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RESUMO

A restricdo do crescimento intrauterino (RCIU) estd associada com preferéncias
alimentares alteradas, assim como com um aumento do risco de obesidade na vida
adulta. Enquanto os desfechos metabolicos adversos tém sido de certa forma bem
caracterizados nesta condicao, seus déficits neurocomportamentais e alteracbes em areas
especificas do sistema nervoso tém recebido significativamente menos atencdo. Além
disso, o papel do cuidado materno no estabelecimento destes desfechos também deve
ser avaliado. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da RCIU sobre a
flexibilidade cognitiva dos animais na vida adulta, explorando o possivel envolvimento
do cuidado materno e da resposta neuroquimica a recompensa — através da medida do
conteldo de tirosina hidroxilase (TH) no cortex orbitofrontal (OFC) e ndcleo
accumbens ( NAcc ) — sobre este desfecho. Materiais e Métodos: A partir do dia 10 de
gestacdo e durante toda a lactacdo, ratas Sprague-Dawley receberam uma dieta ad
libitum (Contr), ou uma dieta restrita a 50% do consumo médio das ratas do grupo
Contr (FR). No dia do nascimento, foi realizada a adocdo cruzada, gerando os grupos
Contr/Contr e FR/Contr (gestacao/lactacdo). Do dia 2 ao dia 7 pds-parto, o cuidado
materno foi registrado em cinco sessdes diarias de 72 minutos cada. A flexibilidade
cognitiva foi medida nos ratos na idade adulta utilizando o Attentional Set- Shifting Task
(ASST) que utiliza um pellet de alimento doce como recompensa. Os animais também
foram submetidos a jejum de 4 horas e em seguida expostos ao alimento doce durante 1
hora para verificar o consumo agudo de alimento palatavel. O contetdo de TH no cortex
orbitofrontal e nucleo accumbens foi medido em jejum ou em resposta a ingestdo de
alimentos palataveis. Resultados: Ratas FR mostraram menos comportamentos de
lamber os filhotes que fémeas do grupo Contr (p<0,01) sem diferenca nos escores das
posturas de amamentacdo e no tempo permanecido em contato com os filhotes. Filhotes
de ratas FR apresentaram peso reduzido ao nascer (p<0,01). Aos 90 dias de idade,
machos do grupo FR/Contr apresentaram maior consumo de alimento doce no teste de
exposicdo aguda (p=0,04), enquanto que as fémeas ndo diferiram na quantidade
consumida (p=0,37). Quando comparadas as controles, fémeas RCIU necessitaram
menos trials para alcancar o critério na etapa de Reversdo 2 do ASST (p=0,04), e
apresentaram um aumento de TH no OFC em resposta a ingestdo de alimentos doces
(p=0,04). Nao foram observadas diferencas para o0 sexo masculino em relacdo a
performance no ASST ou nos niveis de TH no OFC. No NAcc , houve um aumento de
TH no estado de jejum tanto nos machos RCIU (p=0,03) quanto nas fémeas RCIU
(p=0,02). Discussao: O protocolo utilizado foi eficiente em induzir RCIU nos filhotes.
Caracterizar os cuidado materno em diferentes protocolos é crucial para entender
melhor as relagdes entre ambientes precoces adversos e seus coincidentes desfechos
adversos na vida adulta. A melhora no desempenho do ASST e concomitante aumento
de TH no OFC ap6s consumo de doce sugere que as pistas relacionadas aos alimentos
palataveis sejam mais fortes para as fémeas expostas a RCIU. Além disso, as alteracGes
encontradas no Nacc em ambos 0s sexos sugere que a RCIU induz modificacBes na
resposta central para as pistas de alimentos palataveis e no consumo, afetando a
liberacdo de dopamina em algumas estruturas do circuito encefalico de recompensa.

Palavras-chave: RCIU, cuidado materno, programacéo fetal, ASST, dopamina



ABSTRACT

Intrauterine growth restriction (IUGR) is associated with altered food preferences as
well as increased risk for obesity in adult life. However, while the adverse metabolic
outcomes have been better characterized in this condition, the neurobehavioral
disabilities and particular abnormalities in specific areas of the brain have received less
attention. Moreover, the role of maternal care in the stablishment of these outcomes
should be evaluated. The aim of this study was to investigate the effects of IUGR on the
cognitive flexibility of adult animals, exploring the putative involvement of maternal
care and the neurochemical response to reward — through the measurement of tyrosine
hydroxylase (TH) content in the orbitofrontal (OF) cortex and nucleus accumbens
(nacc) - on this behavioral outcome. Materials and methods: From day 10 of gestation
and through lactation, Sprague-Dawley rats received either an ad libitum (AdLib), or a
50% food restricted (FR) diet. At birth, pups were cross-fostered, generating
AdLib/AdLib and FR/AdLib groups (pregnancy/lactation). From day 2 to 7 postpartum
maternal care was recorded in a five daily sessions. Cognitive flexibility was measured
using the Attentional Set-Shifting Task (ASST) with a sweet pellet as a reward.
Animals were also submitted to 4 hours of fasting and then exposed to a sweet food for
1 hour to verify the palatable food consumption. TH content in the OF cortex and Nacc
was measured at baseline or in response to palatable food intake. Results: Dams of FR
group showed less care toward her pups. More precisely, these FR dams showed less
licking/grooming than AdLib dams (p<0.01), without difference in the nursing postures
and time spent out of the nest. Pups of FR dams had reduced birth weight (p<0.01). At
90 days of age, FR/AdLib males showed increased intake of sweet food in the acute
exposure (p=0.04), while females did not differ in the amount consumed (p=0.37).
When compared to Controls, IUGR females needed fewer trials to reach criterion in the
ASST(p=0.04) and had an increase in TH in response to sweet food intake in the OFC
(p=0.04), but not at baseline. No differences were seen in males (p=0.51). In the nacc,
there was an increase in TH at baseline in IUGR males (p=0.03) and females (p=0.02).
Discussion: The protocol used was efficient in inducing IUGR in the pups. To
characterize maternal care in different protocols is crucial to better understand the
relationships between early adverse environment and their coincident adverse outcomes
in adult life. The improvement in performance of FR females in ASST and concomitant
increase in OFC TH in respone to sweet food consumption suggests that palatable food
cues are stronger for intrauterine restricted females. Besides, alterations found in the
Nacc in both sexes suggest that IUGR induces modifications in the central response to
palatable food cues and its intake, affecting dopamine release in select structures of the
brain reward system.

Key words: IUGR, maternal care, fetal programming, cognitive flexibility, dopamine
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INTRODUCAO

Estresse nas fases iniciais da vida

O ambiente ao qual o feto é exposto durante seu desenvolvimento influencia
significativamente seu comportamento e sua predisposicdo para doengas ao longo da
vida. Embora esta nocdo exista desde tempos bastante remotos, e seja melhor ilustrada
pelo entendimento dos efeitos da exposicdo a agentes toxicos (Talge et al., 2007), €
relativamente recente a sua abordagem sistematica pela ciéncia. Em uma revisao sobre o
assunto, Ferreira (1965) foi um dos pioneiros a reunir evidéncias a favor da existéncia
de um “ambiente pré-natal” que, dependendo de suas caracteristicas, poderia deixar
“marcas” permanentes sobre o individuo.

Contudo, foi somente durante o ultimo par de décadas que diversos estudos,
principalmente epidemiolégicos, pavimentaram nosso conhecimento sobre este tema, e
mais do que apontar para uma clara relagéo entre a qualidade do ambiente fetal e o risco
de desenvolver disturbios comportamentais e metabdlicos na vida adulta, nos levaram
ao conceito de programacédo fetal. Neste contexto, programacdo pode ser entendida
como o processo pelo qual um estimulo ou insulto durante periodos especificos do
desenvolvimento traz, atraves de adaptacOes fisiologicas, efeitos permanentes para o
individuo (Lucas, 1991; Schwartz et al., 2005; Talge et al., 2007).

Interessantemente, a natureza e a intensidade destes efeitos parecem ser
fortemente influenciadas pela severidade e pelo “timing” da exposi¢do aos estimulos
(Talge et al., 2007; Desai et al., 2007; Weinstock, 2008). Esta peculiaridade apoia a
ideia de que o desenvolvimento pré-natal se caracterize por periodos criticos, durante 0s
quais os individuos sdo mais susceptiveis aos efeitos de estimulos externos (Lopes et
al., 2000). Durante estes periodos, estruturas e sistemas especificos que estejam sob
processos organizacionais ou maturacionais tornam-se especialmente vulneraveis aos
efeitos da programacéo fetal (Scott, 1986; Talge et al., 2007).

Tratando-se de sistema nervoso, o periodo pré-natal é uma fase onde diversos
processos cruciais como diferenciacdo celular, organizacdo funcional, migracédo
neuronal, sinaptogénese e mielinizacdo estdo ocorrendo (Rice & Barone, 2000). Embora

0 padrdo temporal de desenvolvimento do sistema nervoso apresente diferencas



substanciais entre os diferentes grupos de mamiferos (Clancy et al., 2007), de forma
geral este periodo pode ser caracterizado como extremamente critico para o seu
desenvolvimento.

Durante este periodo, eventos estressantes sdo capazes de promover alteracdes
duradouras em sistemas de neurotransmissores e em estruturas encefalicas como
hipocampo, hipotadlamo, amigdala e cortex frontal (Coe et al., 2003; Kaufman et al.,
2000; Braun et al., 2000; Salm et al., 2004; Poeggel et al., 1999) e desta forma, induzir
a mudancas neurobioldgicas e comportamentais definitivas no fendtipo dos individuos
(Vazquez et al., 2005; Cui et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que a exposi¢do a situacbes estressantes —
sejam elas fisicas ou psicoldgicas - durante a gestacéo esta associada com um aumento
na propensdo dos filhos em apresentar deficits de atencdo, problemas emocionais,
hiperatividade e comportamentos ligados a ansiedade durante a infancia (Glover et al.,
2004; Beversdorf et al., 2005; Kofman, 2002; Koenig et al., 2002). Filhos de mées que
relatam altos niveis de ansiedade durante a gravidez, por exemplo, tendem a ser mais
irritaveis e apresentar maiores incidéncias de disturbios alimentares e de sono do que
filhos de mées ndo ansiosas (Weerth et al., 2003; Huizink et al., 2002). Além disso, a
predisposicdo destes individuos em apresentar psicopatologias como depressao e
esquizofrenia na idade adulta também estaria aumentada (Sanchez et al., 2001; Heim et
al. 2004; Kofman, 2002; Huizink et al., 2004).

Porém, os efeitos de situacdes adversas durante o periodo pré-natal tém sido
mais extensivamente estudado em modelos animais, e seus achados tém se mostrado
bastante semelhantes aos da pesquisa clinica. Estresse por imobilizacdo, exposicdo a
predador, nado forcado e estresse variado ndo previsivel estdo entre os protocolos mais
empregados a fim de gerar ambientes gestacionais desfavoraveis (Kinnunem et al.,
2003; Koening et al., 2005; Smith et al., 2004; Patin et al., 2002; Alonso, 1991), e todos
tém sido associados a desfechos desfavoraveis em funcdes cognitivas, emocionais ou
sociais (amplamente revisados em Weinstock, 2008; Baker et al., 2008 ;2009).

Acredita-se que grande parte dos efeitos do estresse pré-natal sejam decorrentes
de uma exposicdo aumentada aos horménios maternos relacionados ao estresse. Estes,
ao serem transportados através da placenta teriam a capacidade de promover alteracdes
em importantes processos celulares, além de alterar de forma permanente o
funcionamento do eixo HPA da prole (através de uma diminuicdo da expressdo de

receptores de glicocorticoides e mineralocorticoides em areas importantes para seu



feedback negativo) (Darnaudery & Maccari, 2008; Weinstock, 2008; Seckl & Meaney,
2004; Hadoke et al., 2006). Quando a secre¢do destes horménios é suprimida, a partir
da adrenalectomia de fémeas prenhas, diversos prejuizos comportamentais produzidos
pelo estresse neonatal podem ser prevenidos (Zagron & Weinstock, 2006; Barbazanges
et al., 1996).

Restrigdo de Crescimento Intrauterino

A Restricdo de Crescimento Intrauterino (RCIU) ocorre quando hd uma
diminuicdo na velocidade de crescimento fetal, resultando em um feto que ndo consegue
atingir todo o seu potencial de crescimento (Geva et al., 2012; Bertino et al., 2007).
Esta condigé@o pode resultar de uma ampla variedade de fatores que, de alguma maneira,
afetem o ambiente intrauterino, e sua ocorréncia esta relacionada com uma série de
desfechos adversos tanto a curto quanto a longo prazo.

Tipicamente, neonatos sdo identificados com RCIU quando seu peso ao nascer
encontra-se abaixo do percentil 10 para sua idade gestacional e indicadores tais como
ma nutricdo, tabagismo e infeccbes maternas estiverem presentes durante a gestacao
(Halpern et al., 2001), porém, seu preciso diagnostico necessita uma correlacdo entre
diferentes idades gestacionais e medidas seriadas de ultrassom (Hendrix & Berghella,
2012). Além disso, € necessario levar em conta caracteristicas constitucionais
familiares. Mulheres de baixa estatura, por exemplo, sdo mais propensas a terem filhos
pequenos, e embora frequentemente esses neonatos sejam pequenos para a idade
gestacional, eles sdo geralmente saudaveis (Lyons, 2006). A RCIU afeta entre 3-10% de
todos os nascimentos (Pollack & Divon,1992), e estima-se que em gestacdes datadas
com exatiddo, aproximadamente 80-85% dos fetos identificados com RCIU sejam
constitucionalmente pequenos porém saudaveis, enquanto somente 15-20% dos casos
possam ser caracterizados como RCIU “verdadeira” (Manning, 2004).

