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RESUMO

Introduc¢do: A relacdo mae-filho é extremamente importante para o desenvolvimento do
sistema nervoso central. Nos primeiros estagios de vida a mde exerce um comportamento que
visa proteger, nutrir, aquecer ¢ promover o contato fisico necessario até que os filhotes
possam sobreviver sozinhos. A separagdo materna pode induzir a ruptura dessa ligacao,
desencadeando comportamento depressivo nas maes e intervindo no cuidado materno e
desenvolvimento da prole. Além disso, a condigdo nutricional durante a gestagdo e lactagao
também afeta diretamente o desenvolvimento intra-uterino dos filhotes e influencia no
comportamento desencadeado pelas maes no periodo pds-natal. O uso de dietas ricas em
antioxidantes e acidos graxos monoinsaturados, como o azeite de oliva, t€m mostrado
beneficios a satde. Nesse sentido, o uso de uma dieta com azeite de oliva poderia trazer
beneficios ao sistema nervoso central, podendo contribuir para uma maior qualidade no
cuidado materno. Objetivo: Avaliar os efeitos de uma dieta com azeite de oliva durante o
periodo gestacional e lactacional sobre o comportamento materno e a emocionalidade de maes
que sofreram separagdo da prole. Metodologia: Foram adquiridas 38 ratas Wistar primiparas
no primeiro dia gestacional, que foram inicialmente foram divididas em dois grupos: (1) maes
alimentadas com ra¢do padrao + oleo de soja e (2) maes alimentadas com ra¢ao padrao +
azeite de oliva. Apds o nascimento da prole, esses grupos foram subdivididos em 4 grupos
experimentais: (1) Intacto OS; (2) Intacto AO; (3) Separado OS e (4) Separado AO. O
consumo alimentar, o peso corporal e o ciclo estral foram monitorados. Do dia pds-natal 1 até
o dia pods-natal 10 ocorreu simultanecamente a separacdo materna ¢ a avaliagdo do
comportamento materno. Para a separagdo materna, os filhotes foram mantidos em uma
incubadora a 34°C durante 3 horas por dia, e a observagdo do comportamento materno
ocorreu em 5 sessoes por dia nos horarios das 06h, 10h, 13h, 17h30 e 20h com observagdes de
3 em 3 min, totalizando 25 observagdes por sessdo. Os parametros avaliados foram a
frequéncia de lambidas e a frequéncia da postura de amamentagdo com o dorso arqueado.
Também foram avaliados a atividade locomotora e o comportamento emocional das maes,
através dos testes de campo aberto, corredor alimentar e nado forcado. Resultados: Os
resultados foram analisados por Anova de Medidas repetidas ou Anova de duas vias quando
indicado, sendo considerados significativos valores de p<0,05. As maes submetidas a
separacdo materna aumentaram a frequéncia de lambidas na prole e a postura de
amamentacdo com dorso arqueado principalmente as 17h30, no entanto esse cuidado foi de
forma inconsistente. As ratas que receberam azeite de oliva aumentaram a frequéncia de
lambidas na prole de forma consistente. Além disso, o consumo de azeite de oliva preveniu o
aumento da postura de amamenta¢do com dorso arqueado induzido pela separagdo materna as
17h30 e ao longo dos dias de observacdo. Maes submetidas a separacdo materna apresentaram
um comportamento depressivo, que ndo foi prevenido pelo consumo de azeite de oliva.
Assim, o consumo de uma dieta com azeite de oliva foi capaz de agir sobre parametros do
comportamento materno, aumentando o cuidado materno de forma mais homogénea e nado
alterou a emocionalidade dessas ratas, sugerindo um possivel papel neuroprotetor € uma
estratégia para proteger as ratas maes no pos-parto dos efeitos da separa¢do materna.

Palavras-chave: gestacdo; relacdo mae-filho; separacdo materna; cuidado materno; azeite de
oliva; depressao.
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1. Introducio

Intmeras espécies desempenham o cuidado parental, sobretudo o cuidado materno. E
essa relacdo mae - filhote é extremamente importante para o desenvolvimento da prole,
principalmente nas fases iniciais da vida. No entanto, essa relacdo € suscetivel a interferéncias
tanto de carater ambiental quanto nutricional, assim, intervengdes ocorridas durante essa fase,
como a separacdo materna, podem ocasionar a ruptura dessa liga¢do, comprometendo a
qualidade do cuidado desenvolvido pelas maes no periodo pds-natal e o desenvolvimento dos
filhotes (Diehl et al., 2007; Couto - Pereira et al, 2016). Alguns estudos mostram que a
separacao materna acarreta em uma série de alteragdes comportamentais € emocionais nessas
maes, induzindo o comportamento depressivo (Boccia et al., 2007). Também tem sido
proposto que o cuidado materno desencadeado durante o periodo neonatal predispde os
filhotes a diversas condi¢cdes que modulam o desenvolvimento e a maturagdo do Sistema
Nervoso Central (SNC) e ainda prepara a prole para responder ao ambiente, programando a
resposta do eixo Hipotalamo - Pituitaria - Adrenal (HPA) ao estresse (Liu et al, 1997). Dessa
forma, as alteracdes ocasionadas pela ruptura do vinculo entre mae e filho afetam o
desenvolvimento dos filhotes, sendo que alguns prejuizos perduram até a idade adulta e

aumentam a vulnerabilidade para diversos transtornos.

Em relagdo aos humanos, o comportamento depressivo no pds-parto também pode ser
determinante para a baixa qualidade do cuidado materno. Alguns dados recentemente
publicados estimam que 26,3% das mulheres brasileiras apresentam sintomas de depressao
pos-parto. E ainda, de acordo com uma pesquisa realizada pela Organizagao Mundial de
Satude (OMS) 5,8% dos brasileiros apresentam quadros de depressao e 9,3% de ansiedade, e
assim, poderiamos correlacionar o cuidado materno defasado no inicio da vida e a elevada
prevaléncia de transtornos de ordem psiquidtrica. Inclusive, existem campanhas que buscam
estimular esse vinculo entre mae e filho principalmente nos primeiros mil dias de vida, que ¢
onde ocorre o maior desenvolvimento do sistema nervoso, do sistema imunoldgico ¢ a

formagao dos habitos alimentares (Villares, 2016).

Como ja mencionado anteriormente, o estado nutricional das maes durante a gestagao

e a lactacdo também promove forte influéncia no desenvolvimento dos filhotes, j& que modula



o ambiente intra-uterino, condiciona o aporte de nutrientes que a prole absorve e ainda pode
influenciar no comportamento desempenhado pelas maes. Diante disto, ¢ crescente a busca
por alimentos que tragam beneficios ao metabolismo periférico e ao sistema nervoso central,

como o azeite de oliva.

O uso de dietas compostas por azeite de oliva, como a Dieta do Mediterraneo, vem
sendo associadas a maior saude, longevidade e também mostram beneficios ao cérebro.
Estudos apontam para a melhora da funcdo cognitiva e atraso na progressao da doenca de
Alzheimer (Scarmeas et al., 2009; Gu et al., 2010), atuando também na profilaxia de doengas
neurodegenerativas, na melhora da fung¢do mitocondrial dos neurénios e ainda reduz os efeitos
do estresse sobre as células (Zheng et al., 2015). Esses beneficios estdo sendo associados a
alta porcentagem de 4cido oléico, um 4cido graxo monoinsaturado conhecido por
desempenhar um importante papel antioxidante e neuroprotetor. Assim, alguns estudos
demonstram que o uso de dietas compostas por acido oléico beneficiam o sistema nervoso
central, melhorando o desempenho cognitivo e aumentando os niveis plasmaticos e
encefalicos de BDNF, uma proteina responsavel por estimular a formagao de células neurais
(Solfrizzi et al., 2006; Naqvi et al., 2011; Paes, et al., 2015). Diante do exposto acima, este
estudo propde investigar se o consumo de uma dieta composta por azeite de oliva poderia
melhorar a qualidade do cuidado materno e a emocionalidade de maes que foram separadas

dos seus filhos.



2. Fundamentacao tedrica

2.1 Diade mae-filho

Ainda que muitas espécies de vertebrados e até alguns taxons de invertebrados
desempenham alguma forma de cuidado parental (Rosenblatt e Snowdon, 1996), somente em
mamiferos as maes exercem uma complexidade comportamental que influencia diretamente
no neurodesenvolvimento e no estabelecimento das relagdes sociais da prole. Os dois
comportamentos pro-sociais comumente encontrados nesses animais incluem: as interagdes
sexuais de curta duragdo que ocorrem durante o acasalamento, e o elo social mais duradouro:

a formacgao da diade mae-filho (Francis and Meaney, 1999; Numan, 2016).

O desenvolvimento do vinculo entre a mae e a prole consiste de um processo de duas
etapas: um processo de reconhecimento e um processo de atracao permanente (Numan, 2015).
O processo de reconhecimento envolve mudangas nos mecanismos neurais que promovem a
atracdo e o cuidado materno ao invés da rejei¢ao, enquanto o processo de atragdo permanente
¢ o resultado da plasticidade cerebral, que causam uma atragdo duradoura entre as maes e seus
filhos, componente essencial do vinculo em todos os mamiferos (Numan, 2015). Durante a
gestacdo e a lactacdo ocorrem alteragdes no eixo HPA. O ritmo circadiano, o hormoénio
adrenocorticotropico (ACTH) e os padrdes de secrecdo de glicocorticdides estdo alterados,
com isso ocorre uma atenuagao das respostas do eixo a uma ampla variedade de estressores
fisicos e psicologicos, levando a supressdo da responsividade ao estresse apds a metade da
gestacdo até o final da lactagdo (Brunton et al., 2008). Os estimulos da amamentacdo pelos
filhos também alteram a reatividade do eixo HPA, diminuindo a ativacdo de regides cerebrais
que respondem ao estresse. Logo, a interacdo fisica com os filhotes produz um efeito

ansiolitico temporario das maes (Aguggia et al., 2013).

