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RESUMO

Experiéncias danosas no periodo inicial da vida, como a separacdo materna, sdo
capazes de modificar a reatividade do organismo ao estresse e favorecer a ma
formacdo de sistemas. O comportamento alimentar também é bastante afetado por
esse estresse precoce. O sistema opioidérgico € um dos sistemas envolvidos no
comportamento heddnico alimentar, sendo capaz de mediar respostas tanto para o
prazer alimentar como para o consumo de drogas. Dentre os receptores opioidérgicos,
0 MOR se mostra como principal regulador do sistema de recompensa. Dessa forma,
0 presente estudo propde-se investigar as consequéncias que um estresse causado
no inicio da vida pode provocar em relagdo ao comportamento alimentar hedénico e
sistema opioidérgico de ratos jovens de ambos os sexos. Foram utilizados ratos wistar
jovens machos e fémeas que se submeteram a eventos de separacdo materna e
estresse agudo, no qual gerou-se os grupos machos controles (MC) e separados
(MS), assim como fémeas controles (FC) e separadas (FS). Os animais que sofreram
estresse agudo formaram os grupos (MCEA), (MSEA), (FCEA), (FSEA). Nao foram
observadas mudancas no peso corporal. Em relacdo ao consumo de dieta palatavel,
(FS) diminuiu a ingestdo enquanto (MCEA) e (FCEA) aumentaram. No que diz respeito
a expressdo do MOR, apenas o grupo (FCEA) se mostrou significativo. Desse modo,
A separacdo materna durante a lactacdo promoveu ajustes do comportamento
alimentar hedénico em fémeas. No entanto, ndo provocou diferencas significativas no
comportamento alimentar hedénico dos machos. Assim como alteracdes no peso
corporal de ambos os sexos. Por sua vez, o estresse agudo tem influéncia na
modulacdo do comportamento alimentar heddnico apenas em machos jovens, como

também na inducao da expresséo do receptor MOR apenas em fémeas.

Palavras-chave: privacdo materna; comportamento alimentar; peptideos opioides.



ABSTRACT

Harmful experiences in the early life period, such as maternal separation, are able to
modify the body reactivity to stress and promote the malformation of systems. Food
behavior intake is also greatly affected by this early stress. The opioidergic system is
one of the systems involved in hedonic eating behavior, being capable to mediate
responses for food pleasure and drug use. Among opioidergic receptors, MOR is the
main regulator of the reward system. The present study aims are investigating the
consequences caused by stress in early life in relation to the hedonic eating behavior
and opioidergic system on young rats of both sexes. Young male and female wistar
rats underwent maternal separation and acute stress events were used, in which the
control (MC) and separate (MS) male groups were generated, as well as the control
(FC) and separate (FS) females. The animals that suffered acute stress formed the
groups (MCEA), (MSEA), (FCEA), (FSEA). No changes in body weight were observed.
Regarding the consumption of a palatable diet, (FS) decreased intake while (MCEA)
and (FCEA) increased. Regarding the expression of MOR, only the group (FCEA) was
significant. Thus, maternal separation during lactation promoted adjustments in
hedonic feeding behavior in females. However, it did not cause significant differences
in the hedonic feeding behavior of the males. As well as changes in body weight of
both sexes. In turn, acute stress has an influence on the modulation of hedonic feeding
behavior only in young males, as well as in the induction of MOR receptor expression

only in females.

Key Words: maternal deprivation; feeding behavior; opioid peptides
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1 INTRODUCAO

O periodo de lactagdo mostra-se de suma importancia para o continuo e correto
desenvolvimento do organismo apds o nascimento, visto que, é nessa idade que
ocorrem sucessivas e intensas mudancas no corpo do individuo (WESTERGA;
GRAMSBERGEN; 1990; FAGIOLINI; et al, 1994). Logo, a genitora se apresenta como
peca fundamental para a garantia do sucesso das transformac¢des das quais o jovem

animal passaré nessa idade.

Nesse contexto, o contato entre a mae e o filhote, acaba por se tornar uma via
da qual o jovem comecara a reconhecer e se adaptar a sua nova realidade fora do
Utero, por meio dos cuidados realizados por sua progenitora (KOJIMA; et al. 2012).
Dessa forma, os padrdes neurocomportamentais, bioquimicos e endocrinos se
formam via protecao, nutricdo e cuidado materno (CONDE-AGUDELO; et al, 2011,
NAKAMURA,; et al, 2008; ITO; et al, 2006; PLAUT; DAVIS, 1972).

Sabe-se que os niveis de corticosterona precisam estar baixos para favorecer
0 bom desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (MEYER, 1985). Logo, €&
justamente nesse fato que os perigos da exposicao ao estresse nos periodos iniciais
da vida se mostram. Pois eventos como diminuicdo de mitose e mielinizacdo, assim
como alteracdes na morfogénese e sinaptogénese neural podem ocorrer (LEVINE,
1991; BOHN, 1984). Nesse ambito, experimentos que promovem a resposta ao
estresse no inicio da vida, como a separacdo materna, sdo aplicados nesses estudos
(SOUZA et al, 2020a; SOUZA et al, 2020b; SOUZA et al, 2018; SILVA et al, 2014). A
separacdo materna causa uma resposta ao estresse a partir da liberacdo de
corticosterona (KUHN, 1990; LEVINE, 1991). Isso se da através da ativacdo precoce
do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal, que no periodo de lactacdo encontra-se
guiescente. Dessa forma, o eixo Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal, apresenta-se como

mediador da resposta ao estresse (MEYER, 1985).

O comportamento alimentar é definido como um conjunto de varios circuitos
nervosos que tém por finalidade controlar a ingestéao alimentar de um organismo (RUI,
2013). Biomoléculas periféricas tém a capacidade de atuarem no controle da ingestao
alimentar (SCHWARTZ, 2000). Didaticamente é possivel dividir o comportamento

alimentar em dois pilares, 0 homeostatico e o hedbnico. Sendo esse ultimo capaz de
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fazer o individuo comer mesmo estando saciado (STOJAKOVIC, 2017).
Evidentemente, o estresse no periodo perinatal acarreta uma gama de complicacdes
para esta base do comportamento alimentar. Portanto, maior consumo de dietas
palataveis, resisténcia a fluoxetina, antecipacdo da saciedade, alta expressédo de
receptores dopaminérgicos, sdo alguns dos exemplos (SOUZA, 2020a; SOUZA,
2020b; SOUZA, 2018). Adentrando ao sistema hedbnico, o sistema opioidérgico
mostra-se muito atuante, visto que, ele é capaz de mediar respostas hedbnicas tanto
para o prazer alimentar como para o consumo de drogas. (VAZQUEZ et al, 2005;
PECINA, BERRIDGE, 2000; EVANS, VACCARINO, 1990).

Dentre os receptores opioidérgicos, 0 MOR, mostra-se como principal regulador
do sistema de recompensa (PECINA, BERRIDGE, 2000; EVANS, VACCARINO,
1990). Sendo mais expresso na amidala, ganglios da base, talamo e hipotalamo
(HIRVONEN et al, 2009; FROST et al, 1985). Agonistas opioides em regides
encefalicas heddnicas promoveram um aumento na motivagao alimentar (GIULIANO;
COTTONE, 2015; ZHANG; BALMADRID; KELLEY, 2003). Da mesma forma que
antagonistas de MOR deturpam a preferéncia por solu¢cdes acucaradas (LE MAGNEN;
et al, 1980).

