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RESUMO

Estudos demonstram que experiéncias estressoras no inicio da vida tém potencial
de modificar o pleno desenvolvimento do organismo. A ocorréncia de eventos
estressores nesse periodo, como a separagdo materna (SM), € capaz de modificar a
reatividade do organismo ao estresse e alterar o comportamento alimentar. O
sistema opioidérgico faz parte da regulagcdo desse comportamento, aumentando a
motivacdo por alimentos palataveis apos ativagao do receptor MOR. Dessa forma, o
presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da SM sobre o tamanho da
refeicdo com uma dieta palatavel, com ou sem estresse alimentar agudo e sobre a
expressao génica do receptor opioidérgico MOR no hipotalamo. Foram utilizados
ratos wistar machos jovens que foram submetidos a SM durante o ciclo escuro todos
os dias durante as primeiras duas semanas de vida por 180 minutos. Aqueles que
nao sofreram a SM, constituiram o grupo controle. Aos 35 dias de vida, o tamanho
da refeicdo com uma dieta palatavel foi avaliado. Essa € uma medida que diz
respeito a quantidade de calorias ingeridas por Kg de peso corporal do animal. Com
36 dias de vida, foram submetidos ao estresse alimentar agudo. Esse tipo de
estresse, de forma aguda, refere-se a exposicdo a um agente estressor por um
periodo limitado, diferente do estresse crbnico, que ocorre por um tempo mais
prolongado. O estresse alimentar consistiu numa exposi¢do a um cookie envolvido
em material metalico, impedindo a ingestdo do alimento, e posteriormente seguiu-se
a eutanasia. Os hipotalamos foram dissecados para analise molecular do receptor
MOR. Os resultados demonstraram que o grupo separados nao apresentou
alteracado no tamanho da refeicdo com dieta palatavel. Porém observou-se aumento
do tamanho da refeicdo no grupo controle com estresse alimentar, resultado ausente
nos outros grupos. Quanto a expressdao do receptor MOR no hipotalamo, foi
observado aumento no grupo separado com estresse alimentar, sem verificar esse
resultado nos demais grupos experimentais. Portanto, conclui-se que a SM néo
apresentou efeito sobre o comportamento alimentar. Porém, a exposicdo a um
segundo agente estressor, mesmo nao tendo efeito sobre o comportamento, tem

efeito sobre seus reguladores moleculares, como o receptor MOR no hipotalamo.

Palavras-chave: Separagdo materna; Comportamento alimentar; Sistema

opioidérgico.



ABSTRACT

Studies show that stressful experiences in the early period of life have the potential of
modifying the full development of the organism. The occurrence of stressful events
during this period, such as the maternal separation (MS), is capable of modifying the
organism's reactivity to stress and changing the eating behavior. The opioidergic
system is a part of this eating behavior regulation, increasing the motivation for
palatable foods after the MOR receptor activation. Thus, the present study sought to
evaluate the effects of the MS on meal size with a palatable diet, with or without
acute eating stress and, also, about the MOR opioid receptor gene expression in the
hypothalamus. Young male Wistar rats were subjected to maternal separation during
the dark cycle every day for the first two weeks of life for 180 minutes. Those that did
not suffer from MS, constituted the control group. At 35 days of age, the meal size
with a palatable diet was evaluated. This is a measure regarding the amount of
calories ingested per Kg of body weight of the animal. At 36 days of age, they were
subjected to acute eating stress. This type of stress, acutely, refers to the exposure to
a stressor agent through a limited period, different from the chronic stress that occurs
for a longer period of time. The food stress consisted of an exposure of a cookie
wrapped in a metallic material, preventing food ingestion, and subsequently the
euthanization followed. The hypothalamuses were dissected for receptor MOR
molecular analysis. The results show that the separated groups did not present
alteration in the palpable diet meal size. Although, it was noticed an increase of the
size of the meal of the control group with food stress, this result absent in the other
groups. Regarding the receptor MOR expression in the hypothalamus, the increase
was noticed only on the separated group with food stress, without verifying this result
on the other experimental groups. Hence, it is concluded that the MS did not present
an effect on eating behavior. Although, the exposure to a second stressor agent,
even if not having the effect over the behavior, has effect over its molecules

regulators, as the MOR receptor in the hypothalamus.

Key-words: Maternal separation; Eating behavior; Opioidergic system.
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1 INTRODUCAO

Para um correto desenvolvimento do organismo em sua totalidade,
especificamente do sistema nervoso, o periodo de lactagdo apresenta grande
importancia. Em pesquisas que utilizam ratos como modelo animal, esse periodo
corresponde as trés primeiras semanas de vida, sendo as duas primeiras
denominadas de Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (PHRE) (DA SILVA et al.,
2014), no qual agentes estressores que interferem na interagao mae-filhote, como a
separagcao materna (SM), podem elevar os niveis de corticosterona e ativar o eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), responsavel pela regulagdo da resposta ao
estresse (PIHOKER et al., 1993).

Alteragcdes comportamentais na vida adulta, como depressédo e ansiedade,
tém sido objeto de estudos que abordam a exposigdo ao estresse no inicio da vida
como seu agente causador. Evidéncias tém mostrado uma relagdo entre a perda de
parentes proximos como pai € mae no periodo inicial da vida de uma crianca e a
elevagdo do risco de desenvolver obesidade na vida adulta (D’ARGENIO et al.,
2009; KOCH; SEPA; LUDVIGSSON, 2008). A SM, como um modelo de estresse
precoce em animais, € capaz de gerar alteragdes permanentes no desenvolvimento
do sistema nervoso, refletindo em consequéncias no comportamento alimentar (DE
SOUZA et al., 2018). Nesse sentido, ratos separados durante a lactagao
apresentaram maior ingestdo de uma dieta palatavel, independente da fase de
luminosidade no qual o estresse precoce ocorreu e do sexo do animal (DA SILVA et
al., 2014; DE SOUZA et al., 2018). Observou-se também saciedade antecipada (DA
SILVA et al., 2014) e hiperfagia de rebote (RYU et al., 2009). Os resultados ja
apresentados sugerem a ideia de que experiéncias estressoras no inicio da vida
possuem importante influéncia em mudancas estabelecidas no comportamento,
como o comportamento alimentar, na vida adulta.

