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RESUMO

O estresse precoce (EP) no periodo neonatal (PN) modula vias encefalicas envolvidas
na geracao de respostas heddnicas. Deste modo, o consumo de alimentos palataveis
ao longo da vida pode ser alterado pelo EP, e isto € demonstrado em modelos animais
em ratos, com intervencdes neste periodo, como a manipulacdo neonatal, e a
separacao materna. Um modelo animal que vem ganhando destaque neste aspecto €
a restricdo da maravalha do ninho, do inglés "Limited bedding and nesting” (LBN). O
protocolo de LBN é realizado nos primeiros dias de vida da ninhada de ratos, do dia 2
ao 9 pos-nascimento (PND), com a produgdo de um ninho empobrecido pela mée,
com apenas uma toalha de papel fornecida pelo experimentador, na caixa de moradia.
A ninhada torna-se estressada junto da genitora, com consequéncias a longo prazo
no comportamento de brincar, bem como frente a drogas de abuso, demonstrando
anedonia. Uma das causas destes efeitos nos filhotes se deve por modificagdes no
cuidado materno, que torna-se fragmentado e cadtico levado pela falta de subsidio na
construgéo do ninho. Junto disso, 0 modelo de LBN tem sido descrito com potencial
translacional, semelhante a mées deprimidas ou que abusem de substancias
psicoativas. Desta maneira, o objetivo do presente estudo foi avaliar em ratos adultos
(machos e fémeas) submetidos ao protocolo LBN e controles, o comportamento frente
a alimentos palataveis. Com isso, 0os animais (machos: controles, N=13, LBN=16;
fémeas: controles,N=15, LBN=12) foram submetidos ao protocolo de LBN, do PND 2
a 9. Apos isso, a caixa moradia retomou as condigcdes normais com a presenca de
maravalha, e, no PND 21 de vida os animais foram desmamados e se a sexagem
ocorreu. No PND 60 de vida os animais permaneceram sem nenhuma outra alteracao
em ambiente de biotério quando foram randomizados. Aos 70 dias de vida, iniciou-se
a tarefa do corredor, que avalia o tempo para a busca e consumo em gramas de
alimento palatavel, a partir dos treinos, e, apés 5 dias o teste foi realizado, para
avaliacdo do comportamento alimentar a cereais doces (Froot Loop’s Kellog’s ®). Aos
90 dias, os animais foram submetidos a um estresse agudo com choque nas patas e
posteriormente foi executada a avaliagdo do consumo e preferéncia alimentar em
caixa moradia, para verificacdo se um segundo desafio estressor agudo, pode
modificar a ingestao de alimento doce. Foi verificado se um desafio agudo pode alterar
o padrédo de consumo dos animais. Ao final dos experimentos, aos 100 dias de vida
0S animais eutanasiados. Os resultados demonstraram que no teste do corredor
houve uma diferenca entre 0s sexos nos grupos controles, onde as fémeas chegaram
mais rapido ao alimento doce, entretanto os animais de ambos 0s sexos, submetidos
ao protocolo LBN, levaram mais tempo para iniciar a comer o alimento doce quando
comparados ao controle. Quando avaliou-se o consumo de alimentos apés o estresse
agudo por choque nas patas, observou-se que 0s animais machos submetidos ao
protocolo LBN ingerem maior quantidade de alimento em relacdo ao controle, tanto
imediatamente apds quanto 24 horas apés o choque. E as fémeas consomem maior
qguantidade de cereal doce em relacdo aos machos tanto antes quanto depois do
choque independente de grupo. Entretanto, a medida do consumo de racao padrao
ao longo das treze semanas demonstrou que as fémeas ingerem proporcodes inferiores
em relagdo aos machos. Houve também um menor consumo de racdo padréo pelos
animais LBN em comparacéo aos seus controles. Observou-se que o0 comportamento
alimentar possui alteracdes relacionadas a motivagcdo dos animais para comer o
alimento doce. Estes comportamentos podem estar relacionados com as vias
neuroquimicas de regiées como nucleo accumbens e cortex pré-frontal. Sugere-se a



necessidade da realizacdo de mais experimentos testando comportamentos
especificos, bem como as vias neuroquimicas envolvidas.

Palavras-chaves: Alimentacdo. Estresse. LBN.



ABSTRACT

Early life stress (ELS) in the neonatal period (NP) modulates brain pathways involved
in the generation of hedonic responses. Thus, the consumption of palatable foods
throughout life can be altered by the EIS, which was demonstrated in animal models
with rats submitted to interventions in this period, such as neonatal handling and
maternal separation. The animal model that has been gaining prominence in this
regard is the restriction of nest shavings, named “Limited bedding and nesting” (LBN).
The LBN protocol is executed in the first days of life of the rat litter, from day 2 to 9
postnatal day (PND), with the construction of an impoverished nest by the mother, with
only a paper towel provided by the experimenter, in the home cage. The litter became
stressed alongside their mother, with long-term consequences on playing behavior as
well as on the use of drugs, presenting anhedonia. One of the causes of these effects
on the litter is due to the changes in maternal care, which becomes fragmented and
chaotic as a result of the lack of support for nest building. Furthermore, the LBN model
has been described with translational potential, similar to depressed mothers or
mothers who abuse psychoactive substances. Therefore, the purpose of the present
study was to evaluate the behavior towards palatable foods of adult rats (male and
female) that were submitted to the LBN protocol and controls. The animals that were
submitted to the LBN protocol from day 2 to 9 post-birth (PB). After that, the home cage
returned to normal conditions with the presence of wood shavings, and at 21 days of
life, the animals were weaned and shared by sex. On day 60 of life, the animals
remained without any other changes in the vivarium environment when they were
randomized. At PND 70, the runway task was started, initiated by training and after 5
days the test was performed to evaluate the eating behavior towards sweet cereals
(Kellogg's Froot Loop's). At 90 days, the animals were submitted to a second hit stress
of foot shock and later the evaluation of the consumption and food preference was
carried out in a home-cage. It was verified whether an acute challenge could change
the food consumption pattern of the animals. At the end of the experiments, at 100
days of life, the animals were euthanized. The results showed that in the runway task,
there was a difference between the sexes in the control groups, where the females
reached the sweet food faster, however, the animals of both sexes that went through
the LBN protocol, took longer to start eating the sweet food when compared to the
control group. When the food consumption after acute stress due to the shock
experience was evaluated, it was observed that male animals submitted to the LBN
protocol ingested more food when compared to the control group, both immediately
and in the 24 hours after the shock. Females consumed more sweet cereal than males
both before and after the shock, regardless of the group. Nonetheless, the
measurement of standard feed intake over the thirteen weeks showed that females
ingest smaller portions than males. There was also a lower consumption of standard
feed by LBN animals compared to their controls. It was observed that eating behavior
has changes related to the animals' motivation to eat sweet food. These behaviors may
be related to neurochemical pathways in regions such as the nucleus accumbens and
prefrontal cortex. It is suggested the need to carry out more experiments testing
specific behaviors, as well as the neurochemical pathways involved.

Keywords: Feeding. Stress. LBN.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH Hormonio adrenocorticotropico

Ag Amigdala

AN Anedonia

CPF Cortex Pré-frontal

EP Estresse precoce

HPA Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal
LBN Restricao da Maravalha do Ninho (do inglés "Limited bed and nesting”)
MN Manipulacéo neonatal

NAc Nucleo Accumbens

PHE Periodo hiporresponsivo ao estresse
PM Privagdo Materna

PND Pés nascimento

PN Periodo Neonatal

POMC Pro6-opiomelanocortina

SM Separacdo Materna
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1. INTRODUCAO

Os periodos pés-nascimento e a infancia sdo conhecidamente janelas de
vulnerabilidade a alterac6es no neurodesenvolvimento, pois nestes momentos ha uma
extensa neuroplasticidade (Leyrer-Jackson et al. 2021). O estresse precoce devido a
episédios traumaticos (ex: estresse por maus-tratos infantis, negligéncia parental,
abusos fisicos, psicologicos e sexuais) sdo acontecimentos que deixam marcas
permanentes no individuo e aumentam 0s riscos para o surgimento e a permanéncia
de certos transtornos, como a depressao, abuso de substancias psicoativas como
alcool e drogas, transtornos alimentares, entre outros (Williams et al. 2022).

