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RESUMO

Estudos prévios demonstram que intervengdes precoces levam a alteragdes comportamentais e
neuroenddcrinas na vida adulta. Nossos achados anteriores demonstram que animais
manipulados no periodo neonatal consomem mais alimento palativel na vida adulta e
apresentam um menor aumento do depdsito de gordura abdominal, apds exposi¢ao cronica a
dieta palatavel (chocolate) em relagdo aos animais intactos. Neste trabalho de tese, nosso
objetivo foi avaliar os efeitos da manipulagdo neonatal sobre a preferéncia alimentar bem
como sobre a regulacio metabdlica de ratas adultas. Para isso, investigamos parametros
metabdlicos e neuroquimicos em resposta a exposicao cronica a uma dieta hipercaldrica e
palatdvel, assim como a um periodo de abstinéncia desse tipo de alimento em ratas fémeas
adultas expostas ou ndo a manipulagdo neonatal (10 min/dia, 10 primeiros dias de vida). A
manipulagdo neonatal induziu maior ingestao de alimento palatdvel apds um curto periodo de
privacdo. Entretanto, o consumo durante a exposicao cronica a essa dieta ndo diferiu entre os
grupos experimentais. Também observamos que ratas fémeas manipuladas, quando
cronicamente expostas a dieta palatidvel na vida adulta, ttm menor aumento da gordura
abdominal e esse efeito persiste apds a privagdo da dieta. Ratas n@o-manipuladas
apresentaram niveis mais elevados de colinesterases no soro apds exposicao cronica a dieta
palatdvel, entretanto, sem alteracdes na atividade de colinesterases no cortex cerebral. Foi
identificado, apds exposicao cronica a dieta palatdvel, uma redugdo na atividade da enzima
Na®,K*-ATPse no hipocampo e na amigdala e um aumento nos niveis plasméticos de S100B
em ratas ndao-manipuladas no periodo neonatal. Apds as primeiras 24h de privacdo do
alimento palatavel, ratas fémeas ndo-manipuladas demonstraram maior frequéncia de sinais

de abstinéncia (tremores de cabeca) em comparagdo com ratas manipuladas no periodo



neonatal. Assim, esses achados sugerem que a manipulacdo neonatal determina alteragdes
persistentes no comportamento alimentar e previne algumas alteracdes periféricas e centrais
induzidas pela exposicdo cronica a uma dieta hiperpalatdvel, modulando a resposta

metabolica de modo a reduzir a vulnerabilidade de dano metabdlico e neural.

Palavras-chave: manipulacdo neonatal, estresse neonatal, dieta palatavel, gordura abdominal,
trigliceridios, colinesterase, proteina S100B, Na", K*-ATPase, resposta metabdlica, privacio

de alimento palatavel.



ABSTRACT

Previous studies have demonstrated that an intervention early in life leads to behavior and
neuroendocrine alterations in adulthood. According to our previous findings neonatally-
handled animals have an increased consumption of palatable food, as well as a lower increase
in abdominal fat accumulation after being chronically exposed to a highly palatable diet
(chocolate) as compared with intact rats. In the present study, our aim was to evaluate the
effects of neonatal handling on food preference and metabolic regulation in adult female rats.
Therefore, we investigated metabolic and neurochemical parameters in response to a chronic
exposure to a highly palatable diet, and to its withdrawal in adult female rats exposed or not to
neonatal handling procedure (10 min/day, 10 first days of life). We observed an effect of
neonatal handling inducing an increased palatable food intake after one week of chocolate
withdrawal. However, chocolate consumption during long-term exposure to this type of diet
did not differ between experimental groups. After a 30-days-period of chocolate exposure,
non-handled female rats exhibited an increased abdominal fat deposition in comparison to
neonatally-handled rats, and this effect persisted even after chocolate withdrawal. Non-
handled rats had increased serum cholinesterase levels after chronic exposure to palatable
diet, without alterations in cerebral cortex cholinesterase activity. We also observed that
chocolate consumption lead to a reduced Na',K'-ATPse activity in hippocampus and
amygdala, as well as an increased plasma S100B levels in non-handled females rats. After the
first 24h of chocolate withdrawal, non-handled female rats exhibited an increased frequency
of head shakes, during the Open Field task, in comparison to handled rats. Therefore, these
findings suggest that neonatal handling leads to persistent alterations in feeding behavior, and

also prevents some peripheral and central alterations induced by chronic exposure to a highly



palatable diet; modulating the metabolic response in order to reduce the vulnerability to

metabolic and neuronal damage in adulthood.

Key Words: neonatal handling, neonatal stress, palatable diet, abdominal fat deposition,
triglycerides, cholinesterase activity, S100B protein, Na",K*-ATPase activity, metabolic

response, palatable food withdrawal.
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1 INTRODUCAO

Desde meados da década de 30, os estudos epidemioldgicos vém demonstrando o
impacto das condi¢des ambientais precoces no padrao de saide e doenca dos individuos
(KERMACK et al., 1934). Tais investigacOes estenderam-se ao longo das décadas seguintes
demonstrando que eventos ambientais precoces determinam individuos biologicamente
diferentes de forma persistente até a vida adulta (BARKER et al., 1989), gerando assim a
“Hipétese do Fendtipo Poupador” (Thrifty Phenotype Hypothesis) e a expressao
“Programacao”. A primeira propde que o feto se adapta a um ambiente intra-uterino adverso
otimizando o uso de um suprimento energético reduzido para garantir a sobrevivéncia,
contudo, favorecendo o desenvolvimento de alguns 6rgaos em sacrificio de outros (HALES,
BARKER, 1992). A segunda se refere ao conceito de que uma lesdo ou estimulo aplicado
num periodo critico ou sensivel pode ter efeitos duradouros ou persistentes sobre a estrutura
ou funcdo de um organismo (LUCAS, 1991). Reunindo as informacdes desses dois grupos
(Barker e Lucas), assim como dos estudos anteriores e subsequentes de diversos outros
centros de pesquisa em todo o mundo, formulou-se a teoria Origens Desenvolvimentistas da
Saiude e da Doencga (Developmental Origins of Adult Health and Disease, DOHaD —
GLUCKMAN, HANSON, 2004). Dedicado a estudar as associagcdes € mecanismos que levam
o ambiente precoce a gerar maior risco para doencas na vida adulta, esse novo e relevante
campo de pesquisa vem produzindo conhecimento e contribuindo efetivamente para a area da

Pediatria, assim como para dreas afins, dentre elas a Nutri¢do.

No contexto dos estudos experimentais, a manipulacdo neonatal consiste em um
modelo adequado de interven¢do ambiental precoce para avaliar seu impacto sobre os

diferentes desfechos comportamentais e enddcrino-metabdlicos na idade adulta. Esse
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protocolo de separacdo da mae por curtos periodos durante os primeiros dias de vida foi
inicialmente proposto por Levine e colaboradores em 1957. Esses autores foram os pioneiros
a relatar que o ambiente precoce tem efeitos fisioldgicos e comportamentais persistentes,
induzindo uma maior atividade e exploracao de um local desconhecido (na tarefa de campo
aberto, por exemplo), bem como uma menor reatividade a situacdes de estresse nesses
animais adultos manipulados no periodo neonatal. Estudos subsequentes aos de Levine,
descreveram a relevancia da interacdo mae-filhote durante os primeiros dias de vida e
evidenciaram os efeitos neuroenddcrinos determinados por esse contato, o qual foi descrito
por modular a atividade pituitdria-adrenal em resposta a um estimulo precoce
(SMOTHERMAN, 1983). Alguns anos depois, por volta do final da década de 90,
pesquisadores canadenses se dedicaram a investigar o impacto da manipulac@o precoce sobre
a resposta de ansiedade e a resposta apetitiva, efeitos anteriormente nao estudados. Eles
observaram que animais manipulados no periodo neonatal s30 menos ansiosos e apresentam
um padrdo alterado do comportamento alimentar que persiste ao longo da vida (MCINTOSH
et al., 1999). Esses achados sdo confirmados em estudos mais recentes (SILVEIRA et al.,

2004, 2005).

Em 1959, Harlow e Zimmermann desenvolveram um estudo com primatas separados
de suas maes verdadeiras no inicio da vida e adotados por maes inanimadas que ofereciam
conforto e nutrigdo. Esses estudiosos reconheceram uma forte e persistente ligagdo entre a
mae (mesmo que adotiva) e seu filhote e descreveram os efeitos desse contato sobre as
respostas comportamentais na infancia. A relacdo mae-filhote também demonstrou ser
fundamental para o desenvolvimento das repostas afetivas durante a infancia (HARLOW e
ZIMMERMANN, 1959). Seguindo essa mesma linha de pensamento, seria impossivel
descrever os efeitos da interacdo mae-filhote sem abordar o cuidado materno, personagem

principal dessa relacdo. Variagdes naturais do cuidado materno contribuem para o
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desenvolvimento de diferencas individuais na resposta neuroenddcrina e comportamental ao
estresse. Por exemplo, filhotes de maes altamente cuidadoras exibem, na vida adulta, niveis
reduzidos de corticosterona no plasma apds exposi¢do ao estresse agudo, acompanhados de
uma real¢ada sensibilidade do mecanismo de retroalimentacdo negativa dos glicocorticdides
(LIU et al., 1997). Adicionalmente, a prole adulta de maes com altos niveis de cuidado exibe
uma reduzida resposta comportamental de medo ao estresse em compara¢do com a prole de
maes com baixos niveis de cuidado maternal (CALDIJI et al., 1998). Vale ressaltar que esses
efeitos das variagdes na interagdo mae-filhote sobre a reatividade ao estresse sao transmitidos

para as geracdes subsequentes (FRANCIS et al., 1999).

As evidéncias de alteracdes na resposta neuroenddcrina e comportamental ao estresse
induzidas pelo cuidado materno, foram fundamentais para incentivar o desenvolvimento de
novos estudos abordando a relagdo entre gene e ambiente (epigenética). Um dos primeiros
trabalhos nessa linha de pesquisa demonstrou que a programagao da resposta ao estresse na
prole de maes altamente cuidadoras pode ser explicada pelo impacto do ambiente neonatal,
como também pela vulnerabilidade genética (WEAVER et al., 2002). Ou seja, o cuidado
materno programa a funcdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal na prole através da

regulacdo da expressdo de genes envolvidos na resposta ao estresse (FISH et al., 2004).

Assim, o desenvolvimento e a gravidade de diversas condi¢des patolégicas na vida
adulta dependem da exposi¢do a fatores ambientais precoces, da vulnerabilidade genética do
individuo, assim como do periodo de ocorréncia do evento estressor (CHARMANDARI et
al., 2003). Uma vez que a vida pré-natal e a infancia sdo periodos criticos caracterizados por
alta plasticidade neuronal (KHAZIPOV, LUHMANN, 2006; CREWS et al., 2007), a
exposicao do individuo a um estimulo nesses periodos pode levar a alteragdes persistentes no

funcionamento do organismo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EVENTOS PRECOCES E ALTERACOES ENDOCRINO-METABOLICAS NA VIDA

ADULTA

Conforme descrito na introdu¢do acima, estudos avaliando crescimento e
desenvolvimento infantil vém despertando o interesse de pesquisadores, na busca de uma
melhor compreensdo do impacto de um evento precoce sobre a morbidade mais tarde na vida,

assim como dos mecanismos envolvidos nessa relagdo causal.

Sabe-se que durante a vida fetal e nos primeiros tempos apds o nascimento, Orgaos e
tecidos do corpo passam pelos chamados periodos criticos do desenvolvimento
(WIDDOWSON, MCCANCE, 1975). Sendo um momento crucial e sensivel do crescimento e
desenvolvimento, um estimulo ou lesdo imposto neste periodo pode prejudicar a funcdo de
uma estrutura ou ajustar um sistema fisiolégico (BARKER et al., 1993; LUCAS, 1994;
SINGHAL, LUCAS, 2004), e ainda, os efeitos de uma lesdo precoce se apresentam de forma
profunda e permanente na vida adulta (LUCAS, 1991; BENEDIKTSSON et al., 1993),

podendo, ainda, afetar geracdes subsequentes (METCALFE, MONAGHAN, 2001).

Evidéncias clinicas t€m demonstrado associa¢des entre eventos ocorridos durante a
vida intra-uterina e alteracdoes enddcrino-metabdlicas na idade adulta, incluindo maior
ocorréncia de diabetes do tipo Il (FORSEN et al., 2000), diminuida sensibilidade a insulina
(SOTO, MERICQ, 2005) e maior vulnerabilidade para o desenvolvimento de obesidade

abdominal (LAITINEN et al., 2004). Outras investigacdes sugerem uma programacao fetal do
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metabolismo do colesterol e de lipoproteinas (DAVIES et al., 2004), bem como da sindrome
metabdlica (KANAKA-GANTENBEIN et al., 2003). Estudo recente descreveu um aumento
no consumo espontaneo de carboidratos em mulheres jovens com restricio de crescimento
intra-uterino (BARBIERI et al., 2009). Pesquisas experimentais confirmam esses efeitos do
ambiente precoce programando alteracdes no comportamento alimentar: hiperfagia (DESAI et
al., 2007) e alteragdo na regulacdo do apetite (DELAHAYE et al., 2008), bem como no
desenvolvimento enddcrino-metabdlico: disfuncdes na atividade do eixo hipotdlamo-
pituitdria-adrenal (HPA, LESAGE et al; 2001; SECKL, 2004; JONES et al; 2006) e na
fisiologia metabdlica (O'REGAN et al., 2004). Todos esses efeitos em animais e humanos

podem ser observados em periodos mais tardios da vida.

Tao importante quanto o ambiente fetal, as condi¢cdes pOs-natais t€m um papel
extremamente relevante e determinante sobre a satide na idade adulta. Dessa forma, algumas
abordagens experimentais foram desenvolvidas para estudar os efeitos de uma intervencao
precoce bem como da relevante interacdo mae-filhote em um periodo critico do

desenvolvimento. Dentre elas estd a manipulacdo neonatal, que serd enfatizada neste trabalho.

O modelo de manipulacdo (LEVINE et al., 1967) € caracterizado por uma breve (nio
mais que 30 minutos), repetida e aparentemente indcua separacdo da mae durante o periodo
neonatal. Este protocolo é conhecido por produzir um aumento no cuidado materno
(BRANCHI et al., 2001; PRYCE et al., 2001; GAROFLOS et al., 2008), e tal comportamento
€ observado no momento em que os filhotes retornam para a caixa-moradia, apds um curto
periodo de separagdo. Sabe-se que esse protocolo produz nos filhotes alteracdes
comportamentais, metabodlicas, neuroenddcrinas e neuroquimicas persistentes. Na vida adulta,
animais submetidos a manipulacdo no periodo neonatal demonstram menor medo, maior
atividade e explora¢do quando expostos a um ambiente novo (LEVINE et al., 1967) e a uma

situacdo de perigo potencial, como quando exploram um ambiente desconhecido na presenca
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de um predador (PADOIN et al., 2001). Esses animais também exibem reatividade diminuida
ao estresse agudo e cronico (LEVINE et al., 1967; ADER, GROTA, 1969; PADOIN et al.,
2001; PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004), maior concentracdo de receptores para
glicocorticéides no hipocampo, que estd relacionada com a exacerbacdo do mecanismo de
retroalimentacdo negativa dos glicocorticéides (GCs) (ADER, GROTA, 1969; MEANEY et

al., 1989).

Estudos recentes tém demonstrado que a manipula¢do neonatal determina alteragdes
persistentes no comportamento alimentar de ratos adultos. Animais manipulados consomem
mais alimentos palataveis (SILVEIRA et al., 2004; DA SILVA BENETTI et al., 2007) em
comparacao com animais nao-manipulados nos primeiros dias de vida. Mais recentemente, foi
descrito que a manipulacdio neonatal reduz o metabolismo dopaminérgico e a taxa de
renovacdo (furnover) da serotonina no nucleo acumbens de animais adultos (SILVEIRA et
al., 2010; PORTELLA et al., 2010). Niveis diminuidos de grelina no plasma (SILVEIRA et
al; 2006), reducdo nos receptores de dopamina D3 no nicleo accumbens (BRAKE et al.,
2004), assim como aumento nos niveis de opidides em diferentes regides cerebrais (PLOJ et
al., 2006) foram identificados em animais manipulados. Adicionalmente, a manipulagcdo
neonatal altera a resposta metabdlica dos animais, onde se observa uma maior eficiéncia
calérica (DA SILVA BENETTI et al., 2007) e uma protecdo contra o acimulo de gordura
abdominal, apds exposi¢do cronica a uma dieta altamente palatidvel nesses animais (DA
SILVA BENETTI et al., 2007). Atividade simpética diminuida (YOUNG; 2000) também foi

observada em animais manipulados no periodo neonatal.
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2.2 CUIDADO MATERNO

A relagdao materno-infantil desempenha um papel determinante em diversos aspectos
relacionados a sadde mental (NIEMI er al., 2004a’b), comportamento, incluindo
comportamento alimentar (WRIGHT et al., 2006"; BURDETTE et al., 2006) e metabolismo
(FAITH et al., 2003; BURDETTE et al., 2006; WRIGHT et al., 2006°). Em mamiferos, a mie
representa o principal estimulo ambiental, assim como o mais importante provedor para o seu
descendente, de forma que determinadas varidveis associadas com a mae correlacionam-se
com desfechos observados na crianga mais tarde na vida (SAVINO et al., 2006). Além disso,
o cuidado materno exerce um efeito profundo, persistente, o qual pode, ainda, estender-se
entre geracdoes em animais (CHAMPAGNE et al., 2001; ZHANG et al., 2006) e em humanos

(PRUESSNER et al., 2004).

Modelos experimentais abordando variagdes naturais do cuidado materno demonstram
que filhotes de maes altamente cuidadoras, apresentam reduzida resposta ao estresse quando
adultos em comparagdo com filhotes de maes pouco cuidadoras, em razdo da expressdao
aumentada de RNA mensageiro para receptores de GCs no hipocampo (LIU et al., 1997,
CHAMPAGNE et al., 2008), com quantidade aumentada destes receptores nesta drea e,
portanto, maior a retroalimentacdo negativa em relacdo aos filhotes de maes pouco
cuidadoras. Adicionalmente, esses animais apresentam menor medo, maior exploragcdo
quando expostos a um ambiente novo € menor laténcia para consumir um novo alimento
(CALDIJI et al., 1998). Dessa forma, o cuidado materno durante a infancia parece ter um
papel fundamental na programacdo das respostas comportamentais e neuroenddcrinas ao

estresse na vida adulta (LIU ef al., 1997; CIRULLI et al., 2003; CAMERON et al., 2005).
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Dentro desse contexto das variagdes naturais no cuidado da mae para com os seus
filhotes, Meaney e colaboradores, desde a década de 90, t€ém se dedicado a investigar o
mecanismo pelo qual o cuidado materno induz essas alteracdes persistentes. Esses
pesquisadores propuseram que os eventos pds-natais, como a manipulacdo e o aumento do
cuidado materno, atuam através de vias serotoninérgicas (SMYTHE et al., 1994) que induzem
a expressao de receptores glicocorticdides no hipocampo (MITCHELL et al., 1990; YAU et

al., 1997; MEANEY et al., 2000; CARVIN et al., 2003).

De maneira semelhante aos animais manipulados, filhotes de maes altamente
cuidadoras, quando adultos, além da cléssica alteracdo persistente da atividade do eixo HPA
(LIU et al., 1997), também apresentam alteracdes no comportamento alimentar e em
hormonios relacionados com a regulagdo do apetite. Filhotes de maes altamente cuidadoras
consomem mais alimento palativel e tém menores niveis de grelina no plasma em
comparacdo com filhotes de maes pouco cuidadoras, quando adultos (Tese de Doutorado de
Patricia Pelufo Silveira, 2007). A concordancia desses achados em um modelo de variagdo
natural do cuidado materno com estudos prévios utilizando um modelo de manipulagdo nos
primeiros dias de vida (SILVEIRA et al., 2004, 2006), sugere o cuidado materno como um

mediador dos efeitos provocados pelo ambiente precoce.

Assim, considerando a importincia do cuidado materno no inicio da vida e suas
implica¢cdes subsequentes, € fazendo uma analogia com a prética clinica, tem se observado um
crescente incentivo a pratica do contato precoce materno-infantil nas maternidades, através da
criacdo de Programas de Saude Publica direcionados para os beneficios gerados por essa
interagdo na saide de ambos mae e filho. Algumas evidéncias dos efeitos do contato materno-
infantil t€ém sido demonstradas, especialmente sobre a modulacdo do sistema motor

(FERBER, MAKHOUL, 2004), desenvolvimento cognitivo e neurolégico do recém-nascido
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(FELDMAN, EIDELMAN, 2003; CHARPAK et al., 2005), além de prepard-lo para o

enfrentamento do ambiente extra-uterino e seus estimulos.

2.3 EVENTOS PRECOCES E ALTERACAO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR

Relatos da literatura demonstram que o ambiente precoce determina alteracdes no
comportamento alimentar, possivelmente através da programacdo de hormonios envolvidos
na regulacdo do apetite. Mais especificamente, uma baixa disponibilidade de nutrientes
durante periodos de intenso crescimento e desenvolvimento, como durante a gestagao por
exemplo, induz um consumo aumentado de alimentos ricos em gordura (BELLINGER et al.,
2004), niveis diminuidos de leptina e aumentados de grelina no plasma da prole adulta
(DESAI et al., 2005). Adicionalmente, a desnutri¢do intra-uterina acompanhada de um
ambiente com elevada oferta de nutrientes, ou seja, seguida por um crescimento acelerado
poOs-natal determina niveis elevados de leptina na prole (DESAI et al., 2005). Recentemente,
esse mesmo grupo de pesquisadores descreveu uma hiperfagia programada em animais com
restricdo de crescimento intra-uterino e propuseram que uma funcio anorexigénica reduzida,
identificada nesses animais, poderia estar contribuindo para tal alteracdo comportamental
(DESALI et al., 2007). De forma semelhante, utilizando um modelo de desnutricdo materna
durante o periodo perinatal, outros investigadores descreveram alteracdoes na regulacdo do
apetite, identificando uma reducdo expressiva dos niveis plasmdticos de leptina e uma
diminuida expressdo génica dos neurdnios anorexigénicos POMC (propiomelanocortina) no
hipotadlamo da prole (DELAHAYE et al., 2008). Estudos utilizando modelos experimentais de

obesidade materna relatam desfechos muito semelhantes aos observados na prole de ratas
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desnutridas durante o periodo perinatal. Ha evidéncias de hiperfagia (WALKER et al., 2008;
NIVOIT et al., 2009), expressdo reduzida de reguladores do apetite no hipotdlamo, como o
neuropeptidio Y (CHEN er al., 2008) e modesta preferéncia por alimentos gordurosos

(WALKER et al., 2008) na prole de mae obesas.

Estudos experimentais, utilizando o paradigma da separacdo materna (filhotes
retirados do ninho por mais de 30 min/dia, durante os primeiros dias de vida), observaram que
o ambiente pds-natal precoce tem efeitos persistentes sobre o comportamento alimentar.
Michaels e Holtzman (2006) relataram maior consumo de solu¢do doce em animais adultos
separados de suas maes durante as duas primeiras semanas de vida, quando comparados com
animais controle. Outras investiga¢cdes demonstraram que a separa¢do materna durante o

periodo neonatal induz hiperfagia de rebote em ratas fémeas adultas IWASAKI et al., 2000).

Até o presente momento, estudos em humanos avaliando os efeitos do ambiente
precoce sobre o consumo de alimentos ainda sdo pouco explorados. Um estudo recente
investigou o impacto da restricdio de crescimento intra-uterino sobre o comportamento
alimentar na vida adulta; os autores observaram um maior consumo de carboidratos em
mulheres restritas durante a vida fetal (BARBIERI et al., 2008). Tal achado nos indica que a
translacdo dos efeitos em animais para humanos € possivel e salienta a relevincia de
investigagdes futuras para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nesta

relac@o entre ambiente precoce e modificagdes persistentes no comportamento alimentar.

Classicamente descrito na literatura, o modelo de manipulacdo neonatal utilizado no
presente trabalho é adequado para avaliar os efeitos do ambiente pds-natal precoce sobre o
comportamento alimentar na idade adulta. Estudos anteriores provenientes de nosso
laboratdrio descreveram que ratos manipulados nos primeiros 10 dias de vida consomem mais

alimentos palatdveis, doce e salgado, quando adultos em comparacdo com animais ndo
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manipulados (SILVEIRA et al., 2004) e, ainda, que tal alteracio no consumo ndo estd
relacionada com estado de ansiedade nesses animais (SILVEIRA ef al., 2006). E interessante
observar que esses efeitos sdo observados quando animais manipulados sdo expostos
agudamente a esse tipo de alimento, porém, durante um periodo de exposicdo crdnica ao
alimento palatdvel, o consumo passa a nao diferir entre animais manipulados e intactos (DA
SILVA BENETTI et al., 2007). No entanto, observa-se que, quando animais manipulados sdo
expostos novamente e de forma aguda ao alimento palatdvel apés um periodo curto de
privacao desse tipo de alimento, esses animais restabelecem seu consumo aumentado de doce
em comparacdo com seus controles (DA SILVA BENETTI et al., 2010). As alteracdes inatas
no comportamento alimentar dos animais manipulados durante o periodo neonatal muito se
assemelham aos achados em animais adultos descendentes de maes altamente cuidadoras,
onde se demonstra um maior consumo de alimento palativel na caixa-moradia (Tese de

Doutorado de Patricia Pelufo Silveira, 2007).

2.4 EFEITOS DO CONSUMO DE ALIMENTOS PALATAVEIS - UMA ABORDAGEM

NEUROQUIMICA

Evidéncias da literatura descrevem que o consumo de alimentos ricos em agucar e
gordura provoca modificagdes neuroquimicas em sistemas neurotransmissores como o
mesolimbico, envolvido no comportamento alimentar e na recompensa (LEVINE et al.,
2003). Por exemplo, o consumo de alimento palativel induz a ativacdo do sistema de
recompensa (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005), e se observa que ratos expostos ao

alimento doce exibem uma maior resposta dopaminérgica, medida pela liberacdo aumentada
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de dopamina no nicleo acumbens e no cortex pré-frontal medial (GAMBARANA et al.,
2003). Outras abordagens experimentais demonstram que o consumo intermitente de sacarose
aumenta repetidamente a liberacdo de dopamina no nicleo acumbens, e esse aumento ja pode
ser observado durante a primeira hora de acesso ao alimento doce (RADA et al., 2005).
Dados recentes mostram que a exposicao cronica a dietas ricas em gordura altera a expressao
génica de receptores de dopamina D2 no estriado e D4 no nticleo ventromedial do hipotdlamo,
assim como aumenta a expressdo de tirosina hidroxilase (essencial para a produgdo de
dopamina) na drea tegmental ventral (HUANG et al., 2005, LI et al., 2009). Outras
abordagens experimentais demonstram o efeito da exposi¢ao precoce a dieta rica em gordura
alterando os marcadores da sinalizacdo de dopamina no nicleo acumbens em ratos adultos
(TEEGARDEN et al., 2009). Além disso, uma experiéncia precoce, como por exemplo a
interacdo mae-filhote, determina uma redu¢do do metabolismo dopaminérgico no nicleo

acumbens na vida adulta (SILVEIRA et al., 2010).

De forma muito semelhante a dopamina, os opidides estdo ligados com o sistema de
recompensa. Sua sinaliza¢do ocorre no nucleo acumbens e esses peptideos desempenham um
papel importante no mecanismo de regulacdo do apetite. O envolvimento dos opidides no
consumo de alimentos palatdveis foi inicialmente descrito por Yim e Lowy, em 1984, estudo
este que gerou um crescente interesse em investigar a influéncia de tais neurorreguladores
sobre o comportamento alimentar. Um estudo recente demonstrou que o consumo de uma
dieta rica em actcar estd associado com a atividade de alguns neurorreguladores, incluindo os
opidides (OLSZEWSKI et al., 2009). Outros investigadores confirmam esse envolvimento
dos opidides no consumo de alimentos palativeis (BARBANO er al., 2009, NATHAN,
BULLMORE, 2009) e acrescentam que seus receptores estdo envolvidos em alguns tipos de
transtornos do comportamento alimentar, como por exemplo na sindrome do comer

compulsivo em animais bem como em humanos (NATHAN, BULLMORE, 2009). Vale
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ressaltar que a influéncia dos opidédes no comportamento alimentar ja havia sido
anteriormente descrita por Drewnowski e colaboradores (1992) em um estudo envolvendo

mulheres que apresentavam o comportamento do comer compulsivo.

O conhecimento e a descricdo dos peptideos cerebrais como neurotransmissores
abriram caminhos para o surgimento de investigacdes sobre os efeitos do consumo de
alimentos e do uso de drogas sobre o sistema dopaminérgico (HOEBEL, 1985). Desde entdo,
a literatura tem dado énfase para as similaridades dos efeitos produzidos pelos alimentos
palatdveis e pelas drogas de abuso. Mais especificamente, relata-se que o consumo de
alimentos palatdveis estimula sistemas neuronais envolvidos na dependéncia de drogas.
Alguns autores, por exemplo, descrevem que o consumo de alimentos palataveis, assim como
o uso de drogas de adi¢do, estimula a liberagdo de dopamina e opidides no nicleo acumbens
(HERNANDEZ, HOEBE, 1988; SALAMONE et al., 1994) através da ativagdo dos receptores
de opidides na drea tegmental ventral (TANDA, DI CHIARA, 1998). Além dos efeitos
neuroquimicos, outra semelhanca relevante com as drogas de adicdo é que os alimentos
palativeis também sdo descritos por causarem dependéncia, especialmente quando
consumidos em excesso (COLANTUONI et al., 2002). Sugere-se que o alimento doce possui
uma capacidade potencial de causar dependéncia por estimular a liberagdo de dopamina e
opidides no nucleo acumbens (AVENA et al., 2008). Utilizando um modelo animal esse
grupo de pesquisadores avaliou alguns componentes comportamentais de adi¢do que se
relacionam com modificagdes neuroquimicas, as quais também sdo observadas com o uso de
drogas. Tais investigadores observaram alteracdes no ligante do receptor de dopamina e

opidide, além de liberacdo de dopamina no nicleo acumbens (AVENA et al., 2008).