2.2 Cuidado Materno

As alteragdes hormonais associadas ao final da gestacao e ao parto atuam no SNC para

diminuir o medo e a aversdo dos estimulos relacionados a prole no pos-parto, além de

aumentar a atratividade e estimular o inicio imediato do comportamento materno. Apos o



estabelecimento do comportamento, ainda nas primeiras horas do pds-parto a fase hormonal
gradualmente diminui e a manutencdo da responsividade materna até o desmame torna-se
independente do controle hormonal, sendo mantido pela estimulagdo sensorial dos filhotes
(Rosenblatt, 1994; Numan et al., 2006; Okabe, et al., 2012). Logo, o comportamento materno
ndo ¢ um processo unitdrio, mas sim um complexo que consiste em componentes
comportamentais estimulados por determinantes sensoriais e neurais (Stern, 2001), que pode
ter fornecido a base neural basica para os outros tipos de relagdes sociais fortes, além da unido

de pares em mamiferos, incluindo humanos (Numan, 2015).

A relagdo mae e filho ¢ uma relacdo dindmica e reciproca: tanto a mae como o filhote
estdo equipados com uma motivagdo inata em relagdo ao outro, portanto, os estimulos
derivados de um regulam o comportamento e a fisiologia do outro (Aguggia et al., 2015).
Diante disso, a diade mae e filho tem sido foco de diversos estudos que buscam explicagdes
sobre parametros emocionais € comportamentais em ambos os lados. O cuidado materno
envolve a expressao consistente e coordenada de uma série de comportamentos, e variagoes
nesses comportamentos podem ter impactos profundos no SNC e no comportamento da prole
(Nephew, 2013). Tem sido proposto que o comportamento das maes prepara a prole para
responder ao ambiente, programando as respostas do eixo HPA ao estresse (Liu et al., 1997).
Além disso, ¢ através de variagdes do cuidado materno que espécies com desenvolvimento

altricial percebem e respondem as adversidades ambientais (Francis and Meaney, 1999).

Os filhotes provenientes de maes que desempenham um cuidado materno de qualidade
mostraram redu¢do nas respostas de corticosterona ao estresse agudo (Liu et al., 1997),
aumento na aprendizagem espacial e memoria (Liu et al., 2000), redu¢do do medo (Caldji et
al.,, 1998) e aumento na sociabilidade e comportamento reprodutivo (Starr-Phillips, 2014).
Além disso, alguns estudos mostram que o cuidado materno ¢ transmitido de forma estavel
entre as geragdes, onde a prole feminina herda o comportamento da mae através da expressao
génica de receptores de ocitocina ou entdo de maneira ndo-gendmica (Francis and Meaney,
1999; Champagne, 2001; Meaney, 2001; Champagne, 2003; Okabe, 2012; Murgatroyd and
Nephew, 2013). Essa transmissdo intergeracional do comportamento materno ¢ vista em

roedores, primatas e humanos, podendo estar por tras de mudangas adaptativas do eixo HPA
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(Champagne, 2001). Em espécies que desenvolveram o cuidado biparental, mesmo apos a
perda do parceiro o investimento materno ¢ robusto o suficiente para ndo comprometer o
cuidado desempenhado por essas maes, ainda que a emocionalidade tenha sido afetada (Bosch

etal., 2018).

2.3 Ruptura do vinculo entre mae e filho

As condi¢des ambientais refletem na qualidade do cuidado materno e podem induzir a
ruptura da relacdo mae-filho, acarretando em prejuizos comportamentais € emocionais em
ambos os lados (Boccia et al., 2007; Lajud et al., 2012; Aguggia et al., 2013; Banqueri et al.,
2017 ). Durante as condi¢des ambientais desfavoraveis ocorrem adaptagdes comportamentais,
endocrinas, metabolicas e cardiovasculares que programam a reatividade ao estresse. Essas
alteragdes sdo adaptativas e servem para melhorar a habilidade do organismo em ajustar a
homeostasia e aumentar as chances de sobrevivéncia, induzindo o estado de vigilia e
aumentando a detec¢do de possiveis ameagas. No entanto, a exposi¢do cronica ao estresse
pode induzir a hiperatividade do eixo HPA, levando a alteragdes em marcadores bioldgicos e
aumentando a vulnerabilidade desses individuos em desenvolver transtornos relacionados ao
estresse (Harkness et al., 2015). Em maes, esses transtornos podem comprometer a qualidade
do cuidado materno e o vinculo com o filho, favorecendo o desenvolvimento de transtornos

psiquiatricos, como depressao e ansiedade (Champagne et al., 2006; Murgatroyd et al., 2015).

Alguns estudos tém demonstrado que maes expostas ao estresse cronico durante o
periodo lactacional apresentam aumento da ansiedade e anedonia, alteragdo na expressdo de
genes e proteinas, comportamento depressivo e menor responsividade materna (Murgatroyd
and Nephew, 2013; Murgatroyd et al., 2015). A ruptura da relacio mae-filhote além de
induzir aumento da ansiedade e depressdo pds-parto nas maes e comprometer a qualidade do
cuidado materno exercido por elas, também influencia diretamente no desenvolvimento
neurocomportamental da prole (Murgatroyd and Nephew, 2013). Em roedores os primeiros
dias de vida correspondem ao periodo de hiporresponsividade ao estresse, onde esses animais
ficam mais suscetiveis a eventos ambientais, como estimulos estressores € cuidado materno

defasado (Henriques, et al.,, 2014). Essas variagdes no comportamento materno,
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principalmente nas frequéncia de lambidas e amamentagao ativa, regulam o desenvolvimento
de respostas enddcrinas, emocionais e cognitivas ao estresse (Champagne et al., 2003), além
de influenciar na interagdo social de ambos os sexos € no comportamento de ansiedade na
vida adulta (Francis and Meaney, 1999; Mogi, et al., 2011; Okabe et al., 2012; Starr - Phillips,
2014).

As consequéncias comportamentais da ruptura do vinculo entre mae e filho também
foram descritas em outras espécies. Em caes, por exemplo, o desmame precoce mostrou
correlagdo com o aparecimento de alteragdes comportamentais, como agressao excessiva €
ansiedade cronica (Okabe et al., 2012). J& em humanos, dados observacionais revelaram que
maes ansiosas eram menos acolhedoras e positivas em relagao aos seus filhos, além de serem
menos produtivas e desengajadas durante as interagdes sociais (Francis and Meaney, 1999;
Whaley et al., 1999; Woodruff-Borden et al., 2002) e essas caracteristicas afetam o

desenvolvimento cognitivo e socioemocional das criangas (Glasheen et al., 2010).

De modo geral, esses estudos propdem que as psicopatologias diagnosticadas em
adultos podem ter um gatilho nos primeiros estagios de vida. Dessa forma, modelos
experimentais contribuem para o entendimento da dinamica comportamental do cuidado
materno exercido no periodo pos-natal, e como questdes envolvidas na emocionalidade dessas
maes influenciam no neurodesenvolvimento, na programacdo do metabolismo periférico e
aumentam a vulnerabilidade dos filhotes. O comprometimento do vinculo entre mae e filho
esta fortemente relacionado com o estado emocional das maes, e assim, estudos que induzem
a ruptura dessa relagdo possibilitam a investigagao de alteragdes neurobiologicas que ocorrem
em ambos os lados e colaboram com o desenvolvimento de medidas preventivas, e ndo apenas

paliativas.

2.3.1 Separaciao Materna

A separagdo materna por longos periodos de tempo tem sido descrita como um modelo
de inducdo do comportamento depressivo nas maes (Cryan et al., 2002; Eklund et al., 2009;
Sung et al., 2010; von Poser Toigo et al., 2012). Tem sido proposto que esse tipo de
interven¢do no periodo neonatal prejudica a relacdo mae-prole e altera o cuidado materno.

Estudos mostram que maes submetidas a longas separacdes dos seus filhos demoram mais
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tempo na recuperagao da ninhada e demonstram uma tendéncia em aumentar a laténcia do
primeiro contato quando os filhotes sdo devolvidos para a caixa moradia, podendo indicar um
atraso no reconhecimento da prole (Aguggia et al., 2013). Essas mdes também demonstraram
redu¢do da proliferagdo celular e aumento da apoptose no hipocampo, estrutura que
desempenha papel crucial nos processos de memoria, levando ao comprometimento da

memoria de curto e longo prazo (Sung et al, 2010; Aguggia et al., 2013).

Nos testes de natagdo forcada, maes que passaram por protocolos de longa separacao
exibiram aumento da imobilidade e diminui¢do das tentativas de fuga, caracteristicas
associadas ao comportamento depressivo (Boccia et al., 2007; Sung et al, 2010). A privacao
dos filhotes durante horas também induziu aumento na concentragdo plasmatica de
corticosterona (Maniam and Morris, 2010), reducdo na atividade da bomba sodio - potassio e
reducdo nos niveis de 6xido nitrico nitrico no hipocampo (von Poser Toigo et al., 2012). A
separacdo também induziu inconsisténcia do comportamento materno (Couto-Pereira et al,
2016) e aumento agudo no cuidado materno apenas em horarios especificos do dia (Pryce et
al, 2001; Macri et al.,, 2004; Couto-Pereira et al, 2016). Esses resultados sugerem que
protocolos de separacdo materna por longos periodos de tempo alteram pardmetros
neuroquimicos, € assim comprometem a qualidade do cuidado materno e a emocionalidade
das maes. Além disso, durante a primeira semana pds-parto se as maes forem separadas de
seus filhotes e ndo tiverem permissdo para interagir com eles, a responsividade materna

declina e o cuidado materno ¢ negligenciado (Okabe et al., 2012).