O estresse no periodo neonatal (PN) pode ser evidenciado por eventos
traumaticos sofridos pela mae no puerpério (luto, ansiedade e depresséo), que
modifica seu padréo de cuidados com a prole, tanto em humanos quanto em modelos
animais em roedores. Desta forma, estas situagbes aversivas podem levar a
perturbacdes no desenvolvimento da circuitaria do eixo hipotdlamo-pituitaria- adrenal
(HPA) dos filhotes. Diante disso, alteracbes comportamentais e metabdlicas a longo
prazo podem ser promovidas, como é o caso de transtornos alimentares e suas
consequéncias: (i) compulsdo alimentar e obesidade, ou ma nutricdo; (ii) respostas
alteradas a comportamentos recompensadores; e (ii) em humanos uma maior
sensibilidade a rejeicdo, o que pode ser um gatilho desencadeador a psicopatologias
relacionadas a alimentacdo (Chami et al. 2018).

Modelos animais de adversidades precoces no PN podem mimetizar situacées
de estresse no inicio da vida. Sdo exemplos bem descritos na literatura, a manipulacéo
neonatal (MN), a separacao (SM) e a privagdo materna (PM), que induzem alteragbes
no cuidado materno neste periodo (Gallo et al. 2019). Como consequéncia, a MN, por
exemplo, induz um remodelamento do comportamento alimentar dos filhotes a longo
prazo, o que promove respostas alteradas a alimentos palataveis (doces e salgados).
Junto disso, animais MN possuem uma diminuicdo de resposta a substancias no

metabolismo da dopamina no ndcleo accumbens (NAc) (Leyrer-Jackson et al. 2021).
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Um modelo experimental de estresse precoce, que atualmente vem sendo
estudado com énfase € o ninho empobrecido, do inglés “Limited bedding and nesting”
(LBN). Este modelo promove uma restricdo da maravalha do ninho de ratos,
normalmente do segundo dia de vida até o nono, o que repercute no comportamento
materno, levando a uma hipervigilancia em relacéo aos filhotes. Este aspecto materno
para com a ninhada pode ser um fator indutor dos efeitos comportamentais e
neuroquimicos do modelo LBN observado nos filhotes ao longo da vida (Gallo et al.
2019). O modelo de LBN pode modular a resposta a eventos estressores na idade
adulta, e desta forma gerar consequéncias negativas, por exemplo em
comportamentos do tipo depressivo, ansioso e frente a recompensas palataveis
(Williams et al. 2022).

1.1 O desenvolvimento do Eixo Hipéfise- Pituitaria-Adenal

A responsividade do eixo HPA difere entre as fases de desenvolvimento pré e
pos-natal do rato. Durante o periodo fetal ha uma grande secrecéo do glicocorticéide
corticosterona, seguida por uma moderada resposta ao estresse no momento do
nascimento, e finalmente acompanhada de sua diminuicdo até a segunda semana de
vida pos-natal, denominado periodo hiporresponsivo ao estresse (PHE) (Kent et al.
2022). A ocorréncia do PHE esta relacionada a diminui¢do da atividade do eixo HPA
ao final da gestacédo, que afeta também o PN. Diante disso, o filhote possui uma
imaturidade dos secretagogos adrenocorticais, e sua mediacdo se d4, sobretudo via
diminuicdo da sensibilidade da adrenal ao hormonio adrenocorticotropico (ACTH), e
um aumento exacerbado da retroalimentacdo negativa dos glicocorticéides na
hipofise (Kent et al. 2022; Gallo et al. 2019). Por essas razdes, ha nessa fase uma
diminuicdo da resposta do eixo HPA a estimulos nocivos e o comportamento de
cuidado materno nesta fase é decisorio para a manutencao do PHE (Kent et al. 2022;
Eck et al. 2020). No entanto, mesmo com a concentracao total de corticosterona
plasmatica baixa, a fracdo biologicamente ativa é relativamente alta. Isto permite a
manutencao das ac0Oes fisioldgicas deste hormonio no desenvolvimento de 6érgaos
como pulmdes, pancreas e sistema nervoso, durante o PHE (Kent et al. 2022; Yam
etal. 2017). Negligéncia parental e estresse no PN podem exacerbar o funcionamento

do eixo HPA nesta fase, o que ndo condiz com o desenvolvimento fisiol6égico no
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animal. Em humanos, sabe-se que este fenbmeno também € observado, entretanto
ainda ndo é compreendido exatamente o periodo de ocorréncia, o que indica ser entre
seis e 12 meses de idade (Eck et al. 2020; Van Bodegom et al. 2017). Gradualmente,
em seguida ao PHE, ha um aumento da responsividade adrenocortical ao ACTH
devido a maturacéo fisioldgica do rato, sendo esse periodo em torno dos 14-21 dias
de vida (Van Bodegom et al. 2017).

1.2 Modelo animal de estresse de ninho empobrecido (LBN)

O modelo de LBN, como ja citado anteriormente, demonstra o empobrecimento
do ninho dos animais, com a auséncia de maravalha no periodo neonatal. E
considerado um estresse robusto para os filhotes bem como para a genitora da
ninhada devido as seguintes condicdes estabelecidas na caixa moradia:

(i) Diminuicdo de constituintes do ninho: ocorre a auséncia de maravalha,
porém com a adi¢cdo de uma folha de papel toalha e um assoalho metalico. Desta
forma, a mae constréi o ninho com pedacos de papel, contudo ha dificuldade de
enterrar os filhotes, e sendo assim o ambiente torna-se empobrecido. A limpeza e
troca de toalhas de papel se d4, segundo a literatura, a cada dois dias (Bolton et al.
2019; Eck et al. 2020).

(i) Tempo de estresse: de acordo com o protocolo postulado por Bolton et al.
2018, o modelo de LBN se da do dia poés-natal (PND) 2 até 0 9. ApéGs este periodo a
caixa moradia retoma os aspectos normais de assoalho de maravalha, até o momento
do desmame e sexagem, no PND 21 (Bolton et al. 2019; Walker et al. 2017).

Unido as circunstancias do ambiente, o modelo de LBN modifica o padrao do
cuidado materno.

Piores condicfes de vida levadas pela vulnerabilidade social, e pobreza, geram
consequéncias como a fome, falta de abrigo adequado, agua ou servigos de saude.
Como consequéncia, 0 estresse precoce se estabelece entre mées e filhos e com
isso, efeitos diretos no neurodesenvolvimento podem ocorrer gerando impactos
intergeracionais que provavelmente afetam a saude e a funcdo mental, ndo apenas
dos individuos diretamente afetados, mas também de seus descendentes (Walker et
al. 2017). O modelo de LBN, possui repercussdes persistentes ao longo da vida dos
filhotes, visto que, o periodo neonatal € um momento de grande sensibilidade neural

a alteracdes ambientais. Em 2019, Bolton e colaboradores em um estudo de revisao
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realizaram um mapeamento das regides encefalicas consideradas “chave” para o
desencadeamento de modificacbes levadas pelo modelo. Foi observado que esta
adversidade leva a um aumento da atividade excitatoria glutamatérgica no nucleo
paraventricular do hipotalamo na populacéo de neurénios liberadores de CRH. E este
efeito se mantém, induzindo uma hiperatividade do eixo HPA na idade adulta. Ja nas
experiéncias de cuidado materno adequado e previsivel, 0 nimero de neurdnios desta
regido é menor e o eixo neuroenddcrino possui funcionamento basal (Bolton et al.
2019; Sanchez et al. 2021).