Outro aspecto a ser abordado aqui € a influéncia do tipo de alimento palatiavel na
resposta ao estresse, modificando a atividade do eixo HPA. Em humanos, por exemplo, uma

sobrecarga de carboidratos, apés uma noite de jejum, induz um aumento na secrecao de
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cortisol induzida por estresse (GONZALEZ-BONO et al., 2002). Por outro lado, o consumo
cronico de uma dieta rica em carboidratos provoca uma diminui¢do nos niveis basais de
cortisol em relacao a individuos recebendo uma dieta rica em proteinas (ANDERSON et al.,
1987). Em animais, o consumo de alimentos altamente caldricos, ricos em agucar e gordura
(comfort foods), provoca uma redugdo na resposta do eixo HPA ao estresse (PECORARO et
al., 2004), sugerindo um efeito metabdlico-periférico da dieta sobre o cérebro (DALLMAN et
al., 2003). Diferentemente, dietas ricas em gordura realcam a secrecdo de glicocorticoides
basal e induzida por estresse, possivelmente agindo como um fator estressor
(TANNENBAUM et al., 1997; KAMARA et al., 1998). Sugere-se que os glicocorticoides,
assim como a insulina, agem estimulando a ingestdo de alimentos com elevado valor
energético (comfort foods), e esses, por sua vez, alteram os estoques de gordura abdominal
(PECORARO et al., 2005; DALLMAN et al., 2005) e também parecem proteger o eixo HPA

das alteracdes associadas ao estresse (DALLMAN et al., 2003, 2005).

2.5 ATIVIDADE DAS COLINESTERASES E RESPOSTA METABOLICA

As colinesterases (ChEs) sdo enzimas que catalisam a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina em acetato e colina, além de hidrolisarem outros ésteres de colina (MACK,
ROBITZKI, 2000), e essa reacdo ¢ fundamental para que o neur6nio colinérgico retorne ao
seu estado de repouso apds a ativagdo no cérebro assim como na periferia. Duas classes de
ChEs estdao presentes nos vertebrados: acetilcolinesterase (AChE; E.C 3.1.1.7) e
butirilcolinesterase (BuChE; E.C 3.1.1.8). A AChE ¢é encontrada principalmente nas

hemadcias, sinapses nervosas € no musculo estriado. A BuChE esta presente em diversos
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tecidos, incluindo figado, coragdo, plasma, pancreas, endotélio vascular e sistema nervoso
(MACK, ROBITZKI, 2000). Existe um crescente interesse da comunidade cientifica em
investigar as ChEs, e isso se deve, especialmente, a sua relacdo com a resposta ao estresse
(MESHORER, SOREQ, 2006), bem como a sua associacdo direta com fatores de risco para
doenca cardiovascular (ALCANTARA et al., 2002; CALDERON-MARGALIT et al., 2006;

VALLE et al., 2006).

Evidéncias apontam para uma associa¢do entre a atividade da ChE no plasma e
parametros aumentados de adiposidade, perfil lipidico, bem como resisténcia a insulina e
ocorréncia aumentada de sindrome metabdlica (RUSTEMEIJER et al., 2001; ALCANTARA
et al., 2002; KALMAN er al., 2004; MUACEVIC-KATANECA et al., 2005; LUCIC
VRDOLJAK et al., 2005; RANDELL et al., 2005; CALDERON-MARGALIT et al., 2006;
VALLE et al., 2006; IWASAKI et al., 2007). Outros autores sugerem que a atividade
aumentada da ChE no plasma pode ser o primeiro sinal de niveis elevados de trigliceridios
plasmdticos e também de metabolismo alterado de lipoproteinas (BRADAMANTE et al.,
2006). Adicionalmente, tanto a exposi¢do ao estresse quanto a glicocorticoides determinam
alteracoes na atividade das ChEs. Estudos relatam atividade diminuida da enzima ChE no
soro apds exposicdo a glicocorticéides ou ao estresse, porém com um efeito mais discreto
sobre a atividade da ChE cerebral (VERIJEE et al., 1977, WEBER et al., 1999; SERVATIUS

et al., 2000).

Considerando que a atividade das ChEs ¢é influenciada pela exposi¢do a
glicocorticéides e que seus niveis elevados estdo relacionados com alteragdes enddcrino-
metabdlicas, dessa forma, animais manipulados no periodo neonatal poderiam apresentar um
padrdao diferente de variacdo na atividade dessa enzima em resposta a um dieta altamente

palatdvel, visto que esses animais t€ém uma reduzida reatividade ao estresse, sendo expostos a
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niveis mais baixos de GCs; como consequéncia, animais manipulados demonstrariam uma

reduzida predisposi¢do a doencas metabdlicas.

2.6 NA* K*-ATPASE E PERFIL METABOLICO

A Na® K"™-ATPase é uma enzima essencial, responsdvel pelo transporte ativo de fons
sodio e potdssio, necessdario para gerar e manter o potencial de membrana para a
excitabilidade neural. Esta enzima estd presente em altas concentracoes no cérebro,
consumindo de 40 a 50% do ATP gerado neste tecido (ERECINSKA, SILVER, 1994).

Estudos recentes tém demonstrado que a atividade da Na*,K*-ATPase est4 relacionada
com alteracdes no metabolismo, podendo variar em fun¢do de doencas enddcrino-
metabolicas. Por exemplo, obesidade, diabetes tipo II, lipidios plasmaticos elevados e pressao
arterial aumentada tém sido associados com uma diminui¢fio na atividade da Na*,K*-ATPase
(IANNELLO® ef al., 2007; IWALOKUN et al., 2007; TEMEL, AKYUZ 2007; IANNELLO"
et al., 2007; RODRIGO et al., 2007). Atividade reduzida da Na*,K*-ATPase foi observada em
animais (AYDEMIR-KOKSOY, TURAN, 2008) assim como em pacientes diabéticos
(IWALOKUN et al., 2007). A atividade da enzima também se mostrou diminuida em ratos
apos a administragdo de leptina intra-peritoneal (BELTOWSKI et al., 2002, 2004), entretanto,
na maioria desses estudos a atividade da Na*,K*-ATPase foi determinada em diversos tecidos,
como rim, aorta, eritrocito e tecido adiposo, diferente do presente trabalho que avaliou a
atividade da enzima em regides cerebrais como hipocampo e amigdala.

Centralmente, a atividade da Na",K'-ATPase estd relacionada com transtornos

psiquidtricos; evidéncias tém demonstrado uma redu¢io na atividade da Na",K*-ATPase em
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algumas doengas psiquidtricas, como por exemplo, esquizofrenia e depressdao
(RYBAKOWSKI et al., 1994; GAMARO et al., 2003; DE VASCONCELLOS et al., 2005). E
interessante ressaltar que estudos in vitro demonstram que o cacau, principal componente do
chocolate, atua como um potente inibidor da atividade da Na®',K*-ATPase (HARLAN,
MANN, 1982), entretanto, até o presente momento, muito pouco se conhece sobre os seus

efeitos in vivo.

Dessa forma, o presente trabalho se prop0Os avaliar e aumentar o conhecimento sobre
os efeitos do chocolate sobre a atividade da Na*, K*-ATPase no cérebro de ratas, manipuladas
e nao manipuladas no periodo neonatal, cronicamente expostas a esse tipo de alimento na vida
adulta. Adicionalmente, partindo do pressuposto que animais manipulados sdo menos reativos
a situagdes de estresse, e sdo protegidos contra o acimulo de gordura abdominal apds
exposicao cronica a dieta palatdvel, poderiam esses animais apresentar um padrao diferente de

atividade da Na*,K*-ATPase.

2.7 PROTEINA S100B E RESPOSTA METABOLICA

A S100B € uma proteina ligadora de célcio, a qual € expressa predominantemente
pelos astrdcitos no cérebro de vertebrados (MARENHOLZ et al., 2004). Embora tenha sido,
durante muito tempo, considerada uma proteina de origem cerebral, mais recentemente
algumas evidéncias tém sugerido sua producdo em outros tecidos, como nos adipdcitos
(STEINER et al., 2007). A expressdao da S100B e/ou sua secrecdo € modulada por varios
fatores, incluindo ACTH (SUZUKI et al., 1987), o qual é conhecido como um mediador da

resposta ao estresse. Niveis aumentados de S100B foram observados em animais



28

(SCACCIANOCE et al; 2004; MARGIS et al., 2004; BARROS et al., 2006; DIEHL et al.,
2007) e humanos (SCHULPIS et al., 2006; TSKITISHVILI et al., 2006) ap6s exposi¢do ao
estresse; em diversos tecidos como plasma, cérebro e liquor. Estudo realizado in vitro

demonstra liberacdo aumentada de S100B durante estresse metabdlico (GERLACH et al.,

2006).

De forma crescente, diversas evidéncias tém destacado o papel da proteina S100B
como um potencial marcador bioquimico de dano cerebral (KLEINDIENST et al., 2007;
HERGENROEDER et al., 2008; LIAO et al., 2008; KOCHANEK et al., 2008; RAINEY et
al., 2009). Niveis aumentados de S100B no plasma estdo associados com lesdo do SNC
(SAVOLA et al., 2004; BERGER et al., 2005; GU et al., 2007, ANDREAZZA et al., 2007).
Além disso, sintese elevada de S100B foi relatada apds lesdes metabdlico-cerebrais

(BAYDAS et al., 2003, 2005).

Estudos tém demonstrado que a dieta e o estado nutricional s@o fatores importantes
que influenciam os niveis de S100B. Niveis alterados de SI00B no plasma tém sido descritos
em animais submetidos a um tipo de dieta, composta predominantemente por proteina e
gordura (ZIEGLER et al; 2004). Adicionalmente, a condi¢do nutricional também constitui um
fator importante e algumas abordagens tém demonstrado niveis diminuidos de S100B em
condi¢des de jejum cronico e a normalizacdo desses niveis ocorre com o ganho de peso
(HOLTKAMP et al., 2008). Entretanto, até o presente momento, muito pouco se conhece a
respeito dos efeitos da dieta, bem como de uma intervencdo precoce, sobre os niveis de
S100B plasmaticos; dessa forma, este trabalho se propde avaliar os efeitos do ambiente pos-
natal, assim como da dieta palativel e hipercaldérica e da sua retirada, sobre os niveis de

S100B no plasma de ratas fémeas submetidas ou ndo a manipulac@o no periodo neonatal.
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3 JUSTIFICATIVA

Eventos precoces ocorridos na fase inicial de desenvolvimento e crescimento somatico
podem influenciar o padrdo de saide e doenca na idade adulta. Ha fortes evidéncias
associando a ocorréncia de experiéncias estressantes precoces com alteracdes neuroendocrinas
e comportamentais que levam a um desempenho metabdlico precario em individuos adultos.
Neste caso temos como exemplo, a associa¢do da restri¢do de crescimento intra-uterino com
obesidade bem como outras alteragdes enddcrino-metabdlicas no adulto. Contudo, na
literatura, ainda sao restritas as evidéncias sobre intervengdes precoces que confiram protecao
contra desfechos metabdlicos inadequados. Portanto, este estudo se propde a explorar esta
lacuna avaliando a influéncia de uma intervencdo precoce para alteracdes metabdlicas, assim
como os possiveis mecanismos envolvidos nessa prote¢do, em animais submetidos a um

evento nutricional de risco.
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4 OBJETIVOS

GERAL

Estudar os efeitos da manipulacdo neonatal sobre a preferéncia alimentar e a regulacao
metabdlica de ratas adultas, avaliando parametros metabdlicos e neuroquimicos em resposta a
exposicao cronica a uma dieta hipercaldrica e palatdvel (chocolate), assim como a um periodo

de abstinéncia.

ESPECIFICOS

Secao I — Estudo dos efeitos da manipulacdo neonatal sobre o comportamento
alimentar, o metabolismo dos lipidios assim como sobre a atividade de colinesterases
especificas de ratas adultas expostas cronicamente a dieta palativel e privadas desse tipo

dieta.

- Identificar os efeitos da manipulacdo neonatal e da exposi¢do cronica a dieta
palatdvel, assim como da sua privagdo, sobre o consumo de alimento palativel, o peso
corporal, o acimulo de gordura abdominal e sobre os niveis basais de trigliceridios no plasma.

Avaliar a atividade das colinesterases no cortex cerebral bem como no soro.
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Secao II — Estudo dos efeitos da manipulagdo neonatal sobre a resposta metabdlica e
neuroquimica, bem como sobre o comportamento de ratas adultas expostas cronicamente a

dieta palatdvel e privadas desse tipo dieta.

- Verificar os efeitos da manipulacdo neonatal e da exposicdo cronica a dieta palatavel,
assim como da sua privagdo, sobre os niveis basais de proteina S100B no plasma, sobre a
concentracio de S100B na gordura abdominal e sobre a atividade da Na",K'-ATPase em
diferentes estruturas cerebrais como hipocampo e amigdala. Avaliar o comportamento,

através da tarefa de campo aberto, ap6s curto periodo de privacao da dieta palatavel.

Secao III — Experimentos adicionais desenvolvidos durante o Estdgio de Doutorado no
Exterior (PDEE), avaliando os efeitos das variacdes naturais do cuidado materno sobre o
consumo de alimento palatdvel e os pardmetros metabolicos de animais adultos cronicamente

expostos a uma dieta rica em gordura.
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5 HIPOTESES DE TRABALHO

Considerando que animais manipulados no periodo neonatal sdo classicamente
descritos por apresentarem, na vida adulta, uma diferenciada atividade do eixo HPA,
determinada pelo aumento da retroalimentagdo negativa dos glicocorticdides e pela resposta
reduzida ao estresse, além de demonstrarem um cuidado maternal aumentado € um menor
depdsito de gordura abdominal apds exposicao cronica a dieta palatdvel; dessa forma, nossas
hipéteses de estudo eram de que estes animais apresentariam: (1) alteragao no metabolismo da
gordura corporal; (2) alteragdo na atividade de colinesterases especificas relacionadas com a
resposta enddcrino-metabdlica; (3) alteracdes nos niveis e na concentracdo de S100B
relacionada com mediadores de resposta ao estresse; (4) alteracdes na atividade da enzima
Na®,K*-ATPase relacionada com a resposta enddcrino-metabdlica; (5) alteracdes desses
parametros e de desfechos comportamentais em resposta a privacao da dieta palatdvel e (6) o

cuidado materno como mediador destes efeitos.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratas Wistar prenhes provenientes do Biotério do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Brasil), foram randomicamente selecionadas. As
ratas permaneceram, individualmente, em caixas-moradia, confeccionadas em Plexiglas
medindo 65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de maravalha, e foram mantidas em um
ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 + 2°C, limpeza
das caixas uma vez por semana, dgua e racdo padrao ad libitum. Todas as ninhadas foram
padronizadas em oito filhotes nas primeiras 24h apds o nascimento e mantidas intactas, exceto

para os procedimentos de manipulacdo que foram realizados entre as 09:00 e 11:00h.

Mais de uma ninhada foi submetida ao procedimento de manipulacdo no mesmo dia;
assim, neste periodo de 2 horas de procedimento estava incluido o tempo para: instalar a
incubadora, trazer as caixas-moradia do biotério para a sala de experimentos, habituar
brevemente as genitoras a nova sala, remover cuidadosamente os filhotes da ninhada, fazer a
manipulacdo em si, e em seguida, retornar os filhotes para a mae e, novamente apds um breve
periodo, retornar a caixa-moradia para o biotério. O pesquisador tinha o cuidado de trocar as
luvas entre a manipulacdo de cada ninhada, para evitar a dispersao de qualquer tipo de odor de

uma ninhada para outra.

O dia do nascimento foi considerado o dia O (zero). As ninhadas foram desmamadas e

separadas por sexo no dia 21 pds-natal. Somente ratas fémeas foram alocadas para o presente
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trabalho, os machos foram utilizados em outros experimentos. Foram utilizadas duas fémeas
da mesma ninhada para o mesmo grupo, considerando os 4 grupos (ver abaixo). Apds o
desmame, as ratas fémeas foram mantidas em torno de quatro a cinco por caixa, em ambiente
controlado e sem qualquer tipo de manipulacdo até o inicio da exposicdo ao alimento

palatavel (dia 60).

Um total de 48 ratas fémeas foi utilizado em diferentes experimentos, sendo essas
derivadas de 15 ninhadas. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, Brasil.

As linhas de tempo esquematizadas abaixo demonstram a sequéncia em que oS

procedimentos experimentais foram realizados, nos diferentes momentos da vida das ratas:

Experimento 1:

Dias de vida pés-natal

1

0 1 10 21 60 83 90 20

o

= Desmame e  Habituagio § Exposicao o
E Sexagem ao doce §" cronica ao &
D o= D=
2 ) 3 g doce §
Z.  Manipulaciao = wn

Neonatal 5
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Experimento 2:

Dias de vida pés-natal

0 1 10 21 60 83 920 120 150
S Desmame e  Habituacio § Exposicao Privacao o
s O Pl 5
g Sexagem ao doce g cronica ao do doce &
5 ‘g doce 5
n . o &
S Manipulagdio 3 &
Neonatal 5

6.2 MANIPULACAO NEONATAL

Grupo ndo-manipulado: Filhotes permaneceram com a mde, sem manipulacdo
neonatal, até o desmame. A limpeza rotineira das caixas foi interrompida durante esse

periodo.

Grupo manipulado: Este procedimento foi realizado conforme anteriormente descrito
(SILVEIRA et al., 2004; DA SILVA BENETTI et al., 2007). A mae foi gentilmente afastada
para um lado da caixa-moradia e os filhotes foram removidos do ninho e colocados dentro de
uma caixa limpa forrada com papel toalha. Entdo, a ninhada foi colocada em uma incubadora
ajustada para manter uma temperatura ambiente de 30-32°C (temperatura da dgua de 34° C),
enquanto a mae foi mantida na caixa-moradia posicionada ao lado da incubadora. Apés 10
minutos, os filhotes (machos e fémeas) retornaram para sua respectiva mae. Este
procedimento foi realizado do dia 1 ao dia 10 pés-natal, em seguida, os filhotes foram

mantidos com a mae, sem manipulagdo, até o dia 21 pds-natal.
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6.3 HABITUACAO AO ALIMENTO NOVO

A partir do dia 60 de vida, as ratas foram habituadas a um novo ambiente contendo um
alimento novo. Neste experimento, as fémeas foram colocadas em uma caixa retangular
medindo 40 x 15 x 20 cm, com partes inferior e laterais revestidas em madeira e parte
superior em vidro transparente. Uma por¢do de chocolate pesada previamente (chocolate ao
leite — Neugebauer®) foi colocada em uma das extremidades da caixa-corredor. As ratas
foram habituadas a esse ambiente por 5 dias, durante 3 minutos cada dia, sob restricdo
alimentar (recebendo em torno de 80% do consumo habitual). No 6° dia, as ratas foram
testadas para o consumo de alimento palatdvel, apds terem recebido ragcdo padrio ad libitum
nas 24 horas prévias. Esses procedimentos foram realizados para verificar se as ratas fémeas
comeriam o chocolate da mesma forma que elas comumente ingerem (DA SILVA BENETTI
et al., 2007), assim como outros tipos de alimentos palatdveis (SILVEIRA et al., 2004), com e
sem restri¢do alimentar. Apds esse periodo de habituacdo, as ratas receberam racao padrao ad
libitum. Todos os procedimentos seguintes foram realizados com as fémeas em estado

alimentado.

6.4 EXPOSICAO CRONICA AO ALIMENTO PALATAVEL NA CAIXA-MORADIA

No 83° dia de vida, todas as ratas foram pesadas e randomizadas em diferentes grupos,
sendo colocadas em nimeros de 3 a 4 por caixa. Os grupos foram subdivididos em 1) Nao-

manipulada + rag¢do padrao, 2) Nao-manipulada + chocolate + racao padrao, 3) Manipulada +
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racdo padrao e 4) Manipulada + chocolate + ragdo padrdo. Uma semana depois, grupos
especificos comecaram a receber chocolate ad libitum na caixa-moradia. Durante 30 dias,
por¢des previamente pesadas de chocolate e de racdo padriao foram oferecidas, e a quantidade
restante foi medida diariamente para avaliar o consumo. O consumo de alimentos foi medido
por caixa e entdo dividido pelo nimero de ratas em cada caixa para determinar o consumo
médio por rata. O peso corporal foi aferido uma vez por semana ao longo do periodo de
exposicao a dieta. Passados 30 dias de exposi¢ao a dieta palatavel, um subgrupo de fémeas foi

sacrificado por decapitacao ap6s 6 horas de jejum.

6.5 PRIVACAO DO ALIMENTO PALATAVEL

Apos a exposi¢do cronica ao alimento palatdvel, um outro subgrupo de ratas fémeas
foi privado de chocolate durante um periodo de 30 dias, recebendo somente ra¢do padrdo e
agua ad libitum. Apés as primeiras 24h de privacdo de chocolate, as ratas foram submetidas a
tarefa de Campo Aberto, sendo avaliadas quanto a presenca de sinais comportamentais
espontianeos de abstinéncia em resposta a retirada do alimento palatdvel. As ratas fémeas
foram colocadas individualmente dentro de um aparato de madeira com frente de vidro
transparente medindo 50 cm x 40 cm x 60 cm. O piso foi dividido igualmente em 12
retangulos de mesmo tamanho medindo 13,3 cm x 15,0 cm cada. As fémeas foram observadas
diretamente e continuamente durante 20 minutos por observadores cegos para a condi¢cdo
experimental. Nessa tarefa, cada rata foi testada uma tunica vez. Os seguintes sinais de

abstinéncia do alimento palativel foram avaliados: nimero de cruzamentos entre os

retangulos, permanéncia nos retangulos centrais, permanéncia em posi¢ao estendida nas patas
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traseiras, movimentos de limpeza de patas e corpo, tremores de dentes e patas, tremores de

cabeca e corpo, bem como nimero de bolos fecais.

Passados 7 dias de privacdo de chocolate, ratas fémeas foram testadas quanto ao
consumo desse alimento em um curto periodo de tempo. Para isso, as ratas foram expostas ao
chocolate por 3 minutos no mesmo aparato utilizado na habituag¢do ao alimento palatdvel e a

quantidade consumida foi mensurada ap6s 3 minutos, para avaliar o consumo rebote.

A avaliagdo do peso corporal das ratas fémeas foi realizada apds as primeiras 24h e no

ultimo dia (dia 30) de privagao de chocolate.

6.6 COLETA DE SANGUE E DISSECCAO DE ESTRUTURAS CEREBRAIS E

GORDURA ABDOMINAL

As ratas fémeas foram sacrificadas por decapitacdo apds 6h de jejum. A racdo padrao
foi removida as 07:00 h (inicio do ciclo claro); o jejum foi realizado para minimizar a
possibilidade das ratas ingerirem algum alimento perto do momento de coleta dos tecidos. O
sangue foi coletado em tubos contendo anti-coagulante (heparina) para a determinacdo de
trigliceridios (TG) e proteina S100B. O plasma foi separado e congelado a - 20°C até o dia das
andlises. Uma outra aliquota de sangue, em tubo isento de anti-coagulante, foi coletado,
centrifugado a 1000 X g por 10 minutos e o soro foi utilizado para determinar a atividade da

enzima colinesterase.

O cérebro foi removido imediatamente apds decapitacdo. Estruturas cerebrais (cortex,
hipocampo e amigdala) foram dissecadas. O cortex cerebral foi dissecado, homogeneizado

(1:10 v/v em 500 mM solucao tampao de fosfato de potéssio, pH 7.5) e centrifugado a 1000 X
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g durante 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a andlise enzimdtica (colinesterase).

A concentracdo da proteina foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976).

O hipocampo e a amigdala foram dissecados para preparar as membranas sindpticas
para a determinacdo da atividade da enzima Na®,K*-ATPase. O hipocampo e a amigdala
foram homogeneizados em 10 volumes (1:10, w/v) de 0,32 M de solucdo de sacarose
contendo 5,0 mM HEPES e 0,1 mM EDTA, pH 7,4. As membranas sindpticas do hipocampo
e da amigdala foram preparadas seguindo o protocolo de Jones e Matus (1974) com algumas
modificagdes (WYSE et al., 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 1000 X g por 10
minutos e o sobrenadante foi removido e centrifugado a 12,000 X g durante 20 minutos. O
sedimento foi ressuspendido em solucao tampao hipotdnico (5,0 mM de tampao Tris-HCI, pH
8,1) a 0°C por 30 minutos, e aplicado sobre um gradiente de densidade descontinua de
sacarose consistindo de camadas sucessivas de 0,3; 0,8 e 1,0 M. Apds centrifugagcao a 69,000
X g durante 120 minutos, a fra¢do na interface entre sacarose 0,8 e 1,0 M foi assumida como a

preparacdao da membrana da enzima.

As duas maiores porcdes da gordura abdominal (gonadal e retroperitoneal) foram
dissecadas e pesadas separadamente, utilizando uma balanca com precisao de 0,0001g; foram

entdo congeladas a — 20° C para a determinagao da proteina S100B.
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6.7 ANALISES BIOQUIMICAS E NEUROQUIMICAS

6.7.1 Determinacao dos Niveis Plasmaticos de TGs, Niveis de Proteina S100B no Plasma

e na Gordura Abdominal

Os niveis de trigliceridios no plasma foram medidos através de método enzimatico
utilizando um kit comercial (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). A reacao colorimétrica com
Quinoneimina foi mensurada a 500 nm em espectrofotdmetro. A concentragdo de TGs no

plasma foi expressa em mg/dL.

A concentragdo da proteina S100B foi determinada pelo método de ELISA, conforme
protocolo de Leite e colaboradores (2008). O mesmo protocolo foi utilizado para medir os
niveis de S100B no plasma, assim como sua concentra¢iao na gordura abdominal. Um volume
de 50 pL de amostra (diluido com tampao fosfato salina contendo 0,2% de albumina)
adicionado a 50 mM de solugdo tampao Tris foi incubado por 2 h em uma placa de ELISA
previamente coberta com anticorpo anti-S100B (SH-B1) monoclonal. As placas foram
lavadas com tampdo de lavagem. Anti-S100B policlonal foi adicionado e incubado por 30
minutos e entdo as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem. O anticorpo
secundério conjugado a peroxidase anti-coelho foi adicionado para mais 30 minutos de
incubagdo (amostras de plasma) ou ambos anticorpos foram incubados juntos por 1 hora
(amostras de tecido). As placas foram novamente lavadas. A reagdo colorimétrica com o-

fenilenodiamina foi mensurada a 492 nm no leitor de placa de ELISA.
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6.7.2 Determinacao da Atividade das Colinesterases no Soro e Cértex Cerebral

A atividade das colinesterases, no soro e cortex cerebral, foi determinada pelo método
de Ellman e colaboradores (1961), com modificagdes. As taxas de hidrélise (v) foram medidas
em concentragdes de acetiltiocolina (ASCh) de 0,8 mM em ImL de solu¢des de ensaio com
100 mM de tampao fosfato, pH 7,5, e 1,0 mM 5,5'-Ditiobis-(2-4cido nitrobenzéico) (DTNB) a
25°C. 50 pL de soro ou de sobrenadante de cértex cerebral foram adicionados a solugdo
reagente e pré-incubados durante 3 minutos. A hidrélise foi monitorada através da formagao
do di-anion tiolato de DTNB em 412 nm por 2-3 minutos (intervalos de 30s). Todas as
amostras foram realizadas em duplicatas. A atividade da enzima foi expressa em pmol ASCh

hidrolisada por hora por miligrama de proteina.

6.7.3 Determinacio da Atividade da NA*,K*-ATPase no Hipocampo ¢ Amigdala

A andlise da atividade da enzima Na" K'-ATPase nas estruturas cerebrais foi
realizadas conforme o que se segue. O reagente de mistura para a determinacdo da atividade
da Na", K*-ATPase continha 5,0 mM MgCl,, 80,0 mM NaCl, 20,0 mM KCI e 40,0 mM Tris-
HCI, pH 7,4, em um volume final de 200 pL. A reagdo foi iniciada através da adi¢do de ATP.
Amostras controles foram determinadas sob as mesmas condi¢des com a adi¢dao de 1,0 mM de
ouabaina. A atividade da Na",K'-ATPase foi calculada pela diferenca entre as duas
determinagdes, conforme descrito previamente por Wyse e colaboradores (1998). O fosfato

inorganico liberado (Pi) foi medido através do método de Chan e colaboradores (1986). A
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atividade especifica da enzima foi expressa em nmol de Pi liberado por minuto por mg de

proteina. Todas as medidas foram realizadas em duplicatas.

6.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média + erro padrao da média e foram analisados por
ANOVA de duas vias (medidas bioquimicas, neuroquimicas e comportamentais, depdsito de
gordura abdominal e proteina S100), ANOVA de medidas repetidas (consumo cronico de
racdo e chocolate, peso corporal), seguidas pelo teste post-hoc de Duncan quando indicado,
ou por teste t de Student (consumo agudo de alimento palatdvel e ganho de peso). O nivel de

significancia estatistica estabelecido foi de 5%.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO: ARTIGOS ORIGINAIS

Esta tese deu origem a dois artigos originais que sao apresentados em forma de sec¢des

(secao I e secao II).

7.1 SECAO I- ARTIGO 1

Estudo dos efeitos da manipulagdo neonatal sobre o comportamento alimentar, o
metabolismo dos lipidios assim como sobre a atividade de colinesterases especificas de ratas

adultas expostas cronicamente a dieta palatdvel e privadas desse tipo dieta.

Artigo 1 (submetido): da Silva Benetti C; Silveira PP; Portella AK; Matté C; Stefanello FM;
Wyse ATS; Dalmaz C; Goldani MZ. Neonatal environmental intervention alters the

vulnerability to the metabolic effects of chronic palatable diet exposure in adulthood.

Title: Neonatal environmental intervention alters the vulnerability to the metabolic effects of

chronic palatable diet exposure in adulthood.
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ABSTRACT

Previous studies have demonstrated that early environmental interventions influence the
consumption of palatable food and the abdominal fat deposition in female rats chronically
exposed to a highly caloric diet in adulthood. Our goal, in this study, was to verify the
metabolic effects of the chronic exposure, in adulthood, to a highly palatable diet, and the
response to its withdrawal in neonatally-handled and non-handled rats. We measured the
consumption of foods (standard lab chow and chocolate), body weight gain, abdominal fat
deposition, plasma triglycerides, as well as serum butyrylcholinesterase and cerebral
acetylcholinesterase activities during chronic chocolate exposure and thereafter in adult
female rats exposed or not to neonatal handling (10 min/day, 10 first days of life). We
observed that handled rats increased chocolate consumption in comparison to non-handled
animals after one week of chocolate withdrawal, these animals also decreased body weight in
the first 24 hours of chocolate withdrawal. Non-handled female rats chronically exposed to
chocolate increased abdominal fat deposition in comparison to handled animals, and this
effect remained after 30 days of chocolate withdrawal. In addition, chronic chocolate
consumption increased serum butyrylcholinesterase activity in non-handled, but not in
handled rats, and this effect disappeared after chocolate withdrawal. Chocolate deprivation
decreased cerebral acetylcholinesterase activity in both handled and non-handled animals.
These findings suggest that neonatal handling modulates the preference for palatable food and
induces a specific metabolic response that may be more adaptive in comparison to non-

handled rats.