O processo de crescimento fetal € multifatorial e complexo, de forma que
diversos fatores podem levar a RCIU. Na grande maioria dos casos, estes fatores atuam
comprometendo - direta ou indiretamente - a perfusdo uteroplacentéria, e podem ser
classificados de uma forma ampla em fetais e maternais (Sabogal & Weiner, 2007).

Entre os fatores fetais, hd uma grande variedade de anormalidades genéticas
associadas a RCIU, sendo responsaveis por aproximadamente 10% dos casos (Sabogal

& Weiner, 2007). Anormalidades como a trisomia do cromossomo 21 (Sindrome de



Down), trissomia do cromossomo 18 (Sindrome de Edwards) e Sindrome de Turner
podem causar restricdo de crescimento supostamente por causar uma reducdo no
namero de arteriolas das vilosidades placentarias (Rochelson et al., 1990). Infec¢des
fetais, como rubéola, sifilis e toxoplasmose também respondem por parcela significativa
dos casos de RCIU (Pollack & Divon, 1992), e para completar o quadro, ma formac6es
congénitas e gestacbes multiplas correspondem juntas a cerca de 5% dos casos
(Gruenwald, 1966).

Ja entre os fatores maternos, hd uma grande variedade de condi¢Bes associadas
com um aumento no risco de apresentar RCIU. Doengas maternas como diabetes e
hipertensdo, doencas cardiacas congénitas e problemas vasculares em geral, além da
exposicdo a agentes tdxicos como tabaco e alcool estdo entre as causas mais comuns
(Sabogal & Weiner; 2007; Siu et al., 2002; Ang et al., 2006; Walfisch & Hallack, 2006;
Bouhours-Nouet et al., 2005; Mills et al., 1984; Okah et al., 2005). De uma forma ou de
outra, todos estes fatores acabam por levar a uma reducdo no fluxo sanguineo
uteroplacentario, a uma reducdo na capacidade do sangue em carregar oxigénio e até
mesmo a uma reducdo no volume sanguineo materno. Mulheres deprimidas durante a
gestacdo também apresentam maior risco de RCIU (Bansil & Kuklina, 2012), e
acredita-se que o efeito da depressdo sobre o crescimento fetal se dé principalmente
devido a alteragdes no funcionamento do eixo HPA materno, cuja hipersecrecdo de
horménios poderia atuar reduzindo o tamanho da placenta e afetando sua perfusao e
permeabilidade (Diego et al., 2006; Field et al., 2006).

Embora a RCIU apresente diversas etiologias, € indiscutivel que a desnutricao
materna apresenta um papel destacado no estabelecimento desta condicdo (Bansil &
Kuklina, 2012). Durante a gestacdo, a desnutricdo provavelmente se associa a RCIU
através de trés mecanismos basicos. Em primeiro lugar, uma alimentacdo restrita ou
desbalanceada pode afetar a disponibilidade de nutrientes vitais para o feto. Além disso,
a nutricdo materna inadequada pode levar a uma reducdo no peso e na area de superficie
da placenta, resultando em uma reduzida transferéncia de nutrientes o oxigénio. E por
altimo, a ma nutricdo materna estd associada com concentracfes séricas alteradas de
horménios importantes como a insulina, leptina e IGF-1, as quais também estimulam o
transporte de nutrientes através da placenta (Jansson & Powell, 2000; Jansson et al.,
2008).

A RCIU é um dos problemas mais comuns e complexos na obstetricia moderna,

sendo motivo de grande preocupacdo particularmente devido a sua associa¢do com altas



taxas de mortalidade e morbidades perinatais (prematuridade, anormalidades
congeénitas) (Faraci et al., 2011; Bansil & Kuklina, 2012). Para estes neonatos, a taxa de
mortalidade chega a ser oito vezes maior (Fernandez-Carrocera et al., 2003),
correspondendo a 20% dos 6bitos fetais no mundo ocidental. Em diversos paises em
desenvolvimento, estas taxas sdo ainda maiores (WHO, 2008).

Mais do que isto, acredita-se que a RCIU induza um processo programacéo fetal
capaz de promover desfechos desfavoraveis a longo prazo sobre a satde dos individuos.
Diversos estudos tém associado a ocorréncia de RCIU com um aumento nas taxas de
hipertensdo (Manalich et al., 2000), diabetes tipo Il (Hales & Barker, 2001) e obesidade
(Ravelli et al., 1999; Pilgaard et al., 2011) na vida adulta, além de levar a alteracbes em
estruturas cardiovasculares (Painter et al., 2006). Alteracbes no desenvolvimento
endocrino-metabdlico também foram descritas, como por exemplo, disfungdes na
atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (Reynolds et al., 2005; Kajantie et
al., 2007; Osterholm et al., 2012). Outros estudos também apontam para um aumento
no risco de apresentar desfechos comportamentais adversos como transtorno de déficit
de atencdo/hiperatividade (TDAH) (Hultman et al., 2007), transtornos do espectro
esquizofrénico (Susser et al., 2008), impulsividade (Silveira et al., 2012) e depressédo
(Brown et al., 2000) além de alteragdes no comportamento alimentar (Barbieri et al.,
2009).

Atualmente, diversas manipulaces tém sido utilizadas para induzir RCIU em
roedores, geralmente utilizando-se de modelos nutricionais ou cirdrgicos, hipoxia
gestacional ou condi¢bes induzidas por drogas (Haugaard & Bauer, 2001). Entre os
modelos induzidos por alteraces nutricionais, hd uma grande variedade de modelos
baseados principalmente na exposi¢do a curtos periodos (tipicamente 48 horas) de jejum
total ou a periodos mais prolongados de exposi¢do a uma dieta pobre em proteinas e/ou
calorias. Estes modelos apresentam a vantagem de serem de facil estabelecimento,
serem altamente reproduziveis e permitirem a combinacdo de diferentes parametros de
duracdo e intensidade do insulto, refletindo melhor as variaces que naturalmente
ocorrem em humanos (Haugaard & Bauer, 2001).

Ja os modelos cirtrgicos, baseiam-se na ligadura ou clampeamento de artérias
uterinas e foram desenhados para demonstrar a importancia do adequado fluxo
sanguineo Utero-placentario para o crescimento fetal (Wigglesworth, 1964; Tanaka et
al., 1994). Embora relativamente simples, uma clara desvantagem desta abordagem é a

alta taxa de mortalidade e a exposicdo dos animais a anestésicos, 0 que por si sO pode



trazer efeitos prejudiciais para o crescimento fetal (Allaert et al., 2007). Nos modelos de
hipoxia, fémeas gestantes sdo expostas a diferentes niveis de oxigénio durante a
segunda metade da gestacdo (Tapanainen et al., 1994, Schwartz et al., 1998). Os
modelos de hipdxia podem ser considerados bastante poderosos, visto que o
crescimento fetal seré prejudicado mesmo se expostos a episodios breves e intermitentes
de hipoxia. E entre os modelos de RCIU induzidos por drogas, torna-se especialmente
relevante o modelo de inducdo por administracdo de glicocorticoides, uma vez que sua
administracdo é amplamente utilizada a fim de induzir maturagdo pulmonar fetal em
casos de parto pré-termo (Roghair et al., 2005; Miller et al., 2007; 2012).

Estes modelos animais, além de resultarem em desfechos metabolicos e
comportamentais semelhantes ao encontrados em humanos, permitem o estudo mais
detalhado de aspectos de dificil acesso em estudos clinicos, alem de serem essenciais na
identificacdo de seus mecanismos causadores (Rees et al., 2007). A partir destes
estudos, ja foram relatadas alteragdes na estrutura e nos niveis de BDNF no hipocampo
(Diene & Rees, 2004; Pinilla & Vaynman 2005), diminui¢do do nimero de neurdnios
no cerebelo (Mallard et al., 2000; Rees et al., 2007), alteracdes microestruturais
regionais nas matérias branca e cinzenta (Eixarch et al., 2012), alem de disfungdes nos
sistemas serotoninérgico (Manjarrez-gutierrez et al., 2010) e dopaminérgico (Whitaker
etal., 2011).

Comportamento maternal

O termo “Comportamento maternal” refere-se a um conjunto de
comportamentos exibidos pela mée em preparacdo ao nascimento de seus filhotes e no
cuidado e protecdo de seus recém-nascidos. Para a maioria dos mamiferos, este
repertorio comportamental surge proximo ao momento do parto e representa um padrédo
complexo e previsivel muitas vezes espécie-especifico (Kristal, 2009). Em roedores, 0
periodo que antecede o nascimento é marcado por uma significativa alteracdo no padrao
de limpeza corporal das fémeas, que passam a dar mais atencdo a regido mamaria e
genital (Rosenblatt & Lehrman, 1963). Além disso, alguns dias antes do parto as fémeas
iniciam a construcdo de ninhos semelhantes aqueles que receberdo os filhotes e que
garantirdo sua protecdo e manutencdo da temperatura na auséncia da mae.

Apos 0 nascimento da ninhada, os principais componentes do comportamento

maternal sdo os atos de recolher, amamentar e lamber os filhotes, além do



comportamento de construir ninho que permanecerd durante grande parte do periodo da
lactacdo (Numan & Insel, 2003). No comportamento de recolher os filhotes, que se
torna mais necessario na medida em que os filhotes amadurecem seu sistema motor, as
fémeas lactantes os transportam de um local a outro a fim de manté-los protegidos. Na
amamentacdo, sdo assumidas posturas que expdem a regido mamaria aos filhotes e
permitem que eles se alimentem. J& no ato de lamber os filhotes, grande énfase é dada a
regido anogenital, o que estimula seus processos de excrecdo (Numan & Stolzenberg,
2009; Friedman et al., 1981). Além disso, e como veremos mais adiante, lamber 0s
filhotes produz profundos efeitos no desenvolvimento da prole (Lévy, 2008). Além
destes comportamentos, fémeas irdo proteger e defender seus filhotes de intrusos que se
aproximem de seu ninho e superardo situagdes estressantes e arriscadas para ficar
proximas de seus filhotes (Lonstein & Gammie, 2002; Pereira et al., 2005; Lonstein &
Morrell, 2007).

Muitos desses cuidados originam-se de estimulos provenientes dos proprios
filhotes (Fleming et al., 1999), e sdo tipicos de animais altriciais, 0s quais nascem
bastante imaturos e necessitam integralmente de sua mée para sobreviverem (Pryce &
Feldon, 2003). Aléem disso, fémeas ndo formam vinculos exclusivamente a seus
proprios filhotes, sendo que também cuidardo de filhotes de outras maes que porventura
sejam colocados em seu ninho (Bridges, 2008).

No momento do parto, este repertdrio completo de comportamentos maternais €
rapidamente apresentado até mesmo por ratas primiparas. Em contraste, ratas nuliparas
ao serem expostas a filhotes irdo evita-los e por vezes até mesmo ataca-los (Numan &
Insel, 2003). Esta diferenca na responsividade aos filhotes torna-se bastante importante,
pois evidencia que apenas 0s estimulos provenientes dos filhotes ndo séo suficientes
para induzir o aparecimento de respostas maternais nas fémeas. Ratas que passaram pela
experiéncia do parto sdo imediatamente responsivas pelo fato de seus encéfalos terem
sido afetados por eventos endocrinos associados a gestacdo e a0 momento do parto
(Moltz et al., 1970; Mann & Bridges, 2001).

Estas alteracGes enddcrinas responsaveis pela imediata responsividade materna
incluem um acentuado declinio dos niveis de progesterona e elevacdo dos niveis de
estradiol e prolactina circulantes (Nemsadze & Silagava, 2010). Esta alteracédo do perfil
hormonal agiria em regides encefalicas especificas, coordenando e facilitando o inicio
dos comportamentos maternais, mas sem ser necessaria para a expressdo destes

comportamentos ao longo da gestagdo (Numan & Stolzenberg, 2009).



Diversos estudos tém apontado que a Area Pré-6ptica Medial do Hipotalamo
(APOM) é essencial para a correta expressdo dos comportamentos maternais em
roedores e em outros animais (Numan, 2006). Os neur6nios desta regido contém
receptores para estradiol, progesterona e prolactina, fazendo com que seja um dos locais
provaveis de acdo dos horménios da gestacdo na estimulagdo dos circuitos que regulam
as respostas maternais voluntarias (Shughrue et al., 1997; Bakowska & Morrell, 1997;
Stack et al., 2002; Li & Fleming, 2003). Estudos demonstram que lesbes nesta area sao
relativamente especificas, trazendo prejuizos para 0os comportamentos maternais sem
levar a alteragBes em outros comportamentos como o sexual e na atividade locomotora
(Numan & Insel, 2003).

Embora o padrdo de comportamentos maternais de cada espécie obedeca a um
padrdo bastante previsivel, variagdes individuais na qualidade do cuidado oferecido aos
filhotes podem ocorrer. Estas variacbes, sejam naturais ou causadas por situacoes
estressantes, apresentam uma influéncia critica no desenvolvimento dos individuos
(Champagne et al., 2003; Francis et al., 2002), sendo que em roedores, as variagdes
particularmente nos comportamentos de lamber e limpar os filhotes sdo responsaveis
por regular o desenvolvimento emocional, cognitivo e neuroendocrino destes filhotes
(Macri et al., 2004; Champagne et al., 2003; Pryce et al., 2000; Caldji et al., 2000).

Filhotes de mées altamente cuidadoras apresentam maior locomocéo e menor
laténcia para entrar nos quadrantes centrais no teste do campo aberto, indicando menor
inibicdo neste teste (Uriarte et al., 2007), maior densidade de receptores para
benzodiazepinicos no nucleo central e lateral da amigdala e no locus coeruleus (LC),
bem como um aumento de receptores beta adrenérgicos no LC em compara¢do com
filhotes cujas mées apresentavam um menor indice de comportamento maternal (Caldji
et al.,1998). Além disso, filhotes de maes altamente cuidadoras apresentam resposta
reduzida ao estresse quando adultos se comparados com filhotes de mées pouco
cuidadoras (Padoin et al., 2001).

