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Resumo

Os primeiros dias de vida de um animal caracterizam uma fase crucial para seu
desenvolvimento neuroanatomico e neurofisioldgico, e intervencdes nesse periodo
podem gerar modificagGes neurais persistentes nos animais adultos. O procedimento
de manipulacdo neonatal, que envolve uma breve separacdo dos filhotes da
companhia de sua mae nos primeiros dias de vida, gera alteracbes comportamentais
caracteristicas, como uma resposta de medo atenuada a ambientes novos, alteracdes
no comportamento sexual e menor resposta a estresse. Adicionalmente, alguns
estudos observaram maior consumo de alimento palatdvel nos animais manipulados,
sem encontrar alteragao no consumo da ragao padrao. Este comportamento poderia
ser resultado de altera¢des nos mecanismos hedonicos destes animais. Poucos estudos
sobre manipulacdo neonatal e respostas hedbnicas utilizam ratos fémeas. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da manipulagdo neonatal sobre a
reacdo facial afetiva a administracdo de solugdes de sacarose em ratos fémeas pré-
puberes e adultas, manipuladas no periodo neonatal, comparadas com ratas nao
manipuladas, avaliando-se também o imunocontelddo de tirosina hidroxilase e do
receptor D2 da dopamina no nucleo accumbens. O protocolo de manipulacdo neonatal
foi realizado dos dias 1 a 10 de vida, sendo o dia do nascimento considerado dia 0. Os
animais foram colocados em um recipiente dentro de uma incubadora a 32°C por 10
min/dia, sem contato fisico com a genitora. Somente fémeas foram utilizadas para este
trabalho. Foi realizado um teste de reatividade ao sabor, que consiste de filmagens das
expressdes faciais do animal em resposta a administracao oral de solucdo, tendo sido
utilizadas quatro concentra¢ées de sacarose (0,03M; 0,1M; 0,3M; 1M) para os animais
jovens e duas concentra¢des de sacarose (0,1M e 0,3M) para os animais adultos. Nos
animais adultos o ciclo estral foi avaliado para correlacionar com os resultados dos
testes comportamentais. Os resultados do presente estudo demonstraram uma maior
reatividade ao sabor doce nos animais manipulados quando testados na fase pré-
pubere. Esta resposta pode estar relacionada a modificagdes nos mecanismos
hedonicos como resultado da manipulagcdo neonatal. Porém, nao foi encontrada
diferenca estatistica para a reatividade ao sabor doce entre animais adultos dos grupos
controle e manipulado. Adicionalmente, a avaliacdo do imunoconteldo de receptor D2
e da enzima tirosina hidroxilase ndo revelou diferenca estatistica significativa entre os
grupos controle e manipulado, tanto para os animais jovens quanto para os adultos.
Estes resultados podem ser indicativos de que o sistema dopaminérgico ndo esta
relacionado com as modificacdes nas respostas hedodnicas observadas nas fémeas
jovens. Concluindo, a manipulacdo neonatal gerou animais mais responsivos a
sacarose na idade jovem, porém, estas alteracGes foram revertidas nos animais
adultos.



Abstract

The neonatal period is a crucial phase for the neuroanatomical and neurophysiological
development, and interventions within this period can generate long-lasting neural
modifications. Neonatal handling, consisting of a brief maternal separation, can result
in behavioral alterations such as diminished neophobia, sexual behavior alterations
and reduced stress response. Furthermore, these animals also ingest more palatable
food than control animals, without alterations in the regular lab chow consumption.
Such behavior could be a result of modifications within brain reward mechanisms.
There have been only a few studies about neonatal handling and response to reward
using female rats. Therefore, the purpose of the present study was to determine the
effects of neonatal handling on affective facial reactions to sucrose solutions in
peripubertal and adult female rats. We also examined nucleus accumbens enzyme
tyrosine hydroxylase and dopamine D2 receptor immunocontent. Handling procedures
were carried out from the 1* day to the 10™ day after birth. The pups were placed in a
small plastic box inside an incubator at 32°C for 10 min daily. Only female rats were
used. Behavioral tests were performed during the peripuberty period and on adults.
Orofacial reactions after sucrose solution delivery were recorded on a digital camera
for the taste reactivity analysis. The peripubertal animals (~28 days) received four
different sucrose concentrations (0,03M; 0,1M; 0,3M; 1M), while the adult animals
(>60 days) received two sucrose concentrations (0,1M; 0,3M). Estrous cycle was
accessed before tests in adult females for further analysis. The present results show
that responsivity to sweet solutions in peripuberty was higher in animals handled
during the neonatal period. This higher response could be due to modifications in
reward mechanisms as a result of neonatal handling. No statistical difference was
found for the adult animals when compared to non-handled. In addition, no statistical
difference was found for tyrosine hydroxylase and dopamine D2 receptor
immunocontent in both peripubertal and adult animals. Thus, it appears that the
dopaminergic system is not related to the handling alterations in peripubertal hedonic
responses. In conclusion, neonatal handled female rats show higher reward responses
to sucrose solutions during peripuberty. However, this effect seems to be reverted in
adult handled animals.



Abreviaturas

ACTH — Hormonio Adrenocorticotrépico

ATV — Area Tegmentar Ventral

CE — Ciclo Estral

CRH — Hormonio Liberador de Corticotropina
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D2 — Receptor de Dopamina Tipo 2
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DA - Dopamina
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Introdugao
Periodo de Hiporresponsividade ao Estresse

O pesquisador John Paul Scott (1958) declarou que “todos os animais sociais
estudados até agora demonstram um periodo limitado no qual o grupo com o qual o
individuo ird formar relagdes socidveis é determinado”. O autor conjecturou que
deveria haver uma base fisiolégica para essas alteragdes precoces que persistiriam até
a vida adulta dos individuos, o que veio a corroborar com as modificacdes observadas
em animais manipulados quando filhotes. Levine (1957) utilizou um protocolo de
intervenc¢do neonatal no qual os animais eram manipulados do dia 1 ao dia 20 apds o
nascimento. Os animais eram colocados diariamente por 3 minutos em um recipiente
fora da gaiola, longe da mae, mas retornavam ao contato desta apds a intervengao.
Neste estudo ele observou um aumento do peso adrenal nos animais ndo-manipulados
guando comparados com o grupo manipulado, apds administracdo intraperitoneal de
7,5ml/100g de glicose. Diversos estudos foram realizados no periodo neonatal. Levine
sugeriu que haveria uma janela temporal critica para que estas intervengdes fossem
efetivas, corroborando com a Hipdtese do Periodo Critico (Scott, 1958). Outros
trabalhos da época ja sugeriam uma influéncia do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal
(HPA) nos efeitos observados (Sayers et al., 1946; Bovard,1958; Levine e Lewis, 1959,
Levine e Lewis, 1963).

Haltmeyer e colaboradores (1966) realizaram um experimento avaliando a curva dose-
resposta da corticosterona adrenal e da plasmatica. Os animais eram expostos a um
estimulo estressor (choque elétrico ou térmico) ou nenhum (controle) e eram
imediatamente sacrificados. Dessa forma foram obtidas dosagens de corticosterona
nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11, 21. Este trabalho demonstrou uma resposta de
esteroides nos primeiros dias de vida, contradizendo a hipdtese de periodo ndo
responsivo ao estresse de Schapiro e colaboradores (1962). Aparentemente a
maturacdo adrenal ocorre anteriormente ao nascimento, mas estd sujeita a
modificacbes nas primeiras semanas de vida do animal. No ano seguinte, Levine
realizou um experimento avaliando duas janelas temporais de interven¢dao neonatal.
Os animais foram manipulados nos 10 primeiros dias de vida ou nos 20 primeiros dias
de vida (Levine, 1967). O estudo demonstrou que os animais manipulados apresentam
menores niveis de corticosterona plasmatica quando apresentados a estimulo novo
aos 21 dias de vida, tanto quando manipulados por 10 ou 20 dias. Estes resultados
(Haltmeyer et al., 1966; Levine, 1967) indicaram que o periodo crucial para
modificacGes da resposta a estimulos estressores envolve a primeira semana de vida
do animal. Levine (1970) observou uma grande atividade adrenal, altas concentracoes
plasmaticas e glandulares de corticosterona nos primeiros dias de vida do animal. Logo
apos hd uma grande diminuicdo da atividade adrenal, permanecendo pouco
responsiva até por volta dos 15/18 dias de vida.