Key words: neonatal environment, neonatal handling, feeding behavior, highly palatable
food, abdominal fat deposition, butyrylcholinesterase activity, acetylcholinesterase activity,

withdrawal.
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INTRODUCTION

It is well established that the early environment is associated with endocrine-metabolic
alterations in rats (1, 2) and humans (3) later in life. It has also been suggested that these
associations may be mediated by the programming of the hypothalamus-pituitary-adrenal
(HPA) axis activity (4, 5), one of the main systems involved in stress responses (6).

From the several experimental approaches proposed, neonatal handling is a good
research model to evaluate the effects of precocious interventions on several outcomes in
adult life. This protocol is a brief, repeated and apparently innocuous separation from the
mother during the neonatal period and is associated with increased maternal care as soon as
the pups are returned to the home-cage (7, 8, 9). Neonatally handled rats exhibit decreased
stress reactivity in adulthood (10, 11, 12, 13, 14) due to an increased density of glucocorticoid
receptors in the hippocampus (7, 13).

Neonatally handled rats also have an altered feeding behavior, demonstrating an
increased consumption of palatable food when exposed to it for short periods (15, 16). In our
previous study, we described a sex-specific protective influence of neonatal handling on
abdominal fat deposition in females after a chronic exposure to chocolate (17). Moreover,
neonatally handled rats are also less vulnerable to alterations in cerebral Na*, K'-ATPase
activity and S100B protein levels induced by chronic chocolate intake (18).

Cholinesterases (ChEs) are enzymes that catalyze the hydrolysis of choline esters (19),
being important in terminating the activation of the cholinergic system, both in the brain and
periphery. Two ChEs are present in vertebrates: acetylcholinesterase (AChE; E.C 3.1.1.7) and
butyrylcholinesterase (BuChE; E.C 3.1.1.8). BuChE is present in several tissues, including
serum, liver, heart, vascular endothelia, and the nervous system (19). A strong line of

evidence supports an association between serum butyrylcholinesterase activity with
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parameters of adiposity, the serum lipid profile and the degree of insulin resistance (20-27).
Increased butyrylcholinesterase activity in serum has been suggested to be the first sign of
increased triglycerides and lipoprotein metabolism (28). In addition, cholinesterase activities
have also been shown to be affected by exposure to stress or glucocorticoids: both GCs and
stress exposure decreased serum butyrylcholinesterase activitity, with little effect on cerebral
acetylcholinesterase activity (29, 30, 31).

This study used a protocol of chronic exposure to a highly palatable, highly caloric
diet (chocolate) and withdrawal of this diet to better understand how early life handling
affects the preference for palatable foods and protects against abdominal obesity in adult
female rats. We hypothesized that neonatally handled animals are less vulnerable to the
metabolic effects of a chronic highly palatable diet exposure, as well as, to its withdrawal. In
addition, in an attempt to understand possible mechanisms involved in these findings, cerebral
acetylcholinesterase and serum butyrylcholinesterase activities were determined both during

the chronic highly palatable diet and thereafter.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Subjects:

Pregnant Wistar rats bred at our animal facility were randomly selected. Animals were
single-housed in home cages made of Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) with the floor covered with
sawdust and were maintained in a controlled environment: standard dark/light cycle (lights on
between 07:00 h and 19:00 h), temperature of 22 + 2°C, cage cleaning once a week, food and
water provided ad libitum. All litters were culled within 24 h of birth to eight pups and

maintained intact except for handling procedures, which were carried out between 09:00h and



74

11:00h. The researcher changed gloves between manipulations of each litter to avoid the
spread of any kind of odor from nest to nest.

The day of birth was considered as day 0. Litters were weaned and separated by sex on
postnatal day 21. Two female pups were used per litter per group from the 4 groups (see
below). After weaning, rats were housed four to five per cage, and maintained undisturbed in
a controlled environment (as described above) until starting the exposure to highly palatable
food (day 60). Forty-eight female rats were used in the different experiments, derived from 15
different litters. A timeline is provided for the experiments (Figure 1). All animal procedures

were approved by the Institutional Ethical Committee (Ethical Committee, UFRGS).

Neonatal Handling model:

Non-handled group: Pups were left undisturbed with the dam until weaning. Routine
cage cleaning was suspended during this period.

Handled group: This procedure was carried out as described previously (17). The dam
was gently pulled to one side of the cage and the pups were removed from their home cage
and placed into a clean cage lined with clean paper towels. The litter was then placed in an
incubator set to maintain an ambient temperature of 30-32°C (warm water at 34° C). After 10
minutes, pups were returned to their dams. The whole litter was handled altogether (males and
females), however after weaning males were used in a different project. This procedure was
performed from day 1 to 10 following birth, and pups were then left undisturbed until

postnatal day 21.
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Exposure to palatable food:

Starting on day 60 of life, female rats were habituated to the new food. Animals were
placed individually in a lightened rectangular box (40 x 15 x 20 cm) with floor and side walls
made of wood and a glass ceiling. A previously weighed amount of chocolate (milk chocolate
® — Neugebauer) was offered during 3 min each day, for 5 days, under food restriction
(receiving about 80% of habitual ingestion). On the 6th day, rats were tested for the
consumption of palatable food, having received lab chow ad libitum for the previous 24
hours. These procedures were performed to verify whether the animals would eat chocolate as
they usually ingest other types of palatable food (15), both with and without food restriction.
After this habituation period, the animals received rat chow ad libitum. On the 83rd day of life
all animals were weighed and randomized to different groups that were housed in 3 to 4 per
cage. The groups were subdivided into 1) Non-handled + standard lab chow, 2) Non-handled
+ chocolate + standard lab chow, 3) Handled + standard lab chow and 4) Handled + chocolate
+ standard lab chow. One week later, those groups assigned to receive chocolate, with
standard chow ad libitum, started to receive chocolate ad libitum in the homecage (on the
grid, outside the cage). During 30 days, previously weighed amounts of chocolate and
standard lab chow were offered, and the remaining amount was measured each day to
evaluate the consumption. Food consumption was measured per cage and then divided by the
number of animals per cage to determine mean consumption per animal. Nutritional
composition of the diets per 100g of food used in the study is the following: standard lab
chow (290 Kcal.,CHO 56g; Protein 22¢g; Fat 4.5g) and chocolate (544 kcal.,CHO 64g; Protein
4.4¢g; Fat 30.4g). Detailed food and chocolate consumption, as well as chocolate preference
data, have already been published (17), and were reproduced in this subset of animals. To

estimate the preference for chocolate over standard lab chow, we divided the amount of
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kilocalories derived from chocolate by the total caloric intake. A group of animals (n= 24 rats)

was then sacrificed by decapitation after 6 hours of fasting.

Response to chocolate withdrawal:

After chronic exposure to chocolate, a subset of the specific groups of female rats
were deprived of chocolate for 30 days, receiving only standard lab chow and water ad
libitum. After 7 days of chocolate deprivation, we tested if neonatally handled animals would
still eat more chocolate than non-handled as they did before the chronic chocolate exposure,
and we did that by exposing them to chocolate again for a very short period of time (3
minutes). Afterwards, the rats were again chocolate deprived for 23 more days. Rats were

weighed during the first 24 hours and on the last (30™) day of chocolate deprivation.

Blood collection, brain and abdominal fat dissection:

Rats were sacrificed after 6 hours of fasting. Chow was removed at 7:00 h (at the
beginning of the light period); fasting was done during the day to minimize the possibility that
the rats ate close to tissue collection. Trunk blood was collected into heparinized tubes for
triglycerides (TG) determination. Plasma was separated and frozen at minus 20°C until the
day of analysis. Another aliquot of the blood was collected, centrifuged for 10 min at 1000 X
g, and serum was used to measure butyrylcholinesterase activity.

After decapitation, the brain was quickly removed. Cerebral cortex was dissected,
homogenized (1:10 v/v in 500 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5) and centrifuged at
1000 x g for 10 min. The supernatant was used for the enzymatic (acetylcholinesterase)

analysis. Protein concentration was 0.5-0.7 mg/ml, determined according to Bradford (32).
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The two major portions of abdominal fat (gonadal and retroperitoneal adipose tissue
depots) were dissected. Abdominal fat tissue was weighed using a scale with a precision of

0.0001g.

Plasma triglycerides and cholinesterase activity assays:

Plasma triglycerides were measured with commercial kits (Laborclin, Pinhais, PR,
Brazil). Cerebral acetylcholinesterase and serum butyrylcholinesterase activities were
measured according to the method of Ellman and colleagues (33), with modifications.
Hydrolysis rates (v) were measured at acetylthiocholine (S) concentrations of 0.8 mM in 1mL
assay solutions with 100 mM phosphate buffer, pH 7.5, and 1.0 mM 5,5'-Dithiobis-(2-
nitrobenzoic Acid) (DTNB) at 25°C. Fifty microliters of rat serum or cerebral cortex
supernatant were added to the reaction mixture and preincubated for 3 min. The hydrolysis
was monitored by formation of the thiolate dianion of DTNB at 412 nm for 2-3 min (intervals
of 30s). All samples were run in duplicate. Specific enzyme activity was expressed as pmol

ASCh per hour per milligram of protein.

Statistical analysis:

Data were expressed as mean + standard error of the mean, and were analyzed by
Two-Way (caloric intake, body weight, abdominal fat deposition, plasma triglycerides, serum
butyrylcholinesterase and cerebral acetylcholinesterase activities) or Repeated Measures
(chocolate preference) ANOVA, followed by the Duncan multiple range test, when indicated,
or by Student’s t test (feeding behavior). Significance levels for all measures were set at P<

0.05. The number of animals used was estimated from previous experiments (16, 17).
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RESULTS

Consumption and body weight gain during chronic chocolate exposure and after

withdrawal

The consumption of the diets during the 30-day-period (chronic exposure)
demonstrated no difference between non-handled and neonatally handled females,
considering the mean consumption of each cage (data not shown). Figures 2A and 2B display
chow and chocolate consumption in the first week of treatment (Repeated Measures ANOVA,
P>0.05 for handling, and P<0.001 for diet, n= 5-9 cages/group). Both groups equally
presented a decrease in the preference for chocolate over time (Repeated Measures ANOVA,
P=0.001, n= 4-5 cages/group), without interactions. As expected, groups receiving chocolate
had a higher total caloric intake, compared to the groups receiving just chow (Two-Way
ANOVA, P<0.001, n= 5-9 cages/group), without effect of neither neonatal handling nor
interaction. Food preference for blocks of 6 days during the 30-day-period of chocolate
exposure is displayed in Table 1. Seven days after chocolate withdrawal, handled females
showed higher chocolate rebound consumption in comparison to non-handled rats (Student’s t
test, P=0.011, n=13-16 rats/group, Figure 3).

Mean initial body weight was not different between handled and non-handled animals
(Student’s t test, P>0.05, n= 10-16 rats/group). All groups increased body weight over time
during the chocolate exposure (Repeated Measures ANOVA, P<0.001, n= 10-16 rats/group);
as expected, there was an interaction between time and diet (P=0.018), since weight gain was
more evident in the groups receiving chocolate (Two-Way ANOVA, P=0.001, n= 10-16
rats/group). An interaction between time x group x diet almost reached significance

(P=0.056), meaning that handled female rats receiving chocolate gained more weight in



79
comparison to non-handled ones over time. Figure 4A displays weight gain during 30 days of
this diet.

During the first 24 hours of chocolate deprivation, both neonatally handled and non-
handled groups lost weight, although there was an effect of the group (Student’s t test,
P<0.001, n= 13-16 rats/group), showing that neonatally handled females presented a more
evident decrease in body weight (Figure 4B). At the end of the 30-day-period of chocolate
deprivation, body weight gain did not differ between the groups and there was no effect of the

diet, nor interaction (Figure 4C).

Abdominal fat after chronic chocolate exposure and withdrawal

Fat deposition was expressed in relation to the body weight. As expected, groups
receiving chocolate showed more abdominal fat deposition (Two-Way ANOVA, P<0.001, n=
9-12 rats/group). An interaction between group and diet (P=0.028) was also observed: non-
handled females receiving chocolate exhibited a 60% increased abdominal fat, while handled
animals demonstrated a smaller increase (14%). When inguinal and perirenal fat deposition
were individually evaluated, it was observed that the increase induced by the diet was mainly
in inguinal fat (data not shown). Interestingly, after 30 days of chocolate withdrawal,
abdominal fat deposition was still greater in non-handled rats that received chocolate (Two-
Way ANOVA, interaction between group x diet, P=0.016, n= 6-15 rats/group), without an

isolated effect of the group or diet. These results are displayed in Figures SA and 5B.
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Plasma triglycerides after chronic chocolate exposure and withdrawal

The consumption of chocolate increased plasma triglycerides (Two-Way ANOVA,
P=0.019, n= 7-11 rats/group), without effect of the group or interaction. After chocolate
withdrawal, there was an expressive decrease in triglyceride levels, reaching concentrations of
lower than those of controls (Two-Way ANOVA, P=0.018, n= 12-16 rats/group), without any

effect of the group or interaction (Figures 6A and 6B).

Serum butyrylcholinesterase and cerebral acetylcholinesterase activities after chronic

chocolate exposure and withdrawal

When examining serum butyrylcholinesterase activity, we observed an interaction
between group and diet, showing that chocolate consumption led to an increase in serum
butyrylcholinesterase activity of non-handled rats (Two-Way ANOVA, P=0.028, n= 5-6
rats/group). However, after 30 days of chocolate withdrawal, the difference between the
groups was no longer detectable (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet, n= 6
rats/group), and no interaction was observed. Figures 7A and 7B display these results.

With regard to cerebral acetylcholinesterase activity, there was no difference between groups
(Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet, n= 5-7 rats/group) or interaction, after
chronic exposure to the palatable diet. However, after the chocolate withdrawal period, there
was a decrease in cerebral acetylcholinesterase activity in both neonatally handled and non-
handled groups (Two-Way ANOVA, P=0.011, n= 5 rats/group). These results are shown in

Figures 8A and 8B.
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DISCUSSION

The main findings of the current study purposed that an early environmental
intervention can modulate behavioral and metabolic effects of chronic exposure to a highly
palatable diet in adulthood. We observed that neonatally handled rats recovered their
increased palatable food intake when they are exposed to it after a short period of chocolate
withdrawal. In addition, these animals exhibited an attenuated increase in abdominal fat
deposition and in serum butyrylcholinesterase activity after a long-term exposure to highly
palatable food.

Neonatally handled female rats increased chocolate consumption in comparison to
non-handled females after 7 days of chocolate withdrawal. It is well established that handled
animals have an increased consumption of highly palatable food (16, 17); similarly to
previous reports of long-term exposure to palatable diet (17, 34), the preference for chocolate
tended to decrease over time in both handled and non-handled female rats. Therefore, it could
be suggested that handled animals chronically exposed to a highly palatable diet are able to
inhibit their inherent preference and decrease the consumption of this type of food if exposed
to it chronically, which would be in accordance with our previous data (17). It is also
important to consider that this palatable food was offered to the animals in addition to rat
chow, both ad libitum. Moreover, they recover their preference for this food after a few days
of withdrawal. Being less prone to suffer the metabolic effects of this type of diet, these
animals seem to have a particular ability to manage their natural increased preference for
palatable food, depending on the previous meals and on the food availability.

One possible explanation for this is the well-documented decrease in responsiveness to
stress in handled rats (10, 13). It has been shown that the balance between glucocorticoids and

insulin has a fundamental role in regulating palatable food consumption and energy storage
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(35). Although not statistically significant, the mean increase in body weight in neonatally
handled rats is actually smaller than in non-handled ones. It is possible that handled animals
have a differential balance between these hormones, in which an increased preference is seen
accompanying a better strategy to deal with a caloric overload. This would be in accordance
with the recent description that high intake of palatable food in rats predicts binge-eating
independently of the susceptibility to obesity (36). In the current study, handled animals seem
to be prone to binge-eating but this is not correlated with an increased susceptibility to
excessive body weight gain, possibly due to a particular hormonal balance involved in energy
intake and expenditure.

In our study, all groups increased their body weight gain over time, especially those
chronically exposed to chocolate, as expected (37). Twenty-four hours of chocolate
withdrawal decreased body weight in both groups, as also described previously (37), but the
effect was more evident in neonatally handled animals. This finding suggests that handled
animals might have a greater sensibility to chocolate withdrawal, in comparison to non-
handled animals, since total caloric intake did not differ between the groups. It has been
shown that withdrawal from exposure to a chronic highly palatable diet reverses the decreased
glucose tolerance and hyperinsulinemia, but not the increased pancreatic islet blood perfusion
induced by the diet (38). It is possible that a differential susceptibility to the effects of the diet
in the handled rats may lead to a specific modulation of appetite and energy expenditure
through peripheral signals, such as insulin and leptin.

Another explanation for the greater decrease in body weight, in handled compared to
non-handled animals, after twenty-four hours of chocolate withdrawal may be a failure in the
metabolic adaptation of these animals, due to the absence of the palatable food. It has been
established that highly caloric diets induce alterations in the metabolic rate of glucose

utilization (39) and oxidative stress (39, 40). Other approaches demonstrate increases in UCP-
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1, Mc4R and CART gene expression, as an immediate result of highly caloric diet
consumption (41), and it is possible that these two groups (handled and non-handled animals)
demonstrate differences in these diet-induced alterations. In the current study, acute body
weight loss in handled animals indicates a particular vulnerability of these animals when they
are challenged with chocolate withdrawal during a period of few hours. It is possible that
body weight in handled rats is more immediately affected by diet withdrawal than in non-
handled animals, as a result of an inadequate maintenance of their metabolic response.
Alternatively, since handled rats have a higher consumption of sweet food in comparison to
non-handled animals, this withdrawal could lead to more frustration, at least when they are
acutely challenged. However, this result deserves further investigation.

In this study, we show that neonatal handling is associated with an attenuated
abdominal fat accumulation in female rats chronically exposed to a palatable diet, confirming
previous findings (17). In addition, after 30 days of chocolate withdrawal, handled animals
still demonstrated less abdominal fat than non-handled animals, suggesting that handled
animals do not carry some of the persistent effects of the palatable diet to the same extend that
non-handled animals do. Since glucocorticoids modulate the production of leptin by the
adipose tissue (42), it is possible that a differential peripheral tissue sensitivity to
glucocorticoids and, consequently, alterations in plasma leptin and/or in its central action are
involved. Although we did not see differences in baseline measurements of leptin between
handled and non-handled males in previous studies (16), other groups have reported
differences in baseline and stress-induced plasma leptin between handled and non-handled
animals (12).

Chronic exposure to chocolate increased plasma triglycerides, as expected (43).
Previously, no differences were observed in basal insulin, glucose and glucocorticoids

between handled and non-handled animals (17). In addition, 30 days of chocolate withdrawal
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was enough time to decrease plasma triglycerides in neonatally handled and non-handled rats,
with both groups reaching lower values than their respective controls. This was surprising, as
another study shows that plasma triglycerides return to baseline after withdrawal of a chronic
highly palatable diet (44). However, the authors used a period of seven weeks between the
discontinuation of the diet and triglycerides evaluation, which may account for the differences
between the two studies. Another explanation to this effect on triglyceride levels after
chocolate withdrawal might be an overcompensation as a result of the chronic chocolate
exposure, however, as far as is our knowledge, there is no study demonstrating this finding,
therefore, this effect deserves more investigation.

Serum butyrylcholinesterase activity was increased in non-handled rats after long-term
exposure to chocolate, but not in handled ones. This is an interesting finding, because it has
been reported that serum butyrylcholinesterase activity is positively associated with risk
factors for cardiovascular disease, such as insulin resistance, plasma triglycerides and body fat
deposition (21, 22, 23, 45). Although we did not observe a difference in plasma triglycerides
between the groups, an evident difference in relation to abdominal fat deposition was found,
which may agree with the above statement. Therefore, it is possible that neonatally handled
rats do not develop abdominal obesity and this is related to the lack of increase in serum
butyrylcolinesterase activity seen in these animals when compared to non-handled rats.
Interestingly, a recent paper demonstrates that the use of albumin-BChE prevented cocaine-
induced reinstatement of drug seeking in rats (46). Although the authors demonstrate that
albumin-BChE administration does not influence food-rewarded behavior or impulsivity for
food, they used regular chow and not palatable pellets for their testing. Facing the similarities
between drug addiction and palatable food eating (47), it is possible that a lack of increase in

serum butyrylcholinesterase activity in neonatally handled rats after chronic chocolate
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exposure is related with the reinstatement of the preference for chocolate seen in this group
after the 7 days withdrawal period.

Even though chocolate consumption did not affect cerebral acetylcholinesterase
activity, chocolate withdrawal decreased the enzyme activity in both handled and non-handled
rats. Interestingly, the use of AChE inhibitors has been reported to have anti-withdrawal
properties in a model of morphine dependence (48) and to attenuate the self-administration of
low-dose cocaine as well as non-drug reinforcers (49). Therefore, it is possible that the
decreased cerebral acetylcholinesterase activity seen after chocolate withdrawal is a coping
strategy to deal with the absence of the palatable food, or a natural reaction to the withdrawal
of the highly palatable food. Another interesting finding is that the AChE activity in brain cell
cultures varies according to the exposure to plasma from fed or fasted animals (50),
suggesting that a meal related factor may play a role in our findings, as well.

Regarding acetylcholine (the substrate of cholinesterases) some evidences have
demonstrated increases in central acetylcholine levels after food intake (51, 52). In addition,
acetylcholine levels in the brain can also be affected by the body weight gain (52).
Interestingly, a recent case report describes a woman with anorexia nervosa with a clinical
myogenic syndrome form mimicking myasthenia gravis, completely reversed by chocolate
intake (53). Although the mechanisms were not clear, it is possible that acetylcholine is
involved.

In summary, neonatally handled animals recover their preference for palatable food
after a short period of withdrawal, and this is accompanied by maintenance in the pattern of
serum butyrylcholinesterase activity. These animals also lose more weight and do not
accumulate abdominal fat as much nor as persistently as non-handled animals. Supposing that
these animal model’s findings could be translated into humans, one could propose that early

life events could potentially affect feeding behavior persistently (54). On the other hand,
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neonatal rearing conditions also influence the susceptibility to the damaging effects of being
chronically exposed to palatable food, or to its withdrawal. In an era of high prevalence of
obesity and prompt availability of palatable food, the knowledge that early experiences can
determine an individual’s vulnerability and resilience to nutritional challenges in adulthood

may be of interest to propose insights into prevention and therapies.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1: Timeline of treatments schedule: PND, postnatal day; PD, palatable diet

(chocolate).

Figure 2: Standard lab chow and chocolate consumption in handled and non-handled adult
female rats during the first week of treatment. Data are expressed as mean + S.E.M. (A) Mean
rat chow consumed. (B) Mean chocolate consumed. o NH_chow; m NH_chocolate; A
H_chow; A H_chocolate. Repeated measures ANOVA showed an effect of diet (P<0.001).

N=5-9 cages/group. 0 non-handling; m handling.

Figure 3: Feeding behavior, expressed as mean + S.E.M of chocolate consumed/rat during
acute exposure to this type of food after 7 days of chocolate deprivation. N= 13-16 rats/group.
Handled female rats consumed more chocolate during this short period of exposure than non-

handled rats (Student’s t test, P=0.011).

Figure 4: Body weight gain during chronic chocolate exposure followed by chocolate
deprivation in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of body weight
gain during chronic chocolate exposure. N= 10-16 rats/group. Chocolate consumption
increased body weight gain (Two-Way ANOVA, P=0.001). (B) Mean + S.E.M of body
weight gain/lost after the first 24h of chocolate deprivation. N= 13-16 rats/group. Neonatally-
handled females presented a more evident decrease in the body weight (Student’s t test,
P<0.001). (C) Mean + S.E.M of body weight gain after a 30-day-period of chocolate
deprivation. N= 13-16 rats/group. Body weight gain did not differ between the groups

(Student’s t test, P>0.050).
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Figure 5: Abdominal fat deposition after chronic chocolate exposure followed by chocolate
deprivation in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of abdominal
fat/body weight ratio after chronic chocolate exposure. N= 9-12 rats/group. Chocolate
consumption increased abdominal fat deposition (Two-Way ANOVA, P<0.001). There was
an interaction between group x diet (P=0.028). (B) Mean + S.E.M of abdominal fat/body
weight ratio after chocolate deprivation. N= 6-15 rats/group. Abdominal fat deposition was
still increased after chocolate deprivation in non-handled rats that had received chocolate

(Two-Way ANOVA, interaction between group x diet, P=0.016).

Figure 6: Plasma triglyceride levels after chronic chocolate exposure followed by chocolate
deprivation. (A) Mean + S.E.M of plasma triglyceride levels after chronic chocolate exposure.
N= 7-11 rats/group. Chocolate consumption increased triglyceride levels (Two-Way
ANOVA, P=0.019). (B) Mean + S.E.M of plasma triglyceride levels after chocolate
deprivation. N= 12-16 rats/group. After a 30-day-period of chocolate deprivation, rats

presented a decrease in triglyceride levels (Two-Way ANOVA, P=0.018).

Figure 7: Serum butyrylcholinesterase activity after chronic chocolate exposure followed by
chocolate deprivation. (A) Mean + S.E.M of serum butyrylcholinesterase activity after
chronic chocolate exposure. N= 5-6 rats/group. Chocolate consumption led to an increase in
the serum butyrylcholinesterase activity in non-handled rats (interaction between group x diet,
Two-Way ANOVA, P=0.028). (B) Mean + S.E.M of serum butyrylcholinesterase activity
after chocolate deprivation. N= 6 rats/group. After 30 days of chocolate deprivation, this

activity did not differ between the groups (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Figure 8: Cerebral acetylcholinesterase activity after chronic chocolate exposure followed by
chocolate deprivation. (A) Mean + S.E.M of cerebral acetylcholinesterase activity after
chronic chocolate exposure. N= 5-7 rats/group. During chocolate consumption, cerebral
acetylcholinesterase activity did not differ between the groups (Two-Way ANOVA, P>0.05).
(B) Mean + S.E.M of cerebral acetylcholinesterase activity after chocolate deprivation. N= 5
rats/group. After chocolate deprivation, this activity was decreased in handled and non-

handled female rats (Two-Way ANOVA, P=0.011).
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Figure 1: Timeline of treatments schedule: PND, postnatal day; PD, palatable diet
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Figure 2: Standard lab chow and chocolate consumption in handled and non-handled adult
female rats during the first week of treatment. Data are expressed as mean + S.E.M. (A) Mean
rat chow consumed. (B) Mean chocolate consumed. o NH_chow; m NH_chocolate; A
H_chow; A H_chocolate. Repeated measures ANOVA showed an effect of diet (P<0.001).

N= 5-9 cages/group. 0 non-handling; m handling.
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Figure 3: Feeding behavior, expressed as mean + S.E.M of chocolate consumed/rat during
acute exposure to this type of food after 7 days of chocolate deprivation. N= 13-16 rats/group.
Handled female rats consumed more chocolate during this short period of exposure than non-

handled rats (Student’s t test, P=0.011).
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Figure 4: Body weight gain during chronic chocolate exposure followed by chocolate
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gain during chronic chocolate exposure. N= 10-16 rats/group. Chocolate consumption
increased body weight gain (Two-Way ANOVA, P=0.001). (B) Mean + S.E.M of body
weight gain/lost after the first 24h of chocolate deprivation. N= 13-16 rats/group. Neonatally-
handled females presented a more evident decrease in the body weight (Student’s t test,
P<0.001). (C) Mean + S.E.M of body weight gain after a 30-day-period of chocolate
deprivation. N= 13-16 rats/group. Body weight gain did not differ between the groups

(Student’s t test, P>0.050).
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Figure 5: Abdominal fat deposition after chronic chocolate exposure followed by chocolate
deprivation in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of abdominal
fat/body weight ratio after chronic chocolate exposure. N= 9-12 rats/group. Chocolate
consumption increased abdominal fat deposition (Two-Way ANOVA, P<0.001). There was
an interaction between group x diet (P=0.028). * Significantly different from all other groups
(Duncan’s multiple range test, P= 0.05). (B) Mean + S.E.M of abdominal fat/body weight
ratio after chocolate deprivation. N= 6-15 rats/group. Abdominal fat deposition was still

increased after chocolate deprivation in non-handled rats that had received chocolate (Two-
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Way ANOVA, interaction between group x diet, P=0.016). * Significantly different from

handled group (Duncan’s multiple range test, P=0.05).
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Figure 6: Plasma triglyceride levels after chronic chocolate exposure followed by chocolate

deprivation. (A) Mean + S.E.M of plasma triglyceride levels after chronic chocolate exposure.

N= T7-11 rats/group. Chocolate consumption increased triglyceride levels (Two-Way

ANOVA, P=0.019). (B) Mean + S.E.M of plasma triglyceride levels after chocolate

deprivation. N= 12-16 rats/group. After a 30-day-period of chocolate deprivation, rats

presented a decrease in triglyceride levels (Two-Way ANOVA, P=0.018).
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Figure 7: Serum butyrylcholinesterase activity after chronic chocolate exposure followed by
chocolate deprivation. (A) Mean + S.E.M of serum butyrylcholinesterase activity after
chronic chocolate exposure. N= 5-6 rats/group. Chocolate consumption led to an increase in
the serum butyrylcholinesterase activity in non-handled rats (interaction between group x diet,
Two-Way ANOVA, P=0.028). (B) Mean + S.E.M of serum butyrylcholinesterase activity
after chocolate deprivation. N= 6 rats/group. After 30 days of chocolate deprivation, this

activity did not differ between the groups (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Figure 8: Cerebral acetylcholinesterase activity after chronic chocolate exposure followed by

chocolate deprivation. (A) Mean + S.E.M of cerebral acetylcholinesterase activity after

chronic chocolate exposure. N= 5-7 rats/group. During chocolate consumption, cerebral

acetylcholinesterase activity did not differ between the groups (Two-Way ANOVA, P>0.05).

(B) Mean + S.E.M of cerebral acetylcholinesterase activity after chocolate deprivation. N=5

rats/group. After chocolate deprivation, this activity was decreased in handled and non-

handled female rats (Two-Way ANOVA, P=0.011).
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Table 1. Macronutrient composition of the diets / 100g of food used in the study.

CHO, carbohydrates.

Foods Kcalories CHO (g) Protein (g) Fat(g) Fiber (g)

Standard rat chow 290 56 22 4.5 492

Chocolate 544 64 4.4 30.4 0
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Table 2. Chocolate preference of handled and non-handled female rats during the 30-day-

period of exposure to the palatable diet.

