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Resumo

A exposicdo materna a dieta hiperlipidica durante os periodos de gestacdo e lactagdo pode
alterar o comportamento associado a ansiedade da prole. Apesar disso, a influéncia que a dieta
rica em lipidios tem sobre a resposta do sistema serotoninérgico aos farmacos ainda ndo esta
clara. Por isso, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia de duas dietas maternas
hiperlipidicas com diferentes teores caloricos sobre a responsividade do sistema
serotoninérgico avaliados a partir de parametros comportamentais relacionados a ansiedade
em ratos adultos jovens. Para isso, foram utilizadas 43 ratas da linhagem Wistar. Apds a
confirmacdo da gestacdo, as fémeas foram divididas em trés grupos, sendo classificadas de
acordo com a dieta recebida durante a gestacdo e lactagdo, o controle (CTR=17), o
hiperlipidico/isocalorico (DHI=12) e o hiperlipidico/hipercalérico (DHH=14). O peso
corporal foi registrado a cada dois dias durante as trés semanas da lactacéo e no 30°, 45°, 60° e
70° dia no periodo pds-desmame. ApOs o0 desmame, todos os animais receberam a dieta
padrdo do biotério. Para os procedimentos experimentais, apenas filhotes machos foram
utilizados. Na nona semana pos-natal, cada grupo formado pela manipulacdo nutricional foi
subdividido em trés grupos de acordo com a manipulacdo farmacoldgica recebida: veiculo,
fluoxetina 1mg/kg e fluoxetina 10mg/kg. Considerando as duas manipulagdes (nutricional
materna e farmacologica na prole), foram formados nove grupos experimentais. S&o eles:
Controle — Veiculo (CV, n=13); Controle — Fluoxetina 1mg (CF1, n=13); Controle —
Fluoxetina 10mg (CF10, n=14); Hiperlipidico/lsocalérico — WVeiculo (HIV, n=11);
Hiperlipidico/lsocalérico — Fluoxetina 1mg (HIF1, n=9); Hiperlipidico/lsocalérico —
Fluoxetina 10mg (HIF10, n=10); Hiperlipidico/Hipercalérico — Veiculo (HHV, n=11);
Hiperlipidico/Hipercal6rico — Fluoxetina 1mg (HHF1, n=11); Hiperlipidico/Hipercalérico —
Fluoxetina 10mg (HHF10, n=10). Os machos foram expostos ao campo aberto (CA), ao
labirinto elevado em cruz (LEC) e ao paradigma da exploracdo livre (PEL), enquanto eram
filmados por uma camera digital acoplada a um computador. A analise dos videos foi feita
com auxilio de um cronémetro desenvolvido pelo préprio grupo de pesquisa. Ademais, foi
registrado o peso corporal e o consumo durante esse periodo. Durante a lactacéo, filhotes do
grupo DHH apresentaram maior peso corporal do que filhotes do grupo CTR no 21° dia pds-
natal e do que filhotes DHI no 19° e 21° dia p6s-natal. No campo aberto, o grupo CF10
apresentou menor nimero de bolos fecais do que os grupos CV e CF1. No labirinto elevado
em cruz, por sua vez, o grupo CF10 expressou mais comportamentos associados a ansiedade
do que os grupos CV (diminuicdo do numero de entradas nos bragos abertos, aumento do
tempo e porcentagem de tempo nos bragos fechados e diminui¢do da porcentagem de tempo
na area central) e CF1 (diminuicdo do tempo de permanéncia nos bragos fechados). Houve
aumento da expressao de parametros relacionados ao comportamento ansioso para ratos HI10
em relacdo aos grupos HIV (diminuicdo do nimero de entradas e da porcentagem de tempo
nos bracos abertos) e HI1 (aumento do tempo de permanéncia nos bragos fechados e do
namero total de entradas nos bragos do labirinto). O grupo HI1 também apresentou menor
porcentagem de tempo nos bracos abertos do que o grupo HIV. Ademais, o grupo HH10
dispendeu mais tempo na area central do que o grupo HI10; e o grupo HHV obteve menor
porcentagem de tempo nos bracos fechados do que o grupo HIV. Por fim, no paradigma da
exploracao livre, o grupo CF10 demorou menos tempo para adentrar 0 ambiente novo do que
0 grupo CV. Em suma, ratos jovem-adultos DHH, nos trés aparatos, e DHI, no campo aberto
e no paradigma da exploracdo livre, foram resistentes a a¢do do farmaco, sugerindo
diminuicdo da responsividade dos receptores serotoninérgicos as diferentes doses de
fluoxetina.

Palavras-chaves: Dieta Hiperlipidica. Nutricdo Materna. Comportamento Animal.
Fluoxetina.



Abstract

Maternal exposure to a high-fat diet through gestation and lactation may alter the offspring
anxiety-like behavior. Despite this, an influence of maternal high fat diet on offspring’s
serotonergic system response to drugs is not yet clear. Therefore, the general objective of this
work is to evaluate the influence of two maternal high-fat diets with different caloric contents
on the responsiveness of the serotoninergic system to anxiety-like behavior in young adult
rats. For this, 43 Wistar rats were used. After confirmation of gestation, females were divided
into three groups, classified according to the diet received during gestation and lactation,
control (CTR = 17), hyperlipid/isocaloric (DHI = 12) and hyperlipid/hypercaloric (DHH =
14). Body weight was recorded every two days through lactation and at the 30th, 45th, 60th
and 70th day of life. After weaning, all animals received a standard diet until the end of
experiments. For the experiments, only male were used. At the ninth postnatal week, each
group formed by nutritional manipulation was subdivided into three groups according to
pharmacological manipulation: vehicle, fluoxetine 1mg/kg and fluoxetine 10mg/kg.
Considering as two manipulations (maternal nutrition and pharmacological in the offspring),
nine experimental groups were formed: Control - Vehicle (CV, n = 13); Control - Fluoxetine
img (CF1, n = 13); Control - Fluoxetine 10mg (CF10, n = 14); Hyperlipid/Isocaloric -
Vehicle (HIV, n = 11); Hyperlipid/lsocaloric - Fluoxetine 1mg (HIF1, n = 9);
Hyperlipid/lsocaloric - Fluoxetine 10mg (HIF10, n = 10); Hyperlipid/Hypercaloric - Vehicle
(HHV, n = 11); Hyperlipid/Hypercaloric - Fluoxetine 1mg (HHF1, n = 11);
Hyperlipid/Hypercaloric - Fluoxetine 10mg (HHF10, n = 10). The males were exposed to
open field (OF), elevated plus maze (EPM) and free exploratory paradigm (FEP), while being
filmed by a digital camera coupled to a computer. The analyses were performed with the help
of a timer developed by the research group itself. In addition, body weight and consumption
were recorded during this period for FEP. During lactation, pups from the DHH group
presented higher body weight than the CTR pups on the 21st postnatal day and then the DHI
pups on the 19th and 21st postnatal days. In the open field, the CF10 group has lower number
of fecal boli than the CV and CF1 groups. In the elevated plus maze, the CF10 group
expressed more anxiety-like behavior than the CV (decreased number of entries in the open
arms, increased time and percentage of time in the closed arms and decreased percentage of
time in the central area) and CF1 groups (decreased length of stay in the closed arms). There
was an increase in the expression of anxiety-related behavior for HI10 rats in relation to HIV
(decreased number of entries and percentage of time in open arms) and HI1 groups (increased
length of stay in the closed arms and number of total number of entries in the labyrinth arms).
HI1 group also had a lower percentage of time in the open arms than the HIV group. In
addition, the HH10 group spent more time in the central area than the HI10 group; and the
HHV group had a lower percentage of time in the closed arms than the HIV group. Finally, in
free exploratory paradigm, the CF10 group took less time to join the new environment than
the CV group. In summary, rats from DHH, in all three tests, and from DHI, in open field and
free exploratory paradigm, were resistant to the action of the drug, suggesting a decrease in
the response of serotonergic receptors to different doses of fluoxetine.

Key words: Maternal High Fat Diet. Perintal Exposure. Animal Behavior. Fluoxetine.
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1 Introducéo

O inicio da vida, periodo correspondente a gestacdo, lactacdo e primeira infancia é
marcado por um conjunto de eventos importantes para o desenvolvimento da prole
(DOBBING, 1965; RICE e BARONE JR, 2000; MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002;
ANDERSEN, 2003). E nesse intervalo de tempo que o sistema nervoso, por exemplo, passa
por rapidas mudancas, sendo caracterizado por diversas fases: proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo celular, sinaptogénese, gliogénese, mielinizacdo e apoptose (RICE e BARONE
JR, 2000). Por isso, qualquer insulto que atue durante essa fase do desenvolvimento pode
alterar a maneira como a prole se desenvolve (DOBBING, 1965; MORGANE et al., 1993).
No que diz respeito a nutricdo materna, a exposi¢do a uma dieta balanceada durante a fase
inicial da vida é essencial para o adequado desenvolvimento (fisico, fisioldgico e etoldgico)
da prole (ARMITAGE et al., 2004; ARMITAGE, TAYLOR e POSTON, 2005; BARKER,
2007; TAYLOR e POSTON, 2007).