Essas consequéncias, advindas da SM, parecem ser potencializadas a partir
de uma segunda experiéncia estressora em um periodo posterior da vida (HILL et
al., 2014). O estresse pode ser classificado quanto a sua duragdo em agudo e
cronico. O estresse agudo encerra apos o fim da agdo do agente estressor e ocorre
por tempo limitado. Ja o estresse cronico, se baseia numa exposicdo mais

prolongada no qual apds a auséncia do estressor, as respostas de adaptacao sao
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mantidas por longo periodo (MARTINS CORTEZ; SILVA, 2007; PACAK;
PALKOVITS, 2001). Souza e colaboradores, em 2020, observou que os animais
submetidos ao estresse da SM exibiram maior consumo de alimentos ricos em
carboidrato apés uma segunda experiéncia estressora, o estresse alimentar agudo.
Os animais do grupo controle, por sua vez, apresentaram maior ingestdo desses
alimentos apos exposicao a um estresse alimentar cronico (DE SOUZA et al., 2020).

Entre as alteragbes apresentadas no desenvolvimento do sistema nervoso
que envolvem os sistemas de neurotransmissores, merecem destaque aquelas
relacionadas ao sistema opioidérgico. Esse sistema apresenta trés principais
receptores, que sao: y (MOR), & (DOR) e k (KOR), e faz parte da via responsavel
pela recompensa (ROCCHI et al., 2020). Entre os receptores citados, o MOR ¢é o
unico responsavel por elevar a motivagdo por alimentos palataveis, regulando,
entdo, o comportamento alimentar hedbnico, que é caracterizado pela motivagao
devido a sensacdo de prazer, ndao por necessidade calorica do organismo
(GIULIANO; COTTONE, 2015).

A associagao entre a SM e a elevagao nos niveis de opidides no hipotalamo
ja foi verificada, sendo essa uma regido central no processo de regulacdo do
comportamento alimentar (GUSTAFSSON; PLOJ; NYLANDER, 2005). Isso indica a
possibilidade das alteragdes que atingem o sistema opioidérgico em resposta ao
estresse precoce, como a SM, estarem subjacentes as que se manifestam no
comportamento alimentar. Sendo assim, a hipétese do presente trabalho € que sera
observado aumento no tamanho da refeicdo com uma dieta palatavel no grupo de
animais separados e aumento na expressdo génica do receptor opioidérgico MOR
no hipotalamo.

A aplicagdo de praticas, como a iniciativa “mae-canguru” em alguns
estabelecimentos de saude, tem ajudado a demonstrar a importancia do contato
materno para o melhor desenvolvimento de recém-nascidos (CONDE-AGUDELO;
JM; DIAZ-ROSSELLO, 2011). Em recém-nascidos prematuros ou que apresentam
baixo peso ao nascer ha a redugao de morbidade e mortalidade e o aumento na taxa
de amamentagdo quando esse método é utilizado (CALDJI; DIORIO; MEANEY,
2000), além do aumento no ganho de peso, comprimento € no perimetro cefalico
(CONDE-AGUDELO; JM, DIAZ-ROSSELLO, 2011). Portanto, a compreensao dos

efeitos no comportamento alimentar e expressao génica do receptor opioidérgico



14

MOR no hipotalamo, causados pela SM, merece ser objeto de estudo, pois trara
informacgdes importantes para afirmagdes de praticas na area de saude que protejam
o periodo inicial da vida de agressdes ambientais, bem como promovam o
crescimento e desenvolvimento saudaveis do sistema nervoso e do organismo como

um todo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenga (DOHaD)

Atualmente, muitos trabalhos buscam estudar a influéncia do ambiente no
inicio da vida agindo sobre a expressao de genes e provocando efeitos na saude em
longo prazo. Porém, considera-se que os estudos acerca desse tema tiveram inicio
em 1986, com a publicagéo inovadora do epidemiologista Barker (BARKER, 1986).

Nesse documento, ele trouxe observagdes epidemioldgicas relacionando a
ma nutricdo neonatal e o aumento da vulnerabilidade a doengas cardiacas na fase
adulta, levantando ao que posteriormente se desenvolveria na teoria da Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doenga (DOHaD). A partir desse paradigma,
inumeros estudos se disseminaram nas mais diversas areas da ciéncia, como a
embriologia, nutricdo, endocrinologia, cardiologia e psicologia (WADHWA et al.,
2009).

A forma pela qual as experiéncias ambientais interagem com o genétipo para
produzir fenétipos diferentes ndo estd bem esclarecida, contudo dois processos
envolvidos no crescimento e desenvolvimento celular sdo bem conhecidos: a
diferenciagcdo, em que as células se desenvolvem em um tecido especifico ou dao
origem a um oOrgao especifico; e a variagdo, que representa pequenas
diferenciacdes entre células de um mesmo tecido ou 6rgao (SUZUKI, 2018).

Sabe-se que os mecanismos envolvidos nos processos de diferenciacdo e
variagdo sao de natureza epigenética. No entanto, aqueles envolvidos com o
desenvolvimento de doencas na vida adulta através da interacdo de fatores
ambientais com conjuntos de genes ainda sao obscuros (SUZUKI, 2018). Sabe-se,
contudo, que um dos fatores ambientais que pode ter consequéncias sobre a

morbimortalidade posteriormente é o estresse.

2.2 Estresse

Todos os organismos trabalham para manter um estado de equilibrio interno,

denominado homeostase. Esse equilibrio € ameagado com frequéncia por condi¢oes
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adversas do ambiente, as quais podem ser denominadas conjuntamente de agentes
estressores ou, simplesmente, estressores. Estes tem a capacidade de deflagrar a
resposta fisiologica ao estresse. Sendo assim, o estresse € um estado de
desequilibrio, causado por agentes internos ou externos, os quais sdo enfrentados
por um repertério de respostas comportamentais e fisiolégicas que visam
restabelecer o equilibrio inicial (CHROUSOS, 2009).

Essas respostas visam adaptar o organismo a situagdo estressora e
aumentar as chances de sobrevivéncia. As respostas comportamentais incluem
aumento da excitagdo, estado de alerta, vigilancia, cogni¢cdo, ateng¢ao focada e
analgesia, enquanto ha inibicdo concomitante de fungdes vegetativas, como
alimentagao e reproducdo. As respostas fisioldgicas incluem aumentos no ténus
cardiovascular, frequéncia respiratoria e metabolismo intermediario (gliconeogénese
e lipdlise) (TSIGOS et al., 2000).