Dessa forma, o presente estudo propde-se investigar as consequéncias que
um estresse causado no inicio da vida pode provocar em relacdo ao comportamento
alimentar hedbnico de ratos jovens de ambos 0s sexos, no quesito que engloba o
sistema opioidérgico. Comportamento heddnico esse responsavel pelas sensacfes
de prazer e que compartilha as mesmas vias neurais que correspondem ao consumo
de drogas, no qual gastos governamentais e danos a saude caracterizam-se como
alguns dos maleficios acarretados pelo consumo desses narcoticos. Assim como a
depressdo e obesidade, juntamente causadas pelo estresse precoce apds o
nascimento. Portanto, € de suma importancia compreender mais de todo esse

mecanismo e suas consequéncias.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Importagao da relagdo mae-filho

O contato entre mae e filhote nas semanas posteriores ao nascimento, ou seja,
no periodo de lactacdo, é considerado vital (PLAUT; DAVIS, 1972). Uma vez que, é
nesse periodo que a genitora por meio de seus cuidados estimula e incita o filhote a
reconhecer e se acomodar ao novo ambiente (KOJIMA; et al. 2012). E neste espaco
de tempo que o organismo aprende padrdes neurocomportamentais, bioquimicos e
endocrinos (CONDE-AGUDELO; et al, 2011; NAKAMURA; et al, 2008; ITO; et al,
2006). Portanto, a nutricdo e protecdo desempenhados pela méae corroboram para o
pleno desenvolvimento da ninhada (PLAUT; DAVIS, 1972).

De fato, o periodo de lactacdo € responsavel por constantes e intensas
transformacgdes no corpo do animal. Ja que muitos sistemas sensoriais ja atuam com
0 objetivo de manter a homeostase apds 0 nascimento, ainda que apresentem um
incompleto desenvolvimento e maturacdo. Prova disso sdo as areas corticais
responsaveis pela visao, imaturas até o décimo nono dia pés-natal, mesmo com a
abertura dos olhos no décimo quinto dia de vida (WESTERGA, J. GRAMSBERGEN,
A. 1990; FAGIOLINI et al, 1994).

Todo o processo de neurogénese ocorrido nesse estagio, acaba por tornar o
encéfalo bastante suscetivel a interferéncias ambientais (ANDERSEN, 2003; AISA, B.
et al, 2007). Sendo assim, padrfes estruturais e funcionais do desenvolvimento
cerebral podem ser comprometidos por adversidades impostas nesse periodo
delicado (ANDERSEN, TEICHER, 2009). Logo, € possivel identificar uma
vulnerabilidade pdés-natal, pelo fato de existir uma susceptibilidade a um agente
estressor ambiental, que pode promover consideraveis alteracdes neurobiolégicas,
cognitivas e comportamentais. (SOUZA, et al, 2020a; SOUZA, et al, 2020b;
ANDERSEN, TEICHER, 2009; AISA et al, 2009; BRENHOUSE, ANDERSEN, 2011;
ADRIANI, LAVIOLA, 2004; ANDERSEN, 2003).

Problemas na infancia, de natureza cognitiva e neurolégica, sdo comumente
associados a estresse e depressao materna. Pois o ato de acalmar, nutrir e proteger

sao vitais para o adequado desenvolvimento do animal (KRISTAL, 2009). Dessa
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forma, € esperado que casos de comportamentos hiperativos, déficit de atencdo, além
de transtornos de ansiedade, abusos de drogas e sintomas de depressdo possam
surgir em humanos com histérico de caréncia materna, ou seja, aqueles que foram
negligenciados do cuidado da mée de alguma maneira (LUPIEN, 2009; GLOVER,
1997; STOTT, 1973). Além disso, em modelos experimentais, estudos com primatas
mostraram que separacdes repetidas e imprevisiveis da mae, episédios de
amamentacao sem horario fixo e comportamento materno abusivo, foram capazes de
alterar por anos a atividade do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), apés o
evento adverso (LUPIEN, 2009; SANCHEZ, 2006, SANCHEZ, 2005; COPLAN, 1996).
Bem como a predisposi¢cédo ao desenvolvimento de depressao, a sentir dor, consumir
drogas e maior comportamento agressivo, em ratos. (CUI, Y et al, 2020;
BORZADARAN, F. M et al, 2020; ODEON, M. M, ACOSTA G. B, 2019)

Desse modo, ao perceber a importancia da interacdo entre mae filho,
principalmente nos primeiros momentos de vida, técnicas como o Método Mae
Canguru, foram implantadas nas redes de saude. Esse procedimento consiste em
manter a todo momento, junto a sua mae, os bebés recém-nascidos, prematuros ou
aqueles que apresentam um baixo peso, de forma que a pele da crianca fiqgue sempre
em contato com a de sua méde (CONDEAGUDELO, A. et al., 2011), assim como ocorre
com alguns mamiferos metatérios como cangurus (AMALIYA, S., RUSTINA, Y.,
AGUSTINI, N. 2017).

As vantagens dessa pratica se mostram na reducdo da morbidade, ou seja,
diminuicdo de um conjunto de causas que podem gerar uma enfermidade, além da
limitacdo da mortalidade dos neonatos, juntamente a um aumento nas medidas de
crescimento, amamentacao e atenuacdo do estresse oxidativo em relacdo aqueles
gue permaneciam nas incubadoras (FORD; et al, 2020; KURNIAWATI; RUSTINA,;
BUDIATI, 2019; CALDJI; C. et al, 2000). Ademais, foi observado que bebés
prematuros que ficavam em incubadoras, distante de suas maes, apresentavam, por
exemplo, uma maior aceleracdo cardiaca quando comparados aqueles que
mantiveram contato com a genitora através do Método Mae Canguru (KOMMERS; et
al, 2017). Assim, percebe-se mais uma vez que a separacao entre mae e filho é
considerada um estresse que o bebé nédo esta preparado para lidar (MORGAN, B. E.

et al.,, 2011). Portanto, a separacdo materna possivelmente pode ser utilizada na
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tentativa de representar ndo apenas a distancia materna, mas uma gama de abusos

gue um individuo pode sofrer ao decorrer da infancia.

2.2 Separacao materna e eixo HPA

O cuidado materno realizado pela genitora também foi capaz de manter a
hiporesponsividade do estresse em proles de estudos experimentais, juntamente a
fisiologia do animal que favorecia uma hiporesponsividade ao estresse. Nessa
circunstancia, quando os filhotes eram separados temporariamente de suas maes,
havia um aumento dos niveis de corticosterona (CORT), hormonio responséavel por
desencadear uma resposta a estimulos estressantes em ratos, evidéncia nao
observadas em animais que permaneceram o tempo todo com sua genitora (KUHN,
1990; LEVINE, 1991). Uma das razdes para esse feito seria a indugcéo da secrecéo
do hormdnio do crescimento (GH) por comportamentos maternos de rotina (LEVINE,
1991; KUHN; PAUK; SCHANBERG, 1990; KUHN; BUTLER; SCHANBERG, 1978).
Logo, esse periodo quiescente ao estresse ficou conhecido como hiporesponsivo. A
fisiologia do rato filhote contribui para a manutencédo da hiporesponsividade, pois
nesse periodo o hormoénio adrenocorticotropico (ACTH) responde de forma minima a
CORT, que mostra dessa maneira que o cortex da adrenal é relativamente insensivel
ao ACTH. Ademais, o fator de liberacdo de corticotropina (CRF) e o ACTH séao
produzidos e liberados em niveis baixos (LEVINE, 1991). Nesse contexto, existem
receptores de glicocorticoides na hipéfise dos filhotes da mesma maneira que nos
animais adultos, no entanto, os niveis de globulina de ligacéo a corticosterona (CBG)
emcontram-se em baixas concentracdes no periodo hiporesponsivo. Dessa maneira,
a maior parte da corticosterona circulante no plasma esta na sua forma ndo ativa
(LEVINE, 1991; HENNING, 1978). Logo, essa leve quantidade de CORT circulante
gue favorecem o bom desenvolvimento no Sistema Nervoso Central (SNC) (MEYER,
1985).