Day 1 Day 6 Day 12 Day 18 Day 24 Day 30
Group

Non-handled  0.88+0.02 0.75+0.04 0.72+0.05 0.74+0.02 0.7240.02 0.70+0.01

Handled 0.85+0.01 0.75+0.03 0.74+0.04 0.74+0.02 0.73+0.02 0.70+0.04

Data are shown as mean + standard error of the mean. N = 4-5 cages/group. Chocolate
preference decreased over time (Repeated Measures ANOVA, effect of time, P=0.001, n=

4-5 cages/group).
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RESUMO

Estudos prévios demonstram que interveng¢des ambientais precoces influenciam o consumo de
alimento palatdvel e o dep6sito de gordura abdominal em ratas fémeas expostas cronicamente
a uma dieta hipercalérica na vida adulta. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
verificar os efeitos metabdlicos da exposi¢do cronica a uma dieta palatiavel (chocolate) e a
resposta a sua retirada em animais adultos manipulados e nao-manipulados durante o periodo
neonatal. Foram avaliados o consumo de alimentos (racdo padrdo e chocolate), o ganho de
peso corporal, o depdsito de gordura abdominal, os niveis de triglicerideos no plasma, assim
como a atividade das colinesterases no soro € no cortex cerebral durante a exposi¢ao crénica
ao alimento palatdvel e apds a privagdo desse tipo de alimento em ratas fémeas adultas
expostas ou ndo a manipulacdo neonatal (10 min/dia, 10 primeiros dias de vida). Animais
manipulados durante o periodo neonatal consumiram mais chocolate apés 7 dias de privagao a
esse tipo de alimento quando comparados com animais controle, esses animais também
demonstraram uma reducdo no peso corporal apds as primeiras 24 horas de privacdo de
chocolate. Ratas fémeas ndo manipuladas no periodo neonatal e cronicamente expostas ao
chocolate na vida adulta demonstraram maior depdsito de gordura abdominal em comparagdao
com fémeas manipuladas e esse efeito persistiu apés 30 dias de privacdo ao chocolate. O
consumo de chocolate induziu um aumento na atividade da colinesterase no soro em animais
nao manipulados, mas ndo em animais manipulados, e esse efeito disapareceu apds 30 dias de
privacdo ao chocolate. A abstinéncia de chocolate reduziu a atividade da colinesterase
cerebral nos dois grupos (manipulados e nao manipulados). A reunido desses achados sugere
que a manipulacao nos primeiros 10 dias de vida modula a preferéncia por alimento palatavel
e induz uma resposta metabdlica especifica que pode ser mais adaptativa em comparacao com

animais nao manipulados no periodo neonatal.
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Palavras-chave: ambiente neonatal, manipulacdo neonatal, comportamento alimentar,

alimento palatdvel, depdsito de gordura abdominal, colinesterase, abstinéncia.

Abreviaturas: BuChE, butirilcolinesterase, AChE, acetilcolinesterase, ChE, colinesterase,

HPA, hipotdlamo-pituitdria-adrenal.
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INTRODUCAO

Relatos prévios t€ém demonstrado que o ambiente precoce estd associado com
alteracdes enddcrino-metabdlicas em animais (1, 2) e humanos (3) mais tarde na vida. Além
disso, foi sugerido que essas associacdoes podem ser mediadas pela programacao da atividade
do eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA) (4, 5), um dos principais sistemas envolvidos na
resposta ao estressse (6).

Considerando as vérias abordagens experimentais propostas, a manipulagdo neonatal
consiste em um modelo de pesquisa adequado para avaliar os efeitos de uma intervencao
precoce sobre desfechos diversos na vida adulta. Este protocolo se caracteriza por uma breve,
repetida e aparentemente indcua separacao materna durante o periodo neonatal e é descrito
por induzir um aumento no cuidado maternal imediatamente apds o retorno dos filhotes a
caixa-moradia (7, 8, 9). Animais manipulados no periodo neonatal demonstram uma reduzida
reatividade ao estresse quando adultos (10, 11, 12, 13, 14) devido a uma maior densidade dos
receptores para glicocorticéides (GCs) no hipocampo (7, 13).

A manipulagdo neonatal também altera o comportamento alimentar, onde se observa
um maior consumo de alimentos palatdveis quando animais manipulados sdo expostos a esse
tipo de alimento por curtos periodos de tempo (15, 16). Em nosso estudo anterior, foi descrito
um efeito protetor género-especifico da manipulagdo neonatal sobre o depdsito de gordura
abdominal em ratas fémeas adultas cronicamente expostas ao chocolate (17). Também
identificamos que ratas manipuladas no periodo neonatal sio menos vulnerdveis a alteracoes
na atividade da enzima Na®, K'-ATPase cerebral, bem como nos niveis da proteina S100B,
induzidos pelo consumo cronico de chocolate (18).

Colinesterases (ChEs) sdo enzimas que catalizam a hidrdlise do neurotransmissor

acetil-colina em ésters de colina (19), sendo fundamental para que o neurdnio colinérgico
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retorne ao seu estado de repouso apds a ativagdo no cérebro bem como na periferia. Duas
classes de ChEs estdo presentes nos vertebrados: acetilcolinesterase (AChE; E.C 3.1.1.7) e
butirilcolinesterase (BuChE; E.C 3.1.1.8). A BuChE esta presente em vérios tecidos incluindo
soro, figado, coracdo, endotélio vascular e sistema nervoso (19). Evidéncias de associacdo
entre a atividade da ChE no soro e parametros de adiposidade, perfil de lipidios no plasma e o
grau de resisténcia a insulina tém sido descritas (20-27). A atividade aumentada da ChE no
soro foi sugerida por ser o primeiro sinal de aumento nos niveis de trigliceridios e no
metabolismo de lipoproteinas (28). Adicionalmente, a atividade das ChEs é afetada pela
exposi¢do ao estresse ou aos glicocorticoides: os GCs assim como a exposi¢do ao estresse
diminuem a atividade da ChE no soro e um pequeno efeito na atividade da ChE cerebral foi
demonstrado (29, 30, 31).

O presente estudo utilizou um protocolo de exposi¢ao cronica a uma dieta palativel e
hipercaldrica (chocolate), bem como a retirada espontanea dessa dieta com o objetivo de
melhor compreender de que maneira a manipulac@o precoce afeta a preferéncia por alimentos
palataveis e protege contra o desenvolvimento de obesidade abdominal em ratas fémeas
adultas. Nossa hipétese foi de que animais manipulados no periodo neonatal sdo menos
vulneraveis aos efeitos metabdlicos da exposi¢cdo cronica a uma dieta palatdvel assim como a
sua retirada. Além disso, na tentativa de entender os possiveis mecanismos envolvidos nestes

achados, foram determinadas as atividades das colinesterases no cortex cerebral e no soro

durante a exposi¢do cronica a dieta palatdvel e apds a sua retirada.
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Animais:

Ratas Wistar prenhes provenientes do Instituto de Biociéncias (UFRGS) foram
randomicamente selecionadas. Os animais foram colocados individualmente em caixas-
moradia confeccionadas em Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) com piso coberto por maravalha e
foram mantidos em um ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro de 12h (luzes acesas
entre 07:00 h e 19:00 h), temperatura de 22 + 2°C, limpeza semanal das caixas, ra¢do padrdo e
agua ad libitum. Todas as ninhadas foram padronizadas em oito filhotes nas primeiras 24h
apés o nascimento e mantidas intactas, exceto para os procedimentos de manipulacdo que
foram realizados entre as 09:00h e 11:00h. O pesquisador tinha o cuidado de trocar as luvas
entre a manipulacdo de cada ninhada, para evitar a dispersao de qualquer tipo de odor de uma
ninhada para outra.

O dia do nascimento foi considerado o dia O (zero). As ninhadas foram desmamadas e
separadas por sexo no dia 21 pds-natal. Foram utilizadas duas fémeas da mesma ninhada para
0 mesmo grupo, considerando os 4 grupos (ver abaixo). Apds o desmame, as ratas fémeas
foram mantidas em torno de quatro a cinco por caixa, em ambiente controlado (conforme
descrito acima) e sem qualquer tipo de manipulacdo até o inicio da exposicdo ao alimento
palatavel (dia 60). Um total de 48 ratas fémeas foi utilizado em diferentes experimentos,
sendo essas derivadas de 15 ninhadas. A linha do tempo esquematiza os experimentos (Figura
1). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul — UFRGS, Brasil.
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Modelo de Manipulacdo Neonatal:

Grupo nao-manipulado: Filhotes permaneceram com a mae, sem manipulacio
neonatal, até o desmame. A limpeza rotineira das caixas foi interrompida durante esse
periodo.

Grupo manipulado: Este procedimento foi realizado conforme anteriormente descrito
(17). A mae foi gentilmente afastada para um lado da caixa-moradia e os filhotes foram
removidos do ninho e colocados dentro de uma caixa limpa forrada com papel toalha. Entao, a
ninhada foi colocada em uma incubadora ajustada para manter uma temperatura ambiente de
30-32°C (temperatura da dgua de 34° C), enquanto a mae foi mantida na caixa-moradia
posicionada ao lado da incubadora. Apds 10 minutos, os filhotes (machos e fé€meas)
retornaram para sua respectiva mde. Toda a ninhada foi manipulada a0 mesmo tempo
(machos e fémeas), entretanto, apés o desmame, machos foram utilizados em outro
experimento. Este procedimento foi realizado do dia 1 ao dia 10 pds-natal, em seguida, os

filhotes foram mantidos com a mae, sem manipulacdo, até o dia 21 pds-natal.

Exposicdo ao alimento palatdvel:

A partir do dia 60 de vida, as ratas foram habituadas a um novo ambiente contendo um
alimento novo. Neste experimento, as fémeas foram colocadas individualmente em uma caixa
retangular (40 x 15 x 20 cm) com partes inferior e laterais revestidas em madeira e parte
superior em vidro transparente. Uma por¢do de chocolate pesada previamente (chocolate ao
leite — Neugebauer®) foi colocada em uma das extremidades da caixa-corredor. As ratas
foram habituadas a esse ambiente por 5 dias, durante 3 minutos cada dia, sob restricdo

alimentar (recebendo em torno de 80% do consumo habitual). No 6° dia, as ratas foram



116

testadas para o consumo de alimento palatavel, apds terem recebido ragdo padrao ad libitum
nas 24 horas prévias. Esses procedimentos foram realizados para verificar se as ratas fémeas
comeriam o chocolate da mesma forma que elas comumente ingerem outros tipos de
alimentos palataveis (15), com e sem restri¢do alimentar. Apés esse periodo de habituagdo, as
ratas receberam racdo padrio ad libitum. No 83° dia de vida, todas as ratas foram pesadas e
randomizadas em diferentes grupos, sendo colocadas em ndmeros de 3 a 4 por caixa. Os
grupos foram subdivididos em 1) Nao-manipulada + ragdo padrdo, 2) Nao-manipulada +
chocolate + ragdo padrdo, 3) Manipulada + racdo padrdo e 4) Manipulada + chocolate + racao
padrao. Uma semana depois, grupos especificos comecaram a receber chocolate, com ragao
padrdo, ad libitum na caixa-moradia. Durante 30 dias, por¢cdes previamente pesadas de
chocolate e de ragdao padriao foram oferecidas e a quantidade restante foi medida diariamente
para avaliar o consumo. O consumo de alimentos foi medido por caixa e entdo dividido pelo
nimero de animais em cada caixa para determinar o consumo médio por animal. Segue
abaixo a descricdo da composi¢dao nutricional das dietas por 100g de alimento utilizado no
estudo: ragdo-padrdao (290 kcal.,HC 56g; Proteina 22g; Gordura 4,5g) e chocolate (544
kcal ,HC 64g; Proteina 4,4g; Gordura 30,4g). O consumo de racao e chocolate, assim como os
dados de preferéncia pelo alimento palatdvel foram descritos em detalhes previamente (17) e
foram reproduzidos neste estudo. A preferéncia pelo chocolate foi estimada através da razao
entre a quantidade de calorias provenientes do chocolate € o consumo caldrico total. Passados
30 dias de exposi¢do a dieta palatdvel, um grupo de animais (n= 24 ratas) foi sacrificado por

decapitacdo ap6s 6 horas de jejum.
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Resposta a privacdo de chocolate:

Apés a exposicdo crénica ao chocolate, um grupo especifico de ratas fémeas foi
privado de chocolate durante 30 dias, recebendo somente ra¢do padrdo e dgua ad libitum.
Ap6s 7 dias de privagdo de chocolate, nds testamos se as ratas manipuladas ainda comeriam
mais chocolate que as nao-manipuladas assim como quando foram testadas antes da
exposi¢ao cronica ao chocolate. Para isso, as ratas foram novamente expostas ao chocolate
durante um curto periodo de 3 minutos e o consumo foi medido. Em seguida, as ratas foram
privadas de chocolate por mais 23 dias. Elas foram pesadas durante as primeiras 24 horas e no

ultimo dia (30° dia) de abstinéncia de chocolate.

Amostras de sangue, dissecgcdo de estruturas cerebrais e gordura abdominal:

Os animais foram sacrificados ap6s 6h de jejum. A racdo padrao foi removida as 7:00h
(inicio do ciclo claro); o jejum foi realizado durante o dia para minimizar a possibilidade dos
animais consumirem algum alimento préximo ao hordrio da coleta dos tecidos. O sangue do
tronco encefdlico foi coletado em tubos contendo anti-coagulante (heparina) para a
determinacdo de trigliceridios (TG). O plasma foi separado e congelado a - 20°C até o dia das
andlises. Uma outra aliquota de sangue foi coletada, centrifugada a 1000 X g por 10 minutos e
o soro foi utilizado para determinar a atividade da enzima colinesterase.

O cérebro foi removido imediatamente apds a decapitacdo. O coértex cerebral foi
dissecado, homogeneizado (1:10 v/v em 500 mM solucdo tampao de fosfato de potassio, pH
7,5) e centrifugado a 1000 X g durante 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a anélise
enzimatica (acetilcolinesterase). A concentracdo da proteina foi 0,5-0,7 mg/ml, determinada

pelo método de Bradford (32).
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As duas maiores por¢des da gordura abdominal (gonadal e retroperitoneal) foram
dissecadas. O tecido de gordura abdominal foi pesado utilizando uma balanca com precisao

de 0,0001¢.

Determinacdo de trigliceridios no plasma e atividade das colinesterases:

Os niveis de trigliceridios no plasma foram determinados utilizando um kit comercial
(Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). A atividade das colinesterases, no soro e cortex cerebral, foi
determinada pelo método de Ellman e colaboradores (33), com modificagdes. As taxas de
hidrdlise (v) foram medidas em concentracdes de acetiltiocolina (ASCh) de 0,8 mM em ImL
de solucdes de ensaio com 100 mM de tampao fosfato, pH 7,5, e 1,0 mM 5,5’-Ditiobis-(2-
acido nitrobenzoéico) (DTNB) a 25°C. 50 pL de soro ou de sobrenadante de cortex cerebral
foram adicionados a solucdo reagente e pré-incubados durante 3 minutos. A hidrélise foi
monitorada através da formacdo do di-anion tiolato de DTNB em 412 nm por 2-3 minutos
(intervalos de 30s). Todas as amostras foram realizadas em duplicatas. A atividade da enzima

foi expressa em pmol ASCh hidrolisada por hora por miligrama de proteina.

Andlise Estatistica:

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média e foram analisados por
ANOVA de duas vias (consumo caldrico, peso corporal, depdsito de gordura abdominal,
trigliceridios no plasma, atividade da butirilcolinesterase e da acetilcolinesterase) ou ANOVA
de medidas repetidas (preferéncia pelo chocolate), seguidas pelo teste post-hoc de Duncan

quando indicado, ou por teste t de Student (comportamento alimentar). O nivel de
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significancia estatistica estabelecido foi de 5%. O nimero de animais utilizado foi estimado a

partir de experimentos prévios (16, 17).

RESULTADOS

Consumo e ganho de peso corporal durante exposicdo cronica ao chocolate e apds

privacdo deste alimento

O consumo das dietas durante o periodo de 30 dias (exposi¢cdo cronica) nao diferiu
entre animais manipulados e ndo-manipulados no periodo neonatal, considerando o consumo
médio por caixa (dados ndo mostrados). As figuras 2A e 2B apresentam o consumo de
chocolate na primeira semana de exposicao a dieta (ANOVA de medidas repetidas, P>0,05
para manipulacdo e P<0,001 para dieta, n= 5-9 caixas/grupo). Ratas manipuladas assim como
ndo-manipuladas nos primeiros dias pds-natal apresentaram uma diminui¢do na preferéncia
pelo chocolate ao longo do tempo de exposi¢dao (ANOVA de medidas repetidas, P=0,001, n=
4-5 caixas/grupo), nenhuma interagdo foi observada. Conforme esperado, os grupos que
receberam chocolate demonstraram uma maior ingestdo caldrica total quando comparados
com os grupos que receberam somente ragao padrao (ANOVA de duas vias, P<0,001, n= 5-9
caixas/grupo), sem efeito da manipulacdo neonatal nem interacdes. A preferéncia pelo
alimento palatdvel, medida em blocos de 6 dias durante o periodo de 30 dias de exposi¢ao ao
chocolate, estd demonstrada na Tabela 1. Apods sete dias de privacdo de chocolate, ratas
fémeas manipuladas exibiram um maior consumo rebote de chocolate em comparacdo com as
nao-manipuladas (teste t de Student, P=0,011, n= 13-16 animais/grupo, Figura 3).

O peso basal médio nao foi diferente entre as ratas manipuladas e ndo-manipuladas
(teste t de Student, P>0,05, n= 10-16 ratas/grupo). Todos os grupos aumentaram o peso

corporal com o passar do tempo de exposicdo ao chocolate (ANOVA de medidas repetidas,
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P<0,001, n= 10-16 animais/grupo); conforme esperado, uma interacdo entre tempo e dieta
(P=0,018) foi observada, mostrando um ganho de peso mais evidente nos grupos que
receberam chocolate (ANOVA de duas vias, P=0,001, n= 10-16 ratas/grupo). Uma interagao
entre tempo x grupo x dieta quase alcancgou significancia estatistica (P=0,056), demonstrando
que ratas fémeas manipuladas que receberam chocolate ganharam mais peso corporal ao
longo do tempo quando comparadas com ratas ndo-manipuladas. Figura 4A exibe o ganho de
peso corporal durante os 30 dias de exposi¢ao a dieta.

Durante as primeiras 24h de privagdao de chocolate animais manipulados bem como
animais ndo-manipulados no periodo neonatal perderam peso corporal, porém um efeito do
grupo (teste t de Student, P<0,001, n= 13-16 ratas/grupo) mostrou que ratas fémeas
manipuladas t€tm uma reducdo mais evidente no peso corporal (Figura 4B). Ao final do
periodo de 30 dias de privagdao de chocolate, o ganho de peso corporal ndo diferiu entre os

grupos e nao foi obsevado efeito da dieta nem interacao (Figura 4C).

Gordura abdominal apds exposicdo cronica ao chocolate e apos privagdo deste

alimento

O depésito de gordura abdominal foi expresso em relagdo ao peso corporal dos
animais. Conforme esperado, os grupos que receberam chocolate mostraram um maior
acimulo de gordura abdominal (ANOVA de duas vias, P<0,001, n= 9-12 animais/grupo).
Uma interacdo entre grupo e dieta foi observada (P=0,028) demonstrando que animais nao-
manipulados recebendo chocolate tinham um aumento de 60% na gordura abdominal,
enquanto que animais manipulados demonstraram um aumento mais discreto (14%). Quando
os depdsitos de gordura inguinal e perirenal foram avaliados individualmente, observou-se

que o aumento induzido pela dieta foi principalmente na gordura inguinal (dados ndo
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mostrados). Apdés 30 dias de privagdo de chocolate, o depdsito de gordura abdominal
permaneceu aumentado nos animais nao-manipulados que receberam chocolate (ANOVA de
duas vias, interacao entre grupo x dieta, P=0,016, n= 6-15 animais/grupo), sem efeito isolado

do grupo ou dieta. Estes resultados sdo apresentados nas Figuras SA e 5B.

Niveis de trigliceridios no plasma apos exposicdo cronica ao chocolate e apds

privacdo deste alimento

O consumo de chocolate induziu um aumento nos niveis de trigliceridios plasmaticos
(ANOVA de duas vias, P=0,019, n= 7-11 ratas/grupo), porém nenhum efeito do grupo ou
interacdo foi observado. Apds o periodo de privacdo de chocolate, uma reducdo expressiva
nos niveis de trigliceridios foi observada, alcangando concentra¢des mais baixas que as de
animais controles (ANOVA de duas vias, P=0,018, n= 12-16 ratas/grupo), sem efeito do

grupo ou interacdo (Figuras 6A e 6B).

Atividade da colinesterase no soro e no cérebro apos exposi¢cdo cronica ao chocolate

e apos privacdo deste alimento

No que se refere a atividade da colinesterase no soro, foi observada uma interacao
entre grupo e dieta, mostrando que o consumo de chocolate induziu um aumento na atividade
da enzima no soro de ratas fémeas nao-manipuladas no periodo neonatal (ANOVA de duas
vias, P=0,028, n= 5-6 ratas/grupo). Entretanto, ap6s 30 dias de privacdo de chocolate, esta
diferenca entre os grupos ndo alcancou significancia estatistica (ANOVA de duas vias,

P>0,05 para grupo e dieta, n= 6 ratas/grupo). As Figuras 7A e 7B mostram estes resultados.
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Quando analisamos a atividade da colinesterase cerebral, ndo havia diferenca entre os
grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para grupo e dieta, n= 5-7 ratas/grupo) nem interagao
apés a exposicdo cronica a dieta palativel. No entanto, apds o periodo de privacdo de
chocolate, foi observada uma diminui¢do na atividade da colinesterase cerebral em ratas
manipuladas bem como em ndo-manipuladas durante o periodo neonatal (ANOVA de duas

vias, P=0,011, n= 5 ratas/grupo). Estes achados estdo dispostos nas Figuras 8A e 8B.

DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo propdem que uma intervengao ambiental
precoce pode modular os efeitos comportamentais € metabdlicos da exposi¢ao cronica a uma
dieta hiperpalatdvel na vida adulta. Observamos que ratas fémeas adultas manipuladas no
periodo neonatal recuperam seu consumo aumentado de alimento palativel quando sao
novamente expostas a esse tipo de alimento, apds um curto periodo de abstinéncia. Essas ratas
também exibiram um aumento atenuado no depdsito de gordura abdominal e na atividade da
butirilcolinesterase apds exposi¢do a longo-prazo ao alimento palatavel.

Ratas fémeas manipuladas no periodo neonatal demonstraram um consumo de
chocolate aumentado em comparagdo com fémeas ndo-manipuladas apds 7 dias de privagdo
dete tipo de alimento. Investigacdes prévias demonstram que animais manipulados, quando
adultos, consomem mais alimentos palatdveis que animais ndo-manipulados (16, 17). De
forma semelhante a relatos anteriores de exposi¢do a longo prazo a dieta palatdvel (17, 34),
nosso estudo demonstrou que a preferéncia pelo chocolate tende a diminuir com o passar do
tempo de exposicdo em ambos os grupos de animais manipulados e ndo-manipulados. Dessa
forma, poderiamos sugerir que animais manipulados expostos cronicamente a uma dieta

palatdvel sdo capazes de inibir sua herdada preferénica por alimentos palataveis e diminuir o
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consumo do alimento preferido se expostos cronicamente a este tipo de alimento, o que estaria
de acordo com nossos achados anteriores (17). E importante considerar que no presente
estudo o alimento palatdvel foi oferecido adicionalmente a ragdo padrdo e que os animais
receberam ambas as dietas ad libitum. Além disso, os animais manipulados recuperam sua
preferéncia pelo alimento palatdvel apds um curto periodo de privacao deste tipo de alimento.
Sendo esses animais menos propensos a sofrer os efeitos metabdlicos da exposicao cronica a
dieta palatdvel, animais manipulados parecem ter uma habilidade particular para administrar
sua preferéncia, naturalmente aumentada, por alimento palativel, dependendo da
disponibilidade deste alimento.

Uma possivel explicacdo para este achado é a diminuida resposta ao estresse
classicamente descrita em animais manipulados nos primeiros dias de vida (10, 13). Existem
relatos de que o balango entre glicocorticéides e insulina tem um papel fundamental na
regulacdo do consumo de alimento palatidvel e do estoque de energia (35). Apesar de ndo ter
atingido significancia estatistica, a aumento médio do peso corporal nas ratas manipuladas foi
menor que nas ratas ndo-manipuladas no periodo neonatal. Assim, é possivel que animais
manipulados durante os primeiros dias de vida tenham um balanco diferencial entre esses
hormoénios, onde uma preferéncia aumentada pelo alimento palatdvel € observada juntamente
com uma melhor estratégia para lidar com uma sobrecarga caldrica. Esta abordagem estaria
de acordo com uma recente descricao de que o elevado consumo de alimento palatavel prediz,
em animais, o comportamento de comer compulsivo independentemente da susceptibilidade a
obesidade (36). No presente estudo, animais manipulados parecem ser propensos ao
comportamento de comer compulsivo, porém este comportamento nio estd correlacionado
com uma susceptibilidade aumentada para o ganho de peso excessivo, possivelmente devido a

um particular balan¢o hormonal envolvido no consumo e no gasto de energia.
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Na presente investigacdo, todos os grupos apresentaram um aumento no ganho de peso
corporal ao longo do tempo, principalmente os animais expostos cronicamente a dieta
palatdvel, conforme o esperado (37). Apds as primeiras 24h de privacao de chocolate foi
observada uma reduc¢do do peso corporal nos animais manipulados assim como nos nao-
manipulados, corroborando com achados prévios (37), porém esse efeito foi mais evidente
nos animais manipulados no periodo neonatal. Tal achado sugere que animais manipulados
podem ter uma maior sensibilidade a retirada do chocolate quando comparados com animais
nao-manipulados, visto que o consumo caldrico total ndo foi diferente entre os grupos. Foi
descrito que a interrup¢cao da exposi¢do cronica a uma dieta palatdvel reverte a tolerancia a
glucose diminuida e a hiperinsulinemia, mas nao reverte a aumentada perfusao sanguinea nas
ilhotas pancredticas induzida pela dieta palatdvel (38). Dessa forma, € possivel que uma
susceptibilidade diferencial aos efeitos da dieta nas ratas manipuladas possa induzir uma
modulacdo especifica do apetite e do gasto energético através de sinais periféricos, incluindo
hormonios como a insulina e a leptina.

Uma outra explicacdo para a maior reducdo do peso corporal nos animais manipulados
em compara¢cdo com os nao-manipulados, apds as primeiras 24h de privacdo de chocolate,
seria uma falha na adaptacdo metabdlica destes animais em razdo da auséncia do alimento
palatdvel. Existem relatos de que dietas altamente caldricas induzem alteracOes na taxa
metabolica de utilizacdo da glicose (39) e no estresse oxidativo (39, 40). Outras abordagens
demonstram aumentos na expressao génica de proteinas como UCP-1, Mc4R e CART como
um resultado imediato do consumo de uma dieta hipercaldrica (41), dessa maneira, € possivel
que animais manipulados e ndo-manipulados demonstrem diferencas nestas alteracdes
induzidas pela dieta. No presente estudo, a perda de peso aguda observada nas ratas
manipuladas indica uma vulnerabilidade particular destes animais quando esses sdo

desafiados com a privacdo do alimento palativel durante um periodo de poucas horas.
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Possivelmente, o peso corporal das ratas fémeas manipuladas seja mais imediatamente
afetado pela abstinéncia da dieta palatdvel que em ratas nao-manipuladas, como o resultado
de uma inadequada manutencdo da resposta metabdlica. Visto que animais manipulados
exibem um aumentado consumo de alimento doce em comparacdo com animais nao-
manipulados, sugere-se que esta privacdo do alimento palatdvel poderia induzir uma maior
frustracdo nestes animais, pelo menos quando os mesmos sdo expostos agudamente ao
alimento doce. Entretanto, esses achados merecem maior investigacao.

O presente estudo também mostrou que a manipulacdo neonatal estd associada com
um atenuado depdsito de gordura abdominal em ratas fémeas cronicamente expostas a dieta
palatdvel, o que confirma nossos achados prévios (17). Além disso, apds 30 dias de privacdo
de chocolate, ratas manipuladas ainda demonstravam um menor acimulo de gordura
abdominal quando comparadas com ratas ndo-manipuladas, sugerindo que animais
manipulados ndo carregam alguns dos efeitos persistentes da dieta palativel na mesma
extensdo que animais ndo-manipulados. Considerando que os glicocorticéides modulam a
producdo de leptina pelo tecido adiposo (42) € possivel que uma sensibilidade diferencial do
tecido aos glicocorticdides e, consequentemente, alteracdes na leptina plasmaética e/ou na sua
acdo central estejam envolvidos nesse efeito. Embora um estudo prévio de nosso laboratério
ndo tenha observado diferenca nos niveis basais de leptina no plasma de ratos machos
manipulados e ndo-manipulados no periodo neonatal (16), outros investigadores relataram
diferengas nos niveis plasmadticos de leptina basal bem como induzido por estresse entre
animais manipulados e ndo-manipulados (12).

Conforme esperado, a exposi¢do cronica ao chocolate aumentou os niveis de
trigliceridios no plasma (43). Em nossas investigagdes anteriores, nenhuma diferenca foi
observada nos niveis basais de insulina, glicose e glicocorticdides em animais manipulados e

nao-manipulados (17). No presente estudo, um periodo 30 dias de priva¢do de chocolate foi
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suficiente para reduzir os niveis de trigliceridios no plasma de ratas manipuladas e nao-
manipuladas e ambos os grupos alcancaram niveis mais baixos que seus respectivos controles.
Esse foi um achado surpreendente e vai de encontro com relatos de que os trigliceridios no
plasma retornam aos seus niveis basais apds interrupcdo da exposicdo cronica a uma dieta
palatdvel (44). No entanto, tais autores utilizaram um periodo de sete semanas entre a
interrupcao da dieta e a determinacao dos trigliceridios no plasma, o que poderia contribuir
para as diferengas encontradas entre os dois estudos. Outra explicacdo para esse efeito sobre
os niveis de trigliceridios, apds a abstinéncia de chocolate, poderia ser uma
supercompensac¢do como um resultado da exposi¢ao crénica ao chocolate. Contudo, até o
presente momento, ndo existe nenhuma evidéncia demonstrando esse achado, dessa forma,
investigacdes futuras sdo necessdrias para elucidar tal efeito.