Desta forma, alteracbes no comportamento maternal podem induzir a
modificacdes epigenéticas nos filhotes, exercendo um efeito persistente que pode
estender-se entre geracdes (Zhang et al., 2005; Pruessner et al., 2004). A estimulacdo
tactil oriunda da mae durante a primeira semana de vida parece ter uma importante
funcdo no estabelecimento de fenotipos estaveis no comportamento da ninhada
(Kaffman & Meaney, 2007).



Alguns estudos tém sugerido que condigdes adversas durante o periodo pré-natal
possam interagir com a qualidade do cuidado maternal recebido, e desta forma, causar
uma consideravel variabilidade nos desfechos observados (Barker et al., 2002a; 2002b).
Buss (2007) observou um volume hipocampal significativamente menor em individuos
que nasceram pequenos para a idade gestacional (P1G) e que reportaram ter recebido um
cuidado materno de baixa qualidade durante a infancia. Esta diminui¢cdo do volume
hipocampal ndo foi encontrada em individuos PIG que relataram cuidado materno de
alta qualidade, tampouco em individuos adequados para a idade gestacional que
relataram cuidado materno de baixa qualidade (Buss et al., 2007).

Esta interacdo entre peso ao nascer e qualidade do cuidado maternal também foi
encontrada em um estudo que avaliou caracteristicas atencionais em criangas com 18
meses de vida. Criangas que nasceram PIG e receberam um cuidado maternal de baixa
qualidade apresentaram prejuizos na habilidade de transferir o foco da atencdo de uma
atividade para outra, 0 que poderia trazer prejuizos a longo prazo para seu
desenvolvimento cognitivo (Neuwald et al., 2014). Juntos, estes achados sugerem que
os efeitos associados a um ambiente fetal adverso podem ser modulados pela qualidade

do cuidado maternal recebido nas fases iniciais da vida.

Flexibilidade Cognitiva

Em um ambiente que passa por constantes mudancas e traz novos desafios a
cada instante, 0os organismos precisam apresentar comportamentos flexiveis e que se
adaptem a estas mudancas. Tal habilidade recebe o nome de flexibilidade cognitiva, um
processo pertencente as funcdes executivas que permite a alteracdo das estratégias
cognitivas e motoras baseando-se em novas informac6es, permitindo desta forma uma
adaptacdo as demandas do meio (Gilbert & burgess 2008; Previc, 2009).

Déficits especificos nesta habilidade (rigidez cognitiva) sdo observados em
diversas desordens como Doenca de Parkinson, Esquizofrenia, Autismo e Transtornos
do humor, estdo frequentemente presentes em individuos com distarbios alimentares, e
podem inclusive surgir naturalmente ao longo do envelhecimento normal (Chamberlain
et al., 2006; Verdejo-Garcia et al., 2006; Ceaser et al., 2008; Tchanturia et al., 2012;
Tanaka et al., 2011). Individuos que apresentam estes déficits normalmente sdo capazes

de aprender informac@es e regras que guiem seus comportamentos, porém, quando uma
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situacdo exige mudangas, a habilidade em modificar suas respostas fica comprometida
(Bissonette et al., 2013).

Diversos testes ja foram desenvolvidos a fim de acessar os diferentes aspectos da
flexibilidade cognitiva. Nestes testes, os individuos precisam aprender a discriminar
entre uma estratégia/resposta correta (muitas vezes associadas a uma recompensa) e
outra incorreta. Quando a tarefa € alterada, e a resposta que anteriormente era correta
agora passa a ser incorreta, outra estratégia precisa ser escolhida, iniciada e mantida, o
que requer a extingdo da associacao “antiga” e aquisi¢ao de uma nova.

Em humanos, o teste mais comumente utilizado é o Wisconsin Card Sorting Test
(WCST). Neste teste, cartas com diferentes formas, cores e ndmeros (Ex.: dois
quadrados vermelhos) sdo apresentadas, e é exigido ao individuo que as ordene de
acordo com alguma categoria perceptual pré-determinada (Ex.: cor). Ao longo do teste,
esta categoria perceptual relevante ¢ alterada (ex.: para forma), e o participante devera
modificar seu comportamento a fim de identificar qual a “regra perceptual” agora
vigente, tudo isso sem qualquer instrucéo explicita.

Ja em modelos animais, uma ferramenta comum para acessar a flexibilidade
cognitiva € o uso do Attentional Set-shifting Task (ASST) em roedores, que assim como
o WCST, requer que uma regra inicialmente aprendida (que previa uma recompensa)
seja substituida por outra (Birrel & Brown, 2000). Embora estas tarefas variem no seu
design, todas mantém o mesmo principio geral, exigindo o aprendizado de regras
abstratas e associa¢des que guiardo o comportamento do animal e que serdo seguidas de
substituicdes entre as regras disponiveis (Birrel & Brown, 2000). Neste processo de
substituicdo, duas etapas figuram como as mais relevantes e estudadas: as mudancas de
configuragbes atencionais (attentional set-shiftings) e os aprendizados reversos
(Reversal learnings).

Nas etapas de set-shiftings, sdo exigidas adaptacbes comportamentais em
resposta a alteracdes nos estimulos perceptuais relevantes (estimulos que preveem
recompensa), e podem ser classificados em intra (Intradimensional shift - IDS) ou
extradimensionais (Extradimensional shift - EDS). Na etapa intradimensional, novos
exemplares (cores, formas e cheiros) sdo apresentados, porém, a dimensdo perceptual
relevante permanece a mesma (Ex.: o animal precisa continuar prestando atencdo na
cor). Neste caso, ndo € exigido que a atencdo seja reorientada, e uma adaptacao

comportamental bem sucedida exige a manutencdo da regra atual.
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Do contrério, nas mudancas extradimensionais ndo so 0s exemplares sdo novos,
mas a dimensdo perceptual que prevé recompensa também é alterada. Isto significa que,
neste tipo de mudanca, € necessaria uma alteracdo da resposta para a dimensdo que
anteriormente era irrelevante (Ex.: ao invés da cor, o animal precisa, agora, responder
ao cheiro) (Rogers et al., 2000). De uma forma bastante sucinta, regras sao aprendidas e
reforgadas dentro da sua dimensdo na mudancga intradimensional para depois serem
alteradas entre dimens@es na mudanga extradimensional.

Ja nas etapas de reversdo, é exigido ao animal que pare de responder ao estimulo
que previa recompensa e passe a responder ao outro estimulo, da mesma dimensao
perceptual, que anteriormente ndo estava associado a recompensas (Robbins, 1998). Ao
contrério da mudanca intradimensional, na qual todos os exemplares sdo novos, na
reversdo 0s exemplares permanecem 0s mesmos, porém, o exemplar anteriormente
correto agora € o incorreto.

E foi justamente utilizando a tarefa do ASST que, em um importante estudo,
Birrel e Brown demonstraram que diferentes areas do cortex pré-frontal séo exigidas na
resolucdo efetiva de tarefas que exijam flexibilidade cognitiva, e mais do que isto,
demonstraram que durante estas tarefas, as areas envolvidas apresentam papéis
independentes e distintos (Birrel & Brown, 2000). Atualmente, sabemos que o cortex
orbitofrontal (OFC), o cdrtex pré-frontal medial (PFCm), o cortex cingulado anterior
(ACC) e o corpo estriado (EST) compdem e as estruturas mais importantes para este
processamento em roedores (Klanker et al., 2013; Bissonette, 2013).

Lesdes restritas ao Cortex Orbitofrontal levam a déficits especificos para as
reversal learnings sem causar prejuizos na capacidade de efetuar set-shiftings
(McAlonan & Brown, 2003; Hornak et al., 2004; Boulougouris et al., 2007). Por outro
lado, lesGes no PFCm e no ACC de roedores levam a prejuizos especificos para as
etapas de set-shiftings (Birrell & Brown, 2000; Bissonette et al., 2008). Ao que parece,
0 PFCm e o ACC sdo responsaveis, pelo menos em certo grau, por diversas funcdes
fundamentais que necessitam ser precisamente realizadas para que os set-shiftings
ocorram adequadamente. Essas funcdes incluem a formacdo de associacdes entre 0s
estimulos e respostas, a deteccdo de erros e conflitos entre as regras e 0
acompanhamento do histérico de recompensas para determinar quais respostas ja nao
sdo mais validas (Bissonette, 2008).

Além destas areas, o0 corpo estriado também estaria envolvido com a regulacéo

da flexibilidade cognitiva (Clarke et al., 2008; Castane et al., 2010). Nesta regido,



12

circuitos fronto-estriatais contribuiriam para as reversal learnings, enquanto os set-
shiftings dependeriam de conexdes entre o PFCm e o estriado (Castane et al., 2010;
Ghahremani et al., 2010; Graham et al., 2009). Para fins de comparacdo, torna-se
importante notar a consistentes similaridades entre primatas e roedores nestas areas
envolvidas com a flexibilidade cognitiva (Mailly et al., 2013).

Diversos estudos, tanto em animais quanto em humanos, tem indicado que a DA
esta envolvida na regulacéo de diferentes aspectos da flexibilidade cognitiva (revisto em
Kankler, 2013). Ao que parece, conjuntos de neurbnios dopaminérgicos do PFC
sinalizam especificamente discrepancias entre o desfecho esperado e o real, formando
uma rede inibitéria capaz de interromper a atividade corrente e ajustar 0s
comportamentos com base no novo contexto (Rodriguez-Jimenez et al., 2006; Braver &
Barch, 2002).

Mas embora a DA apresente uma forte influéncia sobre a flexibilidade cognitiva,
é importante notar que prejuizos nesta tarefa devido a perturbacdes na sinalizacéo
dopaminérgica sdo, na grande maioria das vezes, transitorias. Isto sugere que a DA
possa facilitar estes comportamentos, mas ndo seja totalmente indispensavel (Floresco
& Magyar 2006; Lee et al., 2007). Alem disso, a habilidade de adaptacédo
comportamental em resposta a alteracbes ambientais ndo € totalmente abolida diante de

manipulacdes no sistema dopaminérgico (Kankler et al.,2013).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da restricdo de crescimento
intrauterino sobre uma tarefa de flexibilidade cognitiva aplicada na vida adulta, avaliar a
interacdo entre o cuidado materno recebido e o0s desfechos comportamentais
encontrados, assim como possiveis alteracdes na sinalizacdo dopaminérgica

mesocorticolimbica dos animais.

Objetivos especificos

e Verificar o efeito da restricdo alimentar em 50% sobre 0 ganho de peso, a duragéo
da gestacéo e o crescimento fetal;

e Investigar o efeito da restricdo de crescimento intrauterino sobre o cuidado materno;

e Avaliar o efeito da restricio de crescimento intrauterino sobre o consumo de
alimento palatavel na vida adulta;

e Avaliar a flexibilidade cognitiva dos animais na idade adulta em uma tarefa que
utiliza alimentos doces como recompensa;

e Avaliar a interacdo entre restricdo de crescimento intrauterino e cuidado materno
recebido sobre o resultado do teste de flexibilidade cognitiva;

e Investigar a sinalizacdo dopaminérgica em areas do sistema mesocorticolimbico que

estejam envolvidas com os comportamentos analisados.
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HIPOTESE

O protocolo de inducdo de restricdo de crescimento intrauterino levara a
alteragbes no cuidado materno das fémeas lactantes. Nos filhotes, esta intervengao
levard a um retardo no crescimento fetal e, na vida adulta, estara associada a déficits na
flexibilidade cognitiva. Além disso, o cuidado materno recebido terd influencia sobre
os desfechos encontrados, e alteragbes na sinalizacdo  dopaminérgica

mesocorticolimbica estardo subjacentes as alteracdes comportamentais encontradas.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e Condig0es Experimentais

Para este estudo foram selecionados, ao acaso, 59 ratos da linhagem Sprague-
Dawley provenientes da Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. As fémeas (n=40) permaneceram, individualmente, em caixas-moradia
confeccionadas em Plexiglas, medindo 49 x 34 x 16cm, com assoalho recoberto de
maravalha e mantidas em um ambiente controlado: ciclo claro/escuro de 10/14 horas
(luzes acendendo as 09h e apagando as 19h), temperatura de 22+2°C, limpeza das caixas
uma vez por semana, racdo padrdo e agua ad libitum. Estas fémeas foram mantidas
nestas condi¢fes ambientais por pelo menos 10 dias antes de qualquer procedimento
experimental. Ja os machos (n=19), permaneceram nestas mesmas condigdes de
laboratdrio, com a excecdo de terem permanecido agrupados em, no maximo, cinco
individuos por caixa. Para o acasalamento, verificou-se o ciclo estral de cada rata
diariamente através da visualizagdo em microscépio oOptico do material coletado por
lavado vaginal. Apds a constatacdo do periodo fertil, as ratas foram colocadas
individualmente juntas de um macho, durante o ciclo escuro, para que o acasalamento
ocorresse. Apos a confirmacdo do acasalamento através da afericdo da presenca de
espermatozoides no lavado vaginal, este foi considerado o dia 1 (um) de gestacao.