Essas respostas sao desencadeadas pelo sistema do estresse, o qual esta
tanto no Sistema Nervoso Central (SNC) quanto na periferia. Os componentes
centrais do sistema estdo localizados no Hipotalamo e no Tronco Encefalico. No
Hipotalamo, participam diretamente da resposta ao estresse o0s neurbnios
parvocelulares do Nucleo Paraventricular (PVN), produtores do Horménio Liberador
de Corticotrofina (CRH) e do horménio Arginina Vasopressina (AVP), bem como a
glandula pituitaria, a qual produz o Hormdnio Adrenocorticotrofico (ACTH). No
Tronco Encefalico, participam os neurénios CRH dos nucleos Paragigantocelular e
Parabraquial, o Locus coeruleus, bem como outros grupos celulares produtores de
norepinefrina (constituem o Sistema Nervoso Auténomo, SNA). Os componentes
periféricos do sistema do estresse compreendem a glandula adrenal, a qual sintetiza
os glicocorticoides, como o cortisol em humanos e a corticosterona em ratos; e as
eferéncias do SNA (TSIGOS et al., 2000).

O Hipotalamo, juntamente com a pituitaria e a glandula adrenal forma o eixo
HPA. Um agente estressor é capaz de estimular a liberagdo de CRH pelo
Hipotalamo no sistema porta-hipofisario, o qual age como o principal secretagogo do
ACTH pela pituitaria. Via corrente sanguinea, o ACTH tem como principal alvo o
cortex da glandula adrenal, o qual libera os glicocorticoides. Estes sao os efetores
finais do eixo HPA. Os glicocorticoides agem em todas as células através dos seus
receptores GRa e GRB (MUNCKT; GUYRE; HOLBROOKE, 1984). Esses receptores,
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quando nao ativados, encontram-se no citosol, formando heterodimeros com
proteinas de choque térmico e imunofilinas (SMITH; TOFT, 1993). Apés a ligacao
com os glicocorticoides, os receptores se desassociam do heterodimero e formam
homodimeros entre si, 0s quais vao ao nucleo agir sobre os Elementos de Resposta
aos Glicocorticoides (GREs) no DNA, estimulando ou reprimindo a expressédo de
genes responsivos. Essa resposta efetuada pelo eixo HPA tem duragdo mais longa
quando comparada a resposta efetuada pelo SNA.

O SNA regula os varios sistemas do organismo através dos seus
componentes simpatico e parassimpatico. Em geral, as atividades de ambos os
componentes se antagonizam. Assim, enquanto o simpatico aumenta a frequéncia
cardiaca, o parassimpatico diminui, por exemplo. Como regra geral, pode-se afirmar
que os sistemas que estdo ativos durante o exercicio fisico sao ativados pelo
simpatico e inibidos pelo parassimpatico e vice-versa. A inervagdo simpatica
origina-se de fibras pré-ganglionares eferentes, cujos corpos celulares estéao
localizados na coluna intermediolateral da medula espinal. Estas fazem sinapse em
neurbnios pods-ganglionares na cadeia bilateral de génglios simpaticos localizados
proximo a coluna vertebral. Eles inervam as células musculares lisas dos vasos
sanguineos, os musculos esqueléticos, o coragdo, os rins, o intestino, o tecido
adiposo e muitos outros o6rgaos (BURNSTOCK; MILLER, 1989). A ativacao
simpatica capacita o individuo a lutar ou fugir do agente estressor. Para isso, ha
aumento dos niveis circulantes de adrenalina e de noradrenalina, da frequéncia
cardiaca, da vasoconstricdo periférica e da mobilizacdo de substratos energéticos. O
componente parassimpatico, geralmente, apresenta agdes opostas ao componente
simpatico (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

2.3 Estresse Neonatal e Separagao Materna

Durante o periodo neonatal, que em ratos corresponde aos primeiros 14 dias
de vida, a resposta ao estresse € minima. Por isso, recebe o0 nome de Periodo
Hiporresponsivo ao Estresse (PHRE). Os receptores de glicocorticdides estéao
funcionais desde o 13° dia embrionario, e o feedback negativo do eixo HPA pela
corticosterona se estabelece entre o 13° e o0 17° dia. Portanto, via feedback negativo,

os glicorreceptores podem atuar no nivel suprapituitario para inibir a sintese e/ou
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secrecao de CRH e AVP. Como consequéncia dessa baixa sintese e/ou secrec¢ao, a
glandula adrenal de ratos em desenvolvimento ainda é imatura (HABIB; GOLD;
CHROUSOS, 2001). Nessa fase, os niveis plasmaticos de glicocorticoides sao
baixos, contudo, eles circulam no plasma em estado livre (ndo ligado a proteina
transportadora transcortina), ou seja, em estado biologicamente ativo (TRITOS et al.,
1999). Portanto, apesar da baixa concentragao plasmatica total de glicocorticoides
durante o PHRE, a concentragdo de sua forma ativa é alta, o que é suficiente para
suas acgoes biologicas. Essas agdes bioldgicas, compreendem a maturagéo cerebral,
pois os glicocorticoides iniciam a maturagdo dos terminais nervosos, remodelam
axbnios e dendritos e afetam a sobrevivéncia celular. Por isso, niveis controlados de
glicocorticoides sao importantes para o desenvolvimento do animal. Por outro lado,
niveis elevados prejudicam o desenvolvimento e a fungdo do sistema nervoso
(PHILLIPS, 2006). A administragdo de glicocorticdides em ratas gestantes, retarda a
maturagao neuronal e a mielinizagao, alterando a formacgao de sinapses, a estrutura
neuronal, e a neurogénese (MEIJER; DE KLOET, 1998).

Embora hiporresponsivos, esses individuos apresentam uma resposta aguda
ao estresse quando sao separados de suas maes, mesmo quando ndo sdo expostos
a nenhum outro estressor (MEIJER et al., 1998). Por essa razéo, a separagao
materna tem se estabelecido como um modelo de estresse precoce. Ela consiste em
separar, diariamente, maes e filhotes por um periodo que varia de 1 a 24h. Uma das
praticas mais comuns é separa-los por 3h. Também ha separagdes de apenas 15
minutos. Porém, estas nao apresentam os efeitos deletérios da separagao por
longos periodos, que envolvem horas ou até um dia inteiro. De fato, a separagao por
curtos periodos parece ser benéfica para os animais, pois mimetiza o que realmente
ocorre na natureza, em que as maes deixam 0s ninhos por curtos periodos de tempo
para buscar alimentos e avaliar o ambiente (MANIAM; MORRIS, 2010b; MCINTOSH;
ANISMAN; MERALLI, 1999).