Com relagdo ao comportamento ansioso, estudos com roedores ja destacaram a
importancia da nutricdo materna, da pratica de exercicios fisicos e do ajuste do tamanho de
ninhada durante o periodo perinatal (DIMITSANTOS et al., 2007; WRIGHT, LANGLEY -
EVANS e VOIGT, 2011; KANG et al., 2014; MUNIZ et al., 2014; BALSEVICH et al.,
2016a). Segundo Lader (1972), a ansiedade é um fendmeno ubiquo a todos os dias de vida
(LADER, 1972), sendo necessario para adaptagdo do individuo ao meio em que vive
(BELZUNG e GRIEBEL, 2001). A ansiedade torna-se anormal quando ocorre sem razao
clara e objetiva ou quando as manifestacGes sdo excessivas em intensidade e duracdo, sendo
intolerdveis para o individuo (LADER, 1972; HOEHN-SARIC, 1982). Por tras dessas
manifestacdes, alteragdes nos sistemas de neurotransmissdo (como, por exemplo, gabaérgico,
noradrenérgico e serotoninérgico) estdo entre os fatores capazes de modular o comportamento
ansioso (HOEHN-SARIC, 1982).

Pesquisa com roedores, por exemplo, jA& demonstraram que a exposicdo a dieta
hiperlipidica materna € capaz de alterar o comportamento emocional da prole (WRIGHT,
LANGLEY-EVANS e VOIGT, 2011; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012;
BELLISARIO et al., 2014; SASAKI et al., 2014; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). O efeito
ansiolitico ou ansiogénico dessas dietas podem estar relacionados 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., 2016a). Sdo eles: exacerbacdo do eixo Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal

(HPA); aumento da expressdo de receptores mineralocorticoides e glicocorticoides em
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diferentes regides do encéfalo; expressdo aumentada dos fatores pré-inflamatérios; exposicdo
elevada a leptina; niveis reduzidos dos principais endocanabindides e alteracdo da expressdo
dos receptores GABAérgico e serotoninérgicos no encéfalo (SASAKI et al., 2013; KANG et
al., 2014; PRIOR et al., 2014; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016a).

Apesar de todo conhecimento disponivel na literatura a respeito do papel da dieta
hiperlipidica materna sobre o desenvolvimento da prole, algumas lacunas permanecem em
branco. Estudos com roedores que elucidem a influéncia da nutricdo materna rica em lipidios
sobre a sensibilidade/resisténcia dos receptores serotoninérgicos aos farmacos
antidepressivos, como a fluoxetina, ndo séo de nosso conhecimento. Tal abordagem se faz
necessaria devido a transicdo do perfil nutricional observada no cenario mundial,
caracterizado pela elevada ingestdo de gorduras saturadas e acUcares refinados (DE
OLIVEIRA et al., 2012). Ademais, a0 mesmo tempo em que a prevaléncia dos indices de
sobrepeso aumenta no Brasil e no mundo (BRASIL, 2017), o0 mesmo acontece para 0 nimero
de casos de pessoas com depressdo ou algum transtorno ansioso (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Portanto, € possivel que o ambiente nutricional a que o paciente
foi exposto no inicio da vida possa influenciar a maneira como ele responde a esses farmacos,
sendo mais ou menos resistente a eles. Ja foi observado, por exemplo, que camundongos
BALBI/c, quando expostos a dieta hiperlipidica e ao estresse crénico amento repetido durante
0 periodo pdés-desmame, foram mais resistentes a aplicacéo crénica de fluoxetina (ISINGRINI
et al., 2010). Camundongos C57/B16 adultos, por sua vez, apresentaram diminuicdo da
serotonina extracelular no hipocampo ventral e resposta acentuada a um agonista do auto-
receptor 5-HT14, 0 que pode ser consequéncia da expressdo ou fungdo elevada desses auto-
receptores na rafe (ZEMDEGS et al., 2016). Ademais, estudo com primatas ndo humanos,
expostos indiretamente a dieta hiperlipidica materna, revelou aumento da expressdo génica da
enzima limitante da serotonina, a triptofano hidroxilase 2, e dos auto-receptores 5-HT;a no
nucleo rostral da rafe, sugerindo perturbacdo do sistema serotoninérgico (SULLIVAN et al.,
2010). Tais resultados reforcam que a exposicdo materna a dieta hiperlipidica durante o
periodo perinatal pode alterar a sensibilidade aos farmacos. Além disso, trabalhos que facam
distingdo entre o efeito da gordura e da caloria ainda sdo escassos na literatura (CAN et al.,
2012a; RODRIGUEZ et al., 2012; SASAKI et al., 2013; KANG et al., 2014; BALSEVICH et
al., 2016a).
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2 Revisdo da 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 cenario conflituoso, em que a controvérsia é a protagonista da
discussdo, alguns estudiosos tentaram conceitud-la. Segundo Gentil e Neto (1996), a
ansiedade é definida como um estado emocional desagradavel acompanhado de desconforto
somatico (GENTIL e NETO, 1996). Esse estado emocional é geralmente direcionado ao
futuro e, as vezes, considerado desproporcional a uma ameaca real (LADER, 1972; GENTIL
e NETO, 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 situacles
corriqueiras ou especificas do dia-a-dia, ndo sendo persistentes ao longo do tempo, como
ocorre nos transtornos de ansiedade (LEWIS, 1967).

Com relagdo aos sistemas encefalicos envolvidos na expresséo da ansiedade tem-se o
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 sensoério-
emocional entre elas, analisando e classificando o tipo e o grau do estimulo recebido (SILVA,
2001; HETEM e GRAEFF, 2004). O resultado dessas avaliacGes é enviado ao hipotalamo
medial e a matéria cinzenta periaquedutal, que selecionam e organizam reacdes
comportamentais e fisiologicas de defesa apropriadas, através do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (SILVA, 2001; HETEM e GRAEFF, 2004). O SIC, por sua vez, estd localizado
principalmente no sistema septo-hipocampal (SILVA, 2001; HETEM e GRAEFF, 2004). Em
situacGes em que o estimulo ndo remete a uma situacao 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).
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Com relacdo a expressdo da ansiedade é possivel diferenciar quatro componentes
(EDELMANN, 1992). Sdo eles: cognitivo, comportamental, soméatico e emocional
(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
inseguranga (EDELMANN, 1992). O somatico faz referéncia a excitabilidade do sistema
nervoso autondmico, caracterizada, por exemplo, pelo aumento da frequéncia cardiaca e
respiratdria, aumento da sudorese, reducdo da salivacdo, maior tensdo muscular e presenca de
tremores (LADER, 1972; EDELMANN, 1992; GENTIL e NETO, 1996). O comportamental
pode ser percebido observando-se a expressdo corporal, em comportamentos de esquiva
(correr em pénico ou gritar), na gesticulagdo aumentada ou diminuida e nas mudancas de
postura (LADER, 1972; EDELMANN, 1992). Segundo Lader (1972), as expressoes faciais
sdo o indicador mais Obvio da ansiedade (LADER, 1972). Por ultimo, o componente
emocional envolve sensagdes subjetivas de desconforto e desprazer, apresentadas como nos
na garganta, senso de constricdo no peito e dificuldade de concentragéo (LADER, 1972;
EDELMANN, 1992; GENTIL e NETO, 1996). Como essas manifestacdes citadas acima nao
sdo especificas para a ansiedade - estando presente em emocBGes como esperanca, medo e
raiva - sO é possivel saber se alguém estd ou ndo ansioso por deducdo (LADER, 1972;
GENTIL e NETO, 1996).

Além disso, a ansiedade pode ser dividida em dois subtipos, a ansiedade-estado e a
ansiedade-traco (SPIELBERGER e SPIELBERGER, 1966). A primeira refere-se a um estado
emocional passageiro, de intensidade variavel, experimentado em um momento particular do
tempo (ANDRADE e GORENSTEIN, 1998; GAMA et al., 2008). A ansiedade-estado pode
ser influenciada por um estimulo externo e é caracterizada por sentimentos subjetivos de
tensdo e apreensdo (ANDRADE e GORENSTEIN, 1998; TEIXEIRA-SILVA et al., 2004;
GAMA et al., 2008). Segundo Endler e Kocovski (2001), a ansiedade-estado apresenta duas
facetas (caracteristicas proprias): preocupacgdo cognitiva e emog¢do autondmica (ENDLER e
KOCOVSKI, 2001). A ansiedade-traco, por outro lado, é relativamente estavel ao longo do
tempo e é uma caracteristica pessoal do individuo, que o leva a responder a situacGes
estressantes com ansiedade (GAMA et al., 2008; TEIXEIRA-SILVA et al., 2009). Individuos
com tragco ansioso tendem a perceber um nimero maior de situagcbes como ameacadoras,
sendo elas reais ou ndo (SPIELBERGER e SPIELBERGER, 1966). A ansiedade-traco é
muito comum em pacientes com algum tipo de transtorno ansioso (LEWIS, 1967;
TEIXEIRA-SILVA et al., 2009). Esse subtipo apresenta, pelo menos, quatro facetas (ou
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caracteristicas proprias): avaliacdo social, perigo fisico, ambiguidade e rotinas diérias
(ENDLER e KOCOVSKI, 2001).