Ja é evidenciado na literatura que o estresse precoce pode predispor 0s
individuos ao abuso de substancias psicoativas bem como a transtornos alimentares
(Leyrer-Jackson et al. 2021). Estudos bioquimicos indicam que o estresse por LBN
induz a varia¢gdes no horménio gastrico indutor da fome, a grelina, durante a infancia
dos animais, particularmente em fémeas. Além disso, vias hipotalamicas compostas
de neurbnios liberadores de neuropetideo Y e peptideo agouti (AgRP) mostraram-se
mais densas em animais LBN jovens. Contudo, a quantificagéo de racéo ingerida nao
foi mensurada (Yam et al. 2017).

1.2.1 Comportamento materno em ninhadas LBN

O comportamento materno no modelo de LBN possui quantitativamente
aspectos normais de uma ninhada de roedores: lambidas, grooming, lambidas
anogenitais e o carregamento dos filhotes. Contudo, é evidenciado na literatura uma
fragmentacdo deste, onde torna-se cadtico e imprevisivel em tempo de duracéo,
guando comparado aos controles (lvy et al. 2008; Rice et al.2008; Gallo et al. 2019).
Também € descrito que a rata genitora possui aumento na ansiedade e
corticosterona, e mantém um comportamento hipervigilante e atento frente a ninhada,
demonstrado com um aumento de entradas e saidas do ninho e interrompendo
comportamentos individuais dos filhotes. Junto disso, € evidenciado por Gallo et al.
2019, uma conduta do tipo abusiva e agressiva, em que a mae promove atos como o
de chutar os filhotes seguidamente por maior tempo de duragéo, principalmente no
periodo claro, em comparagao aos controles. Estes comportamentos maternos foram
descritos serem dependentes do ciclo circadiano, onde na fase clara ha interacdes
aberrantes da mée com os filhotes, e isso resulta em condi¢cfes psicopatoldgicas nos

filhotes, como descrito por Goodwill et al. 2019, em que ha hipersbnia e
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comportamento do tipo depressivo. Por isso, hipotetiza- se que os efeitos do estresse
por LBN nos filhotes seja uma consequéncia do comportamento materno durante o
periodo neonatal. Segundo Walker, em 2017, o modelo LBN possui um aspecto
translacional com semelhanca ao estresse em humanos nesse momento da vida,

entre mae e filho.

1.3 Vias encefalicas do comportamento alimentar e modificacGes
associadas ao estresse precoce no periodo neonatal

A alimentacdo pode ser encarada como algo prazeroso e nao apenas
homeostatico. Com isso, o encéfalo diante de um alimento saboroso recebe estimulos
sensoriais através da percepcéo lingual do sabor que ascende ao tronco encefélico,
talamo e ao coértex gustatorio insular. Apés, esta informacao chega ao estriado ventral
mais conhecido como NAc que estimula circuitos de recompensa. O seguimento da
projecao se da do NAc para nucleos hipotalamicos, mesencéfalo e cortex frontal e
suas sub-regiées como o orbito- frontal. A ingestdo de alimentos palataveis doces
ativa vias no sistema mesolimbico, com a liberacdo de dopamina na expectativa da
chegada da recompensa e receptores opidides do tipo pu no NAc (Sanchez et al.
2021). Da mesma maneira, estudos que avaliam a antecipac¢ao de recompensas nos
distarbios alimentares mostram um aumento de atividade no NAc (Laguna et al.
2021).

Os modelos animais de PM e SM ambos no periodo neonatal, indicam um
aumento do consumo alimentar palatavel e decréscimo de ragcdo padrao na idade
adulta. Estes pontos séo detalhados no estudo de Lima et al. 2019, que apontou que
a PM diminui o neuropeptideo hipotalamico pré-opiomelanocortina (POMC), que
auxilia na inducéo de saciedade, de maneira sexo especifica apenas em machos e
uma maior resiliéncia das fémeas ao estresse (Lima et al. 2019).

Ja no NAc o estresse precoce pode moldar as vias encefélicas, e por isso
alterar respostas a recompensas palataveis. A partir destes aspectos, o
comportamento alimentar pode ser programado a longo prazo, tanto em roedores
como em humanos. Um exemplo disso € o modelo animal de MN, que leva a breve
separacao entre a mae e os filhotes apdés o nascimento, induz a um aumento da

ingestdo de cereais doces (Froot loops Kelloggs®) na vida adulta, em relacdo aos
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controles, com menor laténcia para consumo. Quando estes animais sd0 expostos
cronicamente a chocolate na idade adulta, nota-se um acréscimo no consumo nas
primeiras horas de apresentagdo do novo alimento bem como ao longo do tempo
(Bolton et al. 2018, Noschang et al. 2012, Silveira et al. 2010).

Quando animais LBN sdo expostos a dietas cronicas palataveis, com
alto teor de carboidratos ou gorduras, percebe-se uma modificacdo em marcadores
neuroquimicos, como o receptor GR em hipocampo, onde a combinacdo de ambas
variaveis (estresse e dieta) induz seu aumento. Junto disso, modificacbes metabdlicas
também sdo observadas, como maior deposicdo de gordura abdominal e uma
diminuicdo na sinalizacdo intracelular de receptores de leptina, essenciais para a
inducdo de saciedade (Cunha et al. 2020). O comportamento do tipo ansioso € um
aspecto relevante relacionado ao comportamento alimentar. Verificou-se no estudo
de Bazhan et al. 2020, que animais originados em ninhos empobrecidos e
alimentados com dietas ricas em acucares e gorduras, do desmame até a idade
adulta, mostraram menor ansiedade que aqueles com racdo padréo. Desta maneira,
nota-se que possivelmente os roedores LBN podem possuir um comportamento
alimentar diferenciado, o que leva a alteracbes subsequentes encefalicas e
comportamentais (Bazhan. et al. 2020).

Eventos estressores agudos podem ser desencadeantes de episodios de
compulsao ou até mesmo uma inibicdo alimentar em humanos e ratos saciados, pois
através da resposta ao estresse inicial pela liberacdo de CRH, ha uma estimulacao
da hipdéfise com uma liberacdo de hormdnio (ACTH) e posterior acdo na glandula
adrenal para a ativacdo da liberagdo de glicocorticéides levando aos seus efeitos
periféricos e centrais. Entretanto, ha uma via hipotalamica que recebe inervacao de
CRH no nucleo arqueado, inibindo neurénios produtores de neuropeptideo Y (NPY)
e peptideo derivado do gene da cutia (AgRP) que séo estimuladores do
comportamento alimentar (Yam et al. 2017).

Especula-se que no modelo de estresse precoce, o LBN, haja uma modificacao
do comportamento alimentar palatavel, visto que a anedonia mostrou-se evidente nos

estudos citados anteriormente com chocolate e cocaina (Bolton et al. 2018).

1.4 Comportamento alimentar e Anedonia em animais LBN

A anedonia € uma diminuicdo da capacidade de sentir ou demonstrar prazer
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frente a situagbes comumente prazerosas. Em ratos pode-se testar este aspecto
avaliando caracteristicas comportamentais no teste de preferéncia a sacarose, onde
0s animais geralmente ingerem maior quantidade de agua acucarada. Quando h&
uma diminuicao desta caracteristica h4 uma associagdo com anedonia. Junto disso,
drogas psicoativas como a cocaina, e ou 0 comportamento social dos animais jovens
€ associado a hedonia. Os animais LBN, ja na puberdade exibem diminuicdo da
preferéncia a sacarose e do comportamento de brincar demonstrado pelos estudos
de Bolton et al. 2017. Em uma tarefa para obtencéo de concentracdes crescentes de
cocaina, os animais LBN adultos tendem a diminuir sua motivacdo na busca da droga
mediante toque em alavanca, o que foi explicado como um quesito aneddnico
relacionado aos animais estressados precocemente no periodo neonatal (Bolton et
al. 2018). Estas acOes sdo possivelmente moduladas por um aumento na
conectividade da amigdala (Ag) com o cortex pré-frontal (CPF), vias estas
relacionadas a medo e ansiedade (Bolton et al. 2017 & 2018). O comportamento
frente a alimentos palataveis envolve vias heddnicas e homeostaticas. E, sabe-se que
0 estresse precoce pode alterar e de alguma forma programar estas vias ao longo da
vida, permitindo uma maior vulnerabilidade a transtornos alimentares (Sanchez et al.
2021).

