir o alimento, sugerindo uma
resposta associada a palatabilidade do mesmo (Jarrett et al., 2005; Kelley et al., 2002; Pecifia
& Smith, 2010; Niki, Jyotaki, Yoshida, & Ninomiya, 2011). E possivel que as diferencas
observadas com relacdo a dieta contendo azeite de oliva possa estar envolvida com a
palatabilidade desse alimento. Sendo assim, os efeitos observados pelo azeite de oliva sobre o
consumo de alimento doce pode estar envolvido com circuitos de recompensa que envolve o
sistema opidide ou canabindide.

No intuito de esclarecer essa davida, n6s investigamos o imunocontetdo de proteinas
envolvidas com a sinalizagdo dopaminérgica no nlcleo accumbens e &rea tegmentar ventral dos
animais adolescentes. Os resultados mostraram que 0s animais separados, de ambos os sexos,
diminuiram o imunocontetddo de D2R no nucleo accumbens, mas esse efeito foi contrario na
presenca de azeite de oliva. Alguns estudos reforcam os nossos achados, indicando que o
aumento do consumo de alimentos doces pode estar relacionado com a diminuigdo do
imunocontetdo do receptor do tipo D2R no nicleo accumbens (Lampert et al., 2017; Majcher-
Maslanka et al., 2017), sugerindo uma baixa inibi¢do da sinalizagdo retrograda mediada pelos
receptores D2. Esses auto-receptores regulam a atividade da dopamina por diminuir a liberacéo
vesicular através da inibicdo da sintese de dopamina e sua exocitose (Schmitz et al., 2001;
Yorgason et al., 2013). Além disso, uma reducdo nos receptores D2 no estriado tem sido
associado com a ingestdo de drogas e alimentos (Baik, 2013; Machado et al., 2013; Murray et
al., 2014). N6s também observamos um efeito do sexo no imunoconteudo da enzima tirosina
hidroxilase, indicando que as fémeas apresentam mais tirosina hidroxilase na area tegmentar
ventral. Por fim, uma vez que o estresse pode aumentar a liberacdo de dopamina na &rea
tegmentar ventral via aumento da liberacdo do hormonio liberador de corticotropina, nos
investigamos o imunoconteddo de CRHR1 e CRHR2 na area tegmentar ventral dos animais
adolescentes (Burke & Miczek, 2014). Nés verificamos que houve influéncia do sexo e do
ambiente sobre o imunoconteddo de CRHR1. Os machos separados aumentaram o0
imunocontetdo de CRHR1 enquanto que as fémeas separadas diminuiram o imunocontetdo de
CRHR1. Ambos os resultados foram contrarios a presenca de azeite de oliva. Esses resultados
indicam que os efeitos induzidos pela separacdo materna sobre o comportamento alimentar, nos
ratos machos, pode ser mediado pela ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Essa
ativacdo pode influenciar na sinalizacgdo dopaminérgica e no sistema de recompensa
promovendo um aumento no consumo de alimento doce. Enguanto que nas fémeas outros

fatores podem estar influenciando a sinalizacdo dopaminérgica e 0 comportamento alimentar.
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Além disso, as dietas com conteddos lipidicos podem influenciar na ativacdo do eixo
hipotalamo-hipd6fise-adrenal e por sua vez, podem regular marcadores envolvidos com a
resposta ao estresse (Lee et al., 2014). No entanto, esses resultados ainda sao inconclusivos e
necessitam de experimentos futuros para relacionar com o0s nossos achados comportamentais.