Em filhotes, a separagdao materna t€m sido descrita como um indutor de alteragdes
comportamentais na prole adulta. Em alguns estudos foi observada maior vulnerabilidade ao
estresse poOs-traumatico e maior comportamento do tipo ansioso e depressivo (Diehl et al.,
2007; Diehl et al., 2011; Diehl et al., 2014; Zalosnik et al., 2014; Markostamou et al., 2016).
Também tem sido descrito que longas separacdes durante o periodo neonatal aumentam a
sensibilidade a dor (por estimulacdo térmica), deterioram a aprendizagem associativa, afetam
a memoria, diminuem a neurogénese no hipocampo, diminuem a secre¢do do hormoénio do
crescimento e aumentam a secrecao de corticosterona (Kuhn et al., 1990; Hulshof et al., 2011;

Lajud et al., 2012; Vilela et al., 2017; Banqueri et al., 2017). Além disso, longas separagdes

13



também provocam alteragdes no comportamento alimentar da prole adulta, levando ao maior
consumo de alimentos mais doces (Ramos et al., 2017; Souza et al., 2018) . Todos esses
estudos mostram que intervengdes no periodo critico do desenvolvimento induzem a prejuizos
que perduram até a idade adulta, podendo aumentar a vulnerabilidade dos filhotes em

desenvolver psicopatologias.

24 Nutri¢cao Materna

A nutricdo materna exerce forte influéncia no desenvolvimento da prole, entdo
mudancgas sutis no ambiente intrauterino podem ter implicagdes a longo prazo. Ainda nas
fases iniciais da gestagdo, a formacao e fun¢do da placenta sdo diretamente influenciados por
fatores nutricionais das maes. A placenta ¢ um anexo embriondrio que desempenha a fungao
de fazer o intercAmbio de substancias entre mae e filho. E através dela que os fetos realizam
as trocas gasosas, eliminam residuos e recebem o aporte de nutrientes que necessitam durante
o desenvolvimento. O estado nutricional das maes induz alteragdes epigenéticas na placenta,
afetando os fenotipos dos fetos e dos filhos apds o nascimento (Taniguchi et al, 2018). Rincel
e colaboradores (2016), mostraram que o consumo materno de uma dieta com alto teor de
lipidios preveniu totalmente os fenotipos de ansiedade dos filhos e das maes que sofreram
separacdo materna, além de melhorar a qualidade do cuidado materno no periodo neonatal. Na
prole, a desnutricao intra-uterina associado ao consumo de dietas ricas em gordura apos o
nascimento foi fortemente relacionada com o aumento de peso e adiposidade,
comprometimento da neurogénese e da funcionalidade neuronal, alteracdo da sensibilidade a
glicose e resisténcia a leptina e a insulina (Yura et al., 2005; Breton, 2013). Além disso, a
ingestao de dietas desequilibradas durante o final da gestagdo elevou os niveis de cortisol e a

pressdo arterial nos filhos adultos (Herrick et al., 2003; Reynolds et al., 2007 ).

Em relagdo ao consumo de acido oleico durante a gestagdo, um estudo publicado no
ano de 2017 comparou as propriedades nutricionais e aromaticas do leite e derivados em
vacas leiteiras. Neste estudo, o grupo controle recebeu dieta convencional, enquanto o grupo
experimental recebeu dieta convencional suplementada com o bagaco de azeitona seco,

subproduto da extracdo do azeite de oliva. A suplementagao com o bagaco da azeitona nao
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alterou a produgdo e a composicao do leite, mas alterou o teor de proteinas, modificou o teor
de 4acidos graxos e reduziu os indices aterogénicos e trombogénicos. Entdo, segundo esses
resultados, a suplementacdo melhora as propriedades nutricionais do leite (Castellani et al.,

2017).
2.5 Azeite de Oliva

Extraido das azeitonas através de prensagem mecanica, o azeite de oliva traz intimeros
beneficios a saide humana. Em meados de 1820 imigrantes europeus introduziram no Brasil a
oliveira (Olea europaea) e nos ultimos anos, o cultivo desta espécie adquiriu especial
relevancia em todo o mundo devido aos beneficios que o consumo de azeite de oliva traz ao
SNC e ao metabolismo periférico (Castro et al, 1997; Cardoso, 1997). O azeite de oliva ¢ a
fonte de gordura primaria das dietas tradicionais do Mediterraneo, conhecidas por
melhorarem a saiude e a longevidade. O uso dessa gordura pode promover modificagdes na

estrutura da membrana celular e assim trazer beneficios a saude.

A composicdo do azeite de oliva corresponde a 95% da fracdo de glicerol,
representada por acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) e 5% de fracdo ndo glicerol,
caracterizada por compostos fenolicos com propriedades antioxidantes, que atuam na
prevencdo do ranco oxidativo (Cicerale et al., 2010). A estrutura quimica deste acido graxo
monoinsaturado ¢ composta por uma cadeia longa de carbono e hidrogénio com um acido
carboxilico na extremidade. A ligacdo dupla fica entre os carbonos 9 e¢ 10 da cadeia
carbonada, caracterizando como um acido graxo dmega 9, também conhecido como acido
oleico. De acordo com os achados na literatura, t€ém sido demonstrado que o consumo de
MUFAS ¢ capaz de trazer beneficios ao sistema cardiovascular, metabolismo periférico e

SNC. Os polifenois presentes no azeite de oliva também beneficiam a satde, atuando como

antioxidantes e cardioprotetores (Visioli et al., 2002).

2.5.1 Efeitos do azeite de oliva no SNC e metabolismo periférico

Estudos epidemiologicos e clinicos apontam que o uso de dietas ricas em azeite de

oliva melhoram a fungdo cognitiva e retardam a progressao da doencga de Alzheimer (Scarneas
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et al., 2009; Gu et al., 2010). De acordo com Zheng e colaboradores (2015), o azeite de oliva
atua na profilaxia de doengas neurodegenerativas, melhora a fun¢do mitocondrial dos
neurdnios e ainda reduz os efeitos do estresse sobre as células. Varios marcadores biologicos
sdo sensiveis a atuagdo dos compostos quimicos presentes no azeite de oliva. Alguns estudos
demonstram que o consumo de dietas com azeite de oliva melhoram a fung¢do cognitiva, e isto
pode ser atribuido a alteragdes em biomoléculas envolvidas no metabolismo energético, nos
marcadores de estresse oxidativo e nos fatores neurotroficos. Em estudos experimentais foi
observado que o consumo de dietas ricas em acidos graxos monoinsaturados, como o azeite
de oliva, esta associado ao aumento nos niveis plasmaticos e encefalicos do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) (Paes et al., 2015). O BDNF ¢ uma proteina que estimula a
formacdo de novas células cerebrais e pode diminuir os efeitos negativos do estresse no
cérebro, uma vez que baixos niveis dessa neurotrofina estdo associados com doengas
neurodegenerativas e depressdo (Fehér et al., 2009). A literatura também propde que o acido
oleico, presente em alta porcentagem no azeite de oliva, combate a lipotoxicidade hepatica
induzida por acidos graxos saturados e contribui para o desenvolvimento do odcito e inicio do
embrido (Fayezi et al., 2018; Chen et al., 2018). Estudos epidemiol6gicos mostram que o
consumo de dietas compostas por azeite de oliva estdo associadas a reducao do risco de
desenvolver depressdao pos-parto e protegem contra o desenvolvimento de sintomas

depressivos na velhice (Chatzi et al., 2011; Pagliai et al., 2018).
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3. Justificativa

O cuidado materno desempenhado durante o periodo pos-parto ¢ fundamental para o
desenvolvimento da prole, preparando os filhotes para responder aos desafios do ambiente.
Intervengdes ocorridas durante essa fase podem alterar a emocionalidade tanto das maes
quanto dos filhos, podendo desencadear o comportamento depressivo. Nesse sentido, o
cuidado materno pode ser impactado pelo comportamento depressivo e prejudicar a
maturacdo de 4reas encefélicas responsaveis pelo comportamento emocional e cognitivo.
Considerando todos os aspectos apresentados e o fato de que estudos em modelos animais
contribuem para o aprendizado de diversos parametros, esse trabalho foi elaborado com o
objetivo de buscar alternativas ndo-farmacoldgicas para atenuar ou até prevenir os prejuizos
ocasionados pela separacdo materna, através da inser¢do de um alimento de facil acesso na
alimentacdo de maes durante o periodo gestacional e lactacional. Dessa forma, a
suplementagdo com azeite de oliva na dieta das maes pode diminuir a incidéncia e a gravidade

de doengas neuropsiquiatricas.
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4. Objetivo

Investigar se o consumo de uma dieta com azeite de oliva durante o periodo gestacional e
lactacional poderia afetar a qualidade do cuidado materno e a emocionalidade de maes que

sofreram separacao da prole.

4.1 Objetivos especificos

o Oferecer dietas com 6leo de soja e azeite de oliva para ratas Wistar primiparas durante

o periodo gestacional e lactacional;

o Monitorar o consumo ¢ o ganho de peso das maes durante a gestacao e lactacdo, assim

como o ciclo estral apds cada teste comportamental;

o Avaliar os efeitos do consumo de azeite de oliva sobre o comportamento materno de

maes submetidas a separacdo de seus filhotes;
o Avaliar o desempenho comportamental das maes submetidas ou ndo a separacao,

estudando a atividade locomotora e o comportamento depressivo, através dos testes

comportamentais de campo aberto, corredor alimentar e nado forgado;
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5. Metodologia

5.1 Aspectos Eticos

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

Animal Care (CCAC). Numero de aprovacdo CEUA/UFRGS: 35372.

5.2 Calculo do tamanho amostral

Este trabalho faz parte de um projeto maior, entdo ¢ importante salientar que neste
estudo foram utilizados apenas as genitoras. Assim, os experimentos realizados possuem 2
varidveis: dieta e separacdo materna, totalizando 4 grupos experimentais. O tamanho amostral
foi determinado de acordo com o programa Minitab®. Os nimeros utilizados para o calculo
neste programa foram mensurados a partir de estudos em referéncias especializadas nesse
tema, em trabalhos publicados utilizando essas técnicas e em nossa experiéncia prévia
(Silveira et al., 2013; Ferreira et al., 2015; Couto-Pereira et al., 2016). Desse modo, foi
determinado o numero de animais utilizados para realiza¢do das tarefas citadas nesse estudo

como esta descrito abaixo:

Considerando um desvio padrao ao redor de 35%, utilizando-se uma diferenc¢a entre os
grupos de 44%, poder de 0,8 e significancia de 0,05, o tamanho amostral determinado pelo
programa foi de 14 animais por grupo para a realizagao dos testes comportamentais de campo
aberto, corredor alimentar e nado forg¢ado, resultando em um poder real de 82%. Para obter o
total de animais previsto, tendo em conta uma taxa de sucesso na viabilidade das ninhadas

estimada em cerca de 70% para o Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica e um

19



numero médio de 4 machos e 4 fémeas por ninhada, serao necessarias 60 ninhadas com 60
genitoras. Até o presente momento foram utilizadas em torno de 9 a 11 genitoras por grupo,

sendo necessario aumentar o tamanho amostral em algumas tarefas comportamentais.