Além das diferencas conceituais, tem sido sugerido que a origem e 0S mecanismos
bioldgicos por tras desses dois tipos de ansiedade (estado e traco) podem nao ser 0S mesmos
(LISTER, 1990). Isso porgue a resposta ansiosa a estimulos de ameaca (ansiedade-estado)
envolve estruturas cerebrais do sistema de inibi¢do comportamental, como amigdala, septo,
hipocampo, nacleo mediano do rafe, substancia cinzenta periaquedutal ventral e ldcus
coreuleus (BRANDAO et al., 2003; DAVIS, 2006). O perfil ansioso (ansiedade-traco), por
sua vez, estaria relacionado ao cortex orbifrontal, a amigdala e ao nucleo accumbens (KALIN
et al., 2005; KALIN, SHELTON e DAVIDSON, 2007; BLACKMON et al., 2011; KUHN,
SCHUBERT e GALLINAT, 2011; ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015).
Por isso, € aceitavel acreditar que uma droga eficaz em reduzir a ansiedade-estado em seres
humanos submetidos a situacdes ameacadoras, pode ndo ser eficiente para a reducdo da
ansiedade duradoura, caracteristica de pacientes cronicamente ansiosos (ALMEIDA-SOUZA,
GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015). Portanto, os modelos experimentais que visam validar
medicamentos contra ansiedade, precisam primeiro definir qual dos dois tipos de ansiedade
estd sendo testado e depois escolher qual dos modelos descrito na literatura sera utilizado
(TEIXEIRA-SILVA et al.,, 2004; GOES et al., 2014; ALMEIDA-SOUZA, GOES e
TEIXEIRA-SILVA, 2015).

Quando a ansiedade torna-se 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-patologica (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) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2014). No capitulo de transtornos ansiosos, estdo descritos as seguintes patologias: transtorno
de ansiedade de separacdo, mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social,
transtorno de panico, agorofobia, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de
ansiedade induzido por substancia/medicamento, transtorno de ansiedade devido a outra
condicdo médica e outros transtornos de ansiedade especificados (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Além disso, o transtorno bipolar, a esquizofrenia e
os transtornos depressivos podem estar acompanhados de caracteristicas ansiosas
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014; ARAUJO e LOTUFO NETO, 2014).
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No relatorio publicado pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) sobre prevaléncia
e perda de salde, observou-se que entre 2005 e 2015, o nimero de pessoas com transtorno
ansioso aumentou 14,9%, atingindo 3,6% da populacdo global (264 milhdes de pessoas)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Segundo a OMS, esse aumento estd
relacionado ao crescimento e ao envelhecimento populacional (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Além disso, o relatério destaca que os transtornos de ansiedade
acometeram homens (2,6%) e mulheres (4,6%) em proporcdes diferentes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Outro dado interessante trazido pelo estudo mostra que a taxa de
prevaléncia ndo variou substancialmente entre os grupos etarios, apesar de haver menor
tendéncia em grupos mais velhos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Ademais,
0s transtornos de ansiedade aparecem em 6° lugar na listagem de doencas ndo fatais que
contribuem para perda de saide (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Em terras
brasileiras, os transtornos ansiosos alcancam 9,3% da populacdo, mais de 18 milhdes de
pessoas (WORLD HEALTH 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%) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017), pois o Brasil lidera a listagem com a maior porcentagem de
pessoas que sofrem algum transtorno de ansiedade (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017).

Na tentativa de elucidar o fenébmeno conhecido por ansiedade, foram desenvolvidos
testes comportamentais para modelos animais capazes de detectar respostas fisiologicas e
comportamentais semelhantes aquelas vivenciadas em situaces ansiogénicas (HALL, 1934;
HUGHES, 1965; 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 reviséo de literatura. S&o eles: validade preditiva, validade de face e
validade do construto (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, € 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
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ansiedade observada em modelos animais deve ser idéntica a resposta comportamental e
fisiolégica 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 consideragdo que a historia evolutiva das espécies € 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 semelhanga entre a etiologia e aos fatores biol6gicos subjacentes a ansiedade em
animais e humanos (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Apesar de ambos estarem expostos a
perigos diferentes, o ponto chave desse critério é a ameaca do modelo a homeostasia do
individuo (BELZUNG e GRIEBEL, 2001).

Dentre os testes comportamentais validados, existem aqueles capazes de identificar a
ansiedade-estado e aqueles usados para avaliar a ansiedade-trago (HALL, 1934; HUGHES,
1965; 1968; THIEBOT et al., 1973; CRAWLEY e GOODWIN, 1980; PELLOW et al., 1985;
PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012). Com relacdo aos modelos experimentais
capazes de detectar a ansiedade-estado, destacam-se: teste em campo aberto, labirinto elevado
em cruz, caixa de transi¢do claro-escuro, Staircase 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, a ansiedade é induzida 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, farmacolégica ou de tamanho de ninhada (DIMITSANTOS et al.,
2007; SPENCER e TILBROOK, 2009; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012,
AMODEQO 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
propde.

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 parametros capazes de diferenciar estados
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fisiologicos distintos (nimero de defecagdes e urinagdes) (HALL, 1934). Da década de 30
para os dias atuais, inimeros estudos foram realizados utilizando-se o aparato, aumentando o
repertorio de parametros avaliados (ROYCE, 1977; MARKEL, GALAKTIONOV YU e
EFIMOV, 1989; CAROLA et al., 2002). Novas medidas espago-temporais (nimero de
locomogdes, tempo e frequéncia na area central e periférica) e caracteristicas etoldgicas
inéditas (linking e grooming — lamber/cocar, rearing — exploracao vertical sobre duas patas, e
sniffing — cheirar) foram adicionadas as analises, sendo Uteis para interpretacdo mais clara do
comportamento animal (ROYCE, 1977; MARKEL, GALAKTIONOV YU e EFIMOV, 1989;
CAROLA et al., 2002). Esses parametros, quando analisados juntos, ajudam a descrever as
mais variadas dimensfes do comportamento, como a atividade motora, a exploragdo do
campo, a analise de risco, a tomada de decisdo e o comportamento relacionado a ansiedade
(MARKEL, GALAKTIONOQV YU e EFIMOV, 1989; CAROLA et al., 2002).

Alguns anos mais tarde, o labirinto elevado em cruz (LEC), baseado no aparato
desenvolvido por Montgomory (1955) surgiu como novo modelo para analise do
comportamento animal (PELLOW et al., 1985). Montgomory baseou-se na aversao de
roedores a espagos abertos e elevados (MONTGOMERY, 1955). A altura, no entanto, foi
contestada por alguns trabalhos, afirmando-se que a distancia do labirinto para o chdo néo é
tdo importante para o0 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 espaco e tempo, como numero de entradas e tempo gasto nos bracos abertos e
fechados do aparato (PELLOW et al., 1985) e tempo despendido na area central (RODGERS
e DALVI, 1997). Os parametros etologicos, 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 (espaco-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.,
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2002; CLEMENT et al., 2007; WALF e FRYE, 2007). Isso quer dizer que os critérios
selecionados podem traduzir ansiedade, exploracao vertical, tomada de decisdo, avaliacdo de
risco e atividade locomotora (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 caracterizagio 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).

Um terceiro teste utilizado desde a década de 80 para avaliar o comportamento animal
¢ a caixa de transicdo claro-escuro (CRAWLEY e GOODWIN, 1980). O aparato foi
inicialmente baseado na ideia de alterar a propenséo 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 area clara da caixa, numero de transi¢Bes 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 numero de transicdes 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¢do claro-
escuro estdo associados a ansiedade (CLEMENT et al., 2007).

Além dos aparatos citados acima, o teste Staircase (teste da escada, em traducao 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 (exploracdo vertical sobre duas patas) sem reduzir, no entanto, o0 nimero de degraus

escalados (THIEBOT et al., 1973). Embasado nesses resultados, foi proposto que o nimero
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de rearing (comportamento vertical sobre duas patas) poderia ser usado como indice de
ansiedade e o numero de degraus como indice de exploracdo e locomocdo (THIEBOT et al.,
1973). De maneira semelhante, o grupo de Simiand (1984) também sugeriu que o Staircase é
um método priméario valido para avaliar o comportamento ansioso do animal (SIMIAND,
KEANE e MORRE, 1984). No estudo, o uso de benzodiazepinas também diminuiu o nimero
rearing (exploragdo vertical sobre duas patas) sem alterar a quantidade de degraus subidos
(SIMIAND, KEANE e MORRE, 1984). Em outro trabalho, contudo, o nimero de rearings
(exploragéo vertical sobre duas patas) foi definido de forma diferente, sendo discutido no
topico exploracdo, locomocéo e atividade vertical (LEPICARD et al., 2000). Apesar disso, 0s
autores sugerem que a reducdo da locomogdo e da exploragdo podem indicar alta
“emocionalidade” ou ansiedade (LEPICARD et al., 2000).