Dessa forma, diversos métodos de separacdo materna foram desenvolvidos
com o objetivo de ativar precocemente o eixo HPA e investigar suas consequéncias
(LEVINE, 1991). Nesse contexto, altas quantidades de glicocorticoides, como a

corticosterona, em momentos criticos do desenvolvimento, como o0 periodo de



17

lactagdo, sdo considerados altamente prejudiciais, pois promovem eventos como
diminuicdo de mitose e mielinizacdo, assim como alteragdes na morfogénese e
sinaptogénese neural (LEVINE, 1991; BOHN, 1984). Ademais, o0 eixo HPA inicia sua
atividade quando o hormoénio liberador de corticortrofina (CRF) € ativado. Esse
promove a liberacdo do (ACTH) pela hipoéfise, ou pituitaria, que excita as suprarrenais,
ou adrenais, a expelir seus glicocorticoides, que podem ser corticosterona, no caso
de roedores, ou cortisol no caso de humanos (Figura 1). (RIVAROLA, 2014; KIKUSUI,;
MORI, 2009).

Por outro lado, a separacao materna € uma técnica que consiste em separar
os filhotes de sua mae por um periodo de tempo em determinados estagios do periodo
de lactacdo (SOUZA et al, 2020a; SOUZA et al, 2020b; SOUZA et al, 2018; SILVA et
al, 2014). Existem diversos protocolos pra tal, no qual se diferenciam a duracdo em
gue a prole fica distante da mae. Sendo 15 min, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 24h alguns horéarios
ja estabelecidos. (SOUZA et al, 2020; YANG et al, 2019; COMASCO et al, 2015;
SILVA et al, 2014; LEVINE, 1991). No qual 3h ja € considerado suficiente para ativar
0 eixo HPA precocemente e suas consequéncias (SOUZA et al, 2020; SOUZA et al,
2018; SILVA et al, 2014).

Figura 1 - Esquema anatémico e funcional do eixo HPA e estrutura associadas
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Fonte: Figura modificada do artigo: “Neural mechanisms of stress resilience and
vulnerability”, Tamara et al, Neuron, volume 75, 2012.

Legenda: (A): Principais componentes do eixo HPA e estruturas cerebrais
conectadas. (B): Conexdes entre o hipotalamo, a hipofise e as glandulas suprarrenais
no eixo HPA e o hipocampo e ac¢do fisioldgica do eixo HPA.

2.3 Separacdo materna e suas consequéncias fenotipicas emocionais

Apesar dos animais sofrerem a separacdo materna no inicio da vida, muitas de
suas consequéncias se revelam em outras épocas. Nesse contexto, ratos adultos
separados apresentaram condutas ansiosas e depressivas quando submetidos a
testes comportamentais como Labirinto em Cruz Elevada, além de Nado Forcado
(PAPADAKAKIS, 2019). Os ratos também apresentaram caracteristicas que
designam depressao na adolescéncia (HE; et al, 2019), grande sensibilidade a dor,
pré-disposicdo a consumir voluntariamente drogas como o alcool, além de maior
comportamento agressivo, também sao sequelas fenotipicas que surgem em animais
separados a partir do fim da lactacdo (CUI, et al, 2020; BORZADARAN, F. M et al,
2020; ODEON, M. M, ACOSTA G. B, 2019).

Entretanto, em estudos humanos, maes com caracteristicas ansiosas e
superprotetoras terminaram por causar um quadro de ansiedade em criancas com
idades entre 3 e 6 anos, quando elas eram separadas das genitoras para irem a escola
(ORGILES, M. et al, 2018). Sabe-se que os primeiros sete anos de vida do homem
sdo justamente o periodo em que as vias reguladoras da resposta ao estresse estao
mais vulneraveis. Consequentemente, criancas que vivem separadas de seus pais,
tendem a desenvolver ideias suicidas, estresse poOs-traumatico, transtornos de
ansiedade e depressao (MARTIN, 2018). Como também, altos niveis de estresse na
infancia como abusos, negligéncias, etc. Sdo capazes de promover uma série de
consequéncias a longo prazo, como obesidade grave, alcoolismo, abuso de drogas,

tentativas de suicidio e depressao (FELLITI et al, 1998).

Portanto, € visto que patologias de importancia econémica, como a depressao,
desenvolvem-se a partir de abusos na infancia. Nesse ambito, a depresséo € umas
das responsaveis por extrapolar os gastos governamentais com a saude em paises

de média e baixa renda, como também ser o fator mais significante para o atraso do
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desenvolvimento global (CUBILLOS, 2020; URIBE, 2017). Além do mais, o fato de ser
depressivo torna a saude do individuo mais fragilizada, agravando o estado de outras
doencas como tuberculose e AIDS (CUBILLOS, 2020; FERRARI, 2010).

Como ja foi mostrado, o contato entre mae e filho € vital para adequacao do
bebé ao novo ambiente existente (KOJIMA, 2012). No entanto, caso a companhia
materna ndo esteja presente, o individuo procura do mesmo modo adaptar-se ao
espaco em que se encontra. Logo, é esperado que as doencas geradas por todo o
estresse exposto na infancia promovam ao organiSmo uma pior resposta aos
tratamentos quando comparados com aqueles que nao presenciaram nenhum abuso
infantil, assim como alteracBes neurolégicas Unicas e caracteristicas, estimuladas
pelas influencias ambientais, tornando bastante dificil sua cura (MARTIN, 2018).
Desse modo, estudos que investigam a separacdo materna e suas consequéncias,

como a depressao, se mostram de grande notoriedade.

2.4 Comportamento alimentar

No entanto, os danos da separa¢do materna vao muito além da depresséo. O
comportamento alimentar também €& bastante afetado por esse estresse precoce
(SOUZA, 2020a; SOUZA, 2020b; SOUZA, 2018; SILVA, 2014). Nesse contexto, o
comportamento alimentar, assim como 0 comportamento sexual, sdo sistemas que
mantém a perpetuacdo da espécie. Prova disso, € o fato de ambos os sistemas
compartilharem estruturas complexas, como hipotdlamo, que por sua vez realiza
intricadas redes neurais, por conta das inUmeras conexdes nervosas realizadas por
estes sistemas que definem sua complexidade, dado que participa de importantes
eixos como o HPA e o Hipotalamo-Pituitaria-Gonadal (HPG), (RIVAROLA, 2014;
CRADDOCK, 2014; SCHWARTZ, 2000). Dessa forma, espera-se que, pelo fato de
serem responsaveis por permitir que os individuos continuem a existir no planeta,
tanto o controle da ingestdo de alimentos como o controle sexual, tenham por
caracteristica diversas e complexas vias neurais. Logo, a separacdo materna
apresenta-se bastante perigosa por danificar sistemas tdo importantes para ecologia

e fisiologia dos seres vivos em si.
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Nesse cenario, o comportamento alimentar é o resultado da acdo de varios
circuitos nervosos que tém por finalidade controlar a ingestdo de alimentos, assim
como a saciedade (RUI, 2013). Ele pode inclusive incluir fatores biol6gicos ou néo,
como condi¢des sociais (LUTTER; NESTLER, 2009). O comportamento alimentar é a
base de processos fundamentais para a sobrevivéncia e manutencdo da saude, como
o balanco energético equilibrado, que se define como a relacdo entre a energia

consumida e energia gasta (STEPEN, 2008).

Além disso, dentre as estruturas pertencentes ao sistema nervoso, 0
hipotalamo, constitui uma das partes mais importantes para o controle do consumo
alimentar, visto a importancia do seu papel integrador nos sinais centrais e periféricos.
No hipotalamo € possivel encontrar determinados grupos de neuropeptidios que
desempenham fung¢des tanto orexigénicas como anorexigénicas. S&o eles, o
relacionado a Proteina Agouti (AgRP) e o Neuropeptidio Y (NPY), como responsaveis
por favorecer a ingestao de alimentos. Assim como os dependentes da Transcricdo
Cocaina-Anfetamina (CART) e Pré-opiomelanocortina (POMC) diminuem o consumo.
Eles séo expressos de acordo com balango de biomoléculas periféricas que atuam no
comportamento alimentar (SCHWARTZ, 2000). (Figura 2)

Figura 2 - Controle homeostatico do comportamento alimentar.
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Fonte: Figura modificada do artigo: “The Role of Ghrelin, Salivary Secretions, and Dental
Care in Eating Disorders”, Yagi et al, Nutrients, volume 4, 2012.