Estes estudos sobre a atividade do eixo HPA durante o periodo neonatal
demonstraram um padrao caracteristico, num periodo que foi denominado de Periodo
de Hiporresponsividade ao Estresse (Sapolsky e Meaney, 1986). Nesta fase ha uma
diminuicdo da resposta do eixo HPA aos estimulos nocivos (Haltmeyer et al., 1966;
Bartova , 1968). Essa diminuicao é caracterizada pela exacerba¢ao do mecanismo de
retroalimentacdao negativa dos glicocorticdides na hipdfise e pela diminuicao da
sensibilidade da glandula adrenal ao hormoénio adrenocorticotrépico (ACTH)
(Yoshimura et al., 2003). Animais que sofreram manipulacdo neonatal demonstram,
guando adultos, menor elevacdo dos niveis basais de corticosterona plasmatica em
resposta a estressores e maior resiliéncia (Levine et al, 1967; Meerlo et al., 1999;
Plotsky e Meaney, 1993). Entretanto, animais manipulados e nao-manipulados
apresentam niveis basais semelhantes de corticosterona, ou seja, a diferenca parece
estar em uma sensibilidade diferencial do sistema nervoso central a retroalimentacao
negativa da adrenal (Levine, 1994), sendo que foi reportado um elevado nimero de
receptores de glicocorticdides hipocampais nesses animais (Anisman et al., 1998). Em
animais adultos previamente submetidos a manipula¢do neonatal, foi observada uma
maior concentracdo de receptores para glicocorticéides no hipocampo (Meaney et al.,
1989) e uma diminuicdo da excitacdo mediada pela amigdala na resposta do eixo HPA
(De Kloet et al., 1998). Estudos demonstraram persisténcia das alteracdes do eixo HPA
em ratos de 24 e 26 meses (Meaney et al., 1988, 1991). A manipulagdo neonatal
aumenta a expressao de receptores para hormonio liberador de corticotropina (CRH) e
a2 adrenorreceptores na amigdala e no locus ceruleus, regides importantes para a
resposta ao medo (Cald;ji et al., 1998), assim como para glicocorticdides no hipocampo
e no cortex frontal, envolvidos na regulacdo da atividade do eixo HPA (Francis et al.,
1996).

Manipulagao Neonatal

Pesquisadores do Wistar Institute of Anatomy and Biology at Philadelphia sugeriram
gue ratos albinos (de laboratério) manipulados possuem melhor capacidade de lidar
com certas situacdes envolvendo estressores experimentais (Greenman e Duhring,
1931). Isto levou ao interesse de diversos pesquisadores sobre o que estaria sendo
modificado nestes animais, de forma a torna-los mais calmos. Weininger (1954)
demonstrou que animais manipulados por 21 dias apds o desmame (ap6s os 23 dias de
vida) tem maior ganho de peso, maior tamanho corporal, menores danos
cardiovascular e gastrointestinais em resposta a estresse grave quando comparados
com um grupo controle ndo-manipulado. Em outro trabalho (Ruegamer et al., 1954) os
animais foram manipulados na idade adulta diariamente por 10 min durante 5
semanas, sendo observado maior aumento de peso do que no grupo controle, sem,
contudo, diferenca estatistica na quantidade de alimento consumido, sugerindo um
melhor aproveitamento metabdlico. Bovard (1954) postulou entdo a hipétese de que
os animais manipulados tinham melhor capacidade de lidar com estresse devido a um



limiar mais alto de sua reatividade emocional, resultado da manipulacdo. Levine (1957)
concluiu que “a auséncia de estimulos extrinsecos na infancia deixa os animais (ndo-
manipulados) mais susceptiveis a disturbios emocionais perante estimulos novos”.
Estes primeiros trabalhos trouxeram indicios de que a manipulagdo gerava animais
menos responsivos a estimulos estressores.

Diversas hipdteses surgiram sobre o que seria o estimulo principal que geraria as
modificagbes observadas na manipulacdo neonatal (MN). Diversos trabalhos
demonstraram a influéncia de diferentes estimulos estressores como a magnitude ou
duracdo da intervencdo neonatal (Denenberg, 1959), a exposicdo ao frio (Schaefer et
al.,, 1962), as diferencas nos cuidados parentais (Ressler, 1962), choque elétrico
(Denenberg e Smith, 1963), a manipulacdo da made ao longo da gestacao (Ader e
Conklin, 1963), a manipulagdo neonatal em diferentes periodos (Cowley e Widdowson,
1965). Em uma étima revisao, Russell (1971) destacou quatro hipdteses para explicar a
influéncia da manipulacdo neonatal: a Hipdtese de Acdo Direta, a Hipdtese do
Resfriamento, a Hipdotese do Comportamento Materno e a Hipdtese do Estresse. A
Hipotese da Acdo Direta considera o fato de que o neonato ndo possui visdo ou olfato
completamente formados, entdo o estimulo tatil seria muito importante na
manipulagdo neonatal, corroborando com trabalhos que ndo encontraram efeito para
estimulos visuais e auditivos nos neonatos (Levine, 1962; Spence e Mailer, 1962). A
Hipotese do Resfriamento versa sobre o papel da diminuicdo da temperatura do
neonato durante o procedimento de manipulacdo. E muito interessante porque os
animais recém-nascidos possuem baixo controle térmico e alta relagdo
superficie/volume, estando muito sujeitos a alteracdes de temperatura. A Hipdtese do
Comportamento Materno se baseia na possivel alteracdo da relacdo da mde com a
ninhada manipulada. Contudo, ndo foi observado efeito em uma pesquisa que
envolvia a retirada da mae durante 6h diarias durante os 21 dias de amamentacao
(Schaefer, 1957). E interessante observar que o cuidado materno possui componentes
de acdo direta e relagdo com controle térmico da ninhada. A Hipdtese do Estresse é a
mais abrangente, pois considera o fato de que estimulos estressores no periodo
neonatal aumentam a capacidade de lidar com estresse na vida adulta, ou seja, os
diferentes pardmetros observados nas outras hipdteses podem estar influenciando o
desenvolvimento do neonato de forma conjunta.

Avaliando um importante componente da relagdo mae/filhote, Bell e colaboradores
(1971) observaram o padrdo de vocalizacdes de animais da espécie Peromyscus
maniculatus baird quando manipulados. Foi demonstrado que os animais manipulados
vocalizam mais, emitindo vocalizagGes em mais alta frequéncia e maior duragdao média.
Filmagens dos animais quando retornavam ao ninho mostraram que o comportamento
materno sOé ocorria durante as vocalizacdes. H4d uma relagcdo entre temperatura
corporal e vocalizagBes, a partir de determinada temperatura as vocalizagdes cessam,
provavelmente por diminuicdo do metabolismo do animal. Isso explicaria porque os



animais separados por longo periodo ou expostos a temperaturas muito baixas nao
sdo prontamente cuidados pela mae. As vocalizacbes parecem ser um parametro
muito importante da resposta do neonato, tendo em vista que seu repertério de
respostas é muito limitado. O trabalho de Lee e Williams (1974) avaliou um indice de
cuidado materno, o nimero de lambidas da mae sobre a prole, apds a manipulagao.
Demonstraram que ninhadas manipuladas e ninhadas de maes manipuladas
receberam mais lambidas entre 5 e 9 dias de vida. Foi observada, porém, queda no
numero de lambidas apds 9 dias de vida. Estes trabalhos (Bell et al.,, 1971; Lee e
Williams, 1974) apontam uma forte alteragdo na relagdo mae/filhote como resultado
da MN, podendo ser este um dos principais fatores responsavel pelas modificagGes
observadas nos neonatos.

As modifica¢Ges geradas pela MN se mostram persistentes na vida adulta, como uma
resposta de medo atenuada a ambientes novos (Levine et al., 1967; Meerlo et al.,
1999), alteracdes no comportamento sexual (Padoim et a., 2001) e menor resposta a
estresse (Meaney et al., 1989). Este tipo de modificacdo provavelmente é mediada por
altera¢des nos sistemas de neurotransmissdo. De fato alguns estudos demonstraram
alteragGes bioquimicas permanentes no encéfalo de ratos adultos manipulados no
periodo neonatal como aumento do metabolismo dopaminérgico no hipotalamo
(Papaioannou et al., 2002), assim como uma alteracdo na neurotransmissdo da
dopamina no nucleo accumbens (Brake et al., 2004). Adicionalmente, outro trabalho
demonstrou diminuicdo do metabolismo de dopamina (DA) no nucleo accumbens
(NAcc) em ratos manipulados no periodo neonatal (Silveira et al., 2010). O protocolo
de intervencdo neonatal também demonstrou alteragdes sobre o comportamento
alimentar, nos animais adultos. Animais manipulados no periodo neonatal ingerem
mais alimento palatdvel comparados a animais controle quando expostos a este em
aparato de teste (Silveira et al., 2004, 2008; Benetti et al., 2007) ou caixa-moradia
(Silveira et al., 2006), sem apresentar diferenca no consumo de racdo padrdo. Em
tarefa de comportamento alimentar, animais machos manipulados apresentaram
menor consumo de alimento doce na fase pré-pubere, em comparagao com grupo
controle. Porém, na fase adulta o efeito da MN foi inverso, apresentando maior
consumo em comparagdo com os animais controle (Silveira et al., 2006). O fato de que
o consumo de doce é afetado, mas ndo o consumo de ragao padrao, pode sugerir uma
alteragdo em sistemas relacionados a mecanismos de recompensa nesses animais.