As ratas prenhes foram randomizadas pelo peso corporal e, no dia 10 de
gestacdo, divididas em dois grupos: Controle (Contr) e Restricdo Alimentar em 50%
(FR). Enquanto o grupo Controle recebia racdo padrdo a vontade durante toda a
gestacdo e lactacdo, as fémeas do grupo FR50% receberam diariamente apenas 50% do
consumo médio de racdo dos animais do grupo controle. O calculo do consumo meédio
de racdo do grupo Controle baseou-se nos dados de consumo de um estudo anterior de
nosso grupo que utilizou o mesmo protocolo. Do dia 10 de gestacdo até o desmame (21
dias de vida dos filhotes), aferiu-se diariamente o consumo de racdo e o peso corporal
das fémeas (Desai et al., 2005).

O dia do nascimento foi constantemente monitorado e em até 24 horas ap06s
nascer os filhotes foram pesados, padronizados em oito filhotes por ninhada e o
procedimento de adocdo cruzada (cross-fostering) foi realizado. Neste procedimento, as
ninhadas passam da mée gestante para uma mae adotiva durante o periodo da lactacao,

formando agora quatro grupos (gestagéo/lactacao) (Figura 1):
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Filhotes

Gestacao Lactacao

Controle | FR50%
_FR 50% | Controle_

Figura 1. Formacéo dos grupos utilizados no estudo.

- Contr/Contr (n=2472 e 249Q) — filhotes de médes controles sdo adotados por
outras maes controles.

- FR/Contr (n=20J3 ¢ 209) — filhotes de mées desnutridas sdo adotados por maes
controles.

- FR/FR (n=2043' ¢ 189) - filhotes de mées desnutridas sdo adotados por outras
maes desnutridas.

- Contr/FR (n=174 e 229) - filhotes de mées controles sdo adotados por méaes
desnutridas.

Com o objetivo de diminuir as rejeicdes e obtermos sucesso nas adogdes, 0s
filhotes foram retirados da caixa da mde e colocados em um recipiente contendo
maravalha da mée adotiva. Este procedimento foi realizado para que os filhotes
ficassem com o cheiro desta mae. As adoc¢des foram observadas por um periodo de 30
minutos ou até que as maes demonstrassem cuidado com a ninhada, amamentando ou
carregando os filhotes para o ninho.

No dia 21 apds o nascimento ocorreu 0 desmame, sendo 0s animais separados
por sexo e mantidos em no maximo 5 animais por caixa, recebendo racdo padrédo e 4gua
ad libitum, com ciclo claro/escuro de 12/12h, sendo manipulados apenas para a

pesagem semanal que foi realizada até o inicio dos testes comportamentais.

Registro do Cuidado Materno

O comportamento maternal de cada genitora foi registrado em cinco periodos

diarios de 72 minutos cada, do dia 2 ao dia 7 pds-natal (seguindo os procedimentos
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descritos por Champagne et al. 2003). Os registros ocorreram em tempos regulares,
sendo trés no periodo claro (10:00, 13:00 e 17:00 h) e dois no periodo escuro (07h e
20h). Em cada periodo de observacdo, o comportamento da genitora foi registrado de
forma pontual a cada trés minutos (25 observagdes/dia x 5 periodos/dia = 125
observacOes/genitora/dia), sendo que a frequéncia dos seguintes comportamentos foi
registrada:

a) Genitora em contato com no minimo 3 filhotes.

b) Genitora fora do ninho.

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

d) Genitora amamentando os filhotes de forma passiva, ou seja, quando ela esta
deitada de costas ou de lado ao amamentar.

e) Genitora lambendo (licking and grooming) algum filhote. Este
comportamento podia acontecer de forma concomitante a outros comportamentos como

a amamentagao.

Figura 2: Posturas de amamentacdo. A linha representa o ventre da genitora visto
lateralmente, enquanto os circulos representam os filhotes.

Os comportamentos foram registrados em uma planilha do Excell e seus escores
foram calculados dividindo a frequéncia do comportamento pelo nimero total de

observacaes.

Atividade Locomotora

Para os testes comportamentais e bioquimicos foram utilizados apenas dois
filhotes/sexo de cada ninhada. O teste de atividade locomotora foi realizado colocando-

se 0s animais em uma arena retangular dividida em 12 quadrantes pelo periodo de 5
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minutos. Durante este tempo, a locomocéo foi quantificada através da contagem manual

do niumero de quadrantes que o animal cruzou com as quatro patas.

Teste de Flexibilidade Cognitiva (Attentional set shifting)

Na investigacdo da flexibilidade cognitiva em tarefa de atencéo, realizou-se o
Attentional set shifting task (ASST), adaptado de Birrell & Brown (2000) e que
combina tarefas de set-shifting e reversal learnings. Nesta tarefa, a atencdo do animal
precisa ser direcionada para determinado estimulo relevante (por exemplo, o cheiro),
enquanto outros estimulos irrelevantes devem ser ignorados. Em seguida, o estimulo
relevante é alterado e, tanto a habilidade do animal mudar de estratégia quanto a sua
capacidade de manter a nova estratégia adquirida séo avaliadas. O ASST baseia-se no
fato de roedores aprenderem rapidamente a cavar em potes em busca de recompensas
palataveis e rapidamente aprenderem as dicas externas associadas para guiar suas

decisoes.

Na semana anterior a realizacdo do teste, 0s animais foram expostos a uma
restricdo de 20% na quantidade de racdo oferecida e, adicionalmente, receberam 4
pellets diarios de Froot Loops® para habituacdo. Nesta etapa, 0s animais foram isolados
e mantidos individualmente em suas caixas-moradia. Para que 0s animais nao tivessem
dificuldades na tarefa de escavar, foram utilizados potes de ceramica com um diametro
interno de 7 cm e uma profundidade de 4 cm, com a recompensa palatavel consistindo

de ¥ de pellet de Froot Loops® a cada trial.
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Figura 3: Animal cavando em busca da recompensa no ASST.

Foram realizadas sessdes de habituagdo, treino e teste. Na habituacédo, era
permitido ao animal explorar o ambiente (arena de teste), apanhar e comer as
recompensas colocadas em seu interior. Na medida em que o animal passava a realizar
estas acOes mais rapidamente e com mais seguranca, os pellets passaram a ser colocados
dentro dos potes e recobertos por quantidades progressivamente maiores de maravalha.
Nesta etapa, era necessario que 0s animais perdessem o medo dos potes e cavassem na
maravalha para apanhar o pellet escondido em seu interior. Os critérios de habituacao
foram definidos pela rapidez na qual o animal apanhava os pellets e os consumia. Os
animais que, no periodo de trés dias ndo atingiram estes critérios, foram excluidos do

teste.

No treino, os animais deveriam realizar duas discriminagdes simples (DS): de
odor e de meio (material onde a recompensa estava escondida). Era permitido ao rato
cavar em ambos 0s potes, sendo que um erro era registrado sempre que o animal
cavasse no pote sem recompensa. No caso de erro, os dois potes eram rapidamente
retirados, sem permitir acesso ao pote correto. No caso de acerto, era permitido ao
animal consumir toda a recompensa. Estas DS foram realizadas na mesma ordem para
todos os ratos, e em cada caso, somente um dos dois exemplares de escolha obtinha
recompensa. Desta forma, na DS de meio, a recompensa estava sempre escondida no
pote contendo lascas de papel, e ndo no pote contendo tecido TNT picado. J& na DS de

odor, a recompensa estava sempre escondida no pote contendo maravalha com odor de
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morango, e ndo no pote com maravalha odor cominho. Para passar desta fase, 0s
animais precisavam acertar 6 trials consecutivos em cada DS. Estes exemplares de meio

e odor nao foram usados novamente no decorrer do teste.

J& o teste, &€ composto por sete etapas: discriminacdo simples (DS),
discriminacdo composta (DC), reverséo da discrimina¢do composta (REV1), mudanca
intradimensional (MID), reversdo da mudanca intradimensional (REV2), mudanca

extradimensional (MED) e reverséo da mudanca extradimensional (REV3).

A primeira discriminacdo no teste é a Discriminacdo Simples (DS). Assim como
no treino, os potes diferiam apenas em uma dimensdo (odor ou meio) e somente um
possuia a recompensa (Ex.: pote com cheiro de orégano). Uma vez que o rato atingia o
critério de desempenho na DS (6 acertos consecutivos), iniciava-se a discriminagédo
composta (DC). Nesta etapa, outra dimensdo perceptual era introduzida (Ex: meio),
porém, o estimulo correto continuava sendo o mesmo da DS (Ex.: cheiro de orégano).
Na mudanca intradimensional (MID), um novo conjunto de estimulos era introduzido
(novos odores e novos meios), mas a dimensdo perceptual relevante continuava a
mesma das etapas anteriores (Ex.. odor). O aprendizado nesta etapa deveria ser
facilitado pela manutencdo da atencdo do animal a dimensao perceptual relevante desde
0 inicio do teste, de modo que menos trials deveriam ser necessarios para completar a
MID em comparacdo com a DC. Na mudanca extradimensional, um terceiro par de
estimulos novos era introduzido. A diferenca na MED é que a dimensdo perceptual
irrelevante desde o comeco do teste (meio) se tornava, agora, a dimensdo correta. Nas
reversdes (REV 1, REV 2 e REV 3), a dimensdo relevante e os exemplares permanecem
0S mesmos, porém, o animal precisa aprender que o estimulo previamente correto agora

€ o incorreto e vice-versa.
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Extradimensional (REV3);

tornaincorreto e vice-versa.

L. . Dimensdes
Estagio Descricao
Relevante  Irrelevante
Discriminagdo Simples |Dois estimulos pertencentes a uma mesma dimensdo sdo apresentados (Ex.: odor).
(DS) Um dos estimulos é o correto e outro é incorreto Odor
Discriminagdo Composta Uma segunda dimensdo (Ex.: Meio) é introduzida, mas esta é irrelevante e o
(DC) animal precisa continuar discriminando entre os dois estimulos originais. Odor Meio
Reversdo da A relevancia dos estimulos é agora invertida: o estimulo correto passa a ser
Discriminagdo Composta incorreto, enquanto o anteriormente incorreto se torna o correto. Odor Meio
(REV1)
Mudanga Novos estimulos de ambas dimensdes sdo introduzidos. A dimensao correta (Ex.:
Intradimensional (MID) odor) permanece a mesma. Odor Meio
Reversdo da Mudanga 0 estimulo relevante é novamente invertido: o estimulo correto passa a ser
Intradimensional (REV2) incorreto, enquanto o incorreto se torna o correto. Odor Meio
Mudanga Novos estimulos de ambas dimensdes sdo introduzidos. Nesta etapa, a dimensdo
Extradimensional (MED) relevante ¢ alterada (Ex.: de odor para meio). Meio Odor
Reversdo da Mudanga | A relevancia dos novos estimulos é invertida, e novamente o estimulo correto se
Meio Odor

Tabela 1: Fases do Attentional Set-shifting Task.

Em todas as etapas do teste os potes foram colocados pseudoaleatoriamente em

diferentes posicdes e ordens na arena de teste. Os aromas utilizados foram morango e

cominho para o treino e orégano, canela, tomilho, baunilha, paprica e cravo da india

para o teste. Em relacdo aos meios, foi utilizado papel picado e tecido TNT para o treino

e tiras de cetim, micangas, botdes, clipes, arruelas e pedacos de papeldo para o teste.

Teste de Exposicdo Aguda ao Alimento Doce

ApoOs todos os animais terem completado o ASST, realizamos o teste de

exposicdo aguda ao alimento doce. Na manh@ do dia do teste, os animais foram

previamente pesados e mantidos em jejum por um periodo de 4 horas (com agua ad

libitum). Ao final deste periodo, um animal de cada ninhada foi imediatamente

decapitado, enguanto o outro foi exposto a uma quantidade previamente pesada (aprox.

30 g) de Froot Loops® por 1 hora.




Figura 4: Teste de exposi¢ao aguda ao alimento doce.

Ao final desta 1 hora o restante dos animais foi imediatamente decapitado e seu
consumo de Froot Loops® avaliado.

Coleta e Armazenamento dos Tecidos

Para a realizacdo da coleta de tecidos os animais foram eutanasiados por
decapitacdo. Este protocolo experimental foi necessario para que fosse minimo o
estresse em que o animal é submetido e também para viabilizar a coleta das estruturas
de interesse desse trabalho. O procedimento de decapitacdo é extremamente rapido, a
fim de evitar qualquer forma de sofrimento aos animais e foi realizado em uma sala
separada, afastada dos outros animais para ndo estressa-los.

Imediatamente apds a eutanasia, o encéfalo e parte do sangue do tronco dos
animais foram coletados. Os encéfalos foram rapidamente removidos e congelados
através da imersdo em isopentano e armazenados em freezer a -80°C. Enquanto isso, 0
sangue dos animais foi coletado em tubos especificos para futuras determinacdes
bioguimicas. As amostras sanguineas foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos a

4°C e 0 soro separado e armazenado a - 80°.
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Medidas Centrais — Western Blotting

Para quantificacdo do conteldo proteico, o material analisado foi extraido
através de “punches” (Paxinos; Watson, 2007). A proteina foi quantificada através de
método colorimétrico (Pierce* BCA* Protein Assay, cat: 23225, Thermo Scientific)
sendo feita a leitura do resultado com o espectrofotdmetro a 562nm. Apds, foi realizada
a extracdo citosolica, as amostras incubadas com LDS e DTT a 95 °C por 3min. As
amostras ja processadas foram pipetadas nos pog¢os do gel NUPAGE 4-12% bis-tris gel
(Bis-Tris-HCI buffer (pH 6.4), Acrylamide, Bis-acrylamide, APS, Ultrapure water)
(INVITROGEN, cat: NP0323BOX) em um dos pocos foi pipetado o marcador de
proteina (Magic Mark XP western protein standard 20-220 Kda, INVITROGEN, cat:
LC5602) foi colocado na cuba de eletroforese um tampéo de corrida (NUPAGE MES
SOS running buffer 20x, INVITROGEN, cat: np002) e ao mesmo foi adicionado um
antioxidante (Nupage antioxidant, INVITROGEN, cat: np005).