Legenda: Relacao entre os nucleos hipotalamicos e estruturas periféricas.

A medida que o balanco energético se torna negativo, sinais séo criados para
geracao de fome (STOJAKOVIC, 2017). Nessa acao, alguns hormdnios atuam para
fazer o individuo buscar alimentos. A grelina, excretada pelas células oxinticas
estomacais, estimula a expressao dos neuropeptidios orexigénicos, como o AgRP e
o NPY, quando o balanco energético do corpo esta negativo, causado, por exemplo,
por um estado de jejum (GIL-CAMPOS et al, 2006).

Por outro lado, outras substancias tém por fungéo cessar o consumo alimentar,
como a insulina, liberada pelas células beta pancreéticas, ela é capaz de inibir os
neurdnios orexigenos (AgRP/NPY) e ativar os anorexigenos como o CART e o POMC
(BASKIN et al, 1999), que reduz a procura por comida. Assim como a adiponectina e
leptina, ambas excretadas pelo tecido gorduroso (NASLUND; HELLSTROM, 2007).
No que diz respeito a leptina, quando essa se encontra presente no plasma do sangue,
tem por destino o nucleo arqueado do hipotadlamo (ARC), no qual bloqueia os
neurdnios orexigénicos e estimula os anorexigénicos, que diminui 0 consumo
alimentar da mesma forma que a insulina (BASKIN et al., 1999). J4 no caso da
adiponectina, sua atuacdo também se da no hipotalamo, no entanto, o nudcleo
paraventricular que se torna o alvo, como também a via de acdo da sacies, que se da

por meio das melanocortinas (QI et al., 2004).

2.5 Separacado materna e comportamento alimentar heddnico

Entretanto, essa regulacdo denominada homeostatica ndo é exclusiva. Pois
existem impulsos, ndo necessariamente associados ao quociente energético, que tém
a capacidade de se sobrepor e causar uma sensacao de apetite em situacdes onde o
nivel de energia estd homeostaticamente adequado (STOJAKOVIC, 2017). Vale
ressaltar que os conceitos de fome e apetite s&o distintos. O apetite se caracteriza por
uma ansia a um determinado alimento (HILL et al, 1984). J4 a fome é a necessidade

homeostatica de comer (LUTTER; NESTLER 2009). Desse modo, 0 comportamento
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alimentar de ingestdo, mesmo em situacdes fisioldgicas de equilibrio energético, é
chamado de hedbnico (STOJAKOVIC, 2017).

7z

Nessa conjuntura, o comportamento alimentar hedbnico & controlado por
diversas estruturas centrais mesolimbicas, como o coértex pré-frontal, nucleo
accumbens (Nac), area tegmentar ventral (VTA), etc. (BERTHOUD, 2017). Além de
ser caracterizado por possuir determinadas propriedades. Algumas delas séo o
‘gostar’, que se define como uma experiéncia prazerosa imediata, quando se ingere
uma comida muito saborosa, por exemplo. Como também o ‘querer’, que demostra a
busca ou motivacdo por algo, que pode juntamente ser um alimento, que causa um
aumento do apetite ou o despertar de desejos (BERRIDGE, 2000; MELA, 2006,
BERTHOUD, 2007; EGECIOGLU, 2011). (Figura 3)

Figura 3 - Hotspots heddnicos opiacéos
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Fonte: Figura modificada do artigo: “Affective neuroscience of pleasure: reward in humans

and animals”, Berridige, Psychopharmacology, Volume 199, 2008.

Legenda: Sdo mostrados no nucleo accumbens, no qual os opiéides ou outros sinais

causam amplificacdo das principais reacdes de "gosto" ao acgucar.

Evidentemente, a separacdo materna acarreta uma gama de complicacdes
para o comportamento alimentar heddnico, como por exemplo, um maior consumo de

dietas palataveis, que se caracterizam por serem alimentos pobres nutricionalmente
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e ricos em lipidios e carboidratos. Isso ocorre na fase adulta de ambos 0s sexos e
independe do ciclo circadiano do animal (SOUZA, 2018). Quando a separagao
materna foi somada a outro estressor, o maior consumo de alimento palatavel se
manteve, além de haver uma diminuicdo da ingestdo da dieta padrdo juntamente a
uma perda de peso corporal (SOUZA, 2020a). Antecipacéo da saciedade também foi

observada em animais que sofreram separacao materna (SOUZA, 2020b).

2.6 Sistema hedo6nico e abuso de drogas

No entanto, o controle heddnico também é responsavel por outros efeitos além
do querer e gostar dos alimentos, pois as vias neuronais hedodnicas que causam o
prazer alimentar sdo as mesmas que desencadeiam a sensacdo de estar drogado
guando se consome drogas (NESTLER, 2005). Estruturas como o Nac e a VTA sao
de suma importancia para o efeito agudo de recompensa do abuso de drogas. Varios
estimulantes atuam no Nc, tanto diretamente como indiretamente, aumentando a
expressdo de neurotransmissores responsaveis pela sensacdo de prazer como a
dopamina. Os opioides realizam esse feito quando inibem os receptores gabaérgicos
na VTA, que consequentemente ativa os neurdnios dopaminérgicos também na VTA.
Os opioides também atuam diretamente nos receptores opioides do Nac. O alcool
inibe os receptores de GABA e acaba por ativar os neurdnios de dopamina no VTA da
mesma maneira que os opioides fazem (NESTLER, 2005). (Figura: 4)

Figura 4 - Esquema simplificado da convergéncia de acdes de quais as
drogas realizam no Nac e VTA.
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Fonte: Figura retirada do artigo: “Is there a common molecular pathway for addiction?”

Nestler, Nature Neuroscience, volume 8, 2005.

Portanto, é evidente que ao afetar o sistema hedénico, a separacdo materna,
também cause problemas em relacdo ao abuso de drogas, devido ao fato de os
entorpecentes e alimentos compartilharem as mesmas vias de recompensa. Pois ja
foram observadas injurias ao funcionamento do comportamento hedonico alimentar
induzidos por separacdo materna (SOUZA, 2020a; SOUZA, 2020b; SOUZA, 2018;
SILVA, 2014).

Nessa conjuntura, ndo € de se estranhar que a separa¢cdo materna aumente a
sensibilidade a cocaina em ratos, mesmo que em baixas concentra¢des (KIKUSUI,
2005). Assim como eleva a autoadministracdo de metanfetamina em animais
separados (LEWIS, 2013). Foi visto também que o consumo de alcool € aumentado
em ratos que foram afastados da genitora, tanto em adultos (LEICHTWEIS, 2020;
DAOURA, 2011), como em adolescentes (THOMPSON, 2020; DAOURA, 2011).
Alteracbes nos sistemas dopaminérgico e endocanabinoidérgico causados por
separacdo materna podem ser responsaveis pelo comportamento de busca e
potencial vulnerabilidade a outras drogas em ratos (ROMANO-LOPEZ et al, 2016).
Em relacdo aos opioides, roedores separados das maes apresentavam grande risco
de desenvolver dependéncia a morfina na vida adulta (VAZQUEZ et al, 2005). Como
também tinham uma maior preferéncia a por ela quando ela era ofertada junto com
outras drogas (VAZQUEZ et al, 2006).

Dessa forma, séo perceptiveis as consequéncias que a separacdo materna e
todo o estresse no periodo de lactacdo podem trazer para sociedade no aspecto de
abuso de drogas. Prova disso foram os 8,5 milhdes de euros gastos no total em
hospitais de 24 paises europeus para o tratamento de transtornos relacionados ao
alcool e drogas entre 2013 e 2015 (CASAL, 2020). Logo, mais uma vez a importancia

de estudos que investigam o estresse no inicio da vida € evidente.