Mecanismos de Recompensa

Os seres vivos sdao maquinas de sobrevivéncia. Para tal requerem uma manutencdo
constante de sua homeostase, um equilibrio dindmico sujeito a influéncias do meio
externo e das modificacdes resultantes do préprio metabolismo. Nos animais existem
diversas acoes, dentro de um repertério particular de cada espécie, para regulacdo da
homeostase, como buscar sombra em um dia muito ensolarado ou mesmo buscar



alimentos quando necessario. Esses sao chamados comportamentos motivados, pois
tem por finalidade corrigir uma perturbacdo homeostatica. Estes comportamentos sao
altamente adaptativos e estdo sujeitos a mecanismos de reforco, que facilitam a nova
busca por este reforgador.

Muitos destes comportamentos envolvem outros elementos que nao somente a pura
regulacdo homeostatica, o que nés humanos chamamos de prazer, que nada mais é
que a recompensa pelo comportamento realizado. Assim, esses comportamentos
adaptativos possuem um carater hedénico. Trazendo para nossa experiéncia pessoal,
nunca lembramos onde comemos comidas insossas, mas refeicdes deliciosas sdo
muito marcantes e tentamos repeti-las. Mas por que isso ocorre? Ai que entram os
mecanismos de recompensa, que sao circuitos encefalicos que respondem a interagao
com reforgadores.

O trabalho de James Olds e Peter Milner (1954) iniciou a elucida¢do destes circuitos
envolvidos na resposta de recompensa. Durante a década de 1950 os pesquisadores
realizaram diversos experimentos de auto-estimulagdo em ratos, onde os animais
pressionavam uma alavanca para receber um estimulo elétrico no encéfalo, sendo
inclusive observados animais que pressionavam a alavanca até a exaustdo se o
estimulo ndo fosse cessado. Este trabalho demonstrou que existiam regides
encefalicas que quando auto-estimuladas pelos animais geravam um refor¢co muito
forte. Porém, estimulos em outras regides ndo geravam a mesma resposta. Portanto,
existem regides e estruturas especificas envolvidas nas respostas de recompensa.

Posteriormente, estudos com manipulagdo farmacolégica permitiram determinar as
estruturas envolvidas nesse sistema. (Carlezon e Wise, 1996; Carr e White, 1983;
Phillips e Fibiger, 1978). Atualmente, o sistema de recompensa é caracterizado por
estriado (componente dos nucleos da base), cortex pré-frontal, pdlido ventral,
mesencéfalo (neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta, area
tegmentar ventral e grupos de células retrorubrais), amigdala, tdlamo, hipocampo e
algumas outras estruturas de menor participagdao. Apesar de diversas estruturas e
regides constituirem esta circuitaria, as estruturas centrais parecem ser os neurdnios
dopaminérgicos da drea tegmentar ventral (ATV) que se projetam ao NAcc (Haber e
Knutson, 2010).

A DA demonstrou um papel essencial intermediando a busca e o aprendizado por
recompensa. Diversos modelos animais vertebrados sdo utilizados em tarefas de
recompensa. Mas um fato interessante é o papel deste neurotransmissor ao longo da
escala evolutiva (Barron, 2010). Nematddeos, organismos com um dos sistemas
nervosos mais simples, possuem mecanorreceptores dopaminérgicos que respondem
a presenca de alimento (Rivard et al., 2010). A lesdo do nervo esofageal, que possui
diversos processos dopaminérgicos, em Aplysia bloqueia o condicionamento de toque
com pincel durante o consumo de algas-marinhas (Lechner et al., 2000). A aplicacdo de



DA nos neurdnios pds-sindpticos é capaz de reverter este efeito. E interessante
observar que a DA ja estd envolvida com comportamentos motivados mesmo em
organismos mais simples.

Esta circuitaria evoluiu para responder a recompensas naturais. O consumo de
alimentos ricos em acglcar e gordura gera aumento na sinalizacdo dopaminérgica
(Kringelbach, 2012). Podemos pensar que isto € uma resposta adaptativa, pois é
importante reforcar a busca por este tipo de alimento, uma vez que este é uma 6tima
fonte energética. O sexo é outro reforgador natural. Estudo com animais demonstrou
aumento de expressdo génica no NAcc apds a cépula (Pitchers, 2010). Um fato
interessante é que estimulos associados a recompensa também sdo capazes de gerar
liberagdo de dopamina, evidenciando um papel desta na predigao da recompensa.

Uma distincdo muito importante na atividade da circuitaria de recompensa consiste do
“querer” e do “gostar”. Aparentemente atreladas estas duas expressées caracterizam
comportamentos distintos e possuem inclusive uma circuitaria diferente. O “querer”
consiste no componente motivacional de incentivo de um determinado estimulo,
enguanto que o “gostar” seria a sensacao de prazer no contato com a recompensa
(Berridge, 2009).

Teste de Reatividade ao Sabor

Os primeiros estudos sobre reatividade ao sabor iniciaram por volta dos anos 70,
guando Jacob Steiner publicou fotografias das expressées faciais da reacdo de recém-
nascidos a sabores doce, salgado, amargo e azedo (Steiner, 1973, 1974).
Originalmente, os padrdes de reatividade ao sabor eram interpretados como reflexo
sensorial (Steiner, 1973) ou medida de consumo (Grill e Norgren, 1978 a,b). No
entanto, é necessario distinguir as propriedades afetivas e sensoriais de um sabor, por
exemplo, uma resposta hedobnica reflete o prazer de um sabor doce, ndo a intensidade
da sensacdo (Berrigde, 2000).

Estudos da neurociéncia afetiva possibilitaram a identificacdo de diversas estruturas
neuroanatdmicas envolvidas na mediacdo do impacto hedonico. Manipulacdes, por
lesdes ou técnicas farmacoldgicas, demonstram os sistemas envolvidos com as
respostas afetivas a sabores, e também auxiliam na distingdo das diferentes etapas do
consumo alimentar. Diversos neurotransmissores tém sido estudados quanto ao seu
envolvimento na reatividade a sabores como opidides (Pecifia, 1995), GABA (Wise e
Dawson, 1974; Kelly et al., 1992), serotonina (Barnfield et al.,, 1994; Rivera e Eckel,
2005). Além destes a DA parece estar envolvida. A evidéncia do envolvimento do
sistema dopaminérgico nas respostas a sacarose derivam de estudos que demonstram
gue a aplicacdo sistémica de antagonistas dopaminérgicos eliminam o consumo
alimentar real ou por sham-feeding (Duong e Weingarten, 1993; Geary e Smith, 1985;
Hsiao e Smith, 1995; Schneider, 1989; Schneider et al., 1990; Smith e Schneider, 1988).



Por sua vez, procedimentos que aumentam os niveis de DA aumentam a preferéncia
por sacarose (Brennan et al., 2001; Hajnal e Norgren, 2001; Sills e Vaccarino, 1996;
Szczypka, 2001). Experimentos com microdidlise demonstram que a administragdo
intraoral de sacarose gera um aumento dos niveis extracelulares de DA no NAcc
(Hajnal, 2004). Adicionalmente, a DA no NAcc parece interferir na busca ou modular o
incentivo percebido da recompensa (Wyvell e Berridge, 2000). Respostas a alimentos
palataveis aumentam o disparo de neurénios dopaminérgicos, especialmente quando
a recompensa ndo é esperada (Schultz, 2006; Ahn e Phillips, 1999). Respostas a drogas
também envolvem ativacdo dopaminérgica (Everitt e Robbins, 2005; Koob e Moal,
2006). Porém, alguns pesquisadores questionam o envolvimento da DA nas respostas
heddnicas (Berridge, 1989).

Dentro dessa linha de pesquisa foi criado um teste muito completo para analise do
sistema hedobnico, o teste de reatividade ao sabor (TRS). A primeira etapa de analise
deste teste consiste do estudo individual dos diferentes parametros comportamentais,
sendo divididos em respostas hedonicas (protrusao lateral da lingua, protrusdo ritmica
da lingua, lambida das patas) e aversivas (abertura da boca, esfregar o focinho, lavar a
face, agitacdo dos membros dianteiros). Uma vez realizada esta etapa o agrupamento
dos dados nas categorias afetivas pode ser efetuado (Berrigde, 2000). Nesse teste se
observa que com o aumento progressivo da concentracao de sacarose hd um aumento
paralelo das respostas hedobnicas, assim como diminuicdo das respostas aversivas
(Berrigde, 2000, Rideout, 1996). Assim sendo, é importante comparar os dados das
diferentes categorias afetivas, mesmo em um trabalho que avalie exclusivamente o
sabor doce. Os comportamentos hedonicos e aversivos sao essencialmente atribuicdes
distintas (Berridge & Grill, 1983, 1984), e cada uma pode ser afetada de forma
diferente por mudancas na composicdo do sabor (Grill & Norgren, 1978a), estado
fisiolégico do animal (Berridge, Flynn, Schulkin & Grill, 1984; Grill & Norgren, 1978b),
ou por manipulacdo farmacolédgica (Berridge & Treit, 1986), neuroldgica (Grill &
Norgren, 1978b) e associativa (Grill & Norgren, 1978b). Uma vantagem deste teste na
avaliacao do valor hed6nico é que a administragao intra-oral possui a garantia de que o
animal receba um estimulo de maxima magnitude, de forma a possibilitar a analise da
normalidade da resposta (Berrigde, 2000), o que ndo necessariamente ocorreria em
uma exposicao ad libitum.

