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RESUMO

BERTOLO, Gabrielle Medeiros. Influéncia da obesidade sobre o comportamento
e perfil lipidico de ratas e de seus filhotes machos. 2020. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Biomédicas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa,
2020.

Apesar do aumento da populacédo apresentando obesidade, da maior elucidacéo de
sua fisiopatologia, e do conhecimento atual sobre programacao metabdlica e uterina,
poucas pesquisas relacionam a obesidade das maes com possiveis transtornos
comportamentais nos seus filhos. Considerando o desenvolvimento e crescimento dos
sistemas nervoso e enddcrino nas fases intrauterina e de lactacéo, a justificativa deste
trabalho foi poder demonstrar que as complicacdes da obesidade néo se restringem
ao paciente que a porta, mas também podem acometer os descendentes. Com base
nessas informagodes, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento e perfil
lipidico de ratos filhotes de mées obesas. O método utilizado para provocar obesidade
nas ratas maes foi a dieta de cafeteria (DCaf), que consiste no oferecimento de
alimentos ricos em calorias, composta por excesso de carboidratos e/ou lipideos.
Foram utilizadas 23 fémeas divididas em dois grupos, sendo um tratado com racéo e
outro com DCaf. ApGs o desmame de seus filhotes, as mées passaram por testes de
comportamento tipo-depressivo, tipo ansioso e de avaliacdo de memaria, sendo entao
sacrificadas. Foi separado um filhote macho de cada fémea, os quais, com
aproximadamente 111 dias de vida, passaram pelos mesmos testes comportamentais
gue as maes com posterior sacrificio. Todos os animais foram pesados semanalmente
e tiveram sangue e gordura separados, apés sacrificio, para posterior analise. Os
testes comportamentais realizados foram: Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado,
Reconhecimento de Objetos, Nado Forcado e Splash Test, este ultimo realizado
apenas com os filhotes. Foi observado que as maes apresentaram obesidade,
aumento no tempo de imobilidade e diminuicdo no tempo de natacdo no Nado
Forcado, ndo houve alteracbes nos exames bioquimicos de sangue e demais testes
comportamentais. Os filhotes das maes obesas apresentaram maior acumulo de
gorduras em relacdo ao peso corporal, além de um maior tempo de imobilidade no
Nado For¢cado e um maior tempo de laténcia para o inicio do grooming no Splash Test.
No entanto, os filhotes ndo apresentaram diferenca no comportamento tipo ansioso
no teste do labirinto em cruz elevado, nem alteracdo de memodria no teste do
reconhecimento de objetos. Conclui-se que a obesidade materna pode provocar
alteracdo comportamental do tipo depressivo em filhotes. A obesidade nas maes pode
provocar uma resposta inflamatéria aumentada, cujos mediadores causam a reducao
da disponibilidade de serotonina, de fator neurotréfico derivado do cérebro, ou ainda
a modulagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal. Tais mediadores, ou outros
horménios relacionados a obesidade, como a leptina, podem atravessar a placenta e
provocar alteracdes na formacéo do sistema nervoso central dos filhotes, interferindo
no seu comportamento quando adultos.

Palavras-chave: Obesidade, dieta de cafeteria, programacéo intrauterina, depressao,
comportamento.



ABSTRACT

BERTOLO, Gabrielle Medeiros. Influence of obesity on the behavior and lipid
profile of rats and their male offspring. 2020. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Biomédicas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2020.

Despite the increase in the population presenting obesity, the deeper elucidation of its
pathophysiology, and the current knowledge about metabolic and uterine
programming, few researches has linked the obesity of mothers with possible
behavioral disorders in their children. Considering the development and growth of the
nervous and endocrine systems in the intrauterine and lactation phases, the purpose
of this work was to be able to demonstrate that the complications of obesity are not
restricted to the patient who presents it, but can also affect their descendants. Based
on this information, this work aimed to describe and evaluate the behavior and lipid
profile of rats born from obese mothers. The method used to cause obesity in the
female rats was the cafeteria diet (DCaf), which consists of offering foods rich in
calories, composed of an excess of carbohydrates and / or lipids. Twenty-three
females were used, divided into two groups, one treated with chow and the other with
DCaf. After their pups were weaned, the dams underwent depressive, anxious and
memory assessment tests, and were then sacrificed. One male pup was separated
from each female and, with approximately 111 days old, they went through the same
behavioral tests from the dams, with subsequent sacrifice. All animals were weighed
weekly and had blood and fat separated after sacrifice for further analysis. The
behavioral tests performed were: Open Field, Elevated Cross Maze, Object
Recognition, Forced Swimming and Splash Test, the last one performed only with the
pups. It was observed that mothers showed obesity, increased immobility time and
decreased swimming time in Forced Swimming Test, there were no changes in blood
biochemical tests and other behavioral tests. The pups of obese mothers showed
greater accumulation of fats per body weight, in addition to a longer immobility time
and shorter swimming time at the Forced Swimming Test, apart from a longer latency
time to start grooming in the Splash Test. However, the male pups showed no anxiety-
like behavior in the elevated plus-maze test, neither memory change in the object
recognition test. It is concluded that maternal obesity can cause behavioral changes
of depressive nature in the offspring. Obesity in mothers can cause an increased
inflammatory state, which mediators can cause a reduction in the availability of
serotonin and neurotrophic factor derived from the brain production, or activate the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Such mediators, or other hormones related to
obesity, such as leptin, can cross the placenta and cause changes in the formation of
the chicks central nervous system, interfering in their behavior as adults

Keywords: Obesity, cafeteria diet, intrauterine programming, depression, behavior.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade é um dos
maiores problemas de saude publica no mundo. Estima-se que em 2025 cerca de 2,3
bilhdes de adultos estejam com sobrepeso e cerca de 700 milhdes estejam obesos, o
namero de criangas com sobrepeso e obesidade podera chegar a 75 milhdes (MAPA
DA OBESIDADE, ABESO - Associagao Brasileira para o Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica).

A obesidade esta fortemente associada a um risco maior de problemas
cardiovasculares, cancer e/ou aumento da mortalidade, bem como também é
responsavel por incapacidade funcional, reducdo da qualidade de vida e da
expectativa de vida (MELO, 2011; STOLARCZYK, 2017).

Atualmente, vem sendo observado um aumento no numero de mulheres
obesas em idade reprodutiva, juntamente com um aumento do ganho de peso durante
a gestacdo. A gestacdo € um dos fatores desencadeantes da obesidade, e seu inicio
nessa fase ou manutencdo aumentam os riscos maternos e fetais (MELO, 2011).

O desenvolvimento e crescimento dos sistemas nervoso e enddcrino na fase
intrauterina e inicio de vida sdo complexos, e fatores ligados a obesidade materna
podem afetar esse desenvolvimento. No caso do sistema nervoso central (SNC), isso
€ devido as principais estruturas cerebrais sofrerem diferenciacédo nessa fase.

Analisando até onde a nutricdo materna influencia na salde e comportamento
de seus descendentes, consideramos demonstrar que as complicagdes da obesidade
ndo se restringem ao paciente que a porta, mas também podem acometer os

descendentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OBESIDADE

Obesidade significa deposito de quantidade excessiva de gordura no corpo, e
€ causada por um balanco energético positivo (DIEBERGER et al., 2018).

O tecido adiposo é o principal 6rgdo de armazenamento de energia do corpo
humano. A energia consumida em excesso, atraves dos alimentos, € convertida em
moléculas de triacilglicerdis através da insulina. Quando em restricdo energética, 0s
estoques de energia sdo mobilizados através das catecolaminas e outros hormonios
lipoliticos. O tecido adiposo € constituido por adipécitos maduros, pré-adipocitos,
fibroblastos e macréfagos, sua capacidade metabdlica varia em funcdo da sua
localizac&o, subcutanea ou visceral (GUIMARAES et al., 2007).

Além de sua funcéo classica, o tecido adiposo também é reconhecido como
um 6rgéo enddcrino e imunologico (STOLARCZYK, 2017).

O tecido adiposo produz e secreta inUmeros peptideos e proteinas bioativas,
denominadas adipocitocinas. Entre as adipocitocinas encontram-se substancias como
a adiponectina, leptina, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-a),
resistina entre outras (GUIMARAES et al., 2007; STOLARCZYK, 2017).

A IL-6 € uma citocina secretada pelo tecido adiposo e apresenta propriedades
pré e anti-inflamatérias, aumenta a resisténcia a insulina, inibindo lipoproteina lipase
(LPL). Como o LPL é responsavel pela hidrolise dos triglicerideos em acidos graxos
livres, uma reducdo na atividade de LPL leva a um maior tamanho das células de
gordura a medida que o armazenamento de triglicerideos é aumentado
(STOLARCZYK, 2017).

Outra citocina importante € o TNF-a. Os valores de TNF-a sdo aumentados
em pacientes obesos e, como a IL-6, o TNF-a participa do desenvolvimento da
resisténcia a insulina inibindo o LPL e a captacao de glicose pelos adipdcitos. Além
disso, o TNF-a inibe a conversao de pré-adipocitos para adipocitos maduros durante
a expansado da massa de tecido adiposo (STOLARCZYK, 2017).

Por sua vez a adiponectina € um hormonio que regula processos metabdlicos,
aumentando a sensibilidade a insulina, a oxidacdo de acidos graxos e reduzindo a
producéo de glicose no figado (STOLARCZYK, 2017).
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Em contraste a maioria das proteinas secretadas pelos adipdcitos, a
adiponectina diminui & medida que o tecido adiposo aumenta, demonstrando estar
inversamente relacionada a presenca e gravidade da disfungcdo metabdlica, estando
sua concentracdo no soro reduzida em individuos e roedores obesos ou resistentes a
insulina (BLOEMER et al., 2018; GUIMARAES et al., 2007; STOLARCZYK, 2017).

A leptina € um horménio peptidico e esta relacionada com a sinalizacado do
armazenamento energético (STOLARCZYK, 2017). Atua principalmente no
hipotalamo, hipocampo e tronco cerebral, regulando a ingestdo de alimentos,
termogénese, gasto energético e homeostase do metabolismo da glicose e lipidio
(CRUJEIRAS et al., 2015; LIU et al., 2018).

