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RESUMO
A exposicdo materna a dieta hiperlipidica durante os periodos de gestacéo e de lactagdo pode
alterar o comportamento relacionado a ansiedade e a responsividade do sistema
serotoninérgico da prole a tratamento medicamentoso ou fitoterapico pds-desmame. Por isto,
este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do uso cronico de fluoxetina ou de
resveratrol durante o periodo p6s-desmame sobre o comportamento relacionado a ansiedade e
sobre a expressdo do sistema serotoninérgico em ratos adulto-jovens expostos a dieta
hiperlipidica materna. Foram utilizadas 27 ratas da linhagem Wistar. Apos a confirmacao da
gestacéo, as fémeas foram divididas em dois grupos de acordo com a dieta recebida durante a
gestacdo e a lactacdo: Controle (CTR=13) e Hiperlipidico/hipercalérico (HH=14). O peso
corporal e o eixo longitudinal dos filhotes foram registrados a cada quatro dias durante a
lactacdo e no 28°, 35° 42° 49° e 56° dia de vida poOs-natal. Na nona semana pos-natal, os
grupos CTR e HH foram subdivididos em quatro subgrupos, de acordo com a manipulagéo
farmacoldgica recebida durante dezessete dias: salina (via i.p.), fluoxetina (10 mg/kg, via i.p.),
etanol (via oral) ou resveratrol (50 mg/L, via oral). Considerando as duas manipulacdes,
foram formados oito grupos experimentais: Controle — Salina (CTRS, n=14); Controle —
Fluoxetina (CTRF, n=15); Controle — Etanol (CTRE=14); Controle — Resveratrol
(CTRR=14); Hiperlipidico/Hipercal6rico — Salina (HHS, n=15); Hiperlipidico/Hipercaldrico
— Fluoxetina (HHF, n=15); Hiperlipidico/Hipercalérico — Etanol (HHE, n=16) e
Hiperlipidico/Hipercalorico — Resveratrol (HHR, n=16). Os filhotes foram avaliados no
campo aberto (CA), staircase (SC) e labirinto elevado em cruz (LEC). A expressdo de genes
foi avaliada no tronco encefalico. O grupo HHS apresentou menor nimero de entradas nos
bracos fechados, maior expressdo de 116, Tph2 e do receptor 5ht2a do que o grupo CTRS.Com
relacdo a administracdo de fluoxetina, o grupo CTRF apresentou aumento na distancia
percorrida, diminuicdo no tempo de imobilidade, aumento no tempo em grooming e aumento
na expressdo de 116, Bdnf, Tph2 e dos receptores 5htla e 5ht2a quando comparado ao grupo
CTRS. De maneira semelhante, o grupo HHF apresentou aumento na distancia percorrida, no
namero de rearing, expressao reduzida de 116, aumentada Tph2 quando comparado ao grupo
HHS. Ademais, o grupo HHE passou mais tempo e maior porcentagem de tempo na area
central no labirinto quando comparado ao grupo CTRE. Em suma, a exposicdo a dieta
aumentou a expressdo de fatores associados ao estresse, enquanto a administracdo cronica de
fluoxetina levou a hiperatividade e ao aumento no comportamento relacionado a ansiedade. A

oferta de resveratrol, por outro lado, recuperou o comportamento emocional, induzido pela



exposicdo materna a dieta hiperlipidica nos periodos de gestagdo e de lactagdo, no grupo
HHE.

Palavras-chaves: nutricdo materna; ansiedade; inflamacéo; serotonina; polifenol.



ABSTRACT
Maternal exposure to a high-fat diet during pregnancy and lactation periods can alter anxiety-
related behavior and the responsiveness of the serotonergic system to post-weaning drug or
herbal treatment. This study aimed to evaluate the effects of chronic use of fluoxetine or
resveratrol during the post-weaning period on anxiety-related behavior and on the expression
of the serotonergic system in young adult rats exposed to maternal high-fat diet. Twenty-
seven female Wistar rats were used. After confirmation of pregnancy, the females were
divided into two groups according to the diet received during pregnancy and lactation:
Control (CTR=13) and High-fat/high-caloric (HH=14). The body weight and longitudinal axis
of the pups were recorded every four days during lactation and on the 28th, 35th, 42nd, 49th
and 56th day of postnatal life. The body weight and longitudinal axis of the pups were
recorded every four days during lactation and on the 28th, 35th, 42nd, 49th and 56th day of
postnatal life. In the ninth postnatal week, the CTR and HH groups were subdivided into four
subgroups, according to the pharmacological manipulation received during seventeen days:
saline (i.p.), fluoxetine (10 mg/kg, i.p.), ethanol (orally) or resveratrol (50 mg/L, orally).
Considering the two manipulations, eight experimental groups were formed: Control — Saline
(CTRS, n=14); Control — Fluoxetine (CTRF, n=15); Control — Ethanol (CTRE=14); Control —
Resveratrol (CTRR=14); High-fat/high-caloric — Saline (HHS, n=15); High-fat/high-caloric —
Fluoxetine (HHF, n=15); High-fat/high-caloric — Ethanol (HHE, n=16) and High-fat/high-
caloric — Resveratrol (HHR, n=16). Pups were evaluated in the open field (OF), staircase (SC)
and elevated plus maze (EPM). Gene expression was evaluated in the brain stem. The HHS
group had a lower number of entries in the closed arms, higher expression of 116, Tph2 and
5ht2a receptor than the CTRS group. Regarding fluoxetine administration, the CTRF group
showed an increase in the distance covered, a decrease in immobility time, an increase in
grooming time and an increase in the expression of 116, Bdnf, Tph2 and 5htla and 5ht2a
receptors when compared to the CTRS group. Similarly, the HHF group showed an increase
in the distance covered, in the number of rearing, decreased expression of 116 and increased
Tph2 when compared to the HHS group. Furthermore, the HHE group spent more time and a
higher percentage of time in the central area of the maze when compared to the CTRE group.
In summary, exposure to diet increased the expression of factors associated with stress, while
chronic administration of fluoxetine led to hyperactivity and an increase in anxiety-related
behavior. The supply of resveratrol, on the other hand, recovered the emotional behavior

induced by maternal exposure to a high-fat diet during pregnancy and lactation in the HHE

group.
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1 INTRODUCAO

A transicdo nutricional observada no cenario mundial é caracterizada pelo aumento na
ingestdo de gorduras saturadas e agucares refinados (DE OLIVEIRA et al., 2012). Ademais,
ao mesmo tempo em que a prevaléncia dos indices de sobrepeso aumenta no Brasil e no
mundo (SAUDE, 2018), o0 mesmo acontece para a prevaléncia dos transtornos depressivos e
de ansiedade (ORGANIZATION, 2017). Esses dados tornam-se ainda mais preocupantes
qguando associados a gestacdo, a lactacdo e a primeira infancia, afinal, o inicio da vida €
marcado por um conjunto de eventos importantes para o desenvolvimento da prole
(DOBBING, 1966; RICE e BARONE, 2000; MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002;
ANDERSEN e REVIEWS, 2003). E nesse intervalo de tempo que 0 sistema nervoso, por
exemplo, passa por rapidas mudangas, sendo caracterizado por diversas fases: proliferagéo,
migracdo e diferenciacdo celular, sinaptogénese, gliogénese, mielinizacdo e apoptose (RICE e
BARONE, 2000). Por isso, qualquer insulto que atue durante essa fase pode alterar a maneira
como a prole se desenvolve (DOBBING, 1966; MORGANE et al., 1993).

A nutricdo materna balanceada, por exemplo, é essencial para o adequado
desenvolvimento (fisico, fisioldgico e etologico) da prole (ARMITAGE et al., 2004;
ARMITAGE, TAYLOR e POSTON, 2005; BARKER, 2007; TAYLOR e POSTON, 2007).
Por isso, € muito comum encontrar na literatura modelos experimentais que avaliam o papel
de macro- e micronutrientes especificos sobre 0 bem-estar materno e da prole. A associagdo
entre nutricdo materna e inflamacdo — definida por Antonelli e Kushner (2017) como resposta
imune inata a estimulos potencialmente prejudiciais, como patdgenos, lesbes e estresse
metabolico —, por exemplo, é extensivamente discutida na literatura. Estudos em que a dieta
hiperlipidica foi ofertada as fémeas antes do acasalamento e/ou durante os periodos de
gestacdo e/ou lactacdo encontraram aumento na expressdo de mediadores pro-inflamatorios
no perfil plasmatico materno, na placenta e aumento no teor de gordura presente no leite
(PURCELL et al., 2011; REYNOLDS et al., 2015). Na prole, por sua vez, a exposi¢do a dieta
hiperlipidica revelou aumento na expressdo de fatores pro-inflamatérios, e alteracdo na
expressao de alguns componentes dos sistemas dopaminérgicos e serotoninérgicos — fatores
associados a hiperatividade e ao comportamento relacionado a ansiedade (SASAKI et al.,
2013; KANG et al., 2014; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016; LIPPERT et al.,
2020).

Nosso estudo inicial, por exemplo, revelou que machos adulto-jovens de dois grupos
hiperlipidicos apresentaram maior emocionalidade — definida por Calvin Hall (1934) como o

estado de ser emocional que consiste em um conjunto de reacfes organicas, experienciais e
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expressivas que denotam um estado geral de perturbacdo ou excitagcdo do animal — do que o
grupo controle (CAVALCANTI et al., 2021). Como esse aumento pode estar associado a
perturbacdo do sistema serotoninérgico, duas intervengdes, uma farmacoldgica e outra
fitoterapica, sdo propostas pelo presente estudo a fim de diminuir o comportamento
relacionado a ansiedade — efeito amplamente documentado na literatura (PRUT e BELZUNG,
2003; ZHU et al., 2019). A primeira refere-se a administracdo cronica de fluoxetina, um
inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina (5-HT), que prolonga a disponibilidade da 5-HT
na fenda sinaptica (SGHENDO e MIFSUD, 2012). E a segunda refere-se ao resveratrol, um
estilbeno que inibe a acdo da Monoamina Oxidase A (MAO-A), enzima responsavel pela
degradacdo da serotonina (XU et al., 2010). Como pdde ser observado, a fluoxetina e o
resveratrol atuam sobre diferentes componentes do sistema serotoninérgico, tendo, no entanto,
um objetivo em comum: manter a 5-HT na fenda sinaptica por mais tempo (SGHENDO e
MIFSUD, 2012).

Além disso, o presente estudo também se prop0e a avaliar a responsividade do sistema
serotoninérgico. Isso porque alguns artigos ja demonstraram que 0 consumo de dieta
hiperlipidica durante o periodo po6s-desmame diminui a sensibilidade de ratos adultos a
administracdo cronica de farmacos como escitalopran e fluoxetina (ISINGRINI et al., 2010;
ZEMDEGS et al., 2016). A relacdo, no entanto, entre exposi¢do materna a dieta hiperlipidica
e responsividade do sistema serotoninérgico da descendéncia ainda ndo estd completamente
elucidada. Isso porque a literatura disponivel, e que é de nosso conhecimento, avaliou apenas
a consequéncia da aplicacdo aguda de fluoxetina. Entretanto, nossos resultados prévios
demonstraram reducdo da sensibilidade apenas para um teste que avalia 0 comportamento
relacionado a ansiedade-traco — estado emocional relativamente estavel ao longo do tempo
(GAMA et al., 2008; TEIXEIRA-SILVA et al., 2009; CAVALCANTI et al., 2021). Em dois
testes comportamentais relacionados a ansiedade-estado — condicdo passageira, de intensidade
variavel, experimentada em um momento particular do tempo —, a responsividade do sistema
serotoninergico dos grupos hiperlipidicos foi semelhante a resposta do grupo controle. Com
relacdo ao resveratrol, ndo é de nosso conhecimento trabalhos que associem oferta de dieta
hiperlipidica durante a gestacdo e/ou lactacdo e responsividade do sistema serotoninérgico da
prole. Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar 0 comportamento e o sistema
serotoninergico de machos adulto-jovens expostos a dieta hiperlipidica/hipercalorica durante a

gestacdo e a lactacdo ap06s a administracdo cronica de fluoxetina ou de resveratrol.



25

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ansiedade

Apesar de ser muito comum entre a populacdo e incansavelmente estudada pela
ciéncia, a ansiedade permanece, aos olhos dos pesquisadores, sem uma definicdo exata
(GAMA et al., 2008), sendo caracterizada por alguns como irredutivel e indefinivel (LADER,
1972). Mesmo diante desse cenério conflituoso, em que a controvérsia é a protagonista da
discussdo, alguns estudiosos tentaram conceitud-la. Segundo Gentil e Neto (1996), a
ansiedade € definida como um estado emocional desagradavel acompanhado de desconforto
somatico (GENTIL, 1996). Esse estado emocional é geralmente direcionado ao futuro e, as
vezes, considerado desproporcional a uma ameaca real (LADER, 1972; GENTIL, 1996).
Embora seja caracterizada como desagradavel, a ansiedade pode ndo ser patoldgica e/ou
prejudicial (LEWIS, 1967), pois faz parte do espectro normal das emocGes humanas
(ANDRADE e GORENSTEIN, 1998). A ansiedade é vivenciada em situac@es corriqueiras ou
especificas do dia a dia, ndo sendo persistentes ao longo do tempo, como ocorre nos
transtornos de ansiedade (LEWIS, 1967).

Com relacdo aos sistemas encefalicos envolvidos na expressdo da ansiedade tem-se 0
sistema cerebral de defesa (SDC) e o sistema de inibicdo comportamental (SIC) (SILVA,
2001; HETEM e GRAEFF, 2004). O SCD é um conjunto de estruturas nervosas,
longitudinalmente organizadas, formado pela amigdala, pelo hipotdlamo medial e pela
matéria cinzenta periaquedutal (SILVA, 2001; HETEM e GRAEFF, 2004). A amigdala
possui conexdes com diversas regides do cérebro, funcionando como interface sensorio-
emocional entre elas, analisando e classificando o tipo e o grau do estimulo recebido (SILVA,
2001; HETEM e GRAEFF, 2004). O resultado dessas avaliacfes é enviado ao hipotalamo
medial e a matéria cinzenta periaquedutal, que selecionam e organizam reacdes
comportamentais e fisiologicas de defesa apropriadas, através do eixo hipotdlamo-hipéfise-
adrenal (SILVA, 2001; HETEM e GRAEFF, 2004). O SIC, por sua vez, esta localizado
principalmente no sistema septo-hipocampal (SILVA, 2001; HETEM e GRAEFF, 2004). Em
situacGes em que o estimulo ndo remete a uma situacdo esperada, o SIC opera de maneira a
exibir comportamentos de esquiva, a0 mesmo tempo em que aumenta a atencdo ao meio e a
vigilancia em direcdo a estimulos considerados perigosos (SILVA, 2001; HETEM e
GRAEFF, 2004).

Com relacdo a expressdo da ansiedade € possivel diferenciar quatro componentes

(EDELMANN, 1992). Sdo eles: cognitivo, comportamental, somatico e emocional
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(EDELMANN, 1992). O Cognitivo refere-se aos aspectos da percep¢do do individuo e da
avaliacdo dos estimulos recebidos, como nervosismo, irritabilidade, mal-estar indefinido e
inseguranca (EDELMANN, 1992). O somatico faz referéncia a excitabilidade do sistema
nervoso autonémico, caracterizada, por exemplo, pelo aumento da frequéncia cardiaca e
respiratdria, aumento da sudorese, reducao da salivacao, maior tensdao muscular e presenca de
tremores (LADER, 1972; EDELMANN, 1992; GENTIL, 1996). O comportamental pode ser
percebido observando-se a expressdo corporal, em comportamentos de esquiva (correr em
panico ou gritar), na gesticulacdo aumentada ou diminuida e nas mudancas de postura
(LADER, 1972; EDELMANN, 1992). Segundo Lader (1972), as expressOes faciais séo 0
indicador mais 6bvio da ansiedade (LADER, 1972). Por ultimo, o componente emocional
envolve sensacdes subjetivas de desconforto e desprazer, apresentadas como nds na garganta,
senso de constricdo no peito e dificuldade de concentracdo (LADER, 1972; EDELMANN,
1992; GENTIL, 1996). Como essas manifestacfes citadas acima ndo sdo especificas para a
ansiedade — estando presente em emog6es como esperanca, medo e raiva — s é possivel saber
se alguém esta ou ndo ansioso por deducdo (LADER, 1972; GENTIL, 1996).

Quando a ansiedade se torna mais frequente, severa ou persistente do que o sujeito é
acostumado ou pode tolerar, fazendo-o procurar por remédio ou por outro tipo de ajuda, ela
passa a ser chamada de ansiedade-patoldgica (LADER, 1972). A ansiedade patoldgica esta
presente em varios quadros psiquiatricos definidos pelo DSM V (do inglés, Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders V) (ASSOCIATION, 2014). No capitulo de
transtornos de ansiedade, estdo descritas as seguintes patologias: transtorno de ansiedade de
separagdo, mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social, transtorno de
panico, agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzido
por substancia/medicamento, transtorno de ansiedade devido a outra condi¢cdo médica e outros
transtornos de ansiedade especificados (ASSOCIATION, 2014). Além disso, o transtorno
bipolar, a esquizofrenia e o0s transtornos depressivos podem estar acompanhados de
caracteristicas ansiosas (ASSOCIATION, 2014).

No relatorio publicado pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) sobre prevaléncia
e perda de saude, observou-se que entre 2005 e 2015, o numero de pessoas com transtorno de
ansiedade aumentou 14,9%, atingindo 3,6% da populacdo global (264 milhGes de pessoas)
(ORGANIZATION, 2017). Segundo a OMS, esse aumento esta relacionado ao crescimento e
ao envelhecimento populacional (ORGANIZATION, 2017). Além disso, o relatério destaca
que os transtornos de ansiedade acometeram homens (2,6%) e mulheres (4,6%) em
proporcdes diferentes (ORGANIZATION, 2017). Outro dado interessante trazido pelo estudo
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mostra que a taxa de prevaléncia ndo variou substancialmente entre os grupos etarios, apesar
de haver menor tendéncia em grupos mais velhos (ORGANIZATION, 2017). Ademais, 0S
transtornos de ansiedade aparecem em 6° lugar na listagem de doencas ndo fatais que
contribuem para perda de salde (ORGANIZATION, 2017). Em terras brasileiras, o0s
transtornos de ansiedade alcancam 9,3% da populagdo, mais de 18 milhdes de pessoas
(ORGANIZATION, 2017). Esse valor torna-se ainda mais alarmante quando comparado a
outros paises do continente americano (Paraguai — 7,6%; Chile, 6,5%; Uruguai — 6,4%;
Argentina — 6,3%; EUA — 6,3%) (ORGANIZATION, 2017), pois o Brasil lidera a listagem
com a maior porcentagem de pessoas que sofrem algum transtorno de ansiedade
(ORGANIZATION, 2017).

Na tentativa de elucidar o fenbmeno conhecido por ansiedade, foram desenvolvidos
testes comportamentais para modelos animais capazes de detectar respostas fisioldgicas e
comportamentais semelhantes aquelas vivenciadas em situagdes ansiogénicas (HALL, 1934;
HUGHES, 1965b; HUGHES, 1968; THIEBOT et al., 1973; CRAWLEY e GOODWIN, 1980;
PELLOW et al., 1985; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012). Entretanto, para
serem considerados validos os testes precisam ser validados para os critérios listados por
Belzung e Griebel (2001) em uma revisao de literatura. S&o eles: validade preditiva, validade
de face e validade do constructo (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Validade preditiva refere-se
a eficiéncia de agentes farmacoldgicos usados na clinica (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). O
teste deve, portanto, ser capaz de identificar as diferentes respostas eliciadas por farmacos
com propriedades opostas (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Apesar disso, é necessario
ressaltar que as espécies ndo sdo iguais, podendo ser observadas diferencas na
farmacocinética e na farmacodindmica em resposta ao mesmo farmaco (BELZUNG e
GRIEBEL, 2001). Validade de face, por sua vez, implica que a resposta relacionada a
ansiedade observada em modelos animais deve ser idéntica a resposta comportamental e
fisioldgica exibida por seres humanos (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). No entanto, como
humanos e roedores, por exemplo, apresentam repertorios etoldgicos diferentes, é necessario
levar-se em consideracdo que a historia evolutiva das espécies é distinta (BELZUNG e
GRIEBEL, 2001). Isso quer dizer que a selecdo natural tem papel fundamental nos
comportamentos adotados pelos seres vivos, adaptando-os ao ambiente da melhor maneira
possivel (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Por dltimo, a validade do constructo esta
relacionada a semelhanca entre a etiologia e os fatores bioldgicos subjacentes a ansiedade em

animais e humanos (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Apesar de ambos estarem expostos a
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perigos diferentes, o ponto chave desse critério € a ameaca do modelo a homeostasia do
individuo (BELZUNG e GRIEBEL, 2001).

Com relacdo aos modelos experimentais capazes de detectar a ansiedade, destacam-se:
campo aberto, labirinto elevado em cruz, caixa de transi¢do claro-escuro, staircase, teste de
enterrar bolinhas, hole-board e teste de neofobia alimentar (HALL, 1934; THIEBOT et al.,
1973; CRAWLEY e GOODWIN, 1980; PELLOW et al., 1985; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA
e WOLFRUM, 2012). Nos cinco aparatos citados anteriormente, o comportamento
relacionado a ansiedade é induzido expondo-se o animal a um ambiente desconhecido, sem
qualquer relacdo com aquele onde ele foi mantido durante todo o seu desenvolvimento
(TEIXEIRA-SILVA et al., 2009; ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015).
Antes de serem submetidos aos testes, entretanto, os animais podem passar por alguma
manipulacdo experimental capaz de alterar o comportamento relacionado a ansiedade, como a
manipulacdo nutricional, farmacoldgica ou de tamanho de ninhada (DIMITSANTOS et al.,
2007; SPENCER e TILBROOK, 2009; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012;
AMODEDO et al., 2015; GRAY e HUGHES, 2015; MCNEILLY et al., 2015). E importante
salientar, no entanto, que existem outros modelos comportamentais disponiveis na literatura,
sendo, por isso, necessario, escolher aquele(s) teste(s) que mais se adequa(m) ao que o estudo
propoe.

O campo aberto (CA) é um modelo animal utilizado desde a primeira metade do
século XX (HALL, 1934). Na época, o trabalho desenvolvido por Calvin Hall (1934)
abordava a questdo da “emocionalidade” e oS pardmetros capazes de diferenciar estados
fisiologicos distintos (nimero de defecacdes e urinagbes) (HALL, 1934). Da década de 30
para os dias atuais, inumeros estudos foram realizados utilizando-se o aparato, aumentando o
repertorio de parametros avaliados (ROYCE, 1977, MARKEL, GALAKTIONOV IU e
EFIMOV, 1988; CAROLA et al., 2002) Novas medidas espaco-temporais (numero de
locomocdes, tempo e frequéncia na area central e periférica) e caracteristicas etologicas
inéditas (linking e grooming — lamber/cocar, rearing — exploracao vertical sobre duas patas, e
sniffing — cheirar) foram adicionadas as andlises, sendo Uteis para interpretacdo mais clara do
comportamento animal (ROYCE, 1977; MARKEL, GALAKTIONOV IU e EFIMOV, 1988;
CAROLA et al., 2002). Esses parametros, quando analisados juntos, ajudam a descrever as
mais variadas dimensdes do comportamento, como a atividade motora, a exploracdo do
campo, a analise de risco, a tomada de decisdo e o0 comportamento relacionado a ansiedade
(MARKEL, GALAKTIONQV IU e EFIMQV, 1988; CAROLA et al., 2002).
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Alguns anos mais tarde, o labirinto elevado em cruz (LEC), baseado no aparato
desenvolvido por Montgomory (1955) surgiu como novo modelo para andlise do
comportamento animal (PELLOW et al., 1985). Montgomory baseou-se na aversdo de
roedores a espacgos abertos e elevados (MONTGOMERY, 1955). A altura, no entanto, foi
contestada por alguns trabalhos, afirmando-se que a distancia do labirinto para o chdo ndo é
tdo importante para o comportamento do animal (RODGERS e DALVI, 1997). Na verdade,
foi demonstrado que um fator determinante para a resposta obtida ¢é a altura das paredes dos
bracos fechados, pois elas funcionam como pistas para os roedores (RODGERS e DALVI,
1997). Antes dessas discussdes, entretanto, em 1985, o LEC foi validado pelo elegante
trabalho de Pellow e colaboradores (1985). Inicialmente, o teste também estava restrito aos
parametros de espacgo e tempo, como numero de entradas e tempo gasto nos bragos abertos e
fechados do aparato (PELLOW et al., 1985) e tempo despendido na area central (RODGERS
e DALVI, 1997). Os parametros etoldgicos, como head-dipping (movimento descendente da
cabeca para fora dos bracos abertos), stretching attend posture (postura de alongamento),
sniffing (cheirar), e licking e grooming, (lamber/cocar) foram adicionados posteriormente
(BELZUNG e LE PAPE, 1994; CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; RODGERS e JOHNSON,
1995; ESPEJO, 1997; CAROLA et al., 2002; CLEMENT et al., 2007; WALF e FRYE,
2007). A analise conjunta desses parametros (espago-temporais e etologicos) permitiu que o
comportamento animal fosse destrinchado, sendo possivel identificar a relacdo entre as
medidas utilizadas e, assim, caracterizar o animal (BELZUNG e LE PAPE, 1994; CRUZ,
FREI e GRAEFF, 1994; RODGERS e JOHNSON, 1995; ESPEJO, 1997; CAROLA et al.,
2002; CLEMENT et al., 2007; WALF e FRYE, 2007). Ou seja, os critérios selecionados
podem traduzir diferentes componentes do comportamento relacionado a ansiedade, o
comportamento relacionado a ansiedade induzido pela novidade, a atividade geral, o
comportamento exploratorio e a tomada de decisdo (BELZUNG e LE PAPE, 1994; CRUZ,
FREI e GRAEFF, 1994; RODGERS e JOHNSON, 1995; ESPEJO, 1997; CAROLA et al.,
2002; CLEMENT et al., 2007; WALF e FRYE, 2007). E importante ressaltar, entretanto, que
a caracterizacgdo varia de trabalho para trabalho (BELZUNG e LE PAPE, 1994; CRUZ, FREI
e GRAEFF, 1994; RODGERS e JOHNSON, 1995; ESPEJO, 1997; CAROLA et al., 2002;
CLEMENT et al., 2007; WALF e FRYE, 2007).

Quase uma década depois, Boissier, Simon e Lwoff (1964) apresentaram a
comunidade cientifica outro teste para avaliar o comportamental animal. Inicialmente, o hole-
board consistia em uma placa pintada de preto, em que 24 furos de trés centimetros de

diametro estdo espalhados por uma superficie de 1700 cm? — elevada acima do nivel da mesa,
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para que os furos parecam infinitos (BOISSIER, SIMON e LWOFF, 1964). A laténcia até o
primeiro head-dip, o tempo e 0 nimero de head-dipping durante um periodo de trés minutos
devem ser registrados (BOISSIER, SIMON e LWOFF, 1964). No entanto, a exploracdo so
sera considerada valida quando toda a cabeca do animal ultrapassar o furo (BOISSIER,
SIMON e LWOFF, 1964). Além desses parametros, atualmente, também séo contabilizados o
namero e o tempo em rearing e a distancia percorrida (SAITOH et al., 2006). Esse teste é
baseado na suposicdo de que a atividade de head-dipping é inversamente proporcional ao
comportamento relacionado a ansiedade (BILKEI-GORZO e GYERTYAN, 1996).
Entretanto, o estudo de Bilkei-Gorz6 e Gyertyan (1996) concluiu que essa relagdo inversa
entre 0 comportamento emocional e o nimero de head-dip é verdadeira apenas em
determinadas condicdes de estresse (BILKEI-GORZO e GYERTYAN, 1996). Em situacdes
mais aversivas, quando o nivel de emocionalidade dos animais € alto, o head-dipping pode
representar uma tentativa de escapar do ambiente aversivo, e ndo indicar aumento na
exploragdo (BILKEI-GORZO e GYERTYAN, 1996). Portanto, nesse caso, a relagdo entre o
estado emocional e a atividade de head-dipping € diretamente e ndo inversamente
proporcional (BILKEI-GORZO e GYERTYAN, 1996).

Mais de dez anos depois, outro aparato desenvolvido com objetivo de avaliar o
comportamento animal foi o teste conhecido como “marble burying” (teste de enterrar
bolinha, em tradugéo livre). Na verdade, a agdo de enterrar como resposta de defesa foi
observada primeiramente por Hudson, em 1950, ao alojar ratos em uma gaiola coberta por
maravalha (PINEL e TREIT, 1978). Ele descobriu que esses animais usavam a maravalha
para cobrir/enterrar estimulos associados ao choque (PINEL e TREIT, 1978). No entanto, esse
achado ndo despertou interesse da comunidade cientifica na época. O primeiro estudo que, de
fato, foi desenvolvido com objetivo de elucidar o que esse comportamento siginificava foi
liderado por Pinel e Treit em 1978. Os autores descobriram que enterrar faz parte do
repertério defensivo do rato, desde que o acesso a maravalha seja ilimitado (PINEL e TREIT,
1978). Na metodologia atual, os animais devem ser colocados em uma cadmara plastica (45 x
30 x 40) contendo maravalha (5 cm de profundidade) e nove bolinhas de gude (de 2,3 cm de
didmetro) dispostas em trés fileiras uniformemente espacadas (YU et al., 2019b). Apds dez
minutos de exposi¢do ao teste, os animais devem ser retirados da camara e o numero de
bolinhas enterradas, registrado (YU et al., 2019b). O aumento no numero de bolinhas
enterradas sugere aumento no comportamento relacionado a ansiedade (YU et al., 2019b).

Um quinto teste utilizado desde a década de 80 para avaliar 0 comportamento animal é
a caixa de transicdo claro-escuro (CRAWLEY e GOODWIN, 1980). O aparato foi
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inicialmente baseado na ideia de alterar a propenséao relativa para explorar e recuar em um
ambiente novo (CRAWLEY e GOODWIN, 1980). Ademais, apesar de os roedores noturnos,
como ratos e camundongos, tenderem a explorar ambientes desconhecidos, espacos abertos
parecem ter efeito aversivo que inibem a exploracdo desses animais (CRAWLEY e
GOODWIN, 1980). Nesse caso, 0s parametros avaliados sdo: laténcia para entrar e tempo de
permanéncia na &rea clara da caixa, nimero de transicdes entre claro e escuro e nimeros de
rearings (exploracdo vertical sobre duas patas) (CRAWLEY e GOODWIN, 1980; MISSLIN,
BELZUNG e VOGEL, 1989; BELZUNG e LE PAPE, 1994; CLEMENT et al., 2007).
Belzung e Le Pape (1994) observaram que o nimero de transi¢Ges e a exploragdo sobre duas
patas e o tempo na area clara foram relacionados tanto a atividade do animal quanto a aversdo
ao ambiente claro (BELZUNG e LE PAPE, 1994). O estudo desenvolvido por Clément e
colaboradores, por outro lado, sugere que o tempo gasto na area clara e a transi¢cdo claro-
escuro estdo associados ao comportamento relacionado a ansiedade (CLEMENT et al.,
2007).

Além dos aparatos citados acima, o teste staircase (teste da escada, em traducéo livre)
é outro artefato utilizado nos estudos comportamentais com roedores (THIEBOT et al., 1973;
SIMIAND, KEANE e MORRE, 1984; LEPICARD et al., 2000). Proposto inicialmente por
Thiébot e colaraboradores (1973), para ratos, o teste foi adaptado por outros estudiosos nas
décadas seguintes para atender as necessidades dos animais utilizados (THIEBOT et al.,
1973). Uma versdo para camundongos, por exemplo, foi pensada e validade por Simiand,
Keane e Morre (1984). No trabalho pioneiro, os autores mostraram que quando o animal é
colocado em uma escada fechada pela primeira vez, os ansioliticos diminuiram o nimero de
rearing sem reduzir, no entanto, 0 nimero de degraus escalados (THIEBOT et al., 1973).
Embasado nesses resultados, foi proposto que o nimero de rearing poderia ser usado como
indice de ansiedade e o numero de degraus como indice de exploracdo e locomocao
(THIEBOT et al., 1973). De maneira semelhante, o grupo de Simiand (1984) também sugeriu
que o Staircase € um metodo primario valido para avaliar o comportamento relacionado a
ansiedade do animal (SIMIAND, KEANE e MORRE, 1984). No estudo, o uso de
benzodiazepinas também diminuiu 0 nimero rearing sem alterar a quantidade de degraus
subidos (SIMIAND, KEANE e MORRE, 1984). Em outro trabalho, contudo, o nimero de
rearings foi definido de forma diferente, sendo discutido no tépico exploracdo, locomocdo e
atividade vertical (LEPICARD et al., 2000). Apesar disso, 0s autores sugerem que a redugéo
da locomogdo e da exploragdo podem indicar alta “emocionalidade” ou ansiedade
(LEPICARD et al., 2000).
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Por fim, outra opgdo disponivel para analisar o comportamento do animal, expondo-o
a novidade, é o teste de neofobia alimentar, descrito pelo trabalho de Peleg-Raibstein e
colaboradores (2012). O aparato consiste em uma gaiola-padrdo modificada, em que a
resposta do animal é avaliada para o consumo de dieta padrdo e de um item alimentar
desconhecido (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012). Para isso, 0s autores
cronometraram o tempo gasto para o primeiro contato voluntario com o alimento e o tempo
necessario para consumi-lo (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012). Ademais, a
diferenca entre os tempos, a laténcia liquida, foi calculada e utilizada como indice de neofobia
alimentar (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012). Esse parametro pode indicar
aumento no comportamento relacionado a ansiedade quando o valor para o alimento novo é
superior ao obtido para o alimento familiar (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM,
2012).

Quanto aos aparatos desenvolvidos para mensuragao da ansiedade-trago, o paradigma
da exploracdo livre (PEL) € o mais conhecido (HUGHES, 1965a; 1968). Desenvolvido por
Hughes (1965a), o aparelho foi construido com objetivo de separar a resposta do animal ao
ambiente a que foi exposto daquela relacionada exclusivamente a condicdo avaliada
(HUGHES, 1965a). No caso do citado trabalho, o autor pretendeu avaliar a influéncia da
privacdo alimentar sobre a atividade locomotora do rato branco (HUGHES, 1965a). A caixa
de Hughes, como ficou conhecida por alguns, ndo obriga o animal a enfrentar o desconhecido,
e sim permite que ele escolha entre um ambiente novo ou familiar (HUGHES, 1965a). Na
época, os parametros adotados pelo autor foram: nimero total de unidades entradas,
porcentagem de unidades entradas no ambiente novo e o nimero de periodos de 10 segundos
no ambiente novo (HUGHES, 1965a). O mesmo pesquisador também avaliou posteriormente
(1968), o numero de sniffings (cheirar), rearings (exploracdo vertical sobre duas patas),
grooming (lamber/cocar), eating (comer) e drinking (beber), e freezing (congelar) (HUGHES,
1968). Todos os parametros citados anteriormente foram utilizados para analisar a locomogéo
e a preferéncia do rato pelo ambiente novo (HUGHES, 1968). Quase duas décadas depois,
Griebel e colaboradores (1993) sugeriram que o0 aparato desenvolvido por Hughes poderia ser
um método eficiente para estudar a ansiedade-traco (GRIEBEL et al., 1993). Para isso, 0s
parametros utilizados foram: namero de urinagdes e defecacGes, numero de unidades
“entradas”, tentativas de aproximacdo do ambiente novo, tempo gasto nas areas familiar e
nova e numero de rearing (exploragdo vertical sobre duas patas) (GRIEBEL et al., 1993). Em
estudo mais recente sobre os componentes de analise, Clément e colaboradores (2007)

sugeriram que o PEL poderia fornecer informacdes sobre o comportamento relacionado a
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ansiedade através de quatro componentes (CLEMENT et al., 2007). Séo eles: ansiedade
induzida pela novidade, atividade geral, comportamento exploratério e tomada de deciséo
(CLEMENT et al., 2007).

Além do paradigma, a ansiedade-traco pode ser avaliada utilizando-se diferentes
linhagens de camundongo knock-out (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Infelizmente, esses
modelos genéticos sdo baseados na delecdo de um Unico gene, o que ndo reflete a
complexidade do fendmeno conhecido por ansiedade (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Isso
porque ja foi observado que a modulagédo da ansiedade envolve multiplos genes (BELZUNG e
GRIEBEL, 2001). Outra opcdo é usar linhagens de camundongos espontaneamente mais
emocionais, como a BALBY/c; ou selecionar os individuos que apresentaram maiores niveis de
ansiedade previamente (BELZUNG e GRIEBEL, 2001).

No que diz respeito aos fatores que influenciam a expressdo do comportamento
relacionado a ansiedade, estimulos, tanto externos quanto internos, sdo decisivos para a
resposta do animal (LADER, 1972; GENTIL, 1996; KALIN et al., 2005; DAVIS, 2006;
CLEMENT et al., 2007; GOES, ANTUNES e TEIXEIRA-SILVA, 2015). Como ja foram
observadas em pesquisas com roedores, primatas e humanos, as caracteristicas genéticas que
0 animal carrega em seu DNA, as condi¢cGes do ambiente em que vive e as experiéncias
prévias armazenadas na memdria sdo fundamentais para a resposta do individuo aos insultos
que recebe (LADER, 1972; GENTIL, 1996; KALIN et al., 2005; DAVIS, 2006; CLEMENT
et al., 2007; DIMITSANTOS et al., 2007; GOES, ANTUNES e TEIXEIRA-SILVA, 2015).
Com relacdo ao DNA, o background genético (pool de genes) indica em um primeiro
momento a suscetibilidade que o animal tem a ser mais ou menos emocional. Além disso, o
meio onde o individuo estd inserido, levando-se em consideracdo caracteristicas como a
disponibilidade de 4gua e comida, a competi¢do por alimento e a presenca de predadores sdo
de indiscutivel importancia para seu desenvolvimento (HOLMES et al., 2005;
DIMITSANTOS et al., 2007; ROSEBOOM et al., 2007; CHAHOUD e PAUMGARTTEN,
2009). Ademais, a exposicao do animal a situacdes de recompensa ou punicao sdo capazes de
moldar a resposta do individuo a circunstancias futuras (CHORPITA e BARLOW, 1998;
BORELLLI et al., 2004; HOLMES et al., 2005). Somado a esses estimulos, a capacidade que o
animal tem de adaptar-se ao meio (resiliéncia) € extremamente importante para o seu melhor
desempenho frente aos desafios que virdio (ANDRADE e GORENSTEIN, 1998; ENDLER e
KOCOVSKI, 2001; BERNIK e CORREGIARI, 2002).
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2.2 Plasticidade fenotipica

Define-se como plasticidade fenotipica a capacidade que um genoétipo tem de produzir
fendtipos diferentes ao ser exposto a condi¢cGes ambientais variadas (FORDYCE, 2006). A
janela critica (ou periodo sensivel), por sua vez, refere-se aos periodos do desenvolvimento
em que um fenotipo € especialmente plastico e pode ser influenciado por uma ampla
variedade de fatores intrinsecos ou extrinsecos (ambientais) (MORGANE, MOKLER e
GALLER, 2002; BURGGREN e MUELLER, 2015). Portanto, a exposi¢do a esses insultos
durante o inicio da vida pode alterar a trajetoria de desenvolvimento da prole e afetar aspectos
morfologicos, fisiolégicos e comportamentais, assim como sua historia de vida (MORGANE,
MOKLER e GALLER, 2002; VICKERS, 2014, BURGGREN e MUELLER, 2015;
SOMMER, 2020). Os mecanismos pelos quais esses fatores ambientais precoces podem ter
efeitos de longo prazo, no entanto, ainda ndo estdo completamente elucidados (VICKERS,
2014). Até o momento, esses mecanismos incluem alteracfes estruturais permanentes nos
Orgdos, causadas por niveis abaixo do ideal de um fator importante; alteracdes na expressao
génica, causadas por modificacbes epigenéticas; e alteracGes permanentes no envelhecimento
(VICKERS, 2014).