Os efeitos deletérios da separagdao materna podem ser vistos no
comportamento emocional. Ratos adultos, que foram separados de suas maes
durante o periodo de lactacdo, sdo mais ansiosos quando avaliados no teste de
Labirinto em Cruz Elevado. Também apresentam-se mais depressivos quando
avaliados no teste de nado forgcado (PAPADAKAKIS; SIDIROPOULOU; PANAGIS,

2019). Esse comportamento depressivo ja pode ser observado durante a
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adolescéncia. Além de prejudicar o comportamento emocional, a separagdo materna
aumenta a sensibilidade dolorosa, provoca maior agitagcdo em situacdes de luta,
bem como predispde ao consumo de drogas (CUI et al., 2020; BORZADARAN et al.,
2020; ODEON; ACOSTA, 2019). Além disso, a separagdo materna afeta o
comportamento alimentar. Em animais separados tem sido descrito um aumento do
consumo de dieta palatavel (MANIAM; MORRIS, 2010a), maior preferéncia por
solugdes agucaradas (MICHAELS; HOLTZMAN, 2007), hiperfagia de rebote (RYU et
al., 2009) e saciedade antecipada (DA SILVA et al., 2014).

2.4 Comportamento alimentar

O comportamento alimentar esta relacionado com a regulagdo da ingestédo de
alimentos e do gasto de energia, sendo mediados sobretudo pelo sistema nervoso
central (SNC) através de varios circuitos neurais (RUI, 2013). Esse controle depende
do recebimento e integracao, feitos pelo cérebro, de diversos sinais indicativos do
nivel de energia do organismo e do estado nutricional do individuo para gerar
respostas acerca da ingestao de alimentos, atividade metabdlica e gasto energético
(WILLIAMS et al., 2001).

A composicao da alimentacao e a quantidade de alimentos ingeridos variam,
em sua maioria, entre as refeicdes consumidas num mesmo dia e aquelas
consumidas num periodo de varios dias, os quais abrangem muitas refeigcbes.
Dentre os fatores que influenciam a quantidade caldrica ingerida, tem-se fatores
sociais, emocionais, econdmicos, entre outros, considerados n&o bioldgicos e, por
isso, a quantidade varia entre os individuos diariamente. De forma bioldgica, ha uma
regulagédo entre a ingestdo de energia e o gasto energético quando se observa um
longo periodo com muitas refeicées. Tal fendbmeno busca alcangar a homeostase
energética, que € um processo regulatorio que promove equilibrio entre a ingestéo e
o gasto de energia (SCHWARTZ et al., 2000).

Nos ultimos anos, foram descobertas no hipotalamo algumas moléculas de
sinalizagdo que atuam na ingestao alimentar e s&o importantes para manter o
equilibrio energético (TIMPER; BRUNING, 2017). A compreensdo dos circuitos
neurais em que essas moléculas estdo envolvidas e também da regulacido hormonal

a que estdo submetidas, coopera para um melhor entendimento da homeostase
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energética, considerado um processo altamente complexo (TIMPER; BRUNING,
2017).

2.4.1 Comportamento alimentar homeostatico

Durante o ato de se alimentar, sinais de saciacdo sdo desencadeados, como
a secrecdo de peptideos no trato gastrointestinal, que enviam mensagens ao
cérebro. Esses sinais buscam inibir a ingestdo de alimentos e, portanto, cessar a
alimentacdo. Esses sdo os sinais que atuam para finalizar uma refeicdo. Porém,
também ha algumas substancias que sdo consideradas sinais de adiposidade.
Essas agem num periodo de dias, que abrange muitas refei¢gdes. Dentre eles, ha o
hormonio produzido pelo pancreas, a insulina, e a leptina, hormdnio secretado pelas
células adiposas. Tais horménios se encontram na circulacdo proporcionalmente ao
teor corporal de gordura e sinalizam no sistema nervoso central, no qual se ligam a
receptores expressos por neurbnios que regulam a ingestdo energética
(SCHWARTZ et al., 2000).

O hipotalamo é a regido considerada como o centro de controle da ingestao
de alimentos e do peso corporal. Nele ha a regido do nucleo hipotaldamico
ventromedial (VMH), tido como o 'centro de saciedade’, e a area hipotalamica lateral
(LHA) vista como 'centro da fome'. Uma outra importante area na regulagcdo do
comportamento alimentar € o Nucleo Arqueado (ARC) (SCHWARTZ et al., 2000).

O ARC se constitui de circuitos neurais distintos que apresentam importante
funcdo na homeostase energética, nos quais podemos citar as populagdes
neuronais que sintetizam o0s seguintes neuropeptideos hipotalamicos: o
Neuropeptideo Y (NPY), a Proteina relacionada ao Agouti (AgRP), a
Pré-opiomelanocortina (POMC) e o Transcrito Relacionada a Cocaina e Anfetamina
(CART) (TIMPER; BRUNING, 2017).

O NPY e o AgRP estimulam a ingestdo alimentar (balangco energético
positivo), sendo sinalizadores anabolicos. POMC e CART, por sua vez, sao inibidos
por concentracdes baixas de leptina e atuam inibindo o consumo de alimentos. O
NPY tem efeito de curta duragao, ja o AgRP apresenta uma duragéo maior. Porém,
0os mecanismos envolvidos nessa diferenca, ainda nao estdo bem relatados
(TIMPER; BRUNING, 2017).
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As populagdes neuronais orexigenas e anorexigenas do ARC emitem
projecbes para outras areas do SNC, como o PVN, a Zona incerta, a Area
Perifornical (PFA) e o LHA. A liberacdo de NPY no PVN, na PFA e no LHA estimula
a ingestado alimentar, enquanto que a liberacdo do Hormoénio alfa-estimulante de
melandcitos (a-MSH) (um derivado da POMC), no PVN, tem um efeito inibitério
sobre a ingestdao (SCHWARTZ et al., 2000).

Pode-se observar que esse controle integrado entre hormonios periféricos e
neuropeptideos centrais é guiado pelo fornecimento de energia através dos
nutrientes obtidos nas refeicdes ou da energia estocada como gordura no tecido
adiposo (SCHWARTZ et al., 2000). Contudo, o nivel energético n&o € o unico sinal
para a regulacdo da ingestdo alimentar, o prazer também pode ser um potente
regulador desse comportamento (BERTHOUD, 2011). Nesse caso, fala-se em
comportamento alimentar heddnico, ou seja, aquele que é dirigido pelo prazer mais

do que pela necessidade energética.

2.4.2 Comportamento alimentar hedoénico

A ingestdo alimentar regulada por fatores cognitivos, de recompensa e
emocionais € comumente denominada de hedébnica. Essa palavra vem do grego
hedoné, que significa prazer, vontade (BERTHOUD, 2011).