A leptina interage com diferentes sistemas neuroendocrinos centrais, como
por exemplo, inibindo a sintese do neuropeptidio Y (NPY), que € um potente
estimulador da ingestédo de alimentos, sintetizado no nucleo arqueado do hipotalamo.
Tanto deficiéncia como resisténcia a leptina causam a superexpressao de NPY
hipotalamico, podendo levar a hiperfagia encontrada na obesidade. Outro sistema
regulador da homeostase energética envolve a insulina hipotalamica. A leptina, em
concentracdes fisioldgicas, inibe a secrecdo de insulina em ratos, cujo efeito parece
ser mediado indiretamente via acdo do SNC. Tanto deficiéncia quanto resisténcia a
leptina, estdo acompanhadas de severa resisténcia a insulina em roedores obesos
(GUIMARAES et al., 2007; LI et al., 2016).

A resisténcia a insulina é definida por uma sensibilidade reduzida ou uma falha
em resposta ao cérebro a leptina (LIU et al., 2018). Pode estar relacionada a um
defeito no transporte da leptina ao SNC, ou também a um defeito pdos-receptor,
levando a uma falha na ativacdo dos mediadores neuroenddécrinos reguladores do
peso corporal (CRUJEIRAS et al., 2015).

A obesidade é considerada uma doenca inflamatdria crénica de baixo grau
(BLOEMER et al., 2018) e seu aumento na populagéo pode ser explicado pelo estilo
de vida atual (DIEBERGER et al., 2018). Estima-se que as alteracbes de
comportamento alimentar e os habitos de vida sedentarios interagindo sobre genes
de susceptibilidade sejam o determinante principal do crescimento da obesidade no
mundo (COUTINHO, 2004).

O comportamento de comer, desde a selecdo, preferéncia, tempo e
qguantidade de alimento, é regulado pelo SNC e seu desenvolvimento € determinado
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tanto por fatores genéticos como ambientais (DIEBERGER et al., 2018; ERLANSON-
ALBERTSSON, 2005). Acredita-se que os fatores genéticos possam responder por
24% a 40% da variancia no IMC, devido atuarem na taxa de metabolismo basal,
resposta a superalimentacéo e outros (COUTINHO, 2004).

Teorias tentam explicar essa ascensao de ganho de peso global através da
evolucdo e a teoria da susceptibilidade comportamental da obesidade (DIEBERGER
et al.,, 2018). Com a quantidade de alimentos escassa, 0 cérebro criou um circuito
adaptativo de recompensa, que faz o individuo comer uma quantidade maior de
alimentos com alta densidade nutricional. Hoje em dia, os ambientes podem ser
chamados, na sua maioria, de obesogénicos, com uma grande oferta de alimentos
caloricos, industrializados como os fast food. Essa teoria explica que 0 mecanismo de
recompensa acaba por anular os mecanismos fisioldgicos inibitérios, 0os quais séao
destinados a limitar a quantidade de alimentos ingeridos levando ao aumento de peso
(LUZ; OLIVEIRA, 2013).

A obesidade pode levar a diversas complicacdes como a sindrome metabdlica
(SM). Esta é um problema de saude publica e € caracterizada por um conjunto de
fatores de risco cardiovasculares e hormonais, como a resisténcia a insulina
(BRANDAO et al., 2006). De acordo com a International Diabetes Federation (2019),
estima-se que cerca de 20% a 25% da populacdo mundial desenvolveu SM, e esta
por sua vez apresenta duas vezes mais chances de mortalidade e trés vezes mais
chances de um ataque cardiaco ou acidente vascular cerebral em comparacao com
populacdo sem a sindrome (ALBERTI et al., 2006). Na populagdo brasileira e em
outros paises com perfil socioecondmico similar, vem sendo observado uma
prevaléncia do excesso de peso e obesidade na populacdo, em especial na infancia
(BRANDAO et al., 2006; DIEBERGER et al., 2018). Estudos demonstram uma
ascenséao de 0,7% para 5,6% em meninas e de 0,9% para 7,8% em meninos entre
1975 e 2016 (DIEBERGER et al., 2018).

Existem diversas definicbes para SM sendo que a | Diretriz Brasileira de
Diagnostico e Tratamento da SM utiliza a definicdo do National Cholesterol Education
Program — Adult treatment Panel (NCEP-ATP IlI) (BRANDAO et al., 2006)
representada no quadro 1, onde para se enquadrar como SM é necessario apresentar

trés das seguintes condicdes.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Erlanson-Albertsson%2C+Charlotte
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Erlanson-Albertsson%2C+Charlotte
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QUADRO 1 - COMPONENTES DA SINDROME METABOLICA SEGUNDO O NCEP-

ATP 1l
Componentes Niveis
Obesidade abdominal por meio de Homens > 102cm
circunferéncia abdominal Mulheres > 88cm
Triglicerideos = 150mg/dL
HDL Colesterol Homens < 40mg/dL
Mulheres < 50mg/DI
Presséao Arterial = 130mmHg ou = 85mmHg
Glicemia de jejum = 110mg/dL

Fonte: BRANDAO et al., 2006.

Para a NCEP-ATP Il a resisténcia a insulina ndo € um requisito
obrigatorio para o diagndstico, contudo ela encontra-se presente na maioria dos
individuos com a sindrome, principalmente quando associado a obesidade abdominal
(BRANDAO et al., 2006).

2.2 DIETA DE CAFETERIA

Conhecida por dieta de fast-food ou dieta de cafeteria (DCaf), esta consiste
em alimentos hiperpalataveis com grande aporte calorico, rico em sodio e gordura
saturada e pobre em fibras (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

O consumo de DCaf estimula no SNC regides limbicas associadas a
sensacao de recompensa, euforia e prazer, envolvendo agao de neurotransmissores
e opioides. A propria alimentacdo € quem modula este mecanismo, e com 0 passar
do tempo esse comportamento alimentar pode ser comparado a um padrao de adicao,
devido ao feedback positivo gerado no sistema de recompensa conhecido como come
back for more (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

A exposicao prolongada de roedores a este tipo de dieta € utilizada como um
modelo adequado a obesidade porgue promove um rapido ganho de peso, aumento
da massa de tecido adiposo, estimulacdo da producdo anormal de glicose,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e pode levar a um prejuizo no metabolismo da
glicose (ESTADELLA et al., 2004).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Erlanson-Albertsson%2C+Charlotte
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Erlanson-Albertsson%2C+Charlotte
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Foi Lee, em 1928, quem determinou a obesidade em ratos através do indice
de LEE (MALAFAIA et al., 2013). O indice Lee € um biomarcador biométrico para a
classificacdo da obesidade utilizado em estudos experimentais (SOARES et al., 2017)
que apresenta uma correlagdo com a massa gorda do animal, porém, é necesséria a
associacdo de um indice com outros dados biométricos, como a circunferéncia

abdominal, comprimento nasoanal e dados metabdlicos (MALAFAIA et al., 2013)

2.3 PROGRAMACAO INTRAUTERINA

O conceito de programacao fetal, ou programacao intrauterina, foi proposto
pela primeira vez por Barker e Hales em 1998, e mais tarde tornou-se a teoria das
origens do desenvolvimento da saude e da doenca, a qual propde que, 0 ambiente
intrauterino adverso induz doencas metabdlicas da prole nos adultos (ZHU et al. 2019)

A programacao intrauterina € um periodo critico do desenvolvimento humano
e abrange principalmente a gestacéo e a lactagcdo (MOLTENI et al., 2002). Condic¢des
maternas como o perfil lipidico (colesterol, triglicérides e &cidos graxos livres)
(DIEBERGER, 2018), nutrientes, oxigénio e hormdnios, podem causar alteracdo dos
sistemas fisiologicos durante as fases do desenvolvimento, desde o periodo de
preconcepcdo (FOWDEN et al., 2006). Mudancas das vias metabdlicas de
sinalizagdo, no crescimento e desenvolvimento, em niveis genético, celular, tecidual,
orgédo e de sistemas, podem levar a efeitos relativamente ndo reversiveis na estrutura
e/ou mudancas funcionais de crescimento e desenvolvimento fetal (ZHU et al., 2019;
FOWDEN et al., 2006). O resultado fisiolégico € determinado através do tempo,
duracéo, gravidade e tipo de insulto ocorrido durante o desenvolvimento (FOWDEN et
al., 2006).

Nos ultimos anos, a nutricdo melhorou progressivamente, com isso, muitas
pessoas apresentam um fendtipo no Utero que é programado para um nivel de
nutricdo significativamente menor do que atualmente disponivel. Isso pode explicar,
em parte, a epidemia de obesidade, hipertensao e diabetes tipo 2 em populacdes em
todo o mundo (FOWDEN et al., 2006).

Elementos da dieta materna estdo envolvidos na programacdo dos
comportamentos alimentares da prole e, além das alteragbes metabdlicas, podem

ocorrer alteracdes das ceélulas neuronais (MOLTENI et al, 2002). A diferenciacédo das
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principais estruturas cerebrais ocorrem durante a vida pré-natal, onde o cérebro em
desenvolvimento é particularmente plastico (LINDSAY et al., 2019) e com isso podem
ocorrer alteracbes comportamentais, maior incidéncia de doencas psiquiatricas
(MOLTENI et al, 2002), e alteracdo no tamanho do cérebro em embribes, como no
caso de méaes diabéticas e desnutridas (CHANG et al., 2008).

Embora haja semelhanca no desenvolvimento entre os mamiferos, algumas
espécies como roedores sdo imaturas ao nascimento. Sistemas fisiol6gicos continuam
a se desenvolver apGs o nascimento, estendendo o periodo de plasticidade além da
fase uterina. Mudancas ambientais pds-natal, particularmente antes do desmame,
como alteragcdes na disponibilidade de nutrientes, concentracbes hormonais e
comportamento materno durante o periodo neonatal imediato podem alterar funcdes
neuroenddcrinas, cognitivas e reprodutivas, podendo amenizar ou exagerar as

alteracdes morfoldgicas e funcionais programadas no Utero (FOWDEN et al., 2006).

2.4 DEPRESSAO

O termo depressédo tem sido utilizado para designar um estado de tristeza
anormal, um sintoma, uma sindrome ou doenca. Segundo a OMS, o numero de
pessoas que vivem com depressdo aumentou em 18% entre 2005 e 2015. Estima-se
gue mais de 300 milhdes de pessoas, de idades variadas, sofram com a doenca em
todo o mundo. No Brasil, cerca de 5,8% da populacdo sofrem de depressao,
totalizando aproximadamente 11,5 milhdes de casos. A depressdao € a principal causa
de incapacidade laboral do planeta (Organizacdo Mundial da Saude, 2016/2017) e é
caracterizada por tristeza ou vazio, menor interesse pelo meio ambiente e perda de
interesse por atividades anteriormente tidas como prazerosas, que é conhecida como
anedonia. Normalmente associados a uma sensacao de fadiga ou perda de energia
(DEL PORTO, 1999) e incapacidade de realizar atividades diarias, estes sintomas
devem durar pelo menos duas semanas para que se caracterize um transtorno. Outros
sintomas, porém, podem também estar associados como por exemplo: mudancas no
apetite, aumento ou reducéo do sono, ansiedade, perda de concentracao, indeciséo,
inquietude, pensamentos de suicidio entre outros (Organiza¢cdo Mundial da Saude,
2016/2017).
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Os sintomas depressivos podem ser observados nos animais através de
diversos comportamentos como: desespero comportamental, alteracdes no sono e no
apetite, anedonia, desesperancas entre outros (RANG et al., 2016).