A cuba de eletroforese foi conectada a uma fonte, e a corrida realizada por
1:30h, 120V e 100mA. Apds a corrida, o gel foi colocado juntamente com esponjas
embebidas em tampéo de tranferéncia (NUPAGE transfer buffer 20 x, INVITROGEN,
cat: np006) dentro de um compartimento de transferéncia. Foram colocadas
sequencialmente as esponjas, o papel filtro, o gel e a membrana (hybond-C Amersham
biosciences nitrocelulose 0,4 micron 30 cm x 3 m roll, GE heathcare, cat: RPN303C), e
inseridas dentro da cuba de transferéncia. Foi colocado nesta cuba o tampdo de
transferéncia e adicionado o antioxidante, a corrida foi 1:30h, 30V, 400mA. Apos a
transferéncia foi colocado Ponceau solution (Sigma-Aldrich, cat: P7170-1L) na
membrana para verificar se as proteinas haviam sido transferidas. A membrana foi
incubada em ar ambiente por 1 hora com leite em pé desnatado + TBS-T, para bloquear
a mesma, esse processo impede que ocorram interacBes ndo especificas entre a
membrana e o anticorpo usado para a detec¢do da proteina alvo.

A membrana ficou em incubagdo “overnight” na camara fria com o anticorpo
primario e, no dia seguinte, foi incubada por 2 horas com o anticorpo secundario. Uma
peroxidase — ligada secundariamente foi usada em conjuncdo com um agente
quimiluminescente (ECL western blotting analysis system, GE heathcare, cat: RNP
2106) e a mesma foi exposta ao filme fotografico (KODAK). Para correcdo de
potenciais erros de pipetagem, a membrana foi também incubada com Actina em

“overnight” na camara fria, no dia seguinte incubada com o seu respectivo anticorpo
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secundario (AmershamECL Anti-Mouse 1gG,GE heathcare, cat: NA 931) e revelada. A
quantidade de proteina de interesse é calculada em relagdo a actina usando o software
Image J® (SRINIVASAN; DUNN, 2011; KURIEN; HAL SCOFIELD, 2006;
CORDEIRA et al.,, 2010). Para dosagem de tirosina hidroxilase (TH) foi utilizada
concentracdo protéica de 20 pg, além dos anticorpos primarios TH (1:5000) (anti-
tyrosine hydroxilase, peso molecular: 60 KDa, Sigma-Aldrich, cat: T2928), e actina
(1:500) (pB-actina, Sigma-Aldrich), e o anticorpo secundario anti-mouse (1:2000)
(Amersham ECL Anti-Mouse 1gG, GE heathcare, cat: NA 931).

Rotinas/Normas de Seguranca e Descarte de Rejeitos

Os pesquisadores fizeram uso de jaleco, luvas, toucas e propés durante a
permanéncia na Unidade de Experimentacdo Animal, local onde o projeto foi
desenvolvido. Da mesma forma, utilizaram os equipamentos de protegdo individual
(EPI) visando a seguranca do pesquisador nos laboratorios, respeitando as normas de
seguranca vigentes. O manuseio e o descarte de reagentes foram realizados conforme as
rotinas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O descarte dos animais
também seguiu a rotina do HCPA: apds a decapitacdo dos animais, as carcacas foram
acondicionadas em sacos plasticos de cor branca, préprios para descarte, e armazenadas
em freezer a -18°C. Em seguida, o material foi encaminhado ao Biotério Central da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para processamento de acordo

com o procedimento local.

Anélise Estatistica
O peso durante a gestacdo foi analisado através de uma ANOVA de medidas

repetidas ajustada pelo tamanho da ninhada. Teste t de student e Qui-quadrado foram
utilizados respectivamente para avaliar o tamanho da ninhada e a porcentagem de
nascimentos por turno do dia. Para as variaveis do cuidado materno utilizou-se ANOVA
de uma via. Exceto para o consumo de alimento doce (analisado por ANOVA de uma
via seguido pelo post hoc LSD), os outros dados comportamentais foram analisados
com foco nos dois grupos de interesse para investigar os efeitos da programacao fetal
(FR50%/Contr e Contr/Contr). ANOVA de duas vias foi utilizada para analisar o peso
no momento do nascimento (grupo e sexo como fatores, ajustado para o tamanho da

ninhada), ASST (realizado para cada fase da tarefa, de acordo com Cheng & Li, 2013),
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e Westerm blots (dividido por sexo e utilizando grupo e status metab6lico como
fatores). Dados da TH no Nacc ndo apresentaram distribuicdo normal (Kolmogorov-

Smirnov test, p<0,0001) e foram transformados em logaritmo para a analise.

Todos os dados foram analisados no programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versao 22.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, EUA). Para todas as
analises foi considerado o nivel de significancia de 5%.

Consideracdes Eticas

Todos os procedimentos deste trabalho foram submetidos e aprovados em seus
aspectos éticos e metodologicos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Grupo
de Pesquisa e Pos-Graduacdo do HCPA (GPPG/HCPA), estando de acordo com as
Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de
08/10/2008 (BRASIL, 2008), que estabelece os procedimentos para o uso cientifico de
animais. (Projeto nimero 12-0353).
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RESULTADOS

Em relagdo ao ganho de peso das genitoras, a ANOVA de medidas repetidas
considerando o dia 1 e 21 de gestacdo e tendo tempo e grupo como fatores e tamanho da
ninhada como covaridvel demonstrou que houve efeito do tempo [F(1,26)=16,36,
p<0,001], no qual as ratas de ambos os grupos ganharam peso durante a gestagéo,
assim como ha interacdo entre tempo e grupo [F(1,26)=153,97, p<0,001], indicando
que embora ambos ganhem peso, 0 ganho das FR50% ¢é menor que das fémeas controle.
H& também interacdo entre tempo e o numero de filhotes de cada ninhada
[F(1,26)=8,03, p<0,01], sendo que quanto mais filhotes, mais peso as genitoras ganham.
N&o houve efeito principal do grupo [F(1,26)=2,26, p=0,14], tampouco efeito principal
do numero de filhotes [F(1,26)=0,14, p=0,71].

PESO DAS GENITORAS NO INICIO E AO FINAL

DA GESTACAO
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Figura 5: MEDIA+E.P.M. do peso das genitoras do grupo controle (n=15) e FR (n=14) nos dias 1 e
21 da gestacdo. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de medidas repetidas e mostram
efeito do tempo (p<0,001) e interacdo tempo*grupo (p<0,001). * Diferenca significativa quando
comparado ao grupo Contr. ** Diferenca significativa em relagdo ao dia 1.
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Quanto ao peso dos filhotes no dia do nascimento, a analise utilizando grupo e
sexo como fatores e nimero de filhotes de cada ninhada como covariavel mostrou
efeitos do grupo [F(1,336)=292,56, p<0,001 ], sexo [F(1,336) =16,03, p<0,001] e
ninhada [F(1,336)=11,53, p=0,001]. Isso demonstra que filhotes do grupo FR50%
pesam menos que os filhotes do grupo controle no momento do nascimento. Além
disso, filhotes do sexo feminino sdo em geral menos pesados que filhotes do sexo
masculino e quanto maior o tamanho da ninhada, menor o peso individual dos filhotes.
Contudo, ndo houve interacdo entre sexo e grupo [F(1,336)=2,29, p=0,13].

PESO DOS FILHOTES NO DIA
DO NASCIMENTO

8.007 3 Contr
7.00-  —— B8 FR

MACHOS FEMEAS
SEXO

Figura 6. MEDIAE.P.M. do peso dos filhotes do grupo controle (n=787; 749) e FR50% (n=977;
92%) no dia do nascimento. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de duas vias ajustada
pelo tamanho da ninhada e mostram efeito do grupo e do sexo. * Diferenca significativa quando
comparado ao grupo Contr do mesmo sexo.
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Curiosamente, as genitoras do grupo FR50% tiveram ninhadas com um ndmero
medio de filhotes significativamente maior que as fémeas do grupo controle (t29=4.241,
p<0,001). Enquanto o numero médio de filhotes no grupo controle ficou em 10,6 (+0,6),
nas ninhadas do grupo FR50% esta média foi de 13,89 (+0,46) filhotes.

NUMERO DE FILHOTES POR NINHADA

x

15+

12+

N° de filhotes

Co'ntr FR
GRUPOS

Figura 7. MEDIA+E.P.M. do nimero de filhotes de cada ninhada do grupo controle (n=15) e
FR50% (n=14) no dia do nascimento. Os dados foram analisados utilizando Test t de Student.

*Diferenca significativa quando comparado ao grupo Contr.
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Além disso, o teste do Qui-quadrado mostrou que houve diferenga no nimero de
nascimentos ao longo dos turnos do dia entre os grupos, sendo que fémeas do grupo
FR50% tiveram a maior parte de seus filhotes na madrugada do dia do parto, enquanto
as fémeas do grupo Controle tiveram seus filhotes distribuidos entre a manha e a tarde

do mesmo dia (qui-quadrado, p<0,001).

Numero de nascimentos ocorridos por turno
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Figura 8. Distribuicdo dos nascimentos ao longo dos turnos do dia para os grupos controle (n=15) e
FR50% (n=14). Os dados foram analisados utilizando o teste Qui-quadrado.
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Cuidado Materno

Para o0 cuidado materno, o comportamento de lamber os filhotes
(Licking/grooming - LG) foi calculado através da soma do numero de registros deste
comportamento ao longo das sessOes de observagdo. Os comportamentos de
amamentacdo e permanéncia da genitora fora do ninho foram calculados através da
razao entre o numero de observacGes de cada um destes comportamentos e o total de
observacOes realizadas ao longo dos seis dias de registro, fornecendo assim uma

porcentagem de ocorréncia.

Fémeas do grupo Controle apresentaram maior média de realizacdo do
comportamento de lamber os filhotes quando comparadas com as fémeas do grupo
FR50% [F(3,24)=7,81, p=0,001]. Este resultado foi independente do grupo em que
pertenciam os filhotes, ja que tanto fémeas controle que adotaram filhotes controle
(Controle/Controle), quanto fémeas controle que adotaram filhotes FR50%
(Controle/FR50%) realizaram mais deste comportamento que as fémeas dos grupos
FR50%/Controle e FR50%/FR50%.
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Média de realizacdo do comportamento de lamber
os filhotes durante os seis dias de registro
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Figura 9. MEDIA+E.P.M. do nimero total de realizagdes do comportamento de lamber os filhotes
durante os seis dias de registro nas fémeas dos grupos Controle/Controle n=7), Controle/FR50%
(n=6), FR50%/Controle (n=6)e FR50%/FR50% (n=6). Dados analisados utilizando ANOVA de
uma via seguida de post hoc Bonferroni. *Diferenca significativa em comparacdo com 0s grupos
Contr/Contr e Contr/FR.




32

O percentual de tempo em que as fémeas passaram amamentando seus filhotes
nas posturas 1 e 2, consideradas menos eficazes, ndo diferiu entre 0s grupos
[F(3,24)=1,11, p=0,36], tampouco foi encontrada diferenca no percentual de tempo em
que as fémeas permaneceram amamentando seus filhotes nas posturas 3 e 4,
consideradas as mais ativas e eficazes [F(3,24)=3,67, p=0,77].

PERCENTUAL DE REGISTROS EM QUE AS GENITORAS _
PERMANECERAM NAS POSTURAS 1 E 2 DE AMAMENTACAO
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Figura 10. MEDIA+E.P.M. do percentual de registros do comportamento de amamentar os filhotes
nas posicBes 1 e 2 durante os seis dias de registro para as genitoras dos grupos Controle/Controle
(n=7), Controle/FR50% (n=6), FR50%/Controle (n=6) e FR50%/FR50%(n=6). Dados analisados
utilizando ANOVA de uma via seguida de post hoc Bonferroni.
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PERCENTUAL DE REGISTROS EM QUE AS GENITORAS
PERMANECERAM NAS POSTURAS 3 E 4 DE AMAMENTACAO
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Figura 11. MEDIA+E.P.M. do percentual de registros do comportamento de amamentar os filhotes
nas posicBes 3 e 4 durante os seis dias de registro para as genitoras dos grupos Controle/Controle
(n=7), Controle/FR50% (n=6), FR50%/Controle (n=6) e FR50%/FR. Dados analisados utilizando
ANOVA de uma via seguida de post hoc Bonferroni.
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Por ultimo, ndo houve diferenga no percentual de tempo em que as fémeas
permaneceram sem contato com seus filhotes [F(3,24)=1,00, p=0,41].