As ninhadas com menos de 4 filhotes foram excluidas do estudo. Esses filhotes foram
eutanasiados através do uso de um algoddo embebido com anestésico inalatério (isoflurano),
que foi colocado em um recipiente fechado juntamente com os animais, evitando o contato
direto com o anestésico através de uma separacao fisica. Os animais permaneceram nessas

condicdes até a confirmacao da morte.

5.3 Animais

Foram adquiridas 38 ratas Wistar primiparas ainda no primeiro dia gestacional do
centro de Reprodugdo e Experimentacdo Animal do Departamento de Bioquimica da UFRGS
- Porto Alegre/Brasil. Foram reunidas duas fémeas por caixa moradia e imediatamente
alocadas em dois grupos experimentais: (1) Intacto OS: maes alimentadas com ragdo padrdo +
oleo de soja (n = 18) ou (2) Intacto AO: maes alimentadas com ragdo padrao + azeite de oliva
(n = 20). As ratas foram pesadas uma vez por semana para determinar o ganho de peso
durante o periodo gestacional e lactacional, e o consumo das dietas foi avaliado a cada dois
dias. No 18° dia gestacional as fémeas foram individualizadas nas caixas moradia e mantidas
assim até o dia do desmame dos filhotes, que ocorreu no dia pds-natal 21. As caixas moradia
eram confeccionadas em Plexiglas (65 x 25 x 15 c¢m), as quais foram mantidas em ambiente
controlado (luzes acesas entre 07:00h e 19:00h, temperatura de 22 + 2°C, agua ad libitum e

dietas oferecidas de acordo com o consumo das maes).

Nos ultimos dias de gestacdo as fémeas foram avaliadas diariamente para a
determinagdo da data do nascimento, que ocorre aproximadamente no 21° dia de gestacao. O
dia de nascimento dos filhotes foi considerado como dia poés-natal zero (PNO). Apds o
nascimento, as maes de ambos os grupos foram subdivididas para o protocolo de separagao
materna. Assim, os grupos experimentais foram: (1) Intacto OS (n = 9); (2) Intacto AO (n
=11); (3) Separado OS (n=9) e (4) Separado AO (n = 9), totalizando 4 grupos experimentais.

Os filhotes foram desmamados no dia pds-natal 21, e entdo no dia 25 tiveram inicio os testes
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comportamentais. A atividade locomotora € o comportamento depressivo foram avaliados
através dos testes de campo aberto, corredor alimentar e nado forgado. Os testes
comportamentais seguiram até o dia pos-natal 40, com intervalo de 2 dias entre cada

protocolo. O desenho experimental esta representado na imagem abaixo (Fig.1).

Nascimentos
Dietas (Dia Pés-Natal 0) Desmame Eutanisia
| I I |
1 211 10 21 25 40
1 ds Cestsconal Avaliacio do c.ompurtan‘lento Testes ‘
materno e intervencao comportamentals

neonatal

Fig.1: Desenho experimental.

5.4 Dietas

As dietas foram oferecidas do primeiro dia gestacional até o dia pos-natal 40, quando
foi realizada a decapitacdo desses animais. Com relagcdo a composicao, tanto a dieta com 6leo
de soja quanto a dieta com azeite de oliva foram preparadas utilizando farelo da racdo padrao
fornecida aos animais pelo biotério (Nuvilab®), acrescidas de 4% de oleo de soja ou de oliva
(Qosa et al., 2015) para os respectivos grupos experimentais. As dietas oferecidas para os
grupos experimentais continham o mesmo percentual de calorias, como mostrado na tabela 1.
O azeite de oliva utilizado neste projeto foi fornecido em parceria com a Embrapa Clima
Temperado, localizada na cidade de Pelotas / RS - Brasil. As andlises fisico-quimicas
mostraram uma acidez livre de 0,2%, indice de perdxidos 4,34 mEqO2/Kg, absorbancia UV
de 232nm: 1,54 ; 270nm: 0,106; AK: 0,0005 e umidade de 0,09%. O azeite fornecido era um
blend de 4 cultivares, sendo eles: Manzanilla, Koroneiki, Coratina e Frantoio (todos da regido
de Pinheiro Machado / RS). A andlise do percentual de 4cidos graxos da amostra encontra-se

no anexo A.
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Tabela 1: Composicao nutricional de 100g das dietas oferecidas aos animais.

CALORIAS (Kcal) GORDURA (g) CARBOIDRATOS (g) PROTEINAS (g)

325,2 7,8 42,5 21,1

5.5 Intervencio neonatal

O dia de nascimentos dos filhotes foi considerado como pods-natal zero (PNO). As
ninhadas foram padronizadas em oito filhotes por mae e aleatoriamente alocados em uma das
intervengdes neonatais: (1) Intacto: sem intervencdo até o desmame e (2) Separagdo Materna.
O protocolo de separacdo materna seguiu durante os 10 primeiros dias de vida da prole (PN1
até PN10), conforme Couto - Pereira et al., 2016. As maes foram gentilmente separadas das
ninhadas e em seguida todos os filhotes foram retirados do ninho e mantidos em uma
incubadora aquecida a 34°C durante 3 horas por dia, entre as sessdes de observagao das 13h e
17h30 (Fig.2). As maes permaneceram nas caixas moradia alocadas na mesma sala da
incubadora, possibilitando a troca de vocalizagdes com os filhotes. Os grupos intactos foram
preservados de manipulagdes durante todo o periodo de amamentacdo e, assim como o0s
grupos da separacdo materna, foram manejados apenas pelo experimentador para a troca da
maravalha ao redor do ninho e reposi¢ao das dietas e dgua. Os filhotes foram desmamados aos

21 dias de vida (PN21) e utilizados em experimentos posteriores.

5.6  Testes comportamentais

5.6.1 Observaciao do comportamento materno

As observagdes do comportamento materno ocorreram simultaneamente com o
protocolo de intervencao neonatal (PN1 até PN10), conforme descrito por Champagne et al.,
2003. Ao todo, observamos o comportamento de 38 maes (Intacto OS: n =9, Separado OS: n
=9, Intacto AO: n = 11; Separado AO: n = 9). A partir do primeiro dia pos-natal (PN1) até o

décimo dia (PN10) as ninhadas foram observadas na propria sala de alojamento do Biotério,
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sem qualquer tipo de perturbacdo. As observagdes ocorreram 5 vezes ao dia, correspondendo
a trés sessdes no ciclo claro (10h, 13h e 17h30) e duas durante o ciclo escuro (06h e 20h),
conforme representado na figura. 2. Cada sess@o teve a durabilidade de 72 minutos e durante
este periodo, a cada trés minutos, o observador registrou em uma planilha os comportamentos
exibidos pelas maes, totalizando 25 registros por sessdo (125 observagdes por dia para cada
mae). Os comportamentos observados foram: comportamento de lamber, amamentagcdo em
cada uma das 3 posturas (mae com o dorso pouco arqueado, bem arqueado ou amamentando
de lado/de costas), também avaliamos a auséncia ou presenca da mae no ninho (ndo
amamentando), a recolhida de filhotes, constru¢do do ninho e a frequéncia com que as maes
se alimentavam ou bebiam agua. E importante ressaltar que muitos comportamentos ocorrem
de maneira simultanea, ¢ todos foram devidamente registrados na planilha (Anexo B). A
frequéncia de cada comportamento foi quantificada e registrada em um banco de dados de

acordo com os horarios das sessoes e os dias de observacgao.

Separacio
Materna

06:00 10:00 13:00 17:30 20:00

Fig.2: Horarios das sessdes de observacdo do comportamento materno.

5.6.2 Inconsisténcia comportamental

A qualidade do comportamento materno foi analisado através de um escore de
inconsisténcia comportamental estabelecido por Ivy et al., 2008 e seguindo a adaptacdo de
Couto-Pereira et al., 2016. As planilhas dos registros de observagao foram analisadas sessao
por sessdo a cada dia, e sempre que as maes mudaram de comportamento entre uma
observagdo e outra (a cada trés minutos), atribuimos o valor de 1. Os valores atribuidos as

alternancias de comportamento foram somados e divididos por 24 (nimero maximo de
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transi¢des possiveis entre as 25 observagdes de cada sessdo). Assim, originamos um escore de
inconsisténcia comportamental, que varia entre 0 e 1. Quanto mais alto o escore, maior a
fragmentagdo e inconsisténcia do comportamento materno. Foram consideradas transi¢des
entre os seguintes comportamentos: (1) amamentagdo: de acordo com Couto-Pereira et al,
2016, variagdes entre as diferentes posturas de amamentagdo nao serdo consideradas devido
ao risco de obter um resultado falso positivo, (2) comportamento de lamber, (3) recolhida de
filhotes, (4) constru¢cao do ninho, (5) mae no ninho, (6) mae fora do ninho, (7) mae se

alimentando ou bebendo agua.

5.6.3 Campo aberto

A tarefa do campo aberto foi realizado em uma arena contendo uma area central,
aversiva para os ratos, e representa um modelo amplamente utilizado para a avaliagdo da
atividade locomotora (Prut and Belzung, 2003). O aparato consiste de uma arena de madeira
com assoalho preto (50 x 50 cm, altura 50 cm). Com o auxilio do programa de avaliagdo de
imagens ANYMAZE®, o numero de cruzamentos entre linhas foi avaliado durante 10
minutos ap6és o animal ser colocado no aparato. A intensidade luminosa no centro do campo

aberto foi de 50 lux.