Este modelo apresenta forte potencial de integracdo da pesquisa pré-clinica e clinica.
Uma série de estudos comparativos avaliando as respostas afetivas orofaciais em 12
espécies de primatas (incluindo humanos, grandes macacos, macacos do velho mundo
e macacos do novo mundo) possibilitou a andlise dos microcomponentes do
comportamento, demonstrando grande similaridade dos humanos com os grandes
macacos (Steiner et al.,, 2001). Em 1978, Grill e Norgren publicaram um estudo dos
microcomponentes das respostas afetivas a sabores em ratos, possibilitando o
estabelecimento de uma relacdo evolutiva com as observagbes em primatas (Grill e



Norgren, 1978). E claro que esse paralelo nas respostas comportamentais respeita a
proporcdo alométrica das diferentes espécies. Alguns componentes do
comportamento ocorrem em alta frequéncia, e.g. um rato pode emitir centenas de
protrusdes ritmicas da lingua por minuto (Berrigde, 2000).

O modelo pré-clinico para avaliacdo dos sistemas de impacto hedo6nico apresenta
caracteristicas positivas adicionais. Ratos e camundongos sdo incapazes de vomitar,
portanto, a escolha do que comer é especialmente importante para roedores (Rozin,
1968). Foi sugerido que os roedores adaptaram-se a auséncia de reflexo de vémito por
meio de um comportamento de neofobia alimentar, extrema cautela para com
alimentos novos (Barnett, 1956; Rzoska, 1953). Portanto, fica clara a importancia
adaptativa do paladar para os roedores, o que indica que suas respostas afetivas
heddnicas e aversivas devem ser muito eficientes e confidveis para andlise do
pesquisador. Estudos mostram que animais que sofreram MN apresentam menor
neofobia (Levine et al., 1967; Meerlo et al., 1999). Adicionalmente, o trabalho de
Silveira e colaboradores (2010) observou menor resposta hedoénica de ratos
manipulados a solucdo de sacarose. Porém, este trabalho foi realizado com animais
machos.

Influéncia Hormonal em Fémeas

As fémeas da espécie Rattus norvegicus Berkenhout (1769) (a espécie utilizada em
pesquisas pré-clinicas) iniciam seu ciclo estral (CE) apds a puberdade, por volta dos 38-
41 dias de vida. Este ciclo consiste de uma flutuacdao hormonal com duragdo média de
4 a 5 dias, levando a preparagdao do érgdo reprodutor feminino para a ovulacao e,
posteriormente, para a copula. O estradiol encontra-se em niveis baixos na primeira
fase do ciclo, o metaestro, aumentando gradualmente durante o diestro, podendo
persistir até o terceiro dia do diestro. O estradiol induz a expressao de genes
necessarios a iniciacdo do comportamento sexual, incluindo a indu¢dao de receptores
de progesterona (McCarthy e Becker, 2002). Na fase seguinte, o proestro, hd um
aumento repentino dos niveis de estradiol, proximo as 12h, desencadeando a
ovulacdo. Esta onda de estradiol é seguida por uma liberacdo de progesterona, o que
induz o estro comportamental, 4 a 6h depois. A progesterona age sinergicamente ao
estradiol induzindo o comportamento sexual e é responsdvel, subsequentemente, pelo
término da receptividade sexual (McCarthy e Becker, 2002). Na imagem podemos
observar uma representacdo grafica desta flutuagcdo hormonal (figura 1).



Figura 1: Representacdo da flutuacdo hormonal do ciclo estral de ratos fémeas. M —
metaestro; D — diestro; P — proestro; E — estro. Linha continua=estradiol; linha
pontilhada=progesterona. Baseado em Lebron-Milad e Milad (2012).

Um trabalho com ratas, testadas em proestro e diestro, demonstrou maior resposta
ingestiva no TRS, enquanto que os animais testados em estro e metaestro
(presumivelmente com baixos niveis de estradiol) apresentaram respostas
semelhantes a machos no mesmo teste (Clarke e Ossenkopp, 1998). Estudos
anatomicos localizaram estradiol em areas do sistema nervoso central envolvidas com
comportamento alimentar e preferéncia por sabor, incluindo o hipotalamo
ventromedial (Gesell e Fisher, 1968) e a amigdala medial (Kemble e Schwartzbaum,
1969). O estradiol influencia diversas regides do encéfalo, modulando sua fisiologia e
fungdes celulares, assim como a morfologia neuronal. Foi demonstrada uma
diminuicdo da densidade dos espinhos dendriticas no centro do NAcc, por influéncia
de administracdo de estradiol in vivo, também evidenciando substituicdo de espinhos
dendriticos maduros por espinhos menos maduros no centro e cdpsula do NAcc
(Staffend et al., 2011).

Estudos comportamentais de responsividade a sabores, em ratos, revelaram diferenca
sexual na preferéncia ao sabor, assim como flutuacdes na preferéncia e acuidade,
relacionadas com as alteragGes naturais dos niveis hormonais que ocorrem durante o
ciclo estral e gravidez (Beatty, 1992; Flynn et al., 1993). Essas observa¢cGes sugerem
gue hormonios gonadais, como o estradiol, podem modular a responsividade ao sabor
em ratos, via mecanismos organizacionais e ativacionais. Ratas fémeas demonstraram



flutuacBes na frequéncia e quantidade das refei¢cdes, que variaram com as diferentes
fases do ciclo estral (Laviano et al., 1996). Hormdnios gonadais, especialmente o
estradiol, parecem ser responsdveis por diferencas sexuais no comportamento
alimentar em ratos. Por exemplo, a administragdo central ou periférica de estradiol
reduz a ingestdo de alimento (Beatty et al., 1975; Stevens, 1989); no entanto, o
estradiol também pode apresentar efeitos de aumento do consumo de alimento doce
(Gamaro et al.,, 2003). Adicionalmente, a ovariectomia resulta em aumento do
consumo alimentar, o que é revertido pela administracao de estradiol. Durante o ciclo
estral o consumo alimentar é aumentado quando o estradiol apresenta niveis basais
(e.g. metaestro) e reduzido quando o estradiol apresenta niveis altos (e.g. proestro)
(Fantino e Brinnel, 1986; Ter Haar, 1972). Prescott (1966) observou que ratas tém um
maior nivel de auto-estimulacdo elétrica durante o estro, comparado com outras fases
do CE, assim como maior atividade locomotora.

InvestigagOes comportamentais revelaram diferengas sexuais na preferéncia ao sabor
e acuidade por “doce”, “salgado” e “amargo”, o que estd correlacionado com
mudangas nos niveis hormonais durante o ciclo estral em ratas (Gandelman, 1983).
Obviamente, a caracterizacdo desses sabores é baseada na percep¢do humana. Esta
bem estabelecido que fémeas apresentam uma diminuicao de 20-40% no consumo
alimentar durante o estro, comparado com diestro e proestro (Blaustein e Wade,
1976; Drewett, 1974; Eckel, 1999, 2000, 2004). Um fator conflitante em pesquisas
sobre consumo alimentar é que apesar de as mulheres serem mais sensiveis a
transtornos no comportamento alimentar do que homens (Kornstein, 2002; Oliver e
Wardle, 1998), a grande maioria dos estudos com modelos animais sdo realizados em
machos (Kelly et al., 1999; Harris et al., 2002).
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Objetivos
Objetivo Geral

Verificar a influéncia da manipulagao neonatal em ratas fémeas sobre reatividade ao
sabor doce em distintas fases do desenvolvimento (pré-puberes e adultas) e sua
variacdo em funcdo das diferentes fases do ciclo estral (adultas), correlacionando tais
dados com medidas bioquimicas de proteinas relacionadas ao sistema dopaminérgico
no NAcc.

Objetivos Especificos
Anadlises Comportamentais

a) Verificar o efeito da manipulacdo no periodo neonatal em ratas fémeas antes da
puberdade (iniciando aos 28 dias) sobre a reatividade ao sabor doce usando solugdes
de sacarose 0,03M; 0,1M; 0,3M e 1M.

b) Verificar o efeito da manipula¢do neonatal em ratas fémeas na idade adulta (a partir
dos 60 dias) sobre a reatividade ao sabor doce usando solu¢des de sacarose 0,1M e
0,3M em diferentes fases do ciclo estral;

Analises Bioquimicas

a) Verificar o efeito da manipulacdo no periodo neonatal sobre o imunocontetddo de
Tirosina Hidroxilase (enzima-chave na biossintese da dopamina) e receptor D2 para
dopamina no NAcc de ratas fémeas juvenis e adultas.
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Materiais e Métodos
Animais

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFRGS (N223280) e seguiu as recomendacgdes do International Council for
Laboratory Animal Science (ICLAS), e da Federagdo de Sociedades Brasileiras de
Biologia Experimental. Todos os esforgcos foram realizados para minimizar o sofrimento
animal, assim como reduzir o nimero de animais utilizados.