Na regulacdo do componente hedbnico do comportamento alimentar
destacam-se areas cortico-limbicas. Estudo em humanos demonstrou que a viséo
de fotos de alimentos de alto teor caldrico, quando comparada aos alimentos de
baixo teor caldérico, aumentou a atividade neural em areas relacionadas a
recompensa, como o cortex orbitofrontal, estriado ventral, amigdala e insula anterior.
Esses achados foram relacionados com o gostar subjetivo dos alimentos
representados pelas imagens (GOLDSTONE et al., 2009). Esse gostar € um dos
pilares do comportamento alimentar heddnico. Aléem dele, tem-se o querer e o
aprender. O querer diz respeito ao desejo apetitivo, ou seja, a motivagao, o incentivo
saliente. O aprender, por sua vez, relaciona-se a memoéria € aos processos
cognitivos que podem afetar a alimentagcdo com base em experiéncias anteriores
(MORALES; BERRIDGE, 2020).
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Em linhas gerais, pode-se afirmar que a regulagao desses processos envolve
sistemas de neurotransmissores e regides encefalicas especificas. O querer esta
associado, principalmente, ao sistema dopaminérgico; o aprender esta mais
associado a uma area do que a um neurotransmissor, sendo essa area o
hipocampo. O gostar, por sua vez, recebe forte influéncia do sistema opioidérgico na
sua regulagdo (SASAKI, 2017); e & sobre a relagdo desse sistema com o

comportamento alimentar que discorrera o topico a seguir.

2.4.2.1 Comportamento alimentar hedénico e sistema opioidérgico

Os opidides enddégenos abrangem as endorfinas, encefalinas e dinorfinas.
Esses peptideos sdo reconhecidos por seus receptores, os quais sdo o MOR, o
DOR e o0 KOR. Esses também sao identificados por letras gregas, sendo o receptor
M para 0 MOR, o &- para o DOR e o k- para o KOR. Esses receptores agem por
meio de mecanismos envolvendo a proteina G, ou seja, sdo metabotropicos. A
endorfina é expressa em células do nucleo arqueado do hipotalamo e do tronco
cerebral. Atua via MOR e influencia o apetite. A encefalina atua através do MOR e
do DOR, os quais estéo distribuidos por todo o encéfalo. A dinorfina atua via KOR, e
€ encontrada na medula espinal e em muitas partes do cérebro, incluindo o
hipotalamo (BODNAR, 2009).

O sistema opioidérgico desempenha suas fungdes nos processos neurais de
recompensa, 0s quais podem desencadear a instauragdo e o desenvolvimento de
comportamentos viciantes. Alguns desses comportamentos incluem a auto
administragado de drogas, como os proprios agonistas opioidérgicos e outras drogas
de abuso, como a nicotina e o alcool. As vias neurais envolvidas na regulagdo dos
comportamentos viciantes, frequentemente, também estdo envolvidas nos
processos regulatérios da recompensa alimentar. Essas vias utilizam varios
neurotransmissores, dentre eles os opioides. Sendo assim, estudos com
administracdo de agonistas ou antagonistas opioidérgicos fornecem informacgdes
importantes para a compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na
recompensa alimentar (FERENCZI et al., 2010).

Os antagonistas opioidérgicos diminuem tanto o comportamento de vicio

direcionado a drogas quanto a alimentos palataveis. Além disso, antagonistas como
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a naloxona e a naltrexona, diminuem a ingestdo de alimentos palataveis. Por outro
lado, os agonistas opioidérgicos, como a morfina e os analogos sintéticos das
encefalinas, tém o efeito oposto, aumentando a ingestdo alimentar (FERENCZI| et
al., 2010).

Outro fator importante quanto a administracdo de drogas opioidérgicas é a
cronicidade. A administracdo aguda de morfina e outros agonistas aumentam a
ingestao alimentar e promovem o ganho de peso. Esses resultados sdo revertidos
pelo uso de naloxona. Em contrapartida, a administracao crénica de morfina levou a
um padrao desregulado de alimentagédo. A administragdo de agonistas opioidérgicos
no Nucleo Accumbens (NAcc), aumentou o consumo de uma dieta rica em gordura
em comparagdo com uma dieta de baixo teor de gordura ou uma dieta rica em
carboidratos. Em camundongos, filhotes de maes que ingeriram uma dieta
hiperlipidica, a expressdao de MOR e do ligante pré-proencefalina foi aumentada no
nucleo accumbens, cortex pré-frontal e hipotalamo (NOGUEIRAS et al., 2012).

Portanto, esses dados indicam que o sistema opioidérigico é importante na
manutencdo da homeostase do peso corporal e do comportamento alimentar,
sobretudo o comportamento alimentar heddnico. Essa relagdo sugere que uma
disfungdo nesse sistema pode ter um papel na fisiopatologia dos disturbios do
comportamento alimentar. Por isso, € importante compreender os efeitos da
separacdo materna sobre esse sistema na tentativa de elucidar os mecanismos

subjacentes as alteragdes do comportamento alimentar apds o estresse precoce.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da separacdo materna sobre o tamanho da refeicdo com
uma dieta palatavel, com ou sem estresse alimentar agudo, e sobre a expressao
génica do receptor opioidérgico MOR no hipotalamo.
3.2 Objetivos Especificos
Avaliar, em ratos jovens, submetidos ou ndo a separagao materna:
e O tamanho da refeigao (Kcal/Kg de peso corporal) com uma dieta palatavel;
e O tamanho da refeigdo (Kcal/Kg de peso corporal) com uma dieta palatavel

apos estresse alimentar agudo;

e A expressao génica do receptor opioidérgico MOR no hipotalamo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados Rattus norvergicus albinos da linhagem Wistar obtidos do
Biotério de Criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). As fémeas nuliparas e primiparas (250-300 g de peso
corporal) permaneceram em Biotério de experimentacdo no Departamento de
Anatomia da UFPE com temperatura de 22° C (x 1°C), em ciclo claro/escuro de
12-12h invertido (com luzes acesas as 18h) e livre acesso a agua e a dieta padrao
do biotério (Presence®). O manejo e os cuidados seguiram as recomendacodes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo
Comité de ética em experimentagédo animal da Universidade Federal de Pernambuco
(Processo no0009/2018).

Apos periodo de adaptacao, os animais machos e fémeas foram acasalados
seguindo a proporgao de duas fémeas para um macho. Apds sete dias junto com o
macho, as fémeas foram acomodadas em gaiolas individuais onde permaneceram
com livre acesso a agua e dieta e tiveram o peso corporal acompanhado para a
confirmar a gestacdo. O dia de nascimento dos neonatos foi considerado o dia 0 e a
manipulagédo para redu¢do da ninhada foi realizada no 1° dia de vida. Apds o ajuste
das ninhadas, cada uma constituiu-se de oito ratos (machos e fémeas, com o

cuidado para néo haver menos de 2 ratos do sexo oposto ao dominante).