Por fim, outra opcao 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
maior 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 mensuragdo da ansiedade-traco, o paradigma
da exploracdo livre (PEL) é o mais conhecido (HUGHES, 1965; 1968). Desenvolvido por
Hughes (1965), 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, 1965). No caso do citado trabalho, o autor pretendeu avaliar a influéncia da
privacdo alimentar sobre a atividade locomotora do rato branco (HUGHES, 1965). 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, 1965). Na época,
0s parametros adotados pelo autor foram: ndmero total de unidades entradas, porcentagem de
unidades entradas no ambiente novo e o nimero de periodos de 10 segundos no ambiente

novo (HUGHES, 1965). O mesmo pesquisador também avaliou posteriormente (1968), o
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namero 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 locomocéo e a
preferéncia do rato pelo ambiente novo (HUGHES, 1968). Quase duas décadas depois,
Griebel e colaboradores (1993b) sugeriram que o aparato desenvolvido por Hughes poderia
ser um metodo eficiente para estudar a ansiedade-traco (GRIEBEL et al., 1993b). Para isso,
os parametros utilizados foram: nimero de urinacdes e defecacbes, nimero 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., 1993b).
Em estudo mais recente sobre os componentes de analise, Clément e colaboradores (2007)
sugeriram que o PEL poderia fornecer informacdes sobre ansiedade, atividade geral,
comportamento exploratorio e tomada de decisdo (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 dnico gene, o que ndo reflete a
complexidade do fendmeno conhecido por ansiedade (BELZUNG e GRIEBEL, 2001). Isso
porque ja foi observado que a modulacéo da ansiedade envolve mdaltiplos genes (BELZUNG e
GRIEBEL, 2001). Outra opcdo € usar linhagens de camundongos espontaneamente mais
emocionais, como a BALB/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 da ansiedade, estimulos,
tanto externos quanto internos, sdo decisivos para a resposta do animal (LADER, 1972;
GENTIL e NETO, 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 o animal carrega em seu DNA,
as condi¢Oes do ambiente em que vive e as experiéncias prévias armazenadas na memoria séo
fundamentais para a resposta do individuo aos insultos que recebe (LADER, 1972; GENTIL e
NETO, 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 ansioso. Além disso, o0 meio onde o individuo esta inserido,
levando-se em consideracdo caracteristicas como a disponibilidade de agua e comida, a

competicdo por alimento e a presenca de predadores sdo de indiscutivel importancia para seu
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desenvolvimento (HOLMES et al., 2005; ROSEBOOM et al., 2006; DIMITSANTOS et al.,
2007; CHAHOUD e PAUMGARTTEN, 2009). Ademais, a exposi¢do do animal a situacdes
de recompensa ou puni¢do sdo capazes de moldar a resposta do individuo a circunstancias
futuras (CHORPITA e BARLOW, 1998; BORELLI et al., 2004; HOLMES et al., 2005).
Somado a esses estimulos, a capacidade que o animal tem de adaptar-se ao meio (resiliéncia)
é extremamente importante para o seu melhor desempenho frente aos desafios que virdo
(ANDRADE e GORENSTEIN, 1998; ENDLER e KOCOVSKI, 2001; BERNIK e
CORREGIARI, 2002).

2.2 Sistema serotoninérgico

A ansiedade normal é a expressao de um sistema bioldgico de alerta desencadeada em
situacOes interpretadas como potencialmente perigosas (HOEHN-SARIC, 1982). A ansiedade
torna-se anormal quando ocorre sem razfes suficientemente objetivas ou quando as
manifestacfes sdo excessivas em intensidade e duracdo (HOEHN-SARIC, 1982). Por tras
dessas manifestacOes, alteracbes nos sistemas de neurotransmissdo estdo entre os fatores
capazes de modular o comportamento (NINAN, 2001). Dentre 0s neurotransmissores, pelo
menos cinco tém sido associados a ansiedade. Sdo eles: acido y-aminobutirico, norepinefrina,
serotonina, hormonio liberador de corticotrofina e colecistoquinina (NINAN, 2001). Além dos
ja citados, o sistema endocanabindide 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 ativacdo do subsistema formado pelo acido y-aminobutirico (GABAérgico)
associado a receptores especificos de benzodiazepinas (HOEHN-SARIC, 1982). Com relacdo
a norepinefrina, estudos com animais mostraram que apenas alguns tipos de ansiedade séo
mediados pelo sistema (HOEHN-SARIC, 1982). Por fim, o sistema serotoninérgico também
foi implicado na expresséo de alguns tipos de ansiedade (HOEHN-SARIC, 1982).

A serotonina (5-HT) é uma amina biogénica derivada da hidroxilagdo e
descarboxilagdo do aminoacido L-triptofano (MOHAMMAD-ZADEH, MOSES e
GWALTNEY-BRANT, 2008). 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, é no trato gastrointestinal onde ocorre a maior parte da produgédo

corporal da serotonina (95%) (TYCE, 1990). No intestino, a molécula é produzida pelas
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células enteroenddcrinas ou enterocromafins, enquanto no sistema nervoso entérico ocorre a
producdo de neurdnios serotoninérgicos (GERSHON e TACK, 2007). A porcentagem restante
é sintetizada nas plaquetas e no sistema nervoso central (SNC) (TYCE, 1990). No SNC, a
producdo de serotonina é localizada principalmente nos neurénios pré-sinapticos (neurénios
catecolaminérgicos, serotoninérgicos e neurénios da glandula pineal) dos nucleos da rafe no
tronco cerebral (DAHLSTROM e FUXE, 1964; MARTINOWICH e LU, 2008). Os ntcleos
da rafe apresentam projec6es ascendentes de fibras serotoninérgicas inervando o prosencéfalo
e fibras descendentes que se estendem até o bulbo raquidiano e a medula espinhal
(DAHLSTROM e FUXE, 1964). A comunicagdo no sistema serotoninérgico ocorre pela
fenda sinaptica, através da transmissdo eletroquimica, onde a 5-HT liga-se a receptores
especificos, conhecidos como receptores serotoninérgicos (5-HT;7;) (GOODMAN e
GILMAN, 1996; RAYMOND et al., 2001).

A manipulagdo do sistema serotoninérgico € bem comum na literatura e tem sido
utilizada para entender o papel da serotonina sobre a ansiedade (RAMBOZ et al., 1996;
PINHEIRO et al., 2002; RICHARDSON-JONES et al., 2010; LI et al., 2012; VICENTE e
ZANGROSSI, 2012; KJIAERBY et al., 2016; NAUTIYAL et al., 2016). Estudos realizados
com roedores mostraram que 0S receptores serotoninérgicos podem ter papeis distintos
dependendo do tipo de receptor estudado, da regido do cérebro avaliada e da idade do animal
utilizado (RAMBOZ et al., 1996; PINHEIRO et al., 2002; RICHARDSON-JONES et al.,
2010; Ll et al., 2012; VICENTE e ZANGROSSI, 2012; KJIAERBY et al., 2016; NAUTIYAL
et al., 2016). Dentre os receptores serotoninérgicos conhecidos, 0s subtipos associados ao
controle emocional sdo 1A, 1B, 2A, 2C, 4e 7 (TURCO, 2013). O trabalho desenvolvido pelo
grupo de Li (2012) com camundongos adultos (56 dias) injetados com um adenovirus
recombinante encontrou papel ansiolitico para o auto-receptor 5-HT;4 no nucleo central e
basomedial da amigdala (LI et al., 2012). Isso porque a diminui¢do da densidade desse
receptor, em decorréncia da exposicdo ao adenovirus, aumentou 0S 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 modulacao dos niveis
do auto-receptor 5-HTa na vida adulta ndo alterou os niveis de ansiedade (RICHARDSON-
JONES et al., 2010). Esse resultado pode sugerir, segundo 0s autores, que 0 auto-receptor
teria papel fundamental durante o desenvolvimento, no estabelecimento do circuito da
ansiedade, e ndo na vida adulta (RICHARDSON-JONES et al., 2010).
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Estudos com o receptor 5-HT;5 sugeriram que o subtipo poderia ter fungdes diferentes
quando localizados em areas distintas (KJAERBY et al., 2016; NAUTIYAL et al., 2016).
Camundongos knock-out sem o auto-receptor 5-HT;g foram menos ansiosos ho 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 modulacéo
da funcdo do transportador da serotonina (SERT) (NAUTIYAL et al., 2016). Por fim, a
resposta ansiolitica a deplecdo do auto-receptor 5-HTig 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 (1996) néo
observaram resposta ansiolitica de camundongos mutantes sem o receptor 5-HT;5 (RAMBOZ
et al., 1996). No estudo, os autores nao obtiveram diferenca para os parametros relacionados a
ansiedade na caixa de transicdo claro-escuro entre os animais mutantes e os wild-type
(RAMBOZ et al., 1996). No estudo de Kjaerby e colaboradores (2016), por sua vez, em que
0s camundongos adultos (com idade entre 56-84 dias) foram injetados com o0 agonista
CP93129 do receptor 5-HT;g no coértex pré-frontal medial, observou aumento dos
comportamentos relacionados a menor ansiedade (KJAERBY et al., 2016). Essa resposta
ansiolitica poderia ser consequéncia da supressdo do “input” do hipocampo ventral para o
cortex pré-frontal medial (KJAERBY et al., 2016).

Com relacdo ao receptor 5-HT,, 0 uso de antagonista simultdneo dos subtipos 2A e
2C, 0 RP62203, na porcdo 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, o uso do antagonista do subtipo 2C, 0 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 a ansiedade poderia estar relacionada 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, foram mais ansiosos no labirinto elevado
em cruz e no campo aberto (LI et al., 2012).

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 o0 agonista R67333 (1
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mg/kg, 5 mg/kg e 10 mg/kg) e o antagonista RS23597 (10 mg/kg, 20 mg/kg e 40 mg/kQg)
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 ap6s a exposicdo cronica a corticosterona (modelo conhecido por induzir a
ansiedade) (MENDEZ-DAVID et al., 2014). Para tanto, um agonista, o0 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 nédo
produziu efeitos sobre os parametros relacionados a ansiedade (MENDEZ-DAVID et al.,
2014). Porém, quando o antagonista foi associado a fluoxetina, o efeito ansiolitico observado
no grupo exposto a fluoxetina ndo foi observado (MENDEZ-DAVID et al., 2014).