Observamos um aumento da atividade da butirilcolinesterase no soro de ratas nao-
manipuladas apds a exposi¢ao a longo prazo ao chocolate, porém esse efeito nao foi detectado
nas ratas manipuladas. Esse achado é bastante interessante, pois estudos relatam que a
atividade da butirilcolinesterase no soro estd positivamente associada com fatores de risco
para doenga cardiovascular, tais como resisténcia a insulina, niveis elevados de trigliceridios
no plasma e acimulo de gordura corporal (21, 22, 23, 45). Embora nosso estudo ndo tenha
detectado uma diferenca nos niveis de trigliceridios plasmdticos entre os grupos, uma
diferenca evidente em relagdo ao depdsito de gordura abdominal foi observada, o que pode
estar em concordancia com a afirmacdo acima. Assim, é possivel que ratas manipuladas no
periodo neonatal ndo desenvolvam obesidade abdominal e isso esteja relacionado com a falta
de aumento na atividade da butirilcolinesterase no soro dessas ratas quando comparadas com
ratas ndo-manipuladas. Interessantemente, um estudo recente demonstrou que o uso de BChE
(butirilcolinesterase)-albumina conjugada preveniu a reincidéncia (reinstatement) pela busca

de uma droga de abuso induzida por cocaina em ratos (46). Apesar dos autores demonstrarem
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que a administracdo de BChE-albumina nao influencia o comportamento de recompensa pelo
alimento ou a impulsividade pelo mesmo, diferentemente do nosso estudo, foi utilizado ragao-
padrao nesses testes comportamentais, mas nao alimento palatavel. Frente a similaridade entre
adicao de drogas e consumo de alimento palatdvel (47), € possivel que a auséncia de aumento
na atividade da butirilcolinesterase no soro de ratas manipuladas no periodo neonatal, apds
exposi¢do cronica ao chocolate, esteja relacionada com a reincidéncia (reinstatement) da
preferéncia pelo chocolate identificada nesse grupo de animais apds 7 dias de abstinéncia do
alimento palatdvel.

Embora o consumo de chocolate ndo tenha afetado a atividade da acetilcolinesterase
cerebral, a privacdo desse tipo de alimento diminuiu a atividade da enzima em ambos os
grupos de ratas manipuladas e nao-manipuladas no periodo neonatal. Vale a pena ressaltar
que o uso de inibidores da enzima AChE (acetilcolinesterase) foi relatado por apresentar
propriedades anti-abstinéncia em um modelo animal de dependéncia a morfina (48) e por
atenuar a auto-administracdo de baixas doses de cocaina bem como a busca por alimentos
(49). Dessa forma, € possivel que a atividade reduzida da acetilcolinesterase cerebral,
detectada apds a privagdo de chocolate, seja uma estratégia para lidar com a auséncia do
alimento palatdvel ou, ainda, uma reacdo natural a retirada do alimento preferido. Estudos
experimentais prévios relatam que a atividade da AChE (acetilcolinesterase) em culturas de
células cerebrais varia de acordo com a exposi¢do do plasma ao estado alimentado ou de
jejum em animais (50), sugerindo que um fator relacionado ao consumo de alimento pode
desempenhar um papel relevante em nossos achados.

Considerando a acetilcolina (substrato das colinesterases) algumas evidéncias
demonstram aumentos nos niveis de acetilcolina central apds o consumo de alimento (51, 52).
Adicionalmente, os niveis de acetilcolina cerebrais podem ser afetados também pelo ganho de

peso corporal (52). Um relato de caso recente descreve uma mulher com anorexia nervosa
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apresentando uma forma clinica da sindrome miogé€nica mimetizando miastenia grave, que foi
completamente revertida pelo consumo de chocolate (53). Embora os mecanismos envolvidos
ndo sejam claros, € possivel que a acetilcolina esteja envolvida nesse achado.

Em conclusdo, animais manipulados no periodo neonatal sdo capazes de recuperar sua
preferéncia pelo alimento paldvel apés um curto periodo de abstinéncia e isso é acompanhado
por uma manutencdo no padrdo de atividade da enzima butirilcolinesterase no soro. Esses
animais também apresentam maior perda de peso corporal, porém acumulam gordura
abdominal de forma ndo tdo persistentemente quanto os animais nao-manipulados. Supondo
que tais achados utilizando esse modelo animal pudessem ser transportados para humanos,
permitiria-se propor que eventos precoces na vida afetariam potencialmente o comportamento
alimentar de forma persistente (54). Por outro lado, as condi¢des neonatais também
influenciam a suscetibilidade aos efeitos prejudiciais de ser cronicamente exposto ao alimento
palatdvel ou a sua abstinéncia. Em uma era de elevada prevaléncia de obesidade e de facil
disponibilidade de alimentos palatdveis, o conhecimento de que experi€ncias precoces podem
detereminar a vulnerabilidade de um individuo e sua resisténcia a desafios nutricionais na

vida adulta, poderia contribuir para propor visdes futuras nas dreas de prevencdo e terapéutica.
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LEGENDAS PARA AS FIGURAS

Figura 1: Linha do tempo do programa de tratamentos: DPN, dia pds-natal, DP, dieta

palatavel (chocolate).

Figura 2: Consumo cronico de racao-padrao e chocolate em ratas fémeas adultas manipuladas
e nao-manipuladas nos primeiros dias de vida. Os dados sdo expressos em média + E.P.M.
(A) Média do consumo de ragao-padrdo. (B) Média do consumo de chocolate. 0 NM_racao; m
NM_chocolate; [| M_racao; A M_chocolate. ANOVA de medidas repetidas mostrou um
efeito da dieta e uma interacdo entre tempo x diet (P<0,01). N= 3-4 caixas/grupo. O nao-

manipulado; m manipulado.

Figura 3: Comportamento alimentar, expresso em media + E.P.M de chocolate consumido
por rata durante a exposicdo aguda a esse tipo de alimento apdés 7 dias de privacdo de
chocolate. N= 13-16 ratas/grupo. Ratas fémeas manipuladas consumiram mais chocolate
durante esse curto periodo de exposicio em comparacdo com ratas ndo-manipuladas no

periodo neonatal (Teste t de student, P=0,011).

Figura 4: Ganho de peso corporal durante a exposi¢do cronica e a abstinéncia de chocolate
em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. (A) Média + E.P.M de ganho de
peso corporal durante a exposicdo a longo prazo ao chocolate. N= 10-16 ratas/grupo. O
consumo de chocolate aumentou o ganho de peso corporal (ANOVA de duas vias, P=0,001).
(B) Média + E.P.M de ganho/perda de peso corporal apés as primeiras 24h de abstinéncia de
chocolate. N= 13-16 ratas/grupo. Ratas manipuladas periodo neonatal exibiram uma reduc¢do

mais evidente do peso corporal (Teste t de student, P<0,001). (C) Média + E.P.M de ganho de
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peso corporal apds o periodo de 30 dias de abstinéncia de chocolate. N= 13-16 ratas/grupo. O

ganho de peso nao diferiu entre os grupos (Teste t de student, P>0,050).

Figura 5: Depésito de gordura abdominal apds a exposi¢do cronica ao chocolate e a
abstinéncia desse tipo de alimento em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas.
(A) Média + E.P.M da razdo gordura abdominal/peso corporal apds a exposi¢do cronica ao
chocolate. N= 9-12 ratas/grupo. O consumo de chocolate aumentou o depdsito de gordura
abdominal (ANOVA de duas vias, P<0,001). Foi observada uma interac¢do entre grupo x dieta
(P=0,028). * Significativamente diferente de todos os outros grupos (Teste post-hoc de
Duncan, P= 0,05). (B) Média + E.P.M da razdo gordura abdominal/peso corporal apds a
abstinéncia de chocolate. N= 6-15 ratas/grupo. Apds o periodo de privacdo de chocolate, o
depdsito de gordura abdominal permaneceu aumentado nas ratas nao-manipuladas que
receberam esse alimento palativel (ANOVA de duas vias, interacdo enrte grupo x dieta,
P=0,016). * Significativamente diferente do grupo manipulado (Teste post-hoc de Duncan,

P=0,05).

Figura 6: Niveis de trigliceridios no plasma apds a exposi¢do crdnica ao chocolate e a
abstinéncia desse tipo de alimento. (A) Média + E.P.M dos niveis de trigliceridios no plasma
apoés exposicdo cronica ao chocolate. N= 7-11 ratas/grupo. O consumo de chocolate
aumentou os niveis de trigliceridios (ANOVA de duas vias, P=0,019). (B) Média + E.P.M
dos niveis de trigliceridios no plasma apds o periodo de abstinéncia de chocolate. N= 12-16
ratas/grupo. Apds 30 dias de privacdo de chocolate, as ratas exibiram uma redu¢do nos niveis

plasmaticos de trigliceridios (ANOVA de duas vias, P=0,018).
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Figura 7: Atividade da colinesterase no soro apds exposi¢do cronica e abstinéncia de
chocolate. (A) Média + E.P.M da atividade da colinesterase no soro apds exposi¢ao cronica
ao chocolate. N= 5-6 ratas/grupo. O consumo de chocolate induziu um aumento na atividade
da colinesterase no soro de ratas ndo-manipuladas (intera¢do entre grupo x dieta, ANOVA de
duas vias, P=0,028). (B) Média + E.P.M da atividade da colinesterase no soro apds o periodo
de privacdo de chocolate. N= 6 ratas/grupo. Apds 30 dias de abstinéncia de chocolate, essa
atividade nao diferiu entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulacdo e
dieta).

* Significativamente diferente de todos os outros grupos (Teste post-hoc de Duncan, P=

0,05).

Figura 8: Atividade da colinesterase cerebral apds exposicdo cronica e abstinéncia de
chocolate. (A) Média + E.P.M da atividade da colinesterase cerebral apds exposi¢ao cronica
ao chocolate. N= 5-7 ratas/grupo. Durante o consumo de chocolate, a atividade da
colinesterase cerebral ndo diferiu entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05). (B) Média
+ E.P.M da atividade da colinesterase cerebral apds o periodo de privagdo de chocolate. N=5
ratas/grupo. Apos 30 dias de privagdo de chocolate, a atividade da enzima diminuiu nos
grupos de ratas manipuladas e ndo-manipuladas no periodo neonatal (ANOVA de duas vias,

P=0,011).
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Figura 1: Linha do tempo do programa de tratamentos: DPN, dia pds-natal, DP, dieta

palatdvel (chocolate).
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Figura 2: Consumo cronico de racao-padrao e chocolate em ratas fémeas adultas manipuladas

e nao-manipuladas nos primeiros dias de vida. Os dados sdo expressos em média + E.P.M.

(A) Média do consumo de ragao-padrao. (B) Média do consumo de chocolate. 0 NM_racado; m

NM_chocolate; [| M_racao; A M_chocolate. ANOVA de medidas repetidas mostrou um

efeito da dieta e uma interacdo entre tempo x diet (P<0,01). N= 3-4 caixas/grupo. O nao-

manipulado; m manipulado.
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Figura 3: Comportamento alimentar, expresso em media + E.P.M de chocolate consumido
por rata durante a exposicdo aguda a esse tipo de alimento apdés 7 dias de privacdo de
chocolate. N= 13-16 ratas/grupo. Ratas fémeas manipuladas consumiram mais chocolate
durante esse curto periodo de exposicio em comparacdo com ratas ndo-manipuladas no

periodo neonatal (Teste t de student, P=0,011).
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Figura 4: Ganho de peso corporal durante a exposi¢do cronica e a abstinéncia de chocolate

em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. (A) Média + E.P.M de ganho de
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peso corporal durante a exposicdo a longo prazo ao chocolate. N= 10-16 ratas/grupo. O
consumo de chocolate aumentou o ganho de peso corporal (ANOVA de duas vias, P=0,001).
(B) Média + E.P.M de ganho/perda de peso corporal apds as primeiras 24h de abstinéncia de
chocolate. N= 13-16 ratas/grupo. Ratas manipuladas periodo neonatal exibiram uma reducado
mais evidente do peso corporal (Teste t de student, P<0,001). (C) Média + E.P.M de ganho de
peso corporal apds o periodo de 30 dias de abstinéncia de chocolate. N= 13-16 ratas/grupo. O

ganho de peso nao diferiu entre os grupos (Teste t de student, P>0,050).
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Figura 5: Depésito de gordura abdominal apds a exposicdo cronica ao chocolate e a

abstinéncia desse tipo de alimento em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas.

(A) Média + E.P.M da razdo gordura abdominal/peso corporal apés a exposi¢do cronica ao

chocolate. N= 9-12 ratas/grupo. O consumo de chocolate aumentou o depdsito de gordura

abdominal (ANOVA de duas vias, P<0,001). Foi observada uma interacdo entre grupo x dieta

(P=0,028). * Significativamente diferente de todos os outros grupos (Teste post-hoc de

Duncan, P= 0,05). (B) Média + E.P.M da razdo gordura abdominal/peso corporal apds a

abstinéncia de chocolate. N= 6-15 ratas/grupo. Apds o periodo de privacdo de chocolate, o

depésito de gordura abdominal permaneceu aumentado nas ratas ndo-manipuladas que

receberam esse alimento palatdvel (ANOVA de duas vias, interacdo enrte grupo x dieta,
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P=0,016). * Significativamente diferente do grupo manipulado (Teste post-hoc de Duncan,

P=10,05).
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Figura 6: Niveis de trigliceridios no plasma apds a exposi¢do cronica ao chocolate e a
abstinéncia desse tipo de alimento. (A) Média + E.P.M dos niveis de trigliceridios no plasma
apds exposicdo cronica ao chocolate. N= 7-11 ratas/grupo. O consumo de chocolate
aumentou os niveis de trigliceridios (ANOVA de duas vias, P=0,019). (B) Média + E.P.M
dos niveis de trigliceridios no plasma apds o periodo de abstinéncia de chocolate. N= 12-16
ratas/grupo. Ap6s 30 dias de privacdo de chocolate, as ratas exibiram uma reducdo nos niveis

plasmaticos de trigliceridios (ANOVA de duas vias, P=0,018).
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Figura 7: Atividade da colinesterase no soro apds exposicdo crOnica e abstinéncia de
chocolate. (A) Média + E.P.M da atividade da colinesterase no soro apds exposi¢do cronica
ao chocolate. N= 5-6 ratas/grupo. O consumo de chocolate induziu um aumento na atividade
da colinesterase no soro de ratas ndo-manipuladas (interacdo entre grupo x dieta, ANOVA de
duas vias, P=0,028). (B) Média + E.P.M da atividade da colinesterase no soro apds o periodo
de privacdo de chocolate. N= 6 ratas/grupo. Apds 30 dias de abstinéncia de chocolate, essa
atividade nao diferiu entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulacdo e
dieta).

* Significativamente diferente de todos os outros grupos (Teste post-hoc de Duncan, P=

0,05).
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Figura 8: Atividade da colinesterase cerebral apds exposicdo cronica e abstinéncia de
chocolate. (A) Média + E.P.M da atividade da colinesterase cerebral apds exposi¢do cronica
ao chocolate. N= 5-7 ratas/grupo. Durante o consumo de chocolate, a atividade da
colinesterase cerebral ndo diferiu entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05). (B) Média
+ E.P.M da atividade da colinesterase cerebral apds o periodo de privagdo de chocolate. N=5
ratas/grupo. Apos 30 dias de privagdo de chocolate, a atividade da enzima diminuiu nos
grupos de ratas manipuladas e ndo-manipuladas no periodo neonatal (ANOVA de duas vias,

P=0,011).
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Tabela 1. Preferéncia pelo chocolate durante o periodo de 30 dias de exposicdo a dieta

palatdvel em ratas manipuladas e nao-manipuladas nos primeiros dias de vida.

Dia 1 Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 24 Dia 30
Grupo
NM 0,88+0,02 0,75+0,04 0,72+0,05 0,74+0,02 0,72+0,02 0,70+0,01
M 0,85+0,01 0,75+0,03 0,74+0,04 0,74+0,02 0,73+0,02 0,70+0,04

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. N = 4-5 caixas/grupo. A
preferéncia pelo chocolate diminuiu com o passar do tempo de exposicio (ANOVA de
medidas repetidas, efeito do tempo, P=0,001, n= 4-5 caixas/grupo). NM= ndo-

manipulado, M= manipulado.

7.2 SECAO Il - ARTIGO 2

Estudo dos efeitos da manipulacio neonatal sobre a resposta metabdlica e
neuroquimica, bem como sobre o comportamento de ratas adultas expostas cronicamente a

dieta palatavel e privadas desse tipo dieta.

Artigo 2: da Silva Benetti C; Silveira PP; Matté C; Stefanello FM; Leite MC; Gongalves CA;
Wyse AT; Dalmaz C; Goldani MZ. Effects of a chronic exposure to a highly palatable diet
and its withdrawal, in adulthood, on cerebral Na',K*-ATPase and plasma S100B in

neonatally handled rats. Publicado: Int J Dev Neurosci. 2010;28(2):153-9.
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ABSTRACT

We have previously demonstrated that early environment influences the metabolic response,
affecting abdominal fat deposition in adult female rats exposed to a long-term highly caloric
diet. In the present study, our goal was to verify the effects of the chronic exposure, in
adulthood, to a highly palatable diet (chocolate) on cerebral Na“ K*-ATPase activity and
S100B protein concentrations, and the response to its withdrawal in neonatally handled and
non-handled rats. We measured the consumption of foods (standard lab chow and chocolate),
body weight gain, S100B protein concentrations, as well as cerebral Na*,K"-ATPase activity
during chronic exposure and after chocolate withdrawal in adult female rats that had been
exposed or not to neonatal handling (10 min/day, 10 first days of life). Non-handled rats
chronically exposed to chocolate exhibited increased plasma S100B levels, but there was no
difference in abdominal fat S100B concentration between groups. Chronic chocolate
consumption decreased Na*,K*-ATPase activity in both amygdala and hippocampus in non-
handled, but not in handled rats, and this effect disappeared after chocolate withdrawal. Non-
handled animals also demonstrated increased frequency of head shaking in the open field after
24hours of chocolate withdrawal in comparison to handled ones. These findings suggest that
neonatal handling modifies the vulnerability to metabolic and brain alterations induced by
chronic exposure to a highly palatable diet in adulthood.

Key words: neonatal stress, neonatal handling, feeding behavior, highly palatable food,

abdominal fat, S100B levels, Na",K*-ATPase activity, withdrawal.

Abbreviations: HPA, hypothalamus-pituitary-adrenal axis.
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INTRODUCTION

Neonatal handling is proposed as an experimental model to evaluate the effects of
early environment on several outcomes in adulthood. This protocol is characterized by a brief,
repeated and apparently innocuous separation from the mother in the neonatal period, and is
associated with increased maternal care (Liu et al., 1997; Branchi et al., 2001; Pryce et al.,
2001). It is well established that neonatally handled rats exhibit in adulthood decreased stress
response (Levine et al., 1967; Padoin et al., 2001; Panagiotaropoulos et al., 2004) facing both
acute (Meaney et al., 1989) and chronic stress situations (Panagiotaropoulos et al., 2004; Ladd
et al., 2005).

In addition, neonatally handled rats exhibit increased consumption of palatable foods
during acute exposure to this type of food (Silveira et al., 2006; da Silva Benetti et al., 2007).
In our previous studies, we described a protective influence of neonatal handling on
abdominal fat deposition (da Silva Benetti et al., 2007) in female rats after a chronic exposure
to a highly palatable, highly caloric diet. Therefore, it was suggested that a specific metabolic
response to chronic highly caloric diets could protect handled females from the harmful
effects of this environmental challenge in adulthood.

Na®,K*-ATPase is an essential enzyme responsible for generating and maintaining the
membrane potential necessary for neural excitability. Metabolic diseases, such as obesity and
diabetes, have been demonstrated to induce a decrease in Na*,K*-ATPase activity (Iannello et
al., 2007). On the other hand, S100B is a calcium-binding protein, predominantly expressed
by astrocytes in vertebrate brain (Marenholz et al., 2004), although some evidence has
suggested its production in other non-cerebral tissues, such as adipocytes (Steiner et al.,
2007). Increased serum S100B levels have been shown after exposure to stress in rats

(Scaccianoce et al., 2004; Diehl et al., 2007) and humans (Schulpis et al., 2006). Serum
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S100B is influenced by diet and by body weight gain (Holtkamp et al., 2008). In humans and
animals studies, myocardial ischemia increases serum S100B (Pfeifer et al., 2008; Mazzini et
al., 2005).

In our previous findings, neonatal handling attenuated the increase in abdominal fat
accumulation, as well as in triglycerides levels, after chronic exposure to a highly palatable
diet in adulthood (da Silva Benetti et al., 2007). Therefore, the present study used a protocol
of chronic exposure to a highly palatable, highly caloric diet (chocolate) and withdrawal of
this diet to better understand how early life handling affects the metabolic response. Then, in
an attempt to understand possible mechanisms involved in these findings, Na",K*-ATPase
activity was determined in hippocampus and amygdala, two brain structures classically
described to be involved in the regulation of feeding behavior (Clifton et al., 1998; Giraudo et
al.,, 1998). Moreover, serum S100B was also measured both during the chronic highly
palatable diet and thereafter. We hypothesized that neonatally handled animals are less
vulnerable to the metabolic effects of a chronic highly palatable diet exposure, as well as to its

withdrawal.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Subjects:

Pregnant Wistar rats bred at our animal facility were randomly selected. Animals were
single-housed in home cages made of Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) with the floor covered with
sawdust and maintained in a controlled environment: standard dark/light cycle (lights on
between 07:00 h and 19:00 h), temperature of 22 + 2°C, cage cleaning once a week, food and

water provided ad libitum. All litters were culled within 24 h of birth to eight pups and
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maintained intact except for handling procedures, which were carried out between 09:00h and
11:00h. The researcher changed gloves between manipulations of each litter to avoid the
spread of any kind of odor from nest to nest.

The day of birth was considered as day 0. Litters were weaned and separated by sex on
postnatal day 21. Two female pups were used per litter per group of the 4 groups (see below).
After weaning, rats were housed four to five per cage, and maintained undisturbed in a
controlled environment (as described above) until starting the exposure to highly palatable
food (day 60). Forty-eight female rats were used in the different experiments, derived from 15
different litters. All animal procedures were approved by the Institutional Ethical Committee

(Ethical Committee, UFRGS).

Neonatal Handling model:

Non-handled group: Pups were left undisturbed with the dam until weaning. Routine
cage cleaning was suspended during this period.

Handled group: This procedure was carried out as described previously (da Silva
Benetti et al., 2007). The dam was gently pulled to one side of the cage and the pups were
removed from their home cage and placed into a clean cage lined with clean paper towels.
The litter was then placed in an incubator set to maintain an ambient temperature of 30-32°C.
After 10 minutes, pups were returned to their dams. The whole litter was handled altogether
(males and females), however after weaning males were used in a different project. This
procedure was performed from day 1 to 10 following birth, and pups were then left

undisturbed until postnatal day 21.
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Exposure to highly palatable diet:

Starting on day 60 of life, female rats were habituated to the new food. Animals were
placed individually in a lightened rectangular box (40 x 15 x 20 cm) with floor and side walls
made of wood and a glass ceiling. A previously weighed amount of chocolate (milk chocolate
® — Neugebauer) was offered during 3 min each day, for 5 days, under food restriction
(receiving about 80% of habitual ingestion). On the 6™ day, rats were tested for the
consumption of palatable food, having received lab chow ad libitum for the previous 24
hours. These procedures were performed to verify whether the animals would eat chocolate as
they usually ingest other types of palatable food (Silveira et al., 2004), both with and without
food restriction. After this habituation period, the animals received rat chow ad libitum. On
the 83" day of life all animals were weighed and randomized to different groups that were
housed in 3 to 4 per cage. The groups were subdivided into 1) Non-handled + standard lab
chow, 2) Non-handled + chocolate + standard lab chow, 3) Handled + standard lab chow and
4) Handled + chocolate + standard lab chow. One week later, specific groups started to
receive chocolate ad libitum in the homecage. During 30 days, previously weighed amounts
of chocolate and standard lab chow were offered, and the remaining amount was measured
each day to evaluate the consumption. Food consumption was measured per cage and then
divided by the number of animals per cage to determine mean consumption per animal. A
group of animals was then sacrificed by decapitation after 6 hours of fasting (which was
imposed to the animals during the first six hours of the light cycle). Detailed standard lab
chow and chocolate consumption, as well as body weight gain data have already been

published (da Silva Benetti et al., 2007), and were reproduced in this subset of animals.
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Highly palatable diet withdrawal:

After chronic exposure to chocolate, a subset of the specific groups of female rats
were deprived of chocolate for 30 days, receiving only standard lab chow and water ad

libitum.

Response to highly palatable diet withdrawal — Open Field:

After the first 24 hours of chocolate withdrawal, the animals were evaluated to
spontaneous signs of withdrawal of the highly palatable food. They were placed individually
in a 50-centimeter high, 40 cm x 60 cm open wooden arena with a frontal glass wall. The
floor was equally divided with white lines into 12 rectangles measuring 13.3 cm x 15.0 cm.
The animals were observed continuously for 20 min., by observers blind to the experimental
condition. The following chocolate withdrawal signs were counted: grooming, rearing, line
crossing, time spent in central rectangles, teeth chattering, forepaw tremors, head shaking and

wet-dog shakes.

Blood collection, brain and abdominal fat dissection:

Rats were sacrificed after 6 hours of fasting. Chow was removed at 7:00 h (at the
beginning of the light period); fasting was done during the day to minimize the possibility that
the rats ate close to tissue collection. Trunk blood was collected into heparinized tubes for
determination of S100B protein. Plasma was separated and frozen at minus 20°C until the day

of analysis.
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After decapitation, the brain was quickly removed. For preparation of synaptic plasma
membranes and determination of Na",K*-ATPase activity, both hippocampus and amygdala
were homogenized in 10 volumes (1:10, w/v) of 0.32 M sucrose solution containing 5.0 mM
HEPES and 0.1 mM EDTA, pH 7.4. Synaptic plasma membranes from hippocampus and
amygdala were prepared according to the method of Jones and Matus (1974) with some

modifications (Wyse et al., 1998). The homogenate was centrifuged at 1000 X g for 10 min
and the supernatant removed and centrifuged at 12,000 x g for 20 min. The pellet was then
resuspended in hypotonic buffer (5.0 mM Tris-HCI buffer, pH 8.1) at 0°C for 30 min, and
applied on a discontinuous sucrose density gradient consisting of successive layers of 0.3, 0.8
and 1.0 M. After centrifugation at 69,000 X g for 120 min, the fraction between 0.8 and 1.0 M
sucrose interface was taken as the membrane enzyme preparation.

The two major portions of abdominal fat (gonadal and retroperitoneal adipose tissue
depots) were dissected for S100B protein determination. Abdominal fat tissue was weighed

using a scale with a precision of 0.0001g.

S100B protein quantification:

S100B protein was measured by ELISA, as previously described (Leite et al., 2008).
Briefly, 50 uL of sample (diluted with PBS containing 0.2% albumin) plus 50 mM of Tris
buffer were incubated for 2 h on a microtiter plate previously coated with monoclonal anti-
S100B (SH-B1). Polyclonal anti-S100B was incubated for 30 min and then peroxidase-
conjugated anti-rabbit antibody was added for a further 30 min (serum samples) or both
antibodies were incubated together for 1 h (tissue samples). A colorimetric reaction with o-

phenylenediamine was measured at 492 nm in a plate reader.
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Na*,K*-ATPase activity assays:

The reaction mixture for Na*,K*-ATPase activity assay contained 5.0 mM MgCl,, 80.0
mM NaCl, 20.0 mM KCI and 40.0 mM Tris-HCI, pH 7.4, in final volume of 200 uL. The
reaction was initiated by ATP addition. Controls were carried out under the same conditions
with the addition of 1.0 mM ouabain. Na",K"-ATPase activity was calculated by the
difference between the two assays, as described by Wyse et al. (1998). Released inorganic
phosphate (Pi) was measured by the method of Chan et al. (1986). Specific enzyme activity
was expressed as nmol Pi released per min per mg of protein. All samples were run in

duplicates.

Statistical analysis:

Data were expressed as mean + standard error of the mean, and were analyzed by

Two-Way or Repeated Measures ANOVA, followed by the Duncan multiple range test, when

indicated, or by Student’s t test. Significance levels for all measures were set at P< 0.05. The

number of animals used was estimated from previous experiments (Silveira et al., 2006; da

Silva Benetti et al., 2007).

RESULTS

Consumption and body weight during chronic chocolate exposure

The caloric consumption of both standard lab chow and chocolate during the 30-days-

period did not differ between non-handled and neonatally handled females, considering the
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mean consumption of each cage (Repeated Measures ANOVA, P>0.05 for handling, n= 5-9
cages/group). The total caloric consumption decreased in all groups overtime (Repeated
Measures ANOVA, P=0.016, n= 5-9 cages/group), and animals receiving chocolate exhibited
a higher total caloric intake (Repeated Measures ANOVA, P=0.001, n= 5-9 cages/group).
Body weight also did not reach statistical significance between handled and non-handled rats
overtime (Repeated Measures ANOV A, P>0.05 for handling, n= 13-25 rats/group); however,
it was evident in the groups receiving chocolate as expected (Repeated Measures ANOVA,

P=0.008, n= 13-25 rats/group). Tables 1A and 1B display these results.

Behavioral response to chocolate withdrawal

After the first 24 hours of chocolate withdrawal, the frequency of grooming, rearing,
line crossing, teeth chattering, forepaw tremors, wet-dog shake, as well as, the time spent in
central rectangles, did not differ between the groups (Two-Way ANOVA, P>0.05 for
handling and diet, n= 12-16 rats/group), and no interaction was detected. However, an
interaction between group and diet was observed on head shakings after the first 24 hours of
chocolate withdrawal, meaning that the chocolate withdrawal led to an increased frequency of
head shakings in non-handled female rats when compared to handled animals (Two-Way

ANOVA, P=0.011, n=11-15 rats/group). Please, see these findings in Table 2.

Plasma and abdominal fat SI100B protein after chronic chocolate exposure and

withdrawal

When examining plasma S100B protein, we observed an interaction between group

and diet, showing that non-handled female rats had an increase in S100B levels after chronic
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exposure to chocolate (Two-Way ANOVA, P=0.039, n= 9-12 rats/group). Nevertheless, after
30 days of chocolate withdrawal the difference between the groups was not observed any
longer (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet, n= 4-5 rats/group). These results
are displayed in Figures 1A and 1B.

Regarding abdominal fat S100B protein, there was no difference between groups
(Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet, n= 6-9 rats/group, Figure 2) or interaction,
not even when we evaluated inguinal and perirenal fat deposition individually after chocolate
consumption (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet, n= 6-9 rats/group).
Differences between handled and non-handled rats in abdominal fat deposition after chronic
chocolate exposure and withdrawal were described in details previously (da Silva Benetti et

al., 2007).

Amygdala and Hippocampus Na*,K*-ATPase activity after chronic chocolate

exposure and withdrawal

Chocolate consumption lead to a decrease in Na',K*-ATPase activity in amygdala of
non-handled female rats (Two-Way ANOVA, interaction between group x diet, P=0.033, n=
4 rats/group). However, after the chocolate withdrawal period, the difference between the
groups was not detectable anymore (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet, n= 5
rats/group), and no interaction was observed. These findings are shown in Figures 3A and 3B.

Considering the activity of this enzyme in hippocampus, non-handled animals
exhibited decreased Na*,K"-ATPase activity in this brain structure after chronic exposure to
chocolate, while handled animals showed no difference (Two-Way ANOVA, interaction
between group x diet, P=0.047, n= 4 rats/group). After the chocolate withdrawal period;

however, Na*,K*-ATPase activity in hippocampus did not differ between groups (Two-Way
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ANOVA, P>0.05 for handling and diet, n= 5 rats/group), no interaction was detected. Figures

4A and 4B display these results.