A regulacdo epigenética pode ser feita através de trés mecanismos diferentes que estdo
correlacionados — metilagdo de DNA, modificacdo de histonas e RNAs nédo codificantes
(ncRNA) — e ndo envolve alteragdes no sequenciamento do DNA (VICKERS, 2014; DESAI,
JELLYMAN e ROSS, 2015). Se por um lado, a expressdo de certos tipos de ncRNAs é
controlada pela metilacdo do DNA e pelas modificagdes na cromatina (VICKERS, 2014;
DESAI, JELLYMAN e ROSS, 2015), por outro, os ncRNAs podem afetar a maquinaria da
metilacdo e a expressdo de proteinas envolvidas nas modificacdes das histonas (VICKERS,
2014). A metilacdo do DNA é caracterizada pela adicdo de um grupo metil, catalisada por
uma familia de DNA metiltransferases (DNMTS), ao quinto carbono do anel de pirimidina de
uma base de citosina — pertencente a um par de nucleotideos citocina-fosfato-guanina (CpG) —
e silencia os genes, inibindo a sua expressdao (MOORE, LE e FAN, 2013; BIANCO-MIOTTO
et al., 2017; JANG et al., 2017; LAUBACH et al., 2018). Essa regulagéo é feita atraves do
recrutamento de proteinas envolvidas na repressdo génica ou pela inibicdo da ligagdo do(s)
fator(es) de transcricdo ao DNA (MOORE, LE e FAN, 2013). A modificacédo de histonas, por
sua vez, € uma alteracdo estrutural chave que pode afetar a expressdo génica, principalmente,
por meio da metilagdo ou da acetilagio — um grupo metil ou acetil € adicionado,

respectivamente, a estrutura da molécula — e acarreta na inibigdo ou exacerbacdo do gene
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envolvido, dependendo da localizagdo onde a ligacdo ocorre (VICKERS, 2014; DESAI,
JELLYMAN e ROSS, 2015). Para ser mais precisa, a adicdo de grupos metil as caudas de
histonas é catalisada por histonas metiltransferases (HMTs) e pode reprimir ou ativar a
transcricdo génica, enquanto a adicdo de grupos acetil € catalisada por histonas
acetiltransferases (HATS) e potencializa a transcricdo (DELAGE e DASHWOOD, 2008). A
repressdo génica associada ao estado de acetilagdo da molécula é catalisada pelas histonas
desacetilase (HDAC) através da remocdo de grupos acetil (DESAI, JELLYMAN e ROSS,
2015). Por fim, os ncRNAs sdo transcritos de DNA — ndo traduzidos em proteinas — que
também regulam a expressdo g@énica através de diferentes mecanismos (CHEN e
RAJEWSKY, 2007; DING, WEILER e GROSSHANS, 2009; DESAI, JELLYMAN e ROSS,
2015). O modo de acdo de micro RNAs (miRNAS), por exemplo, consiste em uma interacédo
com os mRNAs alvo em uma sequéncia de bases complementar perfeita que resulta na
clivagem do mRNA (FRIAS-LASSERRE e VILLAGRA, 2017). Além disso, uma interagio
em uma sequéncia de base imperfeita causa uma repressio translacional (FRIAS-LASSERRE
e VILLAGRA, 2017).

Hoje em dia, um ndmero cada vez maior de estudos procura desvendar as
contribuicbes epigenéticas por trds da manifestacdo de doencas que aparecem como
consequéncia da programacdo do desenvolvimento (VICKERS, 2014). Trabalhos com
modelos experimentais de programacdo ja& mostraram, por exemplo, que a exposi¢do a uma
série de desafios durante a gestacdo ou no inicio da vida neonatal resulta em mudancas na
metilacdo do promotor e, portanto, afeta direta ou indiretamente a expressdo génica em vias
associadas a uma variedade de processos fisioldgicos (VICKERS, 2014). Dentre os insultos
ambientais associados aos eventos epigenéticos, destacam-se a nutri¢do, a atividade fisica, 0
consumo de alcool e o estresse (MATHERS, STRATHDEE e RELTON, 2010). A condicdo
ambiental da mde mais bem estudada, que afeta o epigenétipo da prole, € a nutricdo materna
(AGUILERA et al., 2010). No estudo de Glendinning e colaboradores (2018), por exemplo, a
oferta de dieta hiperlipidica antes do acasalamento e durante os periodos de gestagdo e de
lactacdo levou a infrarregulagdo de importantes marcadores epigenéticos, como a Creb
binding protein (CREBBP). Esse fator esta relacionado a ativacdo da cCAMP-response element
binding protein (CREB), proteina associada a diferentes processos, vide a proliferacdo, a
diferenciacéo, a sobrevivéncia, a potencializacdo sinaptica de longo prazo, a neurogénese e a

plasticidade neuronal, como revisado por Wang e colaboradores (2018).
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2.3 Dieta hiperlipidica materna e comportamento relacionado a ansiedade

O inicio da vida — periodo correspondente a gestacéo, a lactacdo e a primeira infancia -
€ marcado por uma série precisa e sincronizada de eventos, que permite o desenvolvimento
adequado do animal (DOBBING, 1966; RICE e BARONE, 2000; MORGANE, MOKLER e
GALLER, 2002; ANDERSEN e REVIEWS, 2003). Portanto, qualquer insulto que interfira
no desdobramento dessa sequéncia de acontecimentos pode acarretar alteragcbes permanentes
na estrutura e na funcdo do individuo (DOBBING, 1966; MORGANE et al., 1993). Essa
vulnerabilidade estd relacionada ao conceito de periodo critico, definido como janelas de
tempo em que os tecidos e 0s Orgaos estdo susceptiveis a fatores intrinsecos e extrinsecos
(DOBBING, 1966; ANDERSEN e REVIEWS, 2003). Tal conceito vem sendo explorado sob
diferentes abordagens ao longo dos anos, na tentativa de entender de maneira mais clara
como, quando e por que a exposicdo a determinados insultos pode afetar drasticamente o
curso do desenvolvimento. O papel da nutricdo materna, por exemplo, € um dos temas
explorados pela ciéncia para definir a importancia que o periodo perinatal tem sobre o
desenvolvimento da prole (CADENA-BURBANO et al., 2019). Contudo, muitas vezes 0s
resultados dos trabalhos sdo contraditorios, visto que as dietas utilizadas para explorar o tema
ndo sao totalmente padronizadas (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; PAGE,
JONES e ANDAY, 2014; LIN et al., 2015). Ademais, os periodos de intervencdo também
variam entre os trabalhos, gerando resultados que podem diferir entre a literatura (GRISSOM,
GEORGE e REYES, 2017; JANTHAKHIN et al., 2017).

A oferta de dietas hiperlipidicas tem se tornado cada vez mais comum em modelos
experimentais com roedores e visam estudar a relagdo do alto teor de gordura com os mais
variados aspectos da fisiologia e do comportamento (GIRIKO et al., 2013; JOHNSON et al.,
2017; CADENA-BURBANO et al., 2019). Ademais, € importante salientar que a influéncia
da exposicao nutricional pode ser feita de maneira indireta, através da mae, ou de maneira
direta, ofertando-se a dieta para animais desmamados (SHALEV et al.,, 2010; FINGER,
DINAN e CRYAN, 2011; PERANI et al., 2015). Dentre os aspectos estudados, a influéncia
que a dieta hiperlipidica tem sobre a locomocdo e sobre o comportamento relacionado a
ansiedade da prole adolescente e/ou adulta revelou resultados contraditorios entre os trabalhos
dispostos na literatura (SASAKI et al., 2013; KANG et al., 2014; SASAKI et al., 2014;
ZIEBA et al., 2019).

Quando o periodo de exposicdo a dieta hiperlipidica esteve restrito aos periodos de
pré-acasalamento e gestacdo, os resultados obtidos variaram de acordo com a linhagem, o

sexo e a idade dos filhotes avaliados. No estudo de Kang e colaboradores (2014), por
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exemplo, camundongos C57BL/6J adolescentes (32-35 dias) de maes expostas a dieta
hiperlipidica (lipidio 60%), quando avaliados no campo aberto, exibiram aumento na
atividade locomotora (hiperatividade) (machos HD vs. machos CD) e no comportamento
relacionado a ansiedade (fémeas HFD vs. fémeas CD) (KANG et al., 2014). O estudo
desenvolvido por Raygada, Cho e Hilakivi-Clarke (1998), por sua vez, observou que
camundongos CD-1 adultos jovens (60 dias — fémeas e machos) do grupo
hiperlipidico/normocaldrico (proteina 19,2%, lipidio 43,2%, 15,7% kcal) apresentaram
aumento da atividade locomotora no campo aberto, quando comparados ao grupo controle, o
que sugere comportamento hiperativo (RAYGADA, CHO e HILAKIVI-CLARKE, 1998). Na
literatura, a hiperatividade € referida como niveis persistentes, elevados e sustentados de
atividade, e/ou aumento da velocidade do movimento (KEOGH, 1971). Néo foi observada
diferenca para as linhagens BAL/c (90 dias) e CH3 (365 dias) (RAYGADA, CHO e
HILAKIVI-CLARKE, 1998).

O trabalho de Balsevich e colaboradores (2016) avaliou o efeito da exposi¢cdo materna
a dieta hiperlipidica (lipidio 58% de kcal) sobre o comportamento para duas idades diferentes
(BALSEVICH et al., 2016). Em camundongos (C57BL/6J) adultos (90 dias — machos), houve
aumento na atividade locomotora no campo aberto (hiperatividade) e diminuicdo no
comportamento relacionado a ansiedade no labirinto elevado em cruz (BALSEVICH et al.,
2016). A locomocdo néo foi diferente quando animais adultos-velhos (365 dias), expostos a
mesma dieta, foram avaliados (BALSEVICH et al., 2016). Entretanto, no labirinto elevado
em cruz, foi observado aumento no comportamento relacionado a ansiedade (BALSEVICH et
al., 2016).

Os efeitos da manipulagdo nutricional materna antes da concepgdo até o final da
lactacdo também foram influenciados pelo sexo e pela idade dos animais. O estudo de Kang e
colaboradores (2014), citado anteriormente, também avaliou a repercussdo que a dieta
hiperlipidica materna tem sobre o comportamento da prole (32-35 dias) (KANG et al., 2014).
No campo aberto, 0os machos apresentaram aumento na atividade locomotora, enquanto as
fémeas exibiram aumento no comportamento relacionado a ansiedade (KANG et al., 2014).
Ademais, machos e fémeas passaram mais tempo em rearing (exploracéo vertical sobre duas
patas), o que segundo os autores sugere aumento na emocionalidade (KANG et al., 2014). No
trabalho realizado por Lin e colaboradores (2015) (lipidio 45% kcal, proteina 20% kcal), ratos
adolescentes Sprague-Dawley (56 dias) exibiram menor nimero de rearing no campo aberto
(LIN et al., 2015). Essa reducdo, no entanto, ndo foi associada & diminuigdo no

comportamento relacionado a ansiedade, como sugerido por Kang e colaboradores (2014). Na
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verdade, o nimero reduzido de rearing foi interpretado como comportamento semelhante a
depressé@o (LIN et al., 2015).

Ratos adolescentes (entre P35 e 45) de mées expostas a dieta rica em lipidio (proteina
20%, lipidio 60%, 5,24 Kcal) expressaram diminuicdo no comportamento relacionado a
ansiedade no campo aberto, no labirinto elevado em cruz e na caixa de transi¢ao claro-escuro
(SASAKI et al., 2014). Por outro lado, animais adultos (P90), expostos a mesma dieta,
apresentaram aumento na emocionalidade nos mesmos trés testes avaliados (SASAKI et al.,
2013). No estudo de Peleg-Raibstein e colaboradores (2012) (lipidio 60% Kcal), por sua vez,
camundongos também adultos (P90) revelaram aumento no comportamento relacionado a
ansiedade no teste de neofobia alimentar (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM,
2012).

O estudo de Johnson e colaboradores (2017), por sua vez, avaliou o comportamento
relacionado a ansiedade em camundongos adultos (>90 dias) no labirinto elevado em cruz
(JOHNSON et al., 2017). Fémeas provenientes do grupo HFD (lipidios 43.8% kcal) gastaram
mais tempo em comportamento imoével e menos em comportamento mével, enquanto machos
desse mesmo grupo gastaram mais tempo em rearing (JOHNSON et al., 2017). Por fim,
machos e fémeas do grupo HFD passaram menor quantidade de tempo em head-dipping
(JOHNSON et al., 2017). Segundo os autores, a diminuicdo na mobilidade poderia indicar
aumento no comportamento relacionado a ansiedade e diminuicdo na exploracdo (JOHNSON
et al., 2017). Com relacdo aos demais parametros, 0 menor tempo gasto em head-dipping
também estaria associado a diminui¢cdo no comportamento exploratério, enquanto o aumento
do tempo em rearing sugeriria expressao de comportamento estereotipado (JOHNSON et al.,
2017).

O trabalho de Berry e colaboradores (2018) (lipidio 58%, proteina 16.4%, 5.56
kcal/g), por outro lado, ndo observou diferenca quando camundongos adultos C57BI1/6J (84 —
94 dias), descendentes de ninhadas hiperlipidicas, foram avaliados no campo aberto e no
labirinto elevado em cruz (BERRY et al., 2018). No estudo realizado por Bayandor (2019),
ratos adultos Wistar (90 dias), provenientes de mdes expostas a dieta hiperlipidica (lipidio
52%, proteina 27,1%, 4.07 kcal/g), revelaram aumento no comportamento relacionado a
ansiedade no labirinto elevado em cruz e no campo aberto (BAYANDOR et al., 2019). O
estudo de Page e colaboradores (2014) (lipidio 45% kcal, 4.73 kcal), por sua vez, avaliou 0
comportamento de ratos adultos (110 — 119 dias) Sprague-Dawley quando submetidos ao
campo aberto (PAGE, JONES e ANDAY, 2014). Houve aumento no comportamento
relacionado a ansiedade (PAGE, JONES e ANDAY, 2014). O estudo de Glendining (2018)
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avaliou o comportamento relacionado a ansiedade no labirinto elevado em cruz da prole
adulta de camundongos CB57L/6 (120 dias) expostos a dieta hiperlipidica (lipidio 45%)
(GLENDINING, FISHER e JASONI, 2018). As fémeas apresentaram aumento no
comportamento relacionado a ansiedade (GLENDINING, FISHER e JASONI, 2018). Zieba e
colaboradores (2019) ndo encontraram diferenca para a atividade locomotora, nem para o
comportamento relacionado a ansiedade quando camundongos C57BL/6J (267 e 295 dias),
provenientes de maes expostas a dieta hiperlipidica (lipidio 43% MJ), foram analisados no
campo aberto, no labirinto elevado em cruz e no teste de supressao alimentar pela novidade
(ZIEBA et al., 2019).

A influéncia que a oferta de dieta hiperlipidica durante os periodos de gestacdo e
lactacdo tem sobre o comportamento também foi avaliada. Animais adultos-jovens Wistar (60
dias — machos), provenientes de maes expostas a dieta hiperlipidica/hipercalérica (HH)
(lipidios 51%), apresentaram maior velocidade média no campo aberto, caracteristica de
hiperatividade (CADENA-BURBANO et al., 2019). N&do houve diferenca para o0 grupo
hiperlipidico/isocalérico (lipidio 51%) (HI). Em um segundo estudo conduzido pelo mesmo
grupo de pesquisa, 0 campo aberto foi avaliado na nona semana (63 dias) (CAVALCANTI et
al., 2021). Houve aumento no tempo gasto em rearing (HIV e HHV vs. CV) e aumento na
atividade locomotora (HIV vs. CV) (CAVALCANTI et al., 2021). Janthakhin e colaboradores
(2017), por outro lado, ndo observaram influéncia da exposicao a dieta hiperlipidica materna
(lipidio 45%, proteina 20%, 4,7 kcal/g) sobre o comportamento relacionado a ansiedade
avaliado pelo labirinto elevado em cruz (90-150 dias) (JANTHAKHIN et al., 2017).

Por fim, o efeito que a dieta rica em lipidio tem sobre o comportamento também foi
considerado quando o consumo materno esteve restrito ao periodo de lactacdo. No trabalho
desenvolvido pelo grupo de Giriko (2013), a oferta de dieta hiperlipidica (lipidio 52% Kkcal,
proteina 27.1% kcal, 406.7 kcal) ndo influenciou o comportamento relacionado a ansiedade
em ratos adulto-jovens Wistar (80 dias) (GIRIKO et al., 2013). Nesse estudo, o nimero de
crossing e 0 nimero de rearing foram avaliados no teste de campo aberto (GIRIKO et al.,
2013). Os principais efeitos da exposicdo materna & dieta hiperlipidica sobre o
comportamento relacionado a ansiedade e sobre a atividade locomotora da prole, observados
pelos diferentes estudos incluidos nesta revisdo, estdo ilustrados nas Figuras 1 e 2,

respectivamente.
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Figura 1 — Influéncia da exposicdo materna a dieta hiperlipidica sobre o comportamento relacionado a ansiedade

da prole
Pré-gestacdo e Pré-gestacao, Gestagaoe Gestacgado ou lactacao
gestagao gestacdo e lactagdo lactacao
Idade e sexo
Kangetal, 2014 Peleg-Raibsteinetal., 2012 Yanetal., 2017 Souto et al., 2020
FM (32-35dias) FM (90 dias) FM (49-56) M (80 dias)
Balsevich et al., 2016 Sasakietal, 2013 Cavalcantiet al., 2021
M (365 dias) FM (90 dias) M (63 dias)
Kangetal, 2014 Rocha-Gomes et al., 2021
FM (32-35 dias) M (42 dias)
Pageetal, 2014
M (118 dias)
Johnson et al., 2017
FM (~97 dias)
Glendining et al., 2018
F (120 dias)
Bayandor et al,, 2019
M (90 dias)
Balsevichetal., 2016 Sasakietal, 2014 Gawlinskaet al., 2021
M (90 dias) FM (35-45) F (28 e 63 dias)
Berry etal., 2017 Janthakin et al., 2015 Giriko et al., 2015
FM (84-94 dias) M (90 e 150 dias) M (60 dias)
Ziebaetal., 2019 Cadenaetal.,, 2019 Lippertetal,, 2015
[ | M (267 e 295 dias) M (30, 45 e 60 dias) FM (180 dias)
Gawlinskaet al., 2021
M (28 e 63 dias)

Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)




Figura 2 - Influéncia da exposicdo materna a dieta hiperlipidica sobre a atividade locomotora da prole

Pré-gestacao e
gestagao

Pré-gestacdo, gestacdo e
lactacao

Idade e sexo

Gestacao e
lactacao

Gestacdo ou
lactacao
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Raygada, Cho e Clarke, 1999
FM (60 dias - CD1)

Kangetal.,, 2014
M (32-35 dias)

Cavalcantiet al., 2021
M (63 dias - HIV)

Lippertet al., 2020
M (180 dias)

Kangetal, 2014
M (32-35 dias)

Pageetal,, 2014
M (118 dias)

Balsevich et al., 2016
M (90 dias)

Tozucaetal, 2010
M (70 dias)

Yan et al, 2017
EM (49-56)

Rocha-Gomes et al,, 2021
M (42 dias)

FM (90 - BALB/c, 365 dias -
C3H)

Raygada, Cho e Clarke, 1999*

Tozucaetal., 2010
M (21 dias)

Naef et al. 2008
M (56-62 dias)

Giriko et al., 2015
M (60 dias)

Kangetal, 2014
F (32-35 dias)

Peleg-Raibsteinetal., 2012
FM (90 dias)

Naef et al. 2012
M (90-100 dias)

Sarker etal., 2019
EM (70 e 110dias)

Balsevichetal,, 2016
M (365 dias)

Sasakiet al., 2013
FM (90 dias)

Janthakin et al., 2015
M (90 e 150 dias)

Lippertetal., 2020
F (180 dias)

Kangetal, 2014
F (32-35 dias)

Lin etal, 2015
M (56,120,127, 134 e 141 dias)

Cadenaetal, 2019

M (30, 45 e 60 dias - HH; 30,

45 e 60 dias - HI)

Souto et al., 2020
M (80 dias)

Peleg-Raibsteinetal., 2016
FM (120 dias)

Gawlinskiet al., 2020
F (63 dias)

Grissom, George e Reyes., 2017
M (135 dias)

Cavalcantiet al., 2021
M (63 dias - HHV, 77 dias -
HIV e HHV)

Sasakiet al., 2018
FM (65 dias)

Gawlinskaet al., 2021
FM (28 e 63 dias)

Ziebaetal., 2019
M (267 e 295 dias)

Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

Como pode ser visto acima (Fig. 1), os efeitos da exposi¢cdo materna a dietas ricas em

lipidios sobre o comportamento da prole variam de trabalho para trabalho (PELEG-
RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; SASAKI et al., 2013; KANG et al., 2014;
SASAKI et al., 2014; BELLISARIO et al., 2015; BALSEVICH et al., 2016). De forma
semelhante, os mecanismos por tras dessas alteracfes podem residir em um conjunto de
diferentes fatores (SASAKI et al., 2013; KANG et al., 2014; PRIOR et al., 2014; SASAKI et
al., 2014; BALSEVICH et al., 2016). E sabido, por exemplo, que a exposi¢do a situacdes
estressantes ativa 0 eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), aumentando a liberacdo do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e da corticosterona (GRAEFF, 2007). Essa resposta
ao insulto é crucial para melhor adaptacdo do organismo as circunstancias vivenciadas, sendo
conhecida como reac6es de luta ou fuga (GRAEFF, 2007). Em filhotes fémeas [camundongo
(BELLISARIO et al., 2015); rato (SASAKI et al., 2013)] de mées alimentadas com dietas
hiperlipidicas, observou-se resposta exacerbada do eixo HPA e, consequentemente, niveis
plasmaticos de corticosterona elevados (SASAKI et al., 2013; BELLISARIO et al., 2015).



42

Somado a isso, houve feedback negativo menos eficiente, expondo 0s animais a um aumento
duradouro dos niveis de corticosterona (SASAKI et al., 2013; BELLISARIO et al., 2015).
Ademais, filhotes machos exibiram corticosterona basal atenuada (SASAKI et al., 2013).

A exacerbacdo do eixo HPA citada acima esta relacionada ao aumento na expressao de
receptores especificos em regides do encéfalo (SASAKI et al., 2013). O receptor
mineralocorticoide (MR) tem alta afinidade pela corticosterona, sendo normalmente ligado a
ela em condices basais, determinando o limiar de resposta ao estresse (JOELS et al., 2008).
O receptor glicocorticoide (GR), por sua vez, aumenta a resposta mediada por corticosterona
ao estresse (JOELS et al., 2008). Em adultos jovens (P45), o efeito “ansiolitico” da dieta
materna, observado nos testes comportamentais, foi consistente com o aumento na expresséo
de RG no hipocampo desses animais, (SASAKI et al., 2014). Segundo 0s autores, esses
resultados podem sugerir que a diminuicdo na emocionalidade pode estar associada a
comportamentos exploratorios impulsivos/de risco em animais adolescentes como ja foi
observado em outros estudos (SASAKI et al., 2014). Nos animais adultos (P90) do grupo
hiperlipidico, por sua vez, o aumento nos comportamentos relacionados a ansiedade foi
acompanhado pela expressdo elevada de RM e de RG na amigdala (SASAKI et al., 2013). O
aumento na expressdo desses receptores em diferentes estruturas do encéfalo e sua associagdo
com os niveis do comportamento relacionado a ansiedade precisam, portanto, de estudos mais
detalhados para o entendimento mais claro do mecanismo por tras das respostas
comportamentais observadas. Em outro trabalho, a expressao elevada do RNA mensageiro do
receptor glicocorticoide nuclear da subfamilia-3-grupo-c-membro-1 (Nr3cl) nos nucleos
ventromedial hipotalamico e arqueado, e 0o aumento do Nr3cl no nlcleo paraventricular
foram associados ao aumento no comportamento relacionado a ansiedade (BALSEVICH et
al., 2016).

O papel inflamatério e anti-inflamatdrio dos receptores glicocorticoides no cérebro foi
recentemente estudado (SORRELLS et al., 2009). Em situagdes de estresse cronico, por
exemplo, a ativacdo desses receptores € necessaria para aumentar a resposta inflamatéria no
cérebro (SORRELLS et al., 2009). Para que isso aconteca, no entanto, 0 aumento na
expressao de fatores pro-inflamatdrios, como o aumento das citocinas, é imprescindivel
(SASAKI et al., 2013; SASAKI et al., 2014). Entre as citocinas estudadas, a expressdo
elevada da interleucina-1p (IL-1B) e do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no hemisfério
cerebral de fémeas e da interleucina-6 (IL-6) na amigdala de fémeas e machos foi traduzida
com aumento no comportamento relacionado a ansiedade em descendentes de maes expostas

a dieta hiperlipidica (SASAKI et al., 2013). O aumento na expressdo de IL-6 pode estar
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associado ao aumento do fator de transcrigdo nuclear kappa B (NFk-B) e a ndo inibigdo do
NFKk-pB pelo seu regulador negativo, 0 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells inhibitor o (IkB-a) (SASAKI et al., 2013). A expressdo elevada do receptor
antagonista da IL-1 também foi encontrada na amigdala de fémeas (SASAKI et al., 2013).
Além disso, houve aumento de marcadores microgliais, como o ionized calcium-binding
adapter molecule 1 (Iba-1) em fémeas, indicando maior inflamag&o neuronal (KANG et al.,
2014).

Por outro lado, 0 aumento na transcri¢do do fator NFk-p e da IL-6 em ambos 0S sexos
e do IkB-a em machos no hipocampo foi relacionado a diminui¢cdo nos comportamentos
relacionados a ansiedade (SASAKI et al., 2014). A diminui¢cdo na expressdo dos receptores
antagonistas de IL-1 em fémeas e do fator NFk- em machos e fémeas na amigdala também
foram associados ao “efeito ansiolitico” da dieta (SASAKI et al., 2014). Ademais, houve
aumento da expressdo de mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP-1) no
hipocampo, responsavel pela desativacdo de MAPK (RASTOGI et al., 2013; SASAKI et al.,
2014). A MKP-1 responde imediatamente a fatores de crescimento, estresse e citocinas e a
desativacdo da MAPK protege o individuo de efeitos sistémicos detrimentais e de doencas
cronicas inflamatdrias (RASTOGI et al., 2013). O fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) € outra abordagem utilizada para entender o comportamento (PELEG-RAIBSTEIN,
LUCA e WOLFRUM, 2012). Animais provenientes de mées expostas a dieta hiperlipidica
apresentaram aumento na expressao do BDNF no hipocampo dorsal (PELEG-RAIBSTEIN,
LUCA e WOLFRUM, 2012). Tal aumento refletiu a expressdo de perfis mais emocionais e
essa relacdo ja foi explorada na literatura como apontado pelo trabalho de Peleg-Raibstein,
Luca e Wolfrum (2012).

Além dos mecanismos explanados acima, a exposicdo a niveis mais elevados de
leptina pode ser também um fator que contribui para o aumento nos comportamentos
relacionados a ansiedade (BELLISARIO et al., 2015). Estudo feito por Prior e colaboradores
(2014) revelou que proles de mées alimentadas com dieta rica em lipidio exibiram
sensibilidade hipotalamica alterada a leptina (PRIOR et al., 2014). Essa mudanca sugeriria
que alteraces metabolicas podem ter ocorrido em uma janela de tempo do desenvolvimento
susceptivel a insultos ambientais (PRIOR et al., 2014).

Por fim, alteracbes nos sistemas endocanabindide, GABAérgico e serotoninérgico
podem estar associados aos diferentes niveis do comportamento emocional (PELEG-
RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). Com relacéo ao

sistema endocanabindide, a diminuicdo no nivel de anandamida (AEA) e do acido



44

araquidénico (AA) em machos e a reducdo de palmitoiletanolamida (PEA) em machos e
fémeas no hipotdlamo sugeriu aumento no comportamento relacionado & ansiedade
(RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). Ademais, menores niveis de AEA e PEA no hipocampo de
machos corroboraram o efeito “ansiogénico” da dieta (RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). Nos
sistemas GABAGérgico e serotoninérgico, por sua vez, a expressdo génica elevada da
subunidade do receptor G2 de GABAA e do receptor 5-HT14 no hipocampo ventral foi
interpretada como fator que contribuiu para o comportamento relacionado a ansiedade
(PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012).

Apesar disso, trabalhos que investiguem de que maneira essas alteragcdes agem sobre a
responsividade (sensibilidade/resisténcia) farmacol6gica desses receptores ainda sao escassos.
Por exemplo, camundongos BALB/c adultos expostos a dieta hiperlipidica no periodo pés-
desmame e ao estresse ameno repetido durante dois periodos de sete semanas separados por
um de seis semanas, apresentaram aumento na resisténcia a fluoxetina cronica (ISINGRINI et
al., 2010). Isso porque a aplicacéo do farmaco ndo foi capaz de reverter os efeitos observados
nos testes comportamentais ao final da manipulacdo farmacoldgica (ISINGRINI et al., 2010).
Em outro estudo, camundongos C57/B16 alimentados com dieta hiperlipidica durante 16
semanas, a partir da 8% semana pds-natal, apresentaram diminuicdo no nivel basal de
serotonina no hipocampo ventral (HPC) (ZEMDEGS et al., 2016). Como o0s autorreceptores
5-HT;a somatodendriticos localizados nos neurénios 5-HT do ndcleo dorsal da rafe exercem
controle sobre a liberacdo de 5-HT via feedback negativo, o trabalho também avaliou a
resposta desses animais a um agonista do 5-HT;4 (8-OH-DPAT) (ZEMDEGS et al., 2016).
Apesar de ambos 0s grupos expressarem resposta hipotérmica ao farmaco utilizado, os
animais submetidos a dieta hiperlipidica, revelaram efeito mais acentuado ap6s a aplicacao
(ZEMDEGS et al., 2016). Segundo os autores, juntos, esses resultados sugerem que a reducédo
externa de serotonina observada no HPC pode ser consequéncia da expressdo elevada e/ou
funcdo dos autorreceptores 5-HT; da rafe (ZEMDEGS et al., 2016).

Primatas ndo humanos, por sua vez, quando expostos indiretamente a dieta
hiperlipidica materna, durante o periodo de gestagdo, revelaram aumento na enzima limitante
para sintese de serotonina, a triptofano hidroxilase 2 (TPH2) e da expressdo dos
autorreceptores inibitorios 5-HT1a no nadcleo rostral da rafe (SULLIVAN et al., 2010). Tais
resultados sugerem perturbacdo do sistema serotoninérgico da prole, estando ele suprimido
em decorréncia da exposicdo indireta ao alto teor de lipidio (SULLIVAN et al., 2010). Por
isso, pode-se sugerir que a oferta de dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal leva ao

aumento na resisténcia do sistema serotoninérgico a acdo do farmaco. Para testar essa
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hipotese, nosso estudo prévio avaliou o comportamento de ratos adulto-jovens provenientes
de duas dietas hiperlipidicas ap6s a administracdo aguda de fluoxetina em testes de ansiedade-
estado (campo aberto e labirinto elevado em cruz) e ansiedade-traco (paradigma da
exploracdo livre) (CAVALCANTI et al., 2021). Uma menor sensibilidade s6 foi observada
para o PEL. No CA e no LEC, a responsividade dos grupos hiperlipidicos foi semelhante a do
grupo controle (CAVALCANTI et al., 2021). Esses resultados nos levaram a questionar qual

seria a resposta dos grupos hiperlipidicos a administracao cronica de fluoxetina.

2.4 Sistema serotoninérgico e comportamento relacionado a ansiedade

A ansiedade normal ¢é a expressdo de um sistema bioldgico de alerta desencadeada em
situacOes interpretadas como potencialmente perigosas (HOEHN-SARIC, 1982). A ansiedade
torna-se anormal quando ocorre sem razBes suficientemente objetivas ou quando as
manifestacdes sdo excessivas em intensidade e duracdo (HOEHN-SARIC, 1982). Por tras
dessas manifestacOes, alteragdes nos sistemas de neurotransmissdo estdo entre os fatores
capazes de modular o comportamento (NINAN, 2001). Dentre os neurotransmissores, pelo
menos cinco tém sido associados a ansiedade. Sao eles: acido y-aminobutirico, norepinefrina,
serotonina, horménio liberador de corticotrofina e colecistoquinina (NINAN, 2001). Além dos
ja citados, o sistema endocanabin6ide também tem sido relacionado a expressdo da ansiedade
(RUTKOWSKA, JAMONTT e GLINIAK, 2006; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). Segundo
Hoehn-Saric (1982), os efeitos ansioliticos mais previsiveis dos neurotransmissores estdo
ligados a ativagdo do subsistema formado pelo acido y-aminobutirico (GABAEérgico)
associado a receptores especificos de benzodiazepinas (HOEHN-SARIC, 1982). Com relacdo
a norepinefrina, estudos com animais mostraram que apenas alguns tipos de ansiedade sdo
mediados pelo sistema (HOEHN-SARIC, 1982). Por fim, o sistema serotoninérgico também
foi implicado na expressdo de alguns tipos de ansiedade (HOEHN-SARIC, 1982). No entanto,
até a serotonina ser associada aos transtornos psiquiatricos, foram necessarios quase 20 anos
de pesquisa, como veremos a seguir.

A serotonina foi primeiramente descoberta por Vittorio Erspamer, no ano 1937, em
células enterocromafins do intestino, sendo, por isso, denominada enteramina (WHITAKER-
AZMITIA, 1999). Alguns anos depois, Irvine Page, na tentativa de “eliminar um artefato
chato para que o verdadeiro trabalho de encontrar a causa da hipertensdo pudesse ser obtido”
convidou o quimico organico Maurice Rapport e a bioguimica Arda Alda Green para ajuda-lo
neste desafio (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Dois anos depois de sua chegada ao

laboratdrio, em Cleveland, Dr. Rapport conseguiu, finalmente, em nove de margo de 1948,
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isolar 0 vasoconstritor que tanto “incomodava” a pesquisa de Dr. Page sobre hipertensdo
(WHITAKER-AZMITIA, 1999). Neste dia, em uma comemoracao entre eles, de maneira ndo
oficial, sem saber que se travava da mesma substancia encontrada por Dr. Erspamer, o
quimico organico e seus colaboradores decidiram chama-la de serotonina — nome utilizado até
hoje (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Oficialmente, o nome ficou mundialmente conhecido
no artigo publicado em 24 de setembro daquele mesmo ano (WHITAKER-AZMITIA, 1999).
Em maio do ano seguinte (1949), a estrutura foi finalmente determinada como 5-
hidroxitriptamina (WHITAKER-AZMITIA, 1999).

Dois anos mais tarde (em 1951), enquanto estudava os receptores que regulavam o
“catch” na musculatura lisa de Mytilus, Dr. Betty Mack Twarog ficou diante de um
neurotransmissor responsavel pelo relaxamento muscular que ndo era de seu conhecimento
(WHITAKER-AZMITIA, 1999). Quando os artigos sobre serotonina da Cleveland Clinic
chegaram as suas mdos, a Dr. Twarog percebeu que a estrutura preenchia os requisitos
estruturais que haviam sido estabelecidos para o neurotransmissor Mytilus (WHITAKER-
AZMITIA, 1999). No entanto, a serotonina era apenas um vasoconstritor sérico encontrado no
soro de mamiferos e, ainda, ndo havia razdo para acreditar que teria alguma fungcdo como
molécula neurotransmissora (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Naquele mesmo ano,
entretanto, os documentos do Dr. Erspamer mostraram que a enteramina era encontrada nas
glandulas salivares dos polvos e que esta substancia poderia excitar o coragdo dos moluscos
(WHITAKER-AZMITIA, 1999). Ambos, Betty Twarog e John Welsh (seu orientador),
acreditavam que as secrecOes salivares frequentemente continham toxinas relacionadas a
neurotransmissores (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Portanto, a enteramina poderia ser o
neurotransmissor desconhecido que inibia o “catch” (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Pouco
tempo depois, quando a serotonina e a enteramina foram identificadas como a mesma
substancia, Twarog e Welsh solicitaram serotonina da Abbott Laboratories e descobriram que
0 neurotransmissor desconhecido era de fato a serotonina (WHITAKER-AZMITIA, 1999). O
proximo passo, entdo, era demonstrar que esse neurotransmissor estava presente no encéfalo
dos vertebrados (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Para isso, Twarog seguiu rumo Cleveland
Clinics e junto a um cético Irvine Page, publicou o artigo em outubro de 1953, trazendo a
serotonina para o campo da neurociéncia (WHITAKER-AZMITIA, 1999).

Naquele momento, o “Unico passo que faltava” era expandir o conhecido papel da
serotonina sobre a funcdo cerebral para além das fronteiras até entdo conhecidas
(WHITAKER-AZMITIA, 1999). Para isso, o Dr. Dilworth Wayne Woolley teve importante
fungdo (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Combinando os trabalhos da Dr. Twarog e a
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descoberta do LSD por Albert Hoffman ao seu trabalho sobre LSD como “antimetabolito” da
serotonina, Dr. Wooley propss, em 1954, que esse neurotransmissor teria papel importante
sobre 0 desenvolvimento cerebral e sobre a apari¢do de transtornos mentais (WHITAKER-
AZMITIA, 1999).

Com relagdo as suas caracteristicas, a serotonina (5-HT) é uma amina biogénica
sintetizada (Figura 3) a partir do aminoacido L-triptofano através de uma reagdo que envolve
duas enzimas (MOHAMMAD-ZADEH, MOSES e GWALTNEY-BRANT, 2008). A reacédo
um converte o L-triptofano em 5-hidroxi-L-triptofano (5-HTP) e é catalisada pela triptofano
hidroxilase (TPH) (HASEGAWA e NAKAMURA, 2010). A reacdo dois, por sua vez,
converte 5-HTP em serotonina e € catalisada pela descarboxilase de L-aminoacido aromético
(HASEGAWA e NAKAMURA, 2010). Alguns modelos experimentais revelaram que quando
a serotonina extracelular aumenta, sua sintese e liberacdo das vesiculas sdo inibidas
(SGHENDO e MIFSUD, 2012). Por outro lado, quando a concentragdo de serotonina
extracelular diminui, sua sintese e liberacdo das vesiculas sdo facilitadas (SGHENDO e
MIFSUD, 2012). Tais processos complexos ocorrem porque 0s sistemas serotoninérgicos
devem responder rapidamente aos sinais, garantindo a homeostase (SGHENDO e MIFSUD,
2012).
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Figura 3 — Biossintese de serotonina (adaptada de Hasegawa, 2010)
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Biossintese de serotonina a partir de triptofano. A serotonina (5-HT, 5 hidroxitriptamina) € sintetizada a partir do
L-triptofano por uma reacdo enzimatica em duas etapas. A triptofano hidroxilase (TPH) requer oxigénio
molecular (O,) e tetrahidrobiopterina (BH,;) como co-substrato. A enzima tem uma necessidade absoluta de ferro
ferroso (Fe*?). O produto da reagdo, 5-hidroxi-L-triptofano (5-HTP), é convertido em serotonina pela L-

aminodcido descarboxilase aromatica (AADC).