2.7 Sistema opioidérgico



25

De fato, os opioides sdo capazes de alterar funcdes fisiologicas e
comportamentais. Tanto que séo utilizados para tratar dor, induzir o sono e causar
euforia (ROCCHI et al, 2020). O sistema opioidérgico também se apresenta como um
dos principais integrantes de diversos transtornos psiquiatricos, no qual destaca-se o
sistema endorfinérgico, que atua em respostas a drogas opiodérgicas como a morfina.
A disfuncé@o do sistema das endorfinas esta envolvida em eventos de transtornos
afetivos e de personalidade, assim como estresses pds traumaticos e esquizofrenia.
(ROCCHI et al, 2020; SAVIC et al, 2015; TUOMINEN et al, 2012; PROSSIN et al,
2010; LOVE et al, 2009; BECERRA et al,2006; ZUBIETA et al, 1999; SCHMAUSS,
EMRICH, 1985; SHAH, DONALD 1982).

Nesse ambito, o sistema opioidérgico apresenta trés principais receptores, u
(MOR), & (DOR) e k (KOR). Eles sao distribuidos de maneira diferente através do
cérebro (ROCCHI et al, 2020), no qual os receptores MOR, principais reguladores do
sistema de recompensa via estimulacdo por drogas e alimentos palataveis (PECINA,
BERRIDGE, 2000; EVANS, VACCARINO, 1990), sdo mais expressos na amidala,
ganglios da base, talamo e hipotalamo (HIRVONEN et al, 2009; FROST et al, 1985).
No entanto, também é possivel encontrar receptores MOR na VTA (NESTLER, 2005)
(Figuras: 5 e 6). Eles provocam uma liberacdo de dopamina na via mesolimbica, ja
gue os neurbnios GABAérgicos que bloqueavam os neurbnios dopaminérgicos
passam a ser inibidos quando o MOR é expresso (NESTLER, 2005; PECKYS,

LANDWEHRMEYER, 1999).
Figura 5 - Distribuicdo dos receptores opioidérgicos no tronco cerebral.
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Fonte: Figura retirada do artigo: “Opioidergic System and Functional Architecture of Intrinsic
Brain Activity: Implications for Psychiatric Disorders”, Roochi et al, The Neurocientist, 2020.

Figura 6 - Distribuicdo dos receptores opioidérgicos nas estruturas
subcorticais do cérebro.
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Estruturas Subcorticais
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Fonte: Figura retirada do artigo: “Opioidergic System and Functional Architecture of Intrinsic
Brain Activity: Implications for Psychiatric Disorders”, Roochi et al, The Neurocientist, 2020.

Por sua vez, os neurbnios POMC, caracterizam-se por serem percursores do
principal componente das endorfinas, ou seja, a B-endorfina. Nesse contexto, uma das
maiores populacdes de POMC € encontrada no nucleo arqueado. Ademais, 0
arqueado faz conexdes com regides limbicas que também estdo associadas a vias
das recompensas como o Nac. (ROCCHI et al, 2020; LE MERRER et al, 2009;
BERNSTEIN et al, 2002; CASTRO, MORRISON, 1997; PILCHER et al, 1988;
KHACHUTURIAN et al, 1984; HERZ et al, 1982). A B-endorfina mostra-se de grande
importancia quando ela interfere no comportamento alimentar através do MOR
(BODNAR; KLEIN, 2004). Nesse ambito, pelo fato de existir uma grande quantidade
de POMC no ARC, a mesma é expressa nessaregido (BODNAR; KLEIN, 2004). Sabe-
se também que a B-endorfina, além de estar envolvida no consumo de alimentos, pode
regular o humor (ANDERSON et al., 2016). Por outro lado, o NPY, também é tido
como um integrante importante no controle da ingestéo alimentar quanto a sua relacao
com o sistema opioidérgico, visto que, suas concentracfes foram aumentadas no
nucleo dorsomedial do hipotalamo de ratos tratados com antagonistas opioidérgicos
(LAMBERT; et al, 1994).

2.8 Sistema opioidérgico, separacdo materna e comportamento alimentar
Realmente, o sistema opioidérgico € bastante atuante no controle do
comportamento alimentar, pois foi visto que a acédo de agonistas opioides em regides

cerebrais hedbnicas como o Nac foram capazes de aumentar a motivacdo por um
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alimento. (GIULIANO; COTTONE, 2015; ZHANG; BALMADRID; KELLEY, 2003). Da
mesma forma que antagonistas de MOR inibem a preferéncia por solucdes
acucaradas (LE MAGNEN et al., 1980). Nesse ambito, a estimulagéo dos receptores
MOR e DOR provocam um maior desejo de comer. Além disso, o receptor MOR é o
unico entre os opioides que amplifica as rea¢des de motivacao e incentivo perante um
alimento, ou seja, o ‘querer’ hedénico (GIULIANO; COTTONE, 2015). E visto também
gue, animais no qual o gene referente ao receptor MOR sofreu exclusdo genética,
apresentaram uma menor ingestao de solucdes doces em uma hora de experimento,

como também em todos os dias de analise (AWAD et al, 2020).

A projecdo existente entre o Nac e o hipotdlamo, mais precisamente o
hipotalamo lateral, foi objeto de estudo no qual procurou-se averiguar a modulacdo do
comportamento alimentar em relacdo a palatabilidade. Logo, foi visto que a
estimulacdo do MOR no hipotalamo previne o declinio da ingestdo de alimentos
provocados pela saciedade (TANDOM; KEEFE; TAHA, 2017). A utilizagdo de
agonistas do MOR, como a morfina e 0 DAMGO, no septo lateral promoveram de
forma significativa um aumento no comportamento alimentar de ratos. Em
contrapartida, agonistas dos receptores DOR e KOR nao surtiram efeito
(CALDERWOOD; TSENG; GLENN, 2020). Vale ressaltar que o septo lateral também
apresenta conexdes com o hipotdlamo (KOROTKOVA; PONOMARENKO, 2017).

Ademais, ratas mostraram uma maior expressao do receptor MOR em regifes
hedbdnicas como o nucleo estriado quando foram expostas de forma limitada e
irregular ao chocolate (HEAL; et al, 2017). Assim como ratas que sofreram separacao
materna apresentaram maiores niveis de peptideos opioides em regides como o
hipotalamo, no qual se reitera a evidencia de diferenca nas consequéncias do estresse
materno em relacao ao sexo (GUSTAFSSON; et al, 2005). Por outro lado, estudos em
humanos mostraram que a administracdo de agonistas opioides causaram um

aumento no consumo de alimentos palataveis (YEOMANS; GRAY, 2002).

Dessa forma, o presente estudo propde-se investigar as consequéncias que
um estresse causado no inicio da vida pode provocar em relacdo ao comportamento
alimentar hedénico de ratos jovens de ambos 0s sexos, no quesito que engloba o
sistema opioidérgico. Comportamento heddnico esse responsavel pelas sensacgdes
de prazer e que compartilha as mesmas vias neurais que correspondem ao consumo

de drogas. No qual gastos governamentais e danos a saude se caracterizam como
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alguns dos maleficios acarretados pelo consumo de drogas. Assim como a depressao
e obesidade, juntamente causadas pelo estresse precoce ap0s 0 nascimento.
Portanto é de suma importancia compreender mais ainda todo esse mecanismo e

suas consequéncias.
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3 HIPOTESE

O estresse por separacdo materna aumenta o consumo de alimento palatavel
apos estresse alimentar agudo e a expressao génica do receptor opioidérgico p (MOR)

no hipotalamo de ratos wistar jovens de ambos 0s sexos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da separacao materna sobre a ingestéo de alimento palatavel
antes e apos estresse alimentar agudo e sobre a expressao génica do receptor

opioidérgico p (MOR) no tronco encefalico de ratos wistar jovens de ambos 0s sexos.