Também conhecido por Distlrbio Depressivo Maior (DDM) ou Transtorno
Depressivo Maior, a depressdo ainda ndo apresenta fisiopatologia bem definida,
entretanto, algumas teorias tentam explicar suas possiveis causas.

A teoria da neuroinflamacao traz uma possivel ligacdo entre a depresséo e a
inflamacdo. Como no estresse psicoldgico, onde existe um possivel aumento da
producao de citocinas como IL-1b, IL-6 e TNF-a, existe um feedback positivo entre a
depresséao e a inflamacéo, onde a inflamacao causa depresséao e estresse psicologico,
que, por sua vez, € um mecanismo pro-inflamatério (DEAN; KESHAVAM, 2017).

Outra teoria defende que as alteragcbes nas concentracbes de
neurotransmissores e neuromoduladores teriam efeito a longo prazo sobre a
organizacao neuronal do cérebro, levando a sintomas do tipo depressivo (HELM et al.,
2018).

A teoria fala sobre a deficiéncia das monoaminas, onde a diminuicdo de
neurotransmissores como a serotonina (5-HT) e catecolaminas (norepinefina,
epinefrina e dopamina) influenciam na etiologia do DDM (HELM et al., 2018).

Novos estudos, porém, apresentam outros possiveis componentes
fisiopatolégicos neurais, enddcrinos e metabdlicos, que estariam relacionado ao DDM
como o Glutamato, Acido gama-aminobutirico (GABA), Fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) e demais hormonios (CASTILLO et al., 2019).

O Glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro de
mamiferos. Em circunstancias normais, apresenta um papel importante na memoria,
aprendizagem e plasticidade sinptica, e vem demonstrando apresentar um potencial
no tratamento antidepressivo (CASTILLO et al., 2019).

O GABA é o principal neurotransmissor inibidor no cérebro dos mamiferos, e
seus receptores se espalham pelo SNC. Estudos vem apresentando um aumento da
ligagéo ao receptor GABA-B no cérebro de roedores apos a administragéo crbnica de
diversos medicamentos antidepressivos, defendendo a hipotese de agéo de drogas
GABAérgicas como antidepressivas (CASTILLO et al., 2019).

O BDNF é a principal neurotrofina do hipocampo, necessario no

desenvolvimento neuronal e regeneracdo; desempenha um papel crucial na


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
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sobrevivéncia e manutencdo das funcdes normais do cérebro. Nos neurbnios
imaturos, o BDNF atua no crescimento, diferenciagcdo e maturacdo, enquanto em
neurbnios maduros, desempenha um papel essencial na plasticidade sinaptica,
especialmente no refor¢co da transmissao singptica (PENG et al., 2018).

Além das substancias descritas acima, evidéncias demonstram o papel da
microbiota intestinal em transtornos de ansiedade e distirbios comportamentais
semelhantes. O "eixo microbiota-intestino-cérebro” é composto pelo SNC, os sistemas
neuroendocrino e neuroimune, O sistema nervoso autdbnomo (simpatico e o
parassimpatico), o sistema nervoso entérico e a microbiota intestinal (ZALLAR et al.,
2018), é um sistema de comunicacao bidirecional, que liga as respostas de estresse
psicoldgico, a funcdo do sistema imunoldgico e a composi¢cao do microbioma intestinal
(INSERRA et al., 2018).

Pesquisas mostram que a microbiota desempenha um papel importante na
organizacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) nas fases iniciais da vida e
influencia a resposta ao estresse ao longo do ciclo de vida (ZALLAR et al., 2018).

A exposicdo ao estresse aumenta a sinalizagdo de um sensor imunolégico
(NLRP3), que ativa as vias mediadas pela IL-1 e TNF. Estes aumentam a sinalizacao
pré-inflamatéria em areas cerebrais responsivas ao estresse e ativam o eixo HPA,
exacerbando a ansiedade e comportamentos depressivos. A composicao e funcao do
microbioma intestinal parece influenciar a medida que a sinalizacdo do sensor
imunolégico é ativada (INSERRA et al., 2018).

2.5 ANSIEDADE

Segundo a American Psychiatric Association, a ansiedade é uma reacao
normal ao estresse e pode ser benéfica em algumas situacées. E caracterizada por
tensdo ou desconforto oriundos de possiveis situagcbes de perigo de algo
desconhecido ou estranho, € um sentimento vago e desagradavel de medo excessivo
apreensdo e angustia (CASTILLO et al., 2000; PAREKH, 2017). O Manual de
diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais 5 difere medo de ansiedade onde
medo € a resposta emocional a ameaca iminente real ou percebida, normalmente

associado a comportamento de luta ou fuga, enquanto ansiedade € a antecipacao de
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ameaca futura, associada a tensdo muscular e comportamentos de cautela ou esquiva
(KUPFER et al., 2013).

A ansiedade torna-se patoldgica quando exagerada e desproporcional em
relagdo ao estimulo inicial. Uma maneira de diferenciar ansiedade normal da
patoldgica é avaliando sua duracéo, se é curta, autolimitada e relacionada ao estimulo
ou ndo. Sintomas de ansiedade séo frequentes em diversos transtornos psiquiatricos
como depresséao, psicose e outros, enquanto o transtorno ansioso ocorre quando os
sintomas séo primarios, sem interagdo com outras condi¢des psiquiatricas (CASTILLO
et al., 2000). Entre os transtornos mentais mais comuns, o transtorno de ansiedade
estd presente em quase 30% dos adultos em algum momento da vida, sendo as
mulheres mais afetadas. Ainda néo se sabe suas causas, mas provavelmente fatores
como o genético, ambiental, psicolégico e de desenvolvimento estejam combinados
(PAREKH, 2017).

Existem varios tipos de transtornos de ansiedade, e embora cada tipo
apresente caracteristicas distintas, o tratamento normalmente consiste em
psicoterapia e medicamentos. As medica¢Bes mais utilizadas sdo os ansioliticos e
antidepressivos (PAREKH, 2017).

Uma maneira de estudar os transtornos de ansiedade se d& atraveés dos
modelos animais. Estes comecaram a ser utilizados nas ciéncias biolégicas com
Claude Bernard ainda em meados do século XIX, com a finalidade de estudar
experimentalmente reacdes fisiolégicas humanas, e sdo até hoje empregados nos
mais variados ramos da ciéncia. Os modelos animais de ansiedade tentam reproduzir
uma situacdo ambiental de averséo ou desconforto. Geralmente, isso é feito expondo
0S animais a ambientes novos ou potencialmente perigosos e os padrbes
comportamentais e as reacg0Oes fisioldgicas ativadas, utilizados como medidas de
ansiedade, geralmente apresentam grande correspondéncia com as medidas de
ansiedade em humanos. No modelo animal, o transtorno de ansiedade pode ser
verificado como imobilidade ou ainda, a anulagcdo de uma resposta comportamental
(RANG et al., 2016).
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2.6 MEMORIA

Transtornos comportamentais como depressao e ansiedade estdo
comumente ligados a déficits de memodria. A memédria é um termo amplo, que
descreve uma série de processos cognitivos responsaveis pela codificacao,
armazenamento, consolidacéo e recuperacdo das informacdes. E responsavel pela
identidade pessoal, pelas acbes durante a maior parte do dia a dia, fungdes executivas
e aprendizado. As informacgdes que chegam no cérebro ativam uma rede de neurdnios
formando um circuito neural, e caso seja reforcada produzira uma retencdo dessa
informacédo. Isso explica a necessidade de repeticdo para o armazenamento da
mem©ria, pois cada vez que o estimulo é repetido, o circuito neural é reforcado
(MOURAOQ; FARIA, 2015).

O processo de armazenamento pode ser dividido em trés subprocessos
conhecidos como: aquisicdo - momento em que a informacédo chega ao sistema
nervoso e cérebro; consolidacdo - armazenamento da informacdo, que pode ser
atraves de alteragdes bioquimicas ou fenémenos eletrofisioldgicos; evocacao - retorno
espontaneo ou voluntario das informacées armazenadas (MOURAO; FARIA, 2015).

Considerando toda a complexidade do desenvolvimento e crescimento dos
sistemas nervoso e endocrino na fase intra-uterina e inicio da vida, e todas as
possiveis alteracdes presentes no SNC devido a exposicdo a DCaf nessas fases,
consideramos verificar até onde a nutricdo materna influencia na saude e
comportamento de mées e de seus descendentes machos.

Como a obesidade em maes poucas vezes é correlacionada com o
desenvolvimento de transtornos comportamentais nos filhos, a justificativa deste
projeto é poder demonstrar que as complicacfes da obesidade néo se restringem ao

paciente que a porta, mas também podem acometer os descendentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

. Avaliar se o desenvolvimento de obesidade em ratas altera seus
comportamentos e perfis lipidicos além do comportamento e perfil lipidico de seus
descendentes machos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Investigar se a DCaf provoca obesidade em ratas, mensurando 0s
depdsitos de gordura e a concentragdo sanguinea de glicose, triglicerideos e
colesterol.

o Avaliar possiveis alteracdes comportamentais e de motilidade em ratas
obesas, usando testes de motilidade, comportamento tipo depressivo, tipo ansioso e

de memoria.

. Avaliar se a obesidade materna interfere nos estoques de gordura nos

filhotes.

. Avaliar se ha diferenca nas respostas comportamentais nos filhotes de
ratas obesas, usando testes de motilidade, comportamento tipo depressivo, tipo

ansioso e de meméoria.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

O estudo utilizou ratos da linhagem Wistar, oriundos do Nucleo Avancado de
Estudos da Vida da UEPG. Os animais foram obtidos aos 21 dias de vida, e foram
mantidos em caixas para roedores, em ambiente climatizado (22 + 2°C), com ciclo
claro/escuro de 12 horas (ciclo claro inicia as 07h). A manipulagdo dos animais seguiu
todos os cuidados necessarios para minimizar possiveis desconfortos de acordo com
0S principios éticos na experimentacao animal, recomendado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagédo Animal - COBEA (COBEA, 1991). Esse estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UEPG (processo CEUA — 030/2018 (Anexo 1)
e 006/2019 (Anexo 2)).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O projeto foi dividido em duas fases, sendo a primeira com as mées e a

segunda com seus filhotes, conforme apresentado na figura 1.