5.6.4 Corredor alimentar

Foi realizada a avaliagdo do consumo de rosquinhas de cereal doces ricas em
carboidratos simples (Froot Loops®). Os animais foram habituados a esse tipo de alimento
durante 5 dias, sendo que neste periodo eram mantidos em restricdo alimentar (recebendo
80% do consumo regular de ragdo). No sexto dia foi realizado o teste, onde as maes puderam
consumir a vontade suas respectivas dietas nas 24 horas anteriores. Foram avaliados a
laténcia para chegar aos cereais, a laténcia para a primeira mordida e a quantidade de cereal
ingerido. Os animais permaneceram durante trés minutos nos aparatos, tendo livre acesso as
rosquinhas. A quantidade de cereal oferecida aos animais foi padronizada em 10 rosquinhas
para cada um, e o peso inicial e final dos cereais foram calculados para avaliagao do consumo

em gramas (Silveira et al., 2006).
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5.6.5 Nado forcado

A tarefa foi realizada em duas etapas. Na primeira exposicdo os animais foram
colocados durante 15 minutos em um cilindro (20 x 70 cm, com agua a 25 + 2°C) sem area de
escape, assim o animal ¢ for¢ado a nadar para tentar fugir. A segunda exposicdo ocorreu 24h
ap6s a primeira e com tempo maximo de 5 minutos. Ao final do experimento as ratas foram
secas com toalhas e recolocadas nas caixas-moradia. Em ambas as sessdes os parametros
avaliados foram: (1) tempo de nado, (2) laténcia para o primeiro episddio de imobilidade e (3)

tempo de imobilidade (Porsolt et al., 1977; Porsolt et al., 1978; Hargreaves et al., 2005).

5.7 Ciclo estral

Apoés cada teste comportamental houve a avaliagdo do ciclo estral, a fim de monitorar
qualquer anomalia na ciclagem das fémeas. As ratas foram retiradas da caixa-moradia e
gentilmente manuseadas para que fiquem calmas e ndo se machuquem durante o
procedimento. Entdo, com o auxilio de uma micropipeta, foi introduzido e imediatamente
recuperado 50 pl de solugdo fisiologica (0,9%) na entrada da vagina do animal. A amostra foi
colocada em lamina de vidro e imediatamente analisada em microscopio Optico para

determinagdo da fase do ciclo estral: Diestro, Proestro, Estro e Metaestro (Freeman, 1994).

5.8 Eutanasia

Neste projeto analisamos somente pardmetros comportamentais, entretanto as maes
foram eutanasiadas para a dissecacdo de estruturas que serdo utilizadas em andlises
posteriores. A eutandsia ocorreu aproximadamente no 40° dia pods-natal, onde os animais
foram rapidamente decapitados com guilhotina sem uso de anestesia. Justifica-se este tipo de
procedimento pela necessidade de ndo interferir na liberagao de neurotransmissores, ja que as
estruturas serdo utilizadas posteriormente. As estruturas dissecadas foram imediatamente

congeladas a -80°C.
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5.9 Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados pelo programa SPSS Statistics 22.0 e representados
em graficos através do programa Prisma 5. Os dados paramétricos com distribui¢cdo normal
foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) de medidas repetidas ou entdo de uma
ou duas vias, dependendo dos fatores estudados. E quando necessario, as andlises foram
seguidas de teste post-hoc Tukey. Os valores foram representados através da média + erro
padrao da média (e.p.m.). Os niveis de significancia foram aceitos como diferentes quando os

valores de p foram menores ou iguais a 0,05.
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6. Resultados

6.1 Consumo alimentar e peso corporal

Durante o periodo gestacional, referente ao dia 1 até o dia 18 de gestacdo, as ratas
estavam agrupadas de 2 a 3 nas caixas moradia ¢ o consumo alimentar médio da caixa foi
avaliado durante durante 3 semanas. E importante mencionar que para a determinagio do
consumo na terceira semana consideramos, excepcionalmente, a média de trés dias, ja que foi
durante esse periodo que as ratas prenhes foram individualizadas para aguardar o nascimento
dos filhotes. Do primeiro até o 18° dia de gestagdo, as ratas foram divididas em dois grupos
experimentais: (1) Intacto OS: maes alimentadas com ragdo padrdao + oleo de soja e (2)
Intacto AO: maes alimentadas com ragdo padrdo + azeite de oliva. Com relagdo a analise
estatistica do consumo alimentar, referente a esse periodo gestacional, foi observado que o
consumo aumentou ao longo das semanas de maneira semelhante entre os grupos (F [2,34] =
24,295, p<0,001; Figura 3A), sem diferengas significativas de consumo entre as diferentes
dietas oferecidas (p>0,05). Com relacdo ao peso corporal, durante o mesmo periodo, foi
verificado que todos animais aumentaram de peso independente da dieta oferecida (F [2,72] =
634,044, p<0,001; Figura 3B). Considerando os dias restantes da semana do 18° até o 21° dia
de gestacdo, periodo caracterizado pelo o isolamento das ratas prenhes que antecede o
nascimento da prole, ndo houve diferencas estatisticas com relacdo ao consumo alimentar € o

peso corporal (p>0,05; Figuras 3C e 3D).

Apo6s o nascimento dos filhotes, os dois grupos iniciais (1 e 2) foram subdivididos em
intactos ou separagcdo materna, totalizando 4 grupos experimentais: (1) maes e filhotes
intactos, expostos a ragdo padrao com oOleo de soja, (2) maes e filhotes intactos, expostos a
racdo padrdo com azeite de oliva; (3) maes e filhotes que sofreram separacdo materna e que
foram expostos a ra¢do padrdo com o6leo de soja, (4) maes e filhotes que sofreram separacao
materna e que foram expostos a racdo padrao com azeite de oliva. No dia de nascimento dos
filhotes, considerado como dia pos-natal 0 (PNO), as ninhadas foram padronizadas
aleatoriamente em 8 filhotes de ambos os sexos por mae. Os protocolos de cuidado materno e

separacdo materna tiveram inicio no dia seguinte (PN1) e seguiram até o 10° dia pds-natal
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(PN10). Os filhotes foram desmamados no dia pds-natal 21 (PN21). Durante o periodo de
lactacdo, o consumo alimentar aumentou ao longo do tempo de forma semelhante em todos os
grupos (F [2,68] = 957,437, p<0,001; Figura 3E). Com relagdo ao peso corporal durante o

mesmo periodo, nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05; Figura 3F).
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Figura 3: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva e da separagdo materna sobre o consumo
alimentar (gramas) e o peso corporal (gramas) de ratas durante o periodo gestacional e lactacional. Do dia 1 até o
dia 18 de gestagdo, as ratas foram divididas em dois grupos experimentais: (1) Intacto OS (n = 18) ou (2) Intacto
AO (n =20). A Anova de Medidas repetidas mostrou um aumento no consumo alimentar (p<<0,001; Figura 3A) ¢
no peso corporal (p<0,001; Figura 3B) ao longo do periodo de observagdo. A partir do dia 18 até o dia 21 de
gestagdo, a Anova de Medidas repetidas ndo mostrou diferengas estatisticas com relagdo ao consumo alimentar
(p>0,05; Figura 3C) ao longo dos dias, e a Anova de duas vias também ndo mostrou efeito significativo no peso
corporal (p>0,05; Figura 3D). Apo6s o nascimento dos filhotes e durante o periodo lactacional, os animais foram
subdivididos em 4 grupos experimentais: (1) Intacto OS (n =9); (2) Intacto AO (n =11); (3) Separado OS (n=9)
e (4) Separado AO (n=9) e a Anova de Medidas repetidas mostrou que o consumo alimentar aumentou ao longo
do tempo de forma semelhante em todos os grupos (p<0,001; Figura 3E). Durante o periodo lactacional, nao foi

encontrado diferencas significativas no peso corporal (p>0,05; Figura 3F).

6.2 Cuidado Materno

A avaliagdo do cuidado materno ocorreu no dia pos-natal 1 (PN1) até o dia PN10 e as
ninhadas foram observadas 5 vezes ao dia, em horarios pré-determinados (6h, 10h, 13h,
17:30h, 20h), durante 10 dias consecutivos. As analises dos resultados, referente aos
comportamentos observados, mostram diferengas significativas com relagdo a separacio

materna e o consumo de azeite de oliva na frequéncia de lambidas e na frequéncia da postura

de amamentagdo com o dorso arqueado.

Com relacdo a frequéncia de lambidas, foi observado um aumento ao longo das horas
de observacao (F [4,136] = 28,558, p<0,001; Figura 4). Houve também uma interacao entre o
horario das sessdes e a separagdo materna, indicando um aumento da frequéncia de lambidas
das maes separadas na prole ao longo das horas (F [4,136] = 13,794, p<0,01; Figura 4A). Esse
comportamento foi observado com maior frequéncia nas sessoes das 13h (F [1,34] = 5,016,
p<0,05; Figura 4A) e 17h30 (F [1,34] = 4,221, p<0,05; Figura 4A). Quando analisado o
mesmo cuidado materno ao longo dos 10 dias, foi verificado um efeito do tempo (F [9,306] =
6,100, p<0,001; Figura 4B) e uma interacdo entre tempo e separacdo materna (F [9,306] =
2,29, p<0,02; Figura 4B), ambos os efeitos indicando um aumento no comportamento de
lambidas da mae na prole. Esse aumento nas lambidas induzido pela separacao materna foi
mais evidente no dia 8 (F [1,34] = 6,163, p<0,02; Figura 4B), dia 9 (F [1,34] = 12,346,
p<0,01; Figura 4B) e dia 10 (F [1,34] = 23,219, p<0,001; Figura 4B). Adicionalmente, no dia
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10 de observagao foi verificada uma interagdo entre separacao materna e dieta com azeite de
oliva (F [1,34] = 5,571, p<0,03; Figura 4B), indicando um aumento na frequéncia de lambidas
na prole induzido pelos dois fatores. Quando foi analisada a média total de lambidas durante
todos os periodos de observacdao, as maes submetidas a separacdo materna aumentaram a

frequéncia de lambidas na prole (F [1,34] = 6,799, p<0,02; Figura 4C).