37 ratas prenhes criadas em nosso proprio biotério foram aleatoriamente
selecionadas. Elas foram mantidas sozinhas nos uUltimos dias de gestacdo em caixas-
moradia de Plexiglas (65x25x15cm), com assoalho coberto por maravalha e mantidas
em ambiente controlado: fonte luminosa ligada das 7:00 até 19:00 h, temperatura de
22 + 2°C, troca de maravalha duas vezes semanais, comida e agua provida ad libitum.
O dia de nascimento foi considerado dia 0. Todas ninhadas foram padronizadas em 8
filhotes e mantidas intactas até o dia do desmame, a ndo ser para o protocolo de
manipulagao neonatal que foi realizado entre 10:00 e 15:00 h. Os pesquisadores
trocavam de luvas entre os procedimentos de manipulagao de cada ninhada, evitando
gue o odor das ninhadas se espalhasse de ninho para ninho. As ninhadas foram
desmamadas e separadas por sexo no 212 dia pds-natal. Nao mais de 2 animais por
ninhada foram utilizados nas tarefas comportamentais e somente 1 animal/ninhada
para os procedimentos bioquimicos. Somente fémeas foram utilizadas neste trabalho.

Manipulagao Neonatal
As ratas Wistar prenhes foram aleatoriamente divididas em dois grupos.

Ndo-manipulado (C): As ninhadas foram mantidas intactas, na presenca de suas maes,
do dia do nascimento até o desmame. Os técnicos do biotério foram instruidos a ndo
manusear 0s animais, nem mesmo para limpeza das caixas-moradia. O préprio
pesquisador ficou responsavel pela limpeza. A maravalha suja era cuidadosamente
removida no entorno do ninho, evitando perturbar os filhotes e a mae, e substituida
por maravalha limpa.

Manipulado (M): A rata mae era gentilmente puxada para o lado da caixa oposto ao
ninho, os filhotes entdao eram removidos e colocados em um recipiente limpo com
duas folhas de papel toalha. Esse recipiente era colocado em uma incubadora, sendo
mantida a temperatura de 30-32°C (figura 2). Apds 10 min, os animais retornavam aos
cuidados de suas maes. Este procedimento durou dos dias 1 a 10 seguintes ao
nascimento. Apds este periodo os animais foram mantidos sem disturbios até o 212 dia
de vida (desmame). Os técnicos do biotério foram instruidos a ndo manusear os
animais, nem mesmo para limpeza das caixas-moradia. O mesmo procedimento de
limpeza do grupo C foi utilizado para estes animais.
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Figura 2: llustracdo do procedimento de manipulacdo neonatal.
Teste de Reatividade ao Sabor

O teste de reatividade ao sabor foi realizado em duas idades, iniciando aos 28 dias de
vida ou na idade adulta, aos 60 dias. Cada animal so foi testado em uma idade. No 1°
dia os animais foram colocados sobre um espelho (30cmx25cm) por 1 min, para fins de
habituacdo. Durante os cinco dias seguintes, um volume de 100ul de &4gua era
administrada na boca do animal, utilizando-se uma pipeta com ponteira plastica. Apds
esses 6 dias de habituacdo, a sessdo de teste foi realizada: foram administradas
solugdes de sacarose, com intervalos de 30 min entre administracdes. As expressdes
faciais foram registradas com camera digital durante 1 min para posterior analise.
Foram analisadas as expressdes faciais heddnicas positivas (protrusdo de lingua
ritmicas e laterais) e as expressdes faciais aversivas (abertura da boca, esfregar o
focinho, lavar a face, agitacdo dos membros dianteiros). Os comportamentos foram
analisados quadro a quadro no software KM Player®, por experimentador cego ao
tratamento de manipulacdo neonatal, e expressos em numero de quadros totais e
frequéncia de protrusées (1 quadro = 1/30s). Adaptado de Berridge (2000).

No primeiro experimento, animais de 28 dias (PND 28) dos grupos C e M foram
testados para duas concentragGes de sacarose (0,1M e 0,3M de Sacarose), seguindo o
protocolo descrito acima. Em um experimento subsequente, utilizando outros animais
aos 28 dias de vida (PND 28) dos grupos C e M, foi realizado um novo teste para duas
concentragdes adicionais de sacarose (0,03M e 1M de Sacarose), seguindo o protocolo
descrito acima.
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Em outros animais C e M das mesmas ninhadas, o ciclo estral foi acompanhado
diariamente a partir dos 60 dias (PND 60), e somente animais com 2 ciclos regulares
foram utilizados. Os animais foram submetidos aos procedimentos de habituacdo
descritos acima e testados para duas concentracdes de sacarose (0,1M e 0,3M de
Sacarose). Nesse experimento foram realizados 4 dias de teste, apds a habituacao.
Anteriormente a cada dia de teste, a fase do ciclo estral foi avaliada. A proposta foi
avaliar as respostas de cada animal em diferentes fases do ciclo estral.

Avaliag¢ao do Ciclo Estral

Os animais eram retirados da caixa-moradia, e gentilmente manuseados para que
ficassem calmos, de forma a evitar que estes se machucassem durante o
procedimento. Entdo, uma pipeta Pasteur, contendo 100 pl de solucdo fisioldgica
(0,9%), era gentilmente introduzida na entrada da vagina do animal. A solucdo era
dispensada dentro do canal vaginal, e recuperada por diferenga de pressao na pipeta.
A amostra era colocada em lamina de vidro e imediatamente analisada em
microscopio éptico, para determinagao da fase do ciclo estral. Este procedimento foi
realizado durante dois ciclos completos das fémeas. Somente animais com ciclos
regulares foram utilizados.

Obtencdo das amostras para os ensaios bioquimicos

Apds os testes comportamentais, os animais foram mortos por guilhotinamento,
seguindo normas determinadas pelo comité de ética da nossa Universidade. O
encéfalo foi coletado e o NAcc dissecado para posterior andlise bioquimica. Todas as
amostras foram armazenadas a -70°C até o dia do uso.

Western Blotting
- Tirosina Hidroxilase

Para os estudos de immunoblotting as amostras (n=4-5/grupo) foram preparadas por
homogeneizacdo em tampao de lise contendo Hepes 10 mM, KCl 2,5 M, EDTA 0,6 mM
(pH 7,9), PIC (coquetel de inibidores de proteases) 1%, e dodecil sulfato de sédio 1%
(SDS). Aliquotas foram retiradas de acordo com a determinacdo da concentragdo de
proteina, e PB-mercaptoetanol foi adicionado a uma concentragdo final de 5%.
Amostras contendo 50 pg de proteina foram separadas em gel de poliacrilamida 10%
(SDS-PAGE). Depois da eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas a uma
membrana de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas por 2h com leite em pé
5% em Tampado Tris-Salino (TBS) mais Tween-20 1%, seguido de incubagdo overnight a
4°C com anti- Tirosina Hidroxilase (diluicdo 1:2000, anticorpo policlonal de coelho,
Millipore®) diluido em solucdo T-TBS (TBS mais Tween-20 1%). Subsequentemente, as
membranas foram incubadas por 2h com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (anticorpo anti-imunoglobulina de coelho) diluido em T-TBS. As membranas
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foram reincubadas com anticorpo contra B-actina (diluicdo 1:1000, anticorpo
monoclonal de galinha, Sigma-Aldrich®) como um controle interno. Bandas
imunorreativas foram revelas por um Kit amplificador de quimioluminescéncia (ECL
Amersham da GE Healthcare®), e detecados utilizandos filme de raio-X. Os filmes de
immunoblot foram escaneados e a imagem digital analisada com software Optiquant
(Packard Instrument®).

- Receptor D2

As amostras (n=4-5/grupo) foram preparadas por homogeneiza¢gdo em tampao de lise
contendo Hepes 10 mM, KCI 2,5 M, EDTA 0,6 mM (pH 7,9), PIC 1%, e dodecil sulfato
de sédio 1% (SDS). Aliquotas foram retiradas de acordo com determinacdo da
concentracdo de proteina, e B-mercaptoetanol foi adicionado a uma concentracdo
final de 5%. Amostras contendo 50 pg de proteina foram separadas em gel de
poliacrilamida 10% (SDS-PAGE). Depois da eletroforese, as proteinas foram
eletrotransferidas a uma membrana de nitrocelulose. As membranas foram
bloqueadas por 2h com leite em p6 5% em Tampao Tris-Salino (TBS) mais Tween-20
1%, seguido de incubacdo overnight a 4°C com anti- Receptor D2 (diluicdo 1:1500,
anticorpo policlonal de coelho, Millipore®) diluido em solugdo T-TBS (TBS mais Tween-
20 1%). Subsequentemente, as membranas foram incubadas por 2h com anticorpo
secunddrio conjugado com peroxidase diluido em T-TBS. As membranas foram
reincubadas com anticorpo contra B-actina (diluicdo 1:1000, anticorpo monoclonal de
galinha, Sigma-Aldrich®) como um controle interno. Bandas imunorreativas foram
revelas por um Kit amplificador de quimioluminescéncia (ECL Amersham da GE
Healthcare®), e detecados utilizandos filme de raio-X. Os filmes de immunoblot foram
escaneados e a imagem digital analisada com software Optiquant (Packard
Instrument®).

Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média, e foram analisados
por Teste t de Student e Anova de Medidas Repetidas, conforme o caso. O nivel de
significancia foi tido como diferente quando o valor de P era igual ou menor que 0,05.
O tamanho amostral adequado foi baseado em outros artigos publicados envolvendo
os procedimentos utilizados neste trabalho (Silveira et al, 2010, Bowyer et al., 1998;
Crema et al., 2010).
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Resultados
Teste de Reatividade ao Sabor

Nos animais jovens (31-32 dias) foi observada uma maior frequéncia de protrusdes de
lingua do grupo M (Fig. 3) em resposta a sacarose. Na concentracao de 0,1M de
sacarose, a média + erro padrdao da média para o grupo C foi de 35 + 6,3 e para o grupo
M foi de 52,13 + 4,6, obtendo um valor de P= 0,048 (t(15)=1,96). Nos testes com a
solugdo de sacarose 0,3M ndo houve diferenga estatistica significativa, t(15)= 2,
P=0,064. A avaliacdo do numero de quadros totais do comportamento de protrusao de
lingua (Fig. 4) ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos, tanto
para a solucdo de sacarose 0,1M (Teste t, t(15)= 1,96, P=0,069) quanto para a solugao
de sacarose 0,3M (Teste t, t(15)=1,77, P=0,1). Praticamente nenhum comportamento
aversivo foi exibido, portanto estes dados ndo estdo apresentados.

60 - t 3

50 -

40 -

30 - mC

EM
20 A

Frequéncia de Protrusées

10 -

0,1M 0,3M

Figura 3: Frequéncia de protrusGes de lingua no TRS em diferentes concentracdes em
ratas jovens — solucdo de sacarose 0,1M [Teste t, t(15)=1,96, P=0,048, média+E.P.M.,
C=35+6,3 e M=52,13 + 4,6] ; sacarose 0,3M [Teste t, t(15)= 2, P=0,064].
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Figura 4: Numero de quadros totais de protrusdes de lingua no TRS em diferentes
concentra¢cdes em ratas jovens — solucdo de sacarose 0,1M [Teste t, t(15)= 1,96,
P=0,069] ; sacarose 0,3M [Teste t, t(15)=1,77, P=0,1].

A fim de obtermos uma maior abrangéncia das concentracdes de sacarose, esse teste
foi feito com novos animais em outras concentra¢des. No segundo teste com animais
jovens (31-32 dias) também foi observada uma maior frequéncia de protrusdes de
lingua do grupo M (Fig. 5) em resposta a sacarose. Na concentracdo de 1M de
sacarose, a média + erro padrdo da média para o grupo C foi de 36 + 1,8 e para o grupo
M foi de 50,11 + 6,28, obtendo um valor de P= 0,046 (t(16)=2,16). Nos testes com a
solucdo de sacarose 0,03M ndo houve diferenca estatistica significativa, t(16)=0,31,
P=0,76. A avaliacdo do numero de quadros totais do comportamento de protrusdo de
lingua (Fig. 6) ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos para a
solucdo de sacarose 0,03M (Teste t, t(16)= 0,46, P=0,65). Porém, foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa para a solucdo de sacarose 1M, sendo a média
+ erro padrdo da média para o grupo C igual 87,8 + 5,4 e para o grupo M igual a 133,3
+ 17,9, obtendo um valor de P=0,027. Praticamente nenhum comportamento aversivo
foi exibido, portanto estes dados ndo estdao apresentados.
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Figura 5: Frequéncia de protrusdes de lingua no TRS em diferentes concentra¢des em
ratas jovens — solucdo de sacarose 0,03M [Teste t, t(16)=0,31, P=0,76] ; sacarose 1M
[Teste t, t(16)= 2,16, média+E.P.M., C=36 + 1,8 e M=50,11 + 6,28, P=0,046].
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Figura 6: Numero de quadros totais de protrusdes de lingua no TRS em diferentes
concentragcdes em ratas jovens — solucdo de sacarose 0,03M [Teste t, t(16)= 0,46,
P=0,65] ; sacarose 1M [Teste t, t(16)=2,43, média+E.P.M., C=87,8+5,4 e M=133,3+17,9,
P=0,027].

Nos animais adultos (>60 dias), para a solucdo de sacarose 0,1M, uma ANOVA de
medidas repetidas utilizando os 4 dias de teste e a manipulagao neonatal como
fatores, ndo demonstrou diferenga estatistica significativa, tanto para frequéncia de
protrusao de lingua (Fig. 7: dia do teste, F(2,17)=1,11; manipulagdo neonatal,
F(2,17)=0,044; P>0,05), quanto para numero de quadros totais de protrusdes (Fig. 8:
dia do teste, F(2,17)=1,5; manipulacdo neonatal, F(2,17)=0,05; P>0,05). Também ndo
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houve diferenca estatisticamente significativa para a solugdo de sacarose 0,3M, tanto
para frequéncia de protrusdo de lingua (Fig. 9: dia do teste, F(2,17)=2,81; manipulacdo
neonatal, F(2,17)=0,35; P>0,05), quanto para niumero de quadros totais de protrusdes
(Fig. 10: dia do teste, F(2,17)=3,97; manipulagdo neonatal, F(2,17)=0,04; P>0,05).
Praticamente nenhum comportamento aversivo foi exibido, portanto estes dados nao
estdo apresentados.
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Figura 7: Frequéncia de protrusdes de lingua no TRS para solugdo de sacarose 0,1M em
ratas adultas, média + EPM [ANOVA de medidas repetidas: dia do teste, F(2,17)=1,11;
manipulacdo neonatal, F(2,17)=0,044; P>0,05].
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Figura 8: Numero de quadros totais de protrusGes de lingua no TRS para solugdo de
sacarose 0,1M em ratas adultas, média + EPM [ANOVA de medidas repetidas: dia do
teste, F(2,17)=1,5; manipulacdo neonatal, F(2,17)=0,05; P>0,05].
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Figura 9: Frequéncia de protrusdes de lingua no TRS para solucdo de sacarose 0,3M em
ratas adultas, média + EPM [ANOVA de medidas repetidas: dia do teste, F(2,17)=2,81;
manipula¢do neonatal, F(2,17)=0,35; P>0,05].
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Figura 10: Numero de quadros totais de protrusdes de lingua no TRS para solucdo de
sacarose 0,3M em ratas adultas, média + EPM [ANOVA de medidas repetidas: : dia do
teste, F(2,17)=3,97; manipulacdo neonatal, F(2,17)=0,04; P>0,05].

A analise individual de cada fase do ciclo estral os animais adultos ndao demonstrou
diferenga estatisticamente significativa para nenhuma analise (vide Tabela 1 para os
resultados dos testes estatisticos comparando os dois grupos, manipulado e nao-
manipulado). As frequéncias e quadros totais de protrusdes de lingua para a solugdes
de sacarose 0,1M e 0,3M para cada fase do ciclo estral (metaestro, diestro, proestro,
estro) estdo apresentados nas figuras 11, 12, 13 e 14.
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[ ]1sacarose | Metaestro Diestro Proestro Estro

Frequéncia | 0,1M t(10)=0,009; | t(13)=0,15; | t(10)=0,27; | t(14)=0,19;
P=0,99 P=0,88 P=0,79 P=0,85

Quad Totais | 0,1M t(10)=0,04; | t(13)=0,16; |t(10)=0,26; | t(14)=0,12;
P=0,97 P=0,87 P=0,8 P=0,91

Frequéncia | 0,3M t(9)=0,36; t(13)=0,02; | t(10)=0,96; | t(14)=0,1;
P=0,73 P=0,99 P=0,36 P=0,92

Quad Totais | 0,3M t(9)=0,67; t(13)=0,17; | t(10)=0,74; | t(14)=0,38;
P=0,52 P=0,87 P=0,47 P=0,71

Tabela 1. Resultados das comparagdes entre os grupos manipulado e ndo-manipulado

nas diferentes fases do ciclo estral (teste t de Student). Frequéncia = frequéncia de

protrusdes de lingua; Quad Totais =

sacarose = concentragao de sacarose.

Frequéncia de Protrusdes
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Figura 11: Frequéncia de protrusdes de lingua para a solucdo de sacarose 0,1M, média
+ EPM: metaestro (Teste t, t(10)=0,009; P=0,99), diestro (Teste t, t(13)=0,15; P=0,88),

proestro (Teste t, t(10)=0,27; P=0,79) e estro (Teste t, t(14)=0,19; P=0,85).
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Figura 12: Quadros totais para a solucdo de sacarose 0,1M, média + EPM: metaestro
(Teste t, t(10)=0,04; P=0,97), diestro (Teste t, t(13)=0,16; P=0,87), proestro (Teste t,
t(10)=0,26; P=0,8) e estro (Teste t, t(14)=0,12; P=0,91).
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Figura 13: Frequéncia de protrusdes de lingua para a solucdo de sacarose 0,3M, média
+ EPM: metaestro (Teste t, t(9)=0,36; P=0,73), diestro (Teste t, t(13)=0,02; P=0,99),
proestro (Teste t, t(10)=0,96; P=0,36) e estro (Teste t, t(14)=0,1; P=0,92).
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Figura 14: Quadros totais para a solucdo de sacarose 0,3M, média + EPM: metaestro
(Teste t, t(9)=0,67; P=0,52), diestro (Teste t, t(13)=0,17; P=0,87), proestro (Teste t,
t(10)=0,74; P=0,47) e estro (Teste t, t(14)=0,38; P=0,71).