FIGURA 1 - DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Maes Cafeteria | Filhotes Cafeteria
(Mcaf) (Ft Caf)
Maes Racao .| FilhotesRagdo
(MRacao) (Ft Racao)

Fonte: A autora.

42.1 Fasel

Na primeira fase, foram utilizadas 23 ratas fémeas que, ap6s desmame, do
21° ao 30° dia de vida, receberam dieta comercial, Nuvilab CR1, e dgua potavel ad

libitum. A partir do 31° dia de vida, elas foram subdivididas em dois grupos, sendo
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eles: Maes Racao (MR) (N - 12) e Méaes Cafeteria (MCaf) (N - 11). O grupo racéo
recebeu racdo comercial e agua potavel ad libitum, enquanto o grupo cafeteria teve
associado a ragéao, livre acesso a DCaf até o fim do experimento.

Aproximadamente aos 90 dias de vida, os animais foram expostos ao sistema
de acasalamento poligamico, permanecendo um macho para cada 3 fémeas em cada
caixa por um periodo de 20 dias, sendo entéo o rato macho retirado. Antes do parto,
as fémeas foram isoladas, desta maneira evitando interferéncia do macho nos filhotes,
as perdas por superlotacdo e a mistura de ninhadas. A dieta original de cada fémea
permaneceu durante todas as etapas até o sacrificio.

Apos o desmame dos filhotes, aproximadamente 21 dias, todas as maes
passaram por testes comportamentais sendo eles; Teste Labirinto Cruz Elevado
(LCE), Teste de Campo Aberto (CA), Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) e
Teste de Nado Forcado (NF). ApOs os testes comportamentais, foram sacrificadas
pelo método fisico de decapitacdo por guilhotina, devido a necessidade de coleta de
material de sangue (MEZADRI et al., 2004)

Na figura 2 encontra-se um resumo da Fase 1.

FIGURA 2 -FASE 1

Fonte: A autora.



4.2.1.1 Dieta de Cafeteria

A DCaf foi agrupada em trés combinacdes distintas (A, B e C — QUADRO 2)
e ofertada alternadamente durante a semana. Todos 0s animais receberam racao
padrao seguido dos seguintes alimentos sendo na segunda-feira: dieta A - salgadinho

sabor queijo, bolacha wafer sabor chocolate e refrigerante cola; quarta-feira: dieta B -

QUADRO 2 — INFORMACOES NUTRICIONAIS DOS ALIMENTOS DA DIETA DE

CAFETERIA.
CARDAPIO A
m QrD (G) KCAL/G CARBOIDRATO(G) PROTEINA(G) LPIDIOS(G) NA (MG}
RACAO PADRAO 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
SALGADINHO SABOR
e 1 3,92 0,72 0,08 0,09 12,3
BOLACHA WAFER DE
e 1 5,56 0,63 0,03 0,51 0,76
REFRIGERANTE DE
o 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05
CARDAPIO B
RACAO PADRAO 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
MARSHMALLOW 1 3,35 0,82 0,04 0,00 0,25
APRESUNTADO 1 1,85 0,07 0,13 0,16 11,7
REFRIGERANTE DE
. 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05
CARDAPIO C
RACAO PADRAD 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
SALGADINHO SABOR
BACON 1 5,08 0,521 0,08 0,29 6,40
BOLACHA MARIA 1 4,30 0,73 0,07 0,12 4,33
REFRIGERANTEDE 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05

COLA

Fonte: DIDEK et al., 2019
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Foi mensurado o consumo semanal em Kcal. Este foi calculado usando a

média de alimentos consumidos por cada animal, através da formula:

quantidade colocada de alimento (g)—quantidade restante de alimento na grade (g)

namero de dias
o valor obtido foi dividido pelo nUmero de animais na caixa. Os valores obtidos de cada

alimento em gramas foram convertidos em Kcal de acordo com o quadro 2.

4.2.2 Fase?

Durante a segunda fase do projeto, foi utilizado um filhote macho de cada rata
formando dois grupos, sendo eles Filhotes Racéo (Ft Ragao) (N - 12), correspondente
aos filhotes maes alimentadas com racdo e Filhotes Cafeteria (Ft Caf) (N - 12),
correspondente aos filhotes das mées alimentadas com DCaf. Os grupos tiveram dieta
de racdo comercial e agua potavel ad libitum até o fim do experimento.

Com aproximadamente 111 dias de vida, os filhotes passaram pelos mesmos
testes comportamentais que as maes, com o acréscimo do Splash Test (ST).

Na figura 3, encontra-se um resumo da Fase 2.

FIGURA 3 - FASE 2

Fonte: A autora.
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4.3 DADOS BIOMETRICOS

Todos os animais foram pesados individualmente a partir do 30° dia de vida,
duas vezes na semana, até o dia da eutandsia para obtengdo da curva de crescimento
corporal. As fémeas da fase 1 tiveram, junto com a pesagem, a medicdo da
circunferéncia abdominal, para um acompanhamento do possivel aumento da gordura
visceral. No dia da eutanasia, foi realizada a medida do comprimento naso-anal de
todos os animais. Esse valor foi utilizado para posterior verificacdo do indice de Lee
(NERY et al., 2011). O indice de Lee é expresso através da formula:

peso corporal (g) / 3

comprimento naso — anal (cm)

Apés a eutandsia, foi realizada a pesagem de trés estoques de gordura de
todos os animais sendo eles: gordura retroperitonial, mesentérica, perigonadal nos
machos e periovariana nas fémeas. Além da comparacdo entre cada estoque de
gordura isoladamente, foi realizado o célculo de adiposidade corporal, usando a
férmula:

soma das gorduras

indice de adiposidade corporal = ——x 100
peso corporal final

4.4 EXAMES BIOQUIMICOS

As analises bioquimicas foram realizadas com amostras de sangue nao
hemolisado, coletadas imediatamente apdés a eutanasia, centrifugadas e
armazenadas em freezer. Os animais permaneceram em jejum por pelo menos 8
horas. Foram utilizados kits comerciais especificos para dosagem de glicose,
colesterol e triglicérides, parametros importantes para a verificacdo de SM. Os kits
utilizados foram: GLICOSE BIOLIQUID KIT 4X250mL, para dosagem de glicose;
COLESTEROL BIOLIQUID KIT 2X100mL, para dosagem de colesterol total;
TRIGLICERIDES BIOLIQUID KIT 2X100mL, para dosagem de triglicérides.

Para a realizacdo dos exames, as amostras e 0s reagentes foram deixados
em temperatura ambiente. Foi utilizado espectrofotdmetro com ajuste de comprimento
de onda de acordo com as recomendacdes do fabricante de cada kit para todos os

exames (glicose, triglicérides e colesterol).
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A determinacao de concentracdo de glicose na amostra analisada utilizou da
seguinte férmula:

Gli (mg/dL) Absorbancia do teste < 100
m =
icose (Mg Absorbancia do padrao

A determinacdo de concentracdo de colesterol total na amostra analisada
utilizou da seguinte formula:

Absorbancia do teste
Colesterol Total (mg/dL) = Absorbancia do padrao x 200

A determinacado de concentracao de triglicérides na amostra analisada utilizou
da seguinte formula:
Absorbancia do teste

Triglicérides (mg/dL) = Absorbancia do padrao x 200

4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os animais foram submetidos a testes comportamentais, com as
mesmas condicdes experimentais, sendo que os testes foram realizados no mesmo
periodo do dia e filmados para posterior analise. A ordem dos testes comportamentais
esta apresentada na figura 4.

FIGURA 4 - CRONOGRAMA EXPERIMENTAL.

Teste Labirinto Splash test (filhotes) Teste Reconhecimento Teste Natacdo
Cruz Elevado Habituacéo de Objetos Forcada

Teste Campo Aberto

Habitua(;'a'o l l ‘Tremo Natacgdo ‘

Apos 24 horas ‘ Apos 24 horas ‘ ‘ Apos 24 horas ‘ ‘ Ap0ds 24 horas ‘ ‘ Apos 24 horas ‘ ‘ Apos 24 horas ‘

Fonte: A autora.

>

45.1 Teste de Labirinto em Cruz Elevado

O teste de LCE foi inspirado em um experimento relatado por Montgomery na
década de 50 usando um labirinto Y elevado, posteriormente desenvolvido por
Handley e Mithani (1984) e posteriormente validado farmacolégica, fisioloégica e
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comportamentalmente por Pellow e colaboradoes (1985). E um dos modelos animais
de ansiedade mais utilizados para o estudo experimental de drogas ansioliticas
(MORATO, 2006)

O modelo avalia o animal diante de um ambiente desconhecido somado a
tendéncia natural de esquiva em relacéo a regides abertas, potencialmente perigosas
e conflituosas, e 0 medo de altura, com a tendéncia natural de explorar ambientes
novos, medindo assim comportamento tipo-ansioso destes animais (MORATO, 2006;
PINTO et al., 2012).

O labirinto todo tem 50 cm de altura do chéo, e € composto por dois bracos
abertos e dois bracos fechados, ambos opostos, formando uma cruz. O rato é
posicionado no centro do LCE para exploragéao livre, sempre voltado para o lado
aberto durante um periodo de 5 minutos (PINTO et al., 2012). A disposi¢do do aparato
permite que 0s animais percebam simultaneamente a altura e o espaco aberto. Existe
uma tendéncia dos animais explorarem mais os bracos fechados que os abertos, iSso
se da mais pela tendéncia de evitar 0 espaco aberto que pelo medo da altura
(MORATO, 2006). O teste é flmado para analise e os fatores observados e registrados
sdo: tempo de permanéncia nos bracos abertos, fechados, plataforma central e
entradas no braco fechado. Antes de cada inicio de testes, ele € higienizado com

alcool 5% (PINTO et al., 2012). llustracdo do teste LCE apresentada na figura 5.

FIGURA 5 - TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Fonte: A autora.
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4.5.2 Teste de Campo Aberto

O teste de CA tem por objetivo avaliar a atividade motora dos animais, através
da quantificacdo da locomogédo espontanea. O CA consiste em uma arena iluminada,
de 1m2, com bordas de 40 cm de altura, dividida em 25 quadrados (20 x 20 cm), onde
o rato € colocado no centro para explorar livremente por 5 minutos. O teste € filmado
e 0s parametros observados e registrados sdo: numero de linhas cruzadas (ESTRELA
et al., 2015). A arena é limpa antes de cada teste com solucéo etilica 5%. llustracédo

do teste de CA apresentada na figura 6.