4.2 Objetivos especificos

Em ratos wistar jovens, machos e fémeas, separados ou nao, avaliar:
e A evolucédo ponderal;
e Aingestao de alimento palatavel aos 35 dias de vida;

e Aingestao de alimento palatavel apds estresse alimentar agudo aos 35 dias de

vida;

e A expressao génica do receptor opioidérgico i no tronco encefalico antes e

apo0s exposicao ao estresse alimentar agudo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados Rattus norvergicus albinos da linhagem Wistar provenientes
da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). As fémeas nuliparas e primiparas com peso entre 250 e 300 g foram mantidas
em Biotério de experimentacdo no Departamento de Anatomia da UFPE com
temperatura de 22° C (x 1°C), Ciclo claro/escuro de 12-12h invertido (com luzes
acesas as 18h) e livre acesso a agua e a dieta padréo do biotério (Presence®). O
manejo e o0s cuidados seguiram as recomendacbes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Federal de Pernambuco (Processo
n°0009/2018). ApoOs adaptacdo foram realizados acasalamentos na proporcao de
duas fémeas para um macho. Apos um periodo de sete dias junto com o macho, as
fémeas foram acomodadas em gaiolas individuais onde permaneceram com livre
acesso a agua e dieta, o peso corporal foi acompanhado para a confirmacédo da
gestacdo. O dia de nascimento dos filhotes foi considerado o dia 0, sendo a
manipulacéo para reducdo da ninhada realizada no 1° dia de vida. Posteriormente, as
ninhadas ficaram constituidas por oito ratos, sendo esses machos e fémeas, no qual
houve o cuidado de ndo permitir um nimero menor que dois representantes do sexo

oposto ao dominante.

5.2 Separacao materna e formacdo dos grupos experimentais

Os grupos experimentais foram definidos de acordo com a presenca ou ndo da
separacao materna, designando dois grandes grupos de animais: controles e aqueles
gue passaram pela separacdo materna. Desses dois grandes grupos, foram formados
mais dois subgrupos: aqueles que submetidos a estresse alimentar agudo ou néo,

totalizando 8 grupos. Sendo representados desta maneira:
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Sem estresse alimentaragudo (MC) |

Controle (MC)

Com estresse alimentar agudo (MCEA) |

Sem estresse alimentar agudo (MS) I

Separados (MS)

Com estresse alimentar agudo (MSEA) I

< Sem estresse alimentar agudo (FC) |

Animais

Controles (FC)

Com estresse alimentar agudo (FCEA) |

Fémeas

Sem estresse alimentaragudo (FS) I

Separadas (FS)

Com estresse alimentar agudo (FSEA) |

A separacdo materna iniciou-se no segundo dia pos-natal (PND2), das 8h as 11h,
totalizando 180min por sesséo, se estendendo até o PND14 (SOUZA, 2020a; SOUZA,
2020b; SOUZA, 2018; SILVA, 2014). Os filhotes foram mantidos em incubadoras com
temperatura controlada de 30-32°C (Plotsky et al 1993). O grupo controle foi
constituido por ninhadas que ndo foram manipuladas, exceto para a limpeza das
gaiolas. Foram desmamados no PND21. Apdés o desmame, os animais foram
agrupados em gaiolas e separados por sexo, com dois a trés animais em cada gaiola

até o inicio dos testes.

5.3 Ingestéo de alimento palatavel

No 35° dia de vida foi realizada a ingestéo de alimento palatavel. Ofertou-se um
alimento palatavel (Cookie Chocolate Bauducco®), a fim de averiguar quanto seria
consumido pelos animais durante o periodo de 1h. A ingestdo alimentar (g) foi
guantificada através da diferenca entre a quota oferecida e a quota rejeitada apos
esse periodo (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998).

5.4 Ingestéo de alimento palatavel apos estresse alimentar agudo
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No 35° dia de vida foi realizado o estresse alimentar agudo. Este consistia da
exposicao visual e olfativa do animal a um alimento palatavel (Cookie Chocolate
Bauducco®) envolvido por uma rede metalica que impedia que o animal tivesse
acesso ao alimento, durante 30min. ApGs esse periodo 0s animais tiveram acesso ao
cookie por 1h. A ingestédo alimentar (g) foi quantificada através da diferenca entre a

guota oferecida e a quota rejeitada apés o periodo de 1h.

5.5 Andlise da expressdo génica do receptor opioidérgico p no tronco

encefalico.

5.5.1. Eutanasia e obtencédo do hipotalamo

A eutanasia foi realizada na fase escura (12h) por decapitagdo em guilhotina
Com um grupo sem estresse e outro que experimentou 20 min de estresse alimentar
imediatamente antes da decapitacdo. A cabeca foi dissecada e o cranio aberto para
retirada do encéfalo. Ele foi dissecado para obtencdo do hipotalamo, acondicionado
em tubo plastico apropriado (ependorf) e imediatamente acondicionado em freezer a

-20°C até o momento das analises.

5.5.2. Analise da expressao génica

Os troncos encefalicos foram processados para analise da expressao génica
do receptor p opioide pelo método de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). O
experimento de PCR em tempo real foi realizado com as amostras seguindo as etapas
descritas resumidamente a seguir. O método consiste em trés etapas: 1) Extracao do
RNA Total; 2) Conversao do RNA em cDNA e 3) Amplificacdo da reacdo em cadeia
da polmerase. O RNA total foi extraido utilizando 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen
®, Carlsbad, CA, EUA) com um homogeneizador (Pellet Plestle with Cordless Motor,
Fisher Scentific, EUA). O RNA total foi isolado seguindo o protocolo sugerido pelo
fabricante Invitrogen® e, subsequentemente, a quantidade e qualidade do RNA
purificado foram avaliadas utilizando-se o espectrofotdmetro, NanoDrop ND-2000
(Thermo Scientific, EUA). Em seguida, as amostras de RNA foram tratadas com

solucao de gDNA Wipeout (Qiagen®, Hilden, Alemanha) para remover eficazmente a
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contaminacdo do DNA gendmico durante 2 min a 42°C, e armazenadas em gelo.
Posteriormente, foi realizada a transcricdo reversa de 2,0 microgramas de RNA
purificado em cDNA, utilizando o kit de transcricdo reversa QuantiTect (Qiagen®,
Hilden, Alemanha), a 42°C durante 15 min. A enzima foi inativada a 95°C durante 3
minutos. A preparacdo de cDNA foi, em seguida, armazenada a -20°C até a sua

utilizagao.

Posteriormente, 5 ml de cada amostra diluida de cDNA foi utilizada como
template para a amplificacéo por PCR em tempo real, utilizando SYBR Green (Qiagen
®, Hilden, Alemanha), como fluoréforo intercalante. Utilizou-se o sistema de detecgéo
de PCR em tempo real: Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ®, Hilden, Alemanha). Os
parametros do PCR foram: o primeiro passo de desnaturacéo inicial de 5 min a 95°C
seguido de 45 ciclos de 5s a 95°C, e 10s a 60°C.

5.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Para
comparacdes multiplas, foi utilizada ANOVA One Way ou Two Way, seguida do pos-
teste de Bonferroni, adotando niveis de significancia como p <0,05. Todas as analises

foram realizadas com o auxilio do programa Graphpadprism.
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6 RESULTADOS

6.1 Evolucao ponderal

N&o houve diferenca de peso corporal entre animais controle e separados,
tanto machos quanto fémeas, em nenhuma das idades analisadas (Figura 7).

Figura 7 - Efeitos da separacdo materna sobre a evolucdo ponderal ao nascimento,
desmame (21 dias) e pds-desmame (35 dias).
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Fonte: O autor, 2020.

Legenda: MC: Machos controle; MS: Machos separados; FC: FEémeas controle; FS:
Fémeas separadas. ANOVA Two Way. POs-teste de Bonferroni. Dados apresentados
em meédia e erro padrdo na média N de machos=8-10. N de fémeas=6-10.