Por fim, o receptor 5-HT7, assim com o subtipo 4, ainda ndo foi muito estudado quanto
ao seu papel sobre a ansiedade. Na verdade, esse receptor serotoninérgico parece ser mais
relevante para o tratamento da depressao [para mais informacdes, ler os artigos: (ROBERTS
et al., 2004; GUSCOTT et al., 2005; HEDLUND et al., 2005; WESOLOWSKA et al., 2006;
ABBAS et al., 2009; SARKISYAN, ROBERTS e HEDLUND, 2010)]. O unico estudo
encontrado para ansiedade mostrou que camundongos adultos da linhagem albina Swiss (24-
28g) foram menos ansiosos para algumas doses do antagonista SB269970 (0,5 mg/kg e 1
mg/kg) (WESOLOWSKA et al., 2006). Esse resultado foi observado no labirinto elevado em
cruz, em que ambas as doses aumentaram a porcentagem de entradas nos bragos abertos,
engquanto o tempo gasto nesses bracos foi maior apenas para dose de 0,5mg/kg
(WESOLOWSKA et al., 2006).

Como demonstrado acima, a procura pelo papel dos receptores serotoninérgicos sobre
a ansiedade motiva a comunidade cientifica (RAMBOZ et al., 1996; PINHEIRO et al., 2002;
WESOLOWSKA et al., 2006; LIU et al.,, 2010; RICHARDSON-JONES et al., 2010;
CHEGINI, NASEHI e ZARRINDAST, 2014; MENDEZ-DAVID et al., 2014; VICENTE e
ZANGROSSI, 2014; KJAERBY 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 distarbios psiquiatricos. Outros agentes farmacoldgicos que atuem sobre o sistema
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serotoninérgico podem agir sobre o armazenamento, a sintese e a recaptagdo da serotonina
(NADAL-VICENS, CHYUNG e TURNER, 2008).

Com relacdo aos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), 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 sdo
bastante contraditdrios 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 controvérsia pode ser fruto
dos protocolos experimentais adotados pelos grupos de pesquisa, que variam desde a dose
aplicada até o tempo de exposi¢do ao farmaco (agudo ou crénico) (DURAND et al., 1999;
DULAWA et al., 2004; SORREGOTTI et al., 2013; AMODEDO et al., 2015; MCAVOY et
al., 2015).

A aplicacdo aguda da fluoxetina para analise da ansiedade pode resultar em animais
com caracteristicas comportamentais similares ou contraditorias (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) foram mais
ansiosos 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 exploracdo 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 exploragdo livre 30 minutos ap6s a manipulacdo farmacolodgica
(fluoxetina 20mg/kg) foram mais ansiosos (BELZUNG et al.,, 2001). Foi observada
diminuicdo na proporc¢do de tempo gasto nas unidades novas do teste e reducdo do nimero 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 diminuicdo do tempo total e da

porcentagem de entrada nos bragos abertos (LIU et al., 2010).
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Em oposicdo aos resultados descritos acima, machos adolescentes da linhagem Wistar-
kyoto (pesando entre 180-280g), testados no labirinto elevado em cruz, um dia depois da
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 bracos abertos) e menos tentativas de aproximacdo dos bracos abertos seguida de
comportamento de evitacdo (GRIEBEL et al., 1999).

No trabalho de Balu e colaboradores (2009), os niveis de BDNF (fator neurotréfico
derivado do cérebro) de ratos Sprague-dawley (pesando entre 250-275g) ndo foram diferentes
quando a anélise foi feita 24 horas apds a injecdo de uma dose de 10mg/kg (BALU et al.,
2008). Além disso, a primeira exposicdo de machos Wistar adolescentes (60-90 dias) ao
paradigma da exploracdo livre, 30 minutos depois da aplicacdo da dose de fluoxetina
(0,5mg/kg), ndo trouxe resultados para nenhum dos parédmetros 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
(5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg), a exposicdo ao labirinto 30 minutos depois da aplicacdo do
farmaco nédo teve efeito (RODRIGUES-FILHO e TAKAHASHI, 1999). De maneira
semelhante, a injecdo de fluoxetina (10mg/kg) em camundongos adultos (c57BL/6J — 63-70
dias), 30 minutos antes do teste, ndo alterou 0 comportamento animal relacionado a ansiedade
no campo aberto (LIU et al., 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; AMODEO et al., 2015; MCAVOY et al., 2015). Ratos Sprague-dawley adolescentes
(45 dias) de ambos os sexos tratados com fluoxetina (10mg/kg/dia e 20mg/kg/dia durante 10
dias) apresentaram aumento de comportamento relacionado a ansiedade na caixa de transigéo
claro-escuro (AMODEDO et al., 2015). Ademais, 0 grupo que recebeu a dose de 20 mg/Kg
também apresentou aumento da ansiedade no labirinto elevado em cruz, diminuindo o tempo
gasto nos bracos abertos, 0 numero de head-dippings (movimento descendente da cabeca para
fora dos bracos abertos) (AMODEO et al., 2015). No estudo de Durand e colaboradores
(1999), o tratamento com fluoxetina (5mg/kg/dia) durante 13 dias alterou a resposta ansiosa
da linhagem WKY, 30 horas depois da aplicacdo (56-63 dias) (DURAND et al., 1999). Houve

diminuicdo do ndmero total de entradas nos bragos do labirinto e aumento do numero de



29

entradas nos bragos fechados, indicando menor locomogdo e maior ansiedade,
respectivamente (DURAND et al., 1999). O aumento da ansiedade também foi observado em
ratos Sprague-Dawley (250-275g) submetidos a fluoxetina 10m/kg por 21 dias, através do
maior nivel de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) no cértex frontal, um dia apds
a Ultima aplicagdo (BALU et al., 2008). De maneira semelhante, ratas transgénicas velhas
(300-330 dias) submetidas a fluoxetina (18mg/kg/dia) durante 28 dias foram mais ansiosas no
campo aberto, no labirinto elevado em cruz e na caixa de transi¢do claro-escuro (MCAVOY
etal., 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) foi ansiolitica (GRIEBEL et al.,
1999). Tal resultado foi expresso pela diminuicdo do numero de tentativas de aproximacao
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). O estudo desenvolvido por Sorregotti e colaboradores (2013) com camundongos Swiss
adultos (25-35g) também observou diminuicdo da ansiedade (SORREGOTTI et al., 2013). O
tratamento com dose de fluoxetina 20mmg/kg/dia durante 15 dias foi capaz de aumentar o
namero de head-dippings (movimento descendente da cabega para fora dos bragos abertos)
(SORREGOTTI et al., 2013). Por fim, a aplicagéo de dose 18mg/kg/dia de fluoxetina durante
20 dias em camundongos BALB/c adultos (75-90 dias) aumentou a expressdo de
comportamentos associados a menor ansiedade, como numero de entradas na area central,
distancia central percorrida e relagéo 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 (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) (DURAND et al., 1999; GRIEBEL et al., 1999; DULAWA et al., 2004;
BALU et al., 2008; SORREGOTTI et al., 2013; AMODEO et al., 2015; MCAVOY et al.,
2015). Mas 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
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carrega dentro de si, a individualidade. Afinal, apesar de sermos da mesma espécie, cada ser é

Unico e tem caracteristicas proprias que o diferenciam de seus semelhantes.

2.3 Dieta hiperlipidica materna e desenvolvimento da prole

O inicio da vida — gestacdo, lactacdo e primeira infancia - € marcado por uma série
precisa e sincronizada de eventos que permite o desenvolvimento adequado do animal
(DOBBING, 1965; RICE e BARONE JR, 2000; MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002;
ANDERSEN, 2003). Portanto, qualquer insulto que venha a interferir no desdobramento
dessa sequéncia de acontecimentos pode acarretar em alteracbes permanentes na estrutura e
funcdo do individuo (DOBBING, 1965; MORGANE et al., 1993). Essa vulnerabilidade esta
relacionada ao conceito de periodo critico, definido como janelas de tempo em que os tecidos
e 0s Orgdos sdo susceptiveis a fatores intrinsecos e extrinsecos (DOBBING, 1965;
ANDERSEN, 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 exposi¢do
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 do periodo perinatal para o desenvolvimento da prole (WRIGHT, LANGLEY-
EVANS e VOIGT, 2011; CAN et al., 2012a; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM,
2012; BALSEVICH et al., 2016a). Contudo, muitas vezes os resultados dos trabalhos séo
contraditorios, visto que as dietas utilizadas para explorar o tema ndo sdo totalmente
padronizadas (WRIGHT, LANGLEY-EVANS e VOIGT, 2011; CAN et al., 2012a; PELEG-
RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; BALSEVICH et al.,, 2016a). Ademais, 0s
periodos de intervencdo também variam entre os trabalhos, gerando resultados que podem
diferir entre a literatura (SASAKI et al., 2013; BELLISARIO et al., 2014; KANG et al.,
2014; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015; BALSEVICH et al., 2016a).

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 0s mais
variados aspectos da fisiologia e do comportamento (CAN et al., 2012a; RODRIGUEZ et al.,
2012; KANG et al., 2014; SASAKI et al., 2014; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015;
BALSEVICH et al., 2016a). Ademais, é importante salientar que a influéncia da exposicao
nutricional pode ser feita de maneira indireta, através da mée, ou de maneira direta, ofertando-
se a dieta para animais desmamados (SHALEV et al., 2010; FINGER, DINAN e CRYAN,
2011; CAN et al., 2012a; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; GIRIKO et al.,
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2013; SASAKI et al., 2013; BELLISARIO et al., 2014; KANG et al., 2014; PERANI et al.,
2015; OHLAND et al., 2016).