Além disso, o equilibrio também é mantido pela degradacdo enzimatica da serotonina
(5-hidroxitriptamina, 5-HT) (Figura 4), que é mediada, principalmente, pela monoamina
oxidase (MAO), uma enzima ligada as mitocéndrias que requer dinucleotideo de flavina
adenina como cofator (BORTOLATO, CHEN e SHIH, 2010). Essa enzima catalisa a
desaminagdo oxidativa da 5-HT, convertendo-a em 5-hidroxi-3-indolacetaldeido (5-HIAL),
gue é posteriormente processado em acido 5-hidroxi-3-indolacético (5-HIAA) pela aldeido-
desidrogenase (ALDH) (BORTOLATO, CHEN e SHIH, 2010). Por fim, o 5-HIAA ¢
rapidamente eliminado por difusdo, transportado para a corrente sanguinea e excretado pelos
rins através de um mecanismo combinado de filtracdo glomerular e excrecdo tubular ativa
(BORTOLATO, CHEN e SHIH, 2010). Atualmente, sdo conhecidas duas isoenzimas da
MAO, denominadas A e B, que diferem em relacdo as bases genéticas, a regulacdo

transcricional, a preferéncia pelo substrato, a afinidade de inibidor e a distribuigdo regional
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(BORTOLATO, CHEN e SHIH, 2010). Embora a MAO-A exiba maior preferéncia por 5-HT
e catalise seu metabolismo sob condigdes fisioldgicas, a MAO-B é a Unica isoenzima
identificada em neurdnios serotoninérgicos (BORTOLATO, CHEN e SHIH, 2010).

Figura 4 — Degradacdo de serotonina (adaptada de Bortolato, Chen e Shih, 2010)
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A enzima MAO catalisa a conversdo de 5-HT em 5-hidroxi-3 indolacetaldeido (5-HIAL), que é

posteriormente degradado em acido 5-hidroxi-3-indolacético (5-HIAA).

Apesar de ser muito conhecida pelo seu papel como neurotransmissor, a 5-HT também
pode atuar como horménio e mitdgeno (substancia que influencia a proliferacdo celular)
(MOHAMMAD-ZADEH, MOSES e GWALTNEY-BRANT, 2008). Ademais, € no trato
gastrointestinal onde ocorre a maior parte da producgéo corporal da serotonina (95%) (TYCE,
1990). No intestino, a molécula € produzida pelas células enteroenddcrinas ou
enterocromafins, enquanto no sistema nervoso entérico ocorre a producdo de neurdnios
serotoninergicos (GERSHON e TACK, 2007). A porcentagem restante é sintetizada nas
plaquetas e no sistema nervoso central (SNC) (TYCE, 1990). No SNC, os neurbnios 5-HT

estdo localizados no tronco cerebral e na medula espinhal (FLAIVE et al., 2020). No tronco
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encefalico, os corpos celulares de 5-HT estdo distribuidos ao longo da linha média nos
nacleos da rafe, que sdo constituidos por dois grupos, o rostral e o caudal (HORNUNG,
2010).

O grupo rostral esta localizado no mesencéfalo (nucleo caudal linear da rafe, nicleo
dorsal da rafe, nucleo mediano da rafe) e na ponte rostral (ncleos pontino e supralemniscal)
(HORNUNG, 2010). Esses nucleos enviam principalmente projecdes ascendentes para o
prosencéfalo, projecGes locais para as regides do tronco encefalico e um nimero limitado de
projecdes descendentes para a medula espinhal (HORNUNG, 2010). O grupo caudal esta
localizado na ponte caudal (nucleo da rafe magno) e na medula oblonga (ndcleo da rafe
obscura, nucleo da rafe palida e neurbnios 5-HT da formacdo reticular medular lateral, ou
seja, nucleo paragigantocelular lateral, LPGi) (HORNUNG, 2010). Esse grupo caudal envia
principalmente projecdes descendentes para a medula espinhal, projec@es locais para o tronco
encefalico e uma quantidade limitada de projecBes ascendentes para o prosencéfalo
(HORNUNG, 2010). Finalmente, os neurbnios 5-HT na medula espinal projetam-se
localmente, enviam ramos rostral ou caudal, ou em direcdo a borda ventrolateral e,
ocasionalmente, no canal central (HORNUNG, 2010). A comunicacdo no sistema
serotoninérgico ocorre pela fenda sinaptica, através da transmissao eletroquimica, onde a 5-
HT liga-se a receptores especificos, conhecidos como receptores serotoninérgicos (5-HT1.7)
(GOODMAN e GILMAN, 1996; RAYMOND et al., 2001).

A manipulacdo do sistema serotoninérgico € bem comum na literatura e tem sido
utilizada para entender o papel que a serotonina tem sobre a ansiedade (RAMBOZ et al.,
1995; PINHEIRO et al., 2002; RICHARDSON-JONES et al.,, 2010; LI et al.,, 2012;
VICENTE e ZANGROSSI, 2012; KJAERBY et al., 2016; NAUTIYAL et al., 2016). Estudos
realizados com roedores mostraram que 0s receptores serotoninérgicos podem ter funcbes
distintas dependendo do tipo de receptor estudado, da regido do cérebro avaliada e da idade
do animal utilizado (RAMBOZ et al., 1995; PINHEIRO et al., 2002; RICHARDSON-JONES
et al.,, 2010; LI et al.,, 2012; VICENTE e ZANGROSSI, 2012; KIAERBY et al., 2016;
NAUTIYAL et al., 2016). Dentre os receptores serotoninérgicos conhecidos, 0s subtipos
associados ao controle emocional séo 1A, 1B, 2A, 2C, 3, 4, 6 e 7 (TURCO, 2013;
ZMUDZKA et al., 2018).

O trabalho desenvolvido pelo grupo de Li (2012) com camundongos adultos (56 dias)
injetados com um adenovirus recombinante encontrou papel “ansiolitico” para o autorreceptor
5-HT;a no ndcleo central e basomedial da amigdala (LI et al., 2012). Isso porque a

diminuicdo na densidade desse receptor, em decorréncia da exposi¢cdo ao adenovirus,
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aumentou os comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto elevado em cruz e no
campo aberto (LI et al., 2012). Richardson-Jones e colaboradores (2010), por sua vez,
mostraram que a modulacdo nos niveis do autorreceptor 5-HT4 na vida adulta ndo alterou os
niveis de comportamento relacionado a ansiedade (RICHARDSON-JONES et al., 2010). Esse
resultado pode sugerir, segundo 0s autores, que o autorreceptor teria papel fundamental
durante o desenvolvimento, no estabelecimento do circuito do comportamento relacionado a
ansiedade, e ndo na vida adulta (RICHARDSON-JONES et al., 2010). No estudo conduzido
por Xiang e colaboradores (2019), o papel do receptor 5-HT;a sobre o comportamento
emocional foi avaliado em um modelo de estresse pds-traumatico (XIANG et al., 2019). A
administragdo cronica (durante sete dias) de um antagonista (WAY10063) desse receptor na
dose de 3 mg/kg de peso, via subcutanea, revelou aumento no comportamento relacionado a
ansiedade no teste de campo aberto (XIANG et al., 2019). A ativacdo optogenética de
terminais 5-HT no nucleo do leito da estria terminal reduz o comportamento relacionado a
ansiedade e essa diminuigdo estd associada a ativacdo dos receptores 5-HTia (GARCIA-
GARCIA et al., 2018). Esse efeito foi inibido pela administracdo de um antagonista (WAY
100,635) desse subtipo (GARCIA-GARCIA et al., 2018).

Estudos com o receptor 5-HTyg, por sua vez, sugeriram que o subtipo poderia ter
funcdes diferentes quando localizados em é&reas distintas (KJAERBY et al., 2016;
NAUTIYAL et al., 2016). Camundongos knock-out sem o autorreceptor 5-HT;g apresentaram
diminuicdo no comportamento relacionado a ansiedade no campo aberto (NAUTIYAL et al.,
2016). Os autores sugerem que esse resultado poderia ser explicado pelo nivel elevado de
serotonina extracelular no hipocampo ventral; como também pela modula¢do na funcéo do
transportador da serotonina (SERT) (NAUTIYAL et al., 2016). Por fim, a resposta
“ansiolitica” a deple¢ao do autorreceptor 5-HT;g poderia indicar que o subtipo é importante
para a maturacdo dos circuitos neuronais responsaveis por esses comportamentos
(NAUTIYAL et al., 2016). De maneira contraria, Ramboz e colaboradores (1995) nédo
observaram resposta “ansiolitica” de camundongos mutantes sem o receptor 5-HTig
(RAMBOZ et al., 1995). No estudo, os autores ndo obtiveram diferenca para os parametros
relacionados a ansiedade na caixa de transicdo claro-escuro entre 0s animais mutantes e 0s
wild-type (RAMBOZ et al., 1995). No estudo de Kjaerby e colaboradores (2016), por sua vez,
em que os camundongos adultos (com idade entre 56-84 dias) foram injetados com o agonista
CP93129 do receptor 5-HT;g no cortex pré-frontal medial, observou reducdo nos
comportamentos relacionados a ansiedade (KJAERBY et al., 2016). Essa resposta

“ansiolitica” poderia ser consequéncia da supressdo do “input” no hipocampo ventral para o
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cortex pré-frontal medial (KJAERBY et al., 2016). A expressdo aumentada do receptor 5-
HT,g — obtida através de um modelo de transferéncia de genes mediada pelo virus do herpes —
no nucleo dorsal da rafe aumentou o comportamento relacionado a ansiedade no campo aberto
e no labirinto elevado em cruz (CLARK et al., 2002). No estudo de McDevitt e colaboradores
(2011), por outro lado, o aumento na expressdo desse receptor ndo alterou o comportamento
relacionado a ansiedade quando o animal foi exposto ao campo aberto (MCDEVITT et al.,
2011).

Com relacdo ao receptor 5-HT,, 0 uso de antagonista simultaneo dos subtipos 2A e
2C, o RP62203, na porgdo basolateral da amigdala de ratos Wistar adolescentes (pesando
entre 200-280g), resultou em resposta “ansiolitica” no labirinto elevado em cruz (PINHEIRO
et al., 2002). De maneira semelhante, 0 uso do antagonista do subtipo 2C, o SB-242984, antes
da aplicacdo de serotonina ou imipramina, no nucleo basolateral da amigdala de ratos Wistar
adolescentes (290-310g) inibiu os efeitos ansiogénicos das drogas utilizadas (VICENTE e
ZANGROSSI, 2012). Esse resultado sugere que o comportamento relacionado a ansiedade
poderia estar relacionado a ativacdo dos receptores 2C (VICENTE e ZANGROSSI, 2012).
Corroborando esses achados, camundongos adultos expostos a um adenovirus recombinante
(56 dias), em que a densidade do receptor 2C foi aumentada no nucleo basolateral, exibiram
aumento no comportamento relacionado a ansiedade quando expostos ao labirinto elevado em
cruz e ao campo aberto (LI et al., 2012). Em camundongos knock-out para o receptor 5-HTc,
a diminuicdo no comportamento relacionado a ansiedade foi observada quando o labirinto
elevado em zero e o campo aberto foram avaliados (HEISLER et al., 2007). O estudo de
Xiang e colaboradores (2019), citado anteriormente, também avaliou o efeito da
administracdo i.p. de um antagonista (Ketanserin) do receptor 5-HT,a na dose de 0,3 mg/kg
de peso (XIANG et al., 2019). O tratamento crénico (durante sete dias) ndo diminuiu o
comportamento relacionado a ansiedade provocado pelo modelo de estresse pos-traumatico
(XIANG et al., 2019). Em animais knock-out para o receptor 5-HT;a, houve diminuicdo no
comportamento relacionado a ansiedade no campo aberto, na caixa de transicdo claro-escuro,
no labirinto elevado em cruz e no paradigma da alimentacdo suprimida pela novidade
(WEISSTAUB et al., 2006). Em animais knock-out para o receptor 5-HT,a, houve
diminuigdo no comportamento relacionado a ansiedade basal quando fémeas e machos foram
expostos ao campo aberto (JAGGAR et al., 2017).

Outro receptor serotoninérgico associado ao comportamento emocional € o subtipo 5-
HTsa (LOPES et al., 2022). Nesse estudo, a infusdo intracerebroventricular de um antagonista

(Ondansetron, 3 nmol) na massa cinzenta periaquedutal dorsal revelou aumento no
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comportamento relacionado a ansiedade avaliado pelo labirinto elevado em cruz (LOPES et
al., 2022). Além disso, o bloqueio do receptor 5-HT3a (1,0 nmol) preveniu o efeito
“ansiolitico” induzido pela infusdo de um agonista (MCPP, 0,03 nmol) do receptor 5-HT,c
(LOPES et al., 2022). Segundo os autores, esses resultados sugerem que o efeito “ansiolitico”
exercido pela atividade da serotonina sobre o receptor 5-HT,c na massa cinzenta
periaquedutal dorsal é modulado por receptores 5-HT3a expressos na mesma regido (LOPES
et al.,, 2022). O estudo conduzido por Bhatnagar e colaboradores (2004) investigou a
emocionalidade em camundongos knock-out para o receptor 5-HT3a. Houve diminuig¢do no
comportamento relacionado a ansiedade no labirinto elevado em cruz (BHATNAGAR et al.,
2004). Além disso, a delecdo do subtipo 5-HTsa revelou que esse receptor tem papel
importante sobre a regulacdo de respostas do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal ao estresse
agudo e potencial interacdo entre o receptor 5-HT3a € 0 hormonio liberador de corticotrofina
na amigdala (BHATNAGAR et al., 2004). Juntos, esses dados sugerem que o receptor 5-
HTsa ndo tem um papel unitario na regulacdo de comportamentos relacionados a ansiedade
(BHATNAGAR et al., 2004). Em camundongos knock-out para a subunidade do receptor 5-
HT3a, 0 comportamento emocional diminuiu na caixa de transi¢do claro/escuro, no labirinto
elevado em cruz e no teste de interagdo com o objeto novo (KELLEY, BRATT e HODGE,
2003).

O subtipo 5-HT,4, como foi salientado acima, também estd implicado na questdo
emocional (TURCO, 2013; MENDEZ-DAVID et al., 2014). Apesar disso, trabalhos que
relacionem o receptor a ansiedade ainda sdo escassos na literatura disponivel para modelos
animais. No trabalho de Chegini, Nasehi e Zarrindast (2014), em que o agonista R67333 (1
mg/kg, 5 mg/kg e 10 mg/kg) e o antagonista RS23597 (10 mg/kg, 20 mg/kg e 40 mg/kg)
foram aplicados de maneira aguda na amigdala basolateral de camundongos brancos adultos
(63-70 dias) ndo observou efeito sobre os comportamentos relacionados a ansiedade no
labirinto elevado em cruz (CHEGINI, NASEHI e ZARRINDAST, 2014). Em outro estudo
com camundongos adultos (C57BL/6Ntac — 105-112 dias), o papel do receptor 5-HT, foi
analisado apd6s a exposicdo crbnica a corticosterona (modelo conhecido por induzir o
comportamento relacionado a ansiedade) (MENDEZ-DAVID et al., 2014). Para tanto, um
agonista, 0 RS67333 (1,5 mg/kg/dia durante 28 dias) e um antagonista, 0 GR125487 (1
mg/kg/dia durante 28 dias), foram utilizados ao final das quatro semanas de aplicacdo da
corticosterona (MENDEZ-DAVID et al., 2014). No campo aberto, 0 RS67333 foi capaz de
aumentar o tempo gasto na area central do teste (MENDEZ-DAVID et al., 2014). Por outro

lado, 0 GR125487 ndo produziu efeitos sobre os parametros relacionados a ansiedade
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(MENDEZ-DAVID et al., 2014). Entretanto, quando o antagonista foi associado a fluoxetina,
o efeito “ansiolitico” observado no grupo exposto a fluoxetina ndo foi observado (MENDEZ-
DAVID et al., 2014). O papel da expressdo desse receptor no hipocampo sobre o
comportamento emocional também foi avaliado em camundongos knock-out para o receptor
5-HT, (KARAYOL et al., 2021). Houve elevagdo no comportamento relacionado a ansiedade
basal no campo aberto e no paradigma de alimentacdo suprimida pela novidade (KARAYOL
etal., 2021).

Como foi dito acima, o efeito que o receptor 5-HTg tem sobre o comportamento
relacionado a ansiedade j& foi demonstrado. Geng e colaboradores (2018), por exemplo,
revelaram que a administragdo intracerebroventricular do agonista EMD386088 e do
antagonista SB271046 no cortex pré-frontal dorsomedial influencia a emocionalidade de
maneira diferente (GENG et al., 2018). Enquanto o agonista diminuiu 0 comportamento
relacionado a ansiedade no campo aberto, no labirinto elevado em cruz e no teste de interacdo
social, o antagonista teve efeito oposto (GENG et al., 2018). Esse mesmo agonista, nas doses
de 10 e 20 pug, reduziu o comportamento relacionado a ansiedade no labirinto elevado em cruz
e no teste de Vogel ap6s a aplicacdo intra-hipocampal (NIKIFORUK, KOS e
WESOLOWSKA, 2011). De maneira similar, a administracdo subcutanea de dois agonistas
(WAY-208466 e WAY-181187 — 2 ml/kg) diminuiu o comportamento relacionado a
ansiedade quando ratos machos Sprague-Dawley foram expostos aos testes de enterrar
defensivo e de hipofagia induzida pela novidade (CARR, SCHECHTER e LUCKI, 2011). O
antagonista SB-399885 (1-3 mg/kg, i.p.), por sua vez, diminuiu o comportamento emocional
(ratos machos Wistar) no teste do beber punido de Vogel (1,0 e 3,0 mg/kg de peso) e no
labirinto elevado em cruz (0,3; 1,0; 3,0 mg/kg de peso) (WESOLOWSKA e NIKIFORUK,
2007).

Por fim, o receptor 5-HT+, assim com o subtipo 4, ainda ndo foi muito estudado quanto
ao seu papel sobre o comportamento relacionado a ansiedade. Na verdade, esse receptor
serotoninérgico parece ser mais relevante para o tratamento da depressdo [para mais
informacoes, ler os artigos: (ROBERTS et al., 2004; HEDLUND et al., 2005; ABBAS et al.,
2009; SARKISYAN, ROBERTS e HEDLUND, 2010). A administracdo intra-hipocampal do
antagonista SB269970 (0,3; 1 e 3 ug) revelou diminuicdo no comportamento relacionado a
ansiedade quando os ratos foram expostos ao teste do beber punido de Vogel
(WESOLOWSKA, NIKIFORUK e STACHOWICZ, 2006). O mesmo grupo de pesquisa
revelou que camundongos adultos da linhagem albina Swiss (24-28g) foram menos
emocionais para algumas doses (0,5 mg/kg e 1 mg/kg) (WESOLOWSKA, NIKIFORUK e
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STACHOWICZ, 2006). Esse resultado foi observado no labirinto elevado em cruz, em que
ambas as doses aumentaram a porcentagem de entradas nos bracos abertos, enquanto o tempo
gasto nesses bracos foi maior apenas para dose de 0,5 mg/kg (WESOLOWSKA et al., 2006).
Guscott e colaboradores (2005) investigaram o papel desse receptor sobre 0 comportamento
relacionado a ansiedade em camundongos knock-out (GUSCOTT et al., 2005). N&o houve
diferenca para os parametros avaliados no labirinto elevado em cruz (GUSCOTT et al.,
2005).

Como demonstrado acima, a procura pelo papel dos receptores serotoninérgicos sobre
a ansiedade motiva a comunidade cientifica (RAMBOZ et al., 1995; PINHEIRO et al., 2002;
WESOLOWSKA et al., 2006; RICHARDSON-JONES et al., 2010; LI et al., 2012;
VICENTE e ZANGROSSI, 2012; CHEGINI, NASEHI e ZARRINDAST, 2014; MENDEZ-
DAVID et al., 2014; KIAERBY et al., 2016; NAUTIYAL et al., 2016). Mais do que isso, 0
conhecimento produzido oferece embasamento tedrico para o desenvolvimento de farmacos
capazes de modular a atividade desses receptores e, consequentemente, aliviar os sintomas
dos disturbios psiquiatricos. Outros agentes farmacoldgicos que atuem sobre o sistema
serotoninérgico podem agir sobre 0 armazenamento, a sintese e a recaptacdo da serotonina
(NADAL-VICENS, CHYUNG e TURNER, 2008). Os principais efeitos da manipulagdo dos
receptores serotoninérgicos, observados pelos estudos incluidos nessa reviséo, estao ilustrados
na Figura 5.

Figura 5 — Influéncia dos receptores serotoninérgicos sobre o comportamento relacionado a ansiedade
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Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

Além de investigar o papel de cada um dos receptores serotoninérgicos sobre o
comportamento relacionado & ansiedade, outro componente desse sistema de
neurotransmissdo, comumente avaliado pelos laboratérios, € o transportador de serotonina
(SERT). De acordo com o modelo funcional do transportador de serotonina, o primeiro passo
da recaptacdo ocorre quando um ion sodio se liga a proteina transportadora (SGHENDO e
MIFSUD, 2012). A serotonina, entdo, em sua forma protonada (5-HT'), se liga ao
transportador, seguido por um ion cloreto (SGHENDO e MIFSUD, 2012). Os ions cloreto ndo
s80 necessarios para que ocorra a ligacdo da serotonina protonada, mas sdo necessarios para
que o transporte liquido ocorra (SGHENDO e MIFSUD, 2012). O complexo formado pela
serotonina, por um ion sédio e por um ion cloreto atua na estrutura da proteina transportadora
(SGHENDO e MIFSUD, 2012). A proteina, que inicialmente esta voltada para fora do
neurdnio, move-se para uma posicdo interna, onde o neurotransmissor e 0s ions sao liberados
no citoplasma do neurdnio (SGHENDO e MIFSUD, 2012). Em seguida, um ion potassio
intracelular se liga ao SERT para promover a reorientacdo do transportador para outro ciclo
de transporte (SGHENDO e MIFSUD, 2012). O sitio de ligacdo desocupado fica, entdo, mais
uma vez, exposto ao exterior da célula e o ion potassio é liberado para fora da célula
(SGHENDO e MIFSUD, 2012).

Essa recaptacdo sinaptica pode, no entanto, ser influenciada pela administracdo de
farmacos como os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), que blogueiam a
acdo do SERT, aumentando a quantidade de serotonina na fenda sindptica (SGHENDO e
MIFSUD, 2012). Assim como a ligacdo de substratos, a ligacdo do antagonista aos
transportadores de serotonina também depende dos ions sodio extracelulares, embora a
dependéncia do ion seja diferente para cada antagonista (SGHENDO e MIFSUD, 2012). N&o
esta claro, entretanto, se esses inibidores se ligam ao mesmo dominio que a serotonina ou se
operam através de mecanismos mais indiretos (SGHENDO e MIFSUD, 2012). Além disso, €
importante deixar claro que os ISRS parecem se ligar ao transportador de serotonina com
taxas de ocupacao similares, mas com duracdo e poténcia diferentes (SGHENDO e MIFSUD,
2012). Em doses terapéuticas minimas, por exemplo, a taxa de ocupacdo do SERT excede
80% para farmacos como sertralina, paroxetina e fluoxetina (SGHENDO e MIFSUD, 2012).
No entanto, o tempo de ocupacdo do transportador é significativamente menor para sertralina
e paroxetina, durando cerca de 40 horas, do que para fluoxetina, que é de aproximadamente
50 horas (SGHENDO e MIFSUD, 2012).
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Com relagdo ao efeito da administragdo de IRSR sobre o comportamento, seu uso
como ansiolitico é amplamente difundido na literatura [para mais informacdes, ler a revisao
de Prut e Belzung de (2003)]. Apesar disso, os resultados obtidos ao longo dos anos séo
bastante contraditorios para os ISRS (PRUT e BELZUNG, 2003). A fluoxetina, por exemplo,
pode apresentar efeito “ansiolitico”, “ansiogénico” ou pode ainda ndo ter efeito sobre o
comportamento (GRIEBEL et al., 1999; RODRIGUES-FILHO e TAKAHASHI, 1999;
BELZUNG et al., 2001; DRAPIER et al., 2007; BALU et al., 2008; LIU et al., 2010;
ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015). Essa controversia pode ser fruto
dos protocolos experimentais adotados pelos grupos de pesquisa, que variam desde a dose
aplicada até o tempo de exposicdo ao farmaco (agudo ou crénico) (DURAND et al., 1999;
DULAWA et al., 2004; SORREGOTTI et al., 2013; AMODEDO et al., 2015; MCAVOQY et
al., 2015).

A aplicagdo aguda da fluoxetina para analise do comportamento relacionado a
ansiedade pode resultar em animais com caracteristicas comportamentais similares ou
contraditérias (GRIEBEL et al.,, 1999; RODRIGUES-FILHO e TAKAHASHI, 1999;
BELZUNG et al., 2001; DRAPIER et al., 2007; BALU et al., 2008; LIU et al., 2010;
ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015). Ratos Wistar machos adolescentes
(pesando entre 200-300g) apresentaram aumento no comportamento relacionado a ansiedade
no labirinto elevado em cruz (fluoxetina 5mg/kg e 10mg/kg — dose injetada 30 minutos antes
do teste), passando menos tempo nos bracos abertos do aparelho (DRAPIER et al., 2007). No
paradigma da exploracao livre, a fluoxetina (5mg/kg) quando aplicada em machos Wistar
adolescentes (60-90 dias) 30 minutos antes do teste teve efeito “ansiogénico”, passando
menos tempo no ambiente novo do aparato (ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-
SILVA, 2015). De forma similar, Camundongos adultos BALB/c (56 dias) sujeitos ao
paradigma da exploracdo livre 30 minutos apds a manipulacdo farmacoldgica (fluoxetina
20mg/kg) tiveram aumento no comportamento relacionado a ansiedade (BELZUNG et al.,
2001). Foi observada diminui¢do na proporcao de tempo gasto nas unidades novas do teste e
reducdo no nuamero de transicdo entre as unidades (BELZUNG et al., 2001). Ademais,
camundongos adultos (C57BL/6J — 63-70 dias) expostos ao labirinto elevado em cruz 30
minutos depois da aplicacdo do farmaco (fluoxetina 10 mg/kg) exibiram comportamentos
considerados “ansiogénicos” (LIU et al., 2010). Isso porque houve diminui¢do no tempo total
e na porcentagem de entrada nos bragos abertos (LIU et al., 2010).

Em oposicao aos resultados descritos acima, machos adolescentes da linhagem Wistar-

Kyoto (pesando entre 180-280g), testados no labirinto elevado em cruz, um dia depois da
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injecdo do farmaco (fluoxetina 20mg/kg), apresentaram diminuicdo das respostas
comportamentais relacionadas a ansiedade (GRIEBEL et al., 1999). Houve aumento do tempo
gasto nos bragos abertos, mais head-dippings (movimento descendente da cabeca para fora
dos bragos abertos) e menos tentativas de aproximacdo dos bracos abertos seguida de
comportamento de evitacdo (GRIEBEL et al., 1999).

No trabalho de Balu e colaboradores (2008), os niveis de BDNF (fator neurotrofico
derivado do cérebro) de ratos Sprague-dawley (pesando entre 250-275¢g) ndo foram diferentes
quando a analise foi feita 24 horas apos a injecdo de uma dose de 10 mg/kg (BALU et al.,
2008). Além disso, a primeira exposicdo de machos Wistar adolescentes (60-90 dias) ao
paradigma da exploragdo livre, 30 minutos depois da aplicacdo da dose de fluoxetina (0,5
mg/kg), ndo trouxe resultados para nenhum dos parametros avaliados (ALMEIDA-SOUZA,
GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015). Quando camundongos machos adultos da linhagem
Swiss (pesando entre 30-40g) foram submetidos a diferentes doses de fluoxetina (5 mg/kg, 10
mg/kg e 20 mg/kg), a exposicao ao labirinto 30 minutos depois da aplicacdo do farmaco nédo
teve efeito (RODRIGUES-FILHO e TAKAHASHI, 1999). De maneira semelhante, a injecédo
de fluoxetina (10 mg/kg) em camundongos adultos (c57BL/6J — 63-70 dias), 30 minutos antes
do teste, ndo alterou o comportamento animal relacionado & ansiedade no campo aberto (LIU
etal., 2010).

Por sua vez, o uso crénico da fluoxetina em roedores também produziu efeitos
discrepantes para o comportamento de trabalho para trabalho (DURAND et al., 1999;
GRIEBEL et al., 1999; DULAWA et al., 2004; BALU et al., 2008; SORREGOTTI et al.,
2013; AMODEQ et al., 2015; MCAVOY et al., 2015). Ratos Sprague-dawley adolescentes
(45 dias) de ambos os sexos tratados com fluoxetina (10 mg/kg/dia e 20 mg/kg/dia durante 10
dias) apresentaram aumento de comportamento relacionado a ansiedade na caixa de transicdo
claro-escuro (AMODEO et al., 2015). Ademais, o grupo que recebeu a dose de 20 mg/Kg
também apresentou aumento no comportamento relacionado a ansiedade no labirinto elevado
em cruz, pois diminuiu o tempo gasto nos bracos abertos e o numero de head-dippings
(AMODEDO et al., 2015). No estudo de Durand e colaboradores (1999), o tratamento com
fluoxetina (5mg/kg/dia) durante 13 dias alterou a resposta emocional na linhagem WKY, 30
horas depois da aplicacéo (56-63 dias) (DURAND et al., 1999). Houve diminui¢cdo no nimero
total de entradas nos bracos do labirinto e aumento no nimero de entradas nos bracos
fechados, o que indica menor locomog¢do e maior emocionalidade, respectivamente
(DURAND et al., 1999). O aumento no comportamento emocional também foi observado em

ratos Sprague-Dawley (250-275g) submetidos a fluoxetina na dose de 10m/kg por 21 dias,
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através do maior nivel de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) no cértex frontal,
um dia ap6s a ultima aplicacdo (BALU et al., 2008). De maneira semelhante, ratas
transgénicas velhas (300-330 dias) submetidas a fluoxetina (18mg/kg/dia) durante 28 dias
foram mais emocionais no campo aberto, no labirinto elevado em cruz e na caixa de transi¢do
claro-escuro (MCAVOY et al., 2015).

Contrapondo os resultados descritos acima para aplicagdo cronica de fluoxetina, em
machos Wistar-Kyoto adolescentes (pesando entre 180-280g), a manipulacdo farmacoldgica
durante um periodo de 21 dias (fluoxetina 20mg/kg/dia) diminuiu o comportamento
relacionado a ansiedade (GRIEBEL et al., 1999). Tal resultado foi expresso pela diminuicéo
no nimero de tentativas de aproximacdo dos bragos abertos seguido de comportamento
aversivo no labirinto elevado em cruz (dose final aplicada 30 minutos ou 24 horas antes do
teste comportamental) (GRIEBEL et al., 1999). Esse parametro esta associado a tomada de
deciséo e, portanto, quanto menos frequente, menor a indecisdo do animal diante do braco
aberto. O estudo desenvolvido por Sorregotti e colaboradores (2013) com camundongos
Swiss adultos (25-35g) também observou diminuicdo no comportamento emocional
(SORREGOTTI et al., 2013). O tratamento com dose de fluoxetina de 20 mg/kg de peso
durante 15 dias aumentou o nimero de head-dippings (SORREGOTTI et al., 2013). Por fim,
a aplicacdo de dose de 18mg/kg de fluoxetina durante 20 dias em camundongos BALB/c
adultos (75-90 dias) aumentou a expressdo de comportamentos associados a menor
emocionalidade, como numero de entradas na area central, distancia central percorrida e
relacdo distancia central/total (DULAWA et al., 2004).

Concluindo, a influéncia que a aplicagdo de fluoxetina tem sobre o comportamento
animal ndo pode ser interpretada como definida e completamente elucidada (DURAND et al.,
1999; GRIEBEL et al., 1999; RODRIGUES-FILHO e TAKAHASHI, 1999; BELZUNG et
al., 2001; DULAWA et al., 2004; DRAPIER et al., 2007; BALU et al., 2008; SORREGOTTI
et al., 2013; ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015; AMODEO et al., 2015;
MCAVOY et al., 2015). No entanto, isso ndo precisa ser interpretado como algo ruim, porque
os resultados controversos encontrados nos modelos animais também podem ser vistos no
tratamento clinico. O uso de farmacos com potencial ansiolitico nem sempre faz jus a essa
caracteristica, podendo ter efeito nulo ou oposto sobre a ansiedade. Essa divergéncia traduz o
que cada um carrega dentro de si, a individualidade. Afinal, apesar de sermos da mesma

espécie, cada ser € Unico e tem caracteristicas proprias que o diferenciam de seus semelhantes.
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2.5 Polifenois e comportamento relacionado a ansiedade

Os polifenois sdo um grupo grande e heterogéneo de fitoquimicos — mais de 8.000
compostos ja foram identificados — que contém anéis de fenol (PANDEY, RIZVI e
LONGEVITY, 2009; GUASCH-FERRE et al., 2017). Todos os compostos fendlicos de
plantas surgem de um intermediario comum, a fenilalanina, ou de um precursor préoximo, o
acido shiquimico (PANDEY, RI1ZVI e LONGEVITY, 2009). Eles ocorrem principalmente em
formas conjugadas, com um ou mais residuos de agucar ligados a grupos hidroxila, embora
existam ligacOes diretas do acucar (polissacarideo ou monossacarideo) a um carbono
aromético (PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009). Também é comum a associa¢do com
outros compostos, como acidos carboxilicos e orgénicos, aminas, lipidios e ligacdo com
outros fendis (PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009). Os polifenois podem ser
classificados em diferentes grupos, de acordo com o numero de anéis de fenol e com base em
elementos estruturais que ligam esses anéis entre si (PANDEY, RIZVI e LONGEVITY,
2009). As principais classes incluem flavonoides, éacidos fenolicos, estilbenos e lignanas
(PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009; GUASCH-FERRE et al., 2017). Frutas como
macas, uvas, peras e bagas geralmente contém grandes quantidades de polifenois (200 a 300
mg por 100 g) (PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009). Os &cidos fendlicos mais comuns
sdo o acido cafeico e o &cido ferdlico, principais compostos fenélicos do café e dos cereais,
respectivamente (PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009). Os estilbenos sdo encontrados
apenas em pequenas quantidades na dieta humana e estdo presentes em uvas, produtos de uva
e vinho tinto (MANACH et al., 2004; PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009). Outras
fontes alimentares principais de polifenois incluem vegetais, chocolate, cha, gréos integrais,
legumes secos, nozes e azeite de oliva (PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009). Os
polifenois, assim como outros fenolicos alimentares, sdo objeto de crescente interesse
cientifico, devido a seu possivel efeito benéfico a saude humana (PANDEY, RIZVI e
LONGEVITY, 2009; JEANDET et al., 2010; GUASCH-FERRE et al., 2017).

Os estilbenos ocorrem em familias distantes de plantas superiores, incluindo Vitaceae
(videira — uva), Pinaceae (pinheiro) e Fabaceae (amedoim) (SCHRODER, 1997; JEANDET et
al., 2010). Embora os polifendlicos exibam enorme diversidade quimica, os estilbenos
parecem constituir um grupo de moléculas bastante restrito, caracterizado por duas por¢oes
fenis conectadas por uma ponte de metileno com dois carbonos (PANDEY, RIZVI e
LONGEVITY, 2009; JEANDET et al., 2010). O estilbeno mais estudado é o resveratrol (3,4',
5-trihidroxiestilbeno) e seu primeiro registro data de 1940, quando foi isolado a partir de
raizes do heléboro branco (Veratrum grandiflorum O. Loes) (BAUR e SINCLAIR, 2006;
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PANDEY, RIZVI e LONGEVITY, 2009). Vinte e trés anos depois, em 1963, o resveratrol foi
encontrada em raizes de Plygonum cuspidatum, planta utilizada na medicina tradicional
chinesa e japonesa (BAUR e SINCLAIR, 2006). Caracterizado inicialmente como fitoalexina
— um composto téxico produzido por plantas superiores em resposta a condicGes de estresse —,
o0 resveratrol atraiu pouco interesse até 1992, quando foi reconhecido o efeito cardioprotetor
do vinho tinto (BAUR e SINCLAIR, 2006). Desde ent&o, diversos estudos demonstraram que
0 resveratrol pode impedir ou retardar a progressdo de um grande leque de doengas, incluindo
cancer, doencas cardiovasculares e lesdes isquémicas, além de aumentar a resisténcia ao
estresse e prolongar a vida util de varios organismos, da levedura aos vertebrados (BAUR e
SINCLAIR, 2006). O consumo de resveratrol parece também ter efeitos antidepressivo e
ansiolitico, propriedades interessantes ao considerarmos o aumento na prevaléncia desses
transtornos no cenario mundial (ORGANIZATION, 2017).

Antes de detalhar os resultados promissores obtidos pelas pesquisas com roedores, é
necessario, no entanto, descrever como o resveratrol é sintetizado na natureza, ou, mais
especificamente, em algumas plantas. A biossintese de compostos de resveratrol (Figura 6) é
iniciada a partir de acidos fenilpropanoides, que sdo derivados de aminoacidos aromaticos
(WANG, YANG e YAN, 2018). Essa producdo envolve quatro enzimas: a fenilalanina
amonia liase (PAL), a acido cindmico 4 hidroxilase (C4H), a 4-cumarato:CoA ligase (4CL) e
a estilbeno sintase (STS) (HALLS e YU, 2008). As duas primeiras enzimas, PAL e C4H,
transformam o aminoéacido fenilalanina em acido p-cumarico (acido 4-cumarico) (HALLS e
YU, 2008). A terceira enzima, a 4CL, por sua vez, liga o &cido p-cumarico ao grupo
panteteina da Coenzima-A (CoA) para produzir 4-coumaroil-CoA (HALLS e YU, 2008). Por
ultimo, a enzima final da via, a STS, catalisa a condensacdo do resveratrol a partir de uma
molécula de 4-coumaroil-CoA e de trés moléculas de malonil-CoA, que se originam da
biossintese de &cidos graxos (HALLS e YU, 2008). A STS é membro das sintases de
policetideos do tipo Il e tem extensa homologia com a chalcona sintase (CHS) (HALLS e
YU, 2008). A CHS é responsavel pela formagéo de chalconas em muitas plantas superiores —
as chalconas sdo moléculas iniciais para todos os compostos flavondides (HALLS e YU,
2008). Embora a CHS seja comumente encontrada nas plantas, a STS esta presente apenas em
espécies que acumulam resveratrol e compostos relacionados (HALLS e YU, 2008). Portanto,
a STS e essencial para a bioengenharia do resveratrol. Essa enzima existe como um
homodimero — proteina composta por duas subunidades idénticas — soltuvel cujo peso
molecular é 40 kD (HALLS e YU, 2008). Semelhante a CHS, o sitio ativo interno possui uma

triade catalitica Cys-His-Asn conservada. Ambas as enzimas sintetizam 0 mesmo
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intermediério policetideo de cadeia longa (HALLS e YU, 2008). A analise estrutura-fungéo
sugere que a STS usa um mecanismo de troca alddlica para realizar de maneira regido-
especifica a ciclizacdo C2-C7, em vez da ciclizacdo C6-C1 da CHS (HALLS e YU, 2008).
Esta reacdo € seguida por hidrolise de tioéster para produzir resveratrol (HALLS e YU, 2008).
Esse composto existe em duas estereoisoformas com configuragdo cis- ou trans-, sendo esta
ultima a mais amplamente estudada, embora o resveratrol cis também possua propriedades
promotoras da satde (GIOVINAZZO et al., 2012).

Figura 6 — Biossintese de resveratrol (adaptada de Halls e Yu, 2008)
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As enzimas envolvidas na sintese do resveratrol sdo fenilalanina aménia liase (PAL), cinamato-4-hidroxilase
(C4H) — que pode ser substituida por uma Unica enzima tirosina amonia liase (TAL) — 4-cumarato-CoA ligase

(4CL) e estilbeno sintase (STS). STS e chalcona sintase (CHS) compartilham 0s mesmos substratos e
intermediarios, mas produzem resveratrol através de uma condensacéo aldolica C2->C7, ou chalcona através de

uma condensagéo Claisen C6->C1, respectivamente.