Durante a realiza¢do dos testes comportamentais foi acompanhada a abertura do canal
vaginal das fémeas, entretanto somente no dia da eutanasia (DPN 53) foi possivel realizar o
lavado vaginal de todas as fémeas para observar as fases do ciclo estral. Foi visto que a maioria
das fémeas estava na fase diestro do ciclo estral. A fase de diestro corresponde ao dia 2 da fase
folicular, caracterizado pelo desenvolvimento de foliculos e aumento nos niveis de estrégeno
em ratas (Nelson, 2005). Ndo foi possivel realizar a coleta do lavado vaginal das fémeas durante
o periodo das tarefas comportamentais uma vez o inicio do ciclo ovulatério nas ratas pode
ocorrer do dia pos-natal 33 ao 46, com ciclos regulares apenas a partir do dia pos-natal 65, ou
seja, na idade adulta (Laffan et al., 2017).
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7. CONCLUSAO

Coletivamente os nossos achados mostraram que a nutricdo materna influenciou e
programou mediadores moleculares envolvidos com o controle homeostatico e hedénico do
comportamento alimentar. Essas observacGes foram sexo-especificas e principalmente quando
0s animais sofreram estresse no inicio da vida. Além disso, 0 nosso estudo forneceu evidéncias
de que a SM é um potente estressor que prejudica o comportamento alimentar na adolescéncia
dos animais de ambos os sexos. Essas alteragcOes induzidas pela SM podem contribuir para
disfuncdes no comportamento alimentar, tornando o0s animais mais vulneraveis ao consumo
exagerado de alimentos e isso acarretar em sobrepeso e obesidade. O consumo de AO contribui
para contrapor os efeitos induzidos pelo estresse, sugerindo que este tipo de 6leo pode modular
e por vezes, atenuar os efeitos da SM. Cabe ressaltar que durante as tarefas comportamentais
ndo foi possivel avaliar o ciclo estral uma vez que, durante esse periodo ocorreu variabilidade
no tempo de abertura do canal vaginal. Assim, somente no dia da eutanasia (DPN 53) foi
possivel realizar o lavado vaginal de todas as fémeas para observar as fases do ciclo estral,

sendo que a maioria das fémeas estava na fase diestro do ciclo estral.
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8. PERSPECTIVAS

Investigar o imunocontetdo dos receptores de dopamina do tipo D1 no nucleo
accumbens;

Investigar o imunoconteddo dos receptores de leptina e marcadores envolvidos com a
sinalizagdo da leptina no hipotalamo dos animais adolescentes;

Investigar o imunocontetdo dos receptores de leptina na area tegmentar ventral dos
animais adolescentes;

Investigar os niveis de dopamina e seus metabolitos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia no nicleo accumbens e area tegmentar ventral dos animais adolescentes.
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gt U F R G S PRO-REITORIA DE PESQUISA %L I;Ul_’J'é
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissédo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Ndamero: 37803

Titulo:  £STUDO DO CONSUMO DE AZEITE DE OLIVA SOBRE O COMPORTAMENTO ALIMENTAR
HEDONICO DE RATOS ADOLESCENTES SUBMETIDOS A SEPARACAO MATERNA

Vigéncia: 06/08/2019 a 31/08/2021

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

Rachel Krolow Santos Silva Bast - coordenador desde 06/08/2019
Natividade de Sa Couto Pereira - pesquisador desde 06/08/2019

Jade De Oliveira - pesquisador desde 06/08/2019

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

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
09/12/2019 - Sala 56 do prédio 11209 - Salas de aula do Campus Centro - Porto Alegre/RS,

em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagdo de 224 ratos wistar neonatos
(112 machos e 112 fémeas), oriundos de 50 ninhadas de 50 genitoras, provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da UFRGS; de acordo com os preceitos
das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de
novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 3 de Janeiro de 2020 ' s
A 7~/

A C}zﬂy af'ﬂ/( u \ o

~" ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OLIVEIRA
Coordenador da comiss&o de ética
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ANEXO B - Composicéo lipidica do dleo de soja utilizado

Tabela Suplementar 1. Acidos graxos presentes no 6leo de soja (%)

Palmitico C16:0 14,5
Estearico C18:0 5,0
Oleico C18:1 34,0
Linoleico C18:2 60,0
Linolénico C18:3 8,0
Total saturado 16,67
Total monoinsaturados 29,17
Total poliinsaturados 54,17

72