Dentre os aspectos estudados, a influéncia que a dieta com alto teor de lipidios tem
sobre o comportamento dos filhotes na adolescéncia ou na vida adulta revela resultados
contraditorios entre os trabalhos dispostos na literatura (WRIGHT, LANGLEY-EVANS e
VOIGT, 2011; KANG et al., 2014; SASAKI et al., 2014; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). A
exposicdo materna a dieta com alto teor de lipidio antes e durante a gestacdo resultou em
resposta mais ou menos ansiosa dependendo do sexo e da idade dos filhotes avaliados
(BELLISARIO et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016b). O estudo desenvolvido por
Bellisario e colaboradores (2014) com camundongos, por exemplo, obteve perfis
comportamentais distintos para machos e fémeas (entre P84 e P97) do grupo hiperlipidico
(proteina 16,4%, lipidio 58%, 5,56 kcal) (BELLISARIO et al., 2014). No labirinto elevado
em cruz, os machos foram considerados mais ansiosos, pois passaram mais tempo imdveis e
em self-grooming (lamber/cogar) (BELLISARIO et al., 2014). As fémeas, por outro lado,
exibiram menor comportamento relacionado a ansiedade, passando menos tempo em self-
gromming (lamber/cocar) (BELLISARIO et al., 2014). No estudo de Balsevich e
colaboradores (2016b), camundongos (C57BL/6J) adultos jovens (P90) de mées expostas a
dieta hiperlipidica (lipidio 58% de kcal) foram menos ansiosos (BALSEVICH et al., 2016b).
Isso porque os animais despenderam mais tempo e entraram mais vezes nos bragos abertos do
labirinto (BALSEVICH et al., 2016b). De maneira contréaria, em adultos velhos (P365) do
mesmo grupo experimental, o efeito da dieta foi avaliado como ansiogénico (BALSEVICH et
al., 2016b). Essa resposta foi expressa pelo aumento do tempo gasto nos bragos fechados e
pela diminui¢cdo do nimero de entradas nos bracos abertos do aparato (BALSEVICH et al.,
2016b).

Os efeitos da manipulacdo nutricional materna antes da concepcdo até o final da
lactacdo também foi influenciado pelo sexo e pela idade dos animais (RODRIGUEZ et al.,
2012; SASAKI et al., 2014). Ratos adolescentes (entre P35 e 45) de mées expostas a dieta
rica em lipidio (proteina 20%, lipidio 60%, 5,24 Kcal) expressaram aumento de
comportamentos associados a menor ansiedade (SASAKI et al., 2014). Machos e fémeas
exibiram maior numero de entradas na area central do campo aberto, as fémeas entraram mais
vezes nos bragos abertos do labirinto elevado em cruz e os machos despenderam mais tempo
na area clara da caixa de transigdo claro-escuro (SASAKI et al., 2014). De maneira contréria,

em outro estudo com ratos jovens (entre P49 e P62), a exposi¢cdo materna a dieta rica em
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lipidio (proteina 23,5%, lipidio 25%, 4,9 kcal) aumentou o nimero de entradas na area
periférica no campo aberto (RODRIGUEZ et al., 2012).

Animais adultos (P90) provenientes de maes que receberam dieta hiperlipidica
(proteina 20%, lipidio 60%, 5,24 Kcal, antes da gestacdo até o fim da lactacdo) apresentaram,
no campo aberto, menor tempo no centro (SASAKI et al., 2013). No labirinto elevado em
cruz, por sua vez, houve menor numero de head entries (tentativas de aproximacéo dos bragcos
abertos) para ambos 0s sexos e as fémeas entraram menos vezes nos bragos abertos (SASAKI
et al., 2013). Por fim, na caixa de transicdo claro-escuro, o nimero de bolos fecais foi maior
para o grupo hiperlipidico (SASAKI et al., 2013). Em conjunto, esses animais apresentaram
mais comportamentos relacionados a ansiedade (SASAKI et al., 2013). No estudo de Peleg-
Raibstein e colaraboradores (2012) (camundongo - lipidio 60% Kcal), filhotes também
adultos (P90) foram mais ansiosos (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012).
Nesse caso, tal resultado foi traduzido pelo teste de neofobia alimentar, em que animais do
grupo hiperlipidico aumentaram a laténcia para consumir alimentos novos (PELEG-
RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012).

A exposicdo materna (camundongo C57BL/6J) a dieta hiperlipidica (proteina 20%,
lipidio 60% kcal, 5,24 kcal) somente durante a gestacdo e a lactacdo resultou em filhotes
adolescentes (entre P32 e P35) com maior ansiedade (KANG et al., 2014). Machos e fémeas
passaram mais tempo em rearing (exploracdo vertical sobre duas patas) e as fémeas exibiram
proporcao entre distancia percorrida no centro e distancia total no campo aberto reduzida
(KANG et al., 2014). Quando a manipulacdo nutricional materna foi feita durante o conjunto
gestacdo/lactacdo e o periodo p6s-desmame, o estudo de Can e colaborares (2012a) corrobora
o efeito ansiogénico da dieta hiperlipidica (Sprague-Dawley - lipidio 65% Kcal) (CAN et al.,
2012b). Os filhotes, quando submetidos ao labirinto elevado em cruz (P119), apresentaram
menor porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos (CAN et al., 2012b).

Estudos com dieta de cafeteria (DC), também ricas em lipidio, ajudam a fomentar as
discussbes a respeito do papel da nutricdo materna sobre o desenvolvimento da prole
(WRIGHT, LANGLEY-EVANS e VOIGT, 2011; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). Wright,
Langley-Evans e Voigt (2011) observaram efeito ansiolitico em filhotes (P70) de maes
expostas a dieta de cafeteria durante periodos diferentes (WRIGHT, LANGLEY-EVANS e
VOIGT, 2011). Fémeas de maes sujeitas a DC antes e durante a gestacao, e fémeas expostas a
DC antes do acasalamento até o final da lactacdo gastaram menos tempo em grooming
(lamber/cocar) no labirinto elevado em cruz (WRIGHT, LANGLEY-EVANS e VOIGT,
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2011). Machos e fémeas de maes expostas a DC durante a gestacédo e a lactacéo, por sua vez,
passaram menos tempo em rearing (exploracdo vertical sobre duas patas) no campo aberto
(WRIGHT, LANGLEY-EVANS e VOIGT, 2011). Ademais, as fémeas também despenderam
menor quantidade de tempo em grooming (lamber/cocar) (WRIGHT, LANGLEY-EVANS e
VOIGT, 2011). O trabalho de Ramirez-Ldpez, também com dieta de cafeteria (proteina 6%,
lipidio 24,45% g/g), entretanto, apresentou aumento dos comportamentos relacionados a
ansiedade (RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). Ratos (P49-62) do grupo de mdes expostas a
dieta de cafeteria entraram mais vezes e passaram mais tempo nos bracos fechados; e
gastaram menos tempo nos bracos abertos do labirinto (RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015).
Ademais, os mesmos filhotes gastaram menos tempo no centro do campo aberto (RAMIREZ-
LOPEZ et al., 2015).

Como pode ser visto acima, os efeitos da exposi¢cdo materna a dietas ricas em lipidios
sobre o comportamento da prole variam de trabalho para trabalho (WRIGHT, LANGLEY -
EVANS e VOIGT, 2011; CAN et al., 2012a; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM,
2012; RODRIGUEZ et al., 2012; SASAKI et al., 2013; BELLISARIO et al., 2014; KANG et
al., 2014; SASAKI et al., 2014; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015; BALSEVICH et al., 2016a).
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., 2016a). E sabido, por exemplo, que a exposicio a
situacOes estressantes ativam o eixo Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), aumentando a
liberacdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) e da corticosterona (GRAEFF, 2007).
Essa resposta ao insulto € crucial para melhor adaptacdo do organismo as circunstancias
vivenciadas, sendo conhecida como reagdes de luta ou fuga (GRAEFF, 2007). Em filhotes
fémeas [camundongo (BELLISARIO et al., 2014); rato (SASAKI et al., 2013)] de mades
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., 2014). Somado a isso, houve feedback negativo menos eficiente,
expondo os animais a um aumento duradouro dos niveis de corticosterona (SASAKI et al.,
2013; BELLISARIO et al., 2014). Ademais, filhotes machos exibiram corticosterona basal
atenuada (SASAKI et al., 2013).

A exacerbacéo do eixo HPA citada acima esta relacionada ao aumento da expresséo de
receptores especificos em regibes do encéfalo (SASAKI et al.,, 2013). O receptor

mineralocorticoide (RM) tem alta afinidade pela corticosterona, sendo normalmente ligado a
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ela em condigdes basais, determinando o limiar de resposta ao estresse (JOELS et al., 2008).
O receptor glicocorticoide (RG), 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 observada nos testes comportamentais poderia ser explicado pelo aumento dos RG no
hipocampo desses animais (SASAKI et al., 2014). Nos animais adultos (P90) do grupo
hiperlipidico, o aumento dos comportamentos relacionados a maior ansiedade pode ser
correlacionado a expressdo elevada de RM e de RG na amigdala (SASAKI et al., 2013). O
aumento da expressdo desses receptores em diferentes estruturas do encéfalo e sua associacdo
com os niveis de ansiedade precisam, entretanto, de estudos mais detalhados para o
entendimento mais claro do mecanismo por tras das respostas comportamentais observadas.
Em outro trabalho, a expressdo elevada do RNA mensageiro do receptor glicocorticoide
nuclear da subfamilia-3-grupo-c-membro-1 (Nr3cl) nos nucleos ventromedial hipotalamico e
arqueado, e o aumento do Nr3cl no nucleo paraventricular indicaram aumento dos
comportamentos ansiosos (BALSEVICH et al., 2016a).