Com relacdo ao seu papel “ansiolitico”, estudos com roedores ja demonstraram que a
administracdo de resveratrol pode ter efeito benéfico sobre o comportamento emocional

atraves de diferentes protocolos experimentais. Por exemplo, o trabalho realizado por Zhu e
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colaboradores (2019), com camundongos machos ICR (PND84-PND112), expostos ao
estresse crénico imprevisivel (CUS) durante 12 dias, revelou que a administragdo i.p. e i.g. de
resveratrol nas doses de 5 e 10 mg/kg de peso diminuiu o comportamento relacionado a
ansiedade (ZHU et al., 2019). Esse resultado foi expresso pelo aumento na porcentagem de
entradas e do tempo gasto nos bracos abertos do labirinto elevado em cruz quando comparado
ao grupo veiculo + CUS (ZHU et al., 2019). Em um modelo animal cléssico de transtorno de
estresse poOs-traumatico, conhecido como procedimento de sensibilizacdo dependente do
tempo (TDS), a administracdo cronica de resveratrol, durante 18 dias, via i.g. nas doses de 10,
20 e 40 mg/kg foi avaliada para seus efeitos sobre o comportamento (LI et al., 2018). De
maneira resumida, o procedimento de TDS foi conduzido da seguinte maneira: no primeiro
dia, cada rato foi imobilizado dentro de um dispositivo de contencdo (um cone de polietileno
transparente) por 2 h (LI et al., 2018). A extremidade do cone foi fechada apenas permitindo a
passagem da cauda (LI et al., 2018). A cabeca do cone tinha um buraco que permitia que 0s
ratos respirassem livremente (LI et al., 2018). Ao término da restricdo, os ratos foram
submetidos ao nado forcado por 20 minutos em um cilindro de vidro transparente (24 cm de
diametro, 50 cm de altura) preenchido com agua limpa (25° C) até 2/3 de sua altura (LI et al.,
2018). Os ratos foram entéo expostos a éter dietilico até perderem a consciéncia 15 min apés a
natacdo forcada (LI et al.,, 2018). Durante uma semana, os ratos foram deixados em
recuperacdo sem serem perturbados (LI et al., 2018). No dia 7, os ratos foram submetidos a
um breve estresse (natacdo forcada por 20 min) (LI et al., 2018). Entre os dias 15 e 18, 0s
ratos foram avaliados em trés testes diferentes (ex.: paradigma do medo contextual, atividade
locomotora e labirinto em cruz elevado), uma hora apds a administracdo da droga (LI et al.,
2018). A dose média aumentou a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do labirinto
elevado em cruz, enquanto a maior dose aumentou o tempo gasto no centro do campo aberto,
e a porcentagem de tempo e o nimero de entradas nos bracos abertos (LI et al., 2018).

Outro protocolo utilizado para avaliar o comportamento relacionado a ansiedade
envolve a deficiéncia de estrogénio, induzida pela remocao dos ovarios (LIU et al., 2019).
Quando a ooforectomia foi associada ao tratamento com resveratrol via i.p., durante duas
semanas, na dose de 20 mg/kg de peso, houve diminuicdo no comportamento relacionado a
ansiedade (LIU et al., 2019). Camundongos ovariectomizados se locomoveram menos no
campo aberto — apresentaram menor distancia percorrida — do que o grupo controle (LIU et
al., 2019). No entanto, essa reducéo foi revertida pela administracdo de resveratrol (LIU et al.,
2019). De maneira semelhante, o tempo gasto no centro — menor para 0 grupo — também foi

recuperado pelo tratamento cronico com resveratrol (LIU et al., 2019). No labirinto elevado
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em cruz e na caixa de transicdo claro-escuro, a aplicacdo de resveratrol também ajudou a
reverter os efeitos da ooforectomia, resultado expresso pelo aumento na porcentagem de
tempo gasto nos bracos abertos e pela diminuicdo no tempo gasto na area escura (LIU et al.,
2019).

O estudo de Hu e colaboradores (2016) avaliou o efeito do resveratrol sobre o
comportamento relacionado a ansiedade quando os animais foram previamente expostos a
cocaina (HU et al., 2016). Brevemente, ratos Sprague-Dawley machos, entre 280-300 g,
foram injetados com cocaina (10 mg / kg, i.p.) ou solucdo salina (1 ml/kg, i.p., controle) de
D2 a D7, uma vez por dia (HU et al., 2016). De D8 a D22, os animais ndo receberam
aplicacdo, sendo, por isso, considerado um periodo de abstinéncia (HU et al., 2016). Durante
11 dias (de D10 a D20), os grupos foram novamente subdivididos, desta vez de acordo com a
administracdo de veiculo (1 ml/kg, s.c.) ou de resveratrol (90 mg/kg, s.c.) (HU et al., 2016).
No D22, os animais foram submetidos ao teste comportamental de labirinto elevado em cruz
(HU et al., 2016). A administragdo de resveratrol na dose de 90 mg/kg de peso aumentou
significativamente o tempo (%) e 0 numero de entradas nos bracos abertos do grupo tratado
com cocaina, sugerindo diminuicdo no comportamento relacionado a ansiedade (HU et al.,
2016). Outro protocolo utilizado para avaliar o efeito do resveratrol sobre o comportamento
foi um modelo animal para sindrome do intestino irritavel, induzido pelo procedimento de
estresse agudo-cronico combinado (CACS) (YU et al., 2019b). Brevemente, os ratos tratados
com CACS receberam estresse cronico imprevisivel aleatoriamente por 22 dias consecutivos,
incluindo privacdo de comida por 24 h, privacdo de agua por 24 h, natacdo em agua fria a 4°C
por quatro minutos, pinga de cauda por trés minutos, iluminagdo noturna, e alojamento em
gaiola molhada por seis horas (YU et al., 2019b). No dia 22, todos os ratos, exceto o0 grupo
controle, receberam trés horas de estresse de contencdo aguda (YU et al., 2019b). Como
consequéncia desse procedimento, o grupo veiculo + CACS apresentou aumento no
comportamento relacionado a ansiedade no teste de enterrar “bolinhas de gude” quando
comparado ao grupo veiculo + controle (YU et al.,, 2019b). Entretanto, a administracdo
crbnica de resveratrol, nas doses de 20 e 40 mg/kg de peso corporal, via i.g., durante 22 dias,
normalizou o numero de “bolinhas de gude” enterradas — houve diminui¢cdo quando
comparado ao grupo veiculo + CACS (YU et al., 2019b).

O grupo liderado Lv (2021) avaliou o efeito que a administracdo cronica de resveratrol
tem sobre o comportamento relacionado a ansiedade em um modelo experimental que
mimetiza a dor lombar (LV et al., 2021). De maneira resumida, camundongos adulto-jovens

foram anestesiados e submetidos a cirurgia de instabilidade da coluna lombar pela ressecgédo
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dos processos espinhosos do 3° ao 5° lombar e dos ligamentos interespinhoso e
supraespinhoso (LV et al., 2021). Um dia apds a cirurgia, o resveratrol na dose de 40 mg/kg
de peso foi administrado via i.p. durante duas, quatro e oito semanas (LV et al., 2021). Os
testes comportamentais utilizados foram o campo aberto e o labirinto elevado em cruz (LV et
al., 2021). A administracdo de resveratrol durante oito semanas aumentou a porcentagem de
tempo gasto na area central do campo aberto e a porcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos do labirinto elevado em cruz, o que sugere diminuicdo no comportamento emocional
(LV etal., 2021).

Ge e colaboradores (2016), por sua vez, avaliaram o efeito do resveratrol sobre o
comportamento relacionado a ansiedade a partir de um modelo animal de hipotireoidismo
subclinico (SCH) (GE et al.,, 2016). Resumidamente, 33 ratos foram submetidos a
eletrocauterizacdo hemitireoidiana, e oito ratos controle foram submetidos a mesma operacéo,
mas 0s tecidos da tireoide foram expostos sem eletrocauterizagdo (GE et al., 2016). A taxa de
sucesso do modelo SCH foi avaliada duas semanas depois, de acordo com o critério de a
concentracdo plasmatica de TSH ser superior ao percentil 97,5 do grupo controle e de o nivel
plasmatico de fT4 estar entre o percentil 2,5 e 97,5 do grupo controle (GE et al., 2016). Com
relacdo ao tratamento farmacaldgico, os ratos Sprague-Dawley adulto-jovens receberam uma
aplicacdo de resveratrol intragastrica na dose de 15 mg/kg de peso durante 16 dias (GE et al.,
2016). No campo aberto, 0 modelo de SCH diminuiu a distancia percorrida e o nimero de
rearing, enquanto a administracdo de resveratrol aliviou esses efeitos (GE et al., 2016).

Por fim, o estudo conduzido por Reddy (2016) expds ratos Sprague-Dawley a dieta
rica em frutose durante oito semanas (56 dias) para induzir a condic¢éo pré-diabética (REDDY
et al., 2016). De maneira breve, o grupo controle foi alimentado com 65% de dieta de amido
de milho e o grupo resistente a insulina alimentado com frutose, ou seja, o grupo diabético foi
alimentado com 65% de frutose (REDDY et al., 2016). Um terceiro grupo (Diab + Resv) foi
alimentado com 65% de frutose juntamente com uma dose Unica de 10 mg/kg/dia de
resveratrol por via oral (REDDY et al., 2016). O grupo diabético revelou aumento no
comportamento relacionado a ansiedade nos testes de campo aberto e na caixa de transicdo
claro-escuro quando comparado ao grupo controle (REDDY et al., 2016). No entanto, a
administracdo cronica de resveratrol via oral, na dose de 10 mg/kg/dia, resgatou o tempo
gasto na area central e o tempo gasto na area clara — houve aumento em ambos os parametros
(REDDY et al., 2016).

Como pbde ser visto acima, o comportamento relacionado a ansiedade pode ser

influenciado por diversos insultos ambientais. De maneira semelhante, os mecanismos por
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tras dessas alteragbes comportamentais podem residir em um conjunto de diferentes fatores. E
sabido, por exemplo, que a exposicdo a situagBes estressantes ativa o eixo Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal (HPA), aumentando a liberagdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH)
e da corticosterona (GRAEFF, 2007). Essa resposta ao insulto é crucial para a melhor
adaptacdo do organismo ao ambiente, sendo conhecida como reagbes de luta ou fuga
(GRAEFF, 2007). A exposic¢éo a testes comportamentais, como, por exemplo, o teste de nado
forcado, ativa o eixo HPA e aumenta 0s niveis de corticosterona sérica. No entanto, a
administracdo sub- e crénica de resveratrol (80 mg/kg de peso, i.p., durante 5 e 21 dias)
diminuiu o nivel de corticosterona presente no soro (WANG et al., 2013; LIU et al., 2014).
De maneira similar, Ge e colaboradores encontraram diminui¢do nos niveis plasmaticos de
corticosterona e reducdo na expressao hipotalamica de mRNA do hormoénio liberador de
corticotrofina (CRH) (GE et al., 2016). No estudo conduzido por Li (2018), por sua vez, a
oferta de resveratrol diminuiu o nivel de CRH e resgatou a expressao diferencial do receptor
de glicocorticoide (GR) no hipotalamo, hipocampo e amigdala (LI et al., 2018). Esse receptor
estd associado a exacerbacao do eixo HPA e aumenta a resposta mediada pela corticosterona
ao estresse (JOELS et al., 2008).

O papel inflamatério dos receptores glicocorticoides no cérebro foi recentemente
estudado (SORRELLS et al.,, 2009). Em situagdes de estresse cronico, por exemplo, a
ativacdo desses receptores € necessaria para aumentar a resposta inflamatéria encefalica
(SORRELLS et al., 2009). Para que isso aconteca, no entanto, 0 aumento na expressdo de
fatores pro-inflamatérios como, por exemplo, as citocinas IL-1p ¢ TNF-a, é imprescindivel
(SASAKI et al., 2013; SASAKI et al., 2014). A expressdo desses fatores esta associada a
fatores de transcri¢cao, como, por exemplo, o fator nuclear k3 (NF-kB) que controla diferentes
genes ligados a resposta inflamatéria. O modelo animal de depressdo induzida por
administracdo de lipopolissacarideo (LPS), por exemplo, aumentou os niveis de IL-1p e
TNFa no cortex pré-frontal, no hipocampo e em cocultura microglial-neuronal (BUREAU,
LONGPRE e MARTINOLLI, 2008; GE et al., 2016). No entanto, a administracdo cronica de
resveratrol reduziu esses valores, normalizando a expressdo de ambos os marcadores pro-
inflamatdrios nas regides avaliadas (BUREAU, LONGPRE e MARTINOLLI, 2008; GE et al.,
2016). Esse efeito pode estar relacionado a recuperacdo dos niveis normais de NF-kP no
cortex pré-frontal e no hipocampo (GE et al., 2016; LIU et al., 2016). Em um protocolo
experimental de “depressdao” e “ansiedade” — induzidas por deficiéncia de estrogénio —, por
sua vez, o resveratrol suprimiu a producéo de citocinas inflamatorias aumentando os niveis de

sirtuina 1 (Sirtl) — enzima histona desacetilase dependente de NAD", que regula as vias de
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resposta ao estresse (YAMAKUCHI, 2012; LIU et al., 2019). Além disso, € sabido que as
sirtuinas regulam diversas familias de fatores de transcri¢do, incluindo NF-xB (OKAWARA
et al., 2007). Reddy e colaboradores, por sua vez, tambeém revelaram que o resveratrol
diminuiu o comportamento emocional a partir da regulacdo positiva das sirtuinas 1 e 7
(REDDY et al., 2016). Outros dois estudos também observaram efeito positivo do tratamento
com resveratrol sobre o comportamento através da ativacdo da via relacionada a sirtuina (LV
et al., 2021; WANG et al., 2021). O efeito do resveratrol também foi avaliado em animais
adultos expostos a dieta hiperlipidica antes, durante e depois da lactacdo (YU et al., 2019a). O
nivel plasmético elevado de TNFa — produzido pelo consumo de dieta rica em lipidio — foi
reduzido pela oferta de resveratrol (YU et al., 2019a). Por fim, em um procedimento de
aterosclerose-induzida por dieta, houve aumento no nivel sérico de IL-6 (CHANG et al.,
2015). No entanto, quando a dieta rica em colesterol foi associada a oferta de resveratrol na
dose de 25 mg/kg/dia, o nivel IL-6 foi normalizado (CHANG et al., 2015).

Outro mecanismo por tras dessas alteragdes comportamentais estd relacionado a
familia de fatores neurotréficos, como, por exemplo, o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF). A administracdo crénica de resveratrol normalizou o nivel de BDNF em diferentes
regides do encefalo. Houve aumento na expressdo do BDNF no hipocampo (WANG et al.,
2013; LIU et al., 2014; WANG et al., 2016; YU et al., 2019a; WANG et al., 2021), no cortex
pré-frontal (WANG et al., 2013; WANG et al., 2016), na amigdala (LI1U et al., 2014; Ll et al.,
2018), no hipotalamo (LI et al., 2018) e no tecido cerebral como um todo (GU, CHU e HAN,
2019). O nivel sérico de leptina também foi influenciado pela administracdo cronica de
resveratrol (FRANCO et al., 2016; YU et al., 2019a; LIU et al., 2020). Em estudos que
utilizaram dieta hiperlipidica e/ou hiperglicidica no inicio da vida e/ou no periodo pés-
desmame, o0 aumento no nivel plasmatico de leptina foi normalizado apds o tratamento com
resveratrol (FRANCO et al., 2016; YU et al., 2019a; LIU et al., 2020).

Por fim, alteracBes nos sistemas dopaminérgico, endocanabindide, e serotoninérgico
podem estar associados ao comportamento emocional. Uma série de estudos, por exemplo,
demonstrou que a administracdo de determinadas doses de resveratrol aumentou o nivel de
dopamina em diferentes regiGes do encéfalo (XU et al., 2010; AHMED et al., 2014; GU,
CHU e HAN, 2019). Além disso, o resveratrol preveniu a diminuicdo no nimero de neurdnios
dopaminérgicos (OKAWARA et al., 2007) e reduziu a morte apoptética mediada por
inflamacdo de células neuronais desse sistema (BUREAU, LONGPRE e MARTINOLI,
2008). Com relagdo ao sistema endocanabindide, Hassanzadeh e colaboradores (2016)

revelaram aumento nos niveis de anandamida (AEA) e 2 araquidonilglicerol (2-AG) em
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regides do encéfalo, como, por exemplo, cértex frontal, hipocampo e amigdala, quando a
andlise foi feita uma, cinco e 12 horas depois da Gltima dose (HASSANZADEH et al., 2016).
Por fim, o sistema serotoninérgico também é influenciado pela a¢éo do resveratrol. Um estudo
revelou aumento nos niveis de serotonina (5-HT) e regulacdo negativa na expressao de
MRNA do transportador de 5-HT (SERT) no hipocampo (SHEN et al., 2020). De maneira
semelhante, Ahmed e colaboradores (2014) encontraram aumento na concentracdo de 5-HT.
Esse aumento também foi observado pelo estudo conduzido por Xu e colaboradores. Os
mesmos autores também revelaram diminuicao na atividade da monoamina oxidase A (MAO-
A), enzima responsavel pela degradacdo da serotonina (XU et al., 2010). Além disso, 0
resveratrol também pode agir sobre outros componentes desse sistema de neurotransmissao.
Os grupos liderados por Yu (2019a) e Zhao (2014), por exemplo, demonstraram que o efeito
do resveratrol envolve a ativacdo de receptores 5-HTia (ZHAO et al., 2014; YU et al.,
2019a). Lee e colaboradores, por sua vez, relataram que a atividade no canal do receptor 5-
HTsa € regulada pelo resveratrol via interacdo com o dominio N-terminal, local onde
provavelmente ocorre a interacdo com a serotonina (LEE et al., 2011).

Como pb6de ser visto acima, a exposicdo a um insulto ambiental seguido pela
administragdo de resveratrol diminuiu o comportamento relacionado a ansiedade. No entanto,
ndo é de nosso conhecimento estudos que avaliem se esses resultados sobre o comportamento
relacionado a ansiedade se estendem a prole adulto-jovem exposta a dieta hiperlipidica

durante a gestacdo e a lactacdo.
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3 Hipotese

A exposicdo materna a dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo aumenta a
expressao de BDNF, de fatores pro-inflamatorios, da enzima triptofano hidroxilase-2 e dos
receptores 5-HT1a € 5-HT>a, assim como favorece a expressdo do comportamento relacionado
a ansiedade na prole adulto-jovem. Esses efeitos sdo amenizados pela administracdo crénica

de fluoxetina e de resveratrol no periodo pds-desmame.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do uso cronico de fluoxetina ou de resveratrol no periodo pés-
desmame sobre o comportamento relacionado & ansiedade sobre respostas moleculares
centrais em ratos adulto-jovens provenientes de mées expostas a dieta hiperlipidica durante a

gestacdo e a lactacdo.

4.2 Objetivos especificos

e Realizar revisdo sistematica sobre a influéncia que a exposicdo materna a dieta
hiperlipidica tem sobre a atividade locomotora da prole, avaliada dentro de testes
relacionados a ansiedade.

e Auvaliar em animais provenientes de mdes expostas a dieta hiperlipidica durante a
gestacdo e a lactacdo e submetidos no periodo pos-desmame ao tratamento crénico
com fluoxetina ou resveratrol:

o Desenvolvimento somatico;
o Resposta comportamental a testes de ansiedade-estado;
o Expressdo génica de componentes do sistema serotoninérgico — a enzima TPH-

2 e 0s receptores 5-HT;a e 5-HT,a — e de fatores relacionados a inflamacéo.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Revisdo sistematica

O protocolo para a revisdo sistematica foi publicado no SYRCLE e encontra-se no
ANEXO A.

5.2 Questdes éticas

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), processo n® 0046/2019 (ANEXO B). A manipulacdo e 0s
cuidados para com o0s animais seguiram as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo animal (CONCEA).

5.3 Animais

Foram utilizadas 27 ratas albinas da linhagem Wistar, provenientes da colonia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A selecdo das
ratas foi feita utilizando-se alguns critérios: 1) possuir idade entre 90 e 150 dias de vida, 2)
apresentar peso entre 200 e 250 gramas e 3) ser nulipara. Tais cuidados foram adotados para
minimizar possiveis influéncias genéticas e fisioldgicas sobre os resultados (BENTO-SANTO
etal., 2012).

Os animais foram mantidos em biotério de experimentacdo com temperatura de
23°+2°C em um ciclo de luz invertido de 12 h [ciclo claro (20:00 as 08:00) e ciclo escuro
(08:00 as 20:00)]. Agua filtrada e racdo foram ofertadas ad. libitum. Apds o periodo de
adaptacdo ao ciclo de luz, os roedores foram alocados para gaiolas-padrdo de biotério de
polipropileno (33x40x17 cm) para acompanhamento do ciclo estral através do esfregago
vaginal. No periodo estro, as ratas foram postas para acasalar (2 fémeas/1 macho), sendo
separadas do macho depois da confirmacdo da gestacdo através da presenca de
espermatozoide na cavidade vaginal. Durante todo o periodo de gestacdo e lactacdo, as ratas
tiveram livre acesso a agua filtrada e a dieta experimental.

Um dia ap6s o nascimento, os neonatos foram pesados e selecionados, sendo
escolhido o maior numero de machos. A ninhada foi ajustada para oito filhotes e as fémeas
foram utilizadas para completa-la quando necessario. Filhotes supranumerarios foram
sacrificados por decapitacdo. Os neonatos foram amamentados durante os 21 dias pés-natal
(periodo da lactacdo), sendo expostos as dietas experimentais através do leite materno e a
partir da ingestdo sélida da dieta ofertada. No 22° p6s-natal, os filhotes foram separados das

mées, sendo mantidos juntos (2-4 machos) até o final dos experimentos. Apds o desmame,
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todos os animais receberam a mesma dieta padrdo de biotério (Presence — Purina®, Brasil).
Para os procedimentos experimentais sé foram considerados os filhotes machos. O desenho

experimental do presente estudo esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Desenho experimental

| Dieta Controle (CTR)

Dieta Controle (CTR)

l Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (HH)

Gestacdo e lactacao Crescimento 9° 10° | 11°

Administracdo Farmacolégica Cronica

Adaptagao
Desmame

Testes Comportamentais (Campo Aberto,
Staircase e Labirinto Elevado em Cruz)
Eutanasia

Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

5.4 Manipulacéo nutricional

Para a manipulacdo dietética, foram utilizadas duas dietas: a dieta comercial e uma
dieta hiperlipidica/hipercalorica, confeccionadas em parceria com o Laboratério de Nutricao
Experimental e Dietética (LNED) do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) (OLIVEIRA et al., 2018). A suplementacdo de lipidio foi feita com

banha animal. A composicdo de macronutrientes das dietas esta disposta na tabela abaixo:

Tabela 1 — Composi¢do de macronutrientes

VET por Macronutrientes Controle AIN-93G Hiperlipidica Hipercalérica

VET (kcal/g) 3,60 4,62
Proteina (% kcal VET) 19 19
Carboidrato (% kcal VET) 63 30
Lipideo (% kcal VET) 18 51

Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

5.5 AvaliacOes somaticas
5.5.1 Avaliacéo de peso corporal e eixo longitudinal

O peso corporal dos animais foi avaliado no 1°, 5°, 9°, 13°, 179, 219, 28°, 35°, 42°, 49% ¢
56° dia de vida pos-natal, através de uma balanca eletronica digital — Marte, modelo S-1000,
com capacidade méaxima de 1000g e sensibilidade de 0,01g. Por sua vez, o comprimento



73

corporal (eixo longitudinal) foi medido no 1°, 5°, 9°, 13°, 179, 21°, 28°, 35°, 42°, 49° e 56° dia
de vida pds-natal com uma rapida imobilizacdo do animal. Com uma caneta, 0s pontos entre o

focinho e a base da cauda foram marcados e a distancia entre estes, efetuada com uma régua.

5.6 Manipulagdo farmacoldgica pos-desmame
Na nona semana pos-natal, entre os dias 63 e 67, os grupos formados pela
manipulacdo nutricional materna foram subdivididos de acordo com a manipulacéo

farmacoldgica recebida durante dezessete dias.

5.6.1 Administracéo cronica de fluoxetina
Para a manipulagédo serotonineérgica, foi utilizado o inibidor seletivo de recaptacédo da
serotonina, a fluoxetina. A administracao foi feita entre 08:30 e 09:30. O horario de aplicacédo
foi definido de acordo com a mudanca de ciclo de luz do biotério, pois o pico de serotonina no
plasma e no hipotadlamo ocorre duas horas depois do apagar das luzes (SANCHEZ et al.,
2008). Vinte quatro horas depois da 142 administracdo de fluoxetina, os animais foram
submetidos a trés testes comportamentais durante trés dias consecutivos, sendo eutanasiados
no quarto dia. Nos dias dos testes, a dose de fluoxetina foi administrada apos a filmagem.
Foram formados 0s seguintes grupos:
« Salina: recebeu solucdo salina (NaCl a 0,9%), por via intraperitoneal, no volume de 1
ml/100 g de peso corporal;
o Fluoxetina 10 mg: recebeu solucdo de fluoxetina de 10 mg/kg de peso corporal por via

intraperitoneal, no volume de 1 ml/100 g de peso corporal.

5.6.2 Oferta de resveratrol
Para o tratamento crénico com polifenol, foi utilizado o estilbeno resveratrol. A oferta

foi feita diariamente através da agua para gaiolas com dois ou trés animais. Trezentos
mililitros de solucdo eram ofertados todos os dias, entre 08:30 e 09:30, mesmo horéario da
administracdo de fluoxetina. Para avaliar o consumo, o valor do rejeito era mensurado com o
auxilio de uma proveta e subtraido do valor da oferta. Ndo houve intervalo de vinte e quatro
horas entre a oferta de resveratrol e a exposicao aos testes comportamentais. Foram formados
0S seguintes grupos:

« Etanol: recebeu solugdo 0,1% de etanol diluido em &gua.

o Resveratrol: 50 mg de resveratrol foram, incialmente, dissolvidos em 1 ml de etanol.

Esta solucéo foi, entdo, diluida em agua filtrada. A concentracédo final obtida foi de 50
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mg/L (JAVKHEDKAR et al., 2015). O consumo de resveratrol diario foi de 1,9 a 2,0

mg por animal, o que equivaleria a uma dose de 6,5 a 7,2 mg/kg de peso corporal.

5.7 Grupos experimentais
Considerando as duas manipulagfes (nutricional materna e farmacoldgica na prole

pos-desmame), foram formados oito grupos experimentais. Sao eles:

o Controle — Salina (CTRF=15)

o Controle — Fluoxetina (CTRF = 15);

o Controle — Etanol (CTRE = 14);

o Controle — Resveratrol (CTRR = 14);

o Hiperlipidico — Salina (HHS = 15);

o Hiperlipidico — Fluoxetina (HHF = 15);

« Hiperlipidico — Etanol (HHE = 16);

» Hiperlipidico — Resveratrol (HHR = 16).

5.8 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados durante trés dias consecutivos, iniciando
entre 77° e 80° dia de vida (112 semana), na fase escura do ciclo de luz, entre 08:00 e 11:00
horas. Entre as filmagens, os aparatos foram limpos com hipoclorito a 2% para eliminar
odores que pudessem influenciar o comportamento do animal seguinte. Todos os animais de
todos 0s grupos experimentais (ver 5.7) foram submetidos apenas uma vez a cada um dos
testes em dias consecutivos na mesma ordem descrita: campo aberto, staircase, labirinto

elevado em cruz.

5.8.1 Campo aberto

O sistema consiste em um campo aberto circular (@1m) coberto por EVA, delimitado
por paredes de 30 cm de altura (DA SILVA ARAGAO et al., 2011). O animal foi posicionado
no centro do campo e sua trajetoria registrada por uma camera digital, durante quinze
minutos, enquanto o animal se locomovia livremente. Uma ilustracdo do aparato esta
disponivel na Figura 8. Os videos foram analisados off-line, atraves de um sistema automatico
de andlise, 0 Anymaze ®. Para diminuir o risco de viés durante a analise dos parametros
etoldgicos, os videos foram renomeados. Foram extraidos os seguintes dados:

« Distancia percorrida (m);

e Velocidade media (m/s);
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e Tempo de permanéncia: tempo gasto pelo animal na rea central (s);

o % de tempo de permanéncia: % de tempo gasto na area central

o Tempo de imobilidade (s);

o Numero de entradas: nimero de vezes que 0 animal entrou com as quatro patas na area
central;

« Grooming: nimero de vezes em comportamento de limpeza (lamber);

« Rearing: numero de vezes em comportamento exploratorio sobre duas patas;

 Bolos fecais: numero de defecac6es encontrado no campo apds a filmagem.

Figura 8 — Campo aberto

Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

5.8.2 Staircase
Vinte e quatro horas apds a exposicdo ao campo aberto, o animal foi submetido ao
teste de staircase. O staircase consiste em uma caixa de 95 cm de comprimento, 20 cm de
largura e 30 cm de altura; a escadaria construida no interior € composta por cinco degraus de
seis cm de altura, 15 cm de profundidade e 20 cm de largura. O animal foi posicionado no
chdo da caixa, com as costas voltadas para a escada, e sua trajetdria registrada por uma
camera digital. Uma ilustracdo do aparato estd disponivel na Figura 9. Os videos foram
analisados através de um contador desenvolvido pelo préprio grupo de pesquisa. Para
diminuir o risco de viés durante a analise dos parametros etoldgicos, 0s videos foram
renomeados. Foram registrados 0s seguintes parametros:
o Degraus escalados: numero de degraus escalados — sentido ascendente — pelo animal.

A subida so sera considerada quando o rato colocar as quatro patas no degrau;
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« Rearing: numero de vezes em comportamento exploratdrio sobre duas patas;

o Presenga de bolos fecais.

Figura 9 — Staircase

Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

5.8.3 Labirinto elevado em cruz
Vinte e quatro horas apds a exposicao ao staircase, o animal foi submetido ao teste de
labirinto elevado em cruz. O labirinto consiste em uma estrutura de madeira com quatro
bracos com 50 cm de comprimento e 10 cm de largura, elevados 50 cm do chédo. Dois bragos
fechados possuem paredes de 40 cm de altura. Os outros dois bracos ndo possuem as paredes,
sendo chamados de “bragos abertos”. Todos os bragos sdo cobertos com EVA. Os animais
foram posicionados na area central do aparelho, com a face voltada para um braco aberto, e
sua trajetoria registrada por uma camera digital. Uma ilustracdo do aparato esta disponivel na
Figura 10. Os videos foram analisados off-line, através de um sistema automatico de analise,
0 Anymaze ®. Foram registrados 0s seguintes parametros:
o Distancia total percorrida (m);
e Velocidade média (m/s);
e Tempo de imobilidade (s);
o NuUmero de entradas nos bragos do labirinto: nimero de vezes em que o animal entra
com as quatro patas nos bragos abertos e nos fechados;
o Porcentagem do nimero de entradas: % do ndmero de vezes em que o animal entra
com as quatro patas nos bracos abertos e fechados;
e Tempo de permanéncia (s): total de tempo gasto nos bracos abertos e fechados, e na

area central;
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e Porcentagem de tempo de permanéncia: % de tempo gasto nos bracos abertos e
fechados, e na area central;

o Presenca de bolos fecais.

Figura 10 — Labirinto Elevado em Cruz

I

Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

5.9 Coleta de estruturas

Um dia apds a exposicdo ao labirinto elevado em cruz, os animais foram anestesiados
e eutanasiados com guilhotina para retirada do tronco cerebral para analises moleculares.
Foram coletados seis animais de cada grupo experimental. Imediatamente apos a decapitacao,
0 encéfalo foi retirado através de uma abertura da calota craniana, seguindo a linha de
bregma. O tronco cerebral foi dissecado e congelado em gelo seco e armazenado em freezer -

80°C até analise.

5.10 Anélise da expressdo génica

Para analise da expressdo génica, amostras de seis animais de cada grupo foram
utilizadas. O tronco encefélico foi homogeneizado em reagente Trizol® (Invitrogen) para
subsequente extracdo do RNA total. Os procedimentos de extracdo seguiram o recomendado
pelo fabricante. Em resumo, 50-100mg de tecido foram homogeneizados em 1ml de Trizol®,
depois de 5 minutos de incubagao, 200ul de cloroférmio foram adicionados para permitir a
separacao das fases. Apds centrifugagdo, a fase aquosa foi recuperada, e 500 ul de alcool
isopropilico adicionado, para precipitar o RNA. Apos centrifugacdo, o pelete foi lavado em
etanol a 75% e redissolvido em agua livre de RNases. O RNA total foi quantificado

utilizando-se Nanodrop e sua pureza verificada pela relacdo A260/280 sendo usadas apenas
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amostras que obtiveram um grau de pureza superior a 1,9. Em seguida 700pg de RNA foi
utilizado para amplificagio PCR em tempo real utilizando SuperScript® Il Platinum®
SYBR® Green One-Step gRT-PCR Kit (Invitrogen) seguindo as orientacdes do fabricante.
Foi analisada a expressdo génica dos receptores serotoninérgicos 5htla, 5ht2a, do
transportador de serotonina (Sert), da enzima triptofano hidroxilase 2 (Tph2), do fator
neurotrofico derivado do cérebro (Bdnf) e dos fatores pro-inflamatérios 1714, 116. O gene beta-

2 microglobulina (B2m) foi o controle enddgeno. Os niveis relativos de expressdao de mRNAs

em diferentes amostras foi calculado usando o método comparativo 244",
Tabela 2 — Sequéncia de primer RT-gPCR

Gene Forward primer (5° —3’) Reverse primer (3’ —57)

Bdnf ACCATAACCCCGCACACT CCAAGTTGCCTTGTCCGT

I11b GCCACCTTTTGACAGTGATG CCCAGGTCAAAGGTTTGGAA
116 CAAAGCCAGAGTCCTTCAGAG GGAGAGCATTGGAAATTGGG
Tph2 GCTCAAGTTTCAGACCACCA CACGGCACATCCTCTAGTTC
Sert CAGGACAACATCACCTGGAC GACGCCTTTCCAGATGCTAA
5htla CATCTACTCCACTTTCGGCG CGACGAAGTTCCTAAGCTGG
5ht2a TGAACCCCTAGTCTCTCCAC GGGCCATCACCTAATTGCAT
B2m GCCATTCAGAAAACTCCCCA CAGTTGAGGAAGTTGGGCTT

Fonte: Carolina Cadete (2022)

5.11 Analises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente atraves do software GraphPad Prism 6®
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente foi realizado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. O peso corporal e o eixo longitudinal durante a lactagdo e pos-
desmame/pré-tratamento foram analisados pelo teste ANOVA two-way medidas repetidas
(fatores dieta x tempo), seguidos pelo pos-teste de Tukey. O peso corporal durante as semanas
de administragéo de fluoxetina ou resveratrol foi analisado pelo teste ANOVA two-way (dieta
x droga). O consumo hidrico de resveratrol na primeira semana foi analisado pelo teste
Kruska-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Por sua vez, o consumo hidrico de resveratrol
na segunda semana foi analisado pelo teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo
pos-teste de Tukey. Os parametros avaliados nos testes comportamentais — campo aberto,
staircase e labirinto elevado em cruz — foram, em sua maioria, analisados através do teste

ANOVA two-way (fatores dieta x droga), seguido pelo pos-teste de Tukey. Na primeira parte
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(fluoxetina), apenas o numero de bolos fecais e 0 nimero de grooming no campo aberto, e 0
namero de bolos fecais, a velocidade média, o tempo e a porcentagem de tempo de
permanéncia na area central no labirinto elevado em cruz foram analisados através do teste
Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Dunn. Na segunda parte (resveratrol), apenas os
nameros de grooming e de rearing no campo aberto, e 0 nimero de bolos fecais e 0 nimero
de rearing no staircase foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste

de Dunn. Um valor de p<0,05 foi considerado significante.
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ABSTRACT

The aim of this review was to summarize and discuss maternal high-fat diet intake influence
on offspring locomotor activity during anxiety-related behavioral tests. This systematic
review consisted in a search in LILACS, Web of Science, SCOPUS and PUMBED databases.
Inclusion criteria were studies that submitted rodent dams to HFD before pregnancy and/or
during gestation and/or lactation and evaluated the locomotor activity parameters in any
anxiety-related test. At the end of searches, twenty-four articles presented the chosen
outcomes and were included, but only eight of them found changes in offspring’s locomotor
activity. Therefore, maternal exposure to a high-fat diet can influence offspring's motor
behavior. Nevertheless, this influence is associated with the initial response to the test and the

first day of exposure to the apparatus.

Keywords: Maternal nutrition. Offspring behavior. Locomotor activity.
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1. INTRODUCTION

Locomotion has been considered a type of emotional motor behavior (1). It is commonly
assessed in anxiety-like behavior tests, such as open field, staircase, elevated plus-maze, light-
dark transition and free exploratory paradigm (2). Nevertheless, data from locomotor
parameters are usually interpreted separately from anxiety-like behaviors parameters (3, 4).
Despite that, the available literature has already shown that high activity in the open field at
the first day of testing may be associated with greater emotional reactivity (5). This
hyperactivity could be characterized by persistent, heightened, and sustained activity levels
and/or increased locomotor speed (6).

Therefore, locomotion could provide valuable information in characterizing the emotional
profile in experimental models (5, 7). Factors such as nutrition, pharmacological treatment
and physical exercise can influence locomotor activity (8-10). Several studies have shown that
maternal nutrition is an important factor in promotion to adequate neural and behavioral
development in offspring (11). In this sense, maternal exposure to a high-fat diet (HFD)
during critical periods, such as pregnancy and lactation, makes the offspring more susceptible
to the development of behavioral disorders, such as anxiety and depression (12, 13).

For instance, offspring from HFD dams presented increased anxiety-like behavior — with
or without changes in locomotor activity — when exposed to open field and elevated plus-
maze tests (4, 8, 14). The study conducted by Sasaki, de Vega (4), for example, observed an
increase in anxiety-related behavior for the HFD offspring. However, this difference was not
accompanied by changes in locomotor activity (4). Similarly, Peleg-Raibstein, Luca (14) also
revealed an increase in emotional behavior and no difference in locomotion. Kang, Kurti (8),
on the other hand, found increased anxiety-like behavior and enhanced locomotor activity for
male offspring from HFD group. On its turn, in Yan, Jiao (15) study, offspring from HFD
showed increased emotional behavior and decreased locomotion. Finally, Balsevich,
Baumann (16) observed a decrease in anxiety-like behavior and an increase in locomotor
activity for adult animals (PND90) from HFD group. Old-adults animals (PND365), on the
other hand, showed an increase in emotional behavior with no change in locomotion.

Thus, the overall objective of the present systematic review was to investigate the
repercussions on locomotor activity during anxiety-related behavioral tests in offspring from

dams exposed to high-fat during perinatal period.
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2. MATERIAL AND METHODS

For the elaboration of this systematic review, the authors followed the
recommendations present in the check list of the Preferred Reporting Items for Systematic
Review and Meta-analyzes PRISMA Statement (15). Our systematic review was carried out
by publication of the protocol in the Collaborative Approach to Meta-Analysis and Review of
Animal Data from Experimental Studies (CAMARADES) platform, with free access to
interested parties (https://syrf.org.uk/protocols).

2.1  Search strategy

The search and selection of the articles was conducted by two independent reviewers
(CCLC and WFC) and carried out in the LILACS, Web of Science, SCOPUS and PUBMED
databases. The search was conducted between June and July 2019. In July 2021, searches
were updated. Any disagreements between the researchers during this stage were solved by
consulting a third independent reviewer (RASA). To search the databases the following
MESH (Medical Subject Headings) terms were applied: "diet, high-fat", "diet, western",
"mothers”, "maternal nutritional physiological phenomena", "pregnancy”, "lactation”, "breast
feeding”, prenatal exposure delayed effects”, "behavior" "locomotion". For greater sensitivity
were also used in all fields: "high fat diet”, "obesogenic diet”, "mothers”, "maternal”,
"pregnancy”, "gestation™, "lactation", "breast feeding", "perinatal”, "critical period", "maternal
intake", “prenatal exposure”, “behavior”, “behaviour” “behavioral test”, “behavioural test”,
"ethological analysis", "behavioural specificity”, "ethology", "locomotion"”, "locomotor
activity", “activity, locomotor” and ‘“hyperactivity”, “open field”, “free exploratory
paradigm”, “elevated plus maze”, “light-dark box”, “light/dark box™, “staircase”, “home cage
task”. Articles found in search databases were recorded in Excel® program and then
duplicates were removed. The first stage of article selection consisted of reading the titles and
abstracts in relation to the eligibility criteria. The second stage consisted of the complete

reading of selected articles in the previous phase, being confronted with the inclusion criteria.