4.2 Definigao dos grupos experimentais e Separagdo materna

Inicialmente os grupos experimentais foram definidos levando-se em
consideracao a presenca ou nao da SM, formando dois grandes grupos: 1) Controle
(C) e 2) Separados (SM), aquele em que os animais sofreram SM. Posteriormente, a
partir desses dois grandes grupos de animais, foram formados mais dois subgrupos:
aqueles que vivenciaram o estresse alimentar agudo ou ndo, denominados Controle
com Estresse Alimentar (C+EA) e Separados com Estresse Alimentar (SM+EA),

totalizando 4 grupos.



26

A separagao materna teve inicio no segundo dia pés-natal (PND2), e durou
180 minutos cada sessao (das 8h as 11h), até o PND14 (DE SOUZA, 2020). Os
filhotes foram mantidos em incubadoras com temperatura controlada de 30-32°C
(PLOTSKY; MEANEY, 1993) e durante a fase de ciclo escuro. Os animais foram
desmamados no PND21 e apdés o desmame, foram agrupados em gaiolas e
separados por sexo, com dois a trés animais em cada gaiola, com acesso livre a
dieta e agua, até o inicio dos testes. Para esse estudo apenas os ratos machos

foram utilizados.

4.3 Tamanho da refeicdo com e sem estresse

Aos 35 dias de vida, ofereceu-se um alimento palatavel (Cookie Chocolate
Bauducco®) com peso e quantidade conhecidos durante 1 hora no ciclo escuro, a
fim de averiguar o tamanho da refeicdo. Tal medida diz respeito a quantidade de
calorias ingeridas por Kg de peso corporal do animal (Kcal/Kg de peso corporal).
Para isso, foi pesada a quantidade rejeitada apos a ingestdo durante 1h e, entdo,
através da diferenga entre a quantidade ofertada e o rejeito, a quantidade ingerida
foi calculada. O peso do animal foi avaliado antes da ingestao, e posteriormente a
ingestdo, com o peso e quantidade ingerida foi feito o calculo do tamanho da
refeicdo, considerando que o Cookie possui 4,37 Kcal/g. Para o tamanho da refeigéao
apoés estresse alimentar, o mesmo procedimento foi realizado apds 30 minutos de

exposig¢ao ao agente estressor.

4.4 Estresse alimentar agudo e eutanasia

No 36° dia de vida, durante o ciclo escuro, foi realizado o estresse alimentar
agudo, tanto no grupo controle quanto no separado. Esse modelo de estresse é
baseado na exposi¢ao olfativa e visual durante um periodo de 30 minutos a um
alimento palatavel (Cookie Chocolate Bauducco®). O cookie permaneceu envolto
por uma rede de material metalico, a qual impediu o acesso do animal ao alimento.

ApOs esse periodo de estresse alimentar, o animal seguiu para a eutanasia.
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4.5 Analise da expressao génica do receptor opioidérgico pJ no hipotalamo

4.5.1 Eutanasia e obten¢ao do hipotalamo

A eutanasia ocorreu durante a fase escura (12h) através de decapitagao
utilizando a guilhotina. Um grupo nao experimentou o estresse e o outro
experimentou 30 minutos de estresse alimentar agudo imediatamente antes da
decapitagdo. A cabeca foi dissecada e o cranio aberto para que se retirasse o
encéfalo. Ele foi dissecado para obtencdo do hipotalamo, o qual foi acondicionado
em tubo plastico apropriado (ependorf) e imediatamente armazenado em um freezer

a uma temperatura de -20°C até o momento das analises.

4.5.2 Analise da expressao génica

Os hipotalamos foram processados para andlise da expressdo génica do
receptor y opidide através do método de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Foi realizado o experimento de PCR em tempo real com as amostras seguindo as
etapas descritas resumidamente a seguir: 1) Extracdo do RNA Total; 2) Conversao
do RNA em cDNA e 3) Amplificacdo da reacdo em cadeia da polimerase. 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 espectrofotdbmetro, NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA).
Posteriormente, as amostras de RNA foram tratadas com solugédo de gDNA Wipeout
(Qiagen®, Hilden, Alemanha) para remocgao eficaz da contaminagdo do DNA
genbmico durante 2 minutos a 42°C, e entdo armazenadas em gelo. Seguidamente,
foi realizada a transcrigédo 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 minutos. A enzima foi inativada a 95°C durante 3 minutos. A
preparagao de cDNA foi, em seguida, armazenada a uma temperatura de -20°C até

a sua utilizacao.
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Em seguida, foi utilizada 5 ml de cada amostra diluida de cDNA como template
para a amplificacdo por PCR em tempo real, utilizando SYBR Green (Qiagen ®,
Hilden, Alemanha), como fluoréforo intercalante. Foi utilizado o sistema de detecgao
de PCR em tempo real: Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ®, Hilden , Alemanha). Os
parametros do PCR foram: o primeiro passo de desnaturacgao inicial de 5 minutos a

95°C seguido de 45 ciclos de 5 segundos a 95°C, e 10 segundos a 60°C.

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados no estudo.

Primers Forwards Reverse
B2M TGACCGTGATCTTTCTGG TG ACT TGAATTTGG GGAGTTTTC TG
MOR CAACCT CGT CCACGATCGAA CCAGTTAGG GACATG GAG CA

4.6 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média * desvio padrao da média (DPM).
Para comparagdes multiplas, foi utiizada ANOVA One Way, com pos-teste de
Bonferroni, assumindo niveis de significancia como p <0,05. A analise dos dados foi
realizada por meio do programa estatistico GraphPad Prism ® (Graph Pad Software,
Inc, 2007).
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5 RESULTADOS

5.1 Tamanho da refeicao

O grupo de animais separados (SM) nao apresentou alteragdo no
tamanho da refeicdo com uma dieta palatavel (C: 38,35 £ 8,84 vs SM: 38,38 + 9,45,
n=10, p > 0,05). Também nao foi demonstrada mudanga no tamanho da refeigdo no
grupo separados com estresse alimentar (SM+EA) (SM: 38,38 + 9,45 vs SM+EA:
38,84 + 10,33, n=10, p > 0,05). Por outro lado, verificou-se no grupo controle com
estresse alimentar (C+EA) aumento no tamanho da refeicdo (C: 38,35 + 8,84 vs
C+EA: 84,64 + 9,36, n=, p = 0,002), resultado que nao foi observado no grupo
controle (C) (Figura 1).
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Figura 1. Efeitos da separagdo materna sobre o tamanho da refeigdo com alimento
palatavel (cookie) apds estresse alimentar. C: Grupo Controle. SM: Grupo
Separados. C+EA: Grupo Controle com Estresse Alimentar. SM+EA: Grupo
Separados com Estresse Alimentar. ANOVA One Way. Dados expressos em Média +
Erro padrao da média. ** p = 0,0175 vs C, SM e SM+EA. N de machos=8-10.