A partir destes aspectos, hipotetiza-se duas possibilidades: (i) os animais
estressados precocemente por meio do modelo de LBN possuam uma modificacao
no comportamento alimentar (para cereais doces: Froot Loops) por meio do teste do
corredor, consumindo menor quantidade em gramas devido a uma possivel anedonia;
e (i) quando submetidos ao commportamento alimentar ap0s estresse agudo que

consumam maior quantidade de alimento doce.

2. OBJETIVO

Avaliar o comportamento alimentar hedonico através do teste do consumo de
alimento palatavel antes e apds um estimulo de estresse agudo em ratos submetidos
ao modelo animal de ninho empobrecido (LBN) e comparar as diferencas

comportamentais entre machos e fémeas.

2.1 Objetivos especificos
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2.1.1. Avaliar o comportamento alimentar na tarefa do corredor em ratos machos e
fémeas, de 70 dias, submetidos ao estresse de ninho empobrecido no periodo
neonatal;

2.1.2. Avaliar o comportamento alimentar na caixa moradia apds um estresse agudo
em ratos machos e fémeas, de 90 dias, submetidos ao estresse de ninho empobrecido
no periodo neonatal,

2.1.3. Avaliar o peso corporal e consumo alimentar em gramas dos ratos, machos e
fémeas, de 21, 70 e 90 dias de vida, submetidos ao estresse de ninho empobrecido

no periodo neonatal.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais: foram utilizadas 14 ratas Wistar prenhes, primiparas,
provenientes do Centro de Reproducédo e Experimentacdo de Animais de Laboratério
(CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, randomicamente
selecionadas. As ratas permaneceram no Biotério do Departamento de Bioquimica
(UFRGS), individualmente, em caixas-moradia, confeccionadas de polipropileno com
as dimensdes de 40cm x 33cm x 17,8 cm de altura recobertas por tampas elevadas
de arame de ferro carbono perfilado, com tratamento de zincagem e eletropolimento.
O assoalho da caixa foi recoberto de maravalhas, e foram mantidas em um ambiente
controlado: ciclo normal claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 + 2°C, limpeza
das caixas uma vez por semana, agua e racdo padrdo ad libitum. As ninhadas foram

padronizadas em 8 filhotes (no maximo 24h apds o nascimento).

O total de 56 filhotes foram utilizados no estudo. As ninhadas foram divididas
em 4 grupos: 2 controles (macho e fémea) que permaneceram sem nenhum tipo de
manipulagéo até o desmame, e 2 submetidas ao procedimento de ninho empobrecido
(macho e fémea). Foram utilizados no maximo 2 animais de cada ninhada nos
experimentos comportamentais para evitar o viés de ninhada. Desta forma os grupos

foram caracterizados abaixo:
Controles: deixados intocados até o desmame / Machos=13 Fémeas=15;

Aprovacdo CEUA/UFRGS (numero 40338) (Anexo 1).
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3.2 Ninho empobrecido: Machos=16 e Fémeas=12.

O protocolo de LBN segue o descrito por Bolton et al. 2018 e 2019 (adaptado).
Inicialmente foi colocada uma toalha de papel para que a mae possuisse algum
subsidio para formacao do ninho. Contudo, neste protocolo ndo houve maravalha nas
caixas. Este aspecto se deu do dia 2 ao dia 9 de vida dos filhotes, sendo o dia do
nascimento considerado o dia zero. Do momento do nascimento dos animais até
atingirem 21 dias, a limpeza das caixas moradias de ambos 0s grupos de animais foi
efetuada sempre pelo mesmo pesquisador, e nas ninhadas controles a maravalha suja
foi substituida por maravalha limpa, com cuidado para que houvesse o menor contato
possivel com as ninhadas (filhotes e mée).As trocas de toalhas de papel dos animais
LBN, foram realizadas a cada dois dias, como descreve Bolton et al. 2018 e 2019.
ApOs o periodo de ninho empobrecido, os animais foram mantidos no biotério com
maravalha nas caixas até atingir 21 dias quando ocorreu o desmame e a sexagem. Os
animais do mesmo sexo foram mantidos ha mesma caixa (No maximo n=6/caixa ou 0
namero de irmdos obtidos na ninhada do mesmo sexo/ninhada), em ambiente
controlado até atingirem 60 dias quando foram randomizados. Dez dias depois os

testes comportamentais foram realizados.

Figura 1. Limpeza das caixas Figura 2. Protocolo LBN

Fonte: Elaborada pelo autor Fonte: Elaborada pelo autor

3.3 Teste do corredor: comportamento alimentar

Aos 70 dias de vida dos animais, foi avaliado o consumo de alimento palatavel,
o cereal doce Froot Loops Kellog's®. O protocolo usado foi descrito por Silveira et al.

2010, conforme segue: os animais foram colocados em uma caixa retangular
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iluminada (40 cm - 15 cm - 20 cm) com piso e paredes laterais de madeira e teto de
vidro. A caixa comportamental possui estas medidas padronizadas para que o animal
consiga aprender que ao final do corredor ha a recompensa doce, sem que haja
distracdes devido ao curto tempo de analise. Dez unidades de Froot Loops (Kellogg's)
foram colocados em uma extremidade da caixa e os animais foram habituados a esse
tipo de alimento durante 5 dias, sendo que neste periodo estavam em restricao
alimentar para que estejam motivados a ingerir o cereal doce e a partir disso permita
gue o aprendizado se instale (recebendo 80% do consumo regular de racdo padrao).
No sexto dia foi realizado o teste, com os animais alimentados, tendo recebido racao
padrdo a vontade nas 24 horas anteriores. O teste ocorre com 0s animais alimentados
para verificacdo do padréo de consumo de alimento doce referente a um componente
hedbnico, e ndo homeostético. O aparato foi limpo com uma pequena quantidade de
alcool 30% entre os animais e de 70% para troca de diferentes sexos.

A quantidade de alimento ingerido, bem como a laténcia para provar o alimento,

em restricdo alimentar e no estado alimentado, foram avaliadas durante 3 minutos.

Figura 3. Teste do corredor Figura 4. Teste do corredor

Fonte: Elaborada pelo autor Fonte: Elaborada pelo autor

3.4 Avaliacéo da resposta alimentar ao estresse agudo

Aos 90 dias de vida, com os animais alimentados, foram avaliadas as diferencas
comportamentais entre grupo controle e LBN quanto a resposta alimentar a um
ambiente estressor. O estresse foi utilizado visando alterar a ingestéo de alimentos em

condicdes de saciedade. Os animais foram submetidos a quatro sesstes de 3
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segundos de choque de 0,6 mA em uma camara de choque. Os ratos foram entédo
devolvidos as suas caixas moradia, sozinhos, para que logo apos fosse realizado o
teste de resposta alimentar com oferecimento de froot loops ad libitum por 10 minutos .
Foi registrada a quantidade (em gramas) de froot loops consumida nesse tempo. Apos
24 horas os animais foram submetidos novamente ao teste de resposta alimentar nas

mesmas condi¢des. Este protocolo foi descrito por Boggiano et al. 2007.

Figura 5. Avaliagdo do consumo na caixa moradia

Fonte: Elaborada pelo autor

3.5 Avaliacéo do peso corporal dos animais

Os animais foram pesados aos 21, 70 e 90 dias de vida, bem como durante e
apos a tarefa da resposta alimentar, e ao final do ultimo experimento comportamental.
A quantidade de racdo padrdo consumidas foi mensurada em gramas semanalmente
no periodo de 90 dias.