Outro cuidado materno que apresentou diferengas significativas foi a postura de
amamentacao com dorso arqueado. Nesse parametro foi observado que ao longo das horas de
avaliacdo houve um aumento do comportamento materno em todos os grupos experimentais
(F [1,34] = 23,219, p<0,001; Figura 2D). Além disso, houve uma intera¢do entre as horas de
observagao e a separagao materna (F [4,136] = 11,703, p<0,001; Figura 2D), indicando que ao
longo das horas, as maes submetidas a separagdo materna aumentaram a frequéncia da postura
de amamentacdo com dorso arqueado em relag@o aos seus respectivos controles. Dentro desse
pardmetro de avaliagdo, as 17h30 (F [1,34] = 50,721, p<0,001; Figura 2D) esse
comportamento foi significativamente maior. Interessante que tanto as 6 horas (F [1,34] =
10,555, p<0,01; Figura 2D) e as 17h30 (F [1,34] = 14,614, p<0,01; Figura 2D) houve uma
interacdo entre separacdo materna e dieta padrdo com azeite de oliva, esse resultado indicou
que as maes separadas na presenca de uma dieta com azeite oliva reduziram o comportamento

de postura de amamentagdo com o dorso arqueado.

Analisando o mesmo tipo de cuidado materno durante 10 dias, foi verificado um
aumento na postura de amamentagdo com dorso arqueado ao longo dos dias (F [1,34] =
10,555, p<0,01; Figura 2E). Especificamente nos dias: 3 (F [1,34] = 5,041, p<0,05; Figura
2E), 4 (F [1,34] = 9,155, p<0,01; Figura 2E), 5 (F [1,34] = 6,304, p<0,02; Figura 2E), 8 (F
[1,34] = 4,916, p<0,05; Figura 2E) e 9 (F [1,34] = 4,072, p<0,05; Figura 2E), foi observada
uma interacao entre separagdo materna e dieta padrdo com azeite de oliva, indicando que as
maes separadas submetidas a uma dieta com azeite de oliva, reduziram essa postura de
amamentacao ao longo dos dias. Quando analisado a média de todos os dias observados,
houve um aumento do cuidado materno induzido pela separagdo materna (F [1,34] =
10,238,,p<0,01). Houve uma interagdo entre separacdo materna e dieta padrdo com azeite de

oliva (F [1,34] = 12,882, p<0,002; Figura 2F), indicando que as maes submetidas a separagao
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materna e que recebiam dieta com azeite de oliva reduziram a postura de amamentagao com
dorso arqueado.

Com a finalidade de verificar a qualidade do cuidado materno, o escore de
inconsisténcia comportamental foi avaliado conforme sugerido por Ivy et al. (2008). De
acordo com a analise, foi observado um aumento no escore de inconsisténcia ao longo das
horas de observagdo (F [4,136] =49,355, p<0,001) e uma interagdo entre horas de observagao
e separacdo materna (F [4,136] = 8,509, p<0,001). Principalmente as 17h30 o aumento do
escore de inconsisténcia foi maior nas maes separadas (F [1,34] = 36,465, p<0,001). Ao longo
dos 10 dias de observagao também foi verificado um aumento no escore de inconsisténcia (F
[4,136] = 6,544, p<0,001). No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os fatores
estudados com relagdo aos 10 dias de observagao (p>0,05). Além disso, as maes submetidas a
separa¢gdo materna mostraram um aumento no escore total de inconsisténcia (F [1,34] = 6,462,

p<0,02).
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Figura 4: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva e da separagdo materna sobre o cuidado materno.
Do dia pos-natal 1 (PN1) até o dia PN 10, as ninhadas foram subdivididas em 4 grupos experimentais: (1) Intacto
0OS (n = 9); (2) Intacto AO (n =11); (3) Separado OS (n = 9) e (4) Separado AO (n = 9), as observagdes
ocorreram em horarios pré-determinados (6h, 10h, 13h, 17h30, 20h), durante 10 dias consecutivos. A Anova de
Medidas repetidas mostrou um aumento na frequéncia de lambidas (p<0,001; Figura 4A) e um aumento na
frequéncia da postura de amamentacdo com dorso arqueado (p<0,001; Figura 4D). Além disso, foi observada
uma interacdo entre as horas de observagdo e a separagdo materna na frequéncia de lambidas (p<0,01; Figura
4A) e na frequéncia da postura de amamentagdo com dorso arqueado (p<0,001; Figura 4D). Anova de duas vias
indicou que as 13 horas os grupos separados aumentaram o comportamento de lambidas (p<0,05; Figura 4A) e as
17h30 houve um aumento na frequéncia de lambidas tanto nos grupos separados (p<0,001; Figura 4A) quanto
nos que receberam azeite de oliva na sua dieta (p<0,05; Figura 4A). A separagdo materna aumentou a postura de

amamentagio as 17h30 (p<0,001; Figura 4D). As 6 horas (p<0,01; Figura 4D) e as 17h30 (p<0,01; Figura 4D)
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houve uma interag@o entre separagdo materna e dieta padrdo com azeite de oliva na postura de amamentagdo. Ao
longo dos 10 dias, a Anova de medidas repetidas mostrou um efeito do tempo aumentando a frequéncia de
lambidas (p<0,001; Figura 4B) e a postura de amamentagdo (p<0,01; Figura 4E). Anova de duas vias indicou
que foi mais evidente o aumento das lambidas nos dias 8 (p<0,02; Figura 4B), 9 (p<0,01; Figura 4B) e 10
(p<0,001; Figura 4B), e no dia 10 houve uma interacdo entre separagdo materna ¢ dieta padrdo com azeite de
oliva (p<0,03; Figura 4B). Ja na postura de amamenta¢@o, houve uma intera¢do entre separa¢do materna ¢ azeite
de oliva nos dias: 3 (p<0,05; Figura 4E), 4 (p<0,01; Figura 4E), 5 (p<0,02; Figura 4E), 8 (p<0,05; Figura 4E) ¢ 9
(p < 0,05; Figura 4E). Anova de duas vias mostrou que a média total de lambidas (p<0,02; Figura 4C) e a média
total da postura de amamentacdo com o dorso arqueado (p<0,01; Figura4F) aumentaram nas maes que sofreram
separacdo materna. Houve também uma interacdo entre separacdo materna e dieta padrdo com azeite de oliva

(p<0,002; Figura 2F).

A B
0.6+ 0.8+
*
0.5+ * -
o] -9
.g 5
& <
o £ 0.4
g g S
£ = 0.2
0.1
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T T T T T T 1
6:00 10:00  13:00 17:30  20:00 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horas Dias
-8 Intacto OS Separado OS —¢- Intacto OS Separado OS
—-&- Intacto AO Separado AO 8= WifEcto AQ SpAIAda AD
C
*
0.4+

0.3

Inconsisténcia total
=]
)
1

0.1+
. o .-.-:
0.0- feieieneiee -
Bl Intacto OS Separado OS
Intacto AO Separado AO

Figura 5: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva e da separagdo materna sobre a inconsisténcia do
cuidado materno. Do dia pos-natal 1 (PN1) até o dia PN10, as ninhadas foram subdivididas em 4 grupos
experimentais: (1) Intacto OS (n = 9); (2) Intacto AO (n =11); (3) Separado OS (n =9) e (4) Separado AO (n =
9)

e foram observadas nos horarios pré-determinados (6h, 10h, 13h, 17h30, 20h), durante 10 dias consecutivos. A

Anova de medidas repetidas mostrou um aumento da inconsisténcia induzido pela separacdo materna ao longo
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das horas (p<0,001; Figura 5A), principalmente as 17h30 (p<0,001; F figura 5A), e ao longo dos dias (p<0,001;
Figura 5B). A anova de duas vias mostrou um aumento no escore total de inconsisténcia nas maes que foram

submetidas a separa¢do materna (p<0,02; Figura 5D).

6.3 Atividade locomotora e comportamento emocional

A atividade locomotora foi avaliada através do numero de cruzamentos realizados na
tarefa do campo aberto por 10 minutos. Nao houve diferencas significativas entre os grupos
estudados com relagdo a esse pardmetro avaliado (p>0,005), dados ndo mostrados. Para
verificar o comportamento emocional, foi avaliado o comportamento do tipo depressivo
através da tarefa do nado for¢ado de Porsolt. Essa tarefa foi verificada através de uma
exposicdo de 15 minutos e 24 horas apds por mais uma exposi¢do de 5 minutos. Nos 5
minutos iniciais da primeira exposicao, foi verificado uma redug¢do no tempo de nado (F
[1,34] = 4,107, p=0,05; Figura 6A), uma reducdo na laténcia para o primeiro episodio de
imobilidade (F [1,34] = 6,704, p<0,02; Figura 6C), e um aumento no tempo de imobilidade
nas maes submetidas a separagdo materna (F [1,34] = 4,107, p=0,05; Figura 6B). No segundo
dia a Anova de duas vias mostrou que as ratas submetidas a separagdo materna reduziram o
tempo de nado (F [1,34] =7,705, p<0,01; Figura 6E), ndo alteraram a laténcia para o primeiro
episodio de imobilidade (p > 0,05; Figura 6G) e aumentaram o tempo de imobilidade (F
[1,34] = 7,705, p<0,01; Figura 6F). O ciclo estral foi determinado apds a tarefa do nado

forcado tanto no primeiro dia (Figura 6D) quanto no segundo dia (Figura 6H) de experimento.