O papel inflamatdrio e anti-inflamatério dos receptores glicocorticoides no cérebro foi
recentemente estudado (SORRELLS et al.,, 2009). Em situacdes de estresse cronico, por
exemplo, a ativacdo desses receptores € necessaria para aumentar a resposta inflamatoria do
cérebro (SORRELLS et al., 2009). Para que isso aconteca, no entanto, o aumento da
expressao de fatores pro-inflamatérios, como o aumento das citocinas, é imprescindivel
(SASAKI et al., 2013; SASAKI et al., 2014). Entre as citocinas estudadas, a expressao
elevada da interleucina-1B (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 maior ansiedade em descendentes de maes expostas a dieta hiperlipidica (SASAKI et al.,
2013; KANG et al., 2014). O aumento da IL-6 pode estar associado ao aumento do fator de
transcrigdo nuclear kappa B (NkF-B) e a ndo inibi¢cdo do NKF-B pelo seu regulador negativo, o
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 inflamacéo neuronal (KANG et al., 2014).

Por outro lado, 0 aumento da transcri¢do do fator NkF-p e da IL-6 em ambos 0s sexos
e do IkB-a em machos no hipocampo sugeriram diminuicdo dos comportamentos associados a

ansiedade (SASAKI et al., 2014). A diminuicdo da expressdo dos receptores antagonistas de
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IL-1 em fémeas e do fator NKF-3 em machos ¢ fémeas na amigdala também dao suporte ao
afeito ansiolitico da dieta (SASAKI et al., 2014). Ademais, houve aumento da expressao 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 inflamatorias
(RASTOGI et al., 2013). O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) € outra
abordagem utilizada para entender o comportamento (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e
WOLFRUM, 2012). Animais provenientes de mdaes expostas a dieta hiperlipidica
apresentaram aumento da expressdo do BDNF no hipocampo dorsal (PELEG-RAIBSTEIN,
LUCA e WOLFRUM, 2012). Tal aumento € expresso através de perfis mais ansiosos 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 exposi¢cdo a niveis mais elevados de
leptina pode ser também um fator contribuinte para o aumento dos comportamentos
relacionados a ansiedade (BELLISARIO et al., 2014). Estudo feito por Prior e colaboradores
(2014) revelou que proles de mdes alimentadas com dieta rica em lipidio exibiram
sensibilidade hipotaldmica alterada a leptina (PRIOR et al., 2014). Essa mudanca sugeriria
que alteracGes 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 de ansiedade (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e
WOLFRUM, 2012; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). Com relacdo ao sistema
endocanabinoide, a diminuicdo do nivel de anandamida (AEA) e do acido araquiddnico (AA)
em machos e a reducdo de palmitoiletanolamida (PEA) em machos e fémeas no hipotalamo
sugeriu aumento da 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 gabaérgico e serotoninérgico, por sua vez, a
expressao génica elevada da subunidade do receptor G2 de GABAA, e do receptor 5-HTa nO
hipocampo ventral foi interpretada como fator que contribuiu para 0 comportamento ansioso
(PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012). Apesar disso, trabalhos que investiguem
de que maneira essas alteracOes agem sobre a responsividade (sensibilidade/resisténcia)

farmacologica desses receptores ndo sdo de nosso conhecimento. Camundongos BALB/c
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adultos expostos a dieta hiperlipidica no periodo p6s-desmame e ao estresse ameno repetido
durante dois periodos de sete semanas separados por um de seis semanas, apresentaram
aumento da resisténcia a fluoxetina cronica (ISINGRINI et al., 2010). Isso porque a aplicacédo
do farmaco nédo 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 pos-natal, apresentaram diminuicdo do nivel basal de serotonina no hipocampo
ventral (HPC) (ZEMDEGS et al., 2016). Como os auto-receptores 5-HT ;4 somatodendriticos
localizados nos neurénios 5-HT do nucleo 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;a (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 aplicacdo (ZEMDEGS et al., 2016).
Segundo os autores, juntos, esses resultados sugerem que a reducdo externa de serotonina
observada no HPC pode ser consequéncia da expressdo elevada e/ou funcdo dos auto-
receptores 5-HT 14 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 da enzima limitante
para sintese de serotonina, a triptofano hidroxilase 2 (TPH2) e da expressdo dos auto-
receptores inibitorios 5-HT;a no ndcleo 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, € possivel hipotetizar que descendentes de maes que foram expostas a dietas
hiperlipidicas durante o periodo perinatal podem ser mais resistentes a acdo do farmaco. Essa
ideia torna-se mais interessante engquanto acompanhamos a mudanca do perfil nutricional
ocorrida no Brasil e no mundo, em que ha ingestdo elevada de gorduras saturadas e agucares
refinados (DE OLIVEIRA et al., 2012). Ademais, além do aumento do consumo de lipidios,
ha ainda o crescimento no nimero de casos de pessoas com depressdo ou com algum tipo de
transtorno ansioso (DE OLIVEIRA et al., 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017).

Em suma, a manipulacdo nutricional materna durante o periodo critico pode alterar o
comportamento da prole (WRIGHT, LANGLEY-EVANS e VOIGT, 2011; CAN et al.,
2012a; PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012; RODRIGUEZ et al., 2012;
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RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015). A maneira como essas alteracfes ocorrem, entretanto, ainda
ndo esta clara aos olhos dos pesquisadores (SASAKI et al., 2013; BELLISARIO et al., 2014;
KANG et al., 2014; PRIOR et al., 2014; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al., 2016a).
Como foi descrito acima, os protocolos experimentais adotados variaram desde a manipulacéo
nutricional (fontes de nutrientes, composicdo, periodo de exposicdo) até a avaliacdo
comportamental (idade, experimento, pardmetros) produzindo resultados, as vezes,
controversos. Por isso, antes de assumir como verdade este ou aquele resultado, é necessario
que novas pesquisas sejam feitas, integrando comportamento, fisiologia, bioquimica, etc. a
fim de preencher o maior nimero de lacunas possivel e, quem sabe assim, responder 0s

guestionamentos existentes.
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3 Hipdtese

Filhotes adultos jovens de mées expostas a dieta hiperlipidica/hipercalérica ou a dieta
hiperlipidica/isocalorica, durante os periodos de gestacdo e lactacdo, sdo mais resistentes a
acdo aguda de um inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina (fluoxetina) sobre

comportamentos relacionados a ansiedade.
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4 Objetivos

4.1 Geral
Avaliar a influéncia de duas dietas maternas hiperlipidicas com diferentes teores
caloricos sobre a responsividade do sistema serotoninérgico avaliada a partir de pardmetros

comportamentais relacionados a ansiedade em ratos adultos jovens.

4.2 Especificos
Avaliar em ratos provenientes de ninhadas expostas a diferentes dietas:

e Evolucéo do peso corporal,;
e Consumo alimentar poés-desmame;
e Resposta a aplicacdo aguda de diferentes doses de um inibidor seletivo de recaptagdo
de serotonina (fluoxetina) sobre comportamentos relacionados a ansiedade:
e Numero de bolos fecais no campo aberto.
e Numero de entradas, tempo e porcentagem de tempo nas areas do labirinto e o
numero de tentativas de aproximacao dos bracos abertos.
e Laténcia para entrar no ambiente novo e consumo alimentar no paradigma da

exploracdo livre.
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5 Métodos

5.1 Questdes éticas

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), processo 23076.049825/2015-39 (ANEXO A). A
manipulacdo e os cuidados para com o0s animais seguiram as recomendag0es do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo animal (CONCEA).

5.2 Animais

Foram utilizadas 43 ratas albinas da linhagem Wistar, provenientes da coldnia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A selecdo das
ratas foi feita utilizando-se alguns critérios: 1) ndo possuir parentesco familiar, 2) estar entre
90-120 dias de vida, 3) pesar entre 220-250 gramas e 4) ser nulipara. Tais cuidados foram
adotados para minimizar possiveis influéncias genéticas e fisiolégicas nos resultados.
(BENTO-SANTOS et al., 2012).

Os animais foram mantidos em biotério de experimentacdo com temperatura de
23°+2°C em um ciclo de luz invertido de 12/12h [ciclo claro (20:00h as 08:00h) e ciclo escuro
(08:00h as 20:00h)]. Agua filtrada e ragio foram ofertadas ad libitum. Apo6s o periodo de
adaptacdo ao ciclo de luz, os roedores foram alocados para gaiolas-padrdo de biotério de
polipropileno (50x36x15cm) para acompanhamento do ciclo estral através do esfregaco
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 lactagdo, as ratas
tiveram livre acesso a agua filtrada e a dieta experimental.

Um dia ap6s o0 nascimento, os neonatos foram pesados e selecionados, sendo escolhido
0 maior numero de machos com peso entre 4,5 e 8,5 g. A ninhada foi ajustada para oito
filhotes e as fémeas foram utilizadas para completa-la quando necessério. Filhotes
supranumerarios foram sacrificados por decapitacdo. Os neonatos foram amamentados
durante os 21 dias pos-natal (periodo de lactacdo), sendo expostos indiretamente as dietas
experimentais atraves do leite materno. No 22° pos-natal, os filhotes foram separados das
mées, sendo mantidos juntos (2-4 machos) até o final dos experimentos. Apds o desmame,
todos os animais receberam a mesma dieta padrdo do biotério (Presence — Purina®, Brasil).