6.2 Ingestdo alimentar antes e apés estresse alimentar agudo

A separacdo materna durante a lactacdo diminuiu a ingestdo de alimento
palatavel em fémeas comparadas ao grupo controle (C: 1,94 £ 0,6 vs S: 0,33 £ 0,1,
p<0,05) (Figura 2B). Em machos, observou-se que o grupo controle que sofreu
estresse agudo consumiu mais alimento palatavel que os demais (Figura 2A). A
exposicao ao estresse alimentar agudo aos 35 dias ndo alterou a ingestéao de alimento
palatdvel em animais separados comparados aos controles em ambos 0S Sexos
(Figuras 2A e 2B). No entanto, a analise intragrupo demonstrou que os machos
controles aumentaram a ingestao de alimento palatavel apés estresse agudo quando
comparados a ingestao sem o estresse alimentar (MC: 1,65 = 0,35 vs MCEA: 3,24 +
0,4, p<0,05). (Figura 8A) enquanto que as fémeas ndo demonstraram alteracao apos
experimentarem o estresse agudo (Figura 8B).
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Figura 8 - Efeitos da separacéo materna sobre a ingestdo de alimento palatavel antes e
apos o estresse alimentar agudo.

A B
= Fres _
4 —_— I MC 4 1 FC
% m NS g - FS
3 £ MCEA y x £ FCEA
[m MSEA — o FSEA

Ingestdc alimentar (g}
")
|
|

- -
Ingestio alimentar |
o -
1

E,l T é——
=

Fonte: O autor, 2020.

Legenda: MC: Machos controle; MS: Machos separados; MCEA: Machos controle
com estresse agudo; MSEA: Machos separados com estresse agudo; FC: Fémeas
controles; FS: Fémeas separadas; FCEA: Fémeas controle com estresse agudo;
FSEA: Fémeas separadas com estresse agudo; ANOVA One Way. Pos-teste de
Bonferroni. Dados apresentados em média e erro padrédo da média. N de machos=8-
10. N de fémeas=6-10. *vs MC ou FC; # vs MS ou FS. * e # = p<0,05; ## = p<0,01.

6.2 Expressao do receptor opioidéergico MOR no hipotalamo

A separacgdo materna durante a lactagdo ndo promoveu a expressao do receptor
MOR, mesmo ap6s um evento de estresse agudo em machos e fémeas (FIGURAS
9A E 9B). Assim como em animais controles machos e fémeas (FIGURAS 9A e 9B),
incluindo aqueles que também sofreram estresse agudo, com excecao das fémeas
(FIGURA 9B).

Figura 9 - Efeitos da separagéo materna sobre a expressao do receptor opiodérgico MOR
em animais que sofreram ou nao estresse agudo.
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Fonte: O autor, 2020.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo comprovou que a separacao materna, ou seja, a exposi¢cao
do animal a um estresse crénico durante o periodo de lactacdo, ndo provocou
alteracoes do peso corporal de ratos e ratas wistar jovens. No entanto, essa
adversidade no inicio da vida mostrou-se capaz de alterar o comportamento alimentar
hedbnico das fémeas. Isso € demostrado pela baixa ingestdo de alimentos palataveis.
Entretanto, o mesmo parece ndo ocorrer em relagcdo aos machos, visto que, seu
comportamento perante uma comida palatavel nao surtiu efeito algum, igualando-se
agueles isentos de estresse crénico na lactacdo. J4 sobre a expressédo do receptor
opioidérgico MOR, a separacdo materna nao foi capaz de aumentar sua expressao
de forma significativa em tecidos hipotalamicos. Entretanto, o evento de estresse
agudo sofrido por grupos controles, por sua vez, expressaram o MOR em abundéncia,

como nas fémeas.

Em relacédo aos achados do peso corporal, os resultados corroboram com os de
outros autores que também ndo observaram oscilacbes de peso em ratos jovens
separados na lactacdo (STONHER; et al, 2020; LEE; et al,2014; ZIMMERBERG,;
SAGESER, 2011; RYU; et al, 2009). Uma das razfes para isso acontecer poderia ser
explicada pelo fato de animais jovens apresentarem um alto metabolismo, que por
consequéncia, favorece a permanéncia da massa magra e o consumo das reservas
lipidicas corporais (STONHER; et al, 2020; TSCHOPM, 2001). Dado que ratos mais
jovens possuem um metabolismo completamente diferentes dos ratos mais velhos
(TSCHOPM, 2001). Sabe-se que a mitocondria estad envolvida nos processos de
homeostase energética e metabolismo (DENG, 2019). Nessa conjuntura, ratos
envelhecidos apresentam uma elevada mitofagia, ou seja, remocao seletiva de
mitocdndrias (NO, M. 2020). Logo, 0 maior nimero de mitocondrias em ratos juvenis
pode explicar o alto metabolismo e pré-disposicdo a manutencdo da massa magra
nesses animais, além da maior demanda energética através dos lipidios. Ademais,
mesmo que a separacdo materna submeta o animal a um jejum forcado de trés horas
durante duas semanas do periodo de lactacdo, de fato, a mde intensifica seus
cuidados quando a prole retorna a ela. Estudos mostram que apesar das atividades
maternas serem menores nos primeiros episodios de separacao, a genitora aumenta

significativamente suas a¢des maternais na tentativa de compensar os baixos niveis
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de assisténcia realizados pelas mesmas nas primeiras sessoes do estresse (ORSO;
et al, 2018). Nesse contexto, os atos de lamber e amamentar os filhotes se
caracterizam como aqueles que foram aumentados em decorréncia do experimento
de separacdo (MACRI; et al, 2004). Assim, pode-se sugerir que esse comportamento
compensatorio pode estar a mitigar os efeitos da separacdo materna em relacdo ao
ganho de peso corporal de ratos wistar de ambos 0s sexos jovens. No entanto, a
simples andlise do peso ndo permite descartar impacto da separacao materna sobre
parametros que influenciam o peso corporal, como a taxa metabdlica e estudos com

esse fim sdo necessarios.

Sobre os efeitos da separagdo no comportamento alimentar heddnico, foi
observado que, em fémeas, o consumo de alimentos palataveis foi diminuido em
comparacao com os machos. Esses dados mostram que a separacao materna afeta
negativamente o sistema hedonico de fémeas, fazendo-as ndo se sentirem motivadas
perante substancias prazerosas. Nesse contexto, algo semelhante foi encontrado por
(LEICHTWEIS; et al, 2019), no qual percebeu-se que ratas adolescentes separadas
das maes no periodo de lactagdo ndo mostraram interesse no consumo de alcool.
Ademais, na vida adulta, os achados de (SOUZA,; et al, 2020b) mostram que ratas
maduras apresentam uma antecipacdo da saciedade, demostrada por uma curta
refeicdo e menor ingestdo de alimentos considerados padrdao. (MIRAGAIA, 2018) e
(MICHAELS; HOLTZMAN, 2006), observaram que fémeas separadas consumiam
menos sacarose quando comparadas aos machos e se sentiam menos motivadas
para consumi-las, respectivamente. Nesse ambito, a sacarose é utilizada para medir

a capacidade dos animais em se engajarem em atividades que proporcionem prazer.

Portanto, pode-se inferir que as fémeas separadas na lactacdo tendem a
desenvolver anedonia. Pois um animal anedonico é aguele que apresenta dificuldades
ou incapacidade de sentir prazer. Nesse ambito, um estudo com ratas adolescentes
exibiu uma tendéncia (p=0,05) num quadro de diminuicdo de ingestdo de sacarose no
teste comportamental de ingestdo desta. No qual acabou por ser discutida como
demonstracao de anedonia nessas fémeas. Alias, as rodentias também apresentaram
uma resposta mais inata a anedonia quando mostraram uma maior laténcia para se
aproximarem da solucéo doce (GOODWILL, 2019).

De fato, a anedonia é associada ao estado depressivo do ser vivo. Dessa forma,

0 estresse no periodo inicial da vida coopera para a psicopatologia da depressao.
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Nesse contexto, apenas ratas fémeas que passaram por eventos estressantes no
inicio da vida exibiram comportamentos relacionados a depressédo (SICKMANN,
2015). Além disso, segundo (HOUWING, 2019), as mulheres possuem duas vezes
mais chances de desenvolverem depressao quando comparadas aos homens. Assim,
€ possivel sugerir que nesse trabalho as fémeas se mostrem mais vulneraveis a
anedonia, que por sua vez estaria associada ao humor depressivo, do que os machos,
uma vez que apenas elas diminuiram a ingestdo de um alimento palatavel, ou seja,

uma atividade prazerosa.