PERCENTUAL DE REGISTROS EM QUE AS GENITORAS
PERMANECERAM SEM CONTATO COM OS FILHOTES
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Figura 12. MEDIA+E.P.M. do percentual de registros do comportamento de permanecer sem
contato com os filhotes durante os seis dias de registro para as genitoras dos grupos
Controle/Controle (n=7), Controle/FR50% (n=6), FR50%/Controle (n=6) e FR50%/FR50% (n=6).
Dados analisados utilizando ANOVA de uma via seguida de post hoc Bonferroni. P>0,05

Juntos, os resultados do cuidado materno demonstram que fémeas submetidas a
restricdo alimentar realizam o comportamento de lamber os filhotes em uma frequéncia
menor que as fémeas do grupo controle. Este resultado é encontrado tanto para genitoras
que adotaram filhotes controle, quanto para as que adotaram filhotes FR50%. Esta
reducdo na frequéncia de lambidas ndo é acompanhada de alteraces nas posturas de

amamentacdo ou no tempo em que a mée fica sem contato com os filhotes.
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Consumo Agudo de Alimento Palatavel

No teste de consumo agudo de alimento palatavel, foi encontrado efeito do
grupo em machos [F(3,18)=3.536, p=0,041]. O teste de post hoc LSD mostrou que
machos do grupo FR50%/Controle comem mais alimento doce que os machos dos
outros grupos, em um efeito classico da programacao fetal (p=0,031, p=0,011 e p=0,014
em comparagdo com o0s grupos Contr/FR50%, FR50%/FR50% e Contr/Contr
respectivamente). Nas fémeas, ndo foi encontrado efeito do grupo [F(3,21)=1.104,
p=0,373].
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Figura 13. MEDIA+E.P.M. do consumo de alimento doce durante o periodo de 1 hora para os
grupos Contr/Contr (n=5J; 5%), Contr/FR50% (n=57; 5%), FR50%/Contr (n=43; 6%) e
FR50%/FR50% (n=57&; 6%). ANOVA de uma via seguida de post hoc LSD. * Diferenca
significativa em relacéo ao outros trés grupos.
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Atividade Locomotora

Em relag&o a atividade locomotora dos animais na arena de teste, a realizacdo de
uma ANOVA de duas vias utilizando grupo e sexo como fatores mostrou ndo haver
interacdo entre grupo e sexo [F(1,36)=2,40, p=0,13], ou efeito principal do grupo
[F(1,36)=0,087, p=0,77]. Contudo, encontramos efeito principal do sexo
[F(1,36)=18,53, p<0,001], mostrando que, embora ndo tenha havido diferenca entre os
tratamentos, as fémeas naturalmente apresentam maior atividade locomotora que 0s

machos sob estas condigdes.
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Figura 14. MEDIA+E.P.M. do nimero de cruzamentos de quadrantes na arena de teste dos animais
dos grupos Controle/Controle (n=10J; 109) e FR50%/Controle (n=107; 109). Dados analisados
utilizando ANOVA de duas vias. *Diferenca significativa quando comparadas aos machos.
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Tarefa de Flexibilidade Cognitiva

No Attentional Set-shifting Task, encontramos que as fémeas necessitaram mais
“trials” que os machos para atingir o critério de desempenho na fase extradimensional
do teste [ANOVA de duas vias, F(1,36)=4,480, p=0,042]. Além disso, houve interacdo
entre grupo e sexo na etapa de Reversdo 2, onde fémeas FR/Contr precisaram de menos
“trials” que as fémeas Controle/Controle para atingir o critério [ANOVA de duas vias,
F(1,36)=4,423, p=0,043]. N&o foram observadas diferencas para 0s machos, tampouco
outros efeitos ou interagcdes. Mesmo quando ajustado pelo escore de LG e/ou tamanho

da ninhada, os resultados permaneceram 0s mesmos.

10 7 Performance dos machos no Attentional Set-shifting Task
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Figura 15. MEDIA+E.P.M. do nimero de trials necessarios para atingir o critério de desempenho
em cada fase do teste em machos. ANOVA de duas vias realizada para cada fase da tarefa.
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101 Performance das fémeas no Attentional Set-shifting Task

Numero de trials para atingir o critério
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Figura 16 . MEDIA+E.P.M. do nimero de trials necessarios para atingir o critério de desempenho
em cada fase do teste nas fémeas. ANOVA de duas vias realizada para cada fase da tarefa.
*Diferenca significativa quando comparado ao grupo Contr/Contr na etapa de REV2.
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Medidas Centrais

Em relacdo as andlises bioquimicas centrais, as figuras a seguir mostram o
conteido de TH no cdrtex orbitofrontal de machos e fémeas. A ANOVA de duas vias
utilizando grupo e status metabdlico (jejum ou em resposta a ingestdo de alimento doce)
como fatores mostra que, em machos, ndo houve efeito do grupo [F(1,21)=0,450,
p=0.511], status metabolico [F(1,21)=0.001, p=0.975], ou interacdo entre este fatores
[F(1,21)=0,118, p=0,735]. Por outro lado, em fémeas houve efeito do grupo
[F(1,21)=4,471 p=0,049], status metabolico [F(1,21)=4.777, p=0,042] e interacdo
[F(1,21)=5,039, p=0,038], no qual o grupo FR/Controle demonstrou um aumento
significativo nos niveis de TH em resposta ao consumo de alimento doce em

comparagado aos outros grupos (Analise post hoc, p<0,006).

CONTEUDO DE TH NO CORTEX ORBITOFRONTAL DE MACHOS
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Figura 17. Contetdo de tirosina hidroxilase no cortex orbitofrontal em jejum e em resposta ao
consumo agudo de alimento doce em machos. Dados expressos em porcentagem do grupo controle.
N&o hé efeitos principais ou interacdes.
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CONTEUDO DE TH NO CORTEX ORBITOFRONTAL DE FEMEAS
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Figura 18. Conteldo de tirosina hidroxilase no cortex orbitofrontal em jejum e em resposta
ao consumo agudo de alimento doce em fémeas. Dados expressos em porcentagem do grupo
controle. Ha efeito do grupo, status metabdlico e interagdo. * O grupo FR/Controle demonstra um
aumento significativo nos niveis de TH em resposta ao consumo de alimento doce em comparagao
aos outros grupos (post hoc LSD, p<0,006).
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Ja as figuras 19 e 20 mostram o conteudo de TH no nucleo accumbens de
machos e fémeas. Em machos, houve uma interagdo entre grupo e status metabolico
[F(1,20)=5,432, p=0,032], no qual os animais do grupo FR/Contr apresentam aumento
dos niveis de TH no nudcleo accumbens no jejum; estes niveis ndo aumentam apds a
exposicao ao doce, 0 que ocorre nos Contr/Contr. A analise post hoc mostra que 0 grupo
Contr/Contr em jejum apresenta niveis significativamente menores de TH em
comparagcdo com 0s outros grupos (p<0,0001). Ha também efeitos isolados do grupo
[F(1,20)=10,164, p=0,005] e do status metabolico [F(1,20)=20,378, p<0,0001].

CONTEUDO DE TH NO NUCLEO ACCUMBENS DE MACHOS

120 +

100 -

O Contr/Contr
B FR/Contr

40 -

Razdo TH/actina (% dos controle)

20 ~

Jejum Resposta ao Froot Loops

Figura 19: Contetdo de tirosina hidroxilase no nudcleo accumbens em jejum e em resposta ao
consumo agudo de alimento doce em machos. Dados expressos em porcentagem do grupo controle.
H& uma interacdo entre grupo e status metabdlico, na qual os animais do grupo FR/Contr
apresentam aumento dos niveis de TH no jejum; estes niveis ndo aumentam apds a exposi¢do ao
doce, o que ocorre nos Contr/Contr. * post hoc LSD mostra que o grupo Contr/Contr em jejum
apresenta niveis de TH significativamente menores em compara¢ao com 0s outros grupos.
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Para as fémeas, ha também uma interacdo entre grupo e status metabdlico
[F(1,21)=11,018, p=0,004], na qual o grupo FR/Contr apresenta um aumento nos niveis
de TH em resposta ao doce, enquanto nos Contr/Contr o efeito é inverso. A andlise post
hoc mostra que apds a exposicdo ao alimento doce, o grupo Contr/Contr apresenta
niveis significativamente menores de TH em comparacao aos outros grupos (p<0,0001).
H& também efeitos isolados do grupo [F(1,21)=22,615, p<0,0001] e do status
metabdlico [F(1,21)=4,761, p=0,04].
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Figura 20: Conteddo de tirosina hidroxilase no nicleo accumbens em jejum e em resposta ao
consumo agudo de alimento doce em fémeas. Dados expressos em porcentagem do grupo controle.
H& uma interacdo entre grupo e status metabdlico, na qual o grupo FR/Contr apresenta um
aumento nos niveis de TH em resposta ao doce, enquanto nos Contr/Contr o efeito é inverso. * Post
hoc LSD mostra que apds a exposi¢cdo ao alimento doce, o grupo Contr/Contr apresenta niveis
significativamente menores de TH em comparagéo aos outros grupos.
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DISCUSSAO

Neste trabalho, verificamos que a desnutricdo materna durante a gestacéo,
induzida por uma reducdo de 50% na quantidade de racdo oferecida as genitoras, foi
capaz de levar a alteracGes relacionadas ao nascimento (como no peso das genitoras e
dos filhotes e na duracéo da gestacéo) e no cuidado que estas fémeas ofereceram a seus
filhotes nos primeiros dias de vida. Nos filhotes, esta intervencdo levou a alteracGes
sexo-especificas na flexibilidade cognitiva, no consumo de alimento palatavel e na
sinalizacdo dopaminérgica em areas relacionadas a estes comportamentos.

Como esperado, observamos que a restricdo alimentar durante a segunda metade
da gestacdo resultou em genitoras que apresentaram menor ganho de peso ao longo da
gestacdo. Além disso, esta intervencdo levou a uma reducdo do peso corporal dos
filhotes de ambos 0s sexos no momento do nascimento, indicando um retardo de
crescimento fetal. Além de estarem de acordo com outros estudos utilizando esta
metodologia (Belkacemi et al., 2011; Desai et al., 2005; 2007, Leonhardt, 2002), estes
resultados mostram-se especialmente relevantes pois vdo de encontro também com os
resultados de um recente trabalho de nosso grupo, o primeiro a utilizar esta metodologia
de inducéo de restricdo de crescimento intrauterino em nosso meio (Cunha, 2013) Desta
forma, podemos afirmar com maior convic¢do que este modelo de inducdo de RCIU
atraves da restricdo alimentar durante a gestacdo foi estabelecido com sucesso em nosso
grupo.

Sabe-se que a privacdo nutricional durante o periodo perinatal desempenha um
papel importante sobre o crescimento fetal e a patogénese de disturbios metabolicos na
vida adulta (Barker, 1995), e para explicar este “efeito programador”, dois mecanismos
tém sido predominantemente propostos: a escassez de nutrientes vitais e a exposicao
precoce a niveis elevados de glicocorticoides (GC) (Barker, 2002; Seckl, 1998;
Leohardt,2002). Obviamente, a ma-nutricdo materna pode ter impactos sobre o feto em
desenvolvimento pela simples escassez de energia ou nutrientes essenciais (Prohaska,
2000). Em um cenario bastante simples, a falta de um aminoacido essencial poderia
limitar o funcionamento da maquinaria de sintese proteica e desacelerar a biossintese e
0 desenvolvimento (Prohaska, 2000), uma situacdo bastante provavel em nossos
animais expostos a reducdo na oferta de alimento.

Além de levar a caréncia de nutrientes, diversos estudos tém indicado que a

desnutricdo materna durante a gestacdo aumenta 0s niveis plasméticos de
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glicocorticoides e reduz a expressdo de enzimas que oxidam e inativam a corticosterona
(cortisol em humanos) (Lesage et al., 2001, Belkacemi et al., 2011, Stocker et al., 2004;
2005, Basset et al., 1996), expondo o feto a niveis elevados de GC e, desta forma,
contribuindo para o comprometimento do crescimento fetal.

Mais do que isso, 0 excesso de GC apresenta um grande nimero de efeitos para
o feto. Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, os GC interferem no
refinamento das ligacBes sinapticas em regides importantes como o hipocampo e o
cortex pré-frontal (Jacobson & Sapolsky, 1991; Spencer et al., 2005), além de levarem a
alteragBes no padrdo de atividade do eixo HPA devido a expressdo aumentada de
receptores de GC no hipocampo dos filhotes (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995).
Todas estas alteracGes influenciam o comportamento alimentar e a resposta ao estresse a
longo prazo e estdo intimamente relacionadas com a maior susceptibilidades destes
individuos em apresentar distarbios metabdlicos e psiquiatricos ao longo da vida
(Entringer et al., 2009; Vallee et al., 1997; Tamashiro et al., 2009).

Surpreende o fato das genitoras do grupo FR terem gerado maior nimero de
filhotes que as genitoras do grupo controle. Sabe-se que eventos estressantes afetam a
reproducdo em fémeas, principalmente pela inibicdo do processo de implantacdo (Zhao
et al., 2013; Zhang et al., 2011), porém, no dia 10 da gestacéo (inicio do protocolo de
restricdo alimentar) diversos processos gestacionais importantes como a implantacao ja
ocorreram, e a organogénese encontra-se em seu estagio final, estando o feto em inicio
do processo de maturacdo (Sprague Dawley Booklet, 2010). Contudo, ndo podemos
excluir a possibilidade de alteracdes nos processos de reabsorcao fetal. De acordo com a
escassa e antiga bibliografia encontrada sobre este tema, a reabsorcao de filhotes nao
seria um processo confinado a algum periodo em particular, podendo ocorrer do comego
ao fim da gestagdo (Telford, 1962). De qualquer forma, este achado sugere que apesar
da reducdo de 50% na quantidade de alimento durante a gestacdo levar a desfechos
desfavoraveis nos animais, este ndo seja um modelo tdo agressivo para a fémea e seus
filhotes.

Encontramos também um padrdo bem definido em relacdo a duracdo da gestacdo
e ao turno de nascimento dos filhotes, onde as fémeas FR50% pariram
predominantemente durante a madrugada do dia do parto, enquanto nas fémeas do
grupo controle este padrdo foi diurno. Este achado torna-se especialmente relevante no
momento em que questionamos qual efeito desta antecipacdo sobre o desenvolvimento

do feto ja exposto a desnutrigdo intrauterina. Para uma gestacdo que dura 21 dias, talvez
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algumas horas a menos de gestacdo ja& sejam o suficiente para alterar pardmetros
fisioldégicos nos filhotes, o que torna esta antecipacdo um importante ponto a ser
considerado em trabalhos futuros.