Western Blot

A analise de imunotransferéncia de amostras do NAcc de animais jovens (31-32 dias),
ndo revelou diferenca significativa na quantificacdo do imunoconteudo de receptor D2
(Fig. 15: Teste t, t(6)=0,16, P=0,88) e de tirosina hidroxilase (Fig. 16: Teste t, t(6)=0,83,
P=0,44). A analise de imunotransferéncia de amostras do NAcc de animais adultos (>60
dias) também nao revelou diferenca significativa na quantificagdo do imunocontetdo
de receptor D2 (Fig. 17: Teste t, t(6)=0,55, P=0,6) e de tirosina hidroxilase (Fig. 18:
Teste t, t(6)=1,46, P=0,2).
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Figura 15: quantificacdo do imunoconteudo de receptor D2 no NAcc de animais jovens
(Teste t, t(6)=0,16, P=0,88).
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Figura 16: quantificacdo do imunoconteudo de tirosina hidroxilase no NAcc de animais
jovens (Teste t, t(6)=0,83, P=0,44).
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Figura 17: quantificacdo do imunoconteddo de receptor D2 no NAcc de animais
adultos (Teste t, t(6)=0,55, P=0,6).
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Figura 18: quantificacdo do imunoconteudo de tirosina hidroxilase no NAcc de animais
adultos (Teste t, t(6)=1,46, P=0,2).
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Discussao

O presente trabalho teve por objetivo estudar a influéncia da MN sobre a reatividade
orofacial ao sabor doce, utilizando um protocolo de teste de reatividade ao sabor. Os
resultados encontrados demonstram uma maior reatividade ao sabor doce nos
animais manipulados quando testados na fase pré-pubere. Esta resposta é um
indicativo de modificacdes nos mecanismos hedonicos como resultado da MN. Porém,
ndo foi encontrada diferenca estatistica para a reatividade ao sabor doce entre animais
adultos dos grupos controle e manipulado.

No primeiro TRS realizado com animais pré-puberes foi comparada a resposta de
animais manipulados e controles (ndo-manipulados) a duas solugdes de sacarose, nas
concentragdes de 0,1M e 0,3M. A reatividade ao sabor ndao apresentou um aumento
proporcional a concentracdo de sacarose. Ja foi anteriormente observado que a curva
de responsividade ao sabor doce ndo é linear em relacdo a concentracdo da molécula
gue apresenta sabor doce, e em certas circunstancias, concentracdes maiores podem
apresentar menor responsividade (ver, por exemplo, Hajnal et al., 2010). Foi observada
uma maior frequéncia de protrusdes de lingua em jovens manipulados para solucdo de
sacarose 0,1M. No entanto, outro trabalho demonstrou menor consumo de alimento
doce em animais manipulados durante a fase pré-pubere (Silveira et al., 2006). Porém,
alguns estudos demonstram que as respostas orofaciais afetivas envolvem
mecanismos encefalicos distintos do comportamento de consumo alimentar (Berridge,
2000). De forma interessante, se observa uma menor resposta nos dois grupos,
controle e manipulado, para a solugdo de sacarose 0,3M com relacdo a solucdo de
0,1M. Um estudo demonstrou que a resposta a solucdo de sacarose atinge o pico na
concentracdo de 0,3M (Flynn, 1995). Possivelmente a diferenca de concentracdo entre
as solugdes, 0,1M e 0,3M de sacarose, nao foi suficiente para distingdo dos animais e
estes acabaram por apresentar uma resposta de menor interesse a solugdo
subsequente. Um trabalho com sham-feeding, que avalia componentes orossensoriais,
encontrou uma resposta mais forte para solugdo de sacarose 0,3M, comparado a
solucdes de sacarose 0,03M e 0,1M (Hajnal et al.,, 2004). Porém, este trabalho foi
realizado com animais adultos. Entdo, para descartar a hipdtese de que os animais pré-
puberes teriam uma resposta heddnica menor a solu¢des de alta concentracdo de
sacarose, um segundo TRS foi realizado em animais pré-puberes utilizando-se solu¢des
de sacarose 0,03M e 1M. Neste TRS se observou uma maior frequéncia e maior
numero quadros totais de protrusdes de lingua em jovens manipulados para solucdo
de sacarose 1M, sem diferenca estatistica para a solucdo de 0,03M. E importante
destacar que neste teste as respostas hedonicas dos dois grupos foram maiores para a
solucdo de sacarose 1M em comparacdo a solucdao de 0,03M. Com a maior diferenga
na concentracdo das solucdes testadas ficou mais clara a maior sensibilidade dos
animais manipulados.
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Adolescentes sdo mais propensos a buscar recompensas, tanto em alimentos quanto
em drogas de abuso, o que poderia estar associado com o aumento do valor hedénico
associado a recompensas. Um estudo demonstrou que ratos pré-puberes (33-34dias)
sdo mais sensiveis do que adultos a propriedades hedonicas de estimulos apetitivos
(Wilmouth e Spear, 2009), foram observadas maior resposta hedonica a sacarose no
TRS e maior consumo voluntario de solugdo de sacarose em animais pré-puberes
comparados com animais adultos. Portanto, esses achados sugerem uma tendéncia
natural dos animais jovens possuirem uma maior resposta a estimulos apetitivos, o
gue estaria exacerbado nos animais manipulados como observado no presente estudo.
Além disso, os animais manipulados adultos apresentam menor resposta hedonica a
sacarose e maior consumo de alimento doce (Silveira et al., 2010). Porém, os animais
manipulados jovens apresentam maior resposta hedoénica a sacarose (resultados do
presente trabalho) e menor consumo de alimento doce (Silveira et al., 2006). De forma
interessante, a MN parece gerar um desequilibrio na relacdo respostas
hedonicas/consumo de alimento palatavel, o que se manifesta de maneiras opostas
em idades diferentes. Diversos estudos observam uma forte relagdo entre consumo
alimentar e sensibilidade a recompensa (para revisdo: Avena et al., 2013).

Uma questdo importante é o fato de que o protocolo do TRS nao envolve treino com
exposicdo a sacarose, ou seja, neste teste os animais sdo expostos pela primeira vez a
este sabor. E sabido que existe uma preferéncia inata por sabores doces, observada de
roedores (Diaz-Cenzano e Chotro, 2010) a humanos (Steiner, 1974). Porém, os
roedores por ndo possuirem reflexo de vémito (Rozin, 1968) desenvolveram um
comportamento de neofobia alimentar, cautela ao contato com alimentos novos
(Barnett, 1956; Rzoska, 1953), o que poderia interferir nos resultados deste teste. No
entanto, outros trabalhos demonstram que os animais manipulados no periodo
neonatal apresentam menor neofobia (Levine et al., 1967; Meerlo et al., 1999), o que
pode explicar porque estes animais apresentaram uma resposta maior a sacarose
comparados aos animais controle. Contudo, observamos nas fémeas adultas que a
repeticao do teste utilizando sacarose nao modifica os resultados. Desse modo, seria
pouco provavel que nossos resultados se devessem a uma menor neofobia.

A guestdo estudada neste trabalho envolve a avaliacdo da influéncia da manipulacao
neonatal sobre o TRS em fémeas de duas idades distintas, fémeas pré-puberes e
adultas. Desta forma foi possivel comparar o periodo anterior e o periodo durante a
influéncia hormonal do ciclo estral. Para observacdao do TRS e sua relagdo com a
flutuacdo hormonal das quatro fases do ciclo estral uma adaptacdo do protocolo foi
realizada. Baseado no trabalho de Neath e colaboradores (2010), que realizou 5 dias
seguidos de exposicao a sacarina no TRS em ratos sem encontrar uma resposta de
habituacdo ao sabor, foi utilizado um protocolo com 4 dias de exposicdo a sacarose nas
fémeas adultas. A proposta desta adaptacdo do TRS foi poder realizar o teste em
diferentes fases do ciclo estral de cada fémea, de forma a realizar uma analise pareada
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dos resultados dos animais. Portanto, a primeira analise realizada nos resultados do
TRS nas fémeas adultas foi uma comparacdo entre as respostas hedoénicas nos 4 dias.
Os resultados demonstraram nao haver diferenga entre a resposta dos animais nos
diferentes dias de teste para as duas solu¢des de sacarose 0,1M e 0,3M, confirmando a
hipétese de que ndo ha habituagdo ou sensibilizacdo ao sabor por exposicao seguida a
sacarose, o que validou o modelo para avaliagdao da influéncia do ciclo estral sobre o
TRS.