Todos os experimentos estdo sumarizados na figura da linha do tempo abaixo:
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LINHA DO TEMPO DOS EXPERIMENTOS

Procedimento de

LEN Randomizacao Eutanasia
] . D
Dia do nascimento esmame € Teste do corredor Estresse agudo
sexagem Comportamento

alimentar

Figura 6: Linha de tempo dos experimentos segundo o protocolo LBN.

3.6 Averiguacgéo do ciclo estral

O ciclo estral das ratas foi averiguado no dia de ambos os testes, tanto
no 6° dia do teste do corredor onde foi medido o comportamento alimentar
bem como no primeiro dia de teste com choque nas patas. O procedimento
foi realizado com a insercdo de 50uL de solucdo salina 0,9% na cavidade
vaginal, e a posterior coleta do material para uma lamina de microscopia. O
esfregaco foi observado em microscépio optico e as fases do ciclo anotadas
para posterior analise estatistica. Foram determinadas as fases do ciclo estral
segundo os estudos de Marcondes, et al. 2002 e Paccola, et al. 2013, em
que consistiam nas caracteristicas: (i) proestro com predominancia de células
epiteliais nucleadas com aspecto glandular; (ii) estro com presenca de células
epiteliais superficiais que geralmente sdo anucleadas; (iii) metaestro com o
aparecimento de leucdcitos junto de células nucleadas e anucleadas; e (iv)
diestro com o predominio de leucécitos no esfregaco, sem presenca de

células da mucosa aparentes (Marcondes et al. 2002; Paccola et al. 2013).

4. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o teste de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para
dados normais foi realizada a ANOVA de duas vias de medidas repetidas para analisar
os dados do tempo de laténcia para chegar ao alimento palatavel, tempo de laténcia
para iniciar a comer o alimento e quantidade de alimento consumida (g) nos 5 dias de
treino do teste do corredor. Para avaliar o tempo de laténcia para chegar ao alimento
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palatavel, tempo de laténcia para iniciar a comer o alimento e quantidade de alimento
consumida (g) no sexto dia, chamado dia do teste, utilizou-se a ANOVA de duas vias.
Na avaliacdo da resposta alimentar ao estresse agudo logo apés e 24 horas depois
do estresse por choque nas patas utilizou-se a ANOVA de duas vias de medidas
repetidas. A analise dos resultados do peso corporal dos ratos durante os 90 dias de
duracéo do protocolo foi realizada através do teste de ANOVA de medidas repetidas,
bem como do consumo de racdo padrao que foi mensurada semanalmente durante
0s 90 dias. Em todas as analises os parametros “grupo e sexo” foram apontados como
fatores.

A relagéo das fases do ciclo estral nos testes de comportamento alimentar das
ratas foi analisada pelo teste de ANOVA de uma via.

O teste pos hoc usado, quando necesséario, foi o teste de Bonferroni.

O Software Spss® versao 22 foi utilizado para o calculo estatistico, e o valor de
p<0,05 foi considerado significativo. Os dados foram apresentados como média + erro

padrdo da média.

5. RESULTADOS

5.1 Teste do corredor: comportamento alimentar

Os resultados indicam que, na andlise da laténcia para chegar ao alimento
palatavel no teste do corredor (Figura 7), durante as sessfes de treino (Figura 7A),
nao houve diferenca significativa ao longo do tempo [F(4, 457,705)= 1,769; P=0.150].
Entretanto, no dia do teste (Figura 7B), quando os animais estavam saciados, houve
diferenca entre os sexos [F (1, 166,662)= 4,027; P=0,050] no tempo de laténcia para
chegar ao final do corredor. As fémeas do grupo controle chegaram mais rapido ao
alimento doce do que os machos do grupo controle (P=0,042, ANOVA de duas
vias/Bonferroni) . Considerando os resultados do parametro laténcia para comer, nas
sessoOes de treino (Figura 7C) ndo houve diferenca significativa [F(4, 208)=1,418; P=
0,229]. Ja no dia do teste (Figura 7D), com os animais saciados, houve diferenca
significativa entre os grupos no tempo de laténcia para comer o alimento doce.Os
animais de ambos os sexos, submetidos ao protocolo LBN, levaram mais tempo para
iniciar a comer o alimento doce [F(1, 10034,83= 5,564; P=0,022].
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Figura 7. Efeito do modelo animal de LBN no tempo de laténcia para chegar ou comer o alimento
palatavel doce no teste do Corredor em ratos machos e fémeas. (A) Tempo de laténcia (s) para chegar
ao alimento,durante os cinco dias de treino, com os animais em restricdo alimentar de 20% (P>0,05,
ANOVA de duas vias de medidas repetidas). (B) Tempo de laténcia (s) para chegar ao alimento no dia
do teste (sexto dia) com os animais saciados. *P<0,05, ANOVA de duas vias/Bonferroni.(C) Tempo de
laténcia (s) para comer o alimento,durante os cinco dias de treino, com o0s animais em restricdo
alimentar de 20%. P>0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas).(D) Tempo de laténcia (s) para
comer o alimento no dia do teste (sexto dia) com os animais saciados. *P<0,05, ANOVA de duas
vias/Bonferroni. Valores expressos como média (s) * erro padréo, (Machos: N= 13 controles, N=16
LBN; Fémeas: N= 15 controles, N=12 LBN). Em todas as analises os pardmetros “grupo e sexo” foram

apontados como fatores.

A Figura 8A demonstra que houve um aumento do consumo de alimento
palatavel ao longo das sessdes durante os dias de treino [F(3,103, 161,380)= 30,060;
P<0,0001], verificando-se um efeito do sexo em que as fémeas do grupo LBN
consomem maior quantidade de alimento doce palatavel do que os machos do grupo
LBN (P=0,024, ANOVA de duas vias de medidas repetidas/Bonferroni). No dia do

teste (Figura 8B) observou-se novamente que houve diferenca entre os sexos [F (1,
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2,458)=10,257; P=0,002]. O grupo controle das fémeas consumiu maior quantidade
de alimento doce (P=0,003 Anova de duas vias/Bonferroni) em relacdo ao grupo
controle dos machos e novamente os grupos LBN macho e fémea também diferiram
(P=0,011, ANOVA de duas vias/Bonferroni).
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Figura 8. Efeito do modelo animal de LBN no consumo de alimento palatavel doce em ratos machos e
fémeas. (A) Consumo (g) de alimento doce palatavel,durante os cinco dias de treino, com 0s animais
em restricdo alimentar de 20%. *P<0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas/Bonferroni entre
machos e fémeas do grupo LBN. (B) Consumo (g) de alimento doce palatavel no dia do teste (sexto
dia) com os animais saciados. *P<0,05, ANOVA de duas vias/Bonferroni entre machos e fémeas do
grupo controle e LBN, respectivamente .Valores expressos em média (g) = erro padrédo, (Machos: N=
13 controles, N=16 LBN; Fémeas: N= 15 controles, N=12 LBN).