FIGURA 6 - TESTE DE CAMPO ABERTO.

Fonte: A autora.

4.5.3 Teste de Reconhecimento de Objetos

O TRO avalia a memaria de reconhecimento. O aparato utilizado para o teste
€ 0 mesmo do teste de CA. O teste é realizado em quatro dias consecutivos, sendo
trés dias para habituacdo do animal ao aparato de teste e um dia para a realizagdo do
teste propriamente dito, conforme protocolo adaptado de Ennaceur e Delacour (2000).
Durante as sessdes de habituacdo, o animal é colocado no centro do aparato de teste
durante o periodo de 10 minutos sem a presenca de nenhum objeto. No 4° dia, o teste
é realizado em dois momentos, com intervalo de 30 minutos entre cada exposi¢ao.

Inicialmente, sdo colocados dois objetos idénticos no aparato, garrafas de plastico
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azul de 1 litro, cada qual estando em um dos lados da caixa a uma distancia
aproximada de 10 cm das paredes. O animal é colocado no centro do aparato, tendo
ele cinco minutos para investigar estes objetos. O comportamento de investigacéo é
considerado quando o animal se aproximar ao menos dois centimetros a sua narina
do respectivo objeto. Apos 30 minutos do primeiro periodo de investigacdo, o animal
€ recolocado no aparato, porém, um dos objetos utilizados no primeiro periodo de
investigacdo € substituido por um novo objeto, garrafa de vidro marrom de modelo
diferente da garrafa anterior, tendo o animal novamente 5 minutos para investiga-los.
Os valores referentes ao tempo de investigacdo no segundo periodo do teste séao
calculados pelo indice de discriminacéo (ID). O indice € obtido pela diferenca entre o
tempo gasto na exploracao do objeto novo (b) em relacéo ao objeto j4 conhecido (a),
divididos pelo tempo total de exploracdo de ambos os objetos (b+a), sendo calculado
pela seguinte formula.

b—a
" b+ta

ID

O TRO é baseado no comportamento natural dos ratos para explorar um novo
objeto em preferéncia a um objeto familiar ja explorado em uma primeira
apresentacao. Valores de tempo de exploracdo maiores que zero indicam animais
explorando mais o objeto novo em relacdo ao objeto antigo. Ja resultados préximos
ou abaixo de zero indicam que ndo houve preferéncia ou exploracéo do objeto familiar
(ENNACEUR; DELLACOUR, 1988). llustracdes sobre o TRO apresentadas na figura
7 (a, b).

FIGURA 7 - TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS.

Fonte: A autora.

7.a. Primeira exposicdo, caracterizada pela presenca de dois objetos idénticos. 7.b. Segunda
exposicdo, apds 30 minutos da primeira exposi¢cao, mudanca de um dos objetos.
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4.5.4 Teste do Nado Forcado

O NF avalia o comportamento tipo depressivo dos ratos. Para realizar o teste,
é utilizado um cilindro com 50 cm de altura e 20 cm de didmetro, aproximadamente
2/3 do cilindro € completado com agua (22 = 2 °C). O teste é realizado em dois
momentos, 0 primeiro € o treino e o segundo o teste propriamente dito, separados por
um intervalo de 24 horas. Durante o treino, o rato € colocado de modo a ndo encostar
no fundo do cilindro, pelo tempo de 10 minutos, encontrando-se em uma situacao
inescapavel. No segundo dia o animal é colocado no cilindro da mesma forma que no
dia anterior, porém por um periodo de 5 minutos. Os animais sao filmados durante o
teste, e os parametros observados sdo: tempo e comportamento de imobilidade;
tempo de escalada e tempo de natacdo. Ao fim de cada teste, os animais sao retirados
e secos com toalhas (ESTRELA et al., 2015; HU et al., 2017). A 4gua é trocada entre
todos os testes, sempre iniciando com agua limpa.

llustracBes do NF apresentadas na figura 8 (a, b).

FIGURA 8 - TESTE DE NADO FORCADO.

" —

Fonte: A autora.
8. llustracdo do Teste de Nado Forcado.

4.5.5 Splash Test

O ST avalia uma forma de comportamento motivacional considerado

semelhante com alguns sintomas de anedonia e com o0 comportamento apatico. Para
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a realizacao do teste, é esguichada uma solucdo de sacarose 20% sobre o dorso do
rato. Em seguida, os animais sdo colocados em uma caixa, como a do CA, para a
avaliagdo comportamental. Devido a sua viscosidade, a solu¢éo de sacarose se adere
a pelagem dos ratos e estes iniciam o comportamento de autolimpeza (em inglés
grooming). Depois de aplicada a solucdo de sacarose, os animais séo filmados e
observados por um periodo de 10 minutos. Os itens registrados sdo: laténcia para o
inicio do grooming; duracdo; padrao (ordem em que realiza 0 grooming como patas,
nariz, rosto). Apos o fim de cada teste, a caixa € limpa com &lcool 5%, para a retirada
de odores (HU et al, 2017; SMOLINSKY et al., 2010). Representacéo na figura 9

FIGURA 9- GROOMING

Face Grooming Body Grooming

Fonte: Casarrubea M, et al (2015).
https://researchgate.net/figure/Ethogram-of-rat-behavior-in-the-hole-board-apparatus-
Walking-Ea-the-rat-walks-around_fig4 277885389.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente testados quanto a distribuicdo normal por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados apresentaram distribuicdo normal, foi
utilizado o teste paramétrico T de Student ou ANOVA de medidas repetidas, sendo
seus dados expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m). Caso contrario,
foi utilizado o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney, sendo seus dados expressos
como mediana * intervalos inter quartis. As diferengcas entre os grupos foram
consideradas significantes quando p< 0,05. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software estatistico GraphPadPrism® 5.01.


https://www.frontiersin.org/people/u/145102
https://researchgate/
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5 RESULTADOS

5.1 MAES

A andlise do consumo alimentar mostrou que o grupo das Maes Caf
apresentou um consumo maior de Kcal semanais quando comparado ao grupo das
Maes Racdo. Os dados foram expressos através da soma de todas as Kcal ingeridas
durante a semana. O teste ANOVA indicou diferenga significativa nos parametros
dieta com Fq,231) = 95,33; tempo com Fai,231) = 22,41; interagdo com Fai,231) = 2,81.
Dados apresentados na figura 10.

FIGURA 10— CURVA DE CONSUMO MAES

1000- ©- Maes Ragéo
& Maes Caf

8004
600+

4004

Consumo (Kcal)

2001

O T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Semanas

Fonte: A autora.

Figura 10. Curva de consumo semanal das ratas mées a partir do inicio da dieta. Dados expressos
como média + EPM. * p<0,05, ANOVA de medidas repetidas seguida + pos-hoc de Newman-Keuls.
(M&es Racdo, N-12; Maes Caf, N-11).

5.1.1 Dados biométricos

A andlise da curva de peso corporal mostrou que o grupo das Maes Caf
apresentou maior ganho de peso quando comparado ao grupo das Maes Racao. Os
dados foram obtidos através do peso dos animais uma vez por semana a partir do dia
30 de vida. O teste ANOVA indicou diferenca nos parametros dieta com F(,315 =
17,69; tempo com Fasasisy = 268,25; interacdo com Fassisy = 8,62. Dados
apresentados na figura 11.
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FIGURA 11- CURVA DE PESO CORPORAL MAES
400- -©- Maes Racao

-8 Maes Caf

Peso (g9)

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16
Semanas a partir de 30 dias de vida

Fonte: A autora.

Figura 11: Curva de peso corporal semanal das ratas maes a partir de 30 dias de vida. Dados expressos

como média £ EPM. * p<0,05, ANOVA de medidas repetidas seguida + pos-hoc de Newman-Keuls.
(M&es Racéo, N-12; Maes Caf, N-11).

A DCaf causou aumento significativo no peso corporal final das maes, assim
como nos seus estoques de gordura mesentérica, periovariana, retroperitonial e no
indice de adiposidade. N&o foi observada diferenca no indice de LEE. Os dados

referentes a estes parametros sdo apresentados nas figuras 12 a 15.

FIGURA 12 — PESO FINAL MAES
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Fonte: A autora.

Figura 12. Peso final das ratas mées em relagdo aos grupos. Dados expressos como média + EPM.
*p< 0,05 em relagéo ao grupo Maes Racéao (Teste T de Student). (Maes Racgéo, N-12; M&es Caf, N-11).
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FIGURA 13 — INDICE DE LEE MAES
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Fonte: A autora.

Figura 13. indice de LEE das ratas maes em rela¢io aos grupos. Dados expressos como média + EPM.
N&o houve diferenca estatistica (Teste T de Student). (M&es Ragdo, N-12; Maes Caf, N-11).

FIGURA 14 — PESO DOS ESTOQUES DE GORDURAS MAES

14.a . 14.b - i
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15-

Gramas

T
Maes Racao Maes Caf

Fonte: A autora.
Figura 14. Peso dos estoques de gorduras das ratas maes, (a) mesentérica, (b) periovariana, (c)

retroperitonial, em relacéo aos grupos. Dados expressos como média + EPM. *p< 0,05 em relagdo ao
grupo Mées Racéo (Teste T de Student). (Maes Racéo, N-12; Mées Caf, N-11).
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FIGURA 15 — INDICE DE ADIPOSIDADE CORPORAL MAES
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Fonte: A autora.

Figura 15. indice de adiposidade corporal das ratas médes em relagdo aos grupos. Dados expressos
como média + EPM. *p< 0,05 em relac@o ao grupo Médes Racao (Teste T de Student). (Mdes Racéo,
N-12; Maes Caf, N-11).

5.1.2 EXAMES BIOQUIMICOS MAES

Nos exames sanguineos, os aumentos encontrados nos valores de glicose,
colesterol e triglicérides sanguineos nos grupos DCaf em relacdo ao Racdo,
11,16976%, 5,617694% e 4,124429% respectivamente, ndo foram significativos. Os

dados referentes a estes parametros s&o apresentados na figura 16 (a, b, c).

FIGURA 16 — EXAMES BIOQUIMICOS MAES
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Fonte: A autora.

Figura 16. Dosagens sanguineas de (a) glicose, (b) colesterol total e (c) triglicérides em relacdo aos
grupos. Dados expressos como média + EPM. Nao houve diferenca estatistica (Teste T de Student).
(M&es Racdo, N-12; Maes Caf, N-11).
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5.1.3 Testes comportamentais

5.1.3.1 Teste Campo Aberto

Conforme apresentado na figura 17, ndo foi observada diferenca estatistica

significativa entre os grupos na ambulacédo no CA.