DISCUSSION

In the current study, we observed that neonatal handling determines a particular
peripheral and central response to the chronic exposure to a highly palatable diet in adulthood.
Non-handled female rats exhibited an increase in plasma S100B levels after chronic exposure
to chocolate, while handled females did not show this effect. A recent study showed that
S100B increases after weight gain (Holtkamp et al., 2008). In a sense, this goes in accordance
to our findings in the non-handled group, which increased S100B levels after chocolate
exposure and; therefore, weight gain. Interestingly, neonatally handled rats do not increase
plasma S100B after chronic chocolate exposure although their body weight gain is equal to
non-handled rats (da Silva Benetti et al., 2007), possibly meaning a differential metabolic
regulation linked to body weight in these animals. In addition, the attenuated abdominal fat
accumulation in neonatally handled rats compared to non-handled ones is in agreement with
these findings of a different metabolic regulation, and with a possible role of S100B in such
effects. In this study we saw that mean plasma S100B tended to be reduced in handled
animals in both chow and chow+chocolate groups, although this difference was not
statistically significant. It is interesting to note that a recent study reported an increased
S100B levels in cerebrospinal fluid (CSF) in females exposed to maternal separation during
the neonatal period (Diehl et al., 2007), suggesting that early life events may modulate the
production of this protein and affect the neuroprotective characteristics of these animals in a

long term.
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Recently, it was demonstrated that S100B, previously assumed as CNS-specific, is
produced in numerous non-cerebral tissues, for instance, in adipocytes (Steiner et al., 2007).
In our study, however, the increase in plasma S100B levels induced by the chronic exposure
to chocolate in non-handled rats seems to originate from the CNS, because S100B
concentration in the abdominal fat did not differ between handled and non-handled female
rats chronically exposed to highly palatable diet. Chronic exposure to a highly palatable diet
including chocolate, such as the one used in this study, has been observed to increase DNA
damage index in striatum and hippocampus of adult rats (Krolow et al., 2010). Therefore, the
data as shown in the present study point out to a central origin, suggesting that the diet may
influence S100B levels (Ziegler et al., 2004). Several conditions affecting the CNS have been
demonstrated to influence serum S100B levels (Savola et al., 2004; Berger et al., 2005;
Kleindienst et al., 2007; Gu et al., 2007), and a central origin has been suggested in these
cases. However, we cannot rule out the possibility of a differential release rate of S100B by
the fat tissue, since there is an increased abdominal fat deposition in non-handled female rats
exposed to chocolate (da Silva Benetti et al., 2007).

In this study, non-handled female rats exhibited a decrease in Na*,K*-ATPase activity
in both amygdala and hippocampus after long-term exposure to chocolate. This finding is in
agreement with a previous description that cocoa has an inhibitory effect on Na*,K*-ATPase
activity in vitro (Harlan and Mann, 1982); however, the mechanisms involved in this effect
remain unknown. Neonatally handled female rats chronically exposed to highly palatable diet
did not have any alteration in Na*,K"-ATPase activity in the brain structures assessed in the
present study. This finding may suggest, again, a decreased susceptibility of neonatally
handled animals to the effects of a chronic highly palatable diet. Considering the chronic
chocolate exposure a stressor, one could propose that the lack of effect on neonatally handled

rats could be mediated by the reduced stress response observed in these animals (Levine et al.,
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1967; Panagiotaropoulos et al., 2004). After 30 days of chocolate withdrawal, Na*, K*-ATPase
activity in non-handled rats was similar to their controls, demonstrating that the central and
peripheral effects induced by the highly palatable diet are reversible upon the return to a
regular diet.

An association between obesity and decreased Na',K*-ATPase activity in animal
tissues (Iannello et al., 2007) has been recently reported. It is interesting to observe that non-
handled animals receiving chocolate showed increased abdominal fat accumulation, while
handled female rats did not (da Silva Benetti et al., 2007), and this obesity indicator could be
correlated with the decreased Na*,K*-ATPase activity observed in the current study. Since
Na®,K*-ATPase is an enzyme responsible for maintaining membrane potential, energizing the
Na+-K+-pump and consuming ATP (Erecinska and Silver, 1994), this enzyme might play an
important role in energy expenditure and the development of metabolic diseases such as
obesity. Another explanation for this decreased activity in non-handled animals might be a
peripheral action from the adipose tissue, inhibiting the central activity of the enzyme and
inducing an imbalance in the energy expenditure. This imbalance could further contribute to
the abdominal fat accumulation observed in non-handled rats exposed to chocolate in a feed-
forward process. Moreover, the changes in Na+,K+-ATPase activity observed in both
hippocampus and amygdala in this study could be due to an altered amount of this enzyme in
the synaptic membranes or to changes in its eficiency (activity) for example, induced by
oxidative processes, as has already been reported (Jamme et al., 1995, Rauchova et al., 1999,
Zarros et al., 2008).

Neonatal handling induces long-lasting hippocampal modifications in the rat, as
neonatally-handled animals have been demonstrated to exhibit increased neurotrophin levels,
cell proliferation, glucocorticoid receptor mRNA density, and glucocorticoid receptor gene

expression (O’Donnel et al., 1994, Jutapakdeegul et al., 2003, Ladd et al., 2004, Lemaire et
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al., 2006, Cirulli et al., 2007) in this structure. These persistent effects of neonatal handling on
hippocampus account for the effect of this postnatal intervention on the decreased
responsiveness to stress observed in this group of animals in adulthood (Levine et al., 1967;
Panagiotaropoulos et al., 2004). In the current study, handled female rats were protected
against a decrease in Na',K™-ATPase activity in hippocampus induced by the chronic
exposure to chocolate. One possible explanation for this finding could be the neurochemical
alterations; i.e. enhanced negative feedback of GCs and increased GCs receptors, previously
described in handled rats (Levine et al., 1967; Meaney et al. 1989), which possibly would
induce a decreased susceptibility to the effects of chronic chocolate consumption on
hippocampus. We may also suggest a Na", K'-ATPase regulation by the glucocorticoids
receptors (GR), since handled animals have an increased concentration of GR in the
hippocampus (Levine et al., 1967; Meaney et al. 1989), these animals could regulate the
neural metabolism in a specific way, modifying the neuron vulnerability and reducing the
effects of a highly palatable diet on Na*,K*-ATPase activity.

In the current study, non-handled female rats chronically exposed to chocolate
exhibited an increased frequency of head shaking after 24 hours of chocolate withdrawal.
Despite the fact that the other withdrawal parameters measured did not differ between groups,
the great frequency of head shaking is in accordance with a previous description of increased
signs of withdrawal after 24 hours of highly palatable diet deprivation in animals chronically
exposed to it (Colantuoni et al., 2002). In addition, it has been demonstrated that S100B
protein levels increase in drug-dependent individuals with high drug consumption (Liappas et
al., 2006). The activity of cerebral Na*,K*-ATPase has also been reported to be modulated by
drugs of abuse, such as morphine (Wu et al., 2007), and it has been proposed that the
impairment of Na*,K*-ATPase function is related to opioid tolerance and dependence (Taylor

and Fleming, 2001). Considering the evidence that palatable food interacts with cerebral
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opioids and dopamine, producing effects similar to those of drugs of abuse (Avena et al.,
2008), it is possible that neonatally-handled rats have a reward system that is less responsive
to chocolate withdrawal in comparison to non-handled animals. This would be in agreement
with the description that neonatal handling lead to a decrease in the responsiveness of
mesolimbic dopamine system to psychostimulants (Brake et al., 2004), and have a decreased
dopamine turnover in the nucleus accumbens (Silveira et al., 2009).

In summary, neonatally-handled female rats are less susceptible to the effects of
chronic exposure to chocolate on plasma S100B protein levels, as well as on Na",K*-ATPase
activity in amygdala and hippocampus. We suggest that neonatal handling may prevent not
only peripheral but also central alterations induced by a long-term exposure to a highly
palatable diet, decreasing the vulnerability to metabolic and neural alterations. It remains to be
established if this resilience carries out any adaptive value or benefit in the long term; this
knowledge can contribute to the understanding on how early life determines individual

variations in the susceptibility to certain conditions.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1: Plasma S100B protein after chronic chocolate exposure and chocolate withdrawal
in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of plasma S100B protein
after chronic exposure to chocolate. N= 9-12 rats/group. Chocolate consumption increased
S100B protein in non-handled female rats (Two-Way ANOVA, interaction between group X
diet, P<0.039). * Significantly different from all other groups (Duncan’s multiple range test,
P=0.05). (B) Mean + S.E.M of plasma S100B protein after chocolate withdrawal. N= 4-5
rats/group. After 30 days of chocolate withdrawal, these levels did not differ between the

groups (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).

Figure 2: Abdominal fat SI00B protein after chronic chocolate exposure in handled and non-
handled adult female rats. Data are expressed as mean + S.E.M. N= 6-9 rats/group. During
chocolate consumption, abdominal fat S1I00B protein did not differ between the groups (Two-

Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).

Figure 3: Amygdala Na*, K*-ATPase activity after chronic chocolate exposure and chocolate
withdrawal in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of Na" K'-
ATPase activity after chocolate chronic exposure. N= 4 rats/group. An interaction between
group x diet showed that chocolate consumption decreased Na',K'-ATPase activity in
amygdala of non-handled rats (Two-Way ANOVA, P=0.033). * Significantly different from
non-handled group receiving chow only (Duncan’s multiple range test, P= 0.05). (B) Mean +
S.EM of Na" K"-ATPase activity after chocolate withdrawal period. N= 5 rats/group. After
30 days of chocolate withdrawal, Na*,K*-ATPase activity did not differ between the groups

(Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Figure 4: Hippocampal Na’K"-ATPase activity after chronic chocolate exposure and
chocolate withdrawal in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of
Na®,K*-ATPase activity after chronic chocolate exposure. N= 4 rats/group. Chocolate
consumption decreased Na*,K™-ATPase activity in hippocampus of non-handled female rats
(Two-Way ANOVA, interaction between group x diet, P=0.047). * Significantly different
from all other groups (Duncan’s multiple range test, P= 0.05). (B) Mean + S.E.M of Na* K*-
ATPase activity after chocolate withdrawal period. N= 5 rats/group. There was no difference
between the groups in Na", K*-ATPase activity, after 30-days-period of chocolate withdrawal

(Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Figure 1: Plasma S100B protein after chronic chocolate exposure and chocolate withdrawal
in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of plasma S100B protein
after chronic exposure to chocolate. N= 9-12 rats/group. Chocolate consumption increased
S100B protein in non-handled female rats (Two-Way ANOVA, interaction between group x
diet, P<0.039). * Significantly different from all other groups (Duncan’s multiple range test,
P= 0.05). (B) Mean + S.E.M of plasma S100B protein after chocolate withdrawal. N= 4-5
rats/group. After 30 days of chocolate withdrawal, these levels did not differ between the

groups (Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Figure 2: Abdominal fat S100B protein after chronic chocolate exposure in handled and non-
handled adult female rats. Data are expressed as mean + S.E.M. N= 6-9 rats/group. During
chocolate consumption, abdominal fat S100B protein did not differ between the groups (Two-

Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Figure 3: Amygdala Na* K*-ATPase activity after chronic chocolate exposure and chocolate
withdrawal in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of Na*,K*-
ATPase activity after chronic chocolate exposure. N= 4 rats/group. An interaction between
group x diet showed that chocolate consumption decreased Na',K'-ATPase activity in
amygdala of non-handled rats (Two-Way ANOVA, P=0.033). * Significantly different from
non-handled group receiving chow only (Duncan’s multiple range test, P= 0.05). (B) Mean +
S.E.M of Na",K*-ATPase activity after chocolate withdrawal period. N= 5 rats/group. After
30 days of chocolate withdrawal, Na*,K*-ATPase activity did not differ between the groups

(Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Figure 4: Hippocampal Na’ K'-ATPase activity after chronic chocolate exposure and
chocolate withdrawal in handled and non-handled adult female rats. (A) Mean + S.E.M of
Na®,K*-ATPase activity after chronic chocolate exposure. N= 4 rats/group. Chocolate
consumption decreased Na*,K*-ATPase activity in hippocampus of non-handled female rats
(Two-Way ANOVA, interaction between group x diet, P=0.047). * Significantly different
from all other groups (Duncan’s multiple range test, P= 0.05). (B) Mean + S.E.M of Na*,K'-
ATPase activity after chocolate withdrawal period. N= 5 rats/group. There was no difference
between the groups in Na*,K*-ATPase activity, after 30-days-period of chocolate withdrawal

(Two-Way ANOVA, P>0.05 for handling and diet).
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Table 1A. Total caloric consumption of the diets used in the study.

Group Day 1 Day 6 Day 12 Day 18 Day 24 Day 30
Chow 40.5+6.3 45.743.1 473432  47.8+4.1 49.6+3.3 52.347.8
NH only
Chow+  74.4+44 63.1+3.3  55.542.6  48.9+4.8 58.2+3.3 57.3+4.8
chocolate
Chow 48.4+5.1 51.143.7  489+1.3  452+47.6 45.343.2 42.943.0
H only
Chow+  75.844.2 59.8+5.1 53.4+3.6  56.4+44 525414 51.845.4
chocolate

Data are shown as mean + S.E.M. Total caloric consumption decreased in all groups overtime
(Repeated Measures ANOVA, P=0.016, n= 5-9 cages/group); however, it was not different
between neonatally handled and non-handled rats (Repeated Measures ANOVA, P>0.05 for

handling, n= 5-9 cages/group).



Table 1B. Body weight (g) during the 30-days-period of chronic chocolate exposure.

Group Basal 1" Week 2" Week 3" Week 4™ Week
Chow 227.846.8 226.8459 231.547.0 235.0+7.1 239.5+7.2
NH only
Chow+  223.6+8.2 229.349.0 231.8+8.9 233.1+49.4 237.849.3
chocolate
Chow 225.7+5.7 229.545.5 228.5+46.3 229.8+5.8 231.5+6.5
H only
Chow+  219.846.9 229.3+6.9 230.0+7.5 232.3+7.4 236.947.1
Chocolate
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Data are shown as mean + S.E.M. Body weight did not differ between handled and non-

handled groups overtime (Repeated Measures ANOVA, P>0.05 for handling, n= 6-12

rats/group). On the other hand, animals receiving chocolate exhibited a more evident increase

in the body weight overtime as expected (Repeated Measures ANOVA, P=0.011, n= 6-12

rats/group).
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Table 2. Withdrawal signs after 24 hours of chocolate deprivation in handled and non-

handled adult female rats.

Grooming  Rearing

Crossing TCR Teeth Head Wet-dog

(n°) (sec.)  chatterin shaking shake
g (n° (n°) (n°)

Group
(sec.) (n°)
%?I‘I’W 206.2422.1 86.9+6.9
NH y
OWF 1205496 79.4+9.2
chocolate
Chow 147 14217 66.945.9
only
Chow+ 1 1¢ 5136.6 66.7+11.6
chocolate

176.3+15.8 18.7+2.5 3.9+41.0 1.240.3 0.3+0.2
180.3+21.9 18.4+3.7 4.0+1.1 3.0+0.8* 0.3+0.2
127.8+16.7 17.7+3.7 7.9439 4.8+1.1 ND

179.3+18.9 18.4+3.6 4.2+14 2.640.8 0.3+0.2

Data are shown as mean + S.E.M. Abbreviations: TCR= time spent in central rectangles; ND=

not demonstrated. Non-handled rats exhibited greater frequency of head shaking after

chocolate withdrawal than handled animals (Two-Way ANOVA, interaction between group x

diet, P=0.011, n= 11-15 rats/group). * Significantly different from handled group receiving

chocolate. The other signs of withdrawal did not differ between the groups (Two-Way

ANOVA, P>0.050, n= 12-16 rats/group). Forepaw tremors data were not shown in the Table

1, because this withdrawal sign was not demonstrated by any rat in the open field.
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RESUMO

Em nossos estudos prévios foi demonstrado que o ambiente precoce influencia a resposta
metabdlica, afetando o depdsito de gordura abdominal de ratas fémeas adultas expostas a uma
dieta hipercaldrica a longo prazo. No presente estudo, nosso objetivo foi verificar os efeitos
da exposicdo cronica a uma dieta hiperpalatavel (chocolate) sobre a atividade cerebral da
Na®,K*-ATPase e a concentragio da proteina S100B no plasma, assim como sobre a resposta
a abstinéncia dessa dieta em ratas adultas manipuladas e ndo manipuladas no periodo
neonatal. Foram medidos o consumo dos alimentos (racao-padrao de laboratdrio e chocolate),
ganho de peso corporal, a concentragao da proteina S100B, bem como a atividade cerebral da
Na®,K*-ATPase durante a exposi¢do cronica e apdés a abstinéncia de chocolate em ratas
fémeas adultas que haviam sido expostas ou ndo a manipulagdo neonatal (10 min/dia, 10
primeiros dias de vida). Ratas ndo manipuladas no periodo neonatal e expostas cronicamente
ao chocolate na vida adulta exibiram niveis aumentados de S100B no plasma, porém a
concentracdo desta proteina na gordura abdominal ndo foi diferente entre os grupos. O
consumo cronico de chocolate reduziu a atividade da Na",K'-ATPase em ambas estruturas
cerebrais, amigdala e hipocampo de ratas ndo manipuladas, mas n@o nas ratas manipuladas no
periodo neonatal, além disso, esse efeito sobre a atividade da enzima desapareceu apds a
abstinéncia de chocolate. Ratas fémeas nao manipuladas também demonstraram uma maior
frequéncia de tremores de cabeca na tarefa de campo aberto, apds 24 horas de abstinéncia de
chocolate em compara¢cdo com ratas manipuladas no inicio da vida. Esses achados sugerem
que a manipulacdo neonatal modifica a vulnerabilidade para alteracdes metabdlicas e

cerebrais induzidas pela exposi¢do cronica a uma dieta hiperpalatdvel na vida adulta.
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Palavras-chave: estresse neonatal, manipulacdo neonatal, comportamento alimentar,

alimento hiperpalatdvel, gordura abdominal, proteina S100B, Na", K*-ATPase, abstinéncia.

Abreviacoes: HPA, eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal.
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INTRODUCAO

A manipulagdo neonatal € uma modelo experimental proposto para avaliar os efeitos
do ambiente precoce sobre varios desfechos na vida adulta. Este protocolo é caracterizado por
uma separacdo breve, repetida e aparentemente indcua da mae no periodo neonatal, a qual
estd associada com o aumento do cuidado materno (Liu et al., 1997; Branchi et al., 2001;
Pryce et al., 2001). A literatura descreve amplamente que animais manipulados no periodo
neonatal apresentam uma menor resposta ao estresse quando adultos (Levine et al., 1967;
Padoin et al., 2001; Panagiotaropoulos et al., 2004) e tal efeito é observado em situagdes de
estresse agudo (Meaney et al., 1989) bem como cronico (Panagiotaropoulos et al., 2004; Ladd
et al., 2005).

Adicionalmente, animais manipulados consomem mais alimentos palatdveis durante a
exposi¢do aguda a esse tipo de alimento em comparacdo aos seus controles (Silveira et al.,
2006; da Silva Benetti et al., 2007). Em um estudo prévio de nosso laboratério, descrevemos
uma influéncia protetora da manipulacdo neonatal sobre o depdsito de gordura abdominal (da
Silva Benetti et al., 2007) de ratas fémeas adultas expostas cronicamente a uma dieta
hipercaldrica e hiperpalatdvel. Assim, foi sugerido que uma resposta metabolica especifica a
dietas hipercaldricas oferecidas cronicamente, poderia proteger as ratas fémeas manipuladas
contra os efeitos prejudiciais deste desafio ambiental (dieta) na vida adulta.

A Na',K"-ATPase é uma importante enzima responsdvel pela geracio e manutengio
do potencial de membrana necessdrios para a excitabilidade neuronal. Algumas doencgas
metabdlicas, como por exemplo, a obesidade e o diabetes tipo 2, foram descritas por induzir
uma reducdo na atividade da Na*,K*-ATPase (Iannello et al., 2007). Por outro lado, a S100B ¢é
uma proteina acopladora de cdlcio, predominantemente expressa pelos astrocitos no cérebro

de vertebrados (Marenholz et al., 2004), embora algumas evidéncias sugiram sua producdo



185

em outros tecidos ndo cerebrais, tais como os adipdcitos (Steiner et al., 2007). Niveis
aumentados de S100B no soro foram identificados apds a exposicao ao estresse em animais
(Scaccianoce et al., 2004; Diehl et al., 2007) e em humanos (Schulpis et al., 2006). A
concentracdo de S100B no soro € influenciada pela dieta assim como pelo ganho de peso
corporal (Holtkamp et al., 2008). Estudos epidemioldgicos e experimentais demonstram que a
isquemia cardiaca estd associada com um aumento nos niveis da proteina S100B no soro
(Pfeifer et al., 2008; Mazzini et al., 2005).

Em nossos achados anteriores, a manipulacdo neonatal atenuou o aumento na gordura
abdominal, bem como nos niveis de trigliceridios, apds exposi¢do cronica a uma dieta
hiperpalatdvel na vida adulta (da Silva Benetti et al., 2007). Dessa forma, no presente estudo
utilizamos um protocolo de exposicdo a dieta hipercalérica e hiperpalatdvel crdnica
(chocolate) e a sua abstinéncia visando melhor compreender de que maneira a manipulagao no
inicio da vida afeta a resposta metabdlica na idade adulta. Entdo, tentando entender os
possiveis mecanismos envolvidos nesses achados prévios, o presente estudo avaliou a
atividade da Na",K'-ATPase no hipocampo e na amigdala, duas estruturas cerebrais
classicamente descritas por estarem envolvidas na regulacio do comportamento alimentar
(Clifton et al., 1998; Giraudo et al., 1998). Adicionalmente, os niveis da proteina S100B no
soro foram mensurados apds a exposi¢do cronica a dieta hiperpalatavel, assim como apds o
periodo de abstinéncia dessa dieta. Nossa hipdtese € de que os animais manipulados no
periodo neonatal sejam menos vulneraveis aos efeitos metabdlicos da exposi¢cdo crOnica a

dieta hiperpalatavel bem como da abstinéncia dessa dieta.
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MATERIAIS E METODOS

Animais experimentais

Ratas Wistar prenhes provenientes do Instituto de Biociéncias (UFRGS) foram
randomicamente selecionadas. Os animais foram colocados individualmente em caixas-
moradia confeccionadas em Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) com piso coberto por maravalha e
foram mantidos em um ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro de 12h (luzes acesas
entre 07:00 h e 19:00 h), temperatura de 22 + 2°C, limpeza semanal das caixas, ragdo padrio e
agua ad libitum. Todas as ninhadas foram padronizadas em oito filhotes nas primeiras 24h
apés o nascimento e mantidas intactas, exceto para os procedimentos de manipulacdo que
foram realizados entre as 09:00h e 11:00h. O pesquisador tinha o cuidado de trocar as luvas
entre a manipulacdo de cada ninhada, para evitar a dispersao de qualquer tipo de odor de uma

ninhada para outra.

O dia do nascimento foi considerado o dia O (zero). As ninhadas foram desmamadas e
separadas por sexo no dia 21 pds-natal. Foram utilizadas duas fémeas da mesma ninhada para
0 mesmo grupo, considerando os 4 grupos (ver abaixo). Apds o desmame, as ratas fémeas
foram mantidas em torno de quatro a cinco por caixa, em ambiente controlado (conforme
descrito acima) e sem qualquer tipo de manipulacdo até o inicio da exposi¢do ao alimento
palatavel (dia 60). Um total de 48 ratas fémeas foi utilizado em diferentes experimentos,
sendo essas derivadas de 15 ninhadas. A linha do tempo esquematiza os experimentos (Figura
1). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul — UFRGS, Brasil.
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Modelo de Manipulagcdao Neonatal

Grupo nao-manipulado: Filhotes permaneceram com a mae, sem manipulacio
neonatal, até o desmame. A limpeza rotineira das caixas foi interrompida durante esse
periodo.

Grupo manipulado: Este procedimento foi realizado conforme anteriormente descrito
(17). A mae foi gentilmente afastada para um lado da caixa-moradia e os filhotes foram
removidos do ninho e colocados dentro de uma caixa limpa forrada com papel toalha. Entao, a
ninhada foi colocada em uma incubadora ajustada para manter uma temperatura ambiente de
30-32°C (temperatura da dgua de 34° C), enquanto a mae foi mantida na caixa-moradia
posicionada ao lado da incubadora. Apds 10 minutos, os filhotes (machos e fé€meas)
retornaram para sua respectiva mde. Toda a ninhada foi manipulada a0 mesmo tempo
(machos e fémeas), entretanto, apés o desmame, machos foram utilizados em outro
experimento. Este procedimento foi realizado do dia 1 ao dia 10 pds-natal, em seguida, os

filhotes foram mantidos com a mae, sem manipulacdo, até o dia 21 pds-natal.

Exposicdo a dieta hiperpalatdvel

A partir do dia 60 de vida, as ratas foram habituadas a um novo ambiente contendo um
alimento novo. Neste experimento, as fémeas foram colocadas individualmente em uma caixa
retangular (40 x 15 x 20 cm) com partes inferior e laterais revestidas em madeira e parte
superior em vidro transparente. Uma por¢do de chocolate pesada previamente (chocolate ao
leite — Neugebauer®) foi colocada em uma das extremidades da caixa-corredor. As ratas
foram habituadas a esse ambiente por 5 dias, durante 3 minutos cada dia, sob restricdo

alimentar (recebendo em torno de 80% do consumo habitual). No 6° dia, as ratas foram
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testadas para o consumo de alimento palatavel, apds terem recebido ragdo padrao ad libitum
nas 24 horas prévias. Esses procedimentos foram realizados para verificar se as ratas fémeas
comeriam o chocolate da mesma forma que elas comumente ingerem outros tipos de
alimentos palataveis (15), com e sem restri¢do alimentar. Apés esse periodo de habituagio, as
ratas receberam racdo padrio ad libitum. No 83° dia de vida, todas as ratas foram pesadas e
randomizadas em diferentes grupos, sendo colocadas em nidmeros de 3 a 4 por caixa. Os
grupos foram subdivididos em 1) Nao-manipulada + ragdo padrdo, 2) Nao-manipulada +
chocolate + ragdo padrdo, 3) Manipulada + racdo padrdo e 4) Manipulada + chocolate + racao
padrao. Uma semana depois, grupos especificos comecaram a receber chocolate, com ragao
padrdo, ad libitum na caixa-moradia. Durante 30 dias, por¢cdes previamente pesadas de
chocolate e de racdo padrao foram oferecidas, e a quantidade restante foi medida diariamente
para avaliar o consumo. O consumo de alimentos foi medido por caixa e entdo dividido pelo
nimero de animais em cada caixa para determinar o consumo médio por animal. A Tabela 1
descreve a composicdo nutricional das dietas utilizadas no estudo. Passados 30 dias de
exposicao a dieta palatdvel, um grupo de animais foi sacrificado por decapitacdo apds 6 horas
de jejum. Os consumos de racdo e chocolate, assim como os dados de preferéncia pelo
alimento palatdvel foram descritos em detalhes previamente (17) e foram reproduzidos neste

estudo.

Privacdo da dieta hiperpalatdvel

Apés a exposicdo crénica ao chocolate, um grupo especifico de ratas fémeas foi

privado de chocolate durante 30 dias, recebendo somente ra¢ao padrao e dgua ad libitum.
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Resposta comportamental a privacdo de chocolate — Tarefa de Campo aberto

Ap6s as primeiras 24 horas de privacao de chocolate, as ratas foram avaliadas quanto a
presenca de sinais espontaneos de abstinéncia da dieta hiperpalatdvel. Elas foram colocadas,
individualmente, dentro de uma caixa de madeira e com parede frontal de vidro transparente
medindo 50 x 40 x 60 cm. O assoalho foi igualmente dividido em 12 retdngulos do mesmo
tamanho (13,3 x 15,0 cm). As ratas foram observadas diretamente e continuamente por
pesquisadores cegos para a condicao experimental, durante um periodo de 20 minutos. Cada
rata foi testada uma tnica vez. Durante esse periodo de observagdao foram registrados os
seguintes sinais de abstinéncia: movimentos de limpeza de patas e corpo, permanéncia em
posicdo estendida nas patas traseiras, nimero de cuzamentos nos retangulos, tempo de
permanéncia nos retangulos centrais, tremores de dentes e patas dianteiras, movimentos de
cabeca e corpo. Esses componentes representam sinais provocados pela interrup¢cdo abrupta

do de consumo de chocolate.

Amostras de sangue, disseccdo de estruturas cerebrais e gordura abdominal

Os animais foram sacrificados por decapitacdo apds 6h de jejum. A racdo padrao foi
removida as 7:00h (inicio do ciclo claro); o jejum foi realizado durante o dia para minimizar a
possibilidade dos animais consumirem algum alimento préximo ao hordrio da coleta dos
tecidos. O sangue do tronco encefélico foi coletado em tubos contendo anti-coagulante
(heparina) para a determinagdo da proteina S100B. O plasma foi separado e congelado a -
20°C até o dia das analises.

O cérebro foi removido imediatamente apds decapitagdo. O hipocampo e a amigdala

foram dissecados para preparar as membranas sindpticas para a determinagdo da atividade da
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enzima Na®,K"-ATPase. O hipocampo e a amigdala foram homogeneizados em 10 volumes
(1:10, w/v) de 0,32 M de solugdo de sacarose contendo 5,0 mM HEPES e 0,1 mM EDTA, pH
7,4. As membranas sindpticas do hipocampo e da amigdala foram preparadas seguindo o
protocolo de Jones e Matus (1974) com algumas modificacdes (Wyse et al.,1998). O
homogeneizado foi centrifugado a 1000 X g por 10 minutos e o sobrenadante foi removido e
centrifugado a 12,000 X g durante 20 minutos. O sedimento foi ressuspendido em solu¢do
tampao hipotdnico (5,0 mM de tampao Tris-HCI, pH 8,1) a 0°C por 30 minutos, e aplicado
sobre um gradiente de densidade descontinua de sacarose consistindo de camadas sucessivas
de 0,3; 0,8 e 1,0 M. Apés centrifugagdao a 69,000 X g durante 120 minutos, a fracdo na
interface entre sacarose 0,8 e 1,0 M foi assumida como a prepara¢dao da membrana da enzima.

As duas maiores por¢des da gordura abdominal (gonadal e retroperitoneal) foram
dissecadas para determinacdo da proteina S100B. O tecido de gordura abdominal foi pesado

utilizando uma balanga com precisdo de 0,0001g.