E interessante observar que, diferentemente dos jovens, ndo foi encontrada diferenca
nas respostas hedonicas entre os grupos controle e manipulado. Isto poderia indicar
uma reversdo dos efeitos da manipulacdo evidenciados na fase pré-pubere.
Adicionalmente, estes dados corroboram com o trabalho de Wilmouth e Spear (2009)
onde foi observado maior sensibilidade a estimulos apetitivos nos animais jovens
quando comparados aos adultos. Porém, estes resultados contradizem os achados de
outro trabalho que observou menor resposta hedbnica no TRS em animais
manipulados adultos (Silveira et al., 2010). E importante destacar que o trabalho foi
realizado com ratos machos. Em outro estudo foi observado consumo similar de
solucdo de sacarose entre machos e fémeas em um teste de condicionamento
odor/sabor (Bonacchi et al., 2008). No entanto, esta é uma tarefa relacionada a
preferéncia por sabor e exige treinamento com exposicdo a solucdo de sacarose, o que
envolve mecanismos encefdlicos distintos do TRS. Outro fator que pode ter
influenciado a diferenca nos resultados é que no presente trabalho foram utilizados
animais da linhagem Wistar, enquanto que Bonacchi e colaboradores utilizaram
animais da linhagem Sprague-Dawley. Diferencas genéticas podem influenciar as
respostas dos animais em diferentes tarefas comportamentais. Diferencas sexuais
também podem influenciar muito os resultados, o que torna dificil a referéncia a
maioria dos trabalhos, devido ao costume de utilizar animais machos nos estudos pré-
clinicos. Diversos estudos demonstram a importancia da acdao hormonal na definicao
da masculinizagdo ou feminizacdo do encéfalo nas primeiras semanas de vida em
roedores (Levine e Mullins, 1966; Amateau et al., 2004). Em fémeas existe uma
marcante influéncia hormonal na idade adulta, caracterizada pela flutuacdo hormonal
durante o ciclo estral.

Tendo conhecimento que as respostas heddnicas ndo variaram com relacdo ao dia de
teste, os dados das fémeas adultas foram agrupados por fase do ciclo estral. Ndo foi
encontrada diferenga estatistica significativa nas respostas hedoénicas entre os grupos
controle e manipulado para cada fase do ciclo estral. Estes resultados ndo corroboram
com um trabalho que observou maior frequéncia de protrusdes de lingua a solucado de
sacarose 0,3M durante o diestro e o proestro, comparados com fémeas em estro e
metaestro e animais machos (Clarke e Ossenkopp, 1998). Porém, este trabalho
realizou um agrupamento dos dados em diestro/proestro (niveis altos de estradiol) e
estro/metaestro (niveis baixos de estradiol). Este agrupamento ndo é confiavel, pois os
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niveis hormonais sdo distintos para cada fase do ciclo estral, de modo que, sendo a
intengdo do trabalho avaliar a influéncia hormonal os dados deveriam ter sido
analisados separadamente. Outro estudo observou menor nimero de lambidas para
uma solu¢ao de 0,025M de sacarose durante o estro em comparagdao ao diestro
(Atchley et al., 2005). No entanto, ndo foi observada diferenga estatistica para as
solugdes de sacarose 0,05M; 0,1M; 0,2M e 0,4M, ou seja, ndao houve diferenca para
concentragdes similares as utilizadas no presente estudo. Um trabalho analisou a
influéncia da manipulagao neonatal sobre os niveis plasmaticos de estradiol no estro e
no diestro, sem encontrar diferenca dos grupos controle e manipulado (Severino et al.,
2004). Tendo em vista a importancia do estradiol sobre alteragdes na preferéncia por
sabor (Gandelman, 1983), estes achados poderiam explicar a auséncia de diferenca
entre animais controle e manipulado encontrada neste trabalho. Embora muitos
trabalhos mostrem a influéncia hormonal no consumo alimentar em fémeas (Laviano
et al., 1996; Eckel, 2004) é importante ressaltar que os mecanismos encefalicos
envolvidos no TRS ndo sdao 0s mesmos.

A avaliacdo do imunoconteldo de receptor D2 e da enzima TH ndo revelou diferenca
estatistica significativa entre os grupos controle e manipulado, tanto para os animais
jovens quanto para os adultos. Porém, foi observada maior resposta heddnica a
solucdo de sacarose nos animais manipulados jovens. Estes resultados podem sugerir
qgue ndo ha influéncia da manipulacdo neonatal sobre a atividade do sistema
dopaminérgico. No entanto, outros parametros importantes ndo foram analisados,
como o imunoconteddo do transportador de dopamina, do receptor D1 ou a
quantidade de dopamina liberada da ATV sobre os receptores dopaminérgicos no
NAcc. Em estudo da influéncia da intervencdo neonatal sobre a DA mesocorticolimbica
ndo foi observada diferenca na quantificacdo de receptores D1 e D2 ou transportador
de dopamina no NAcc entre os grupos controle e manipulado utilizando machos
adultos (Brake et al., 2004). Adicionalmente, outro trabalho ndo encontrou diferenca
nos niveis de DA e do seu metabdlito DOPAC no NAcc de animais manipulados
(Arborelius e Eklund, 2007). Segundo o trabalho de Hajnal e colaboradores (2004)
ocorre liberacdo de dopamina apds administracdo intraoral de solucdes de sacarose.
Além disso, em humanos foi observada liberacdo de DA no estriado dorsal apds
consumo de alimento palatavel (Small, 2003). A DA, contudo, ndo parece ser
responsavel pelas alteracdes nas respostas heddnicas observadas em animais
manipulados jovens no presente trabalho. Um estudo realizado com camundongos
expressando menor quantidade de transportador de DA (knockdown), o que gera
maior nivel de DA na fenda sinaptica, ndo observou aumento nas respostas orofaciais
afetivas em comparacdo com controle (wild-type) (Peciiia et al., 2003). Corroborando
com estes achados, um trabalho que realizou a destruicio de neurbnios
dopaminérgicos com 6-hidroxidopamina ndo observou alteracdo nas respostas
orofaciais afetivas a solucdo de sacarose (Berridge et al., 1989). Portanto, a dopamina
ndo parece estar diretamente relacionada com as respostas observadas no TRS.
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Nos animais adultos ndo foi encontrada diferenca nas respostas hedoénicas entre os
grupos controle e manipulado, assim como ndo houve diferenca na avaliacdo do
imunoconteldo de receptor D2 e de TH. Apesar de as evidéncias mostrarem que a DA
pode ndo estar relacionada com as respostas observadas no TRS, existe algum
mecanismo encefdlico relacionado com o TRS que estd alterado nos animais
manipulados jovens, um efeito que parece ter sido revertido nos animais adultos. Um
estudo observou reducdo da densidade de espinhos dendriticos por reposicdo de
estradiol no NAcc em fémeas de hamster sirio (Staffend et al., 2011). Assim, o estradiol
apresenta efeitos na morfofisiologia dos neurbnios no accumbens. Estes achados
podem estar relacionados com as diferengas observadas nos animais adultos, onde a
acdao de hormonios poderia ter revertido algum efeito da manipulagdao neonatal.
Pesquisadores vém estudando outros neurotransmissores relacionados com as
respostas hedoénicas. De Luca e colaboradores (2012) observaram um aumento das
respostas hedbnicas a solucdo de sacarose apds administracdo intraperitoneal de
delta-9-tetrahidrocanabinol, um agonista de receptores canabindides CB1. Diversos
trabalhos demonstram a acdo de canabindides no NAcc (para revisdo: Oleson e Cheer,
2012). Outro trabalho demonstrou aumento das respostas orofaciais afetivas apds
administracdo de agonista opidide (DAMGO) no NAcc (Smith et al.,, 2011). De fato,
foram identificados hotspots hedonicos na cdpsula do NAcc que utilizam opidides e
endocanabindides para amplificar o sinal de “gostar” do sabor doce (Berridge, 2009a).
Esses hotspots hedoOnicos sdo regides muito restritas, como pequenas ilhas,
encontradas em estruturas como o NAcc e o palido ventral (Berridge, 2009b). Uma
forma de reconhecer essas regides é com microinjecdo de agonistas opidides ou
canabindides seguida de administracdo intraoral de solu¢do doce, quando os hotspots
sao estimulados precisamente ha aumento da resposta heddnica ao sabor doce. Tendo
em vista estes estudos, os achados do presente trabalho podem ser resultado de
modificacdes em outros sistemas de neurotransmissores, ndao dopaminérgicos, como
resultado da MN.
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Conclusoes

Os resultados do presente estudo demonstraram que a MN gerou um aumento das
respostas orofaciais afetivas em fémeas. Porém, estas alteragGes das respostas
heddnicas s6 se manifestam durante a fase pré-pubere. Nas fémeas adultas parece
ocorrer uma reversao destas respostas, possivelmente como resultado da acdo
hormonal da maturidade sexual.

A andlise de componentes do sistema dopaminérgico corrobora com outros trabalhos
gue demonstram que a DA ndo estd envolvida nas respostas de “gostar”. Uma futura
anadlise de outros sistemas de neurotransmissores pode ajudar a elucidar a influéncia
da MN sobre o TRS, assim como a compreensdao das modificacdes observadas nos
adultos com relagao aos jovens.
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