FIGURA 17 — AMBULACAO MAES
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Fonte: A autora.

Figura 17. Linhas cruzadas no teste de campo aberto das ratas maes em relacéo aos grupos. Dados
expressos como média + EPM. N&o houve diferenca estatistica (Teste T de Student). (Maes Racéo, N-
12; Maes Caf, N-11).

5.1.3.2 Teste do Nado Forcado

No teste de NF, o grupo Maes Caf apresentou um tempo de imobilidade maior
e um tempo de natacdo menor em relacdo ao grupo Maes Racao, com p < 0,05. Nao
foi verificado diferenca no parametro tempo de escalada. Os dados referentes ao teste
de NF sdo apresentados na figura 18 (a, b, c).

FIGURA 18 — TESTE DO NADO FORCADO MAES
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18.c Escalada

Tempo (s)

T
Mées Ragéo Mées Caf

Fonte: A autora.

Figura 18. Teste de nado forcado das ratas maes, (a) imobilidade, (b) natacdo, (c) escalada. Dados
expressos como média = EPM. *p< 0,05 em relagéo ao grupo Maes Ragao (Teste T de Student). (Maes
Racéo, N-12; Maes Caf, N-11).

5.1.3.3 Teste Labirinto Cruz Elevado

No teste de LCE das ratas maes, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa nos parametros tempo no braco fechado e tempo no brago aberto. Os

dados estdo apresentados na figura 19 (a, b).

FIGURA 19 — TESTE DE LABIRINTO CRUZ ELEVADO MAES
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Fonte: A autora.
Figura 19. Teste de labirinto cruz elevado das ratas mées, (a) tempo no braco aberto, (b) tempo no

braco fechado, em relagdo aos grupos. Dados expressos como média + EPM. Nao houve diferenca
estatistica (Teste T de Student). (Mdes Racgdo, N-12; Maes Caf, N-11).

5.1.3.4 Teste Reconhecimento de Objetos

Como observado na figura 20, no TRO das ratas mées, néo foi observado

diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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FIGURA 20 — TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS MAES
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Fonte: A autora.

Figura 20. Teste de reconhecimento de objetos das ratas mées, indice de discriminacé@o, em relacdo
aos grupos. Dados expressos como média + EPM. N&o houve diferenca estatistica (Teste T de
Student). (M&es Ragéo, N-12; Maes Caf, N-11).

5.2 FILHOTES

5.2.1 Dados biométricos

N&o houve diferenca no peso final e nos estoques de gorduras mesentérica,
perigonadal e retroperitonial quando avaliados isoladamente. Contudo, a andlise do
indice de adiposidade indica maior acumulo de gordura dos animais Ft Caf. Os

gréficos referentes a estes dados sao apresentados nas figuras 21 a 23.

FIGURA 21 — PESO FINAL FILHOTES
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Fonte: A autora.
Figura 21. Peso final dos filhotes, em relacdo aos grupos. Dados expressos como média + EPM. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos (Teste T de Student). (Ft Ragdo, N-12; Ft Caf, N-12).
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FIGURA 22 — PESO DOS ESTOQUES DE GORDURAS FILHOTES
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Figura 22. Peso dos estoques de gorduras dos filhotes, (a) mesentérica, (b) perigonadal, (c)
retroperitonial, em relagdo aos grupos. Dados expressos como média + EPM. N&o houve diferenga
estatistica (Teste T de Student). (Ft Ragdo, N-12; Ft Caf, N-12).

FIGURA 23 — INDICE DE ADIPOSIDADE FILHOTES
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Figura 23. Indice de adiposidade corporal dos filhotes, em relagcdo aos grupos. Dados expressos como
média + EPM. *p=< 0,05 em relagdo ao grupo Maes Ragéo (Teste T de Student). (Ft Racdo, N-12; Ft
Caf, N-12).



45

5.2.2 Testes comportamentais

5.2.2.1 Teste Campo Aberto

No parametro ambulacdo, ndo houve diferenca estatistica significativa entre
os grupos (Figura 24).
FIGURA 24 — AMBULAQAO FILHOTES
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Figura 24. Ambulacgao dos filhotes no campo aberto. NUmero de linhas cruzadas (eixo y) no periodo de
5 minutos. Dados expressos como média £+ EPM. N&o houve diferenca estatistica entre 0os grupos
(Teste T de Student). (Ft Ragdo, N-12; Ft Caf, N-12).

5.2.2.2 Teste de Nado Forcado

O grupo Ft Caf apresentou maior tempo de imobilidade em relagédo ao grupo
Ft Racéo (teste U de Mann-Whitney). Isso se refletiu em um menor tempo de natacgéo,
gquando comparado ao grupo Ft Racdo, ndo havendo diferenca nos tempos de
escalada (teste T de Student).

Os dados referentes ao teste de NF sdo apresentados na figura 27 (a, b, c).

FIGURA 25 - TESTE NADO FORCADO FILHOTES
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Fonte: A autora.

Figura 25. Teste de nado forgado, (a) imobilidade, (b) natacdo e (c) escalada, em relagdo aos grupos.
Teste U de Mann-Whitney (a), dados expressos como mediana * intervalos inter quartis e teste T de

Student (b, ¢), dados expressos como média £ EPM. *p< 0,05 em relagéo ao grupo Ft Ragdo. (Ft Racao,
N-12; Ft Caf, N-12).

5.2.2.3 Splash Test

No splash test, foi observado um aumento no tempo de laténcia do grooming
no grupo Ft Caf em relacdo ao Ft Racdo. N&o foi observada diferenca no tempo de

grooming entre os grupos. Dados apresentados na figura 26 (a, b).

FIGURA 26 — SPLASH TEST FILHOTES
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Fonte: A autora.

Figura 26. SplashTest filhotes, (a) laténcia grooming, (b) tempo grooming, em relacdo aos grupos.

Dados expressos como média + EPM. *p< 0,05 em relagéo ao grupo Ft Ragao (Teste T de Student).
(Ft Racéo, N-12; Ft Caf, N-12).



47

5.2.2.4 Teste Labirinto Cruz Elevado

No teste de LCE nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos. Os

dados referentes ao teste sdo apresentados na figura 27 (a, b, c, d).

FIGURA 27 — TESTE LABIRINTO CRUZ ELEVADO FILHOTES
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Fonte: A autora.

Figura 27. Teste de labirinto cruz elevado filhotes, (a) tempo no braco aberto, (b) tempo no braco
fechado, (c) tempo no centro do labirinto, (d) entradas no braco fechado, em relagcdo aos grupos. Dados
expressos como média + EPM. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (Teste T de Student).
(Ft Racéo, N-12; Ft Caf, N-12).
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5.2.2.5 Teste Reconhecimento de Objetos

Como observado na figura 28, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
no TRO.

FIGURA 28 — TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS FILHOTES
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Fonte: A autora.

Figura 28. Indice de discriminacdo no Teste de reconhecimento de objetos. Dados expressos como
meédia £ EPM. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (Teste T de Student). (Ft Ragéo, N-12;
Ft Caf, N-12).
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6. DISCUSSAO

6.1 MAES

A ingestao da DCaf foi eficiente em induzir obesidade nos animais, visto que
provocou um aumento significativo no peso corporal deste grupo a partir da 52 semana
de dieta. Esse aumento de peso foi causado pelo aumento nos estoques de gordura
mesentérica, retroperitoneal e periovariana. Também foi observada diferenca com
relacdo ao indice de adiposidade corporal em relacdo ao peso final dos animais.
Assim, pode-se inferir que a principal diferenca entre as condi¢cdes de gestacdo dos
filhotes dos dois grupos foi a obesidade materna.

A DCaf contém alimentos de alta palatabilidade, com um elevado aporte
calorico. Esse tipo de dieta contém baixo teor de proteinas, fibras alimentares e
micronutrientes, elevado teor de carboidratos simples, provenientes do uso de cereais
refinados e grandes quantidades de gordura, principalmente acidos graxos saturados
ou trans (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005);

A DCaf em ratos é considerada um modelo adequado de obesidade humana,
usado para inducdo de SM. Entretanto, a reproducédo deste modelo se torna dificultada
devido a ndo padronizacédo de alimentos e seus componentes, com isso, a quantidade
de alimentos e energia consumida por esses animais pode variar substancialmente
(LANG et al., 2019), explicando a divergéncia encontrada em diversos trabalhos, onde
alguns animais desenvolvem algumas alteracdes bioguimicas diferente de outros.

Além do aumento dessas variaveis, também foi observado uma maior ingesta
caldrica (figura 10) nos animais alimentados com DCaf em comparacdo ao grupo
racdo, o que pode ter contribuido para o desenvolvimento da obesidade nesses
animais. Dados semelhantes também foram encontrados em outros estudos
(SAMPEY et al., 2011; SCLAFANI et al., 1976; STACI; VERNE, 2010).

Os alimentos palataveis, ricos em gordura e agucar, aumentam a ingesta de
alimentos, ativando o “sistema de recompensa”. Analisando pelo ponto de vista
evolutivo, os alimentos ricos em gordura e agucar sao atraentes devido a rapidez em
serem convertidos em energia. O consumo excessivo de alimentos palataveis pode
ser comparado a toxicodependéncia, onde uma série de adaptacdes levam a uma

mudanca nos pontos de fixacdo homeostaticos, mudando gradualmente o ponto de
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equilibrio energético e o peso corporal (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). A DCaf
promove hiperfagia voluntaria, ganho de peso rapido e aumento dos estoques de
gordura (LANG et al., 2019).

Em relacéo aos indices de Lee (figura 13), as Maes Caf obtiveram uma média
de 0,305, enquanto as Maes Racédo obtiveram uma média de 0,303, que ndo foram
diferentes. O trabalho de Nery, onde cita Bernardis e Patterson (1968), sugere que 0
indice de Lee maior que 0,3 pode ser usado como indicador do excesso de gordura
corporal (NERY et al., 2011). Entretanto, como pdde ser observado nos valores dos
depdsitos de gordura, reforca-se que o indice de Lee ndo deve ser o unico fator
considerado para a determinacédo de obesidade, e sim deve ser associado a outros
dados biométricos.

Os testes bioquimicos de glicemia, colesterolemia e trigliceridemia (figura 16),
nao apresentaram diferenca entre os grupos, evidenciando que, apesar de as Maes
Caf desenvolverem obesidade, ndo foi possivel confirmar o desenvolvimento de SM.
Entretanto ndo descartamos a hipétese de que 0s animais estivessem em
desenvolvimento da SM.