Diferentes estudos afirmam que a parturicdo em ratos se da predominantemente
durante o periodo diurno, mesmo quando o ciclo claro-escuro é revertido (Plaut, 1970;
Boer et al., 1975, Lincoln & Porter, 1976), sendo este padrdo em grande parte
governado pela melatonina, um hormdnio enddégeno produzido principalmente pela
glandula pineal e secretado de forma circadiana (Armstrong et al., 1989).

Embora filhotes ndo possuam as enzimas pineais necessarias para sintetizar
melatonina durante os primeiros dias de vida, ela € uma molécula hidrofébica que
facilmente atravessa a placenta e entra na circulacdo fetal sem sofrer alteracOes
(Hardeland et al., 1993; Menendez-Pelaez & Reiter, 1993; Levitan & Wendland 2013),
transmitindo informacg6es sobre a duracdo do dia e as fases circadianas para o feto
(Williams et al., 1991; Velazquez et al., 1992, Simonneaux, 2011). Mais do que isso, a
melatonina parece também possuir um papel importante no momento do parto
(Takayama et al., 2003 e Reiter, R.J 2009). Os niveis maternos de melatonina se elevam
durante a gestacéo, alcancando seu nivel maximo a termo e retornando aos niveis basais
imediatamente apds o parto (Takayama et al., 2003), onde se acredita que sirvam como
um sinal circadiano para o inicio das contracdes uterinas (Olcese et al., 2013, Sharkey
et al., 2009; 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que os niveis plasmaticos de melatonina
podem estar anormais em gestacOes afetadas pela restricdo de crecimento intrauterino
(Nakamura et al., 2001; Maggioni et al., 1999; Chen et al., 2013), e ao que tudo indica,
a restricdo alimentar durante a gestacdo também poderia levar a alteracfes nos niveis
deste hormdnio, trazendo prejuizos a transferéncia de informacGes materno-fetais
relacionadas ao fotoperiodo e causando este padréo alterado de parturi¢cdo. Contudo, a
secre¢do desregulada de outros hormdnios envolvidos com o “timing” do parto (como a
ocitocina e 0 hormdnio liberador de corticotropina-CRH) em nossos animais expostos a
restricdo alimentar também poderia estar envolvida no estabelecimento do padrdo de
nascimentos encontrado.

Com relacdo aos resultados do cuidado materno, observamos que fémeas
expostas a restricdo alimentar demonstram menos comportamentos de lamber os
filhotes que fémeas com disponibilidade de alimento ad libitum. Este padrdo

comportamental se mostrou independente do status nutricional dos filhotes, ja que ndo
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houve diferenca entre fémeas do grupo FR que criaram filhotes adotados de genitoras
Controle ou FR. O mesmo foi valido para as fémeas do grupo Controle, onde o fato do
filhote ter sido bem ou mal nutrido durante a gestacdo também nao levou a alteracfes na
frequéncia do comportamento de lambidas.

Neste trabalho, focamos nossa atencdo no cuidado materno devido a
preocupacdo de que parte dos desfechos observados com o protocolo de restricdo
alimentar materna fosse, em grande parte, consequéncia da exposicdo a um cuidado
materno inadequado durante os primeiros dias de vida dos filhotes. De fato, ha um
grande corpo de evidéncias mostrando que o cuidado materno pode alterar diferentes
desfechos observados nos filhotes (Gunnar et al., 1998; Meaney, 2001; Barha et al.,
2007), sendo que o comportamento da mae em lamber seus filhotes teria a capacidade
de interagir com os efeitos prejudiciais do estresse durante o periodo pré-natal, e desta
forma, atenuar ou amplificar estes efeitos (Casolini et al., 2007; Del Cerro et al., 2010).

O fato de ndo ter havido diferenca no LG recebido pelos filhotes Contr/Contr e
FR/Contr sugere fortemente que os desfechos adversos que possam ser observados nos
animais expostos a este protocolo de desnutricdo pré-natal sejam causados, como
discutido anteriormente, pela escassez de nutrientes e pela exposicdo aumentada aos GC
durante a gestacdo. Por outro lado, desfechos adversos observados nos filhotes dos
grupos Contr/FR e FR/FR podem ser atribuidos a uma interacdo entre os efeitos diretos
da desnutricao pré e/ou pds-natal e a reducdo na frequéncia de lambidas recebidas.

Em relagdo aos outros comportamentos maternais avaliados, ndo encontramos
diferenca no percentual de tempo que as genitoras permaneceram nas diferentes
posturas de amamentacao, tampouco no tempo em que as genitoras permaneceram sem
contato com os filhotes. Poderiamos esperar que as ratas que adotaram filhotes
desnutridos se engajassem por mais tempo na amamentacdo de seus filhotes e ficassem
mais tempo em contato para aquecé-los, porém ndo foi isso que aconteceu.

O cuidado materno se da de forma reciproca, onde o comportamento afiliativo
do filhote pode determinar em parte, como o cuidado materno serd (Fleming et
al.,1999). Filhotes criados por maes mal nutridas durante a lactacdo apresentam déficits
em comportamentos como movimentacdo na area do ninho e alimentacdo (Massaro et
al., 1974). Possivelmente, estes déficits sejam devido ao fato da producdo ou
composicao do leite materno estar alterada pelo estado nutricional da genitora (McGuire
et al., 1995; Rogowitz 1996). Desta forma, ndo podemos excluir a possibilidade de que

a ma nutricdo materna possa ter afetado a habilidade dos filhotes em induzir a realizagdo
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do cuidado materno. Neste sentido, ratas controle que adotaram filhotes restritos
poderiam “querer” cuidar mais de seus filhotes, porém, na falta de um feedback destes
animais desnutridos, o cuidado acabaria ficando equalizado entre os grupos.

Diversas intervencbes ocorridas no periodo sdo capazes de alterar o cuidado
materno. Protocolos de estresse cronico durante a gestacdo, por exemplo, reduzem o
cuidado materno tanto em roedores, quanto em primatas (Liu et al., 1997; Fleming et
al., 1997; Nomura et al., 2002). A injecdo de altas doses de corticosterona durante a
gestacdo ou lactacdo apresenta efeitos bastante similares (Brummelte et al., 2006). Por
outro lado, intervengdes como a manipulacdo neonatal tem a capacidade de aumentar o
cuidado que a fémea oferece a seus filhotes, também com um efeito bastante
proeminente sobre o LG (Reis et al., 2014; Garoflos et al., 2008; Champagne et al.,
2003).

Ja em relacdo as alteracbes do cuidado materno associadas a manipulacGes
nutricionais, praticamente todos os métodos utilizados para produzir ma-nutricdo pos-
natal estdo associados com alteracbes no cuidado materno (Crnic, 1980; Galler et al.,
1984), porem, observamos que ndo ha um consenso sobre qual estratégia uma rata
lactante adota frente a escassez de alimento (Sabau & Ferkin, 2013).

Enguanto a restricdo proteica durante a gestacdo e a reducdo na oferta de
alimento tém sido mais associadas com um aumento nas posturas de amamentacao
ativas (Massaro et al., 1974; Wiener et al., 1977; Crnic, 1980; Smart & Preece, 1973), a
adocdo por fémeas bem nutridas de filhotes expostos a restricdo proteica parece estar
associada a um aumento nas posturas passivas de amamentacdo (Tonkiss & Galler,
1991). Outro estudo verificou que a restricdo calorica em 30% durante a lactacdo
promove uma diminuicdo do comportamento de LG e das posturas de amamentacao
(Sabau & Ferkin, 2013).

De acordo com os estudos que temos até o momento, parece ndo haver um
padrdo geral para explicar os efeitos da desnutricdo materna e/ou fetal sobre o cuidado
materno, o que provavelmente deve-se a estudos utilizando diferentes métodos, dietas,
graus de desnutricdo e linhagens de animais. Até mesmo na outra ponta, a da exposicdo
a uma dieta rica em gordura durante a gestacdo, ndo ha consenso em relacdo ao efeito
destas intervencdes sobre o cuidado materno (Connor et al., 2012; Jacobs; 2013) Deste
modo, torna-se crucial identificar de que forma cada protocolo de intervencdo perinatal

afeta o padrdo do comportamento materno, a fim de considerar este efeito no momento
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de estabelecer relacdes entre 0 ambiente perinatal desfavoravel e desfechos adversos
nos filhotes.

No teste de consumo agudo de alimento palatavel, observamos que machos do
grupo FR50%/Controle consumiram mais gramas de Froot Loops que os machos dos
outros grupos, sendo que ndo encontramos diferencas entre as fémeas. Este resultado
nos mostra um claro efeito da programacéo fetal. De fato, diversos estudos tém sugerido
que eventos adversos ocorridos durante o periodo perinatal possam levar a
comportamentos alimentares alterados durante a vida adulta (Silveira et al., 2004;
2005). Em roedores, a restricdo alimentar durante a gestacdo esta associada a um
comportamento hiperfagico dos filhotes ao longo da vida (Desai et al., 2005). Bellinger
demonstrou que a exposicdo a uma dieta pobre em proteinas durante a gestacdo
promove uma preferéncia aumentada por alimentos ricos em gordura na prole em idade
adulta. Estes efeitos foram mais evidentes em fémeas e ndo estiveram presentes em
animais mais velhos, sugerindo que a dieta pobre em proteinas possa programar o
comportamento alimentar dos filhotes de uma forma sexo-especifica e tempo
dependente (Bellinger et al.,2005; 2004), o que estd em pleno acordo com o que
encontramos em nosso estudo.

Em humanos, a ma-nutricdo pré-natal também esta associada a uma preferéncia
por alimentos ricos em gordura durante a vida adulta (Lussana et al., 2008; Stein, 2009).
Um estudo de nosso grupo mostrou que aos 24 anos de idade, mulheres nascidas com
RCIU severo ingerem mais carboidratos e menos proteinas do que as mulheres nascidas
com peso normal, sendo este achado persistente mesmo apos o ajuste para fatores de
confusao, incluindo IMC e atividade fisica (Barbieri et al., 2009).

Apesar dos diferentes desfechos descritos nos varios estudos em humanos, 0s
resultados como um todo sugerem que a qualidade do ambiente fetal influencia o
desenvolvimento das preferéncias alimentares de forma persistente até a vida adulta. Em
geral, a exposicdo a adversidades no periodo fetal se relaciona a escolhas alimentares
menos saudaveis ao longo do desenvolvimento: alimentos ricos em gordura e/ou
acucares, e menos frutas e vegetais (Lussana et al., 2008; Barbieri et al., 2009; Kaseva
et al., 2013). Isso se torna muito importante considerando as origens
desenvolvimentistas do sobrepeso, diabetes tipo I1, doencas cardiovasculares e sindrome
metabolica discutidas acima. A alteracdo persistente da preferéncia alimentar em
individuos expostos a restricdo de crescimento intra-uterino possivelmente contribui

para o desenvolvimento destas doencas (Portella & Silveira, 2014).
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Um possivel mecanismo pelo qual o ambiente precoce poderia alterar o
comportamento alimentar de forma permanente é através da programacdo da
sensibilidade & recompensa (prazer) associada a ingestdo de alimentos palataveis
(Portella et al., 2012). Embora o apetite seja 0 maior determinante do consumo
alimentar, mecanismos heddnicos também apresentam um papel importante na
estimulacdo deste comportamento, e em roedores, sabe-se que a ma-nutricdo perinatal é
capaz de alterar a resposta dos animais a recompensa (Caller & Tonkiss, 1991;
Teegarden et al., 2008).

A dopamina possui um papel bastante critico na regulacdo do consumo alimentar
(Ahima & Osei, 2001; Schwartz, 2001). Sua acdo no hipotalamo, regido tida como a
mais importante na regulacdo do comportamento alimentar, tem a importante funcéo de
promover o consumo alimentar (Meguid et al., 2000). Ja a atividade dopaminérgica nas
regibes pertencentes ao circuito de recompensa (area tegmental ventral (VTA),
amigdala, cortex orbitofrontal (OFC) e Nucleo Accumbens (NAcc)) estaria mais
associada ao processamento de informacdes relacionadas as caracteristicas prazerosas
dos alimentos (Killgore et al., 2003; Rothemund et al., 2007; Volkow et al., 2011).
Deste modo, torna-se bastante plausivel que no presente estudo, a restricdo alimentar
durante a gestacdo tenha levado a alteragdes na sinalizacdo dopaminérgica em areas
envolvidas com o prazer relacionado ao consumo de alimento palatavel, o que fez com
que os animais machos do grupo FR50%/Controle apresentassem um maior consumo.
Estas alteracdes serdo discutidas mais adiante neste trabalho.

O fato dos machos do grupo FR/FR néo terem apresentado aumento no consumo
de Froot Loops confirma achados de outros estudos em que o “timing” da exposi¢ao a
ma-nutricdo, e a taxa de recuperacdo do crescimento pds-natal (catch-up growth) levam
a diferentes fenotipos nos filhotes (Desai et al., 2005; 2009, Bellinger & Langley-Evans
2005). Nos animais do grupo FR/Controle houve uma forte discordancia entre o estado
nutricional pré e pos-natal, certamente fazendo com que as adaptacGes fisioldgicas
adquiridas durante o periodo fetal se tornassem ‘“desajustadas” para o ambiente
nutricional que o filhote encontrou apds o nascimento. Ja para os animais do grupo
FR/FR, o estado nutricional durante o periodo pré-natal foi semelhante ao estado pds-
natal, provavelmente tornando as adaptacdes fisiologicas adquiridas durante o periodo
fetal corretas para atenuar os efeitos da escassez de nutrientes apds o nascimento
(Gluckman & Hanson, 2004).
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Além disso, a programa¢do do eixo HPA também tem sido proposta como um
possivel mecanismo pelo qual a RCIU poderia levar ao estabelecimento de preferéncias
alimentares alteradas (Seckl & Meaney, 2004). Criangas nascidas com RCIU
apresentam uma resposta adrenocortical acentuada em resposta ao estresse (Jones et al.,
2006), e os glicocorticoides estimulam comportamentos mediados pelo circuito de
recompensa, 0 que também poderia levar a um aumento no consumo de alimentos
palataveis (Epel et al., 2001; Dallman, et al., 2003; Barbieri et al., 2009). Embora ndo
tenhamos avaliado os niveis de glicocorticoides nos animais, uma grande variedade de
trabalhos ja demonstrou que ambientes precoces adversos alteram permanentemente o
padréo de atividade do eixo HPA dos filhotes (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995),
0 que faz com que possamos inferir a possibilidade de que os niveis de GC também
estivessem alterados nestes animais.