Determinagdo da S100B no plasma e na gordura abdominal

A concentragdo da proteina S100B foi determinada pelo método de ELISA, conforme
protocolo de Leite e colaboradores (2008). O mesmo protocolo foi utilizado para medir os
niveis de S100B no plasma, assim como sua concentragdo na gordura abdominal. Um volume
de 50 pL de amostra (diluido com tampao fosfato salina contendo 0,2% de albumina)
adicionado a 50 mM de solucdo tampao Tris foi incubado por 2 h em uma placa de ELISA
previamente coberta com anticorpo anti-S100B (SH-B1) monoclonal. As placas foram
lavadas com tampao de lavagem. Anti-S100B policlonal foi adicionado e incubado por 30
minutos e entdo as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem. O anticorpo

secundério (peroxidase-conjugated anti-rabbit) foi adicionado para mais 30 minutos de
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incubacdo (amostras de plasma) ou ambos anticorpos foram incubados juntos por 1 hora
(amostras de tecido). As placas foram novamente lavadas. A reacdo colorimétrica com o-

fenilenodiamina foi mensurada a 492 nm no leitor de placa de ELISA.

Atividade da Na*, K" -ATPase cerebral

A andlise da atividade da enzima Na',K*-ATPase nas estruturas cerebrais foram
realizadas conforme o que se segue. O reagente de mistura para a determinacdo da atividade
da Na", K*-ATPase continha 5,0 mM MgCl,, 80,0 mM NaCl, 20,0 mM KCI e 40,0 mM Tris-
HCI, pH 7,4, em um volume final de 200 puL. A reacao foi iniciada através da adi¢ao de ATP.
Amostras controles foram determinadas sob as mesmas condi¢des com a adi¢ao de 1,0 mM de
ouabaina. A atividade da Na',K'-ATPase foi calculada pela diferenca entre as duas
determinacgdes, conforme descrito previamente por Wyse e colaboradores (1998). O fosfato
inorganico liberado (Pi) foi medido através do método de Chan e colaboradores (1986). A
atividade especifica da enzima foi expressa em nmol de Pi liberado por minuto por mg de

proteina. Todas as medidas foram realizadas em duplicatas.

Andlise Estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrao da média e foram analisados por
ANOVA de duas vias ou ANOVA de medidas repetidas, seguidas pelo teste post-hoc de
Duncan quando indicado, ou por teste t de Student. O nivel de significancia estatistica
estabelecido foi de 5%. O niimero de animais utilizado foi estimado a partir de experimentos

prévios (Silveira et al., 2006; da Silva Benetti et al., 2007).
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RESULTADOS

Consumo e peso corporal durante a exposicdo cronica ao chocolate

O consumo caldérico de ragdo padrao e chocolate durante o periodo de 30 dias de
exposi¢cdo nao diferiu entre as ratas fémeas manipuladas e nao-manipuladas no periodo
neonatal, considerando o consumo médio de cada caixa-moradia (ANOVA de Medidas
Repetidas, P>0,05 para manipulacdo, n= 5-9 caixas/grupo). O consumo caldrico total
diminuiu em todos os grupos experimentais com o passar do tempo (ANOVA de Medidas
Repetidas, P=0,016, n= 5-9 caixas/grupo) e as ratas que receberam chocolate apresentaram
um maior consumo calérico total (ANOVA de Medidas Repetidas, P=0,001, n= 5-9
caixas/grupo). O peso corporal também nao alcancou significancia estatistica entre ratas
manipuladas e ndo-manipuladas ao longo do tempo (ANOVA de Medidas Repetidas, P>0,05
para manipulacdo, n= 13-25 ratas/grupo), entretanto, o ganho de peso foi evidente nos grupos
expostos ao chocolate, conforme esperado (ANOVA de Medidas Repetidas, P=0,008, n= 13-

25 ratas/grupo). As Tabelas 1A e 1B mostram esses resultados.

Resposta comportamental a abstinéncia de chocolate

ApOs as primeiras 24 horas de retirada do chocolate, alguns dos sinais de abstinéncia
avaliados, como por exemplo: a frequéncia de movimentos de limpeza de patas e corpo, a
permanéncia em posicdo estendida nas patas traseiras, o nimero de cuzamentos nos
retangulos, os tremores de dentes e patas dianteiras, os movimentos de corpo, bem como o
tempo de permanéncia nos retangulos centrais, ndo foram diferentes entre os grupos (ANOVA

de duas vias, P>0,05 para manipulacdo e dieta, n= 12-16 ratas/grupo) e nenhuma interacao foi
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detectada. Entretanto, uma interac@o entre grupo e dieta foi observada quando os movimentos
de cabeca foram analisados ap6s as primeiras 24 horas de abstinéncia de chocolate, mostrando
que a privacdo desse alimento hiperpalatdvel induziu a uma frequéncia aumentada dos
movimentos de cabeca em ratas fémeas nao-manipuladas quando comparadas com ratas
manipuladas no periodo neonatal (ANOVA de duas vias, P=0,011, n= 11-15 ratas/grupo).

Esses resultados sao mostrados na Tabela 2.

Concentragdo de proteina S100B no plasma e na gordura abdominal apos exposicdo

cronica e abstinéncia de chocolate

Quando analisados os niveis plasmaticos de S100B, observamos uma interacao entre
grupo e dieta, indicando que ratas fémeas nao-manipuladas possuem niveis aumentados de
S100B no plasma apds exposi¢ao cronica ao chocolate (ANOVA de duas vias, P=0,039, n=9-
12 ratas/grupo). No entanto, apds o periodo de 30 dias de abstinéncia ao chocolate esta
diferencga entre os grupos, descrita acima, ndo mostrou significancia estatistica (ANOVA de
duas vias, P>0,05 para manipulacdo e dieta, n= 4-5 ratas/grupo). Tais resultados estdo
dispostos nas Figuras 1A e 1B.

A concentracdo de protein S100B na gordura abdominal ndo foi diferente entre os
grupos analisados (ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulacio e dieta, n= 6-9
ratas/grupo, Figura 2) nenhuma interacdo foi observada, nem mesmo quando as duas maiores
porcdes do depdsito de gordura abdominal (inguinal e perirenal) foram avaliadas
individualmente ap6s o consumo cronico de chocolate (ANOVA de duas vias, P>0,05 para
manipulacdo e dieta, n= 6-9 ratas/grupo). As diferencas detectadas entre ratas fé€meas

manipuladas e ndo-manpuladas no depdsito de gordura abdominal, apés o periodo de
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exposicao cronica ao chocolate e de abstinéncia, foram descritos em detalhes previamente (da

Silva Benetti et al., 2007).

Atividade da Na*,K*-ATPase na amigdala e no hipocampo apds o periodo de

exposicdo cronica ao chocolate e de abstinéncia

O consumo de chocolate induziu a uma reducdo na atividade da enzima Na",K*-
ATPase na amigdala de ratas fémeas nao-manipuladas no periodo neonatal (ANOVA de duas
vias, interac@o entre grupo e dieta, P=0,033, n= 4 ratas/grupo). Entretanto, apds o periodo de
abstinéncia ao chocolate, a diferenca entre os grupos ndo foi mais detectada (ANOVA de duas
vias, P>0,05 para manipulacdo e dieta, n= 5 ratas/grupo) e nenhuma interacao foi observada.
Esses resultados sao apresentados nas Figuras 3A e 3B.

Considerando a atividade da enzima no hipocampo, ratas ndo-manipuladas exibiram
uma atividade diminuida da Na",K*-ATPase nessa estrutura cerebral, apos exposi¢io cronica
ao chocolate, enquanto que nenhuma diferenca foi observada nas ratas manipuladas (ANOVA
de duas vias, interacdo entre grupo e dieta, P=0,047, n= 4 ratas/grupo). Apds o periodo de
abstinéncia, a atividade da Na",K'-ATPase no hipocampo nio diferiu entre os grupos
(ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulacdo e dieta, n= 5 ratas/grupo) e nenhuma

interagdo foi detectada. As Figuras 4A e 4B mostam esses achados.

DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que a manipulacdo neonatal determina uma resposta
periférica e central especifica a exposicao cronica a dieta hiperpalatdvel na vida adulta. Ratas

fémeas ndo-manipuladas exibiram niveis aumentados de S100B no plasma apds serem
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cronicamente expostas ao chocolate, entretanto esse efeito ndao foi observado em ratas
manipuladas no periodo neonatal. Um estudo recente demonstrou aumentos nos niveis da
proteina S100B apds o ganho de peso corporal (Holtkamp et al., 2008). De certa maneira, esse
achado vai de encontro com nossos resultados no grupo de ratas nao-manipuladas, as quais
exibiram niveis aumentados de S100B apds a exposi¢ao cronica ao chocolate e, como
consequéncia, maior ganho de peso corporal. Interessantemente, ratas manipuladas no periodo
neonatal ndo sofreram aumento nos niveis de S1I00B no plasma apds exposi¢do cronica ao
chocolate, embora apresentassem ganho de peso igual ao de ratas ndo-manipuladas (da Silva
Benetti et al., 2007), possivelmente indicando uma regulacdo metabdlica particular, ligada ao
peso corporal nessas ratas. Adicionalmente, o acimulo de gordura abdominal atenuado nas
ratas manipuladas nos primeiros dias de vida comparado com ratas nao-manipuladas esta de
acordo com essses achados de regulagdo metabdlica diferencial e com um possivel papel da
S100B em tais efeitos. No presente estudo, observamos que os niveis médios de S100B no
plasma tenderam a ser reduzidos nas ratas fémeas manipuladas nos dois grupos de dietas
(ragdo-padrao e racdo-padrao+chocolate), embora esta diferenca ndo tenha atingido
significAncia estatistica. E relevante notar que um estudo recente mostrou niveis aumentados
de S100B no fluido cérebro-espinhal em ratas fémeas adultas expostas a separacdo materna
durante o periodo neonatal (Diehl et al., 2007), sugerindo que eventos precoces podem
modular a producgdo de tal proteina e afetar as caracteristicas neuroprotetoras destes animais a
longo prazo.

Mais recentemente, foi demonstrado que a proteina S100B, previamente assumida
como uma proteina especifica do SNC, é também produzida em diversos tecidos ndo-
cerebrais, como por exemplo, nos adipdcitos (Steiner et al., 2007). Entretanto, em nosso
estudo, o aumento nos niveis de S100B no plasma induzido pela exposi¢do ao chocolate em

ratas ndo-manipuladas parece ter origem no SNC, visto que a concentracdo da proteina S100B
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na gordura abdominal ndo diferiu entre os grupos de ratas manipuladas e nao-manipuladas
cronicamente expostas a dieta hiperpalatdvel. Outras investigacdes, também utilizando o
chocolate, t€m demonstrado que a exposicdo a longo prazo a uma dieta hiperpalatavel induz
um aumento no indice de dano ao DNA, em estruturas cerebrais como o estriado € o
hipocampo de animais adultos (Krolow et al., 2010). Dessa forma, os dados apresentados no
presente estudo indicam uma origem central da proteina, sugerindo que os niveis de S100B
podem ser influenciados pela dieta (Ziegler et al., 2004). Inimeras condi¢des que afetam o
SNC foram descritas por influenciar os niveis de S100B no soro (Savola et al., 2004; Berger
et al., 2005; Kleindienst et al., 2007; Gu et al., 2007) e, nesses casos, uma origem central foi
sugerida. No entanto, nés ndo podemos descartar a possiblidade de uma taxa de liberacao
diferencial da proteina S100B pelo tecido adiposo, visto que existe um aumentado depdsito de
gordura abdominal nas ratas fémeas ndo-manipuladas, cronicamente expostas ao chocolate
(da Silva Benetti et al., 2007).

Ratas fémeas ndo-manipuladas, no presente estudo, exibiram uma reduc¢do na
atividade da enzima Na*,K*-ATPase em estruturas cerebrais como a amigdala e o hipocampo
apos exposicao a longo prazo ao chocolate. Este resultado estd de acordo com uma descri¢dao
prévia de um efeito inibitério do cacau sobre a atividade da Na*,K*-ATPase in vitro (Harlan
and Mann, 1982), entretanto, os mecanismos envolvidos nesse efeito necessitam de maiores
esclarecimentos. A exposi¢do cronica a dieta hiperpalativel ndo alterou a atividade da
Na®,K"-ATPase em ratas manipuladas no periodo neonatal nas duas estruturas cerebrais
avaliadas nesse estudo. Novamente, esse achado pode sugerir uma diminuida suscetibilidade
dos animais manipulados no inicio da vida aos efeitos de uma dieta hiperpalatdvel oferecida
cronicamente. Considerando a exposi¢do cronica ao chocolate um fator estressor, propde-se
que a auséncia de efeito nas ratas fémeas manipuladas poderia ser mediada pela reduzida

resposta ao estresse amplamente descrita nesses animais (Levine et al.,, 1967;
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Panagiotaropoulos et al., 2004). Apds o periodo de 30 dias de abstinéncia ao chocolate, a
atividade da Na",K*-ATPase nas ratas ndo-manipuladas foi semelhante a de seus controles,
demonstrando que os efeitos centrais e periféricos, induzidos pela dieta hiperpalatavel, sao
reversiveis com o retorno da dieta regular.

Recentemente, uma associac@o entre obesidade e reduzida atividade da Na*,K*-ATPase
em tecidos de animais foi relatada (Iannello et al., 2007). E relevante observar que ratas
fémeas ndo-manipuladas no periodo neonatal, demonstraram um maior acimulo de gordura
abdominal apds exposi¢ao ao chocolate, em comparagdo com ratas manipuladas (da Silva
Benetti et al., 2007), assim, esse indicador de obesidade poderia estar correlacionado com a
reduzida atividade da Na®,K*-ATPase descrita no presente estudo. Sendo a Na* K*-ATPase
uma enzima responsavel pela manutencio do potencial de membrana, fornecendo energia para
a bomba Na™-K* e consumindo grande quantidade de ATP (Erecinska and Silver, 1994), essa
enzima poderia desempenhar um papel importante no metabolismo energético, mais
especificamente no gasto de energia e no desenvolvimento de doengas metabdlicas, tais como
a obesidade. Uma explica¢io alternativa para essa reduciio na atividade da Na*,K*-ATPase nas
ratas ndo-manipuladas seria uma ac¢do periférica proveniente do tecido adiposo, inibindo a
atividade central da enzima e induzindo um desequilibrio no gasto energético. Esse desbalanco
poderia contribuir mais tarde para o acimulo de gordura abdominal observado nas ratas nao-
manipuladas expostas ao chocolate, de forma semelhante a um processo de pré-alimentacao
(feed-forward process). Além disso, as alteracdes na atividade da Na' K'™-ATPase,
identificadas no hipocampo e na amigdala, podem ser devido a uma quantidade alterada dessa
enzima nas membranas sindpticas ou a mudancas na sua eficiéncia (atividade) induzidas por
processos oxidativos por exemplo, conforme reportado na literatura (Jamme et al., 1995,

Rauchova et al., 1999, Zarros et al., 2008).
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A manipulacio neonatal induz modificagdes hipocampais duradouras no rato. Sabe-se
que animais manipulados nos primeiros dias de vida exibem aumentados niveis de
neurotrofinas, aumentada proliferacdo celular, bem como aumentada densidade do mRNA
para receptores de glicocorticéides e da expressao gé€nica dos receptores de glicocorticoides
no hipocampo (O’Donnel et al., 1994, Jutapakdeegul et al., 2003, Ladd et al., 2004, Lemaire
et al., 2006, Cirulli et al., 2007). Esses efeitos persistentes da manipulacdo neonatal sobre o
hipocampo sdo responsdveis pelo efeito desta intervencdo pds-natal sobre a diminuida
responsividade ao estresse identificada nesses animais na vida adulta (Levine et al., 1967,
Panagiotaropoulos et al., 2004). No presente estudo, ratas fémeas manipuladas foram
protegidas contra uma reducdo na atividade da Na",K*-ATPase no hipocampo induzida pela
exposi¢do cronica ao chocolate. Uma possivel explicacio para esse achado incluiria as
alteracdes neuroquimicas, isto €, a real¢ada retro-alimentacao negativa dos GCs e o nimero
aumentado de receptores para GCs, previamente descritos em ratos manipulados (Levine et
al., 1967; Meaney et al. 1989), que possivelmente induziriam a uma diminuida suscetibilidade
aos efeitos do consumo cronico de chocolate sobre o hipocampo. Podemos também sugerir
uma regulagio na atividade da Na',K'-ATPase através dos receptores de glicocorticides.
Considerando, que animais manipulados exibem uma concentracdo aumentada desses
receptores no hipocampo (Levine et al., 1967; Meaney et al. 1989), tais animais poderiam
regular o metabolismo neuronal de uma maneira especifica, modificando a vulnerabilidade do
neurdnio e reduzindo os efeitos de uma dieta hiperpalatdvel sobre a atividade da Na" K-
ATPase.

Em nosso estudo, ratas ndo-manipuladas cronicamente expostas ao chocolate exibiram
uma maior frequéncia de movimentos de cabeca apds 24 horas de abstinéncia ao chocolate.
Apesar dos outros parametros de abstinéncia medidos nesse estudo ndo diferirem entre os

grupos, a maior frequéncia desses movimentos de cabeca vai de encontro com uma descri¢do
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prévia de sinais aumentados de abstinéncia, apds 24 horas de privagdo da dieta hiperpalatavel
em animais cronicamente expostos a esse tipo de dieta (Colantuoni et al., 2002).
Adicionalmente, foi demonstrado que os niveis da proteina S100B aumentam em individuos
dependentes de drogas de abuso que apresentam um consumo elevado das mesmas (Liappas
et al., 2006). A atividade cerebral da Na*,K"-ATPase é também descrita por ser modulada por
drogas de abuso, como por exemplo, a morfina (Wu et al., 2007) e alguns autores propdem
que a fun¢io prejudicada da enzima Na",K*-ATPase est4 relacionada com a tolerincia e a
dependéncia a opidides (Taylor and Fleming, 2001). Considerando a evidéncia de que o
alimento palatdvel interage com opidides cerebrais e dopamina, produzindo efeitos
semelhantes aqueles gerados por drogas de abuso (Avena et al., 2008), € possivel que ratas
manipuladas no periodo neonatal tenham um sistema de recompensa menos responsivo a
abstinéncia de chocolate em comparacdo com ratas ndo-manipuladas. Isto estaria em
concordancia com a descricdo de que a manipulagdo neonatal induz a uma diminuicdo na
responsividade do sistema dopaminérgico-mesolimbico a psico-estimulantes (Brake et al.,
2004) e que animais manipulados tém um menor furnover de dopamina no niicleo acumbens
(Silveira et al., 2009).

Em conclusdo, ratas fémeas manipuladas no periodo neonatal sdo menos suscetiveis
aos efeitos da exposicdo cronica ao chocolate sobre os niveis da proteina S100B no plasma,
assim como sobre a atividade da Na®,K*-ATPase na amigdala e no hipocampo. Nosso estudo
sugere que a manipulagcdo nos primeiros dias de vida pode prevenir ndao somente modificacdes
periféricas como também centrais induzidas pela exposi¢do a longo prazo a dieta
hiperpalatdvel, reduzindo a vulnerabilidade a alteracdes metabdlicas e neuronais. Ainda ndo
estd estabelecido se esta resiliéncia carrega algum valor adaptativo ou algum beneficio a

longo prazo; esse conhecimento pode contribuir para melhor compreender de que forma um
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evento precoce na vida é capaz de determinar variagdes individuais na suscetibilidade a

desfechos distintos.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Niveis de S100B no plasma apds exposi¢ao cronica ao chocolate e apds abstinéncia
da dieta em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. (A) Média + E.P.M de
proteina SI00B no plasma apds exposi¢do cronica ao chocolate. N= 9-12 ratas/grupo. O
consumo de chocolate aumentou os niveis de S100B em ratas ndo-manipuladas (ANOVA de
duas vias, interac@o entre grupo x dieta, P<0,039). * Significativamente diferente de todos os
outros grupos (teste post-hoc de Duncan, P= 0,05). (B) Média + E.P.M dos niveis de S100B
no plasma apds abstinéncia de chocolate. N= 4-5 ratas/grupo. Apds 30 dias de privacao de
chocolate, esses niveis ndo diferiram entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para

manipulacdo e dieta).

Figura 2: Proteina S100B na gordura abdominal apds exposi¢do crénica ao chocolate em
ratas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. Dados sdo expressos em média + E.P.M. N= 6-
9 ratas/grupo. Durante o consumo de chocolate, a concentragdo de S100B na gordura
abdominal ndo foi diferente entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulacdo

e dieta).

Figura 3: Atividade da enzima Na"K'-ATPase na amigdala apds exposi¢do cronica ao
chocolate e apds abstinéncia da dieta em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-
manipuladas. (A) Média + E.P.M da atividade da Na*,K"-ATPase ap6s exposi¢io cronica ao
chocolate. N= 4 ratas/grupo. Uma interacio entre grupo x dieta mostrou que o consumo de
chocolate reduziu a atividade da Na",K'-ATPase na amigdala de ratas ndo-manipuladas
(ANOVA de duas vias, P=0,033). * Significativamente diferente do grupo nao-manipulado

que recebeu somente ragcdo-padrao (teste post-hoc de Duncan, P= 0,05). (B) Média + E.P.M
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da atividade da Na",K*-ATPase ap6s o periodo de abstinéncia de chocolate. N= 5 ratas/grupo.
Ap6s 30 dias de privagdo de chocolate, a atividade da Na*,K*-ATPase ndo diferiu entre os

grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulacdo e dieta).

Figura 4: Atividade hipocampal da Na*,K"-ATPase apds exposicdo cronica ao chocolate e
apos abstinéncia da dieta em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. (A) Média
+ EP.M da atividade da Na',K'-ATPase apds exposicio cronica ao chocolate. N= 4
ratas/grupo. O consumo de chocolate diminuiu a atividade da Na*,K"-ATPase no hipocampo
de ratas ndo-manipuladas (ANOVA de duas vias, interagao entre grupo x dieta, P=0,047). *
Significativamente diferente de todos os outros grupos (teste post-hoc de Duncan, P= 0,05).
(B) Média + E.P.M da atividade da Na*,K"-ATPase apds abstinéncia o periodo de abstinéncia
de chocolate. N= 5 ratas/grupo. Nenhuma diferenca foi observada na atividade da Na* K'-
ATPase entre os grupos, apds o periodo de 30 dias de privagao de chocolate (ANOVA de

duas vias, P>0,05 para manipulacdo e dieta).
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Figura 1: Niveis de S100B no plasma apds exposicdo cronica ao chocolate e apds abstinéncia
da dieta em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. (A) Média + E.P.M de
proteina S1I00B no plasma apds exposi¢do cronica ao chocolate. N= 9-12 ratas/grupo. O
consumo de chocolate aumentou os niveis de SI00B em ratas ndo-manipuladas (ANOVA de
duas vias, interacdo entre grupo x dieta, P<0,039). * Significativamente diferente de todos os
outros grupos (teste post-hoc de Duncan, P= 0,05). (B) Média + E.P.M dos niveis de S100B
no plasma apds abstinéncia de chocolate. N= 4-5 ratas/grupo. Apés 30 dias de privacdo de
chocolate, esses niveis nao diferiram entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para

manipulagdo e dieta).
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Figura 2: Proteina S100B na gordura abdominal apds exposicdo cronica ao chocolate em
ratas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. Dados sdo expressos em média + E.P.M. N= 6-
9 ratas/grupo. Durante o consumo de chocolate, a concentragdo de S100B na gordura
abdominal ndo foi diferente entre os grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulagdo

e dieta).
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Figura 3: Atividade da enzima Na’K'-ATPase na amigdala apés exposicdo cronica ao
chocolate e apds abstinéncia da dieta em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-
manipuladas. (A) Média + E.P.M da atividade da Na*,K"-ATPase ap6s exposi¢do cronica ao
chocolate. N= 4 ratas/grupo. Uma interag@o entre grupo x dieta mostrou que o consumo de
chocolate reduziu a atividade da Na® K'-ATPase na amigdala de ratas ndo-manipuladas
(ANOVA de duas vias, P=0,033). * Significativamente diferente do grupo ndo-manipulado
que recebeu somente racdo-padrio (teste post-hoc de Duncan, P= 0,05). (B) Média + E.P.M
da atividade da Na",K*-ATPase ap6s o periodo de abstinéncia de chocolate. N= 5 ratas/grupo.
Ap6s 30 dias de privagdo de chocolate, a atividade da Na* K*-ATPase nio diferiu entre os

grupos (ANOVA de duas vias, P>0,05 para manipulacio e dieta).
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Figura 4: Atividade hipocampal da Na*,K"-ATPase ap6s exposi¢do cronica ao chocolate e
apos abstinéncia da dieta em ratas fémeas adultas manipuladas e ndo-manipuladas. (A) Média
+ EP.M da atividade da Na',K'-ATPase apds exposi¢do cronica ao chocolate. N= 4
ratas/grupo. O consumo de chocolate diminuiu a atividade da Na*,K*-ATPase no hipocampo
de ratas ndo-manipuladas (ANOVA de duas vias, interagdo entre grupo x dieta, P=0,047). *
Significativamente diferente de todos os outros grupos (teste post-hoc de Duncan, P= 0,05).
(B) Média + E.P.M da atividade da Na*,K"-ATPase apés abstinéncia o periodo de abstinéncia
de chocolate. N= 5 ratas/grupo. Nenhuma diferenca foi observada na atividade da Na* K-
ATPase entre os grupos, apds o periodo de 30 dias de privacdo de chocolate (ANOVA de

duas vias, P>0,05 para manipulacdo e dieta).
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7.3 SECAO III - EXPERIMENTOS ADICIONAIS

O estudo apresentado a seguir € proveniente de um estdgio de doutorado no exterior no
laboratério do Dr. Michael Meaney (Developmental Neuroendocrinology Laboratory,
Douglas Hospital Research Centre, Departments of Psychiatry, Neurology and Neurosurgery,
McGill University, Montreal, Canada). Esses experimentos adicionais e seus resultados nao

estdo organizados em forma de artigo cientifico.

Este estudo avaliou a influéncia das variacdes naturais do cuidado materno nos
primeiros dias de vida sobre o consumo de alimento palatdvel, peso corporal e parametros

metabdlicos em resposta a exposi¢ao cronica a uma dieta rica em gordura na vida adulta.

7.3.1 Materiais e Métodos

7.3.1.1 Animais Experimentais

Ratas Long-Evans provenientes do Centro de Pesquisas do Hospital Douglas foram
mantidas isoladas em caixas-moradia de policarbonato contendo maravalha, num ciclo normal
claro/escuro de 12 horas, com rag¢do padronizada e dgua ad libitum. Seus filhotes foram
agrupados conforme a intensidade de cuidado maternal durante a infancia (ver abaixo). O
desmame ocorreu aos 21 dias e entdo os animais foram agrupados em 2 filhotes da mesma

ninhada, sendo utilizados nao mais do que dois filhotes de cada ninhada por grupo. Aos 120
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dias, machos e fémeas foram expostos a uma dieta rica em gordura, enquanto um sub-grupo
de machos permaneceu recebendo racdo padrdo ad libitum sendo utilizados em um outro
experimento. Os procedimentos foram realizados de acordo com os padrdes do Conselho
Canadense para Estudos Experimentais (Canadian Council for Animal Care) e aprovados

pelo McGill University Animal Care Comitee.

7.3.1.2 Observagao dos Cuidados Maternais

O comportamento maternal, de cada genitora, foi observado 5 vezes ao dia (07:00h,
10:00h, 13:00h, 17:00h e 20:00h), nos primeiros 6 dias apds o parto, sendo o dia de
nascimento considerado como o dia 0 (zero). Para cada periodo de observacdo, os seguintes
parametros de cuidados maternais foram observados, por um periodo de 112 minutos: a)
freqiiéncia de lambidas, b) freqiiéncia de comportamento de amamentacao (dorso arqueado)
nos diferentes niveis, ¢) com ou sem contato com o filhote, d) mée recolocando os filhotes no
ninho e e) ninhada espalhada. Ao desmame, os filhotes foram categorizados conforme a
percentagem total do tempo de cuidado da made. Conforme o protocolo de categorizacido da
intensidade do cuidado materno; maes com alto nivel de cuidado (High) sdo aquelas que
demonstram percentagens de tempo no minimo de 1 desvio-padrao acima da média da coorte
inteira, enquanto maes com baixo nivel de cuidado (Low) s3o aquelas que demonstram
percentagens de tempo no minimo de 1 desvio-padrdo abaixo da média da coorte inteira. O
cuidado materno se distribui na populagdo de modo normal, sendo o gréifico de distribui¢dao

tipico apresentado abaixo:
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7.3.1.3 Exposi¢do Cronica a Dieta Rica em Gordura

Aos 120 dias de vida, os animais foram pesados e randomizados em diferentes grupos,
sendo colocados em niimeros de 3 a 4 por caixa. Os grupos foram subdivididos em 1) Low +
racdo padrdo, 2) Low + dieta rica em gordura + racdo padrio, 3) High + racdo padrio e 4)
High + dieta rica em gordura + ra¢do padrdao. Um dia depois, grupos especificos comecaram a
receber dieta rica em gordura (TD.06415, Harlan Teklad, Wisconsin, USA) ad libitum na

caixa-moradia. Durante 4 semanas, por¢des previamente pesadas de alimento rico em gordura
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e de racdo padrao foram oferecidas, e a quantidade restante foi medida diariamente para
avaliar o consumo. O consumo foi medido por caixa e depois dividido pelo nimero de
animais em cada caixa-moradia para obter o consumo médio por rato. O peso corporal foi
medido uma vez por semana ao longo do periodo de exposi¢do cronica a dieta. A Tabela 1

abaixo mostra a composicao da dieta rica em gordura:

Tabela 1: Composi¢ao dos macronutrientes da dieta.

NUTRIENTES % kcal
Proteina 19,0
Carboidrato 36,2
Gordura 448
Kcal/g = 4,6

7.3.1.4 Coleta de Sangue e Disseccdo da Gordura Abdominal

Ao final do periodo de exposi¢ao cronica a dieta rica em gordura foi realizada a coleta
de sangue para a determinacdo dos niveis de glicose e insulina. Os animais foram submetidos
a 6 horas de jejum prévio a coleta. Uma solucdo de glicose a 50% foi injetada
intraperitonealmente (2 mL/kg). Através de uma pequena pun¢do na cauda, o sangue foi
coletado, em tubos contendo anti-coagulante (EDTA - saturado), no basal, 30 e 120 minutos

apos a injecao de glicose. Em seguida, o sangue foi centrifugado a frio, o plasma foi separado
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e congelado a - 20°C até o dia das andlises. Os animais foram mantidos com dieta e racdo
padrao ad libitum por uma semana antes de serem sacrificados.

Os animais foram sacrificados por decapitagao sem jejum prévio. As duas maiores
por¢des da gordura abdominal (gonadal e retroperitoneal) foram dissecadas e pesadas

separadamente, utilizando uma balanga de precisao.