5.2 Expressao génica do MOR no hipotalamo

No grupo separados (SM) ndo foi observada alteragdo na expressao
génica do MOR no hipotalamo (C: 1,00 £ 0,54 vs SM: 1,75 = 0,25, n=4-5, p > 0,05).
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Porém, no grupo separados com estresse alimentar (SM+EA), houve aumento da
expressao. (SM: 1,75 £ 0,25 vs SM+EA: 18,66 + 0,39, n=, p < 0,0001; C: 1,00 £ 0,54
vs C+EA: 1,25 + 0,46, n= 5, p > 0,05) Esses resultados nao foram verificados no

grupo controle (C), nem no grupo controle com estresse alimentar (C+EA) (Figura 2).
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Figura 2. Efeitos da separagdo materna sobre a expressdo génica de MOR no
hipotalamo apds estresse alimentar. C: Grupo Controle. SM: Grupo Separados.
C+EA: Grupo Controle com Estresse Alimentar. SM+EA: Grupo Separados com
Estresse Alimentar. ANOVA One Way. Dados expressos em Média + Erro padrao da
meédia. *** p = p < 0,0001 vs C, SM e C+EA. N de machos=4.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a separacdo materna nao alterou o
tamanho da refeicdo com uma dieta palatavel em ratos com 35 dias de vida.
Contudo, apés uma experiéncia estressora, o aumento esperado no tamanho da
refeicdo, observado no grupo controle, nao foi visto no grupo separado. Com relagao
a expressao génica do receptor MOR no hipotalamo, apenas o grupo separado apés
estresse alimentar apresentou expressido aumentada.

A auséncia de efeitos da separacdo materna sobre o tamanho da refeicao,
pode estar relacionada ao fato dessa ingestdo ter sido realizada em condicbes
basais, ou seja, condi¢cdes padrao de biotério. A hipétese do "two hit" ("duplo-golpe"),
ressalta a importancia do ambiente no aparecimento dos resultados. Alfred G.
Knudson, um geneticista e médico, foi reconhecido internacionalmente pela proposta
dessa explicagdo na causa do retinoblastoma. Nela, propde-se que, numa situagao
normal, as células saudaveis tém genes nao danificados em dois cromossomos, em
que um cromossomo é herdado do pai e o outro da mae. Os organismos que
apresentam a susceptibilidade de desenvolver o retinoblastoma sdo aqueles que
recebem um "golpe" (dano) em genes de cada cromossomo. O primeiro dano pode
ocorrer devido a uma mutagdo genética ocorrida num periodo critico do
desenvolvimento, como a gestacdo. Porém, também pode ocorrer num periodo
posterior da vida, apés o nascimento. Em ambos os casos, a célula que receber um
dano nos genes dos dois cromossomos € aquela que podera produzir o cancer
(KNUDSON, 1971). Esse conceito tem sido desenvolvido e aplicado na area de
estudo do estresse. Um exemplo de modelo "two-hit" nessa area, considera a
exposicao a um agente estressor em diferentes fases do desenvolvimento com um
"duplo-golpe". Assim, o0 estresse da separagdo materna no inicio da vida seria o
primeiro "golpe" e uma segunda exposicao ao estresse mais tarde seria o segundo
"golpe". A soma de ambos € que estaria associada a alteragbes moleculares e
comportamentais (HILL et al., 2014b; DE SOUZA et al., 2020). De fato, tem sido
demonstrado que em condigdes basais os animais separados nem sempre
manifestam alteracbes comportamentais, como mudangas na ingestao dietética.
Contudo, apdés uma segunda exposicdo ao estresse, as alteragbes se tornam

evidentes, como o0 aumento da ingestdo de alimento palatavel visto nesses animais
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(DE SOUZA et al.,, 2020). Portanto, a auséncia de alteragdes no tamanho da
refeicdo, observada no presente estudo, pode estar relacionado ao fato dos animais
estarem em condi¢des basais, sem terem tido uma segunda exposi¢cao ao estresse.

Nesse sentido, a segunda experiéncia com o estresse apdés o desmame,
aumentou o tamanho da refeicdo no grupo controle. Esse aumento pode ter sido
influenciado pela composicdao da dieta, a qual apresenta-se rica em agucares
simples e gordura. Alimentos com essa composi¢ao tém recebido a denominagéo de
"comfort food" ("alimentos de conforto”). Eles sdo assim denominados por
apresentarem a capacidade de diminuir a ativacdo do eixo responsavel pela
resposta fisioldgica ao estresse, o eixo HPA (MARKUS et al., 2000; ZELLNER et al.,
2006). Portanto, a maior ingestdo observada no grupo controle apds o estresse
alimentar agudo pode estar associada a composi¢cado do cookie, rico em agucares e
gordura, com o objetivo de mitigar o desconforto causado pela experiéncia
estressora.

Outro fator que pode ter influenciado o tamanho da refeigao no grupo controle
apos o estresse alimentar € a natureza do agente estressor. Diferentes estressores
causam variados efeitos na ingestdo alimentar, e essa pluralidade de respostas se
da de acordo com a gravidade de cada tipo de estresse utilizado. Estressores graves
e moderados, como a imobilizagédo e o estresse por ruido, respectivamente, levam a
diminuicdo da ingestdo de alimentos comuns. Ja estresses leves induzem ao
aumento da ingestdo de alimentos palataveis, ricos em gordura e agucar (TORRES;
NOWSON, 2007).

O estresse alimentar agudo aplicado no presente estudo caracteriza-se como
um agente estressor leve. O animal ndo possui o controle sobre o ambiente e,
paralelamente, pode ocorrer uma ativacdo de circuitos neurais responsaveis por
controlar o comportamento alimentar e a recompensa. Nesse cenario, ha algumas
vantagens na utilizagcdo desse modelo de estresse em relagdo a outros, como o
choque elétrico nas patas, pois este ndo € capaz de gerar medo ou “congelamento”
no rato. Sendo assim, leva a uma ativacdo comportamental que induz o animal a
ingestdo do alimento palatavel. Ademais, essa experiéncia estressora esta
diretamente associada ao relacionamento entre o animal e o alimento, como ocorre
geralmente em humanos (CIFANI et al., 2009). Por essas caracteristicas, o estresse

alimentar agudo utilizado no presente estudo pode ter estimulado a vontade por
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ingerir o alimento palatavel, resultando no maior tamanho da refeicdo observado no
grupo controle.