Ao longo deste trabalho, fica evidente a diferenca entre os sexos em diversos
desfechos. Estudos anteriores também encontraram resultados diferentes para o impacto
da méa-nutricdo precoce entre machos e fémeas (Freedman et al., 1990; Desai et al.,
2005). Embora o mecanismo por tras destas diferencas sexo-especificas ainda seja
pouco conhecido, padrdes diferenciados de ativacdo do sistema de recompensa em
resposta ao alimento palatavel e/ou um padrdo diferenciado de ativacdo do eixo HPA
talvez possam explicar esta diferenca nos resultados. Contudo, embora ndo tenhamos
detectado diferenca no consumo alimentar entre as fémeas, isto ndo significa que estas
diferencas ndo existam. A aplicacdo de testes mais elaborados, que monitorem o
comportamento alimentar durante periodos maiores pode ser capaz de mostrar outras
diferencas no comportamento alimentar destes animais.

Ja em relacdo ao teste de atividade locomotora, ndo encontramos diferenca entre
0s grupos. Fez-se importante a avaliagdo deste comportamento para termos certeza que
possiveis diferencas entre 0s grupos no teste do ASST ndo fossem devido a alteracdes
na atividade motoras dos animais. Por exemplo, os animais do grupo FR/Contr
poderiam ser naturalmente menos ativos, 0 que levaria a prejuizos na realizacao da
tarefa de cavar nos potes em busca das recompensas.

O resultado do ASST mostrou um efeito bastante isolado e, mais uma vez, sexo-
especifico, onde as fémeas do grupo FR/Contr precisaram de menos trials para
completar a etapa de reversdo 2. Um estudo anterior de nosso grupo, que avaliou o
cuidado materno e parametros atencionais em criangas com 18 meses de idade, mostrou

gue nascer pequeno para a idade gestacional e receber um cuidado materno de baixa
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qualidade, estaria associado a prejuizos na capacidade destas criancas em alterar o foco
de atencdo de uma tarefa para outra, indicando certa rigidez cognitiva (Neuwald et al.,
2014) Logo, neste trabalho, também esperdvamos que os animais do grupo FR/Contr
apresentassem déficits no desempenho do ASST.

Excluindo diferengas evidentes entre os dois estudos (humanos Vs roedores;
resposta a questionarios Vs realizacdo de tarefa), ha também esta diferenca em relacéo
ao cuidado materno, pois como relatado anteriormente, os animais do grupo FR/Contr
experimentaram um cuidado materno adequado de suas genitoras. Um interessante
estudo demonstrou que filhotes de ratos criados artificialmente apresentam déficits em
praticamente todas as fases do ASST quando o animal recebe pouca simulagéo de LG
durante os primeiros dias de vida (Lovic & Fleming, 2004). Em outro estudo, a privacao
materna levou a déficits especificos na flexibilidade cognitiva (Baudin et al., 2012).
Contudo, parece muito pouco provavel que os resultados divergentes com relagcdo ao
que encontramos entre os dois trabalhos do nosso grupo sejam devido somente as
diferencas no cuidado materno recebido.

Além disso, enquanto em nosso estudo a causa da RCIU foi bem definida
(restricdo alimentar em 50% durante a gestacéo), diferentes causas podem ter levado as
criancas a nascerem PIG no estudo de Neuwald e colaboradores, 0 que poderia causar
uma grande variabilidade nos desfechos observados (Geva et al., 2012)

Outra diferenca importante entre os dois trabalhos é a idade. Artigos que
investigaram o efeito da idade sobre o desempenho no ASST mostraram que ratos
adolescentes (em torno de 40 dias de vida) apresentam pior desempenho que ratos em
idade adulta (Newman & McGaughy 2011; Cain et al., 2011). Visto que nossos animais
eram adultos jovens (cerca de 70 dias de vida), torna-se interessante avaliar futuramente
a ontologia deste comportamento em animais expostos desnutricdo perinatal, e assim,
verificar se este padrdo comportamental é fixo ou sofre mudancas ao longo da vida dos
animais. Mudancas e interacdes com o0 ambiente ao longo da vida poderiam fazer com
que o animal que em idades precoces apresentava certa rigidez, na idade adulta
apresente boa flexibilidade cognitiva

Assim como diversas intervencgdes precoces e tratamentos podem levar a déficits
no ASST (Lovic & Fleming, 2004; Mohamed et al., 2011; Wu et al., 2013; Chase et al.,
2012; Kantak et al., 2008, McAlonan et al., 2003; Butts et al., 2013), diversos
tratamentos séo capazes de melhorar a performance dos animais neste teste. A injecao

de nicotina instantes antes da realizacdo do teste, por exemplo, melhora
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significativamente a performance dos animais tanto na fase intra quanto na
extradimensional (Allison & Shoaib, 2013). A injecdo de metilfenidato também
mostrou efeitos positivos sobre o ASST, revertendo prejuizos causados pela deficiéncia
de ferro na dieta (Mohamed et al., 2011; Cheng & Li, 2013). Assim como o tratamento
com cafeina, que melhorou a performance dos animais em um teste de attentional set-
shifting bastante semelhante ao que utilizamos (Pandolfo et al., 2013). Embora o
mecanismo por tras da melhora no desempenho seja pouco claro nos estudos acima
citados, todos sugerem que alteragdes na regulacdo da acdo das catecolaminas,
principalmente a dopamina, estejam relacionadas as alteraces encontradas.

Como descrito na introducdo deste trabalho, estudos com lesdes em roedores
tém demonstrado que as mudancas intradimensionais, extradimensionais, e reversoes
sdo mediadas principalmente pelo cortex cingulado anterior (ACC), cortex pré-frontal
medial (PFCm) e cértex orbitofrontal (OFC) respectivamente. Como observamos uma
diferenca entre os tratamentos na etapa de reversao, decidimos investigar a sinalizacao
dopaminérgica no OFC para tentar entender parte do mecanismo subjacente a esta
alteracéo.

A quantificacdo dos niveis de Tirosina Hidroxilase (TH) no OFC mostrou nao
haver diferenca entre os animais do sexo masculino tanto na condicdo basal, quanto em
resposta ao consumo de alimento doce. Por outro lado, nas fémeas observamos um
consideravel aumento no conteddo de TH ap0s a exposic¢do ao alimento doce no grupo
FR/Contr. A nosso ver, este stbito aumento pode indicar que a pista associada ao
alimento doce utilizada no ASST é percebida de forma diferenciada pelas fémeas
restritas, com concomitante aumento da liberacdo de dopamina no OFC e possivelmente
favorecendo o desempenho destas fémeas na etapa de reversdo do ASST.

Estudos recentes destacam o papel da dopamina no OFC sobre 0 comportamento
relacionado a atencdo e impulsividade. Por exemplo, a injecdo de um antagonista
dopaminérgico no mPFC ou OFC aumenta a impulsividade em ratos (Pardey et al.,
2013). Além disso, o bloqueio da a¢do dopaminérgica no OFC reverte os beneficios do
metilfenidato sobre o aprendizado reverso em um modelo animal de deficit de atengcao
(Cheng et al., 2013). Logo, é possivel que o aumento de TH em resposta a dica
alimentar tenha favorecido o desempenho/atencdo das ratas restritas através da
modulacdo do comportamento impulsivo.

Além de ser considerada uma regido crucial na alteracdo/adaptacdo do

comportamento diante de desfechos inesperados, o OFC é uma éarea frontocortical
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altamente integradora, particularmente importante para o processamento de informagdes
relacionadas ao valor associado a recompensas (Bohn et al., 2003; Schoenbaum et al.,
2002, Peters & Buchel, 2009) e aprendizado (Galvan et al., 2005). Seus neur6nios
respondem a apresentacdo de recompensas alimentares ou simplesmente a estimulos que
sinalizem futuras recompensas, e sua posi¢do estratégica, na regido mais ventral do
cortex pré-frontal, faz com que também esteja envolvido na orientacdo motivacional do
comportamento (Kubota & Komatsu, 1985; Schultz et al., 2000).

Estudos de neuroimagem em humanos sugerem que o OFC e o NAcc
demonstram alta conectividade durante o processamento de recompensas (Spicer et al.,
2007). Estados como a obesidade e a dependéncia quimica sdo caracterizados por
alteracdes na conectividade entre 0 OFC e regides relacionadas a recompensa como 0
giro frontal medial (Black et al., 2014) e o Nacc (Lee et al., 2013; Tanabe et al.,2013).
Sugere-se que estas alteracbes da neurocircuitaria envolvida na avaliacdo da
recompensa e regides do controle inibitério levem a um menor autocontrole e maior
valor atribuido a recompensa, podendo tornar os individuos mais suscetiveis a dicas
ambientais alimentares (p.ex. propagandas de alimentos em humanos, ou a presenca do
Froot Loops durante o teste atencional deste estudo). Logo, um feedback improprio
entre 0 OFC e o NAcc, devido a diminuicdo da integracdo funcional entre estas
estruturas, poderia levar a uma avaliacdo aberrante da recompensa, resultando num
aprendizado inicial anormalmente intenso (como visto nas fémeas restritas durante a
tarefa atencional) e dificuldade em modificar o comportamento a longo prazo
(persisténcia comportamental), tracos comportamentais caracteristicamente encontrados
na dependéncia quimica.

A quantificacdo da TH no ndcleo accumbens mostrou alteracGes
consideravelmente mais complexas, mas que também fornecem bons indicios do que
pode ter levado os machos do grupo FR/Contr a consumirem mais Froot Loops. Em
comparacdo com o grupo Contr/Contr, machos FR/Contr apresentaram em geral niveis
mais elevados de TH no NAcc. Interessantemente, a0 mesmo tempo em que niveis
elevados de DA no NAcc promovem um maior consumo de alimentos palataveis, o
proprio consumo provoca liberacdo de DA nesta area (Hajnal & Norgren, 2001,
Swanson et al., 1997, Liang et al., 2006), o que explica 0 aumento de TH em ambos 0s
grupos quando a quantificacdo foi feita apds o consumo de Froot Loops. Desta forma, o
maior nivel de TH medido nos animais FR/Contr durante o jejum pode estar envolvido

com 0 maior consumo destes animais ao serem expostos ao alimento doce.
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Resultado semelhante foi encontrado nas fémeas, com a andlise estatistica
também demonstrando interacdo entre grupo e status metabdlico. Porém, apds o
consumo de froot loops os niveis de TH aumentaram nas fémeas do grupo FR/Contr,
enquanto no grupo Contr/Contr houve uma diminui¢do nestes niveis. Apesar de néo
termos medido a conectividade entre 0 OFC e o NAcc neste estudo, as diferencas
encontradas em animais FR/Contr em relacdo aos Contr/Contr na TH nestas duas
estruturas no basal e em resposta ao doce, tanto em machos quanto em fémeas, sugerem
que a sensibilidade e/ou atribuicdo de valor a recompensa alimentar seja diferenciada
nestes animais. Além disso, sugere-se que essa caracteristica tenha influenciado o
desempenho das ratas restritas na tarefa de flexibilidade cognitiva como visto neste

estudo.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados que obtivemos neste trabalho, podemos concluir que o
protocolo de restricdo de crescimento intrauterino utilizado promoveu uma redugéo no
ganho de peso das ratas genitoras, uma diminuic¢do do periodo gestacional e ainda levou
a um retardo no crescimento fetal dos filhotes. No periodo de lactagdo, este protocolo
produziu alteracbes no cuidado materno, reduzindo o comportamento de lamber os
filhotes sem alterar os comportamentos de amamentar e permanecer em contato com a
ninhada. Estas alteragdes no cuidado materno se mostraram independentes do estado
nutricional dos filhotes.

Na vida adulta, a restricdo de crescimento intrauterino esteve associada com um
maior consumo de alimento palatavel nos machos e um melhor desempenho das fémeas
na etapa de reversdo do ASST. Ao contrario do que esperavamos, ndo houve interacao
entre a RCIU e o cuidado materno sobre os resultados do teste de flexibilidade
cognitiva.

O grande aumento nos niveis de TH no cortex orbitofrontal das fémeas restritas
em resposta ao consumo de alimento doce corrobora com a maior flexibilidade
cognitiva encontrada nestes animais. Ao mesmo tempo, os niveis elevados de TH no
nacleo accumbens em situacdo basal estdo envolvidos com o maior consumo de
alimento palatdvel nos machos. As concomitantes alteracdes na sinalizacao
dopaminérgica nestas estruturas em resposta ao mesmo estimulo sugerem a
possibilidade de haver uma alteracdo na conectividade funcional entre 0 OFC e 0 NAcc,
0 gque também pode explicar em parte os desfechos encontrados. Assim sendo, o fato do
teste de flexibilidade cognitiva utilizar pistas doces como recompensa parece ter
desempenhado um papel determinante nos resultados obtidos.

Desta forma, mostramos que a RCIU causou alteracbes sexo-especificas no
comportamento alimentar e em aspectos cognitivos dos animais em idade adulta, sendo
que o padrdo alterado de secrecdo de dopamina em areas chave para esses

comportamentos parece estar envolvido com os resultados encontrados.
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