A motivacdo para buscar alimentos palatdveis pode estar relacionada com as
caracteristicas do comportamento depressivo. Para isso, foi avaliado o corredor alimentar que
mostrou que durante os dias de aprendizado os animais mostram uma redu¢do na laténcia para
chegar no alimento (F [4,112] = 8,730, p<0,01), uma redugdo na laténcia para dar a primeira
mordida no alimento (F [4,112] = 9,041, p<0,01) e um aumento no consumo do alimento doce
(F [4,112] = 13,934, p<0,01). Também foi observado um aumento na laténcia para chegar no
alimento nas maes separadas (F [1,28] = 5,341, p<0,03), principalmente no primeiro dia do
treino (F [1,28] = 5,761, p<0,03). Nao houve diferencas significativas nos mesmos parametros
avaliados no dia do teste, onde os animais estavam previamente alimentados (p>0,05; Figuras

7E, 7F e 7G). O ciclo estral foi determinado apods cada dia do treino da tarefa do corredor
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alimentar. A figura 7D, mostra a distribuicao das ratas em diferentes fases do ciclo estral no
primeiro dia de treino e a figura 7H mostra a distribuicdo das ratas em diferentes fases do

ciclo estral no dia do teste.
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Figura 6: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva e da separacdo materna sobre o comportamento
do tipo depressivo. A partir do dia pds-natal 25, as maes divididas nos 4 grupos experimentais: (1) Intacto OS (n
=9); (2) Intacto AO (n =11); (3) Separado OS (n =9) e (4) Separado AO (n =9) foram submetidas a tarefa do
nado for¢ado em dois dias consecutivos. No primeiro dia de exposi¢do os dados estdo mostrados em blocos de 5
minutos. Neste dia, a Anova de duas vias mostrou que a separagdo materna reduziu o tempo de nado (F [1,34] =
4,107, p=0,05; Figura 6A), reduziu a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade (F [1,34] = 6,704, p<0,02;
Figura 6C) e aumentou o tempo de imobilidade (F[1,34] = 4,107, p=0,05; Figura 6B), apenas nos primeiros 5
minutos. No segundo dia a Anova de duas vias mostrou que as ratas submetidas a separagdo materna reduziram o
tempo de nado (F [1,34] = 7,705, p<0,01; 6E), ndo alteraram a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade
(p>0,05; Figura 6G) e aumentaram o tempo de imobilidade (F [1,34] = 7,705, p<0,01; figura 6F). O ciclo estral
foi determinado apos a tarefa do nado forgado tanto no primeiro dia (Figura 6D) quanto no segundo dia (Figura

6H) de experimento.
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Figura 7: Efeito do consumo de uma dieta com azeite de oliva e da separacdo materna sobre o comportamento
alimentar. A partir do dia pds-natal 25, as maes divididas nos 4 grupos experimentais: (1) Intacto OS ; (2) Intacto
AO; (3) Separado OS e (4) Separado AO (tamanho amostral de 7 a 9 ratas por grupo) foram submetidas a tarefa
do corredor alimentar. A Anova de medidas repetidas mostrou que ao longo dos dias de treino as ratas
diminuiram a laténcia para chegar no alimento (F [4,112] = 8,730, p<0,01; Figura 7A) reduziram a laténcia para
dar a primeira mordida (F [4,112] = 9,041, p<0,01; Figura 7B) ¢ aumentaram o consumo ao longo dos dias de
treino (F [4,112] = 13,934, p<0,01; Figura 7C). Foi observado um aumento na laténcia nas maes separadas,
principalmente no primeiro dia (F [1,28] = 5,761, p<0,03; Figura 7A). No dia do teste ndo houve diferencas
significativas entre os grupos (p>0,05; Figuras 7E, 7F e 7G). A figura 7D, mostra a distribui¢do das ratas em
diferentes fases do ciclo estral no primeiro dia de treino e a figura 7H mostra a distribuigdo das ratas em

diferentes fases do ciclo estral no dia do teste.
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7. Discussao

Alguns estudos mostram que a exposi¢cdo aos estimulos estressores durante a gestacao
e o periodo pos-parto podem prejudicar a diade mae-filho (Marais et al., 2008; Kurata et al.,
2009; Sung et al., 2010; Couto-Pereira et al., 2016), e isso pode estar associado ao surgimento
de desordens do humor em diferentes estdgio do desenvolvimento tanto na mae quanto na
prole (Misdrahi et al., 2005; Boccia et al., 2007; Sung et al., 2010; Diehl et al., 2011, 2014).
Nos dias que se aproximam ao parto € no periodo pos-parto as ratas estdo em intensas
adaptagdes comportamentais e bioquimicas que contribuirdo para estimular o comportamento
materno. No entanto, uma intensa exposicao ao estresse, como a separa¢do materna nos 10
primeiros dias de vida pds-natal, pode induzir um comportamento depressivo das maes e
impactar efetivamente o cuidado com a prole (Caldji et al., 2000; Newport et al., 2002;

Lippmann et al., 2007).

Nesse sentido, a proposta deste estudo foi investigar se o consumo de uma dieta
suplementada com azeite de oliva durante o periodo gestacional e lactacional poderia prevenir
as consequéncias induzidas pela separagao materna sobre o comportamento das maes. Assim,
os principais achados mostraram que a separagao materna aumentou o cuidado materno de
forma fragmentada e induziu um comportamento depressivo nas maes. Os resultados também
mostraram que as ratas que consumiram uma dieta com azeite de oliva aumentaram as
frequéncias do comportamento materno ativo, € que esse aumento foi de forma consistente.
No entanto, quando as ratas passaram pelo estresse da separacao dos seus filhotes no periodo
neonatal, a dieta com azeite de oliva ndo foi capaz de prevenir a inconsisténcia do cuidado
induzida pela separacdo materna. O aumento agudo da postura de amamentagao com o dorso
arqueado também ¢ uma das consequéncias da separagdo materna, ¢ nossos resultados
mostram que as ratas que receberam as dietas suplementadas com azeite de oliva atenuaram
esse aumento. E importante destacar que ndo houve diferencas significativas com relagdo ao

consumo das dietas oferecidas e o peso corporal.

Nos roedores, o primeiro contato da mae com seus filhotes ocorre dentro do contexto
do ninho (Alberts et al., 1989; Stern, 1997), e imediatamente apos o parto as maes iniciam o

comportamento de cuidar da ninhada. O cuidado materno envolve a expressdo consistente e
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coordenada de uma série de comportamentos, realizando principalmente comportamentos de
lambida e promovendo a nutri¢do dos filhotes. Assim, a qualidade do cuidado desempenhado
pelas maes durante essas fases iniciais ¢ determinante para o desenvolvimento e
comportamento dos filhotes ao longo da vida (Liu et al al., 2000; Singh-Taylor et al., 2015;
Murgatroyd et al., 2015). A literatura mostra que filhotes provenientes de maes que
desempenhavam maiores frequéncias de lambidas, apresentam maior sinaptogénese
hipocampal e melhora no aprendizado e na memoria quando adultos (Liu et al., 2000). Dentro
desse contexto, interveng¢des durante o periodo neonatal podem influenciar a relacdo entre
mae e filho, afetando o desenvolvimento do sistema nervoso central ¢ induzindo uma falha ou
prejuizo no cuidado materno, podendo desencadear desfechos emocionais negativos nas maes

e na prole (Kurata et al., 2009; Sung et al., 2010; Diehl et al., 2014; Zalosnik et al., 2014).

Nossos resultados mostraram que a separagdo materna aumentou a frequéncia de
lambidas das maes nos filhotes, principalmente nas sessdes das 13h e 17h30, e ao longo dos
10 dias de observacao, destacando os dois ultimos dias. Os filhotes eram retirados do ninho
por volta das 14h30 e retornavam para as caixas moradia 3h depois, por volta das 17h30. Os
resultados mostraram um aumento agudo no cuidado materno logo apds o protocolo de
separacao, dados que vao de encontro com outros estudos publicados (Pryce et al., 2001;
Macri et al., 2004; Bodensteiner et al., 2012; Stamatakis et al., 2015; Couto-pereira et al.,
2016). O comportamento materno ativo foi mais frequente principalmente nas sessdes de
observagdo que correspondiam a fase clara, dados também observados em outros estudos,
mostrando que a postura de amamentagdo com o dorso arqueado e o comportamento de
lamber sd3o mais frequentes durante esse periodo (Champagne et al., 2003; Couto-pereira et
al., 2016). Além do efeito da separagao materna sobre o comportamento materno, o consumo
de uma dieta com azeite de oliva também promoveu um aumento na frequéncia lambidas da
mae, principalmente nas observagdes das 17h30. Além disso, no ultimo dia de observacdo do
comportamento materno foi verificada uma interacdo entre separacdo materna e dieta com
azeite de oliva, indicando um aumento na frequéncia de lambidas induzido pela dieta e pela

separacdo materna.
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Alguns estudos mostram que o aumento do cuidado materno torna os filhos mais
resilientes aos prejuizos ocasionados por ambientes estressores (Liu et al., 1997; Champagne
et al., 2003; Coutellier et al., 2008; van Hasselt et al., 2012; Singh-Taylor et al., 2015),
entretanto, a literatura vem demonstrando diversos prejuizos no comportamento emocional e
cognitivo nos animais que foram expostos ao estresse ocasionado pela separagdo materna

durante os primeiros estagios da vida (Lajud et al., 2012; Diehl et al., 2011, 2014).

Baseado no exposto acima, investigamos se o aumento do cuidado materno induzido
pela separagdo materna e pelo consumo de uma dieta com azeite de oliva foi de maneira
consistente e de qualidade. Para isso, realizamos o escore de inconsisténcia comportamental
de acordo com Ivy et al. (2008). Nesse estudo eles propuseram um escore comportamental
para medir a qualidade do cuidado materno. Dessa forma, aplicamos o escore de
inconsisténcia, conforme a adaptacdo de Couto-Pereira et al., 2016, e verificamos que as maes
que sofreram separagdo dos filhotes apresentavam um cuidado materno inconsistente e
fragmento. Assim, mesmo que a separa¢do materna tenha induzido um aumento na frequéncia
de lambidas e da amamentacdio com o dorso arqueado, esse comportamento foi mais
fragmentado e de pior qualidade. Resultados que novamente vao de encontro com a literatura

(Ivy et al., 2008; Couto-pereira et al., 2016).