2.2 Eligibility criteria

The population of interest was limited to rodents’ pups of any species, sex, and age
whose mothers were exposed to a HFD before pregnancy and/or during gestation and/or
lactation. There were no year and language limitations for the inclusion of the studies.
Articles that did not fit the criteria of population eligibility, intervention, comparison,

outcomes, and studies presented in Table 1 were excluded. Our primary outcome was
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locomotor activity and articles were included when the horizontal movement was evaluated
over the entire length of the apparatus. Articles that only evaluated locomotor activity in a

certain region of the test were not included.

Table 1. Eligibility criteria applied in this study.

Inclusion criteria Exclusion criteria
Population Rodents Genetic modified rodents
Intervention Maternal exposure to high Studies where

fat diets (gestation and/or macronutrient or energy

lactation) which content of manipulation was

macronutrients or energy performed using beverage

was modified from standard drinks (eg. water with

diets. glucose); studies whose
exposure to diet started
more than six weeks before
mating/pregnancy.

Outcomes Evaluation of locomotor Studies that did not
activity on  anxiety-like consider the entire test area
behavioral tests. when evaluation

locomotion.

Publication parameters ~ There was no restriction of None.
articles and languages and
date.

2.1 Data extraction

The data extraction of primary and secondary outcomes took place after the complete
reading of the scientific articles previously selected according to the eligibility criteria by two
independent researchers. The third researcher was consulted when there were differences or
doubts. The key data were collected, such as names of authors, year of publication, species of
animal, composition of diets, intervention period, post-weaning diet, parameters analyzed, and
main offspring results. The data were transcribed into a table according to outcomes, these
being horizontal movement as primary outcomes, and indirect measures of locomotor activity

and ethological parameters as secondary outcomes.

2.2 Assessment of methodology quality

The evaluation of methodological quality of studies included in this systematic review
was performed using the tool known as SYRCLE risk of bias (RoB). The tool was applied
individually to the articles included and independently by each reviewer. SYRCLE Risk of
Bias consists of 10 questions about: random sequence generation, baseline characteristics,

allocation concealment, random housing, blinding of participants and personnel, random
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outcome data, blinding of outcome assessment, incomplete outcome data, selective reporting,
and other bias. These questions were judged according to the risk of bias level, being
classified as high, uncertain, or low. To assess the level of agreement between the first and
second reviewers, the Kappa index was used after this stage. The information from this step
was synthesized through a figure obtained with Review Manager software version 5.3, also

used in the elaboration of study flowchart.

3 RESULTS

During the first stage of searching electronic databases (Lilacs, PUBMED, SCOPUS and
Web of Science) a total of 1818 articles were found. Then, 484 duplicates were removed. A
total of 1334 articles had titles and abstracts screened from which 1250 articles were
eliminated because they did not address the eligibility criteria (Table 1). Full text of 84
articles was read, being excluded 60 articles through the exclusion criteria (Table 1). All
articles found were published in English. The steps of conducting the research are described

in the flowchart below (Figure 1).

[ Identification of studies via databases and registers
) _
= Records identified from:
= Database (n = 1818) Records removed before
o Web of Science (n = 938) »| screening:
ES Scopus (n = 405) Duplicate records removed (n
5 Pubmed (n = 396) = 484)
= LILACS (n=79)
o \4
Records screened Records excluded
—>
(n=1334) (n =1250)
(@]
=
5 Reports excluded:
g A Inadequate nutritional
n — manipulation (n = 33)
E]eE%r‘ts assessed for eligibility > Absence of selected
outcomes (n =20)
Inadequate animal model
(n=4)
Inadequate Type of article
—
(n=2)
Full-text unavailable (n= 1)
3
S Studies included in review
T (n=24)
=

[
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Figure 1. Flow diagram of the study selection process applied in the present study.

3.1 Assessment of quality of studies

Risk of bias applied between the reviewers resulted in Kappa = 0.81, which is classified as
almost perfect level of agreement. In the studies, only six authors reported randomizing
animals (9, 16-20). Regarding baseline characteristics, six articles did not report the baseline
characteristics of their subjects in the text (19, 21-25). None of the articles recorded the
allocation concealment (4, 8, 9, 14, 16-34). Also, no article was clear about randomization in
accommodation (4, 8, 9, 14, 16-34). Six articles did not report the blinding of participants and
personnel (9, 26, 30, 31, 34, 35) and seven showed random outcome data (4, 8, 14, 20-22, 31).
In relation to blinding of outcomes assessment, three studies did not provide sufficient
information in the text (17, 21, 28). Incomplete outcome data were found for four articles
included in this review (25, 27, 30, 31). Only three studies presented selective reporting (4,
18, 25). Finally, other risk of bias was found in one study where some data presented in the

results section were not included in the methodology section (33).
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Figure 2. Risk of bias of studies: Review authors judgments about each risk of bias item for each included

articles. + (green) low risk of bias, - (red) high risk of bias and (yellow) unclear risk of bias.
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3.2 Methodological profile of studies

The studies included used the following types of rodents: Sprague-Dawley (n=4) (21,
22, 36, 37), Wistar (n=8) (9, 16, 20, 27, 34, 38-40), C57BL/6J (N=3) (8, 32, 33), C57BL/6N
(n=4) (14, 41-43), WT C57BL6/N (n=1) (28), Long-Evans (n=2) (4, 44), Balb/c (n=1) (31),
B6D2F1/J (n=1) (19), C3H (n=1) (31), CD-1 (n=1) (31). Thirteen articles evaluated only male
offspring (9, 19-22, 27, 33, 34, 36-39, 42), while one article used only females (40), nine
studies used both sexes (4, 8, 14, 16, 28, 31, 41, 43, 44). The nutritional manipulation was
performed through diets with a caloric contribution of lipids ranging from 4.5% (14, 41) to
22.1% (45) for control diet versus 30% (36, 37) to 60% (4, 8, 14, 32, 40, 41, 44) for high-fat
diets. Diet manipulation was more frequent before pregnancy, and throughout gestation and
lactation (n=10) (4, 8, 14, 19, 21, 22, 32, 33, 41, 44), but there were also interventions before
and during pregnancy (n=3) (8, 31, 42), during gestation and lactation (n=8) (9, 16, 27, 34, 36,
37, 39, 40), throughout gestation (n=2) (20, 43) and only at lactation (n=3) (28, 38, 43).
Comparisons were made only between offspring from groups fed on a control diet after
weaning. When the groups formed by maternal nutrition were subdivided according to an
additional intervention (e.g.: acute and repeated administration of cocaine (46)), only baseline
conditions were included (21, 34, 36, 37, 43-45). The age of the animals evaluated varied
from post-natal day 30 (PND30) (39) to PND365 (16). Behavioral tests used were open field
(4, 8,9, 14, 20-22, 27, 28, 31-34, 38, 39, 41-43) and analogue tests (16, 19, 36, 37, 40, 44),
elevated plus maze (4, 14, 32, 33), light dark transition (4) and free exploratory paradigm
(n=1) (9). All articles accepted presented locomotor activity parameters. In open field and
analogous tests, locomotor activity was addressed by: distance traveled, number of entries
into squares/quadrants, number of crossings, number of photo-beam interruptions and
ambulation episodes. Data from elevated plus maze were expressed by: distance traveled.
Finally, locomotor activity in light-dark transition was stated by: distance traveled. In
addition, indirect measures have been included to better understand the main results, such as
time immobile, time mobile, locomotor/mean/average speed, average potency, kinetic energy,

rearing, jumping and stereotypical behaviors.

3.3 Main results on offspring locomotor activity

Articles selected are summarized in table 2 and 3. Main outcomes related to locomotor
activity were described according to parameters analyzed (Table 2). Only studies that
evaluated locomotion throughout the entire test area were considered. Horizontal movement

presented conflicting results. Most of the studies did not reveal any difference for horizontal
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movement (4, 14, 23, 29, 33, 34, 37-45). Increased locomotor activity was found in six
studies. Raygada, Cho (33) showed increased number of entries into the squares on open field
for CD-1 offspring (males and females at PND60) from High (n-6) PUFA diet, when diet was
offered before pregnancy and throughout gestation, until delivery. Also, Balsevich, Baumann
(16) (males at PND90) found increased distance traveled on open field. Page, Jones (24)
(males at PND110-118) and Kang, Kurti (8) (males at PND32-35) revelaed increased distance
traveled, when HFD was offered before pregnancy and throughout gestation and lactation.
Cavalcanti, Da Silva Aragao (9) observed increased number of quadrants entered when high-
fat/isocaloric diet was offered during gestation and lactation. Lippert, Hess (30) showed
increased number of ambulatory episodes and increased distance traveled on open field, when
diet was offered during lactation (35). Yan, Jiao (15) found decreased distance traveled, when
diet was offered before pregnancy and throughout gestation and lactation (15). Rocha-Gomes,
Teixeira (35) revealed decreased distance traveled when HFD was offered during gestation
and lactation (35). Figure 3 summarizes the main results obtained.

3.4 Secondary results on offspring locomotor activity

Indirect measures of locomotor activity and ethological parameters are complementary
results that help understanding the repercussions caused by changes in locomotion. Speed was
evaluated only in three studies (4, 24, 40). Sasaki, de Vega (4) (males and females at PND90)
evaluated mean speed on open filed, elevated plus maze and light dark transition, but did not
reveal any difference. Cadena-Burbano, Cavalcanti (40) (males at PND 60) and Page, Jones
(24) (males at PND110-118) showed increased speed for HFD offspring on open field.
Average potency and kinetic energy were evaluated by Cadena-Burbano, Cavalcanti (40).
They found that maternal HFD offspring presented increase in both parameters at PND60
(40). Time spent immobile was only assessed in two studies (24, 40). Cadena-Burbano,
Cavalcanti (40) and Page, Jones (24) did not reveal any difference.

From ethological parameters, rearing (also known as vertical activity) was evaluated in
seven studies (8, 9, 22, 23, 30, 34, 39). Giriko, Andreoli (39) and Zieba, Uddin (34) did not
show any difference on open field. Kang, Kurti (8) and Lippert, Hess (30) (PND180) found
increased rearing for male and female offspring from HFD on open field. Moreover, female
HFD/CD offspring revealed decreased rearing than female HFD/HFD offspring. Cavalcanti,
Da Silva Aragao (9) showed increased time spent in rearing for both high-fat (isocaloric and
high-caloric) diets (9). Lin, Shao (23) found decreased rearing for HFD offspring at PND56
on open field. Finally, Souto, Nakao (22) revealed decreased rearing for HFD-lard offspring.
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Lippert, Hess (30) were the only one to study jumping and stereotypical behaviors and they
observed increase in both parameters for male HFD offspring.



Table 2. Summary of main results about locomotor activity in anxiety-like behaviors tests obtained in included studies.
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Author
(Year)

Raygada,
Cho &
Clarke, 1999

Naef et al.,
2008

Naef et al.,
2011

Peleg-
Raibstein,
Luca &
Wolfrum,
2012.

Giriko et al.,
2013

Sasaki et al.,
2013

Strain

Balb/c
C3H
CD-1

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

C57BL/6N.

Wistar.

Long-Evans

Diet
composition

High (n-6) PUFA (43%
kcal from fat) vs. Control
(n-6) PUFA (16% kcal
from fat)

High-fat/low
carbohydrate (30% kcal
from fat) vs. Control diet
(5% kcal from primex-
fat)

High-fat diet (30% kcal
from fat) vs. Control diet
(5% kcal from fat)

HFD (60% kcal from fat)
vs. Control (4.5% kcal
from fat)

HFD (52% kcal from fat)
vs. CD (14.7% from kcal)

HFD (60% kcal from fat)
vs. CHD (13.5% kecal
from fat)

Intervention
period

One week before

mating, throughout
gestation until
delivery.

14~ gestational day
and throughout
lactation

12»-13» gestational
day and throughout
lactation

Three weeks prior

to mating,
throughout
gestation and
lactation.

Lactation.

Four weeks prior to
mating, throughout
gestation and
lactation.

Offspring evaluated

Males and
(Balb/c
female (C3H)

PND90
PND60 (CD-1)

Males
PND56-62

Males
PND90-100

Male and female
PND90

Male
PND60

Male and female
PND90

females
and CD-1);

(Balb/c)
PND365 (C3H) and

Behavioral test

Open field (3
min)

Locomotor box
(60 min)

Acrylic
chambers (90
min)

Elevated plus-
maze (5 min)

Open field (60
min).

Open field (5
min)

Elevated plus-
maze (5 min)

Light-dark
transition (5
min)

Parameters
analyzed

in offspring
1. Number of
entries into
squares

1. Number of
photo-beam
interruptions

1. Distance
traveled

1. Distance
traveled

1. Distance
traveled

1. Number of
crossings

1. Distance
traveled

1. Distance
traveled

Main results in
offspring

1. No difference between
groups for Balb/c and
C3H strains. Increased
number of entries into
squares for CD-1 High (n-
6) PUFA.

1. No difference between
groups at baseline
condition.

1. No difference between
groups at baseline
condition.

1. No difference between
groups..
1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.



Page et al.
2014

Kang et al.,
2014

Balsevich et
al., 2015.

Lin et al
2015.

Peleg-
Raibstein et
al., 2016

Grisson,
George &
Reyes, 2017.

Janthakhin et
al., 2017

Sprague-
Dawley

C57BL/6J.

C57BL/6N.

Sprague-

Dawley

C57BL/6N

B6D2F1/J

Wistar

HFD (45% kcal from fat)
vs. Standart Chow diet
(10% kcal from fat)

HFD (60% kcal from fat)
vs CD (10% kcal from
fat)

DIO (58% kcal from fat)
vs Chow (10,5% kcal
from fat)

HFD (45% kcal from fat)
vs. ND (21% kcal from
fat.

HFD (60% energy from
fat) vs. Control (4.5%
kcal from fat)

HFD (60% kcal from fat)
vs. CD (22.1% kcal from
fat).

HFD (45% kcal from fat)
vs. CD (10% kcal from
fat)

One month before

mating, throughout
gestation and
lactation.

Six weeks before
pregnancy, and
throughout
gestation.  and/or
lactation

Six weeks before
pregnancy until

gestation day 18+2

Ten days before
mating, throughout
gestation and
lactation.

Three weeks before

mating, throughout
gestation and
lactation.

Onset of breeding,

throughout
gestation and
lactation.

Gestation and
lactation.

Male
PND118

Male and female
PND32-35

Male
PND90 and 365.

Male
PND56,120,127,134
and 141

Male and female
PND120

Male
PND135 (4.5 months of

age)

Male
PND90 and 150

Open field (5
min)
Open field (15
min)
Open field (15
min)
Open field (3
min)
Open field (10
min)

Metabolic cage
(120 min)

Open field (10
min)

1. Distance
traveled

1. Distance
traveled

1. Distance
traveled

1. Number of

entries into
squares.
1. Distance
traveled

1. Number of
photo-beam
interruptions

1. Distance
traveled
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1. Increased distance
traveled.

1. Increased distance
traveled for male

HFD/HFD and HFD/CD
vs. male CD/CD.

1. Increased locomotor
activity for DIO vs Chow
in 3-month-old offspring,
independently  of the
stress condition.

1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.



Yan et
2017.

Sasaki et
2018

Cadena-
Burbano
al., 2019.

Sarker et
20109.

Zieba et
20109.

Gawlinski
al., 2020.

al.,

al.,

et

al.,

al.

et

C57BL/6J.

Long-Evans

Wistar.

C57BL/6N

mice.

C57BL/6J.

Wistar

HFD (60% kcal from fat)
vs. Control diet (10% kcal
from fat)

HFD (60% kcal from fat)
vs. CHD (13.5% kecal
from fat)

HH (51% kcal from fat)
vs. AIN-93G (18% kcal
from fat).

HFD (60% energy from
fat) vs. Chow diet (5%
kcal from fat).

HFD (43% MJ from fat)
vs. CHOW (13% MJ
from fat)

HFD (60% kcal from fat)
vs. CD (13% kcal from
fat)

Five weeks before

preghancy and
throughout
gestation and
lactation.

Four weeks prior to
mating, throughout

gestation and
lactation.
Gestation and
lactation.
Early gestation
(EG) or late

gestation (LG) or
lactation (Lact).

Five weeks before

mating and
throughout
gestation and

lactation (PND 24)

Gestation and

lactation

Sex: not specified.
PND49-56

Male and female
PND65

Male
PND 30, 45 and 63

Male and female
PND70 and 110

Male
PND267 and 295

Female
PND63

Open field (10
min)

Elevated
maze

plus

Locomotor
activity
chambers (30
min)

Elevated plus-
maze (5min)

Open field (5
min)

Open field (30
min)

Elevated plus
maze (5 min)
Open field (30
min)

Opto-Varimex
cages (5, 30 and
120 min)

1. Distance
traveled
1. Distance
traveled
1. Distance
traveled
1. Distance
traveled
1. Distance
traveled
1. Distance
traveled
1. Total arm
distance
1. Distance
traveled
1. Distance
traveled
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1. Decreased distance
traveled for HFD vs.
Control.
1. Decreased distance
traveled for HFD vs.
Control.

1. No difference between
groups at baseline
condition.

1. No difference between
groups at baseline
condition.

1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups  for  baseline
condition.

1. No difference between
groups.
1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.



Lippert et al.,
2020.

Souto et al.,
2020

Cavalcanti et
al., 2021

Gawlinska et
al., 2021

Rocha-
Gomes et al.
2021

WT
C57BL6/N

Wistar

Wistar

Wistar

Wistar

CH (35.5% kcal from fat)
vs. CC (5.5% kcal from
fat)

HFD-Lard (52%  keal
from fat) vs. HFD-canola
oil (52% kcal from fat)
vs. CD (14,7% kcal from
fat)

HH (51% kcal from fat)
vs. HIV (51% Kkcal from
fat) vs. Control (18 kcal
from fat)

HFD (60% kcal from fat)
vs. SD (13% kcal from
fat)

HFD (44,95% kcal from
fat) vs. Control (17,62%
kcal from fat)

Lactation

Gestation

Gestation
lactation

Gestation
lactation

Gestation
lactation

and

and

and

Male and female

PND180 (during three
consecutive days)

Male
PND80

Male
PND 63 and 77

Male and female
PND28 and 63

Male
PND42

Open field (5
min)

Open field (5
min)

Open field (15
min)
Free exploratory
paradigm (15
min)

OptoVarimex

cages (5 min
and 30 min)
Open field (5
min)

1. Ambulatory
episodes

2. Distance
traveled

1. Number of
crossings

1. Number of

quadrants
entered

1. Total
number of

units entered

1. Distance
traveled

1. Distance
covered
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1. Increased ambulatory
episodes for male CH
offspring at day one.
2. Increased distance
traveled for male CH
offspring at day one.

1. No difference between
groups.

1. Increased number of
quadrants entered for HIV
vs CV.
1. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.

distance
HFD vs.

1. Decreased
covered for
Control.




Table 3. Indirect measures of locomotor activity in anxiety-like behaviors tests and ethological parameters obtained in included studies.
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Author
(Year)

Giriko et al.,
2013

Sasaki et al.,
2013

Kang et al.,
2014

Page et al.
2014

Strain

Wistar.

Long-
Evans

C57BL/6J.

Sprague-
Dawley

Diet
composition

HFD (52% kcal from fat)
vs. CD (14.7% from kcal)

HFD (60% kcal from fat)
vs. CHD (13.5% kcal from
fat)

HFD (60% kcal from fat)
vs CD (10% kcal from fat)

HFD (45% kcal from fat)
vs. Standart Chow diet
(10% kcal from fat)

Intervention
period

Lactation.

Four weeks prior to

mating, throughout
gestation and
lactation.

Six weeks before
pregnancy, and

throughout gestation.
and/or lactation

One month before

mating, throughout
gestation and
lactation.

Offspring evaluated

Male
PND60

Male and female
PND90

Male and female
PND32-35

Male
PND110-118

Behavioral
test

Open field (5
min)

Open field (15
min)

Elevated plus-
maze (5 min)

Light-dark
transition (5
min)

Open field (15
min)

Open field (5
min)

Parameters
analyzed

in offspring
1. Rearing

1. Mean
speed

2. Time spent
mobile

1. Mean
speed

2. Time spent
mobile

1. Mean
speed

2. Time spent
mobile

1. Rearing

1. Locomotor
speed

2. Immobility
time

Main results in
offspring
between

1. No difference

groups.

1. No
groups.
2. No
groups.

difference between

difference between

1. No
groups.
2. No
groups.

difference between

difference between

1. No difference between
groups
2. No

groups.

difference between

1. Increased rearing for male
and female HFD/HFD vs.
male and female CD/CD.
Decreased rearing for female

HFD/CD VS. female
HFD/HFD.
1. Increased locomotor

speed.
2. No difference between
groups.



Lin et al.
2015.

Cadena-
Burbano et
al., 2019.

Zieba et al.
20109.

Lippert et
al., 2020.

Souto et al.,
2020

Sprague-
Dawley

Wistar.

C57BL/6J.

WT
C57BL6/N

Wistar

HFD (45% kcal from fat)
vs. ND (21% kcal from fat.

HH (51% kcal from fat) HI
(51% kcal from fat) vs.
AIN-93G (18% kcal from
fat).

HFD (43% MJ from fat)
vs. CHOW (13% MJ from
fat)

CH (35.5% kcal from fat)
vs. CC (5.5% kcal from
fat)

HFD-Lard (52% kcal from
fat) vs. HFD-canola oil
(52% kcal from fat) vs. CD
(14,7% kcal from fat)

Ten days before
mating, throughout
gestation and
lactation.
Gestation and
lactation.

Five weeks before
mating and
throughout gestation
and lactation (PND
24)

Lactation

Gestation

Male
PND56,120,127,134
and 141

Male
PND30, 45 and 60

Male
PND267 and 295

Male and female
PND180 (during three
consecutives days)

Male
PND80

Open field (3
min)

Open field (5
min)

Open field (30
min)

Open field (5
min)

Open field (5
min)

1. Rearing

1. Average
speed,

2. Average
potency,

3. Kinetic
energy,

4, Time
immobile.

1. Vertical
activity
(rearing)

1. Jumping

2. Rearing

3.
Stereotypical
behaviours

1. Rearing

95

1. Decreased rearing at 56-
days-old for HFD vs. ND.

1. Increased average speed
at 60-days-old.

2. Increased average potency
at 60-days-old.

3. Increased kinetic energy
at 60-days-old.

4. No difference between
groups.

1. No difference between
groups.

1. Increased jumping for
male CH offspring.

2. Increased rearing for male
and female CH offspring..

3. Increased stereotypical
behaviours for male CH
offspring.

1. Decreased rearing for
HFD-lard vs CD and HFD-
canola oil.



Cavalcanti
etal., 2021

Rocha-

Gomes et al.

2021

Wistar HH (51% kcal from fat) vs.  Gestation and Male
HI (51% kcal from fat) vs. lactation PND63-77
Control (18% kcal from
fat)
Wistar HFD (44,95% kcal from Gestation and Male
fat) vs. Control (17,62% lactation PND42

kcal from fat)

Open field (15
min)

Elevated plus-
maze (5 min)

Free
exploratory
paradigm (15
min)

Open field (5
min)

1. Grooming
2. Rearing

3. Number of
faecal boli

1. Grooming

2. Head-
dipping

3. Rearing
1. Rearing

1. Grooming

2. Rearing
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1. No difference between

groups.
2. Increased

rearing for

HHYV and HIV vs. CV.

3. No

groups.

1. No

groups.

2. No

groups.

3. No

groups.

1. No

groups.

1. No

groups.

2. No

groups.

difference

difference

difference

difference

difference

difference

difference

between

between

between

between

between

between

between
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Maternal high-fat diet vs. Maternal control diet
Open field and analogous apparatuses (gestation and/or lactation) Free exploratory paradigm

No difference: 1 article
Increased locomotor activity: 0 article
Decreased locomotor activity: 0 article

No difference: 16 articles
Increased locomotor activity: 6 articles Elevated plus maze
Decreased locomotor activity: 2 articles

Light-dark transition

No difference: 3 articles
Increased locomotor activity: 1 article
Decreased locomotor activity: 0 article

No difference: 1 article
Increased locomotor activity: 0 article
Decreased locomotor activity: 0 article

Figure 3. Main results of offspring locomotor activity on behavioral tests related to anxiety.
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4. DISCUSSION

Most of the studies included in this review did not reveal any effect of the maternal high
fat diet exposure on offspring’s locomotor activity in anxiety-related behavioral tests.
Nevertheless, six studies found increased horizontal movement — the primary parameters — in
elevated plus maze, open field and analogous tests, while two studies revealed decreased
horizontal movement (Figure 3). This different response may be associated with the
experimental protocols used, which varied from the time and period of exposure to a high-fat
diet to the age at which the behavioral tests were performed. Also, it is worth noting that the
content of lipids and calories were very different between the studies included here.
Secondary parameters, such as mean speed and rearing, were also considered in this review as
they can influence the outcome of the primary parameters. Of the eleven studies that included
these parameters, seven works found difference between high fat and control groups. In five
of them, there was an increase in the parameters evaluated. Once again, the results showed a
difference when elevated plus maze; open field or analogous tests were evaluated.

Locomotor activity could be described as motor behavior influenced by emotionality (1).
In literature, hyperactivity is referred as a persistent, heightened, and sustained activity levels,
and/or increased speed of movement (6). This enhanced locomotor activity can be explained
at different levels (6). Lippert, Hess (28), for example, found a link between this increased
locomotor activity and the dopaminergic system expression. According to Takakusaki (1), the
basal ganglia — which are comprised of striatum (with input from cortex, thalamus, and the
dopamine system), globus pallidus externa, the subthalamic nucleus, and the output nuclei —
are involved in the emotional expression of locomotor behavior (1, 47). Within the basal
ganglia, the effects of dopamine ascending projection involve the direct and indirect pathways
(48). Through the ‘direct pathway’, dopamine increases the excitability of D1-expressing cells
in the striatum, and this results in relieving the inhibition sent by the basal ganglia to the
midbrain  locomotor region (MLR), which includes the cuneiform (CnF) and
pedunculopontine nuclei (PPN), leading to locomotion initiation (48, 49). In its turn, through
the ‘indirect pathway’, dopamine decreases the excitability of the D2-expressing neurons in
the striatum, and this also results in reducing the inhibition sent by the basal ganglia to the
MLR (48). Therefore, the increase in horizontal movement observed by Kang, Kurti (8),
Balsevich, Baumann (42), Page, Jones (22), Raygada, Cho (31), Lippert, Hess (28) and
Cavalcanti, Da Silva Aragao (9) could involve changes in these pathways. In fact, when
analyzing the dorsal striatum, Lippert, Hess (28) revealed an increased spontaneous activation

of D1 medium spiny neurons (MSN) and decreased D2 MSN projections (28). Together,
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these results suggest that maternal exposure to a high-fat diet may alter the offspring's
dopaminergic circuitry and, consequently, influence offspring behavior. In addition to the
ascending dopaminergic (DA) projection, recent studies showed that DA cells also send direct
descending projections to the MLR (48). These innervations come from the substantia nigra
pars compacta and the medial zona incerta, the latter is found in the ventral thalamus (48).
Also, another group of DA cells, located in the hypothalamus, sends descending projections
directly to the spinal cord, which, according to Fougeére, Flaive (48), could contribute to
regulate some features of the locomotor pattern by releasing dopamine on neurons of the
central pattern generator (CPG) (48).

In addition to dopamine, another important neurotransmitter in the control of locomotion
is serotonin (5-HT) (50). Serotonergic neurons are located in the brainstem and spinal cord
and innervate the locomotor circuitry at different levels (51). In the brainstem, the 5-HT
neurons are distributed along the midline in the raphe nuclei, which are constituted of the
rostral and the caudal groups (52). The caudal group is located in the caudal pons (which
comprises the nucleus raphe magnus) and medulla oblongata (corresponding to the nucleus
raphe obscurus and the nucleus raphe pallidus) and by a large population of serotonergic
neurons located in the lateral medullary reticular formation (51, 52). This group is innervated
by the MLR and mainly sends descending projections to the spinal cord, local projections to
the brainstem, and a limited amount of ascending projections to the forebrain (50-52). In other
words, MLR stimulation activates 5-HT descending neurons, resulting in the release of
serotonin in the spinal cord, which comprises the CPG (50). This effect appears to involve
activation of 5-HT1A, 5-HT2A, and 5-HT7 receptors (50, 53). It is already known that
maternal exposure to a high-fat and/or high-glucose diet alters the offspring's serotoninergic
system (14, 54-56). However, the influence of high-fat diet consumption during pregnancy
and/or lactation on serotonergic expression in the caudal raphe nucleus still needs to be
evaluated. In turn, the rostral group is located in the midbrain (which comprises the caudal
linear raphe nucleus, dorsal raphe nucleus and median raphe nucleus) and rostral pons
(corresponding to pontine and supralemniscal nuclei) (51, 52). These nuclei mostly send
ascending projections to the forebrain, local projections to the brainstem regions, and a
limited number of descending projections to the spinal cord (51, 52). In the dorsal raphe
nucleus (DRN — a part of rostral group), subtypes of 5-HT neurons with different molecular,
electrophysiological, and anatomical signatures have already been identified (51, 52). In mice,
for example, one cell type selectively innervates the basal ganglia (BG) — whose inhibitory

role on MLR was described above (51). In line with this, Correia, Lottem (57) revealed that
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phasic activation of 5-HT neurons in the DRN, the main source of 5-HT to the forebrain,
reduced the horizontal movement. Therefore, the decrease in locomotion observed by Yan,
Jiao (32) and Rocha-Gomes, Teixeira (34) could be explained by changes in this pathway (32,
34). In addition, a non-human primate study showed that offspring exposed to a maternal
high-fat diet during gestation had an enhanced expression of 5-HT1A inhibitory self-receptors
in rostral nucleus of raphe, the first hypothalamic source of 5-HT (58, 59).

Finally, the glutamatergic system also plays a fundamental role in the control of
locomotion (60). In the MLR (comprising the PPN and the CnF), glutamatergic neurons
receive projections from different regions (60, 61). The main inputs to glutamatergic neurons
in the PPN originate from other midbrain structures, several nuclei in the medulla and the
basal ganglia (BG) (61). On the other hand, glutamatergic neurons of the CnF receive little
input from BG output nuclei or from cortices, but are strongly innervated by midbrain
structures such as the periaqueductal grey and inferior colliculus (61, 62). The connection
with the BG circuitry suggests that glutamatergic system play a key role on direct and indirect
pathways action (60). In fact, Roseberry, Lee (60) showed that stimulation of the direct
pathway in the striatum significantly increased the firing rate of glutamatergic neurons from
MLR and this increase preceded movement onset (60). Also, when MLR glutamatergic
neurons were inhibited, running speed decreased, despite continued activation of direct
pathway (60). In addition, populations of glutamatergic neurons — defined by the transcription
factors Lhx3 and Chx10 — in the medullary reticular formation, that project to the spinal cord,
receive functional inputs from the MLR, and are activated in locomotion (63). According to
the authors, these data support the hypothesis that Lhx3/Chx10 reticulospinal neurons are
involved in mediating a descending motor command for locomotion (63). Exposure to a high-
fat diet during the post-weaning period has already revealed that the high lipid content
influences the expression of the glutamatergic system (64-66). However, it is still necessary to
assess whether this effect extends to maternal nutrition and related-regions to locomotion,
taking into account that there is still not much information available to assess this
relationship.

In fact, only one study has evaluated the influence that offering a high-fat diet to mothers
has on the offspring's glutamatergic system. Yan, Jiao (32) revealed a decrease expression of
GRIN2b (N-methyl-D-aspartate receptor 2B subunit gene) in the hippocampus and this
reduction was associated with a decrease in locomotor activity (32). A study conducted by
Pham and Grudzien (67) has already shown that the diminished expression of this gene in the

hippocampus was accompanied by a decrease in the distance traveled and in the average
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speed (67). Furthermore, it is known that the limbic system (e.g. hippocampus) influences
locomotor activity through nucleus accumbens-subpallidal-pedunculopontine nucleus
connections. Also, according to Yan, Jiao (32), this behavioural deficit could be associated
with decreased BDNF expression (32, 34). However, other studies in which mothers were
exposed to a high-fat diet observed a decrease in BDNF with increased locomotion (22) or no
change in locomotion (68). On the other hand, an increase in BDNF has already been
observed without modification of locomotion (14). Finally, there was an increase in
locomotor activity with no change in BDNF (68). Therefore, it is possible that BDNF alone
does not play a fundamental role in the control of locomotion, which suggests that the
expression of other factors may be necessary for its action on the horizontal movement to be
effective. Here, it is interesting to point out that the minor locomotion of the HFD group was
interpreted by the authors as a higher anxiety condition due to the lower interest in exploring a
new environment (32).

Hyperactivity is also characterized by increased speed (6). Here, we classified speed as an
indirect measure of locomotor activity. Page, Jones (22) and Cadena-Burbano, Cavalcanti
(39) showed enhanced speed for male offspring from high-fat diet dams. A detailed study
conducted by Caggiano, Leiras (61) on MLR evaluated the contribution of CnF and PPN to
locomotor speed. They revealed that the activation of CnF glutamatergic neurons produced a
wide range of speed, while PPN glutamatergic neurons could only trigger low speed
locomotion (61). Caggiano, Leiras (61) also showed that PPN neurons are more active at
lower speeds, whereas CnF neurons are strongly recruited during fast locomotion. Together
these results suggest that the glutamatergic neurons of the CnF elicit fast locomotion to enable
an escape response, whereas glutamatergic neurons of the PPN facilitate slow locomotor
movements to favor an explorative behavior (61, 62). Therefore, these data reinforce the role
of the glutamatergic system on locomotion. An important component for the transformation
of this central information into a motor response is the action of the skeletal muscles. Thus,
changes in offspring skeletal muscle may be also associated with this hyperlocomotion (69).
Oliveira, Manhaes-de-Castro (69), for example, revealed that exposure to high-fat/high-
caloric or high-fat/isocaloric diets, during pregnancy and lactation, altered the offspring's
skeletal muscle profile.

Finally, ethologic parameters — grooming, head-dipping, jumping, rearing and
stereotypical behaviors — were also included in the results of this review, because these
behaviors could reduce the time the animal spends walking freely. Nonetheless, the increased

number of jumping, rearing, and stereotypical behaviors did not affect the amount of
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horizontal movement displayed by HFD groups (8, 9, 20, 21, 28). Kang, Kurti (8) and
Lippert, Hess (28) revealed increased rearing for HFD offspring associated with increased
locomotor activity only in male offspring. Lippert, Hess (28) also showed increased jumping
and stereotypical behavior, but this difference was also only found in males (28). Cavalcanti,
Da Silva Aragao (9), in its turn, found increased rearing with (when maternal HFD was
isocaloric compared to control diet) or without (when maternal HFD was hypercaloric
compared to control diet) increased locomotion. Meanwhile, Lin, Shao (21) and Souto, Nakao
(20) revealed decrease in rearing for HFD offspring with no difference in locomotion. The
same locomotion-related neurotransmitters also participate in the control of these ethological
parameters at different levels. The study conducted by Ferreira-Pinto, for example, revealed
that glutamatergic neurons from the MLR send descending projections to the spinal cord and
that these projections were recruited mostly during rearing (70). In fact, when PPN
glutamatergic neurons were stimulated, there was a decrease in the number of rearing (71).
Regarding serotonergic system role, phasic activation of 5-HT neurons in the DRN reduced
the time spent in rearing (57). Finally, mice with dopamine transporter (DAT) inhibition
exhibited increased rearing when placed individually in a fresh home cage (72). The
administration of a D1 receptor antagonist (SCH23390) in mice with the DAT inhibition
suppressed this increase (72). In addition, D2 knock-out mice, placed individually in a fresh
home cage, showed decreased rearing (72).

Regarding the methodology adopted to assess locomotor activity, most studies chose to
expose the same animal to each behavioral test only once. In fact, only three of them
evaluated locomotion on consecutive days (30) or at different stages of development (23, 28).
Interestingly, Lippert, Hess (30) found an increase in distance traveled for the high-fat group
only on day one of exposure to the behavioral test (30). According to the authors, this
hyperlocomotive response in males was due to exposure to a novel environment (30).
Furthermore, the study conducted by Denenberg (5) revealed that on the first day of testing,
the increase in locomotion is associated with emotional reactivity (since it was associated with
groups that had high defecation and high corticosterone scores), while high activity after that
is indicative of low emotionality (5). Another methodological variation that could influence
the results is test duration. When using an open field, test duration ranged from three (33) to
120 minutes (19, 21). Studies that evaluated the animal for more than fifteen minutes did not
observe any difference in locomotor activity (14, 21, 26, 27, 31, 32, 34), while those that
observed differences used shorter exposure time (8, 9, 16, 23, 24, 30, 33, 35). This may
suggest greater reactivity to novelty in the first minutes of exposure to behavioral testing.
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When taking into account the sex of the animals, a curious result emerged from Lippert, Hess
(30) (C57BL6/N mice) and Kang, Kurti (8) (C57BL/6J mice). Both studies evaluated female
and male offspring, but only males showed increased distance traveled on open field, which
may suggest slightly different behavioral profiles. On the other hand, Raygada, Cho (33) (CD-
1) found increased locomotion for both sexes, which may indicate that the behavioral
response depends on the strain used (33). The other studies that found altered locomotor
activity evaluated only males (9, 15, 16, 24, 35). Finally, an aspect that must be taken into
account is the lack of similarities between the studies, which varied greatly from the
composition (between 30% and 60% kcal from fat) of the high-fat diet to the age (from
PND30 to PND365) at which the tests were applied.

5. CONCLUSION

Maternal exposure to a high-fat diet before pregnancy and/or gestation and/or lactation can
influence offspring locomotor activity. However, this influence seems to be associated with
the initial behavioral response to exposure to the device, since studies that evaluated behavior
for more than fifteen minutes did not observe any difference. In addition, in the study that
evaluated locomotion on consecutive days, the difference observed on the first test day was
not found for days two and three. This result suggests that the observed increase in locomotor
activity is associated with the novelty response. Regarding the mechanisms behind these
changes, only two studies (8, 30) discussed the locomotor issue in depth. Therefore, it would
be interesting for future studies to pay more attention to locomotor activity since emotionality

influences motor behavior.
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6.2 Fluoxetina

Figura 11 — Efeitos da exposicdo materna a dieta hiperlipidica/hipercalérica e da administracdo crénica de

fluoxetina sobre o comportamento e sobre a expressdo génica do tronco cerebral
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Fonte: Carolina Cavalcanti (2022)

6.2.1 Peso corporal e eixo longitudinal
6.2.1.1 Lactacdo

O peso corporal e o eixo longitudinal foram avaliados a cada quatro dias durante a
lactacdo (Figura 12). ANOVA Two-way medidas repetidas (dieta x idade) indicou efeito da
idade (p<0,0001) e interacdo entre os fatores (p<0,0001) sobre o peso corporal. Filhotes do
grupo HH apresentaram maior peso corporal do que filhotes do grupo Controle no 17°
(p<0,05) e 21° (p<0,0001) dias pds-natal. Com relacdo ao eixo longitudinal, o teste ANOVA
Two-way medidas repetidas (dieta x idade) revelou interacdo entres os fatores (p=0,0162) e
efeito da idade (p<0,0001). No entanto, o pos-teste de Tukey ndo detectou diferenca entre o0s

grupos.
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Figura 12 — Peso corporal e eixo longitudinal durante a lactagao
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Os filhotes foram alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, Npzes=11; Nfinotes=29) OU
Hiperlipidica-hipercaldrica (HH, Npses=11; Nsimoes=30) durante os periodos de gestacdo e lactagdo. Valores
expressos em média £ DP. Teste ANOVA two-way (dieta x idade) medidas repetidas, seguido pelo pos-teste de
Tukey. p<0,05, *vs. CTR.