5.2 Avaliagcéo daresposta ao estresse agudo no comportamento alimentar

A avaliacdo do consumo de alimento doce palatavel logo apds o choque nas
patas e 24 horas depois (Figura 9) demonstrou que houve diferenca significativa entre
0s grupos [F(1,5,595)= 4,069; P=0,049], e uma interacdo Grupo*Sexo, [F(1, 6,802)=
4,947; P=0,030] onde os machos quando submetidos ao modelo de LBN consomem
mais alimento doce logo apdés o choque, bem como 24 horas apos
(P=0,021,ANOVA/Bonferroni). Observou-se diferenca entre os sexos [F(1.
24,226)=17,620; P<0,001], onde o grupo controle das fémeas ingere maior quantidade
de alimento doce quando comparadas ao grupo controle dos machos
(P<0.001,ANOVA/Bonferroni).
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Figura 9. Efeito do estresse (choque nas patas) agudo e 24 horas ap6s no consumo (g) de alimento
doce palatavel em caixa moradia dos ratos (machos e fémeas) submetidos previamente ao modelo
animal de LBN. Animais em restricdo alimentar de 20%. *P<0,05, Interagdo grupo*sexo em relacdo ao
grupo de machos LBN, ANOVA de duas vias de medidas repetidas; **P<0,001, ANOVA de duas vias
de medidas repetidas/Bonferroni em relacdo ao grupo de machos e fémeas controle. Valores expressos

em média + erro padrdo, (Machos: N= 13 controles, N=16 LBN; FEémeas: N= 15 controles, N=12 LBN).

5.3 Avaliacdo do peso dos animais e consumo de racédo padrao

ao longo davida

Em ambos grupos (controle e LBN) e sexo (machos e fémeas) houve
um ganho de peso corporal [F(1,718, 68,737)= 6073,59; P<0,001] durante o
periodo de 90 dias (Figura 10). Neste mesmo periodo o ganho de peso das
fémeas foi menor quando comparadas aos machos [F(1,718, 67716,75)=
402,2016; P<0,001]. Houve diferenca entre os grupos, [F(1,718, 68,737)=
6,898; P<0,001] onde os animais LBN ganharam menos peso ao longo do
tempo, entretanto visualmente no grafico as diferencas sao percebidas em

menor aspecto.
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Figura 10. Peso corporal (g) de ratos machos e fémeas ao longo do protocolo (90 dias). ** P<0,001
ANOVA de duas vias de medidas repetidas/Bonferroni entre machos e fémeas do grupo controle e
LBN, respectivamente. ** P<0,001, ANOVA de duas vias de medidas repetidas/Bonferroni entre os
grupos controle e LBN. Dados expressos em média = desvio padrdo, (Machos: N= 11 controles, N=13
LBN; Fémeas:N= 10, controles, N=10).

Observou-se diferengas significativas no consumo de racao padrao durante as
treze semanas (90 dias) de experimentos comportamentais (Figura 11). Da primeira
semana de mensuracdo do consumo, isto €, apos o desmame, até o final das treze
semanas, percebeu-se um aumento do consumo ja previsto com o crescimento dos
animais [F(3,825, 103,265)=222,554; P<0,001].

grupo*sexo, observou-se que 0s animais machos ingerem maior quantidade de racéo

Na avaliagdo das interacOes

padrdo em comparacdo com as fémeas, ao longo do tempo [F(3,825, 103,265)=
19,267; P<0,001]. Houve diferenca entre os grupos, onde os animais LBN consomem
menor quantidade de racdo padrdo ao longo do tempo mensurado, [F(3,825,
103,265)=2,618; P=0,042]. Junto disso, observou-se uma interacao grupo*sexo, onde
fémeas LBN ingerem a menor quantidade de ragdo padrdo ao longo do tempo,
[F(3,825, 103,265)= 2,896; P=0,028].
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Figura 11. Consumo (g) semanal de racdo padrdo pelos ratos machos e fémeas controles e LBN,
durante o periodo de desenvolvimento do protocolo (13 semanas). *P=0,042, Teste ANOVA de medidas
repetidas, diferenca de grupo, entre controles e LBN; *P=0,028, Teste ANOVA de medidas repetidas,
interacdo grupo*sexo onde fémeas LBN ingerem menor quantidade de alimento; **P<0,001, Teste
ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni, entre machos e fémeas do grupo controle e LBN,
respectivamente. Dados expressos em média + desvio padréo, (Machos: N= 5 controles, N=10 LBN;

Fémeas: N= 8, controles, N=8).
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5.3.1 Avaliacdo do consumo de racao padréo naterceira e quarta
semana de vida dos animais (puberdade das fémeas e machos

respectivamente)

Durante a terceira semana de vida dos animais (entre PND 35-40) foi
avaliado especificamente, o consumo dos animais visto que é considerado o
periodo da puberdade das fémeas, (Figura 12). Junto disso, avaliou-se
também pontualmente o consumo na quarta semana, (entre PND 42-47),
momento este considerado a puberdade dos machos. Foi realizado o teste
de ANOVA de duas vidas em cada semana. Na terceira semana observou-
se que uma diferenca de grupo, onde animais LBN ingerem menor
guantidade de racdo padrdo que controles, [F(1, 27)=11,676;P=0,002]. Ao
mesmo tempo, percebeu-se uma diferenca entre os sexos, em que fémeas
ingerem menor quantidade de ragdo em relagdo aos machos
[F(1,27)=29,278; P<0,001]. No entanto, houve apenas uma tendéncia de
interacdo grupo*sexo [F(1,27)=3,352; P=0,078], sendo as fémeas LBN com
menor consumo neste ponto. E, na quarta semana, constatou-se as
diferencas da semana anterior entre os grupos [F(1, 27)=68,750;P<0,001],
entre os sexos [F(1, 27)=128,691;P<0,001, e interagcédo grupo*sexo, [F(1, 27)=
5,029; P=0,033](Figura 12).
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Figura 12. Consumo (g) de racao padrao na terceira e quarta semana de vida pelos animais fémeas e
machos controles e LBN, durante a puberdade, respectivamente. Na terceira semana, *P=0,002,
ANOVA de duas vias, com diferen¢a entre 0s grupos, onde animais LBN consomem menos que seus
controles; **P<0,001, diferenca entre os sexos, em que fémeas consomem menos que 0s machos. Na
quarta semana, **P<0,001,ANOVA de duas vias, com com diferen¢a entre 0os grupos, onde animais
LBN consomem menos que seus controles; **P<0,001, diferenca entre os sexos, em que fémeas
consomem menos que os machos; *P=0,033, com interacdo grupo*sexo, onde fémeas LBN consomem
menor quantidade de alimento.

5.4 Avaliagao do ciclo estral como fator interferente nos testes comportamentais

5.4.1 Ciclo estral e teste do corredor: comportamento alimentar

Foi verificada a fase do ciclo estral, proestro, estro, diestro e metaestro, no
sexto dia do teste do corredor, sendo as fases do ciclo consideradas como fatores no
teste para avaliacdo de uma possivel interferéncia. Em ambos os parametros, (i)
laténcia para chegar (P=0,804), (ii) laténcia para comer (P=0,987) e (iii) quantidade de
alimento consumido (P=0,726), ndo observou-se diferenca significativa das fases do

ciclo como fatores, respectivamente. Dados ndo mostrados.
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5.4.2 Ciclo estral e avaliagcédo da resposta alimentar ao estresse agudo

A analise do ciclo estral foi realizada no primeiro dia da resposta alimentar ao
estresse agudo. Verificou-se que nao houve diferenca no comportamento alimentar

referente as fases do ciclo das ratas, P=0,721.Dados nao mostrados.

6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o0 modelo de estresse de ninho
empobrecido (LBN) possui efeitos de maneira sexo especificos sobre o
comportamento alimentar tanto no teste do corredor, bem como em caixa moradia
apos estresse agudo. Foi observado que frente a alimentos palataveis, os cereais
doces Froot loops Kelloggs®, as fémeas tiveram uma menor laténcia para chegar no
alimento, e consomem uma maior quantidade do cereal. Ja na laténcia para comer,
0s animais submetidos ao protocolo LBN de ambos os sexos levam maior tempo para
iniciar este comportamento. Nos resultados apés o estresse agudo por choque nas
patas, os animais machos do grupo LBN ingerem maior quantidade de alimento que
seus controles, tanto imediatamente apds quanto 24 horas depois do episodio agudo.
E novamente, as fémeas consomem maior quantidade de cereal doce em relacéo aos
machos, independente de grupo, antes e depois do choque. J& com relacdo ao
consumo de racéo padrédo ao longo das treze semanas de mensuracdo, as fémeas
ingerem quantidades inferiores aos machos. Junto disso, percebeu-se também um
menor consumo de ragcdo padrdo pelos animais LBN em comparacdo aos seus

controles.