Uma hipotese para a nao alteracdo nos valores de glicose seria o aumento da
secrecdo de insulina, o que seria capaz de manter a normoglicemia (HALL, 2017).
Contudo, a insulinemia ndo foi mensurada no presente trabalho. Desta forma, é
possivel que uma SM estivesse em desenvolvimento, e que com o prolongamento da
DCaf fosse possivel evidenciar uma hiperglicemia ou dislipidemia.

Dietas com alto teor de gordura induzem a resisténcia a insulina, podendo
reduzir a penetracdo da insulina através da barreira cerebral, que do ponto de vista
da regulacdo do apetite significa saciedade suprimida (ERLANSON-ALBERTSSON,
2005). A insulina tem um papel importante na modulacdo da atividade de varias
enzimas, sua secrecao esta associada a abundancia de energia. Quando existe
grande quantidade de alimentos muito energéticos na dieta, em especial quantidades
excessivas de carboidratos, a secrecdo aumenta (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005;
HALL, 2017). Imediatamente apds as refeicbes ricas em carboidratos, a glicose
absorvida para 0 sangue causa secrecao rapida de insulina, por sua vez, a insulina
causa a captacdo, armazenamento e utilizacdo da glicose por quase todos os tecidos

do organismo, mas em especial pelos musculos, pelo tecido adiposo e pelo figado
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(HALL, 2017). Com o ganho de peso e obesidade, pode ocorrer a resisténcia a
insulina.

A insulina também esta relacionada a saciedade agindo em receptores no
cérebro enquanto as acdes anabdlicas ocorrem perifericamente (ERLANSON-
ALBERTSSON, 2005). A insulina passa a barreira hematencefalica e age em
receptores especificos para influenciar homeostase calérica (WOODS et al., 2003). A
passagem de insulina através da barreira hematencefalica é diminuida ap6s uma
refeicdo rica em gordura em comparacdo com uma refeicdo com baixo teor de
gordura, levando a uma saciedade reduzida (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005)

No trabalho de Didek e colaboradores (2019), os animais tratados com a
mesma DCaf, apresentaram diferenca nos exames bioquimicos de glicose,
triglicérides e colesterol. Devemos levar em consideracdo que 0s animais Sao
diferentes, visto que no trabalho de Didek foram utilizados ratos machos, enquanto no
presente trabalho foram utilizadas ratas fémeas. Ainda, as ratas deste trabalho
passaram pelo processo de prenhez e lactacdo antes do recolhimento das amostras.
Outra situacdo que deve ser levada em consideracao para a diferenca nos valores
bioquimicos €, apesar de ter sido exposto o mesmo tipo de alimentacédo durante as
semanas, nao existe uma padronizacdo de marcas, podendo o mesmo alimento ter
valores diferentes de referéncia em marcas diferentes.

Uma dieta rica em gordura causa aumento da secrec¢do da leptina e aumento
do peso corporal (20%) em comparacdo com a dieta padrdo. Concentracdes elevadas
de leptina podem ser observadas em individuos obesos, demostrando uma
incapacidade da leptina de inibir a ingestdo de alimentos desses individuos. Essa
condicdo € conhecida como resisténcia a leptina. Este aumento sustentado dos niveis
de leptina sugere que esse tipo de dieta muda o “ponto de ajuste” para o peso corporal
/ gordura corporal, restringindo a acdo da leptina. Outras explicacdes para o
desenvolvimento da resisténcia a leptina seria a capacidade prejudicada da leptina
passar a barreira hematencefélica, ou ainda a inibicdo da sinalizacdo pos-receptor
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). No presente trabalho, ndo se quantificou a
leptina, entdo ndo se pode afirmar se 0s animais apresentaram uma resisténcia a
leptina ou néo.

Em relacdo aos testes comportamentais, considerando os resultados obtidos

no teste de CA (figura 17), ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
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grupos, indicando portanto, que a mobilidade dos animais ndo foi afetada pela
obesidade induzida pela DCaf, semelhante ao encontrado no trabalho de Gancheva e
colaboradores, (2017).

Com relagcao ao teste de NF realizado pelas maes (figura 18), observou-se
que o grupo Maes Caf, quando comparado ao grupo Méaes Racéo, apresentou um
comportamento do tipo depressivo, devido o maior tempo de imobilidade, e menor
tempo de natacao, este ultimo, podendo estar relacionado ao sistema serotoninérgico.

Esse comportamento tipo depressivo pode ter a obesidade como causa, uma
vez que ambas estdo associadas a inflamacdes cronicas e de baixo grau. Isso é
caracterizado pelo aumento das citocinas pro-inflamatorias circulantes, valores de
leucécitos alterados no sangue, acumulo de células imunes em tecidos, incluindo o
cérebro, e ativacao dessas células imunes.

A ingestao de dieta com alto teor de agUcar e gordura saturada aumenta a
inflamacdo sistémica e no hipotdlamo, o que pode ser fundamental para o
desenvolvimento de alteracdes metabdlicas associadas a obesidade. A inflamacao
sistémica também é transferida para regides cognitivas do cérebro, podendo diminuir
a plasticidade neuronal via regulacdo do BDNF (MOLTENI et al., 2002; STACI;
VERNE, 2010).

Este estado inflamatoério pode induzir a depressédo, devido um aumento do
estresse oxidativo. A peroxidacdo lipidica parece desempenhar um papel em
alteracbes induzidas pela dieta relacionadas a transtornos comportamentais
(GRASES et al.,, 2019). O estresse e a peroxidacdo reduzem a sintese de
neurotransmissores e a transducdo de sinais. Modelos animais de obesidade e
depressao revelaram uma relagéo bidirecional pela qual a alimentacao de alto teor de
gordura e o estresse cronico aumentam a desregulacdo metabdlica e anormalidades
comportamentais (CHAN et al., 2019).

Niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias como IL-13, TNF-a e IL-6 foram
observados em pacientes que sofrem de transtornos neuropsiquiatricos (MALLIN et
al., 2003), assim como o aumento de IL-13 central esta associado a varias condigdes
neuroinflamatérias (STACI; VERNE, 2010). Tais citocinas estimulam agudamente a
neurotransmissao serotoninérgica, mas a longo prazo reduzem a expressado de
receptores de serotonina e estimulam a enzima indoleamina 2,3-dioxygenase, a qual

converte triptofano, o precursor de 5-HT, em quinurenina. A superestimulacéo dessa
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enzima leva a diminuicado de concentracdes de triptofano do plasma levando a sintese
reduzida de 5-HT no cérebro.

E conhecido que citocinas inflamatdrias, como o TNF-a e a IL-1B s&o capazes
de estimular a recaptacao de 5-HT, efeito oposto ao dos farmacos antidepressivos. O
TNF- a pode aumentar tanto a expressao quanto a atividade de transportadores de 5-
HT em células em cultivo de glioma e em astrécitos primarios de ratos (MALYNN et
al., 2013), além de estimular a atividade desses mesmos transportadores em células
de rafe in vitro, assim como em sinaptossomas de tronco encefélico e estriado de
camundongos (Zhu et al., 2006). Ainda, foi demonstrado que essas citocinas
estimulam a indolamina 2,3-dioxigenase, reduzindo a sintese de 5-HT (WICHERS;
MAES, 2002). Desta forma, a reducdo da sintese de 5-HT pode estar ligada ao
comportamento depressivo observado pelos animais obesos.

Segundo alguns autores, com relacdo ao teste de NF, o aumento no tempo
de escalada esta relacionado a antidepressivos noradrenérgicos enquanto que o0s
antidepressivos que aumentam a neurotransmissdo serotoninérgica aumentam
predominantemente o tempo de natacdo (BOGDANOVA et al., 2013; Cryan et al.,
2005; CASTAGNE et al., 2009), com isso, um menor tempo de natacdo poderia ser
indicativo de uma diminui¢do nos valores de 5-HT.

Além do sistema serotoninérgico, citocinas pro-inflamatérias, como o
interferon-a, afetam a atividade do eixo HPA, uma vez que esses sistemas mostram
ampla interconectividade, permitindo interagcdes entre eles. Com isso pode-se supor
gque uma perturbacdo em um desses sistemas também afeta outros sistemas.
Mudancas como o0 aumento da atividade noradrenérgica, aumento da atividade HPA
e diminuicdo da disponibilidade cerebral de 5 HT, causada por citocinas pro-
inflamatérias, sdo o0s mecanismos observados em pacientes com depressao,
sugerindo que citocinas podem induzir a depressao por seu efeito sobre o sistema
serotoninérgico, sistema noradrenérgico e o eixo HPA (WICHERS; MAES, 2002).

Ainda, a obesidade pode causar alteracées na microbiota intestinal. Estas
alteracbes afetam a permeabilidade intestinal e a ativagdo resultante das vias de
sinalizacdo imunolégica contribui para uma resposta inflamatoria crénica e de baixo
grau que esté associada a um risco maior de doencas associadas a obesidade (COX
et al., 2014).
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Hormonios produzidos pelo tecido adiposo também podem estar envolvidos,
como por exemplo a adiponectina. Existem 3 receptores para a adiponectina, sendo
eles: receptores de Adiponectina 1 (AdipoR1), receptor de Adiponectina 2 (AdipoR2)
e T-caderina. Estudos indicam que o AdipoR1 e AdipoR2 sao importantes para regular
0s niveis basais de glicose e a sensibilidade a insulina. No SNC, AdipoR1 e AdipoR2
estdo presentes em diversas regides do cérebro, incluindo: hipotadlamo, tronco
cerebral, hipocampo e cortex, apresentando propriedades neuroprotetoras e
antidepressivas (BLOEMER et al., 2018). Uma meta-analise demonstrou uma
significativa reducdo nos valores de adiponectina plasmatica em pacientes com
depressdo em comparacao com aqueles sem a desordem (HU et al., 2015).

Existe uma possivel relacdo entre os mecanismos da adiponectina a
fisiopatologia dos transtornos de ansiedade e / ou depressao. Algumas hipéteses
seriam: a adiponectina reduz a producdo do TNF-a, que normalmente ativa o eixo
HPA, e induz a producdo de diversas citocinas anti-inflamatérias, causando a
hiperatividade do eixo HPA que poderia estar relacionada a depresséo, ou reduzindo
a disponibilidade de 5-HT, como descrito anteriormente (BLOEMER et al., 2018).

N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos no teste
de LCE (figura 19). Esse resultado indica que, apesar de envolver mecanismos
comuns, a obesidade induzida pela DCaf ndo causou comportamento do tipo ansioso
nesses animais.