6.2.1.2 PGs-desmame/pré-tratamento

Apo6s o desmame, a evolucdo do peso corporal e do eixo longitudinal foi avaliada
semanalmente até a oitava semana pés-natal (Figura 13). O teste ANOVA two-way medidas
repetidas indicou efeito da idade (p<0,0001) e da dieta (p=0,029), e interacdo entre os fatores
(p<0,0001) sobre o peso corporal pré-tratamento. O grupo HH apresentou maior peso corporal
no 42° (p<0,01), 49° (p<0,0001) e 56° (p<0,05) dias quando comparado ao grupo CTR. Com
relacdo ao eixo longitudinal, ANOVA Two-way medidas repetidas (dieta x idade) revelou
efeito da idade (p<0,0001) e da dieta (p=0,0015). Filhotes do grupo HH apresentaram maior
eixo longitudinal do que filhotes do grupo Controle no 49° (p<0,01) e 56° (p<0,01) dia pds-

natal.
Figura 13 — Peso corporal e eixo longitudinal pés-desmame/pré-tratamento
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Os filhotes foram alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, Npzes=11; Nfinotes=29) OU
Hiperlipidica-hipercaldrica (HH, Npses=11; Nsimoes=30) durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Valores
expressos em média £ DP. Teste ANOVA two-way (dieta x idade) medidas repetidas, seguido pelo pos-teste de
Tukey. p<0,05, *vs. CTR.

6.2.1.3 Pds-desmame/tratamento

A partir da nona semana pés-natal, apenas o peso corporal foi avaliado (Figura 14). O
teste ANOVA two-way (dieta x droga) indicou efeito da dieta (p=0,0156) sobre o peso
corporal na 9% semana. Na 10% (Pdroga=0,0061; Pyieta=0,0376) € na 11* (Pdroga=0,0035;
Paieta=0,0117) semanas, por outro lado, houve efeito da droga e da dieta. No entanto, o pds-

teste de Tukey ndo indicou diferenca entre 0s grupos em nenhuma das semanas avaliadas.

Figura 12 — Peso corporal pds-desmame/tratamento
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Os filhotes foram alimentados por mdes submetidas a dieta Controle (CTR, nuss=11) ou Hiperlipidica-
hipercalérica (HH, Nmses=11) durante os periodos de gestacdo e lactacdo. At the 9™ week, the groups were
subdivided into two subgroups: Saline (via i.p) or Fluoxetine (10 mg/kg, via i.p), according to the treatment
received for seventeen days, forming four experimental groups, CTRS (n= 14), CTRF (n=15), HHS (n=15), HHF
(n=15). Weight was assessed at the 9th (A), 10th (B) and 11th (C) weeks. Values expressed as mean + SD. Two-
way ANOVA test (diet x drug), followed by Tukey's post-test. p<0.05.

6.2.2 Testes comportamentais
6.2.2.1 Campo aberto

O primeiro teste avaliado foi o campo aberto (Tabela 3). ANOVA two-way indicou
efeito da droga (p=0,0131) e interagdo entre os fatores (p=0,0027) sobre a distancia
percorrida. O grupo CTRF percorreu maior distancia do que o grupo CTRS (p<0,05). Com
relacdo a velocidade média, ANOVA two-way ndo revelou efeito (pgieta=0,7886;
Pdroga=0,1490) ou interacdo (P=0,2477) envolvendo os fatores (dieta x droga). O tempo
imével, por sua vez, foi influenciado pela interacdo entre os fatores (p=0,0220). O grupo

CTRF permaneceu menos tempo imével do que o grupo CTRS (p<0,05). Quando a éarea
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central foi avaliada, ANOVA two-way indicou efeito da dieta (p=0,0217) sobre o nimero de
entradas. No entanto, o pos-teste de Tukey ndo revelou diferenca entre os grupos. Com
relagcdo ao tempo (Pinteracao=0,8118; Paieta=0,3713; Paroga=0,4595) € a porcentagem de tempo
(Pinteracao=0,7337; Pdieta= 0,2795; Paroga= 0,5857) de permanéncia na area central, ANOVA two-
way ndo detectou efeito ou interacdo envolvendo os fatores (dieta x droga) (Tabela 3).
ANOVA two-way indicou efeito da droga (p=0,0442) e interacdo envolvendo os fatores
(p=0,038) sobre o numero de rearing. O grupo HHF (p<0,05) apresentou maior nimero de
rearing do que o grupo HHS. Os parametros que ndo passaram no teste de normalidade foram
avaliados pelo teste ndo paramétrico. Kruskal-Wallis indicou diferenca para o nimero de
grooming (p=0,0028). O grupo CTRF (p<0,05) apresentou maior nimero de grooming do que
0 grupo CTRS. Com relacdo ao numero de bolos fecais, Kruskal-Wallis ndo detectou
diferenca entre os grupos estudados (p=0,6777). Para melhor visualizacdo dos dados, 0s

principais resultados obtidos no campo aberto estdo expostos na Figura 15.

Tabela 3 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 59) no campo aberto durante 15

minutos
CTR HH
Distancia percorrida (m)™"f
Salina 49,12+8,288 54,25+9,546
Fluoxetina 64,10+8,417* 55,78+9,260
Velocidade média (m/s)”
Salina 0,102+0,024 0,109+0,015
Fluoxetina _ 0,115+0,013 0,110+0,019
Tempo imével (s)*'
Salina 420,5+58,33 384,9+70,13
Fluoxetina 355,2+39,60* 395,7+50,76
Area central
NGmero de entradas™?
Salina 45,42+9,080 37,69+11,90
Fluoxetina 49,17+7,196 44,337,750
Tempo (s)*
Salina 165,7+66,43 167,4+69,39
Fluoxetina 149,1+58,72 168,3+46,42
Porcentagem de tempo”
Salina 18,40+7,394 19,64+6,926
Fluoxetina 16,58+6,519 19,52+4,435
Namero de grooming®
Salina 1,0 (0,25 — 1,0) 2,0 (1,0 —4,0)
Fluoxetina _ 3,0 (2,0 -4,25)* 3,0(2,0-4)0)
NGmero de rearing™"'
Salina 23,00+7,087 15,21+8,842
Fluoxetina 22,85+8,214 24,85+7,581*

NGmero de bolos fecais®
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Salina 3,0(0,0-6,0) 1,0 (0,0 - 3,0)
Fluoxetina 3,0(0,0-5,0) 3,0(1,0-5,0)

Os filhotes machos alimentados por maes submetidas a dieta Controle (CTR, nmss=11) ou Hiperlipidica-
hipercalorica (HH, nyss=11) durante os periodos de gestacdo e lactagdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Salina (via i.p) ou Fluoxetina (10 mg/kg, via i.p), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRS (n=14), CTRF (n=15), HHS (n=15),
HHF (n=15). “Valores expressos em média + DP, Teste ANOVA two-way (dieta x droga, i: interacdo. f: droga.
d: dieta), seguido pelo pés-teste de Tukey. BValores expressos em mediana (25-75%). Teste de Kruskal-Wallis,

seguido pelo pés-teste de Dunn. p<0,05. *vs. Salina do mesmo grupo nutricional.
Figura 15 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 59) no campo aberto durante 15
minutos
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nuss=11) ou Hiperlipidica-
hipercalérica (HH, nss=11) durante os periodos de gestacao e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Salina (via i.p) ou Fluoxetina (10 mg/kg, via i.p), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRS (n=14), CTRF (n=15), HHS (n=15),
HHF (n=15). A e B Valores expressos em média = DP, Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo
pos-teste de Tukey. C e D Valores expressos em mediana (25-75%), Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-

teste de Dunn. p<0,05. *vs. Salina do mesmo grupo nutricional.

6.2.2.2 Staircase

Vinte quatro horas depois do campo aberto, os animais foram expostos ao staircase
(Tabela 4). ANOVA two-way ndo indicou efeito (Pdieta=0,4373; Pdroga=0,8912) ou interagéo
(p=0,2249) envolvendo os fatores (dieta x droga) sobre o nimero de degraus escalados. Com
relacdo ao numero de rearing, ANOVA two-way revelou efeito da droga (P=0,0064). O grupo

HHF apresentou maior numero de rearing do que o grupo HHS (p<0,05). O nimero de bolos
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fecais foi avaliado através do teste Kruskal-Wallis. Ndo houve diferenca entre 0s grupos
(p=0.6961). A Figura 16 exibe o nimero de rearing para melhor visualizagdo do resultado.

Tabela 4 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 59) no staircase durante trés

minutos
CTR HH

Numero de degraus
escalados”

Salina 21,775,262 21,09+4,505

Fluoxetina 16,69+4,922 22,75+6,312
Namero de rearing™’

Salina 8,500£2,103 6,867+2,875

Fluoxetina 9,600+2,947 9,867+3,044*
Bolos fecais®

Salina 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 (0,0 - 0,0)

Fluoxetina 0,0 (0,0 1,0) 0,0 (0,0 0,0)

Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, ngzs=11) ou Hiperlipidica-
hipercalérica (HH, nss=11) durante os periodos de gestacao e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Salina (via i.p) ou Fluoxetina (10 mg/kg, via i.p), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRS (n=14), CTRF (n=15), HHS (n=15),
HHF (n=15). “Valores expressos em média + DP, Teste ANOVA two-way (dieta x droga, i: interagdo. f: droga.
d: dieta), seguido pelo pés-teste de Tukey. ®Valores expressos em mediana (25-75%). Teste de Kruskal-Wallis,

seguido pelo pos-teste de Dunn. p<0,05. *vs. Salina do mesmo grupo nutricional.

Figura 16 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 59) no staircase durante trés

minutos
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, ngss=11) ou Hiperlipidica-
hipercal6rica (HH, nss=11) durante os periodos de gestacao e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Salina (via i.p) ou Fluoxetina (10 mg/kg, via i.p), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRS (n=14), CTRF (n=15), HHS (n=15),
HHF (n=15). Valores expressos em média + DP, Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo pos-teste

de Tukey. p<0,05. *vs. Salina do mesmo grupo nutricional.
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6.2.2.3 Labirinto elevado em cruz

Vinte quatro horas depois do staircase, os animais foram expostos ao labirinto elevado
em cruz (Tabela 5). ANOVA two-way indicou efeito da droga (P=0,0005) sobre a distancia
percorrida. O grupo HHF percorreu maior distancia do que o grupo HHS (P<0,05). Com
relacdo a velocidade média, Kruskal-Wallis revelou diferenca entre os grupos (P=0,072). No
entanto, o pds-teste de Dunn ndo detectou diferenca. O tempo imdvel, por sua vez, ndo foi
influenciado pela dieta ou droga ou pela interacdo entre os fatores (Pinteracao=0,1889;
Pdieta=0,9490; Paroga=0,5875). Quando os bragos abertos foram avaliados, ANOVA two-way
ndo indicou efeito ou interagdo entre os fatores sobre o nimero de entradas (Pinteracio=0,4525;
Paieta=48630; Paroga=0,2350) e sobre a porcentagem do ndmero de entradas (Pinteracio=0,8096;
Pdieta=0,1529; Pdroga=0,6529). No entanto, o teste ANOVA two-way indicou efeito da dieta e
interacdo entre os fatores sobre 0 tempo (Pinteracao=0,0412; Puieta=0,0091) e sobre a
porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos (Pinteragio=0,0262; Pdieta=0,0186). O
grupo HHF permaneceu mais tempo e teve maior porcentagem de tempo nos bracos abertos
do que o grupo CTRF (p<0,05). Com relacdo aos bracos fechados, ANOVA two-way indicou
efeito da dieta (p=0,0170) sobre o nimero de entradas nos bracos fechados. O grupo HHS
entrou menos vezes nos bragos fechados do que o grupo CTRS (p<0,05). A porcentagem do
nimero de entradas (Pinteraca0=0,3682; Puieta=0,1405; Paroga=0,1145), 0 tempo de permanéncia
(Pinteracao=0,7838; Puieta=0,366; Pgr0ga=0,9853) e porcentagem de tempo de permanéncia nos
bragos fechados (Pinteracio=0,6052; Paicta=05064; Pdroga=0,7935) nédo foram diferentes entre os
grupos estudados. Por fim, Kruskal-Wallis revelou que o tempo (p=0,0129) e a porcentagem
de tempo (p=0,0438) de permanéncia na area central foram diferentes. No entanto, o pos-teste
de Dunn ndo detectou diferenga entre os grupos. A Figura 17 exibe os principais resultados

obtidos no labirinto elevado em cruz.

Tabela 5 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 59) no labirinto elevado em cruz

durante cinco minutos

CTR HH
Labirinto elevado em cruz
Distancia percorrida (m)™"
Salina 12,00+3,264 11,09+2,486
Fluoxetina 14,40+2,353 13,95+2,064*
Velocidade média (m/s)®
Salina 0,097 (0,092 — 0,112) 0,090 (0,087 — 0,109)
Fluoxetina 0,127 (0,099 - 0,135) 0,104 (0,095 - 0,113)

Tempo imével (s)*
Salina 183,5+19,58 176,5+20,10



Fluoxetina
Bracos abertos
N(mero de entradas”
Salina
Fluoxetina
% nUmero de entradas”
Salina
Fluoxetina
Tempo (s)™"¢
Salina
Fluoxetina
% tempo™'*
Salina
Fluoxetina
Bracos fechados
Ndmero de entradas™®
Salina
Fluoxetina
% numero de entradas
Salina
Fluoxetina
Tempo (s)*
Salina
Fluoxetina
% tempo”
Salina
Fluoxetina
Area central
Tempo (s)°
Salina
Fluoxetina
% tempo®
Salina
Fluoxetina

A

173,1+18,37
15,23+4,126
15,85+4,469

40,839,263
40,22+11,72

88,90+19,20
100,5+25,01

29,63+6,382
33,50+8,345
22,857,647
22,31+8,148

59,17+9,263
61,12+10,91

136,7+27,88
133,9+41,18

47,137,972
44,64+13,73

55,40 (51,40 — 74,23)
63,65 (51,75 — 75,33)

18,47 (17,13 24,74)
21,22 (17,25 — 25,11)

180,845,831
13,21+3,984
15,92+7,005

45,82+8,455
43,77£12,74

84,67+6,044
67,64+29,44%

29,31+8,358
22,56+9,822%
15,58+4,660"
20,43+5,459

52,42+10,30
59,47+10,19

142,8+30,31
145,2+36,69

47,60+10,11
48,42+12,24

82,90 (66,45 — 91,55)
81,20 (60,95 — 95,40)

24,47 (21,38 — 29,45)
27,07 (20,32 — 31,80)
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nuzs=11) ou Hiperlipidica-

hipercaldrica (HH, nys=11) durante os periodos de gestacdo e lactagdo. Na 9% semana de vida, 0os grupos foram

subdivididos em dois subgrupos: Salina (via i.p) ou Fluoxetina (10 mg/kg, via i.p), de acordo com o tratamento

recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRS (n=14), CTRF (n=15), HHS (n=15),

HHF (n=15). “Valores expressos em média + DP, Teste ANOVA two-way (dieta x droga, i: interagdo. f: droga.

d: dieta.), seguido pelo pos-teste de Tukey. ®Valores expressos em mediana (25-75%). Teste de Kruskal-Wallis,

seguido pelo pds-teste de Dunn. p<0,05. *vs. Salina do mesmo grupo nutricional. # vs. CTR para 0 mesmo

tratamento farmacoldgico.
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Figura 17 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 59) no labirinto elevado em cruz
durante cinco minutos
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nuss=11) ou Hiperlipidica-
hipercalérica (HH, nss=11) durante os periodos de gestacao e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Salina (via i.p) ou Fluoxetina (10 mg/kg, via i.p), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRS (n=14), CTRF (n=15), HHS (n=15),
HHF (n=15). Valores expressos em média + DP, Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo pds-teste
de Tukey. p<0,05. *vs. Salina do mesmo grupo nutricional. # vs. CTR para 0 mesmo tratamento farmacoldgico.

6.2.3 Analise da expressao génica

O tronco cerebral foi analisado quanto a expressao de alguns genes relacionados ao
sistema serotoninérgico e a inflamacdo (Figura 18). ANOVA two-way indicou efeito da dieta
(p=0,0041) e da droga (p=0,0002), e interacdo entre os fatores (p=0,0004) sobre a expresséo
do receptor 5htla. O grupo CTRF apresentou maior expressao do receptor 5htla do que o
grupo CTRS (p<0,0001). Além disso, o grupo HHF (p=0,0001) revelou diminuicdo na
expressao do subtipo quando comparado ao grupo CTRF. Com relacdo ao receptor 5ht2a,
ANOVA two-way indicou efeito da droga (p<0,0001), e interacdo entre os fatores (p<0,0001).

No grupo HHS, a expressdo do receptor 5ht2a foi maior do que a expressao do grupo CTRS
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(p=0,0168). Ademais, o grupo HHF revelou diminui¢do na expresséo desse receptor quando
comparado ao grupo CTRF (p<0,0011), enquanto a expressao do subtipo foi maior no grupo
CTRF do que no grupo CTRS (p<0,0001). Outro componente do sistema serotoninérgico
avaliado pelo presente estudo foi a expressdo da enzima triptofano hidroxilase 2 (Tph2).
ANOVA two-way detectou efeito da dieta (p=0,0036) e da droga (p<0,0001), e interacédo
entre os fatores (p=0,0006) sobre a expressdo da Tph2. Os grupos HHS (p=0,0002) e CTRF
(p<0,0001) revelaram aumento na expressdo de Tph2 quando comparados ao grupo CTRS.
Além disso, o grupo HHF apresentou maior expressao de Tph2 do que o grupo HHS
(p<0,0001). Com relagdo ao Bdnf, ANOVA two-way indicou da droga (p=0,0009), e
interacdo entre os fatores (p<0,0389). O grupo CTRF (p=0,0007) apresentou aumento na
expressdao de Bdnf quando comparados ao grupo CTRS. Com relacdo ao fator pro-
inflamatério 116, ANOVA two-way detectou efeito da dieta (p<0,0001) e da droga
(p<0,0001), e interacdo entre os fatores (p<0,0001). Os grupos HHS (p<0,0001) e CTRF
(p<0,0001) apresentaram aumento na expressdo de 116 comparados com o grupo CTRS.
Finalmente, o grupo HHF revelou diminuicdo na expressdo de 116 quando comparado aos
grupos HHS (p<0,0001) e CTRS (p<0,0001).
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Figura 18 — Expressdo génica
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nuss=11) ou Hiperlipidica-
hipercaldrica (HH, nys=11) durante os periodos de gestacdo e lactagdo. Na 9% semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Salina (via i.p) ou Fluoxetina (10 mg/kg, via i.p), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRS (n=6), CTRF (n=6), HHS (n=6),
HHF (n=6). Valores expressos em média + EPM, Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo pds-teste
de Tukey. *vs. Salina do mesmo grupo nutricional. # vs. CTR para 0 mesmo tratamento farmacoldgico.
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6.3 Resveratrol
Figura 19 — Efeitos da exposicao materna a dieta hiperlipidica/hipercal6rica e da administragdo crénica de

resveratrol sobre o comportamento relacionado a ansiedade
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Fonte: Carolina Cadete (2022)

6.3.1 Peso corporal e eixo longitudinal
6.3.1.1 Lactacdo

O peso corporal e o eixo longitudinal foram avaliados a cada quatro dias durante a
lactacdo (Figura 20). O teste ANOVA Two-way medidas repetidas (dieta x idade) revelou
efeito significante da idade (p<0,0001) e interagdo entre os fatores (p<0,0001) sobre o peso
corporal. Filhotes do grupo HH apresentaram maior peso corporal do que os filhotes do grupo
CTR no e 21° (p<0,0001) dia p6s-natal. Com relagdo ao eixo longitudinal, o teste ANOVA
Two-way medidas repetidas (dieta x idade) revelou efeito significante da idade (p<0,0001) e
interacdo entre os fatores (p<0,0001). O grupo HH apresentou maior eixo longitudinal do que

0 grupo CTR no 21° (p<0,01) dia p6s-natal.



121

Figura 20 — Peso corporal e eixo longitudinal durante a lactacéo
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Os filhotes machos foram alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, Nmaes=7; Nfilhotes=28) OU
Hiperlipidica-hipercaldrica (HH, Npzes=8; Nrimoes=32) durante os periodos de gestagdo e lactacdo. Valores
expressos em média £ DP. Teste ANOVA two-way (dieta x idade) medidas repetidas, seguido pelo pos-teste de
Tukey. p<0,05, *vs. CTR.

6.3.1.2 PGs-desmame/pré-tratamento

Apo6s o desmame, a evolucdo do peso corporal e do eixo longitudinal foi avaliada
semanalmente até a oitava semana pds-natal (Figura 21). O teste ANOVA Two-way medidas
repetidas (dieta x idade) revelou efeito da idade (p<0,0001) sobre o peso corporal. No entanto,
0 pbs-teste de Tukey ndo indicou diferenca entre os grupos. Com relacdo ao eixo longitudinal,
o0 teste ANOVA Two-way medidas repetidas (dieta x idade) detectou efeito significante da

idade (p<0,0001). No entanto, o pds-teste de Tukey ndo identificou diferenca entre os grupos.

Figura 21 — Peso corporal e eixo longitudinal pés-desmame/pré-tratamento
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Os filhotes machos foram alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, Nmaes=7; Nfilhotes=28) OU

Hiperlipidica-hipercaldrica (HH, Nuzes=8; Nrimoes=32) durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Valores
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expressos em média £ DP. Teste ANOVA two-way (dieta x idade) medidas repetidas, seguido pelo pos-teste de
Tukey. p<0,05, *vs. CTR.

6.3.1.3 Pds-desmame/tratamento

A partir da nona semana pés-natal, apenas o peso corporal foi avaliado (Figura 22).
ANOVA two-way néo indicou efeito ou interacdo envolvendo os fatores (dieta x droga) sobre
0 peso corporal na 9% (Pinteragio=0,1425; Puieta=0,4810; Pdroga=0,3074), 10? (Pinteracio=0,1356;
Pdieta=0,1535; Pdroga=0,3992) € 112 (Pinteraczo=0,1968; Puieta=0,2902; Pyroga=0,4822) semanas
pos-natal.

Figura 22 — Peso corporal pds-desmame/tratamento
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nnzs=7) ou Hiperlipidica-
hipercaldrica (HH, nmzs=8) durante os periodos de gestagdo e lactacdo. Na 9% semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Etanol (via oral) ou Resveratrol (50 mg/l, via oral), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRE (n=14), CTRR (n=14), HHE (n=16),
HHF (n=16). O peso foi avaliado na 92 (A), 10? (B) e 112 (C) semanas. Valores expressos em média + DP. Teste
ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo pos-teste de Tukey. p<0,05.

6.3.2 Consumo hidrico

O consumo de resveratrol foi avaliado durante duas semanas (Figura 23). O teste de
Kruskal-Wallis ndo indicou diferenca entre 0s grupos para o consumo durante a primeira
semana de oferta (92-10% semanas pos-natal) (p=0,3437). Com relacdo ao consumo durante a
segunda semana (102-11% semanas poés-natal), ANOVA two-way ndo revelou efeito ou

interacdo (p=0,09) entre os fatores (Pgieta=0,1238; Pdroga=0,7929).
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Figura 23 — Consumo hidrico de resveratrol
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nmzs=7) ou Hiperlipidica-
hipercal6rica (HH, nnzs=8) durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Etanol (via oral) ou Resveratrol (50 mg/l, via oral), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRE (n=14), CTRR (n=14), HHE (n=16),
HHF (n=16). O consumo de resveratrol foi avaliado durante duas semanas (A: 92-102 e B: 102-11%). A: Valores
expressos em mediana (25-75%). Teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn. B: Valores expressos

em média = DP. Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo pos-teste de Tukey.

6.3.3 Testes comportamentais
6.3.3.1 Campo aberto

O campo aberto foi o primeiro teste avaliado (Tabela 6). ANOVA two-way néo
indicou efeito ou interacdo envolvendo os fatores (dieta x droga) sobre a distancia percorrida
(Pinteraca0=0,6972;  Pdroga=0,1534;  Paieta=0,5020), velocidade média  (Pinteracao=0,9608;
Pdroga=0,9128; Puieta=0,4762), tempo de imobilidade (Pinteragio=0,0507; Pdroga=0,0769;
Pdieta=0,6433), numero de entradas na area central (Pinteraca0=0,1655; Pdroga=0,8226;
Paieta=0,8719), tempo na area central (Pinteracio=0,8223; Pdroga=0,4405; Pgieta=0,0530) e
porcentagem de tempo na area central (Pinteracao=0,8187; Pdroga=0,4425; Pieta=0,0838). Kruskal-
Wallis revelou diferenca para o nimero de bolos fecais (p=0,0202). No entanto, o pds-teste de
Dunn n&do detectou diferenga entre os grupos. Com relagdo ao numero de grooming

(p=0,5073) e ao numero de rearing (p=0,3060), Kruskal-Wallis ndo indicou diferenca.

Tabela 6 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 60) no campo aberto durante 15

minutos

CTR HH

Campo aberto
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Distancia percorrida (m)”

Etanol 51,76x12,50 52,59+11,38

Resveratrol 46,40+10,90 49,51+9,769
Velocidade média (m/s)*

Etanol 0,1036+0,01159 0,1060+0,1306

Resveratrol 0,1039+0,01759 0,1066%0,0118
Tempo imovel (s)*

Etanol 374,5+47,29 418,8+50,14

Resveratrol 442,9+85,93 415,3+69,75

Area central
NUmero de entradas™

Etanol 38,469,649 35,00+8,677
Resveratrol 33,92+12,35 38,29+10,37
Tempo(s)®
Etanol 118,3+34,72 151,6+71,12
Resveratrol 108,6+42,48 134,8+75,32
% Tempo”®
Etanol 13,14+3,873 16,84+7,902
Resveratrol 12,13+4,720 14,98+8,365
NGmero de grooming®
Etanol 2,00 (1,00 — 3,00) 2,00 (1,00 — 2,00)
Resveratrol 1,00 (0,50 — 3,50) 1,00 (0,50 - 2,00)
NGmero de rearing®
Etanol 8,00 (6,75 - 9,25) 7,50 (7,00 — 10,75)
Resveratrol 9,00 (7,00 —10,0) 9,00 (7,00 — 10,00)
NUmero de bolos fecais®
Etanol 3,00 (0,25 - 6,00) 7,00 (3,00 - 11,0)
Resveratrol 3,00 (2,00 - 5,00) 4,00 (1,00 — 8,00)

Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nnzs=7) ou Hiperlipidica-
hipercaldrica (HH, nmzs=8) durante os periodos de gestagdo e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Etanol (via oral) ou Resveratrol (50 mg/l, via oral), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRE (n=14), CTRR (n=14), HHE (n=16),
HHF (n=16). A: Valores expressos em média + DP. Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo p6s-
teste de Tukey. B: Valores expressos em mediana (25-75%). Teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de

Dunn.

6.3.3.2 Staircase

Vinte quatro horas depois do campo aberto, 0s animais foram expostos ao staircase
(Tabela 7). O teste ANOVA two-way ndo indicou efeito ou interagcdo envolvendo os fatores
(dieta x droga) sobre o numero de degraus escalados (Pinteracio=0,8643; Pdroga=0,1453;
Pdieta=0,3603). Com relacdo ao numero de rearing (p=0,6382), Kruskal-Wallis ndo revelou
diferenga entre os grupos. O numero de bolos fecais foi analisado a partir do teste Kruskal-
Wallis. N&o houve diferenga entre os grupos (p=0,4913).
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Tabela 7 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 60) no staircase durante 3 minutos

CTR HH
Staircase
Numero de degraus
escalados”™
Etanol 24,57+7.891 25.94+6.884
Resveratrol 21.57+6.442 23.56+6.880
NGmero de rearing®
Etanol 8,00 (6,75 —9,25) 7,50 (7,00 — 12,0)
Resveratrol 9,00 (7,00 - 10,0) 9,00 (7,00 - 13,0)
Bolos fecais
Etanol 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0)
Resveratrol 0,0 (0,0-2,5) 0,0 (0,0-1,0)

Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, Nnmss=7) ou Hiperlipidica-
hipercal6rica (HH, nnzs=8) durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Etanol (via oral) ou Resveratrol (50 mg/l, via oral), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRE (n=14), CTRR (n=14), HHE (h=16),
HHF (n=16). A: Valores expressos em média + DP. Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo pos-
teste de Tukey. B: Valores expressos em mediana (25-75%). Teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de

Dunn.

6.3.3.3 Labirinto elevado em cruz

Vinte quatro horas depois do staircase, os animais foram expostos ao labirinto elevado
em cruz (Tabela 8). ANOVA two-way néo indicou efeito ou interagéo entre os fatores (dieta x
droga) sobre a distancia percorrida (Pinteracao=0,2793; Pdroga=0.1277; Puieta=0,7831). Com
relacdo a velocidade média, ANOVA two-way revelou interacdo entre os fatores (p=0,0344).
No entanto, o pds-teste de Dunn ndo identificou diferenca entre os grupos. O tempo imdvel
foi influenciado pela droga (p=0,0311). No entanto, p6s-teste de Dunn ndo detectou diferenca
entre 0s grupos. Quando os bracos abertos foram avaliados, ANOVA two-way indicou efeito
da dieta sobre o nimero de entradas (p=0,0047). No entanto, o pds-teste de Tukey ndo revelou
diferenca entre os grupos. Ademais, a porcentagem do nimero de entradas (Pinteracio=0,4491,;
Paroga=0,7117; Puieta=0,0862), 0 tempo de permanéncia (Pinteracio=0,3214; Pdroga=0,9614;
Paieta=0,4300) e a porcentagem de tempo (Pinteragio=0,1527; Pdroga=0,9535; Puieta=0,2184) de
permanéncia nos bracos abertos ndo foi diferente entre os grupos. Com relagdo aos bragos
fechados, ANOVA two-way néo indicou efeito ou interacdo envolvendo os fatores sobre o
ndmero de entradas (Pinteragio=0,7950; Pdroga=0,9156; paieta=0,3554), sobre a porcentagem do
ndmero de entradas (Pinteracao=0,8517; Pdroga=0,7481; Puieta=0,2121), sobre o tempo de
permanéncia (Pinteracao=0,7537; Pdroga=0,0865; Puieta=0,2015) e sobre a porcentagem de tempo

(Pinteragio=0,5896; Paroga=0,1434; paieta=0,1027) de permanéncia nessa regido. Por fim, o tempo
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(Pinteragio=0.0158) e a porcentagem (Pinteracao=0,0287) de tempo de permanéncia na area central
foram influenciados pela interacdo entre os fatores (dieta x droga). O grupo HHS passou mais
tempo (p<0,05) e maior porcentagem de tempo (p<0,05) na area central do que o grupo
CTRS. Kruskal-Wallis ndo indicou diferenca para o nimero de bolos fecais (p=0,9863). Para
melhor visualizacdo dos dados, os principais resultados obtidos no labirinto elevado em cruz
estdo expostos na Figura 24.

Tabela 8 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 60) no labirinto elevado em cruz

durante cinco minutos

CTR HH
Labirinto elevado em cruz
Distancia percorrida (m)*
Etanol 14,66+4,012 13,95+3,389
Resveratrol 7 12,372,773 13,50+2,886
Velocidade média (m/s)™’
Etanol 0,1076+0,02267 0,1018+0,01344
Resveratrol 0,09979+0,01266 0,1113+0,01099
Tempo imovel (s)*'
Etanol 163,7+23,21 164,8+24,41
Resveratrol 176,4+14,48 178,1+22,74
Bracos abertos
Numero de entradas™*
Etanol 12,775,403 16,46+2,295
Resveratrol 13,15+4,298 16,7545,285
% NUmero de entradas™
Etanol 39,50+12,59 42,51+7,514
Resveratrol 38,31+12,79 45,96+11,92
Tempo (s)*
Etanol 75,98+41,14 74,28+24,27
Resveratrol 68,09+16,88 82,98+29,80
% Tempo™
Etanol 25,34+13,73 24,76+8,090
Resveratrol 21,42+6,941 29,01+10,91
Bracos fechados
NUmero de entradas”
Etanol 20,007,990 18,7145,413
Resveratrol 22,07+8,033 19,79+6,693
% nUmero de entradas”
Etanol 60,57+12,51 57,16+9,920
Resveratrol 60,14+13,59 19,79+6,693
Tempo (s)*
Etanol 139,7+33,95 131,4+31,82
Resveratrol 157,4+31,55 143,6+26,58
% Tempo”
Etanol 46,58+11,32 43,79+10,61
Resveratrol 62,47+10,51 43,53+10,01
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Area central

Tempo (s)™'
Etanol 63,32+15,45 87,20+28,20"
Resveratrol 73,9545,155 69,17+18,30
% Tempo™'
Etanol 21,105,151 29,07+9,401"
Resveratrol 23,746,575 23,06+6,100
Bolos fecais®
Etanol 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0)
Resveratrol 0,0 (0,0-10,0) 0,0 (0,0—-0,0)

Os filhotes machos alimentados por maes submetidas a dieta Controle (CTR, npss=7) ou Hiperlipidica-
hipercaldrica (HH, nnmzs=8) durante os periodos de gestagdo e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Etanol (via oral) ou Resveratrol (50 mg/l, via oral), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRE (n=14), CTRR (n=14), HHE (h=16),
HHF (n=16). A: Valores expressos em media + DP. Teste ANOVA two-way (dieta x droga, i: interacdo. f:
farmaco. d: dieta), seguido pelo p6s-teste de Tukey. B: Valores expressos em mediana (25-75%). Teste Kruskal-

Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn. p<0,05. # vs. CTR para a mesma linha.

Figura 24 — Comportamentos exibidos por ratos machos albinos Wistar (N = 60) no labirinto elevado em cruz
durante cinco minutos
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Os filhotes machos alimentados por mées submetidas a dieta Controle (CTR, nnzs=7) ou Hiperlipidica-
hipercal6rica (HH, nnss=8) durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Na 92 semana de vida, os grupos foram
subdivididos em dois subgrupos: Etanol (via oral) ou Resveratrol (50 mg/l, via oral), de acordo com o tratamento
recebido por dezessete dias, formando quatro grupos experimentais, CTRE (n=14), CTRR (n=14), HHE (n=16),
HHF (n=16). Valores expressos em média + DP. Teste ANOVA two-way (dieta x droga), seguido pelo pos-teste

de Tukey. p<0,05. # vs. CTR para 0 mesmo tratamento.
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7 DISCUSSAO
7.1 Fluoxetina

A exposicdo materna a dieta hiperlipidica/hipercalorica aumentou o peso corporal dos
filhotes no final da lactacdo. No periodo pos-desmame, 0 peso corporal e o eixo longitudinal
foram maiores para o grupo HH apenas em alguns pontos do desenvolvimento. Quanto aos
testes comportamentais, quando analisamos o efeito da dieta hiperlipidica materna,
observamos diferenca apenas no teste de labirinto elevado em cruz. O grupo HHS entrou
menos vezes nos bracos fechados do que o grupo CTRS. A analise de expressdo génica do
tronco cerebral, por sua vez, revelou aumento nos niveis de 116, de Tph2 e do receptor 5ht2a
no grupo hiperlipidico quando comparado ao grupo controle. Com relagdo ao tratamento
farmacoldgico, a administracdo crénica de fluoxetina influenciou o comportamento do grupo
CTR apenas no campo aberto. O grupo CTRF apresentou aumento na distancia percorrida,
diminuicdo no tempo de imobilidade e aumento no nimero de grooming quando comparado
ao grupo CTRS. Além disso, houve aumento na expressao de 116, de Bdnf, de Tph2 e dos
receptores 5htla e 5ht2a. Quando o filhote era proveniente do grupo HH, o tratamento com
fluoxetina influenciou o comportamento nos trés aparatos. O grupo HHF apresentou
aumentou no numero de rearing tanto no campo aberto quanto no staircase e aumentou a
distancia percorrida no labirinto elevado em cruz quando comparado ao HHS. Ademais houve
diminuicdo na expressao génica de 116 e aumento na expressao génica de Tph2 comparado aos
animais HHS. Além disso, o grupo HHF passou menos tempo e teve menor porcentagem de
tempo nos bragos abertos do que o grupo HHS. Finalmente, o grupo HHF apresentou menor
expressao génica dos receptores Shtla e 5ht2a e menor expressdo génica de 116 do que o
grupo CTRF.

O peso corporal e o eixo longitudinal dos filhotes de mdes HH e CTR néo foram
diferentes ao nascer. De maneira semelhante, outros estudos com dieta hiperlipidica materna
também nao observaram diferenca (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997
GIRIKO et al.,, 2013; CADENA-BURBANO et al., 2019). Segundo Sasaki (2013), a
semelhanga entre os pesos corporais dos grupos hiperlipidicos e controle no primeiro dia pés-
natal (PND1) sugere que o modelo experimental adotado ndo envolve restricdo proteica. Isso
porque dietas hiperlipidicas que também s&o hipoproteicas reduzem o peso corporal da prole
(MENDES-DA-SILVA et al., 2014).

Ao decorrer da lactagdo, filhotes de mdes HH apresentaram maior peso corporal do
que filhotes de mdes CTR no 17° e 21° dias pés-natal. Cadena-Burbano e colaboradores

(2019) observaram resposta similar, ja que a prole HH também apresentou maior peso do que
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a prole CTR no ultimo dia da lactacdo. Outros estudos ndo observaram diferenca (GIRIKO et
al., 2013; BALSEVICH et al., 2016) entre os grupos experimentais ou revelaram diminuigéo
(MENDES-DA-SILVA et al., 2014) no peso corporal para o grupo hiperlipidico. Com relacédo
ao comprimento, os estudos conduzidos por Soares (2009) e Mendes-da-Silva (2014)
observaram diminuicdo no eixo longitudinal em diferentes pontos da lactacdo (SOARES et
al., 2009; MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Cadena-Burbano (2019), por outro lado,
observou aumento no eixo longitudinal ao final da lactacdo (PND21) (CADENA-BURBANO
et al., 2019). O aumento no peso corporal observado pelo presente estudo pode estar
relacionado a composicao do leite materno. Estudos que ofertaram dieta hiperlipidica durante
a gestacdo e a lactacdo revelaram aumento na quantidade de lipidico total presente no leite
materno (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997; PURCELL et al., 2011) e
producdo de maior volume diério de leite (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO,
1997). Além disso, a exposicao dos filhotes a dieta materna também pode ter influenciado o
peso corporal. Segundo Doerflinger e colaboradores (2004), os filhotes expostos a dieta
materna rica em gordura e em caloria iniciaram a ingestdo de alimentos sélidos um dia antes
dos filhotes expostos a dieta controle (DOERFLINGER e SWITHERS, 2004).

No periodo p6s-desmame, o grupo HH apresentou maior peso corporal do que 0 grupo
CTR no 42°, 49° e 56° dia pos-natal/pré-tratamento. Além disso, o grupo HH também revelou
maior eixo longitudinal no 49° e no 56° dia p6s-natal/pré-tratamento. Sun e colaboradores
(2012) também observaram aumento no peso corporal para o grupo HH durante o periodo
pos-desmame e esse aumento foi atribuido a sensibilidade reduzida a leptina (SUN et al.,
2012). No entanto, é valido ressaltar que, em machos, a diferenca foi observada da sexta
semana até o final dos experimentos, na 122 semana pos-natal (SUN et al., 2012). Os estudos
conduzidos por Balsevich (2016) e Sasaki (2013), por outro lado, ndo encontraram diferenca
para 0 peso corporal entre 0s grupos experimentais. Nas semanas de administracdo de
fluoxetina (92-10% e 102-112 semanas), por sua vez, 0 peso corporal ndo foi diferente entre os
grupos. Trabalhos que avaliaram apenas o efeito da fluoxetina — sem oferta de dieta —
observaram diminuicdo no peso corporal 7, 14 e 21 dias apds o inicio do tratamento
(DURAND et al., 1999) ou em alguns pontos do desenvolvimento (AMODEO et al., 2015).
No estudo conduzido por McGuirk, Muscat e Willner (MCGUIRK, MUSCAT e WILLNER,
1992), a perda de peso foi relacionada a diminui¢gdo no consumo alimentar. Com relacdo a
dieta rica em gordura, um estudo que associou dieta hiperlipidica pds-desmame e um modelo
animal de depressdo a administracdo cronica de fluoxetina na dose de 10 mg/kg de peso, via

i.p., ndo revelou diferenca entre o peso corporal dos grupos controle e hiperlipidico
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(ISINGRINI et al., 2010). No trabalho de Zemdegs (2016), por sua vez, o tratamento com
outro ISRS, o escitalopran na dose de 10 mg/kg de peso, ndo teve efeito sobre o peso corporal
de ambos 0s grupos, o controle e o hiperlipidico (ZEMDEGS et al., 2016). Desta forma, o
efeito que a administracdo cronica de fluoxetina tem sobre o peso corporal parece variar de
acordo com o protocolo experimental adotado.