As fémeas demoram menos tempo para chegar ao fim do corredor no dia do
teste, e consomem maior quantidade de cereal, sem interferéncia do modelo de LBN
nos resultados. Este aspecto pode demonstrar uma maior motivagao das fémeas na
busca por recompensas doces e consequentemente seu consumo. O estudo de Tapia,
et al. 2019, corrobora com o presente trabalho, visto que foram analisados ratos
machos e fémeas da linhagem Sprague-Dawley em caixas operantes, treinados para
conseguir pellets de sacarose mediante pressdo em alavanca, bem como o seu

consumo ad libitum. Verificou-se que as fémeas possuem maior refor¢o (pressionam
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mais vezes a alavanca) na tarefa que machos, quando submetidas a: (i) teste com
tratamento farmacoldégico com morfina (substancia que modula comportamentos de
consumo palatavel); e (ii) privacao alimentar (Tapia, et al. 2019). O estudo de Gamaro,
et al. 2003 aponta para a mesma direcdo, onde fémeas adultas estressadas
cronicamente e controles, ambas ovariectomizadas e suplementadas com estradiol
ou veiculo, ingeriram maior quantidade de alimento doce (Gamaro, et al. 2003).
Indica-se também que recompensas alimentares podem ser divididas em dois
aspectos, uma fragdo hedénica representativa do “gostar” controlada por mediadores
opiodides encefalicos e uma parcela que indica um elemento motivacional, do “querer”
modulada por vias dopaminérgicas (Baldo et al. 2013, Barbano, et al. 2007, 2006;
Berridge, et al.1996), contudo ambas vias ndo foram mensuradas ainda no presente
trabalho. Junto disso, o estudo de Souza, et al. 2020, indica que o0s alimentos

palataveis sdo de maior escolha e consumo por fémeas.

Ao que tudo indica, o modelo de LBN aparenta nao causar grande impacto em
fémeas e hipotetiza-se que elas possam ser mais resilientes ao estresse precoce que
0s machos, neste protocolo. Contudo, Machado, et al. 2013, avaliou ratas submetidas
ao estresse de LBN que exibiram ansiedade na vida adulta e hiper-reatividade do eixo
HPA quando submetidas a um segundo desafio estressor, tendo aumento na ingestao
de uma dieta palatavel sob condicdes de livre escolha. Nesses animais, a preferéncia
por alimentos palataveis, caldricos e enriquecidos com acgucar/gordura pode decorrer
do habito de usar esse tipo de alimento para amenizar os efeitos negativos da
exposicao ao estresse (Machado, et al. 2013). Junto destes aspectos, quando fémeas
sdo submetidas a protocolos de estresse por privagdo materna, como descrito por
Lima, etal., 2021, percebe-se que ocorre uma diminuicdo do consumo de alimentos
palataveis bem como do metabdlito, acido 5-hidroxi-indolacético (5HIAA) na amigdala
(Lima, et al. 2021). Em concordancia com esta ideia, Goodwill, et al., 2019 observaram
que 0 estresse no inicio da vida leva a um comportamento do tipo depressivo e
fendtipo aneddnico em fémeas. Esses resultados em conjunto sugerem que, fémeas
com privacdo materna tendem a consumir menos alimentos palataveis (Goodwill et
al., 2019). A partir destes dados, aponta-se que as fémeas podem possuir maior
motivagao a alimentos doces bem como seu consumo, contudo o estresse por LBN

nao demonstrou afetar este comportamento.
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No que se refere a laténcia para comer, os animais LBN, tanto machos quanto
fémeas levam maior tempo, no teste do corredor, para iniciar este comportamento.
Esta condi¢cao parece estar relacionada ao ato do “querer” iniciar o comportamento
consumatorio, citado anteriormente, sendo este modulado por vias dopaminérgicas
de cunho motivacional. Estas caracteristicas poderiam estar relacionadas com uma
possivel anedonia levada por LBN. Este ponto é exibido no estudo de Bolton, et al.
2018, onde foi verificado o comportamento de auto-administracdo de cocaina
mediante reforco por pressionamento de alavanca na tarefa denominada “Behavior
economic test”. Nesta avaliacdo 0s animais necesitariam aumentar progressivamente
seus esforcos para conseguir as mesmas doses da droga infundida na corrente
sanguinea, sendo considerado pelos autores um “preco a pagar’. Porém, o modelo
de LBN diminuiu seu empenho e consequentemente o consumo. Junto disso, também
diminuiu a ingestdo de chocolate “M&Ms” fornecido livremente em caixa
moradia.(Bolton, et al. 2018). Outro estudo que apontou efeitos aneddnicos nos
animais LBN machos, foi publicado por Kangas, et al. 2022, com a diminuicdo da
ingestdo de sacarose em teste de preferéncia, bem como a exposicdo dos animais a
tarefa de recompensa probabilistica. Esta Ultima, que possui versao para humanos,
indica o aprendizado acerca de recompensa em uma tela sensivel ao toque, onde os
animais devem distinguir linhas em comprimento, em trials de treino e teste
sucessivos, e seus acertos sao gratificados com leite condensado. Acertos diminuidos
nesta tarefa estdo associados a anedonia, em humanos e modelos experimentais
(Kangas, et al. 2022). Este estudo pode estar correlacionado com o0s animais
submetidos ao LBN avaliados neste trabalho, que parecem possuir menor resposta a

recompensa palatavel na motivacdo para comer.

Na tarefa do corredor, o aspecto motivacional corrobora com o fendtipo
comportamental descrito por Bolton, pois devido ao maior tempo de laténcia para
comer, contudo o consumo na tarefa néo foi estatisticamente significativo no modelo
de LBN, e o contrario foi percebido no consumo apds o choque nas patas com

aumento deste padrao.

No estudo de Bolton, et al. 2018, os animais submetidos ao protocolo LBN
possuem modificacdes comportamentais e neuroquimicas de longo prazo, diante, por

exemplo, de episddios prazerosos, como 0 comportamento social de brincar em ratos
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jovens, e consumo de sacarose. Unido a isso, a atividade intrinseca da amigdala (Ag)
mostra-se aumentada juntamente com suas conexdes com o cortex pré-frontal (CPF),

vias estas relacionadas a medo e ansiedade (Bolton et al. 2018).

No estudo de Sanchez, et al. 2021 que avalia a motivacdo na auto-
administragao de morfina, foi indicado que os animais do grupo LBN tiveram um menor
breakpoint, isto €, um menor nimero basal de pressionamento da alavanca para
obtencdo de recompensa que seus controles. Além disso, os machos LBN possuem
uma reducédo da frequéncia de potenciais excitatérios pds-sinapticos espontaneos no
ndcleo accumbens (Sanchez, et al. 2021). De acordo com 0 mesmo estudo, pode-se
hipotetizar que os animais LBN do presente estudo também possuam menor
motivacdo, no entanto apenas uma recompensa palatavel foi testada, e as vias

encefalicas ainda devem ser avaliadas.

O presente estudo apontou que um segundo evento estressor na vida de
animais do grupo LBN promove um aumento do consumo alimentar, principalmente
em animais machos quando comparado com os controles. O que se distingue dos
resultados obtidos do teste do corredor, em que a diferenca entre 0os grupos ocorreu
apenas na laténcia para comer, com maior tempo para tal. J4 as fémeas corroboram
seu comportamento em ambas tarefas, com maior consumo independente do estresse
precoce. Entretanto, também pode-se indicar que as fémeas, por ja possuirem um
alto consumo de alimento doce, precisem de maior tempo de avaliagdo do consumo,
visto que hipotetiza-se que possa ter havido um efeito “teto”, e ndo foram verificadas
diferencas por este motivo.