Por outro lado, em relagdo aos machos, outros estudos também mostraram que
0 comportamento alimentar hedonico de ratos jovens ndo se alterou por conta da
separacao materna. Como é o caso de (SOUZA,; et al, 2020a), no qual ratos machos
juvenis ndo apresentaram diferencas significativas no consumo de dieta palatavel
durante a fase escura do ciclo, além do trabalho de (MICHAELS; HOLTZMAN, 2006)
gue ndo mostrou alteracdo perante o consumo de sacarose. Isso pode acontecer
devido ao fato de o estresse precoce causar efeitos que dependem do sexo. Pois
trabalhos como o de (BONDAR, LEPESHKO, RESHETNIKOV; 2018) mostraram que
ratas que sofreram separacdo materna apresentam um maior quadro de ansiedade
guando comparadas a machos que passaram pelo mesmo estresse no periodo de
lactacdo. Dessa maneira, 0s machos seriam menos ansiosos, logo o eixo HPA desses
animais nao estaria muito alterado, resultando em poucas mudancas no

comportamento heddnico

Percebe-se também nesse trabalho que, animais machos controles,
consumiram mais alimentos palataveis apos um evento de estresse agudo. Esse
achado corrobora com o também encontrado por (THOMPSON; SIMMONS;
MCMURRAY, 2020), no qual, animais machos controles, que passaram por periodos
estressantes, aumentaram a ingestdo de substancias hedbnicas como o alcool.
(THOMPSON; SIMMONS; MCMURRAY, 2020) também mostrou que, animais que
sofreram separagdo materna e estresse na adolescéncia, nao apresentaram um
consumo significante de elementos hedbnicos, assim como 0s animais estressados
precocemente e na fase juvenil desse estudo. Alguns estudos mostram que um
estressor pode promover uma resiliéncia a um estressor futuro (THOMPSON;
SIMMONS; MCMURRAY, 2020; COTELLA,; et al, 2019). Logo, pode-se sugerir que a

separacdo materna interferiu na acdo que o estresse agudo poderia provocar no
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consumo do alimento palatavel pelo animal, no entanto, assim como (THOMPSON,;
SIMMONS; MCMURRAY, 2020; COTELLA,; et al, 2019), ndo é possivel determinar
isso apenas com esses dados. como (THOMPSON; SIMMONS; MCMURRAY, 2020;
COTELLA; et al, 2019) também sugere que a combinacao de estresses pode afetar
uma série de processos relacionados ao comportamento hedoénico, porém, mais

estudos sao necessarios para comprovar essa afirmacao.

De outro modo, fémeas expostas a um estresse alimentar de exposi¢éo visual
a um alimento palatavel por 15 minutos, ou seja, estresse agudo alimentar, ndo
aumentaram o consumo desse alimento palatével (MICIONE DI BONAVENTURA; et
al, 2014). Logo, esses resultados se mostram de acordo com 0s desse presente
trabalho, que também mostrou que fémeas jovens submetidas a um estresse agudo
alimentar ndo apresentaram consumo significativo de uma refeicdo palatavel.
Portanto, percebe-se que o estresse agudo nao alterou a ingestao alimentar dessas
fémeas, da mesma maneira que nao modificou 0 consumo nas ratas separadas. As
ratas separadas ja apresentavam uma baixa ingestdo, no entanto, o estresse agudo
nao foi capaz de modificar esse quadro, no qual constatou-se da mesma maneira um.

baixo consumo alimentar.

Sobre a expresséao opiodérgica do MOR, a quantidade presente do receptor em
tecidos hipotalamicos de animais controles machos nao foi exarcebada, tenham eles
sofrido estresse agudo ou ndo, assim como os ratos separados. Esses dados estao
de acordo com os achados de (YAMAMOTO,; et al, 2003), no qual se observou que
animais que eram submetidos a um Unico estresse agudo de restricdo, onde foram
envolvidos em uma rede metalica por quatro horas e consequentemente
impossibilitados de ser mexer, expressaram de forma semelhante aos controles o
receptor opiodérgico MOR. Portanto, percebe-se que nao foi observada uma relacao
entre a expressao do receptor MOR no hipotalamo e o consumo alimentar. Ademais,
(CHANG; et al, 2018) mostra que eventos adversos no inicio da vida ndo foram
capazes de promover alteracdes na expressao de opioides, como o MOR, em ratos
machos juvenis. Além do mais, mesmo que a expressdao do MOR no hipotalamo nao
seja abundante, (YAMAMOTO; et al, 2003) destaca que o estresse agudo promove
uma super expressdo de MOR em outras regides encefdlicas como o mesencéfalo.

Portanto, outros territérios cerebrais tendem ser sensiveis ao curto evento de estresse



41

e por consequéncia expressarem o MOR e esse por ventura provocar alteracoes

comportamentais alimentares.

Em contrapartida, as ratas controles que sofreram estresse agudo,
apresentaram uma expressao significativa do MOR no hipotdlamo. No entanto, o
mesmo ndo ocorreu em relacdo a ingestao de um alimento palatavel. Segundo (AWAD
et al, 2020), fémeas que foram submetidas a um acesso limitado de sacarina, ou seja,
uma substancia 200 vezes mais doce que a sacarose, consumiram mais alimentos do
gue aqueles com acesso limitado e continuo a sacarose. (AWAD et al, 2020) também
comenta que a compulsédo por sacarina ndo depende da presenca ou auséncia de
MOR, mas sim de uma possivel diferenca sexual, devido ao fato de as fémeas
ingerirem significativamente mais sacarina que os machos nos primeiros momentos
das sessbes comportamentais. Desse modo, a expressao de MOR no hipotalamo de
ratas controles com estresse agudo ndo provocaria um consumo de um alimento

palatavel assim como ocorreu neste trabalho.

Sendo assim, reforcam-se as evidéncias que a separacdo materna é capaz de
alterar o comportamento hedénico de fémeas jovens. Os resultados mostram que o
estado depressivo que pode ser causado pelo evento de separacdo materna
(VETULANI, 2013) é responsavel por provocar a anedonia, que prejudica o correto
funcionamento do comportamento alimentar nas ratas. Assim como o estresse agudo
em ratos machos jovens é capaz de promover a ingestdo de alimentos nao nutritivos
e que podem causar uma seérie de enfermidades ao organismo. No qual se evidéncia
mais uma vez as consequéncias que O estresse, tdo presente na sociedade
contemporanea, pode acarretar a um individuo. O fato de o receptor MOR néo ter se
demonstrado como vital para o desenvolvimento dos resultados pode ser explicado
pela dualidade que o0 mesmo pode provocar em determinadas situacdes ja descritas
na literatura, pois ele pode tanto atenuar como promover respostas positivas e
negativas em sistemas neurais responsaveis pelo prazer (MALLIK; CHANDA;
LEVITIN, 2017). Por isso, esse trabalho ndo descarta que podem haver interferéncias
positivas mediadas pelo MOR no comportamento alimentar hedénico de ratos que

sofreram estresse no periodo de lactacao.
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8 CONCLUSAO

A separacdo materna durante a lactagdo promove ajustes do comportamento
alimentar heddnico em fémeas. No entanto, ndo provocou diferengas significativas no
comportamento alimentar heddnico dos machos. Assim como alteragbes no peso
corporal de ambos o0s sexos. Por sua vez, 0 estresse agudo tem influéncia na
modulacdo do comportamento alimentar heddnico apenas em machos jovens, como

também na inducéo da expressao do receptor MOR apenas em fémeas.
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Para: Profa. Sandre Lopes de Souza

Centro de Biociencias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0009/2018

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos do estresse por separacao materna
sobre a motivacdo alimentar e ativacado neuronal na Area Tegmentar Ventral e
Nicleo Accumbens.”, Registrada com o n° 0009/2018 sob a responsabilidade de
Profa. Sandre Lopes de Souza que envolve a produgao, manutengao ou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou €nsino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
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