Quanto aos testes comportamentais, foram avaliados o campo aberto, o staircase e o
labirinto elevado em cruz — catorze dias depois do inicio do tratamento farmacoldgico com
fluoxetina. Esses trés testes avaliam o comportamento relacionado a ansiedade-estado
(GRIEBEL et al., 1993; CLEMENT et al., 2007; ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-
SILVA, 2015), que pode ser caracterizado como: estado emocional passageiro, de intensidade
variavel, experimentado em um momento particular do tempo (ANDRADE e GORENSTEIN,
1998; GAMA et al., 2008). A dieta hiperlipidica/hipercalodrica durante a gestacdo e a lactacéo
teve efeito sobre o comportamento emocional dos filhotes machos apenas quando o labirinto
elevado em cruz foi avaliado. No LEC, o grupo HHS entrou menos vezes nos bragos fechados
do que o grupo CTRS. No entanto, quando a porcentagem do nimero de entradas nos bracos
fechados foi calculada, essa diferenca foi perdida. Além disso, 0 nUmero e a porcentagem do
namero de entradas nos bracos abertos ndo foram diferentes entre os grupos. Portanto, essa
diminuicdo ndo é suficiente para afirmar que o grupo hiperlipidico/hipercal6rico apresentou
menor comportamento relacionado & ansiedade. Similarmente, alguns estudos néo
encontraram diferenca para 0 comportamento emocional quando as mées foram expostas a
dieta hiperlipidica antes do acasalamento e/ou durante os periodos de gestacdo e/ou lactacdo
(GIRIKO et al.,, 2013; JANTHAKHIN et al.,, 2017; BERRY et al., 2018; CADENA-
BURBANO et al., 2019; ZIEBA et al., 2019; LIPPERT et al., 2020; GAWLINSKA et al.,
2021). Por outro lado, o aumento ou a diminuicdo na emocionalidade também ja foram
observados (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; SASAKI et al., 2013;
KANG et al., 2014; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016; JOHNSON et al., 2017;
YAN et al.,, 2017; GLENDINING, FISHER e JASONI, 2018; BAYANDOR et al., 2019;
SOUTO et al., 2020; CAVALCANTI et al., 2021; GAWLINSKA et al., 2021; ROCHA-
GOMES et al., 2021). Essa discrepancia entre 0s nossos resultados e aqueles encontrados na
literatura pode estar associada a metodologia adotada, que varia desde o tempo de exposicéo
materna a dieta hiperlipidica até a idade do animal avaliado.

Com relagdo a atividade locomotora, n6s também ndo observamos diferenca entre os
grupos estudados. De maneira similar, os parametros locomotores ndo foram diferentes entre

0s grupos hiperlipidico e controle em alguns trabalhos disponiveis na literatura (NAEF et al.,
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2008; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; NAEF, GRATTON e WALKER,
2013; SASAKI et al., 2013; LIN et al., 2015; PELEG-RAIBSTEIN et al., 2016; GRISSOM,
GEORGE e REYES, 2017; JANTHAKHIN et al., 2017; SASAKI, MCGOWAN e ERB,
2018; CORDNER et al., 2019). No entanto, o aumento ou a diminui¢do nos parametros
locomotores j& foram observados por outros estudos (RAYGADA, CHO e HILAKIVI-
CLARKE, 1998; TOZUKA et al., 2010; KANG et al., 2014; PAGE, JONES e ANDAY,
2014; BALSEVICH et al., 2016; YAN et al., 2017; LIPPERT et al., 2020; CAVALCANTI et
al., 2021; ROCHA-GOMES et al., 2021). Como foi dito anteriormente, o protocolo
experimental utilizado pode ter contribuido para a semelhanga observada entre 0s grupos
avaliados, pois ndo ha uma padronizacédo entre os estudos disponiveis na literatura. Além de o
tempo de oferta de dieta hiperlipidica ser diferente, a quantidade de lipidio, a linhagem do
animal, o sexo e a idade de exposicdo aos testes sdo bem diferentes de um estudo para o outro.

Apesar de o comportamento ndo ter sido diferente, a expressdao de I16 no tronco
cerebral foi maior para o grupo hiperlipidico quando comparado ao grupo controle. Sasaki e
colaboradores (2013), por sua vez, observaram aumento na expressao de 116 na amigdala em
machos e fémeas adultos (SASAKI et al.,, 2013). Outros estudos, por outro lado, ndo
observaram diferenca entre os grupos (GRISSOM, GEORGE e REYES, 2017; ROCHA-
GOMES et al., 2021). O aumento na expressdo de 116 sugere que a exposicdo materna a dieta
hiperlipidica levou a inflamacdo — definida como uma resposta imune natural ao estresse
(DONEV, 2012; SALIM, CHUGH e ASGHAR, 2012). A inflamacdo é geralmente
considerada protetora quando seu mecanismo de acdo € conter a lesdo ou a infecgdo,
localmente (DONEV, 2012; SALIM, CHUGH e ASGHAR, 2012). No entanto, a inflamacéo
torna-se prejudicial quando passa a ser excessiva ao longo do tempo (DONEV, 2012; SALIM,
CHUGH e ASGHAR, 2012). A inflamacéo cronica, por exemplo, torna-se patoldgica apds
uma resposta inflamatdria ativa duradoura e quando leva a destruicdo tecidual prolongada
(DONEV, 2012; SALIM, CHUGH e ASGHAR, 2012). As citocinas sdo conhecidas por
mediar a comunicacdo entre o sistema imunoldgico e o cérebro, e parecem coordenar a
resposta celular aos desafios imunoldgicos e permitir mudangas comportamentais necessarias
para a recuperacdo (DONEV, 2012; SALIM, CHUGH e ASGHAR, 2012). A liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias durante uma resposta imune é geralmente transitoria e regulada
por mecanismos anti-inflamatérios (DONEV, 2012; SALIM, CHUGH e ASGHAR, 2012).
Assim, os efeitos comportamentais provocados pela ativacdo da resposta inflamatdria
aparecem como reacdo temporaria e controlada do SNC aos sinais imunes (DONEV, 2012;
SALIM, CHUGH e ASGHAR, 2012). Entretanto, quando o desafio imunolégico se torna
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cronico, os efeitos comportamentais das citocinas e a resposta inflamatoria resultante podem
contribuir para o desenvolvimento de doencgas neuropsiquiatricas (DONEV, 2012; SALIM,
CHUGH e ASGHAR, 2012). Apesar de os testes comportamentais utilizados pelo presente
estudo ndo terem acusado diferenca entre os grupos controle e hiperlipidico, a exposicdo
materna a dieta hiperlipidica pode ter influenciado outros aspectos do comportamento.
Portanto, seria interessante utilizar outros aparatos para avaliar o comportamento relacionado
a depressdo e a memoria. Além disso, é importante salientar que diferentes idades podem
revelar comportamentos antagénicos como ja observado por alguns estudos (SASAKI et al.,
2013; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016). Entdo, outro ponto a ser explorado
por futuros estudos seria 0 comportamento em diferentes fases do desenvolvimento.

Com relacdo aos componentes do sistema serotoninérgico, o grupo hiperlipidico
apresentou aumento na expressao génica da enzima triptofano hidroxilase 2 e do receptor 5-
HT,a. Similarmente, a equipe de Sullivan (2010) revelou aumento na expressao de Tph2 no
nacleo rostral da rafe (SULLIVAN et al., 2010). O estudo liderado por Tavares-Dias, por sua
vez, revelou aumento na expressdo proteica de TPH2 no hipocampo (DIAS et al., 2020).
Sullivan e colaboradores (2010) propuseram que a expressao elevada de Tph2 pode estar
relacionada ao estresse provocado pela exposicdo materna a dieta hiperlipidica, visto que o
estresse agudo aumentou a expressao de Tph2 no mesencéfalo (SHISHKINA, KALININA e
DYGALO, 2007; SULLIVAN et al., 2010). Além disso, eles também resgataram a ideia
explorada por outros autores, em que a expressdo elevada desse componente do sistema
serotoninérgico seria uma resposta homeostatica a neurotransmissao deficiente de serotonina,
visto que pacientes com depressao apresentaram aumento na expressdo de Tph2 no nicleo
dorsal da rafe (BACH-MIZRACHI et al., 2008; LOWRY et al., 2008). Essa interpretacdo
levanta a possibilidade de o protocolo experimental adotado pelo presente estudo levar ao
aumento no comportamento relacionado a depressdo ainda ndo avaliado. Portanto, seria
interessante analisar futuramente esse tipo de comportamento e, consequentemente, preencher
as lacunas deixadas em branco.

Como a exposicdo a dieta hiperlipidica pode alterar a sensibilidade do sistema
serotoninérgico (ISINGRINI et al., 2010; ZEMDEGS et al., 2016), nds também avaliamos o
efeito que a administracdo cronica de fluoxetina tem sobre o comportamento emocional e
sobre a atividade locomotora. O grupo Controle que recebeu fluoxetina percorreu maior
distdncia, gastou menos tempo em imobilidade e apresentou maior niUmero de grooming no
campo aberto do que o0 grupo que recebeu salina. De maneira similar, o grupo

hiperlipidico/hipercalorico que recebeu fluoxetina apresentou aumento no nimero de rearing
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no campo aberto e no staircase, e percorreu maior distancia no labirinto elevado em cruz do
que o0 grupo que recebeu salina. Juntos, esses resultados sugerem que a sensibilidade ao
farmaco ndo foi reduzida no grupo hiperlipidico, além de indicarem que ambos 0s grupos
apresentaram hiperatividade e aumento no comportamento relacionado a ansiedade devido a
administracao da fluoxetina.

Segundo Keogh (1971), a hiperatividade é caracterizada por um nivel persistente,
elevado e sustentado de atividade, e/ou pelo aumento da velocidade (KEOGH, 1971).
Ademais, alguns pesquisadores consideram o numero/tempo em rearing como “movimento
locomotor” e associam o aumento desse parametro ao comportamento hiperativo (VEZINA e
KIM, 1999; ZHOU et al., 2011; KANG et al., 2014). Outros defendem que esse aumento
também pode ser interpretado como sinal de comportamento relacionado a ansiedade (KANG
et al., 2014). O rearing teria um papel na coleta de informacdes e no comportamento de fuga
e fatores como o medo e o comportamento relacionado a ansiedade podem influenciar o
namero/tempo em rearing (LEVER, BURTON e O'KEEFE, 2006). De maneira simples, o
rearing ocorreria menos durante os extremos de altos niveis de medo e niveis muito baixos de
ansiedade, e mais durante baixos niveis de medo e niveis relativamente altos de ansiedade
(GENARO e SCHMIDEK, 2000; GRAY e MCNAUGHTON, 2000). Outro ponto
interessante é a influéncia que o ambiente do teste exerce sobre o rearing (GENARO e
SCHMIDEK, 2000). A exposi¢do a um “campo aberto simples” revelou resposta emocional
elevada — identificada pela presenca de defecacdo e urinagdo — e aumento na distancia
percorrida e no nimero de rearing (GENARO e SCHMIDEK, 2000). Quando o campo aberto
oferecia a opgéo de ficar dentro de um abrigo ou de explorar a arena, 0s animais foram
relutantes em deixar essa “zona de conforto” (GENARO e SCHMIDEK, 2000). Esse
resultado sugere que 0 maior nimero de rearing € a maior distancia percorrida estdo
associados ao comportamento de fuga e ndo ao comportamento exploratério (GENARO e
SCHMIDEK, 2000).

O numero/tempo em grooming, por sua vez, pode ser interpretado de diferentes
maneiras, dependendo do contexto. A atividade de grooming pode aumentar em duas
situages opostas: quando exposto a condi¢Bes espontaneas ou de baixo estresse, 0 grooming
¢ considerado uma “atividade de conforto”, caracterizando-se como uma transi¢cao do repouso
para a atividade, seguindo uma regra cefalocaudal (KALUEFF e TUOHIMAA, 2005). No
entanto, o0 estresse leve, como a exposi¢cdo a um novo ambiente, também é conhecido por
induzir o grooming em ratos (KALUEFF e TUOHIMAA, 2005). O grooming evocado pelo

estresse, por outro lado, é caracterizado pela curta duracdo, alta frequéncia e rapidez do



134

movimento (KALUEFF e TUOHIMAA, 2005). Portanto, como o0 campo aberto pode ser
considerado um ambiente estressante, 0 aumento no numero de grooming observado pelo
presente estudo sugere aumento no comportamento emocional.

De maneira semelhante aos nossos resultados, outros estudos, que avaliaram apenas 0
efeito da administragdo cronica de fluoxetina — sem a oferta da dieta —, encontraram aumento
no comportamento relacionado a ansiedade (DURAND et al., 1999; AMODEO et al., 2015;
MCAVOY et al., 2015). No entanto, a diminuicdo no comportamento emocional também ja
foi observada (GRIEBEL et al., 1999; DULAWA et al., 2004; SORREGOTTI et al., 2013).
Com relagdo a atividade locomotora, resultados semelhantes ao nosso, para administracéo
cronica de fluoxetina, ndo sdo de nosso conhecimento. Por outro lado, estudos que nao
observaram diferenca entre os grupos estudados (DULAWA et al., 2004; MCAVOY et al.,
2015) ou que encontraram diminuicdo na locomocdo (GRIEBEL et al., 1999; SILVA,
ALVES e SANTAREM, 1999; BAEK, PARK e HAN, 2015) estdo disponiveis na literatura.

O aumento na atividade locomotora e no comportamento relacionado a ansiedade
observado pelo presente estudo pode ser explicado em diferentes niveis. Alteracdes nos
sistemas de neurotransmissdo, por exemplo, aparecem como fortes candidatos (LIPPERT et
al., 2020). Apesar de a fluoxetina atuar sobre o transportador de serotonina, o SERT, estudos
ja demonstraram que a administracdo cronica desse farmaco pode afetar outros componentes
do sistema serotoninérgico e de outros neurotransmissores de maneira indireta (HRDINA e
VU, 1993; PENTTILA et al., 2004; AMPUERO et al., 2010; FARLEY et al., 2012;
KOBAYASHI et al., 2012; MUSAZZI et al., 2013; O'CONNOR et al., 2013; SHUTO et al.,
2020; HEINRICH et al., 2021). Um estudo pioneiro desenvolvido por Hrdina e Vu (1993),
por exemplo, relatou que a administracdo cronica de fluoxetina influencia a expressao do
receptor 5ht2a em diferentes regides do encéfalo — subtipo cuja ativacdo esta relacionada a
locomogdo (HRDINA e VU, 1993; LIU ¢ JORDAN, 2005; SLAWINSKA e JORDAN, 2019).
Os subtipos 5-HT1a € 5-HT; também estdo associados ao comportamento emocional e a
atividade locomotora (HRDINA e VU, 1993; LIU e JORDAN, 2005; SELAWINSKA e
JORDAN, 2019). No entanto, ndo é de nosso conhecimento artigos que facam associagdo
desses receptores a acdo da fluoxetina.

Com relagéo ao presente estudo, n06s observamos aumento na expressdo dos receptores
5htla e 5ht2a no grupo controle apos a administracdo cronica de fluoxetina quando o tronco
cerebral foi avaliado. Além disso, houve aumento na expressdo de Bdnf e de Tph2. Esses
resultados podem ser explicados pela interagdo que o BDNF tem com o sistema

serotoninérgico no cérebro por meio de mecanismos de feedback — engajados na
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autorregulacdo do complexo envolvendo o sistema 5-HT e fatores neurotréficos (POPOVA,
ILCHIBAEVA e NAUMENKO, 2017). O BDNF estimula o crescimento de neurénios 5-HT
e influencia a expressao de genes-chave do sistema serotoninérgico no cérebro — aqueles que
codificam a TPH2 e os receptores 5-HT;ao e 5-HT,a (POPOVA, ILCHIBAEVA e
NAUMENKO, 2017). O 5-HT, por sua vez, afeta a expressdao de genes que controlam o
BDNF em estruturas cerebrais (POPOVA, ILCHIBAEVA e NAUMENKO, 2017). Por
exemplo, o aumento na expressdo de Bdnf, na cultura de células do ndcleo da rafe, foi
acompanhado pela expressdo elevada de 5htla e 5ht2a, como revisado por Popova, lichibaeva
e Naumenko (2017). Com relacdo a TPH2, um estudo semelhante ao nosso, que administrou
fluoxetina na dose de 25 mg/kg de peso, via oral, durante 14 dias, observou diminuicdo na
expressao de Tph2 no tronco cerebral quando ratos Wistar (entre 200-220 g) foram
eutanasiados vinte e quatro horas depois da ultima dose (DYGALO et al., 2006). Apesar
disso, a administragdo cronica de fluoxetina aumentou o comportamento relacionado a
ansiedade no labirinto elevado em cruz, resultado similar ao nosso (DYGALO et al., 2006).

No grupo hiperlipidico, por outro lado, a administracdo cronica de fluoxetina
influenciou apenas a expressdo de Tph2. Houve aumento no grupo HHF quando comparado
ao grupo HHS. Esses resultados sugerem, portanto, que o aumento na locomogao observado
foi influenciado por outros fatores. E sabido, por exemplo, que a fluoxetina influencia de
maneira indireta alguns componentes do sistema dopaminérgico, como, por exemplo, a
concentracio de dopamina extracelular e a densidade dos receptores D1 e D2 (PENTTILA et
al., 2004; KOBAYASHI et al., 2012; SHUTO et al., 2020). Por fim, alguns componentes do
sistema glutamatérgico, como, por exemplo, a densidade dos transportadores vesicular de
glutamato (VLUG1 e VLUG3) e a expressdo de subunidades (GluA4, NR1, NR2A, NR2B,
GluR1 e GIuR2) de seus receptores (AMPA, mGlu, NMDA) também sdo afetados pela acéo
desse farmaco (AMPUERO et al., 2010; FARLEY et al., 2012; MUSAZZI et al., 2013;
O'CONNOR et al., 2013; HEINRICH et al., 2021). Ambos os sistemas de neurotransmissao
estdo associados a atividade locomotora.

Além disso, a administracdo de fluoxetina aumentou a expressao de 116 no grupo
controle e diminuiu no grupo hiperlipidico. Como foi dito anteriormente a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6, estd associada a resposta do sistema imune ao
estresse. Portanto, nossos resultados sugerem que o tratamento crénico com esse ISRS levou a
inflamacdo no grupo controle e ajudou a amenizar o efeito da dieta no grupo hiperlipidico.
Similarmente ao observado no CTRF, Kubera e colaboradores (2000) revelaram aumento na

producdo de IL-6 no grupo fluoxetina (na dose de 10 mg/kg, durante 4 semanas, via i.p.)
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quando comparado ao grupo salina (KUBERA et al., 2000). O estudo conduzido por Zavvari,
Nahavandi e Goudarzi (2020), por sua vez, ndo observou diferengca na concentracao
plasmatica de IL-6 apds a administracdo crénica de fluoxetina (na dose de 18 mg/kg, durante
24 dias, via oral) (ZAVVARI, NAHAVANDI e GOUDARZI, 2020). Chiu e colaboradores
(2021) também ndo encontraram diferenca entre os grupos controle e fluoxetina (ha dose de
10 mg/kg, durante quatro semanas, via i.p.) quando a expresséo de IL-6 foi avaliada no tecido
adiposo epididimal (CHIU et al., 2021). Com relacdo a diminuicéo de 116 observada no grupo
HHF, o estudo liderado por Chiu (2021) revelou que a administracdo cronica de fluoxetina (na
dose de 10 mg/kg, durante quatro semanas, via i.p.) em animais adultos, expostos previamente
a dieta hiperlipidica da oitava a vigésima semana pos-natal, diminuiu a expressao de 116 no
tecido adiposo epididimal (CHIU et al., 2021). A pesquisa conduzida por Gao e colaboradores
(2021), por sua vez, avaliou o efeito da fluoxetina sobre a producdo de IL-6 em animais
adultos expostos a dieta hiperlipidica (HFD) e ao estresse cronico leve imprevisivel (CUMS —
modelo para a avaliacdo do comportamento relacionado a depressao) em conjunto. O grupo
HFD + CUMS que recebeu fluoxetina (na dose de 20 mg/kg, durante uma semana) apresentou
diminuicdo na expressao de 116 no hipocampo (GAO et al., 2021).

Por fim, o estudo conduzido por Alboni e colaboradores (2016) também revelou
resultado curioso quando a resposta inflamatoria a fluoxetina foi avaliada em diferentes tipos
de ambiente (ALBONI et al., 2016). De maneira resumida, camundongos C57BL/6 foram
expostos ao estresse (modelo para avaliagdo do comportamento relacionado a depressao)
durante duas semanas (ALBONI et al., 2016). Ao final desse periodo, os animais foram
divididos entre trés tipos de ambiente (padrdo, estressante e enriquecido) e foram tratados
com veiculo ou fluoxetina durante trés semanas (ALBONI et al., 2016). As solucdes foram
preparadas de acordo com o peso do camundongo e com o consumo de agua a fim de fornecer
uma ingestdo diaria média de 30 mg/kg (ALBONI et al., 2016). Enguanto o grupo exposto ao
ambiente padrédo revelou diminuicdo na expressdo de 116 em células CD11b+ ap6s a oferta de
fluoxetina; o grupo submetido ao ambiente estressante apresentou aumento (ALBONI et al.,
2016). Além disso, ndo foi observada diferenca para o grupo exposto ao ambiente enriquecido
(ALBONI et al., 2016). Esses resultados nos ajudam a sugerir que o tipo de dieta ofertada
durante a gestacdo e a lactacdo pode influenciar a maneira como a prole responde a
administracdo crénica de fluoxetina. Os mecanismos por tras dessas alteracGes antagénicas,
no entanto, ainda precisam ser investigados.

Em estudo anterior de nosso grupo de pesquisa, o efeito que a administragcdo aguda de

fluoxetina, nas doses de 1 e 10 mg/kg de peso, tem sobre 0 comportamento foi avaliado para
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animais expostos a duas dietas hiperlipidicas durante a gestacéo e a lactacdo (CAVALCANTI
et al., 2021). Houve diminui¢do no nimero de quadrantes invadidos — pardmetro analogo a
distancia percorrida — e no tempo gasto em rearing no grupo hiperlipidico/isocalorico
(CAVALCANTI et al., 2021). Além disso, a maior dose reduziu o tempo gasto em rearing no
grupo hiperlipidico/hipercaldrico. Portanto, esses resultados nos mostram que a sensibilidade
a administracdo aguda de fluoxetina também néo foi reduzida no grupo hiperlipidico.

Em consonancia com a manutencdo da sensibilidade a fluoxetina, o grupo HHF
apresentou diminuicdo no tempo e na porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LEC
quando comparado ao grupo CTRF, o que sugere aumento no comportamento emocional. Em
outras palavras, o grupo HH que recebeu fluoxetina respondeu normalmente a administracao
crénica do farmaco. Artigos que associem dieta hiperlipidica materna ao tratamento
farmacoldgico pos-desmame ndo sdo de nosso conhecimento. Apesar disso, em um estudo
conduzido por Zemdegs e colaboradores (2016), o efeito que a dieta hiperlipidica tem sobre o
comportamento relacionado a ansiedade foi avaliado quando a oferta ocorreu no periodo p6s-
desmame (ZEMDEGS et al., 2016). Ademais, um inibidor seletivo de recaptacdo de
serotonina, o escitalopran, foi administrado de maneira crbénica na tentativa de amenizar os
efeitos da dieta (ZEMDEGS et al., 2016). Os autores observaram que o grupo hiperlipidico-
escitalopran apresentou aumento na emocionalidade quando comparado ao grupo controle-
escitalopran (ZEMDEGS et al., 2016). Houve diminui¢do no nimero de entradas e no tempo
de permanéncia na area central do campo aberto (ZEMDEGS et al., 2016).

Em suma, os resultados acima demonstram que a dieta, quando ofertada nos periodos
de gestacdo e lactacdo, ndo diminuiu a responsividade do sistema serotoninérgico da prole
adulto-jovem em testes comportamentais relacionados a ansiedade-estado.
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7.2 Resveratrol

A exposicdo materna a dieta hiperlipidica/hipercalérica influenciou o peso corporal e 0
eixo longitudinal dos filhotes no final da lactacdo. O grupo HH apresentou aumento no peso
corporal e no eixo longitudinal no PND21. Com relacdo aos testes comportamentais, a
exposicdo materna a dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactagdo influenciou o
comportamento emocional apenas quando o labirinto elevado em cruz foi avaliado. O grupo
HHE passou mais tempo e maior porcentagem de tempo na area central do que o grupo
CTRE. No entanto, essa diferenca foi perdida quando o resveratrol foi ofertado para o grupo
HH.

O peso corporal e o eixo longitudinal dos filhotes de mées HH e CTR foram avaliados
durante as trés semanas de lactacdo e no periodo pos-desmame. No PND1, ndo houve
diferenca entre os grupos avaliados. Cavalcanti e colaboradores (2021) também néo
observaram diferenca entre os grupos hiperlipidicos e o controle um dia ap6s o nascimento.
De acordo com Sasaki e colaboradores SASAKI et al. (2013), a similaridade existente entre
0S pesos corporais dos grupos experimentais ao nascimento sugere que o protocolo utilizado
ndo envolve restricdo proteica. No final da lactacao, filhotes do grupo HH apresentaram maior
peso corporal e maior eixo longitudinal do que filhotes do grupo CTR. Estudos similares
também encontraram aumento no peso corporal para o grupo HH ao final da terceira semana
de lactacdo (OLIVEIRA et al., 2018; CADENA-BURBANO et al., 2019; CAVALCANTI et
al., 2021). Outros trabalhos, no entanto, ndo revelaram diferenca (GIRIKO et al., 2013;
BALSEVICH et al., 2016) para o peso corporal ou observaram diminui¢éo para o grupo HH
(MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Com relagdo ao comprimento, 0 aumento encontrado
para 0 PND21, também foi observado por outros trabalhos (OLIVEIRA et al., 2018;
CADENA-BURBANO et al., 2019). Os estudos conduzidos por Soares (2009) e por Mendes-
da-Silva (2014), por outro lado, observaram diminui¢do no eixo longitudinal em diferentes
pontos da lactacdo (SOARES et al., 2009; MENDES-DA-SILVA et al., 2014).

O maior tamanho (peso e comprimento) observado pelo presente estudo pode estar
relacionado a composi¢do do leite materno. Protocolos que ofertaram dieta rica em gordura
durante a gestacdo e a lactacdo relataram aumento na quantidade de lipidico total presente no
leite materno (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997; PURCELL et al., 2011)
e aumento no volume de leite produzido por dia (DEL PRADO, DELGADO e
VILLALPANDO, 1997). Além disso, a exposi¢do dos filhotes & dieta materna também pode

ter influenciado o peso corporal. Segundo Doerflinger e colaboradores, os filhotes expostos a
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dieta materna rica em gordura e em caloria iniciaram a ingestdo de alimentos so6lidos um dia
antes dos filhotes expostos a dieta controle (DOERFLINGER e SWITHERS, 2004).

Com relagéo ao peso corporal e ao eixo longitudinal pos-desmame/pré-tratamento, nao
houve diferenca entre os grupos estudados. Resultados semelhantes foram observados em
outros trabalhos com dietas também ricas em lipidios (SASAKI et al., 2013; SASAKI et al.,
2014; BALSEVICH et al., 2016). Segundo Sasaki e colaboradores, a semelhanca entre os
pesos dos grupos hiperlipidico e controle durante o periodo pds-desmame implica que a
diferenca observada no periodo de lactacdo pode ser atribuida a exposi¢cdo materna em si
(SASAKI et al., 2013; SASAKI et al., 2014). O peso corporal também néo foi diferente entre
0S grupos durante as semanas de oferta de resveratrol (92 — 112 semanas). De maneira
semelhante, a equipe liderada por Ge (2016) também nao encontrou diferenca entre 0s grupos
quando o resveratrol foi administrado na dose de 15 mg/kg de peso, via intragastrica (GE et
al., 2016). Franco e colaboradores (2016), por sua vez, também ndo revelaram diferenca entre
0s grupos quando resveratrol foi ofertado na dose de 30 mg/kg de peso, via gavagem. E
interessante ressaltar que esse trabalho avaliou o efeito da nutricdo materna — a dieta foi
ofertada antes do acasalamento e nos periodos de gestacdo e lactacdo (FRANCO et al., 2016).
No estudo de Yu e colaboradores (2019a), por outro lado, a oferta de resveratrol (5 mg/kg de
peso) durante dois meses diminuiu o peso corporal do grupo exposto a dieta hiperlipidica
antes do acasalamento e durante os periodos de gestacdo, lactacdo e pos-desmame quando
comparado ao seu controle. Essa dissonancia em relacdo ao nosso trabalho pode estar
associada ao menor tempo de exposi¢do ao resveratrol, que foi apenas de duas semanas.
Similarmente, o estudo conduzido por Liu (2019) também observou menor peso para 0 grupo
que recebeu resveratrol na dose de 20 mg/kg de peso durante 14 dias, via i.p. (LIU et al.,
2019). Nesse caso, a diferenca pode estar relacionada a via de administracdo e a dose utilizada
pelo presente estudo (entre 6,5 e 7,2 mg/kg de peso).

Quanto aos testes comportamentais, foram avaliados o campo aberto, o staircase e o
labirinto elevado em cruz — catorze dias depois do inicio do tratamento com resveratrol. Esses
trés testes avaliam o comportamento relacionado a ansiedade-estado (GRIEBEL et al., 1993;
CLEMENT et al., 2007; ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015)
caracterizado como: estado emocional passageiro, de intensidade variavel, experimentado em
um momento particular do tempo (ANDRADE e GORENSTEIN, 1998; GAMA et al., 2008).
Apenas o labirinto elevado em cruz indicou efeito da exposicdo materna a dieta hiperlipidica

sobre o comportamento emocional da prole.
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No labirinto elevado em cruz, o tempo e a porcentagem de tempo na &rea central
foram maiores para o grupo HHE quando comparado ao grupo CTRE, 0 que sugere aumento
no comportamento relacionado a ansiedade. Com relacdo a atividade locomotora, nés nédo
observamos diferenca entre os grupos experimentais. O estudo liderado por Clement (2007)
propbe que o comportamento emocional pode ser dividido em quatro componentes: o
comportamento relacionado a ansiedade induzido pela novidade, a atividade geral, o
comportamento exploratorio e a tomada de decisdo (CLEMENT et al., 2007). Portanto, o
aumento no tempo e na porcentagem de tempo gasto na area central — regido utilizada,
segundo os autores, para tomar decisGes e associada a aversdo a novidade — indica que a
exposicdo materna a dieta hiperlipidica influenciou um dos componentes que caracteriza o
comportamento emocional (CLEMENT et al., 2007). Além disso, a analise de componentes
principais do labirinto em cruz, conduzida por Carola e colaboradores (2002), revelou que o
tempo gasto na area central estd associado a exploragdo ndo “ansiosa” quando diminui —
resultado oposto ao encontrado pelo presente estudo.

Com relacdo ao efeito da dieta, resultados semelhantes aos nossos — em que houve
aumento no comportamento emocional no LEC — foram encontrados por outros estudos
(JOHNSON, VAN JAARSVELD e WARDLE, 2011; SASAKI et al., 2013; GLENDINING,
FISHER e JASONI, 2018; BAYANDOR et al., 2019; SOUTO et al., 2020). Além disso, em
alguns trabalhos esse aumento foi observado em outros testes comportamentais, como, por
exemplo, a caixa de transi¢do claro-escuro, 0 campo aberto e o teste de neofobia alimentar
(PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; SASAKI et al., 2013; KANG et al.,
2014; PAGE, JONES e ANDAY, 2014; CAVALCANTI et al., 2021). Uma série de estudos,
por outro lado, ndo revelou diferenca entre os grupos controle e hiperlipidico (GIRIKO et al.,
2013; JANTHAKHIN et al., 2017; BERRY et al., 2018; CADENA-BURBANO et al., 2019;
ZIEBA et al., 2019; LIPPERT et al., 2020). Por fim, alguns trabalhos demonstraram que o
resultado comportamental depende do sexo e da idade do animal avaliado (SASAKI et al.,
2013; KANG et al., 2014; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016; LIPPERT et al.,
2020; GAWLINSKA et al., 2021). Tais resultados sugerem que as caracteristicas do
protocolo experimental adotado, como tempo de exposicdo a dieta e idade do animal
submetido ao teste podem influenciar os resultados encontrados.

Ao considerarmos a atividade locomotora, inimeros estudos também n&o encontraram
efeito da exposicdo materna a dieta hiperlipidica (NAEF et al., 2008; NAEF et al., 2011,
PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; GIRIKO et al., 2013; SASAKI et al.,
2013; LIN et al., 2015; PELEG-RAIBSTEIN et al., 2016; GRISSOM, GEORGE e REYES,
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2017; JANTHAKHIN et al., 2017; SASAKI, MCGOWAN e ERB, 2018; SARKER et al.,
2019; ZIEBA et al., 2019; GAWLINSKA et al., 2020; GAWLINSKI et al., 2020; SOUTO et
al., 2020). No entanto, 0 aumento e a diminuicdo também ja foram reportados (RAYGADA,
CHO e HILAKIVI-CLARKE, 1998; TOZUKA et al., 2010; KANG et al., 2014; PAGE,
JONES e ANDAY, 2014; BALSEVICH et al., 2016; YAN et al., 2017; LIPPERT et al.,
2020; CAVALCANTI et al., 2021; ROCHA-GOMES et al., 2021). Como as metodologias
utilizadas foram muito diferentes, ndo foi possivel agrupar os resultados de acordo com
alguma caracteristica especifica dos trabalhos.

A influéncia que a exposicdo materna a dieta hiperlipidica tem sobre o comportamento
emocional pode estar relacionado a um conjunto de diferentes fatores (SASAKI et al., 2013;
KANG et al., 2014; PRIOR et al., 2014; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016).
Como exemplo, podemos citar: exacerbacdo do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA);
aumento na expressdo de receptores mineralocorticoides e glicocorticoides em diferentes
regides do encéfalo; expressdo aumentada de fatores pré-inflamatdrios; exposicao elevada a
leptina; niveis reduzidos dos principais endocanabindides e alteracdo na expressdo dos
receptores GABAEérgico e serotoninérgicos no encéfalo (SASAKI et al., 2013; KANG et al.,
2014; PRIOR et al., 2014; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016).

Quando observamos o efeito da oferta do polifenol, os grupos que consumiram
resveratrol (CTRR e HHR) nédo foram diferentes de seus respectivos controles (CTRE e
HHE). De maneira semelhante para o grupo controle, o estudo conduzido por Hu e
colaboradores (2016) ndo encontrou diferenca para 0 comportamento relacionado a ansiedade
entre os grupos salina-veiculo e salina-resveratrol (90 mg/kg de peso, durante 22 dias, via s.c.)
em um modelo de abstinéncia (HU et al., 2016). Ademais, Liu e colaboradores (2019)
também nado observaram diferenca para o0 comportamento emocional entre os grupos controle-
veiculo e controle-resveratrol (20 mg/kg de peso, durante 14 dias, via i.p.) em ratas ndo
ovariectomizadas (LIU et al., 2019). Os demais estudos ndo administraram resveratrol no
grupo controle.

Com relacdo a resposta do grupo exposto a determinado insulto ambiental sobre o
comportamento, o resultado dependeu da dose de resveratrol administrada de maneira crénica
(Lletal., 2018; YU et al., 2019a; ZHU et al., 2019). Por exemplo, 0 modelo de sensibilizacéo
dependente do tempo (TDS), que mimetiza o transtorno de estresse pos-traumatico, revelou
diferenga entre os grupos veiculo-TDS e resveratrol-TDS nas doses de 20 e 40 mg/kg de peso
(LI et al., 2018). Resveratrol na dose de 10 mg/kg de peso, por outro lado, ndo apresentou

efeito sobre o comportamento (LI et al., 2018). Hu e colaboradores (2016), por sua vez,
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também observaram diminui¢cdo na emocionalidade quando o grupo Cocaina-resveratrol (na
dose de 90 mg/kg de peso) foi comparado ao Cocaina-veiculo (HU et al., 2016). Outros
estudos também encontraram diminui¢do no comportamento relacionado a ansiedade quando
0 grupo previamente exposto ao insulto escolhido foi associado ao resveratrol nas doses de 5
mg/kg (ZHU et al., 2019); 10 mg/kg (REDDY et al., 2016; ZHU et al., 2019), 15 mg/kg (GE
et al., 2016), 20 mg/kg (LIU et al., 2019; YU et al., 2019a) e 40 mg/kg de peso (YU et al.,
2019b; LV et al., 2021). Por fim, os estudos de Yu (2019a) e Zhu (2019) ndo encontraram
efeito do resveratrol sobre o comportamento emocional nas doses de 10 mg/ kg e 2,5 mg/kg
de peso, respectivamente (YU et al., 2019b; ZHU et al., 2019).

O Unico estudo que associou nutricdo materna e tratamento com polifenol pds-
desmame ndo avaliou o comportamento emocional na prole (FRANCO et al., 2016). Na
verdade, o objetivo foi avaliar o efeito resveratrol no periodo pds-desmame sobre o peso
corporal, a ingestdo alimentar e a leptinemia com altera¢6es na sinalizagdo central da leptina,
em ratos expostos a dieta hiperlipidica materna (FRANCO et al., 2016). O tratamento com
resveratrol diminuiu adiposidade, evitou o aumento da leptinemia e melhrou a sinalizacao de
leptina (FRANCO et al., 2016).

Como néo houve diferenga entre os animais HHE e HHR, demonstramos que a oferta
cronica de resveratrol suprimiu 0 aumento observado para o comportamento relacionado a
ansiedade no grupo HHE. Isso porgue o tempo e a porcentagem de tempo de permanéncia na
area central do labirinto elevado em cruz ndo foram diferentes entre os grupos HHR e CTRR.
Esse efeito pode estar relacionado ao eixo HPA — o que inclui a diminuicdo no nivel sérico de
corticosterona —, associado a diminuicdo na expressao de fatores de transcricdo e pro-
inflamatorios e a alteragcdes nos sistemas dopaminérgico, endocanabindide, GABAérgico e
serotoninérgico (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; RAMIREZ-LOPEZ et
al., 2015). Além disso, esse resultado reafirma que ndo houve perda de sensibilidade do grupo
exposto a dieta hiperlipidica durante a gestacao e a lactacéo.