Com relagao aos animais separados, nao foi observado um maior tamanho da
refeicdo apds o estresse alimentar, como no grupo controle. Esse resultado pode
estar associado a resiliéncia ao estresse, condicdo que pode ser obtida apds sofrer
uma experiéncia estressora no inicio da vida. Isso se justifica com o estudo de SHiI
et al., 2021, no qual observou que animais que experimentaram a separacgao
materna previsivel, ou seja, aquela que ocorreu diariamente durante as duas
primeiras semanas de vida do animal, no mesmo horario, apresentavam maior
expressao de ocitocina no cortex pré-frontal medial (mPFC). Essa maior expressao
foi um fator protetor contra a disfungcdo de sinapses glutamatérgicas e contra a
ansiedade associada ao estresse, tornando esses animais resilientes. Esse efeito
protetor foi anulado apds nocaute do gene do receptor de ocitocina, indicando que a
ocitocina € essencial para o desenvolvimento da resiliéncia ao estresse diario de
separacao materna. Além disso, foi verificado que a fonte da ocitocina do mPFC foi
0 nucleo paraventricular (PVN). Em vista disso, um bloqueio nas projecdes
ocitocinérgicas advindas do PVN, localizado no hipotalamo, para o mPFC, foi capaz
de exacerbar o comportamento de ansiedade nos ratos que passaram pela
separagao materna previsivel (SHI et al., 2021). Portanto, no presente estudo os
animais separados parecem ter desenvolvido uma resiliéncia ao estresse, a qual
pdde ser observada na nao alteragao do tamanho da refeicdo. Considerando-se que
a ansiedade associada ao estresse leva a maior ingestao de dieta palatavel (DE
SOUZA et al., 2018), a resiliéncia protegeria esses animais dessa ansiedade e de
sua hiperfagia.

No presente estudo foi possivel observar que a expressao do receptor
opioidérgico MOR foi alterada apenas apds o estresse alimentar agudo nos animais
separados, ou seja, o estresse € um importante fator para a expressao do MOR no
hipotalamo. A relagao entre estresse e sistema opioidérgico ja esta estabelecida na
literatura. Os opioides tém sido descritos como mediadores da analgesia induzida
por estressores (CONTET et al., 2006) e atuam na modulagao da ativagao do eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), aumentando ou diminuindo os niveis de
horménios do eixo (DEGLI UBERTI et al., 1995; NIKOLARAKIS et al., 1987;
TSAGARAKIS et al., 1989; TSAGARAKIS et al.,, 1990; YAJIMA et al., 1986). Um
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desses horménios € o CRF. Foi demonstrado que a administracdo de agonista do
receptor MOR inibe a liberagdo do CRF em ratos, demonstrando um papel dos
opioides no feedback negativo da resposta ao agente estressor (DEGLI UBERTI et
al., 1995; NIKOLARAKIS et al., 1987; TSAGARAKIS et al., 1989; TSAGARAKIS et
al., 1990; YAJIMA et al., 1986). Assim, o aumento da expressao do MOR pode estar
envolvido no feedback negativo do eixo HPA.

Vale ressaltar que esse aumento na expressao visa um controle através de
mecanismos lentos, pois envolve alteragdes na transcrigdo génica. A resposta de
retroalimentagcdo negativa para os glicocorticoides envolve mecanismos lentos
gendmicos e mecanismos rapidos nao genémicos. Em estudo com animais knockout
para as urocortinas (neuropeptideos da familia do CRF), foi demonstrado uma
incapacidade desses animais de se recuperar da ansiedade mesmo 24h apéds a
cessacao do estimulo estressor. Isso sugere que a ativagao desses receptores CRF
atua na diminuigc&do gradativa dos niveis de ansiedade associado ao estresse através
de um mecanismo de acgao lenta (NEUFELD-COHEN et al., 2010). Assim, embora o
aumento da transcricdo génica, no presente trabalho, ja tenha sido demonstrada 30
minutos apos o inicio do estresse, uma possivel atuagdo do MOR no feedback
negativo ocorreria em longo prazo.

Neste estudo, em machos controle estressados, a expressao do MOR esteve
baixa enquanto que o consumo se mostrou elevado. Por outro lado, em machos
separados estressados a expressdo do MOR foi elevada, mas o consumo foi menor,
quando comparado aos animais controle estressados. Portanto, parece haver uma
relagdo inversa entre a expressao molecular e a comportamental em que, altos
niveis de MOR no hipotalamo bloqueiam a hiperfagia associada ao estresse. Como
citado anteriormente, alimentos palataveis tém sido referidos como comfort foods,
devido a sua capacidade de reduzir a ativagao do eixo HPA e, consequentemente,
reduzir o estresse (MARKUS et al., 2000; ZELLNER et al., 2006). Assim, a relacao
inversa entre a expressdao do MOR e o consumo de alimento palatavel parece
sugerir que o MOR no hipotalamo tem uma agao repressora sobre o estresse. Nesse
caso, a maior expressao do receptor dispensaria a necessidade de maior ingestao
de alimento palatavel. Portanto, parece razoavel afirmar que o grupo controle utiliza
uma estratégia comportamental, a maior ingestdo, como um "coping behavior"

(comportamento de enfrentamento), enquanto que os animais separados, os quais
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parecem ser resilientes ao estresse, utilizam uma estratégia molecular, a maior

expressao génica de MOR, para lidar com o estresse.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a separagao materna, nao altera o
tamanho da refeicdo de ratos jovens, mesmo apos o estresse alimentar agudo,
aplicado posteriormente na vida. Porém, o grupo controle apresenta maior tamanho
da refeicdo apds essa experiéncia estressora. Quanto a expresséo do receptor
opioidérgico MOR, a separagao materna ndao € capaz de provocar alteragdes.
Contudo, o grupo separado apresenta a expressao génica aumentada apos sofrer o
estresse alimentar.

Os resultados observados neste estudo auxiliam a elucidar os efeitos que
0 estresse no inicio da vida e estressores agudos experimentados posteriormente
causam no comportamento alimentar e na expressao génica de MOR, e como esse
receptor pode modular a resposta ao estresse e, portanto, o consumo alimentar.
Dessa forma, contribui para a compreensdo dos mecanismos causadores dos
disturbios alimentares. Alteragbes nesse comportamento podem levar ao
desenvolvimento de obesidade e demais doencgas crénicas ndo transmissiveis,
devido ao alto consumo de alimentos palataveis, ricos em gordura e agucar.

Um outro fator que o presente estudo destaca é a importancia do periodo
inicial da vida para a saude na vida adulta. Dessa forma, iniciativas que protejam o
organismo durante o seu periodo inicial sdo essenciais para o desenvolvimento

pleno do individuo.
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