O estudo de Pefa et al. 2019, comparou diferentes modelos de estresse
precoce neonatal (separacdo materna, separacdo com reducdo de ninho,
manipulacdo neonatal) em diferentes levas de camundongos machos, e apos
estabeleceu um segundo hit de estresse na vida adulta por derrota social. Foi
verificada uma diminuicdo da preferéncia a sacarose em animais separados, e
separados com ninho reduzido. O presente resultado indica, na tarefa comportamental
com um segundo hit de estresse, um contraponto em relacdo a anedonia nos animais
(Pena et al. 2019). Na mesma linha de raciocinio o estudo de Pefa et al. 2017,
realizou um estresse precoce por separacao materna tardia (em torno de PND 10 a

20) em camundongos machos e um segundo hit por derrota social em animais adultos.
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Foi verificado que, apos o Ultimo estresse, os animais diminuiram a preferéncia a
sacarose bem como exploragdo social perante outros animais, apresentaram um
comportamento do tipo ansioso em campo aberto e tiveram maior imobilidade no teste
de nado for¢cado. Junto disso, percebeu-se alteracdes na imunorreatividade do fator
de transcricdo orthodenticle homeobox 2 (OTX2) na area tegmental ventral, que esta
presente em neurdnios dopaminérgicos e auxilia no seu neurodesevolvimento. Neste
estudo o OTX2 foi correlacionado como uma assinatura transcricional de
vulnerabilidade a comportamento do tipo depressivo. Este mesmo marcador nao foi
encontrado alterado no nacleo accumbens (Pefia et al. 2017). Diante deste resultado,
em comparacgao ao presente estudo, pode-se supor que os animais LBN submetidos
a um segundo hit de estresse tenham caracteristicas ansiogénicas (0 que precisa ser
testado), e esta caracteristica aumentaria a chance do aumento do consumo de

alimento doce, contudo a anedonia hdo mostra-se dentro desta hipotese.

Nosso estudo mostra que a relacdo entre peso e sexo Nnos animais sao
diferentes, onde fémeas sdo mais leves em comparacdo aos machos. Em
consonancia com isso, houve diferencas significativas entre 0s grupos, em que 0s
animais LBN possuem menor peso corporal que seus controles.O estudo de Pardo et
al. 2022, analisou o0 ganho de peso corporal em roedores, para verificar os efeitos do
modelo de LBN durante o desenvolvimento, infancia, adolescéncia e na idade adulta.
Observou-se que durante o desenvolvimento inicial os filhotes machos e fémeas do
grupo LBN reduziram o ganho de peso corporal. Durante o periodo da adolescéncia,
0 ganho de peso corporal de machos do protocolo LBN foi semelhante ao controle,
mas em fémeas do grupo LBN foi reduzido significativamente em relagao ao controle.
Durante o periodo adulto os machos e fémeas LBN reduziram significativamente seu
peso corporal em comparacdo com os controles. Esses resultados sugerem que o0s
animais do modelo LBN possuem alteracdo no ganho de peso corporal dos filhotes de
roedores. Animais LBN e machos, tiveram seu ganho de peso corporal reduzido
durante o desenvolvimento inicial e no periodo adulto, mas ndo na adolescéncia. As
fémeas LBN reduziram seu ganho de peso corporal durante o desenvolvimento inicial,
adolescéncia e idade adulta (Pardo et al. 2023). Junto disso, o estudo de White et al.
2019, mostra que o protocolo de LBN também causa reduc¢éo similar no peso corporal
em machos e fémeas. Um dos achados € a redugéo do peso corporal, com padréo

semelhante em ambos o0s sexos. Roedores machos e fémeas mostram reducgdes
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semelhantes no peso, diferencas importantes entre 0s sexos ja estdo presentes
durante o periodo pés-natal inicial levantando a possibilidade de que mecanismos um
tanto diferentes conduzam ao crescimento mais lento em filhotes machos e fémeas
expostos ao LBN (White et al. 2019).

A reducéo do peso corporal dos animais LBN, pode ser explicada pelo menor
consumo de racéo padréo ao longo das treze semanas de mensuragcao em ambos 0s
sexos. Em concordéancia com isto, no periodo da puberdade de machos e fémeas as
diferencas deste parametro ja estdo presentes. Esta reducdo do consumo de ragao
padrao ao longo do tempo, concorda com o estudo de de Lima, et al. 2020, que obteve
resultados similares no modelo animal de privagdo materna, entretanto apenas em
machos. Este ponto pode indicar que os animais estressados precocemente no
presente estudo diminuiram seu consumo de racdo padrdo devido a aspectos
homeostéticos, visto que este alimento ndo possui um potencial recompensador como
o cereal doce. Este resultado da literatura foi explicado por um aumento do
comportamento do tipo ansioso dos animais bem como o metabolismo de serotonina

na regido da amigdala (Lima, et al. 2020).
7. CONCLUSOES

Constatou-se neste trabalho, que o modelo animal de ninho empobrecido altera
0 comportamento alimentar frente a recompensas doces bem como ragdo padrao.
Hipotetiza-se que uma possivel anedonia esteja relacionada a este aspecto, contudo,
apos um segundo desafio estressor os animais LBN ingerem maior quantidade de
alimento doce o que pode estar relacionado a um padrdo ansiogénico. Estes
comportamentos podem estar relacionados com as vias neuroquimicas de regifes

como ndcleo accumbens e cortex pré-frontal.
8. PERSPECTIVAS

Neste trabalho notou-se a necessidade da continuidade do estudo da avaliacao
neuroquimica dopaminérgica e u-opidide em regibes encefalicas como o nucleo
accumbens e coértex pré-frontal. Junto disso, para confirmar a anedonia ou menor
motivacao alimentar dos animais, percebeu-se a necessidade de realizagao dos testes

comportamentais a seguir: (i) labirinto em cruz elevado ou teste claro- escuro e campo

35



aberto para avaliacdo do comportamento do tipo ansioso; (ii) preferéncia a sacarose;
(iii) teste do nado forcado; e (iv) comportamento alimentar ap6s um desafio
farmacolégico com agonista dopaminérgico, ex: metilfenidato. Desta forma, as
hipéteses levantadas no presente trabalho poderdo ser confirmadas corroborando

com a literatura, ou indo em direcao oposta.
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10. ANEXO A

. UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA ‘.‘9(:59..&
@ UNVERSOADE FEDERAL Comissdo De Etica No Uso De Animais
DO RD GRANDE DD SUL
CARTA DE APROVACAO
Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:
Nimero: 40338
Titulo:

ESTRESSE PRECOCE DE NINMO EMPOBRECIDO: AVALIACAC DO COMPORTAMENTO
ALIMENTAR E MECANISMOS NEUROQUIMICOS ENVOLVIDOS

Vigéncla: 01032021 4 01/11/2022

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

MIRNA BAINY LEAL - coordenadar desda 01032021

Jackedne Marting Eberhardt de Souza - desde 01/032021
ROSANE GOMEZ - pesqguisador desde 07/03/2021

MARCELO DUTRA ARBO - pesquisador desde 01/03/2021
Rachel Krolow Santos Séva Bast - pasquisador desde 011032021

Equipe Externa:

Camilta Lazzaretti - pesquisador desde 01/03/2021
Eliane Dalograve - pesquisador desde 01/03/2021

Comissdo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
12/07/2021 - Reunido via webconferéncia - Mconf UFRGS,em seus aspectos #ticos ¢
metodologicos, para a utilizagido de treze ratas Wistar, prenhas e sessenta ¢ oito (68) ratos
Wistar, neonatos , de ambos os sexos (34 fémeas e 34 machos), provenientes do Centro de
Reprodugéo e Experimentagio de Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11,794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15
de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produgdo, manutencgio e/ou utilizagéo
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o0 homem) em atividade de ensino ou
pesquisa. Vigéncia do projeto de julho/2021 a novembro/2022.
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