Em suma, a exposicdo materna a dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacao
levou ao aumento no comportamento relacionado a ansiedade, enquanto a oferta crénica de

resveratrol ajudou a resgatar esse comportamento no grupo HHR.
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8 Consideracdes finais

8.1 Fluoxetina

A exposicdo a dieta hiperlipidica/hipercalérica ndo influenciou o comportamento
animal quando comparada a dieta controle. Apesar disso, a nutricio materna levou ao
aumento na expressdo de 116 no tronco cerebral, o que indica inflamagdo no grupo
hiperlipidico. Por isso, seria interessante avaliar se essa expressao elevada de 116 influencia o
desempenho animal em outros aparatos, como, por exemplo, o teste de enterrar bolinhas e o
paradigma da exploracao livre, ou em outros tipos de comportamento, como 0 associado a
depressdo. Com relagdo ao farmaco, ratos adulto-jovens do grupo controle responderam a
administracdo cronica de fluoxetina (10 mg/kg) apenas quando o campo aberto foi avaliado.
O grupo CTRF apresentou hiperatividade e aumento no comportamento relacionado a
ansiedade quando comparado ao grupo CTRS. Por sua vez, em ratos adulto-jovens do grupo
hiperlipidico/hipercal6rico, a administracdo de fluoxetina levou a hiperatividade e ao
comportamento relacionado a ansiedade nos trés aparatos avaliados. Esses resultados indicam
que a sensibilidade do sistema serotoninérgico do grupo hiperlipidico foi mantida para testes
comportamentais relacionados a ansiedade-estado. Além disso, 0 aumento na locomogéo e no
comportamento emocional pode estar associado a expressao elevada dos receptores Shtla e
5ht2a no grupo controle. Com relacdo ao grupo hiperlipidico, outras vias podem estar
associadas. Juntos, esses resultados refutam a nossa hipdtese parcialmente, visto que a
exposicdo materna a dieta hiperlipidica ndo influenciou o comportamento da prole, e a
administragdo cronica de fluoxetina aumentou a atividade locomotora e 0 comportamento

relacionado a ansiedade.

8.2 Resveratrol

A oferta de dieta hiperlipidica/hipercal6rica durante os periodos de gestacdo e de
lactacdo levou ao aumento no comportamento relacionado & ansiedade no labirinto elevado
em cruz. Com relacdo a oferta de polifenol, o comportamento dos grupos controle e
hiperlipidico que receberam resveratrol (entre 5,7 e 6,2 mg/kg de peso) foi diferente dos
grupos que receberam etanol. Apesar disso, o resveratrol ajudou a recuperar 0 comportamento
emocional do grupo hiperlipidico/hipercalorico quando comparado ao grupo controle. Juntos,
esses resultados corroboram a nossa hipotese, visto que a nutricdo materna aumentou o
comportamento relacionado a ansiedade da prole, enquanto a oferta de resveratrol ajudou a

recuperé-lo.
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changes can be reflected in emobionall behaviar [5,5].

Some studies have shown that a maternal high-fat diet can either
increase or decrease offspring andety-like behavior [7-5]. These dis-
crepancies in resulis may be related to the differences in perind and
duration of maternal exposure o diet, offspring evaluatdon (age) and
apparatus used [4,10). Maoreover, the high-far diets used are not fully
standardized among published studies [5,10], nor did we find either
studies that distinguished berween the effects of fat from calone incake
an emotional bebawior or studies that differentared between the effect
af maternal diet on state-anxiety or trait-anxiecy. In fact, shadies chat
amnalyze these two types of anxiety are rare [11]. State-anxiety refers toa
iransient emotional state, of variable intensity, ecperenced at a
partimalar moment in time [12]. Trait ancety, on the other hand, is
relatively stable ower time and is a personal irait of the individual, which
leads it to respond to stressful sitsarions with anxdery [12].

Finally, since the seroinnergic system may be associated with
emational behavior, studies evaluaring the influence of kigh-far diet on
SETGICNErgIc receptars responsiveness are important. Some studies have
already shown, for example, that a post-weaning high-fat diet § d

Bchmsonrod Bram Resnonch S008 (20000 TERR4T

resistance to flucaetine and escitalopram  admindstration [12,14].
Mevertheless, the influence that maternal exposure to high-fat diet o
an the responsiveness of the serotonergic sysiem of the offspring is not
yei clear. Thus, we evalssted the influemce of two maternal kigh-fat
diets with different caloric content on both state and trait anxiety and
an the responsiveness of the serobonergic system o aoste flsoxetine in

the young-adult offspring.
2. Material and methods

The experimental protoccd was approved by the Erhics Committes in
Animal Experimentation of Bioscenoes Center of the Federal Undversity
af Pernambuca, Brazil (UFPE) (process no 23076 049825,/201 5-39) and
followed the Guide for the Care and Use of Laboratory Andmals [15].

21, Amiwalc

Fomty-thres virgin female albino Wistar rats (Ratus norvegicuc) aged
SH-120, weighing 220250 g, were obtained from the Department of
Mutritian, 2t UFPE. Animals were maintained on a 12h:12 h Hghe-dark
eycle (lights off 200 am - E00pm] at & reom temperature of 23 = 2
o with ad libinim access 1o food and filtered water. The females were
mated in a matio of 1. The day on which spermatozoa were present in
vaginal smear was designated as day 0 of pregnancy. Pregnant dams
were immediately howsed individwally and were divided into one of
thmee growups according oo diet received during pregnancy and lactarion:
Contral (CTR, n = 17}, high-@t/high-caloric (HH, n = 14) ar highfat/
isocalorie (HL n o= 120

On postnatal day 1 (PRD1), the lirters were adjusted o sight pups
with at beast owo females always inchsded in each Hiter. At the PHD2E
pups were ssparated from thedr mothers and kept together (24 males
per cage) unill the end of the experiments. After weandng, all andmals
recelved the same standard andmal diet (Presence - Purina &, Brazill For
ithe: experimental procedures, only male pups were considered. Female
affspring's were wsed in another experiment right afier weaning. The
body weight of the pups was measured on postnaal day 1 and every twao
days until PRDI. After weaning, body weight was assesced weekly for
three conseutive weeks (animals aged 9-11 weeks).

L2 Diers

Three different maternal disis were used: Contral diet (19 % Keal
from probein, 18 % Kcal from lpid, 3,60 keal/g), proposed by Reeves,
Miedsen [10], and two experimental bigh-fat diets: High- Gt/ High-ralaric
{1% % Kral from protein, 51 % Kol from bHpid, 482 keal/g) and
High-fat/isocaloric (19 % Kcal from protein, 51 % Keal from lipid, 3.64
Kealsg) [17]. Diets composition is shown in Table 1.
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2.3 Acure pharmaceloghal adedaicranion

Each group formed by maternal diet was divided ino three sub-
groups according to acuie pharmacological administration  that
offspring received. Administration was always acute, between 53 0am oo
10cli0am, ihirty minutes before behavioral test performed in the 9, 10
and 11" weeks of life. A period of one week was used to allow the drug
to washowt. Time of applications was defined according 1o Hghrdark
cycle transition, sinee the peak of seromnin in plasma and im the by
pothalams ocours two hours after lights off [14]. Twao doses of fluo-
etine were used, a well-estahblished dose [19] and a non=explored dose.
Giroups were subdivided as fiolbowed:

= Vehicle: animals recedved intrapericoneal saline solution (Nal 0%
%) in the volume of 1 mL 7 100 g of body weight

» Flupxetine 1 mg: animals received intraperiionenl flsoxetine sols
tbon dose at 1 mg/kg of body weight in the valume of 1 mL £ 100 g of
body weight.

» Fluoxetine 10 mg: animals received inmperitoneal fluocerine sols
tion dose ar 10 mgrkg of body wedght in the wolume of 1 mL 7 100 g
af body weighe [19].

Z.4. Experimensal deckgn

Considering the two manipulatioos {matermal diet and acute phar-

macological admindstration in the affspring), mine experimental groups
were farmed. Information abowt groups and pumber of animals can be
observed im Table 2

2.5 Behavioral dests

Behavioral tests were performed berween the Sth and 11th weeks of

Tabde
Esgeevasteenlidl fronip
Dt /Dy Vehich Flmasetire 1 my ~ Fluoceties 10:myg
‘Conbml CVin=13) 1 (= 13) 0 fn = 14}
Hagh-fai iy h-callaric HHV (n= 11} HHI [m= 11) HHI0 {n = 10F
Hagh-fag/ Incralonc HIY (=113 HIL {n = ) HID
tn= 10§
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life. Each andmal was evaluated in ane test per week being exposed to
the apparans anly cnce. All tests were performed and filmed during the
dark phase of the light/dark cycle, thinty minutes after drsg adminis-
trarion. Betwesn filming, sach apparats was cleaned o eliminate odars
that could influence behavior of the following animal. At the end of the
experiments, all widens were renamed 10 avoid biases in analysis. Videos
were blinded-analyzed using a digital counter developed by the research
group. Fig. 1 shows a summary of all experimental procedures

251, Open field test

The open field apparas consists of a wooden dark circular field (a1
m) covered by EVA, delimited by walls of 30 om in height [20]. To
facilitate amblence, animals were moved io the behawioral analysis
room 1 b before pest. At the end of this period, sach animal received an
intraperitoneal injecton of drug amd retumed to cage Half an hour
later, redent was placed oo central area of fisld and allowed 1o move
freely for 15 min. Hat behavior was continsously recorded in dark by a
digital infrared camera placed over the apparates. Mumbers of fecal boli
were counted at the end of filming. The following spatiotemporal and
ethalogical parameters were evaluated off-lines 1) iotal number of
quadrants entered by the animal with all four paws - two straight lines
{1 m} perpendicular to each cther were drawn to form four quadrants
af equal aregs; 2) mumber of central entries and 3) tme spent in central
aren — defined by a cirde with an approximate area of 0.1 1xom, and 4)

time spent in grooming and rearing.

252 FHevared plus-mase test

The elevated plus-maze apparatus was made of woosden and elevated
it hedght of 500om with two open (30 = 10 cm) and closed armes (50 = 10
« 40 em]), connected by a central area (10 » 10 cm). To reduce the
jpossihility of accidents, explomtion of the open anms was encouraged by
ithe inchasion of slight edge {1 cm) around their perimeter. In addition,
surface of all the amms was covered by EVA. To facilimte ambience,
animals were moved to the behavioral analysis room 1 h before iese At
ithe ened of this period, sach animal received an intraperitoneal injection
af dneg and returned tocage. Half an howr later, the rodent was placed in
central area, facing one of the open ams and allowed 1o move freely for
5 min A red 15wait light, positioned above the ceniral area, was kept
an during experiment. Rat bebavior was continsously recorded by an
infrared imaging system placed abowe the apparatus. The following
spatiotemporal and ethological parameters were evahsated off-line 1)
number of total ames entries; 2) number and percentage of open and
closed arms entries; 3) percentage of dme () spent in open and closed
arms and in the central area; 4) attempts ta approach open armes; 5) time
spent in grooming, kead-dipping (in unprotected or protected areas) and
rearing.

Bchaviorod Bran Bosnorch $09 (20500 TERRET

2513, Free-explorarory paradige st

Thee fres-exploratory apparans consists of 3 wooden box divided into
two equal receangular parts, a familiar area and a novel area, each of
‘which is subdivided into three squal square exploratory wnics (20 x 20 x
40 em), incercomnected by small openings (10 = 10 cm) [21]. The rwo
halves were separated by a remavable partition and the floor was pro-
tected by EVA. Twenty-four hours before testing, each animal was
paced in familiar side and left there wntil the test time, 1 become:
familiarized with it. The familiar area had food and water ad ks and
the fioor was covered by sterilized wood. At the end of this period, each
animal recefved an intraperitoneal injection of drug and returmed 1o the:
familiar aren of the apparans. Halfthowr later, the partidon was
remanved, and the animal could freely explore the entire apparatus area
fior 15 min. The apparatus was kept in the rat homeroom and recording
was made im the dark by a digital infrared camera placed over the
apparatus. Twenty-four-howr food consumption was also registered. The
fallowing spatiotemporal and ethological parameters were evalusied
offlines 1) total pumbser of units emtered; 2) percentage of wnits entries
in novel and familiar areas; 3) percentage of dme spent inonowvel and
familiar areas; 4) latency io enter the movel area; 5) time in rearing in
familiar and novel areas.

2 Sanstical anslyss

The Kaolmogorow—Smirnov test was performed to determine if the

analyzed using the twosway repeared measures ANOVA (dier x age),
fallowed by the Tukey's post hoe pest. Body weight during the weeks of
the behavioral tests (aged 9-11 weeks) was analyzed by the twosway
ANOVA test (diet x drag), followed by Tukey's post boc test. As each
bebavioral test was performed at different age, spatiobemporal and
ethological parameters of cpen-field, elevated plus-maze, and free-
exploracory paradigm tests were analyzed by the owo-way ANOVA st
[diet x drug), follmwed by the Tukey™s post hoo test. All data are pre-
sented as mean = S.EM. Significance was always set at p < 0.05, Data
analysss were performied using GraphPad Prism &8 (GraphPad Software
Inc., La Jella, CA, USA).

1. Results

4.1, Evaluation of effspring

When body welght was analyzed during lactation, owo-way BM
ANOVA showed effect of age [F{10, 890) = 3.51; p < 0.0001] and
Interaction between fctors [F{20, 890) = 5.904; p < 000001 ]. There was
no effect of macernal diet [F{2,89) = 2.25; p = (L114]. HH pups were
heawier than CTR paps at PND21 (p < 0.01)1 In addition, HH pups were:

Acuic

paanmEcelog el
edmind suatken
8y Lo
. E -
Gestation = Lactation == oh I qh
]
| Canerol dist
[ High-favHigh-caloric dict Standard diet
High-fatlsocaloric diet
(OF EPM FEP
Fig. 1. Expesi . Serie. M | it s iprakined] diirisg and 1 ion. Dfpeing wese divided inlo Bas growps eeondisg 10 acae

LR T .

PHD = §

i admink dved ar %, 10 and 11 wecks of lifi Viehiele, Fl

1 o o Flunsetise 10 sy, Esek Behavionl nest was nealized

| dery; OF = open field; EFM = elevated plus-mize; FEP = fnoe explomaioey pacsdigm.

3

176



L Corokorst of al

also heavier than HI pups &t PND19 (p < 0.0001) and PND21 (p <
0000 ) (g 2] For post-weandng body weight evalwarion, twosway EM
ANOVA did mot show any effect of maternal diet, flusosetine adminis-
tration or interaction berwesn fctars an weeks 9 [F aed 2,594) = 00033 p
-OEET; Fg (2 84) = 1605 p o= 0.207; Fooo 00 B4 = U801 p o=
0.528], 10 [Fg(2B84) = 0L207; p = 0.H13; F.“[[Z.'..Bl] -1 p=-
018 Frprmctiael 4,841 = 0.137; p = 0.968] and 11 [F g 02, 83) = 022513
P = 0779 Fany(2,E3) = 1.191; p= 0.30%; Fineracionl 4,83) = 0277, p =
0.&a1] {Fig. 9.

A2 Open field rest (0F)

When we analyzed spatiotemporal parameters, the two-smy ANOVA
indicated effects of diet [F(2,73) = 1242; p « 0.0001], dnsg [F(2,73) =
14.13%; p « 0.0001], and interaction of factors [F{4,73) = 38910 p =
0.0062) on the number of quadrants entered. Dbet [FU2,76) = 4.541; o=
0.0137)] and drug [FIZ76) = 13.65 p < (0.0001] influence was also
ahserved by number of cemtral entries, whils dme i the central area was
influenced by dnsg [F{L67) = 4.759; p = 0.00117) and thers was an
interaction of factors [F{4,67) = 3 163; p = L0193]. Regarding the diet
effect, HI'V animals entered more guadrants than HHY (p < 0,01 )and ©V
{p ~c 0LOD01 ) and had more central entries than CV (p < 0.05)L When we
analyzed the response to acute flusoretine administration, CF10 animals
had entered fewer quadranis and had fewer central entries than CF1 (p <
0.01). Regarding high-fat diet groups, HIN0 (p « 0.01) and HI {p <
0.05) animals entered fewer quadrants than HIV, while the HIT0 had
fewer cemtral entries than HIY (p « (005) and HIV {p « (.01) and spent
les time in the central area than HI1 (p < 9.05) The HH animals did not
show any difference in response o fluoxetine in terms of the spario-
tempaoral parameters (Table 2]

The ethalogical parameter of time spent in rearing was influenced by
diet [F(2,63) = B060; p = 0L0008], drug [F{2,62) = 25.87; p < 0.0001],
and there was an imteraction between faciors [F{4,62) = 3863 p -
0.0073) Twoeway ANOVA indicated significant effect of diet [F{Z65) =
0.001Z p = 0.0012] and drug [F{2,65) = 0013 p = 0.0130] on time
spent in gronming in peripheral area. Post-test analysis showed that the
HIV {p < 0L05)and HHY (p 2 0U01 ) growps spent more time in rearing in
the peripheral area than C¥. Both maternal high-fat diets influenced the
response: in acuie flsoxetine adminisiration while eontrol offspring did
not show any difference in rearing. HI10 and HH10 spent less rime in
rearing than their littermates that bad received vehicle (p < 001, p <
0,041, respectively]. The HIT0 animal’ time spent in rearing was also
lower than HI1 {p < 0.001). CF10 animals spent more time in grooming
tham €1 (p < 0.05)L Furthermare, HI10 spent bess rime in grooming than
CF10 {p « 0L00) (Table 3).

There was a significant effect of dreg [F{2,76) = B.007; p - 0.0007)

504 o ow - H
E 404 “-_"j @ HH
§| m- ——— CTR
= 201
2 e
o 104 .fl

13 & 7 B 11 1% 98 47 18 A1
Pesinatal dey

Fig- 2. Offsprisg bady weight evolation dering lactarion Body weight from 19
to 20 st PN Peps were fed by mothers subssimned oo different cypes of diec
during gestation and lactarien: Costred diet (CTE, n = 170 High-fayHigh-
calorie diet (HH, n = 14} of Highfanlsecslerie (Hl, & = 12). Viless
expresed i mean + SEM. Two-way ANOVA wsr (dier x age) ropesied sees-
sures, fallowed by Tukey pom-tem. p o« 0,05, #w. CTR; # va HL
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expheed o meam = SEM Twe-wey ANOVA st (diel © dreg) eepeated mea-
sunes, Nallowad by Teley pos-iese.

and drug x diet interaction [FI4,78) = 3093 p « 0.0205) cn the nember
of fecal boli. Only contral andmals that had received the highest dose of
flunxetine produced a reduced number of fecal boli compared oo CV (p <
.01} and CFU (p < 0.001) andmals (Table 3).

3.4 Elevared plus-muose gest (EFM)

Two=way ANOVA showed that acute administration of fucxetine
influenced pumber of total entries [F{2,75) = 15.43; P « .0001] and
number of open arms eniries [F{275) = 14.70; p o 0.0001]. The number
of closed ams entries was influenced by diet [F2,74) = 6.73% p =
0030] and dneg [F(2,74) = 6992 p o= 0.0017). When time spent in
different EFM arens was evalumated, the drug influenced the percentage
of time spent in open arms [FU2,6%9) = 5.187; F « 0.05]. Both diet [F
[2,74) = 7911; p o= CLO008] and drog [F(2,70) = 12.29; p < 0.0001]
indluenced percentage of time spent in chosed arms, while percentage of
time spent in central area was influenced by diet [FI2,73) = 6.003; p <
1.0037] and there was an interaction of factors [F{4,73) = 5945 p -
0.0003] (Table 4}

On the subject of ethological parameters, twoaway ANOVA showed
that time spent in kead-dipping in the unprotecied areas was influenced
by dreg [F{281) = 5.003; p = 0.0083) Nevertheless, the post-hoc test
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¥ inf of peule e aelssisEaration, § | etion of Mo Tukey™s 4177 EE 2 41
st hoe pest * va Dontsol, # ve. HH, b the same line. A va Viehicle, Bva 1 mg! % of time apant in cenral anea @
Kg. in the same column. p < 005 Wakarke Mk J4UTE 10 XUOHE
T2 2T
thooeetine
did ot show any difference berween groups. Attempis i approach open 1 mpfie ,n;::t e ﬁ:t
m[F_{Ul]—&?JS.E;p—-D.?EitI't.E[LH] -1 2E2; p = 0BG Flunsstine 10 mp,iy 1857 & ALES 2 =R
Fintmaccnt 4, 74) = 0L4307; p = OL7932]; time in grooming [Fael(2,51) = . X k] s anr
1780 p o L1752 Fingy{Z81) = 2744; p o 00703 Finieraitenld.81) = ilegicsl st
- arms
1.456; p = 0.2234], head-dipping in the protected arems [Fy (2,90) = Adtemps o apprach o e .
0BG o OSHET, F o (290) = 15E5] B o= 0233 Fipperg[4,90) = e P
Lisld; p = 0.1775] and rearing [Fam(2E7)] = 23060 p = 0050499 Fleansiine 1 mpfhy BIPT & B4k LEST  AA4E
FinglZ BT} = (ASB0 p = 06417 Fiamrceml4,57) = 09265 p = g s
0.8555) were not influenced by any factor { Table 1) Fioasetine 10 mp/iy :‘;: * L :‘;E *
Fegarding macernal diet influence, the percentage of time spent in Time apene in resriy i proecied
chesad arms in HIV group was higher than HHY (p < 0.05) while the ancas
HH10 growp spent less time in closed arms than CF10 {p < Q00010 Vebarle 1888 LA1l & LTS 1700
When we analyzed the influence of flucxetine admindstratian, U0 ms s -
had fewer total arms entries than HI1 rats (poc 001), while CF10 and =1 mpiky ::t:t tl.8eaa ;:_:1
HI10 had fewer apen arms entries than their vehicle counterparts (p < Fleassiins 10 =gy 1188 & LA00E T 18404
0.05, pa; 001, respectively). HH andmals did noe change the nsmber of 186 108
entries in response to fleoxetine. Only concrol animalks that recetved the [t on nex pagek
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Table 4 [contmed

Coniesl HH HI
Time spemt in groaming o
profecied srees
Vehicls 000 & 23+ 1117 1.0 %
3012 1LOr3
Fhamroeens 1 myey 2900+ 040 & QLM% 2WE %
1.9 13w
Fhaomeene 10 mpsky R LT HA00 & 1167  1E38 8
LEa L.4HT
Tiree spend in beod-dipping i
prodecied srees
Vehicls BOTT & BB+ 2010 5800 &
1.3 139
Fhummemne 1 mgen L% 1 1Y 1712 THNEs
() 21584
Froszna 10 mypfy 40T & BAOD : IO A0 d
OURn (Rt
Tiree spend in beoad-dipping i
unprodncicd sress !
Vehicl 3.EI & B0 & LI 4002
1542 (W rr g
Fhummemne 1 myen LR FY 1000+ 1018 48T %
2HE 1.7
Flumossna 10 mygy LAGT & 4556 E 14T LADE
45T DEEIT
Dt e | d as mean dard ernoe of mems. HH: High-fa High-caloris
s, HI: HWJELM ANOVAC J inMeknee of mitesmal die,
¥ infk of peule ik H, £ i ction of leziors. Tukey™s

peosl hoe nest: * wa Conbrol, # ve. HH, s thet same line. A va Viehicle, B va. 1 mg/
K, in the same column. p < 0.05

highest dose of flucxetine responded in EPM, increasing percentage of
time spent in closed arms compared io veldck and lowest dose of
fluoxetine (p < 0.05). Meanwhile ooly HH animals that received
fluoxetine at 10 mg/Kg of body weight increased percentage of time
spent in the central area compared to HHY and HH1 animalds (p o 0.01
and p s 0U05, respectively]) (Table 4)

A4, Fres-exploratory paradiam rest [FER)

Spatictemporal parameter y ANOVA lysis showed char
ml:ﬂ;mwn.hrdm:mﬂnlnﬂlﬂu:dmh]nunterndundumd
[FI2,73) = 8.343; p = (L.O005) and percentage of famillar area wnic
entered [F2,77) = B.721; p = (LO020], although the post-hoc test
showed no difference among groups. Hegarding ethological parameters,
there were interactions of factor in latency 1o enter the novel area [F
{4,62) = 2.598%; p = OLO25E] and in time spent in rearing in the movel
area [F{2,68) = 3317, p = 053] Fluoxetine administracion
decreased time spent in rearing in the novel [F{268) = 34063 p -
0.0370) and familiar [F{2,85) = 15,64; p < 0.0001] areas. There was no
difference in relative food intake among growps [Faed(2,56) = 0.9538; p
= 0305 Fangl2,6i) = 0.393% p = WG7PE0; Fiamnceal4,64) = 15230
P = 0.7191] {Table 5).

There was no difference among the groups influenced by matermnal
diet. HH and HI animals did not change their bebavior in the free-
explomtary paradigm in response to acwle fluccstice administraton
The cantrol animals that received the highest dose of Aluoxetine, how-
ever, spent less time in rearing in the famdliar area than those animals

Bchaviowrod Bran Fosmonch 4008 {20000 TRFR4]

Tabde 5
Sgparni peal and ethologiesl et Siaplarpid by ssale sl Wistar (N =
W:mm:l&um&wpm&pm
Lol HH |
Spaitemporal pEEnEE
Tara! numbher of anir ereered
Vekacks 10607 = 1000 & 1071 &
w508 s S0
Fluosstine 1 mpfhg A BOL0 & 1060 =
Lk A T
Flzmnatice 10 mpsky B340 & TRidE | =T
SR [T SiES
‘% of nownl anca wnit miened
Vekacks i & TEE F403 2
1703 a7 ET
Fluosstine 1 mpfhg TLET & Ak TASE 2
T FL-- a0
Flasstine 10 mgky ELDE & L8 & TAM 2
714 Lz 4762
% of femdior orvn o coanree
vekarle Ak s 2680 & L
1703 a7 ET
Flzasstics 1 mpfhy mi3 & AW & 431 2
T FL-- ) ram
Fluosstine 10 mgfky MAT & 1k 1783 &
1513 EE 5108
T apeni in novel eres (x)
vekarls a4 TEAD & TREA 2
4183 F-1 e
Flemsatice 1 mpthy TORD & BTLY & A R
728 080 AT
Fluosstine 10 mgfky BALD & T & 700 &
280 4.0 4318
% of tme gpani s newel eres
vetarks AW 400 & LT
4680 L e
Flemsatice 1 mpthy THSE & Tz E O
L] 437 s
Fluosstine 10 mpky AT & B4 & TAAE 2
LITE L e
Ethological paramsters
Loieecy éo extor soeed anea
Vekarks BT & 4488 & AR &
17y .0 1288
Flemsatice 1 mpthy BLAR & S300 & 3488 2
LW LRL} e
Fluosstine 10 mgfky 4187 & K& TAOD &
1089 LA nar
Time mpem in rearing in neved anca:
a
Vekarks A0 & 000 & E- L
b Lo S
Fluosstine 1 mpfhg 23z nox 4688 2
L] 2077 LL-L]
Flasstine 10 mgky 1783 & R 88 2
ara" A T
Time spent in rearing in familier
area f) 7
Vebah p - P 2B mw s
X A48 518
Fluasstine 1 mgfhg 700 = e AT 2
ZEHI LS 1 EE ]
Flzmnatice 10 mpsky Tam & BT & 1433 2
Tiaxie 238 T
Data das mean £ dard ervor of mean. HH: High-TayHigh-calorie

diet. HlHIﬂ-WHLﬁMﬂy ANOVA: [ infuesse of e D

that recedved vehicle (p < 0.05) When compared to CF1, CF10 animal
spent ks time in reaning in both the famdliar (p < 00001) and movel
areas {p < O.05) {Table 5).

4. Discussion

We assessed the influence of two matermal high<far dies with
different caloric content and pharmacological acute application of a
selective serctonin reuptake inkibitor (fluoxeting) on younmg-adule
affspring behavior in three different behavioral tests: OF, EPM, and

i i i ik ion of Teciors Tuley™s post boc esn A v Veldde,
B va. | sg/Kg, in the same column. p < 005

FEP. O0F ansd EP8M evaluate stae-anxety, while FEP assecces erait-anxdety
bebavior. We chosen two parameters of each test o represent our madn
results and they are shown in Fig. 4. Calone content in matemmsal high-Gat
diet differently affected offspring bebavior in OF and EFM tesis, while
beth diets did not interfere in response at FEP. Thus, kigh-far diet groups
showed an increase of hyperactiviry: and anxiety-related behaviors in
OF. Regarding EPM, high-fat groups were different from each other.
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Fig. 4. Main behavicead results. Pups were fed
by-uhnamndnduhmuypuarhl
dering gestation and L Ph
mmmu&mm’m:m
sure 10 behavioral sests: Control diet (CTR, & -
17), High-fie /High-calocic diet (HH, n = 14) or
A High-fa/Bocadodic (HIl, n = 12). Values
B expeessed as mean = SEM. Two-way ANOVA
A test (diet x drug), followed by Tekey post-test. *
vi. Costrel, # va HH, in the pharmacelogic
groep. A vs. Vebicle, B va 1 mag/Kg, i the same
dietary group. p < 0.05.

Vehicle  Fluo 1 mphgFluo 10 mghy Vehicke  Fieo 1 makgFluo 10 mgikg
Elevated Plus-Maze test
;| CR
M HH
1004 A O H w
5 B AB
P :
k] E 604 . 3
& B3
iy 1
<
£ 2
& g’
o
Vehicle  Fluo 1 mggFiuo 10 mgikg Vohicle  Fluo 1 map%gFiuo 10 mgig
Free-Exploratory Paradigm test
1

_ -
i iz
i H
4 if :
E i

Venicle  Fluo 1 mg/kgFiue #0 mgikg Vehicle  Fluo 1 mghgFiluo 10 mghg
Isocalocic offspring showed more like beh than high- groups during poastnatal days. Other studies have also observed no dif

calaric offspring. Regarding wlmucdogu!admdon.behlv-
ioral response depended on the dose applied and the behavioral test
evaluated.

As we used a maternal diet pulath panied the pup
o&yﬂmh&ywﬂﬂttdmmmwtﬁhmmm
cological adménistration. Pups” body weight was not different at birth.
Similarly, other studies with high-fat/high-caloric or high-fat/isocalaric
maternal diets also did not observe differences between the experi-
mental and control growp at the birth [4,7,5,22). According to Sasakd, de
ch[a]nodiffaawulnbodywdghluhmhsugg&sﬂwtk
experimental model does not invol as a
hlgb-(llbwptudnduskmwnmmdmkl"] HH pups were

ferences in adolescent or adult offspring body weight [7-9]. Similarity
between high-far diet and contral groups body weight in post.weaning
period implies that the differences observed in lactation period could
be attributed to maternal exposure itself [7,4].

Far behavioral analysis, three tests were used, taking into consider-
lﬂondlenﬂetytypeenhﬂed.Open&Hmddﬂledphsmm

assess state-anxiety and can be ch rized imals into a
ncwcm-lmnmcml- 4,25). Thcﬁuuphnmtyp-ndm mthenthcr
hand, tral jety and gives Is the

Mdunmeuﬂmmddtuﬁmluxumdm(wphobk

respoase evaluatian) (21). Beyond conceptusal differences, the biological
mechanisms behind these two types of anxdety (state and trait) may not

helvladunmﬂﬂlmllmemdolhmxmmdtmnsc. be the same [12,26), since anxi P to threat stimuli (state-
maternal exposure to high-fat (high-caloric or isocaloric) diet produ y) fves the beh | inhibition sy s brain

heavier pupples [4,5]. Differ b hi;h-ﬁngoupmsgmhn. sudlulhelmywl.pm-imnulcmmhmpnc-npm.whe
dupmhningmpmqedhpﬂ.mmpmuoldmmly ductal grey matter and Jocus coeruleus

Lol 2 B,

have interfered with the result ng body
wdgh&ﬁmmnodtf&mbemmmmdmbodyut@t

[27,28). Thenm:lmuptdle(tril-mx!(y).m&eobahmd.mube
related to the orbifrontal cortex, amygdala and nuclews accumbens
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[2aa1].

In the OF test, both high<fat growps were maore active and presenied
mare anxiety-like behavior than contral growp. Hyperactivity and
anxiety-like beh were ied with parmmeiers related o lo-
comotor activicy {pumber of guadrants emtered) and exploratory
behavior (rearing). HIV emered maore guadrants entered than either the
HHY or the ©V, and spent more time in rearing on peripheral area than
the CW. Similarly, HHY spent more time in rearing oo peripheral area
than CV. Howeser, HIV also made maore center entries than CV —zsually
an aniolytic-related behavior, althowgh this kind of increase may be a
consequence of elevated locomotor activity and mot a diet-relaned
anxiplytic response. This interpretation can be reinforced  when
ohserving HHY group, where an increased time spent on rearing was not
accompanied by a high loonmaotor acrivity, or by an elevated nsmber of
central entries. Increased distance travellsd andfor augmented time
spent in rearing andfor elevated average speed has been observed in
some studies with maternal high<fai diets [4,9,10,32,31]. On the other
hand, decreased locomotor activity [34] or no difference [2] have
already been reported by other stadies. Im the EPM test, which also
evaluates state-andety, the HIV group spent more tdme in the closed arm
than HHV, with the HIV tending to spend & little maore time there than
the CV. This parameter is related io scanming and io end-exploring and
coaild be imterpreted as a compoment of anwiety.lile behasror [11,35].
Interestingly, increased anoiety-like bebavior in EFM has been ohserved
in some studies that used maternal high-fat [35] or high-fat/high-calaric
[24] diets, while cther works have shown decreased [7]) or no difference
[27] in anxiety-like bebavior in response 1o high-fat diet. Taken together
with our resulis, we can suggest that differences among the compaosition
of experimental diets, the periods of matemal expasure and offspring
evaluation mn influence the resules cheerved. Finally, no differences
were found in FEP for spatiotemporal or ethaological parameiers in
response: to the maternal highefat diet. Smdies investigating an effec of
maternal expasure o kigh=fat diet on FEP were not found up to the podint
of this writing.

To achdeve our second goal, we evaluaied the effect of a mabernal
high-fat diet on the offspring”s serotonergic system responsiveness. For
this, we used rwo doses, a well-known dose (10 mgskg of body weight)
[2=] and adose nat yet explored in the accessible literature {1 mgkg of
body weightl We cbserved that acute Auoseting administration often
increased anxierylike behawiors among the different diet groups,
although the results depended on maternal diet, the dosage and which
ane of the three bebaviorl tests was being evaluated. Our data revealed
that contral animals who received the highest dose of fluoxetine entered
fewer quadrants, decreased the number of central entries and fecal boli
and increased time spent in grooming in OF, This contrasted with those
animals that were injected with lower dose. Also, CF10°s number of fecal
boli was bower than CV. Together these results suggest that CFI0 moved
less than CF1 and was less emotional than CV and (F1. In a review by
Kalueff and Tuchimax [29), an increased number of fecal boll also
characterized animals who displayed more ancety-related behaviors.
Simdlarly, the number of fecal boll was associaved with both leeomotar
actiwity and amdety-like behawior [40). Purthermore, the increased time
spent in grooming observed here (CF10 versus £F1) could also support
our interpretation. Previous studies have already shown thar grooming
activity can be generally increased in two opposite situations: under
high: and low.siress condidons [39], differentiated by using the
grooming analysis algorithm, a qualicative evaluation of this parameter
[For more informacion see Kalueff and Tuohimaa [29]]. When exposed
o sponianenus or low siress condirions, grooming is considered a
“pomfort activity™, being characterized as a transition fram rest o ac-
tivity, and following a cephalocandal rulbe [29).

Differently from thase subjected o the controld diet, the mabemal
high-fm/socaloric offspring showed an oppasite reaction to fluoxetine
in ©F. HI10 young=adul rats had fewer central entries, spent less dme in
the ceniral area and less time in rearing than the HI1. Alsa, HI10 had
fewer quadrant and central entries, and spent lbess time in rearng than
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the HIV. in addirion, HI1 emered fewer quadrants than HIY. Together,
the data may indicate decreased locomotor activity and exploratory
behawior. Mevertheless, we cannot exclude the possible sedative efects
of fluoxetine an offspring bebavior (HIV vs. HI10), since the decreased
number of central entries and less tme spent in rearing were accom-
panied by decreased number of quadrants entered. Regarding high-fats
high=caloric diet, acute admindsiration of Auoxetine revealed a similar
effect on offspring bebavior when compared to CTR offspring. HH10
spemt less time im rearing tham HHV, suggesting lower explomatory
behasrior, & response found in less emotional raes [10].

In EFM, CF10 had & smaller nsmber of apen arm entries than ©V and
spent @ higher percentage of dme in clased arms than CF1 and CV.
Similarly, HI10 animals emtered the open arms fewer times than the HIV
and had fewer emtries than HI1. Taken together, these data suggest that
the higher dose of flunxetine not ooly impairs locomotor activicy bt
also increases anxiety-relaied behavior in both dietary growps, given
that that the toial member of entries donot just reflect bocom otor actvity
[41]. In its turn, as observed in percentage of dme spent in closed arms
fior eominal animals who received flsoxetine in a dose 10 mgdkg of body
weight, HH10 animals spent a higher percentage of ttme in the central
area tham HHY and HHI, implying an anciety-liks response, since this
parameter is a valid andety index as demonsiraied by Hodgers and
Johnson [41]. Other stdies also bave revealed mo respanse to fluoxetine
acute administration [42,43]. This discrepancy may lie in the method-
ological procedures adoped by each wark [43,44]. Finally, in FEP, CF10
spent bess time in reanng in the famdliar area than CV. Also, CF10 speni
less ime in rearing im both the famdliar and nowvel areas than the CF1.
Reduced time spent in rearing can be interpreted as amelioration of
some ancietyslile measures [10]. Some other works have also shown an
anxiery-like behavior response to fluosetine in a dose dependent manner
‘when animals werne exposed to FEF [1.2,45].

As maternal high-fat diet only affected the response in OF and EFs
tesis, this suggests that this influence could be relaced o stave-anxiey.
Furthermaore, our results rewealed that calore content may play a role
im the influence of a mabernal highefat diet on offspring behaviar since
the HIV growp revealed a behavioral profile slightly different from HHY
im the open field test. It should be noted that toobtain an isocalorie diet,
it was necessary o use a large amount of cellulose. Although we did not
find any stsdy about the role of insoluble fiber an animal behaviar, we
cannot exclude that the amount of cellulose used could contribute o our
results. Similarly, CD.1 offspring exposed to isocaloric matermal high (ne
&) polyunsaturated fatty acids (PUFA), in which the calarie content was
adjusted by wusing fiber (alphacel), showed i d | tor activity
im the open field [32]. Although the source of Bpid is not the same, it has
been shown that n-é PUFA also has pro-imflammasnry effects [10).

Therefore, to assess whether an environmenial insult acts on staie
anxiety ar trait amdety, assessment of pammeters associated with
related-brain structures prosides valuable data, For example, 2 high-fat/
high-glucose protocol showed that adult male offspring had les sero-
tonin in the hippocampus and cerebral cortex [47). Moreover, adult
male nffspring exposed indirectly to a kigh-farshigh-caloric before and
during lactation perinds revealed an elevated 54T, recepior genic
expression in ventral hippocampus [5) In addition, a pon-human pri-
mate stady, showed that offspring exposed 1o a maternal high-fat diet
during gestation had an increased gene expression of rate-limiting
enzyme for serotonin synthesis, the trypeophan hydroxylase 2 (TPHZ),
and ephanced expression of 5-HT s inhibdtory self-receptars in rostral
nusclews of raphe, the firet hypothalamic source of 5HT [44,49). Thus,
imcreased anxety-like behavior in the state-anxiety tests, as observed in
the present snady, may be assocated with dereguladon of the serato-
NErghc Sysiem.

5. Conclusion

In summary, we ohserved that the maternal diet only influenoed
offspring response to the state-anxiery test. Both high-fat groups were
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hyperactive and had an anxiety-llke phenotype when compared to
control group on the open field test. On the elevated plus-maze, the high-

open field test and increased anxiety-like bebavior ca the clevated-ples
maze test. Only the control group responded to pharmacological
administration on the free exploratory paradigm test, being less
emotional. Thus, our data showed that increased lipld content in the
maternal diet modulates offspring behavior and serotonergic system
responsiveness [n state anxiety tests. Caloric content, however, influ.
enced the role that diet has on offspring behaviar, although it does not
affect the response to the drug. Regarding trait anxiety test, both high-
fat/high-caloric and  high-fat/isocaloric diets revealed decreased
responsiveness to the drug.
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