7.3.1.5 Medidas Bioquimicas

Os niveis plasmdticos de glicose foram determinados através de um método
enzimatico utilizando kit comercial (Linco, Missouri, USA) e os niveis de insulina no plasma
foram medidos por ELISA também usando um kit comercial (Linco Research, Missouri,

USA).

7.3.2 Resultados

7.3.2.1 Consumo de Dieta Rica em Gordura

Durante as primeiras 48 horas de exposi¢@o cronica a dieta rica em gordura, filhotes de
maes altamente cuidadoras (high) consumiram mais alimento rico em gordura (ANOVA de

medidas repetidas, efeito do fendtipo, p= 0,004; n= 4 animais/grupo) quando comparados com
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filhotes de maes pouco cuidadoras (low). Entretanto, apds as primeiras 48 horas até o final do

periodo de exposi¢ao cronica a dieta, o consumo ndo diferiu entre os grupos (p> 0,05).
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Fig. 1: Consumo nas primeiras 48 horas de exposicio ao alimento rico em
gordura na caixa-moradia. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da

média. Efeito do fenétipo (p= 0,004), n= 4 animais/grupo.

7.3.2.2 Peso Corporal

Todos os animais aumentaram o peso corporal ao longo das 4 semanas de exposi¢ao a
dieta (ANOVA de medidas repetidas, efeito do tempo, p< 0,001; machos n= 6-7/grupo,
fémeas n= 8-10/grupo), principalmente os machos (efeito do género, p< 0,001) e os animais
que receberam a dieta rica em gordura (efeito da dieta, p< 0,001). Filhotes de maes pouco

cuidadoras (low) recebendo dieta rica em gordura, demonstraram maiores aumentos no peso
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corporal durante o periodo de exposi¢do a dieta na vida adulta (intera¢do fenétipo x dieta, p=

0,016).
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Fig. 2A: Peso corporal durante a exposi¢ao cronica a dieta rica em gordura em
machos. Os dados sdao expressos como média do peso corporal. Efeito do tempo, do

género e da dieta (p< 0,001). Interacao fendtipo x dieta (p= 0,016), n= 6-7/grupo.
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Fig. 2B: Peso corporal durante a exposicao cronica a dieta rica em gordura em
fémeas. Os dados sdo expressos como média do peso corporal. Efeito do tempo, do

género e da dieta (p< 0,001). Interacao fendtipo x dieta (p= 0,016), n= 8-10/grupo.



220

7.3.2.3 Ganho de Peso

Machos demonstraram maior ganho de peso corporal (ANOVA de trés vias, efeito do
género, p< 0,001; machos n= 6-7/grupo, fémeas n= 8-10/grupo), assim como 0s animais
expostos cronicamente a dieta rica em gordura (efeito da dieta, p< 0,001). Filhotes de maes
pouco cuidadoras (low) apresentaram maior ganho de peso em comparagdo com filhotes de
maes altamente cuidadora (high) apds exposi¢ao a dieta (efeito do fendtipo, p= 0,042). Uma
interacdo entre dieta e género foi observada (p= 0,039), mostrando que ratos machos
recebendo dieta rica em gordura tém um maior ganho de peso ao final do periodo de

exposicao cronica.
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Fig. 3: Ganho de peso apds exposicio cronica a dieta rica em gordura. Os dados
sdo expressos como média + erro padrdo da média. Efeito do género e da dieta (p<
0,001), efeito do fendtipo (p= 0,042) e interacdo dieta x género (p= 0,039). Machos n=

6-7/grupo, fémeas n= 8-10/grupo.



221

7.3.2.4 Gordura Abdominal

O consumo crénico de dieta rica em gordura induziu um aumento no depdsito de
gordura abdominal dos animais (ANOVA de trés vias, efeito da dieta, p< 0,001; machos n= 6-
7/grupo, fémeas n= 8-10/grupo), especialmente em ratas fémeas (efeito do género, p< 0,001).
Um efeito do fen6tipo mostrou que filhotes de maes pouco cuidadoras (low) tém maior
acumulo de gordura abdominal quando adultos apds exposicao cronica a dieta rica em gordura

(p= 0,036).
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Fig. 4: Relacao gordura abdominal/peso corporal apds exposicao cronica a dieta
rica em gordura. Os dados sdo expressos como média + erro padrao da média. Efeito
da dieta e do gé€nero (p< 0,001). Efeito do fenétipo (p= 0,036). Machos n= 6-7/grupo,

fémeas n= 8-10/grupo.
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7.3.2.5 Medidas Bioquimicas

7.3.2.6 Niveis de Glicose no Plasma

Na medida basal da glicemia, ratos machos demonstraram niveis aumentados de
glicose em relacao as fémeas (ANOVA de trés vias, efeito do género, p< 0,001; machos n= 6-
7/grupo, fémeas n= 8-10/grupo). Trinta minutos apds a inje¢do de glicose observou-se efeito
do género (p< 0,001) e da dieta (p= 0,004). Niveis aumentados de glicose foram observados
em filhotes de maes pouco cuidadoras (low) na vida adulta (efeito do fendtipo, p= 0,014).
Uma interacdo entre fendtipo e género mostrou que ratos machos provenientes de maes pouco
cuidadoras (low) tém niveis mais elevados de glicose no plasma (intera¢do fenétipo x gé€nero,
p= 0,015) em relagcdo aos de maes altamente cuidadoras (high). Ap6s 120 minutos da injecdo
de glicose, ratos machos apresentaram niveis mais altos de glicose no plasma (efeito do

género, p< 0,001).



>

glicose plasmatica (mg/dl)

oo
m 30
=120

223

Fig. 5A: Niveis de glicose no plasma ap6s a exposicao cronica a dieta rica em

gordura em machos. Os dados sdo expressos como média + erro padrao da média.

Basal: efeito do género (p< 0,001). Apds 30 min. da injecdo de glicose: efeito do

género (p< 0,001), da dieta (p= 0,004) e do fendtipo (p= 0,014). Interacdo fendtipo x

género, (p= 0,015), mostrando niveis aumentados de glicose no plasma em ratos

machos provenientes de maes pouco cuidadoras (low). 120 min. apds inje¢dao de

glicose: efeito do género (p< 0,001); n= 6-7/grupo.
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Fig. 5B: Niveis de glicose no plasma apdés a exposi¢ao cronica a dieta rica em

gordura em fémeas. Os dados sdo expressos como média + erro padrio da média.

Basal: efeito do género (p< 0,001). Apds 30 min. da injecdo de glicose: efeito do

género (p< 0,001), da dieta (p= 0,004) e do fendtipo (p= 0,014). Interacdo fendtipo x

género, (p= 0,015), mostrando niveis aumentados de glicose no plasma em ratos

machos provenientes de maes pouco cuidadoras (low). 120 min. apds inje¢ao de

glicose: efeito do género (p< 0,001); n= 8-10/grupo.

7.3.2.7 Niveis Plasmaticos de Insulina

Animais recebendo dieta rica em gordura demostraram niveis basais aumentados de

insulina no plasma (ANOVA de trés vias, efeito da dieta, p< 0,001; machos n= 6-7/grupo,

fémeas n= 8-10/grupo), assim com ratos machos (efeito do género, p< 0,001). Uma interagdo

entre dieta e género foi observada (p= 0,014), mostrando que machos submetidos a dieta rica
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em gordura apresentaram niveis mais elevados de insulina basal. Trinta minutos apds a
injecdo de glicose, ratos machos apresentaram niveis aumentados de insulina (efeito do
género, p< 0,001), o consumo da dieta rica em gordura induziu um aumento nos niveis de
insulina no plasma (p< 0,001) e um efeito do fenétipo (p= 0,054) mostrou niveis aumentados
de insulina pds-prandial em animais provenientes de maes pouco cuidadoras (low) em
comparacdo com os de maes altamente cuidadoras (high). Apos 120 minutos da injecao de
glicose, niveis aumentados de insulina plasmética foram observados em ratos machos (efeito
do género, p= 0,011), nos animais recebendo a dieta rica em gordura (efeito da dieta, p=
0,008) e nos que filhos de maes pouco cuidadoras (low) (efeito do fendtipo, p= 0,002) em

relac@o aos de maes altamente cuidadoras (high).
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Fig. 6A: Niveis plasmaticos de insulina apds exposicao conica a dieta rica em gordura
em machos. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. Basal: Efeito da
dieta (p< 0,001). Efeito do género (p< 0,001). Interacdo dieta x género (p= 0,014), maiores
niveis de insulina basal em machos recebendo a dieta rica em gordura. Ap6s 30 min. da

injecdo de glicose: efeito do género (p< 0,001), da dieta (p< 0,001) e do fenétipo (p= 0,054).
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Ap6s 120 min. da injecdo de glicose: efeito do género (p= 0,011), da dieta (p= 0,008) e do

fendtipo (p= 0,002), n= 6-7/grupo.
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Fig. 6B: Niveis plasmaticos de insulina apds exposicao conica a dieta rica em gordura em
fémeas. Os dados s@o expressos como média + erro padrao da média. Basal: Efeito da dieta
(p< 0,001). Efeito do género (p< 0,001). Interacdo dieta x género (p= 0,014), maiores niveis
de insulina basal em machos recebendo a dieta rica em gordura. Apds 30 min. da injecao de
glicose: efeito do género (p< 0,001), da dieta (p< 0,001) e do fendtipo (p= 0,054). Apés 120
min. da inje¢ao de glicose: efeito do género (p= 0,011), da dieta (p= 0,008) e do fendtipo (p=

0,002), n= 8-10/grupo.
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8 DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho, a manipulagdo neonatal induziu alteracdes no comportamento
alimentar, onde se identifica um maior consumo de alimento palatdvel quando os animais sdo
expostos por um curto periodo a esse tipo de alimento. As ratas manipuladas expostas
cronicamente a dieta palatdvel demonstraram uma resposta metabdlica diferenciada, sendo
protegidas contra o acuimulo de gordura abdominal, o aumento da atividade da
butirilcolinesterase e da proteina S100B no soro, como também contra a reducao na atividade

da Na*, K"-ATPase em estruturas cerebrais como o hipocampo e a amigdala.

Ratas manipuladas nos primeiros dias de vida exibiram um comportamento alimentar
particular na vida adulta, onde se observa um consumo aumentado de alimento palatdvel
quando essas ratas sao agudamente expostas ao chocolate. Quando o periodo de exposi¢ao se
prolongou por 30 dias, o consumo desse tipo de alimento passou a ndo diferir entre as ratas
manipuladas e ndo manipuladas. Entretanto, a re-exposi¢do ao chocolate, apds uma semana de
privacdo do mesmo, mostrou que as ratas manipuladas sdo capazes de recuperar sua
preferéncia inata pelo alimento palatdvel. Estd bem estabelecido na literatura que animais
manipulados consomem mais alimento palativel quando comparados com ratos ndo-
manipulados (SILVEIRA et al., 2004, DA SILVA BENETTI et al., 2007). Contudo, os
mecanismos envolvidos nesta alteracdo do comportamento alimentar induzida pela
manipulagdo neonatal necessitam de maiores esclarecimentos. Algumas possibilidades podem
ser discutidas: considerando que as ratas manipuladas sdo capazes de inibir sua preferéncia
inata pelo alimento palatdvel, reduzindo o consumo durante o periodo de exposi¢do cronica
(DA SILVA BENETTI et al., 2007) e recuperando sua ingestdo aumentada de chocolate apds

um periodo de privacdo, poder-se-ia sugerir uma capacidade das ratas manipuladas em lidar
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com sua preferéncia aumentada pelo alimento palativel naturalmente adquirida, de modo a
adaptar a quantidade de chocolate consumido a disponibilidade desse tipo de alimento. Outra
interpretacdo baseia-se na descricdo de que o balancgo entre a insulina e os glicocorticdides €
fundamental para a regulacdo do consumo de alimentos e dos estoques de energia
(DALLMAN et al., 2007). Dessa forma, é possivel que as ratas manipuladas tenham um
balanco diferencial desses hormdnios, que as possibilite lidar com uma sobrecarga caldrica
proveniente de um consumo aumentado de alimento palatavel. Isto estaria de acordo com os
achados de Boggiano et al., (2007), mostrando que o consumo aumentado de alimento
palatdvel em animais prediz o comportamento do comer compulsivo, independentemente da
susceptibilidade a obesidade. No presente estudo, portanto, as ratas manipuladas parecem ser
propensas a esse tipo de transtorno no comportamento alimentar, porém isso nao estaria
relacionado com uma maior vulnerabilidade para o ganho de peso excessivo, possivelmente
em razdo do diferente balanco hormonal dessas ratas, regulando o consumo e o gasto
energético. Adicionalmente, a recuperacao da preferéncia aumentada pelo chocolate nas ratas
manipuladas apds a privacdo desse alimento poderia ser explicada por uma maior capacidade
dessas ratas de modular o sistema dopaminérgico-mesolimbico, conforme a disponibilidade
do alimento palatdvel. Esta descrito que animais manipulados nos primeiros dias de vida pds-
natal, quando adultos, ttm um metabolismo dopaminérgico diminuido no nicleo acumbens e
mostram menos reacdes hedonicas positivas em resposta ao alimento doce (SILVEIRA et al.,
2010). Entdo, € possivel que a recuperagdo do consumo aumentado de chocolate, apds um
periodo curto de privacdo desse alimento nas ratas manipuladas esteja relacionada com uma
tentativa de aumentar a resposta dopaminérgica numa situagdo de exposicdo aguda, ou seja,
de limitado acesso ao chocolate, o que provavelmente ndo seria observado durante a
exposicdo cronica ao doce devido a maior e indeterminada disponibilidade desse alimento na

caixa moradia.
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Observamos também que as ratas manipuladas no periodo neonatal, cronicamente
expostas ao alimento palativel na vida adulta, ndo demonstraram alteracdes nos sinais
comportamentais de abstinéncia apds as primeiras 24 horas de privacdo de chocolate, ao
contrério das ratas ndo-manipuladas, que exibiram uma frequéncia aumentada nos parametros
de abstinéncia (tremores de cabeca) em resposta a privacao de doce. Considerando o potencial
aditivo conferido ao alimento palatavel, por agir sobre o sistema dopaminérgico, produzindo
efeitos similares aos de drogas de abuso (AVENA et al., 2008), pode-se sugerir que as ratas
manipuladas tenham uma menor responsividade do sistema dopaminérgico-mesolimbico a
retirada abrupta do alimento palativel em relagdo as ratas ndo-manipuladas. Esta suposi¢ao
concorda com achados da literatura que mostram um efeito da manipulacao neonatal sobre o
sistema de recompensa, induzindo uma reduzida responsividade dopaminérgica a drogas de
abuso (BRAKE et al; 2004), bem como um diminuido metabolismo dopaminérgico no nicleo
acumbens (SILVEIRA et al., 2010). Adicionalmente, € possivel que a menor vulnerabilidade
das ratas manipuladas a privacdo do alimento palatdvel, quando da auséncia de sinais
comportamentais de abstinéncia, seja mediada pela diminuida resposta ao estresse,

classicamente descrita nesses animais (LEVINE ef al., 1967, PANAGIOTAROPOULOS et

al., 2004).

Neste trabalho, a exposi¢do cronica a dieta palatdvel ndo alterou a atividade da
Na®,K*-ATPase no hipocampo e na amigdala de ratas manipuladas, enquanto reduziu a
atividade da enzima nessas mesmas estruturas cerebrais de ratas ndo-manipuladas no periodo
neonatal. Esse achado sugere uma menor suscetibilidade das ratas manipuladas aos efeitos do
consumo cronico de chocolate, considerando relato prévio de que o cacau inibe a atividade da
Na®,K*-ATPase in vitro (HARLAN, MANN, 1982), além de um provavel efeito protetor da
manipulagdo neonatal contra a redugfo na atividade cerebral da Na",K*-ATPase induzida pela

exposicdo cronica a dieta palatavel. A atividade cerebral da Na*,K*-ATPase esta relacionada
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com o sistema de recompensa. Por exemplo, hd relatos recentes de que a atividade da enzima
€ modulada por drogas de adi¢do, como por exemplo a morfina (WU et al., 2007) e que
prejuizos na funciio da Na*,K*-ATPase estariam relacionados com dependéncia e tolerancia a
opidides (TAYLOR, FLEMING, 2001). Desta forma, levando em consideragdao o potencial
aditivo do alimento palatdvel (AVENA et al., 2008), € possivel que a reducdo na atividade da
Na®,K*-ATPase identificada nas fémeas ndo-manipuladas esteja relacionada com uma

dependéncia ao alimento palatdvel nessas ratas.

Outra explicagdo alternativa para esse efeito da manipula¢do protegendo contra uma
reducdo na atividade da Na*, K*-ATPase ap6s o consumo cronico de alimento palatdvel, inclui
a possibilidade da exposi¢do cronica ao chocolate atuar como um evento estressor. Dessa
forma, € possivel supor que a auséncia de efeito da dieta cronica sobre a atividade cerebral da
enzima nas ratas manipuladas, possa ser mediada pela resposta diminuida ao estresse,
classicamente descrita em animais manipulados nos primeiros dias de vida (LEVINE et al.,
1967, PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004). Vale a pena ressaltar também que a
manipulacdo neonatal induz modificacdes persistentes no hipocampo do rato, incluindo
aumento nos niveis de neurotrofinas, na proliferacdo celular, na densidade do RNAm para
receptor de glicocorticdides e na expressdo génica desse receptor (O’DONNEL et al., 1994;
JUTAPAKDEEGUL et al., 2003; LADD et al., 2004; LEMAIRE et al., 2006; CIRULLI et
al., 2007). Essas modificagdes hipocampais duradouras justificam os efeitos da manipulacdo
neonatal sobre a diminuida responsividade ao estresse nesses animais (LEVINE et al., 1967,
PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004). No presente estudo, foi observado que as ratas
manipuladas foram protegidas contra uma reduciio na atividade hipocampal da Na* K-
ATPase induzida pelo consumo cronico de chocolate. Esse achado nas ratas manipuladas
poderia ser explicado pelas alteragdes neuroquimicas previamente descritas nesses animais,

que incluem maior sensibilidade do mecanismo de retro-alimentacio negativa dos
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glicocorticéides e maior concentracdo de receptores para glicocorticdides no hipocampo
(LEVINE et al., 1967, MEANEY et al., 1989). Dessa forma, essas alteragdes poderiam
induzir uma menor suscetibilidade das ratas manipuladas aos efeitos do consumo croénico de
chocolate sobre o hipocampo. Pode-se sugerir também uma regulagio da atividade da Na* K*-
ATPase pelos receptores de glicocorticdides, em vista da sua maior concentracio no
hipocampo de animais manipulados (LEVINE et al., 1967; MEANEY et al., 1989), o que
permitiria as ratas manipuladas regularem o metabolismo neuronal, de modo a modificar a
vulnerabilidade do neurdnio e reduzir os efeitos da dieta palatdvel sobre a atividade da enzima

no hipocampo.

Levando em considera¢do, a reduzida responsividade ao estresse nos animais
manipulados e, por conseguinte, uma menor exposi¢ao aos glicocorticéides que modulam a
producdo de leptina no tecido adiposo (YOSHIDA et al., 1996) tendo assim efeito sobre o
estoque de energia, é possivel que uma sensibilidade diferenciada do tecido adiposo aos
glicocorticdides e, consequentemente, alteragdes nos niveis de leptina e/ou na sua a¢do central
estejam envolvidas na menor vulnerabilidade das ratas manipuladas para o desenvolvimento
de obesidade abdominal. Estudo recente demonstrou uma correlacdo entre obesidade e
reduzida atividade da Na",K™-ATPase no tecido nervoso em animais, de acordo com
observacoes ja relatadas em tecido adiposo em humanos (IANNELLO et al., 2007). Esses
autores demonstraram uma redugdo periférica na atividade da enzima, diferentemente do
presente estudo que observou uma diminui¢do central na atividade da Na',K'-ATPase.
Embora na presente tese a atividade da enzima ndo tenha sido avaliada no tecido adiposo das
ratas ndo-manipuladas, ndo se pode descartar a possibilidade de uma atividade reduzida da
enzima no tecido dessas ratas, o que concordaria com nosso relato prévio de maior depdsito
de gordura abdominal em ratas adultas ndo-manipuladas apds exposicao cronica ao chocolate

(DA SILVA BENETTI et al., 2007). Sendo assim, o acimulo de gordura abdominal, como
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um indicador de obesidade, pode estar relacionado com a reducdo da atividade central da
Na®,K*-ATPase nas ratas ndo-manipuladas. Novamente, a manipulacdo neonatal parece ter
exercido um papel protetor quando do aumento atenuado da gordura abdominal nas ratas
expostas ao chocolate cronico. Outro ponto a ser considerado é o elevado consumo de ATP
pela enzima Na® K*-ATPase para manter o potencial de membrana (ERECINSKA, SILVER,
1994); por esta razdo a reduzida atividade da Na',K*-ATPase identificada nas ratas ndo-
manipuladas poderia estar influenciando o gasto energético das ratas. Uma acgado periférica
proveniente do tecido adiposo, inibindo a atividade central da Na*,K*-ATPase e induzindo um
desequilibrio no gasto energético poderia ser uma explicagdo alternativa para a reduzida
atividade da enzima nas ratas ndo-manipuladas. Além disso, esse desequilibrio no gasto de
energia poderia contribuir para o acimulo de gordura abdominal demonstrado nas ratas nao-
manipuladas cronicamente expostas ao alimento palatdvel, resultando em um processo
“vicioso” de pré-alimentagdo. Evidéncias de quantidade alterada da enzima nas membranas
sindpticas ou de mudancas na sua eficiéncia, induzidas por processos oxidativos (JAMME et
al., 1995; RAUCHOVA et al., 1999; ZARROS et al., 2008) poderiam explicar as alteracdes
na atividade da Na*,K"-ATPase nas estruturas cerebrais (hipocampo e amigdala) avaliadas no

presente estudo.

A atividade cerebral da Na*,K'-ATPase, como também os niveis da proteina S100B
no plasma, podem estar relacionados ao efeito protetor da manipulagdo neonatal contra o
aumento no depdsito de gordura abdominal quando ratas adultas sdo desafiadas com uma
dieta hipercaldrica e hiperpalatavel. Dados recentes mostram que os niveis da proteina S100B
aumentam em decorréncia do ganho de peso (HOLTKAMP et al., 2008), esse achado vai de
encontro com os achados nos animais ndo-manipulados do presente estudo, mostrando um
aumento nos niveis plasmaticos da proteina S100B ap6s o consumo cronico de chocolate e,

por conseguinte, ganho de peso corporal. Embora o ganho de peso seja similar entre ratas
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manipuladas e ndo-manipuladas (DA SILVA BENETTI et al., 2007), os niveis de S100B no
plasma das ratas manipuladas ndo foram alterados pela exposicdo cronica a dieta palatavel,
possivelmente devido a uma regulacdo metabdlica diferencial vinculada ao peso corporal
nessas ratas. Esta possibilidade de uma regulacdo metabdlica particular nas ratas manipuladas
pode ser sustentada pelo atenuado acimulo de gordura abdominal identificado nessas ratas em
comparacdo com ratas nao-manipuladas e € provavel que a proteina S100B esteja envolvida
nesse achado. Neste mesmo contexto, a auséncia de aumento na atividade da
butirilcolinesterase no soro poderia estar relacionada com a protecdo das ratas manipuladas
contra o desenvolvimento de obesidade abdominal, além disso, a maior atividade da enzima
nas ratas nao-manipuladas, induzida pelo consumo cronico de chocolate estd diretamente
associada com um aumento nos fatores de risco para sindrome metabdlica e doenca
cardiovascular, incluindo resisténcia a insulina, dislipidemia e acimulo de gordura corporal
(CALDERON-MARGALIT et al., 2006; VALLE et al., 2006; IWASAKI et al., 2007,

RANDELL et al., 2005).

H3é evidéncia recente de que a S100B, anteriormente descrita por ser uma proteina
originada especificamente no sistema nervoso central, é produzida em diversos tecidos ndo-
cerebrais, incluindo o tecido adiposo (STEINER et al., 2007). No presente estudo, os niveis
aumentados de S100B no plasma das ratas ndo-manipuladas cronicamente expostas ao
chocolate parecem ter uma origem central, visto que a concentrac@o dessa proteina na gordura
abdominal ndo foi diferente entre os dois grupos experimentais e que os niveis de S100B
podem ser influenciados pela dieta (ZIEGLER et al., 2004). Apesar do consumo crénico de
chocolate induzir um aumento do dano ao DNA em estruturas cerebrais (KROLOW et al.,
2010) e que alteracdes no SNC influenciam os niveis de S100B provenientes do SNC
(SAVOLA et al., 2004; BERGER et al., 2005; KLEINDIENST et al., 2007; GU et al., 2007),

deve-se considerar a possibilidade de uma diferenca na taxa de liberagdo da proteina S100B
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pelo tecido adiposo, ja que as ratas ndo-manipuladas expostas ao alimento palatavel exibem
um maior depésito de gordura abdominal (DA SILVA BENETTI et al., 2007). Esta descrito
que um ambiente precoce estressor induz um aumento nos niveis de S100B em ratas fémeas
adultas (DIEHL et al., 2007), sugerindo que eventos no inicio da vida podem modular a
producgdo da proteina. Dessa forma, no presente estudo, pode-se conferir um importante papel
protetor da manipulagdo neonatal contra aumentos nos niveis plasmaticos de S100B.
Entretanto, considerando o alimento palatavel utilizado aqui (chocolate) como um estressor
cronico, os niveis aumentados de S100B nas ratas ndo-manipuladas poderiam ser
interpretados como marcadores de estresse. Seguindo esse mesmo raciocinio, o maior
acimulo de gordura abdominal e a atividade aumentada da butirilcolinesterase no soro dessas
ratas também atuariam como indicadores de dano nas fémeas nao-manipuladas, o que
reforcaria o efeito protetor da manipulagdo neonatal, mediado pela programacdo da resposta
reduzida do eixo HPA ao estresse nos animais manipulados (LEVINE et al., 1967;

PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004).

A maior perda de peso corporal, identificada nas fémeas manipuladas em comparacao
com as ndo-manipuladas, apds as primeiras 24 horas de abstinéncia de chocolate sugere uma
real¢cada sensibilidade das ratas manipuladas a retirada do chocolate, pois o consumo calérico
total ndo diferiu entre os dois grupos. H4 evidéncias de que a retirada de uma dieta palatdvel
crOnica reverte a intolerancia a glicose e a hiperinsulinemia, mas ndo tem efeito sobre a
perfusdo sanguinea aumentada nas ilhotas pancredticas (SVENSSON et al., 1996). Isso
indicaria que a suscetibilidade diferenciada das ratas manipuladas aos efeitos da dieta poderia
induzir uma modulagdo especifica do apetite e do gasto energético, através de sinais
hormonais periféricos, como por exemplo a insulina e a leptina. Por outro lado, uma falha na

adaptacdo metabdlica devido a auséncia do alimento palatavel, poderia explicar a maior perda

de peso nas ratas manipuladas apds 24 horas de abstinéncia, o que concordaria com relatos de
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alteracdes na taxa metabdlica da utilizacdo da glicose (DINIZ et al., 2004) e no estresse
oxidativo (DINIZ et al., 2004; MATSUZAWA et al., 2007) induzidos por dietas altamente
caldricas. Também é possivel que as ratas manipuladas e controles tenham diferencas na
expressdo génica de reguladores do apetite e do gasto energético, como UCP-1, Mc4R e
CART, que aumentam imediatamente apds o consumo de uma dieta hipercalérica (ARCHER

et al., 2005).

A reunido dos achados deste estudo sugere que os efeitos persistentes da manipulacio
neonatal sobre o comportamento alimentar, bem como sobre a resposta metabdlica e
neuroquimica de ratas fémeas cronicamente expostas ao alimento palatdvel na vida adulta,
poderiam ser mediados pelo cuidado materno, visto que esse modelo de interven¢do do
ambiente precoce é conhecido por produzir um aumento nos cuidados da mae para com seus
filhotes nos primeiros dias de vida (BRANCHI et al., 2001; PRYCE et al., 2001;
GAROFLOS et al., 2008). A simples variagdo natural do cuidado materno, sem qualquer
manipulacdo dos filhotes, tem efeitos sobre a resposta comportamental e neuroenddcrina ao
estresse (LIU et al., 1997, CIRULLI et al., 2003; CAMERON et al., 2005) semelhantes aos
observados em animais manipulados nos primeiros dias pés-natal (LEVINE et al., 1967,
ADER, GROTA, 1969; PADOIN et al., 2001; PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004).
Alteracdoes do comportamento alimentar, onde se observa um consumo aumentado de
alimentos palatdveis, sdo descritas igualmente em animais manipulados (SILVEIRA et al.,
2004; DA SILVA BENETTI et al., 2007) e na prole adulta de maes altamente cuidadoras
(Tese de Doutorado de Patricia Pelufo Silveira, 2007) quando comparados com seus
respectivos controles. Outro desfecho semelhante inclui niveis diminuidos de grelina no
plasma previamente descritos em animais manipulados (SILVEIRA et al., 2006) bem como
em animais que receberam altos niveis de cuidado materno no periodo neonatal (Tese de

Doutorado de Patricia Pelufo Silveira, 2007). Os dados (ndo publicados) dos experimentos
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adicionais, incluidos na presente tese, mostraram um maior acimulo de gordura abdominal,
induzido pela exposi¢c@o cronica a dieta rica em gordura na prole adulta de maes com baixos
niveis de cuidado materno. Esse achado concorda com um relato recente de depdsito de
gordura abdominal aumentado em animais ndo-manipulados expostos cronicamente a dieta

palatdvel na vida adulta (DA SILVA BENETTI et al., 2007).
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9 CONCLUSOES

Em conclusao, o presente estudo mostrou que o ambiente precoce determina alteragdes
persistentes no comportamento alimentar assim como pode influenciar alteragdes periféricas e
centrais induzidas pela exposi¢c@o cronica a uma dieta palatdvel na idade adulta, modulando a
resposta metabdlica de modo a, no caso da presente intervencgao, reduzir a vulnerabilidade de

dano metabdlico e até mesmo de dano neural, em animais manipulados no periodo neonatal.

Considerando uma possivel translacdo para humanos desses achados em animais,
pode-se sugerir que eventos precoces afetam de forma persistente o comportamento alimentar

e o0 metabolismo de individuos adultos (BARBIERI ez al., 2009; CRANE et al., 2009).

Levando em conta o contexto atual de elevada prevaléncia de obesidade e de farta
disponibilidade de alimentos palatdveis, € de grande valia o conhecimento de que experiéncias
no inicio da vida podem determinar a vulnerabilidade e a resisténcia do individuo aos desafios
nutricionais na vida adulta, em especial no incentivo a busca de novas perspectivas nas areas
de prevencdo e tratamento de transtornos relacionados ao comportamento alimentar e de

alteracOes enddcrino-metabdlicas.