As ratas que receberam azeite de oliva durante a gestacdo e a lactacdo também
aumentaram o cuidado materno, entretanto ndo demonstraram inconsisténcia no
comportamento. Atualmente, alguns estudos vém apontando que o consumo de azeite de oliva
pode trazer beneficios para o metabolismo periférico e central, melhorando o perfil lipidico,
diminuindo o desequilibrio oxidativo e atuando na reducdo da hiperglicemia, assim como,
melhorando a memoria e as respostas ao estresse (Solfrizzi et al., 2006; Naqvi et al, 2011;
Zeng et al., 2015; Gongalves-de-Albuquerque et al., 2016). A literatura também mostra que o
uso de dietas com azeite de oliva durante a gestacao atenuou disfunc¢des placentérias e induziu
uma programacao intrauterina que permitiu uma reducdo no retardo do desenvolvimento fetal
(Capobianco et al., 2018). Com relagdo aos nossos resultados, verificamos que as maes que
consumiram azeite de oliva aumentaram a frequéncia de lambidas na prole de forma

consistente e atenuaram o aumento aguda da amamentacdo com o dorso arqueado, induzido
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pela separagdo materna. Esse cuidado materno consistente e de prevencdo pode indicar que
possivelmente a presenga do azeite de oliva na dieta pode melhorar a qualidade do cuidado
materno das maes que sofrem separagdo da prole. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para conseguir atribuir o possivel efeito do azeite de oliva sobre esse parametro de analise
comportamental. Também ¢ importante mencionar que ainda sdo poucos os estudos que
ofereceram dietas suplementadas com azeite de oliva durante o periodo gestacional e
lactacional. Além disso, nenhum estudo buscou analisar os efeitos dessa dieta sobre o cuidado
materno, mostrando que nosso estudo ¢ o primeiro que busca investigar se o consumo de

azeite de oliva pode prevenir alteracdes comportamentais induzidas pela separa¢do materna

durante o periodo perinatal.

Na tentativa de compreender o porqué do cuidado materno ser inconsistente ¢ de baixa
qualidade nas maes que passaram por separacdo materna, também analisamos o
comportamento emocional dessas ratas. Assim, foi realizada a tarefa de nado forcado,
amplamente utilizado para medir o comportamento depressivo nos animais. Os resultados
mostraram que nos primeiros 5 minutos de exposi¢ao as ratas submetidas a separa¢cdo materna
diminuiram o tempo do nado, reduziram a laténcia para o primeiro episddio de imobilidade e
aumentaram o tempo total de imobilidade, indicando um comportamento depressivo. Ainda
no primeiro dia de exposi¢do, aos 10 e aos 15 minutos, esses animais apresentaram um
comportamento adaptativo e buscaram estratégias para ficarem imodveis na agua. A segunda
exposicao ocorreu 24 horas apds a primeira, onde as ratas foram novamente colocadas na
agua, mas dessa vez o tempo total foi de apenas 5 minutos. Também foi observado que a
separa¢cdo materna reduziu o tempo de nado e aumentou o tempo de imobilidade, refor¢ando
os resultados encontrados no primeiro dia de exposi¢do. Para verificar se o aumento no tempo
de imobilidade ndo poderia ser um comprometimento motor, foi realizada a tarefa do campo
aberto, onde ndo foram observadas diferencas significativas com relagdo a atividade

locomotora dessas ratas.

As ratas também foram submetidas a tarefa do corredor alimentar, com o objetivo de
analisar outro pardmetro comportamental para verificar se a separagdo materna induz o

comportamento depressivo. A tarefa do corredor alimentar avalia a motivagdo para buscar
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alimentos novos ¢ doces durante o estado de restricdo alimentar e durante o estado alimentado
do animal. Durante o primeiro dia de restricdo alimentar, foi verificado que as maes que
sofreram separagdo materna aumentaram a laténcia para buscar um alimento novo e doce,
mesmo em restricdo alimentar. Esse achado ¢ interessante, pois pode identificar a falta de
interesse ou de motivacao para consumir alimentos palataveis, caracteristica que se assemelha

ao comportamento depressivo.

Dentro do contexto da depressdo, ¢ importante chamar a atengdo para o periodo do
pos-parto. Muitas mulheres apresentam depressao durante essa fase da vida, e esse
comportamento prejudica diretamente o vinculo com o filho (Bennett et al., 2004). Em
modelos animais o estresse, como a separacdo materna, realizada durante o periodo do
pos-parto, tem induzido um comportamento depressivo nas maes (Boccia et al., 2007; Sun et
al., 2010), e como ja mencionado anteriormente, essa alteragdo no comportamento emocional
pode impactar o cuidado materno (Diehl et al., 2014; Zalosnik et al., 2014). Esses estudos
estdo de acordo com os nossos achados, mostrando que maes submetidas a separagdo da prole
apresentam um cuidado materno de baixa qualidade e um comportamento depressivo.
Adicionalmente, durante as tarefas comportamentais que avaliaram a atividade locomotora e o
comportamento emocional das ratas, logo apos a realizacao das tarefas verificamos a fase do

ciclo estral de cada animal.

Um estudo mostrou que as fémeas intactas apresentaram uma reducdo no
comportamento depressivo (reduzindo a imobilidade) durante a fase do proestro, onde ocorre
o pico de liberagdo do estradiol, quando comparado as outras fases do ciclo ou a ratos machos
(Gogos t al., 2018). Nossas analises mostraram que as ratas apresentaram uma distribuicdo em
todas as fases do ciclo, mesmo nas ratas separadas que apresentaram comportamento
depressivo. As alteragdes no comportamento emocional induzidas pela separagdo materna,
observadas neste estudo, ndo foram prevenidas pela dieta com azeite de oliva. No entanto, ¢
importante ressaltar que o este trabalho apresenta algumas limitagdes com relagdo ao tamanho
amostral, sendo necessario aumentar o nimero de animais por grupo para ter confiabilidade
com relacdo a falta de efeitos do consumo de azeite de oliva sobre o comportamento

emocional das maes. Contudo, nossos principais resultados mostraram que a separagao
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materna realizada no periodo pds-natal, de fato afeta o comportamento emocional das maes e
perturba a relagdo com os filhos. Esse vinculo entre as maes e a sua prole, mediado pelo
cuidado materno, fica fragmentado e inconsistente, mostrando que apesar do aumento do
cuidado materno, esse cuidado era de baixa qualidade. O consumo de uma dieta com azeite de
oliva mostrou alguns beneficios com relagdo ao cuidado materno. Foi verificado um aumento
nas lambidas sem aumentar o escore de inconsisténcia, assim como a reduc¢do na frequéncia
de amamentacao com o dorso arqueado, principalmente quando os filhotes retornaram para as
caixas-moradia. Esses achados apontam para um possivel papel neuroprotetor do azeite de
oliva, sugerindo que o uso desse alimento possa ser uma estratégia para reduzir o
desenvolvimento de desordens nas mies. E importante ressaltar que mais estudos sdo
necessarios para compreender os efeitos de uma dieta com azeite de oliva sobre o cuidado

materno € a emocionalidade das ratas.
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8. Conclusao

O presente estudo mostrou claramente que a separagdo materna no periodo neonatal
induziu um cuidado materno fragmentado e de baixa qualidade, assim como, induziu também
0 comportamento depressivo nas maes. O consumo de uma dieta com azeite de oliva foi capaz
de agir sobre parametros do cuidado materno, aumentando o cuidado materno de forma mais
homogénea e nao alterou a emocionalidade dessas ratas. Esses achados abrem uma nova linha
de investigacdo no que tange o possivel papel neuroprotetor do azeite de oliva para as maes
durante o pos-parto. Assim, a introdug¢ao de habitos alimentares mais saudaveis na dieta das
maes pode prevenir desordens neuropsiquidtricas e evitar prejuizos neuroquimicos e

comportamentais na prole.
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Perspectivas

Avaliar outros comportamentos desempenhados durante o cuidado materno, como o

tempo de recuperacao dos filhotes e o tempo de amamentagdo com a postura arqueada;

Avaliar a memoria das maes submetidas ou nao a separacdo, através do teste de

reconhecimento de objetos;

Avaliar parametros relacionados ao perfil redox no hipocampo dorsal e ventral das

maes;

Analisar marcadores relacionados com a atividade do eixo HPA;

Avaliar marcadores de plasticidade e neurogénese no hipocampo dorsal e ventral;
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ANEXO A - Tabela com a analise do percentual de acidos graxos presente no azeite de

oliva utilizado.

Tabela 2: Percentual de acidos graxos presentes na amostra de azeite de oliva. Cedido pela Embrapa Clima

Temperado (Pelotas - RS/Brasil).

%

Laurico C12:0 0,01
Miristico C14:0 0,01
Palmitico C16:0 16,42
Palmitoleico C16:1 1,57
Heptadecandico C17:0 0,06
HeptadecendicoC17:1 0,14
Estearico C18:0 272
Oléico C18:1 cis 63,43
Oléico C18:1 trans 4,03
Linoleico C18:2 9,09
Linolénico C18:3 0,78
Araquidico C20:0 0,70
Eicosendico C20:1 0,67
Behénico C22:0 0,23
Lignocérico C24:0 0,14
¥ Saturado 20,29
2 Monoinsaturados 69.84
2 Poliinsaturados 13,12
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ANEXO B - Tabela de registro das observacoes do comportamento materno.

Conforme Ivy et al., 2008

RATA: HG - High crouch (amamentando o/ dorso bem amqueadao) CN - Construgdio do ninho
Data do parto LW - Low crouch (amamentando o dorso pouco arqueado) OFF - Mée fora do ninho/caixs

5UP - Supine post. (amsmentando de lado ou decostas) R - Recolhida de fihotes
Minho L - Lambendao filhotes FFM - Filhotes fors do ninho

D - Duplo ninho N - Mo ninho sem posicdo de amamentacdo
DATA: DIAS PP: WF - Agusa/Comida
- ] 3 [ E] 1215 |18 | 2124 [ 27 | 30| 33| 36| 39| 42| 45| 48 | 51| 54 | &7 [ 1:00[1:03]|1:06[1:09] 1:12
=
o
o
& ] 3 [ E] 12 |15 |18 |21 | 24 |27 | 30| 33 | 26| 39| 42| 45| 48 | 51| 54 | 57 | 1:00]1:03]1:06[1:09]1:12
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