Assim como no teste de LCE, também néao foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos no teste de reconhecimento de objetos (figura 20). A memadria de curto
prazo nado foi alterada pela obesidade, semelhante ao encontrado no trabalho de

Gancheva e colaboradores (2017).

6.2 FILHOTES

Com relagéo aos dados biométricos dos filhotes, néo foi observada diferenca
com relacéo ao peso final e os estoques de gorduras isolados. Isso pode ser explicado
devido as massas das gorduras serem muito baixas e as variagdes serem modestas.
Contudo, quando calculado o indice de adiposidade corporal, a diferenca entre os
grupos foi observada. Isto indica que, neste trabalho, a DCaf oferecida as maes foi

capaz de aumentar os estoques de gorduras dos filhotes. Esse aumento foi discreto
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guando as gorduras foram analisadas individualmente, mas a soma delas em relacao
ao peso corporal foi significativamente maior.

No trabalho de Staci e Verne (2010), foi observado que filhotes de méaes
expostas a uma dieta com alto teor de gordura saturada e gordura trans, apresentaram
um maior peso corporal e niveis aumentados de leptina ao nascer quando comparado
ao grupo controle. Assim, pode se propor a hipétese de que, nos animais deste
trabalho, houve a passagem pela placenta de horménios associados a obesidade
materna, que afetaram o metabolismo dos filhotes, mesmo depois de adultos.

Com relacéo aos testes comportamentais, sua interpretacao foi facilitada pelo
fato de ndo haver diferenca entre os grupos na ambulacéo no teste do CA (figura 24).
Ou seja, a dieta das maes nao alterou o padrdo motor dos filhotes.

J& houve apresentacdo de resultados diferentes. Os trabalhos de Wright e
colaboradores (2011) e Tozuka e colaboradores (2010) mostraram que filhotes de
maes obesas, quando na idade adulta, apresentaram atividade locomotora maior do
que os filhotes de mées controle. O de Tozuka também avaliou filhotes na puberdade
onde néo foi encontrada diferenca entre os grupos. A diferenca entre os resultados
obtidos pode ser devida as ratas maes do presente trabalho ndo estarem com SM
bem estabelecida, pois ndo apresentaram alteracdes bioquimicas no sangue.

No teste de NF (figura 25) e no splash test (figura 26), foi observado que a
dieta das mées interferiu no comportamento dos filhotes. Os Ft Caf apresentaram um
comportamento do tipo depressivo, apresentando um tempo de imobilidade maior e
tempo de natacdo menor quando comparados ao grupo Ft Racdo, o que pode ser
interpretado como “desespero comportamental” (HU et al, 2017). Este
comportamento foi observado também no splash test, onde os Ft Caf apresentaram
um tempo de laténcia para inicio do grooming maior quando comparado ao grupo Ft
racdo, demonstrando um desinteresse em reagir a situacdo exposta (solucéo
glicosada), o que pode ser interpretado como uma perda de comportamento
motivacional e esta ligado ao sintoma de apatia (HU et al., 2017). Os dois sintomas
apresentados (desespero e apatia) estdo presentes no transtorno depressivo em
humanos. Semelhante aos resultados encontrados nas mées, a alteracdo no
parametro natacdo indica relagdo com a via serotoninérgica (BOGDANOVA et al.,
2013).
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Os hormdnios apresentam um importante papel na regulacéo do crescimento
e desenvolvimento normal no Uutero, e suas concentracbes e mudancas de
bioatividade podem causar programacgdo intrauterina. Diversos fatores como
desnutricdo, hipoxemia e estresse, assim como alimentacdo materna de gordura e
manipulacdo dietética de micronutrientes especificos, podem alterar as concentracées
maternas e fetais de muitos horménios, incluindo horménio do crescimento, insulina,
glicocorticoides (GC), catecolaminas, leptina, entre outros. Como alguns desses
hormonios cruzam a placenta, a resposta enddcrina fetal a condi¢des adversas reflete
a atividade das glandulas endécrinas maternas e fetais e depende do tipo, duracéo,
gravidade e idade gestacional no inicio do insulto (FOWDEN et al., 2006).

Filhotes de mées expostas a uma dieta com alto teor de gordura saturada e
gordura trans, apresentaram um aumento periférico (em figado, gordura e soro) na
concentracdo de citocinas, como a IL-1B, na idade adulta (STACI; VERNE, 2010).
Como ja discutido em relacdo as maes, as citocinas inflamatorias podem reduzir a
disponibilidade de 5-HT e ativar o eixo HPA, influenciando no comportamento.

Niveis elevados de hormonios do estresse materno (por exemplo, cortisol) e
outros mediadores de estresse bioldgico (por exemplo, IL-6) em toda a gestacao estédo
associados a alteracdes na estrutura cerebral da prole, conectividade e problemas
comportamentais (LINDSAY et al., 2019), o que pode explicar o comportamento do
tipo depressivo nos filhotes.

Alguns horménios sao conhecidos por regular o desenvolvimento fetal, e os
GC séo considerados os mais propensos a ter efeitos de programacao generalizada
no utero. Estes sao inibidores de crescimento e afetam o desenvolvimento de todos
os tecidos e sistemas de 6rgaos que apresentam um maior risco de doencas quando
o crescimento fetal € prejudicado. A superexposicao fetal a GC enddgenos ou
exdgenos, em ratos cobaias e ovelhas, leva a anormalidades na funcao do eixo HPA
apos nascimento, hipertenséo e intolerancia a glicose (FOWDEN et al., 2006).

O principal hormonio GC circulante em humanos € o cortisol, enquanto no rato
€ a corticosterona. Este é essencial para o desenvolvimento fetal normal e maturacao
tecidual. Os niveis de cortisol materno circulante aumentam cerca de trés vezes
durante a gravidez. Embora os GC sejam lipofilicos e, acredite-se que cruzem
livremente a placenta, os niveis de cortisol fetal sdo 5- a 10 vezes mais baixos que 0s

niveis maternos. Isso acontece devido a atividade da enzima placentaria 11- -
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hidroxisteroide desidrogenase-tipo 2 (113-HSD2), que catalisa a conversao de cortisol
ativo em cortisona inativa (STIRRAT et al., 2017).

O mesmo trabalho de Stirrat e colaboradores (2017) demonstrou que a 113-
HSD2 age como uma grande "barreira” para a transferéncia de cortisol para o feto, e
mostram evidéncias preliminares da producédo local de cortisol dentro da placenta.
Também foi demonstrado que a atividade de 11p-HSD2 se mostra diminuida nas
tltimas 2 semanas antes da parturicdo. A partir do exposto, ndo se sabe qual seria a
capacidade de 113-HSD2 se exposta a altos niveis de GC maternos por periodos mais
prolongados.

A alteracdo do eixo HPA é observada em varias condicdes, incluindo
depressao e obesidade. A resisténcia do GC e a dessensibilizacao dos receptores GC
periféricos estdo ligados aos casos de alteracdes do eixo HPA vista na depressao, e
0 GC desempenha um papel fundamental na regulacéo da inflamacao (CHENG et al.,
2016), encontrada na obesidade. A superexposicdo fetal aos GC no Utero esta
associada a restricdo de crescimento intrauterino (STIRRAT et al., 2017).

Os GC podem aumentar o apetite com preferéncia por alimentos energéticos,
causar uma redistribuicdo do tecido adiposo branco para a regido abdominal e
suprimir a atividade de tecido adiposo marrom, resultando em obesidade abdominal e
suas sequelas metabdlicas adversas (visto em animais e in vitro). Com o aumento da
obesidade, SM e doencas cardiovasculares, a ingestdo de alimentos com alto indice
glicémico e niveis de estresse aumentam, enquanto as horas médias de sono
diminuem. Todos fatores conhecidos por induzir aumento na producdo diaria de
cortisol. Uma relacdo entre obesidade, estilo de vida ndo saudavel e o aumento do
cortisol pode levar a piora ou manutencao da obesidade e neutralizar a perda de peso
(VAN ROSSUM, 2017).

Os achados no trabalho de Cheng e colaboradores (2016) demonstram que
ndo ha uma relagdo causal entre sintoma depressivo e 0 comprometimento
relacionado a obesidade na regulacdo mediada por cortisol de processos
inflamatorios, mas indicam a regulacao de inflamagé&o mediada por cortisol como um
mecanismo compartilhado que sustenta a inflamacéo elevada na obesidade e um
subconjunto de depressao.

No teste de LCE (figura 27), ndo houve diferenca em relagédo ao tempo nos
bragos abertos, fechados e centro do labirinto, bem como n&o houve diferenga no
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namero de entradas no braco fechado, indicando que a capacidade locomotora dos
filhotes ndo foi alterada, como demonstrado também no teste de CA. A auséncia de
diferenca nos tempos nos bracos do labirinto indica que os Ft Caf ndo apresentaram
um comportamento do tipo ansioso quando comparados aos Ft Ragéo.

Alguns estudos demonstram uma relacdo da dieta materna com
comportamentos tipo ansioso nos filhotes (STACI; VERNE, 2010). Haveria uma
associagao entre a dieta materna e a 5-HT. No trabalho de Peleg-Raibstein e
colaboradores (2012) foi observado um aumento da ansiedade no LCE em um modelo
de alta alimentacdo materna de gordura, esse resultado seria devido a menor
secrecdo de 5-HT no hipocampo ventral.

N&o foi verificada diferenca estatistica significativa no TRO (figura 28),
indicando que n&o houve diferenga quanto a discriminacdo dos objetos, quanto a
memoria de curto prazo, no teste.

Apesar de nao ter evidenciado um mecanismo, este trabalho traz forte
indicacdo da capacidade de fatores relacionados ao desenvolvimento de obesidade

materna causarem alteracbes comportamentais na sua prole.
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7 CONCLUSAO

Considerando que:

e A DCaf causou obesidade, mas néo foi possivel evidenciar SM nas maes.

e A DCaf causou comportamento tipo-depressivo no grupo Méaes Caf.

e A DCaf ndo causou comportamento tipo-ansioso ou alteracdo de memoria nas
maes.

e A DCaf néo alterou a motilidade nas maes.

¢ A obesidade materna causou aumento discreto nas reservas de lipidios dos
filhotes.

¢ A obesidade materna causou comportamento tipo-depressivo nos filhotes.

e A obesidade materna ndo causou comportamento tipo-ansioso ou alteracéo
de memodria nos filhotes.

e A obesidade materna nao alterou a motilidade nos filhotes.

Podemos concluir que as alteragcBes metabdlicas oriundas da obesidade
materna foram capazes de influenciar o desenvolvimento uterino de seus filhotes,
aumentando o acumulo de lipideos e provocando comportamento tipo depressivo

também nas maes.
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