Para os procedimentos experimentais s6 foram considerados os filhotes machos.
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5.3 Manipulagédo nutricional

Para a manipulacdo dietética, foram utilizadas trés dietas: a dieta controle (n=17),
proposta por Reeves, Nielson e Fahey (1993), e duas dietas experimentais hiperlipidicas
confeccionadas em parceria com o Laboratério de Nutricdo Experimental e Dietética (LNED)
do Departamento de Nutricdo da UFPE, a dieta hiperlipidica hipercalorica (n=14) e a dieta
hiperlipidica isocalérica (n=12) (adaptada de DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO
(1997)). A diferenca entre as dietas esta no teor de lipidio e caloria. A composi¢do centesimal

e de macronutrientes das dietas esta disposta nas tabelas abaixo:

Tabela 1. Composicdo centesimal das dietas experimentais.

Controle  Hiperlipidica  Hiperlipidica

Ingredientes AIN-93G Isocaldrica Hipercalorica
(9/100g)* (9/100g) (9/100g)

Caseina (>85% proteina) 20,00 20,00 25,20
Amido de milho (87% carboidrato) 39,75 19,30 24,50
Amido dextrinizado (92% carboidrato) 13,20 6,40 8,00
Sacarose 10,00 4,85 6,17
Oleo de soja 7,00 7,00 7,00
Banha animal (100% lipideo) - 13,40 19,00
Celulose 5,00 24,00 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00 1,00
L-Metionina 0,30 0,30 0,38
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25
TBHQ 0,0014 0,0014 0,0014
Calorias (g/100g) 3,60 3,64 4,62

Fonte: *Adaptado de Reeves, Nielsen e Fahey (1993). Os calculos da composigdo centesimal foram baseados nas
informacdes nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos.
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Tabela 2. Composicdo de macronutrientes das dietas segundo o Valor Energético Total
(VET).

) Controle Hiperlipidica  Hiperlipidica
VET por Macronutrientes ] ] )
AIN-93G Isocalorica Hipercalorica
VET (kcal/g) 3,60 3,64 4,62
Proteina (% kcal VET) 19 19 19
Carboidrato (% kcal VET) 63 30 30
Lipideo (% kcal VET) 18 51 51

O teor e a composicdo bioquimica dos acidos graxos das dietas foram analisados e
atestados pelo Laboratorio de Anélise de Planta, Racdo e Agua (LAPRA) do Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA (ANEXO B).

Tabela 3. Composicdo de macronutrientes da dieta pos-desmame (Presence — Purina®)

) Dieta padréo de biotério
Macronutrientes

g kcal Kcal%
Proteina 23 92 26
Carboidrato 58 36 64
Lipideo 4 232 10
Total 18 360 100
Kcal/g 3,6

5.4 Manipulacdo Farmacoldgica

Na nona semana pds-natal (ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015),
cada grupo formado pela manipulacdo nutricional foi subdividido em trés subgrupos, de
acordo com a manipulacdo farmacoldgica recebida durante trés semanas consecutivas. As
administracdes ocorreram sempre de forma aguda, das 09:00 as 10:00, 30 minutos antes dos
testes comportamentais (GRIEBEL et al., 1999; DRAPIER et al., 2007; LIU et al., 2010;
SORREGOTTI et al., 2013). O horario das aplicacGes foi definido de acordo com a mudanca
de ciclo de luz do biotério, pois o pico de serotonina em regides do encéfalo, como cerebelo,
hipocampo e hipotalamo, ocorre duas horas depois do apagar das luzes (MATEOS et al.,

2009). As manipulagdes farmacologicas foram as seguintes:
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e Veiculo: recebeu solucéo salina (NaCl a 0,9%), por via intraperitoneal, no volume de
1ml/100g de peso corporal;

e Fluoxetina 1mg: recebeu solucdo de fluoxetina na dose de 1mg/Kg (ALMEIDA-
SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015) de peso corporal, por via
intraperitoneal, no volume de 1ml/100g de peso corporal;

e Fluoxetina 10mg: recebeu solucdo de fluoxetina na dose de 10mg/Kg de peso
corporal (DRAPIER et al., 2007; BALU et al., 2008; LIU et al., 2010;
SORREGOTTI et al., 2013; AMODEO et al., 2015), por via intraperitoneal, no
volume de 1ml/100g de peso corporal.

5.5 Desenho experimental
Considerando as duas manipulagdes (nutricional materna e farmacoldgica na prole),

foram formados nove grupos experimentais. Sao eles:

e Controle — Veiculo (CV, n=13);

e Controle — Fluoxetina 1mg (CF1, n=13);

e Controle — Fluoxetina 10mg (CF10, n=14);

e Hiperlipidico/lsocalorico — Veiculo (HIV, n=11);

e Hiperlipidico/Isocalorico — Fluoxetina 1mg (HI1, n=9);

e Hiperlipidico/lsocalorico — Fluoxetina 10mg (HI10, n=10);

e Hiperlipidico/Hipercalérico — Veiculo (HHV, n=11);

e Hiperlipidico/Hipercalérico — Fluoxetina 1Img (HH1, n=11);

e Hiperlipidico/Hipercalérico — Fluoxetina 10mg (HH10, n=10).

5.6 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados por todos os animais durante trés semanas
consecutivas, na fase escura do ciclo de luz, 30 minutos apds a manipulacdo farmacoldgica
(GRIEBEL et al., 1999; DRAPIER et al., 2007; LIU et al., 2010; SORREGOTTI et al.,
2013). Para evitar que o farmaco fosse aplicado muito apds o pico de serotonina foram
filmados de dois a trés ratos por dia, dependendo do teste comportamental avaliado. Entre as
filmagens, os aparatos foram limpos com hipoclorito 2% para eliminar odores que pudessem

influenciar o comportamento do animal seguinte.
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5.6.1 Campo aberto

Na nona semana (ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015), o animal
foi submetido ao teste em campo aberto. O sistema consiste em um campo circular escuro
(21m) coberto por EVA, delimitado por paredes de 30 cm de altura (ARAGAO RDA et al.,
2011). Uma hora antes da manipulacdo farmacoldgica, os animais em suas gaiolas foram
transferidos para a sala de analise comportamental para ambientacdo (CHEGINI, NASEHI e
ZARRINDAST, 2014). Ao final desse periodo, o farmaco foi injetado e o animal permanecia
na gaiola. Meia hora depois (GRIEBEL et al., 1999; DRAPIER et al., 2007; LIU et al., 2010;
SORREGOTTI et al., 2013), o roedor foi posicionado no centro do campo e sua trajetoria
registrada por uma cadmera digital durante 15 minutos (SASAKI et al., 2013; BELLISARIO et
al., 2014; KANG et al., 2014; SASAKI et al., 2014), enquanto se locomovia livremente. Por
conta do pico de serotonina, de um a trés animais eram filmados por dia. A gravacdo era
realizada em ambiente escuro e a cAmera possuia iluminacgdo infravermelha. Os videos foram
armazenados para futuras analises. O parametro avaliado foi:

e Numero de bolos fecais.

5.6.2 Labirinto elevado em cruz

Na décima semana (ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA, 2015), sete
dias depois da exposicdo ao campo aberto, o animal foi submetido ao teste de labirinto
elevado em cruz (PELLOW et al., 1985). O aparato consiste em uma estrutura de madeira
com quatro bracos de 50 cm de comprimento e 10 cm de largura, 50 cm acima do chdo. Dois
desses bracos possuem paredes de 40 cm de altura e sdo chamados “bragos fechados”. Os
outros dois ndo possuem essa protegao, sendo os “bragos abertos” do labirinto. Para diminuir
a possibilidade de acidentes, bordas de 1 cm ladeavam os bragos abertos. O encontro entre 0s
quatro bracos é denominado “area central” e tem 10x10 cm. Ademais, a superficie de todos 0s
bracos era coberta por EVA. Uma hora antes da aplicacdo da droga (CHEGINI, NASEHI e
ZARRINDAST, 2014), os animais eram transferidos para a sala de analise comportamental
para ambientacdo. Ao final desse periodo, o farmaco era administrado e o animal devolvido
para gaiola. Trinta minutos depois da injeg&o, o roedor era posicionado na area central, com a
face voltada para um dos bracos abertos, durante um periodo de 5 minutos (SASAKI et al.,
2013; BELLISARIO et al., 2014; SASAKI et al., 2014; RAMIREZ-LOPEZ et al., 2015).
Uma luz vermelha de 15 watts posicionada acima da area central era mantida acesa durante

todo o tempo do experimento. A filmagem foi registrada por um sistema de captacdo de
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imagens com infravermelho acoplado a um computador situado fora da sala de teste. Por
conta do pico de serotonina, de um a trés animais eram filmados por dia. As analises dos
videos foram realizadas com auxilio de um cronémetro digital desenvolvido pelo grupo de
pesquisa. Ao final dos experimentos, todos os videos foram renomeados por outra pessoa para
evitar vieses de andlise. Os parametros avaliados foram (PELLOW et al., 1985; ESPEJO,
1997; WALF e FRYE, 2007):
e Numero total de entradas nos bragos do labirinto: somatdrio do nimero de vezes que
0s animais entravam com as quatro patas em qualquer um dos bracos do labirinto.
e NuUmero de entradas: niUmero de vezes em que o animal entra com as quatro patas nos
bracos abertos ou nos bracos fechados;
e 9% do numero de entradas: % do nimero de vezes em que o animal entra com as quatro
patas nos bragos abertos e fechados;
e Tempo de permanéncia (s): total de tempo gasto nos bracos abertos e fechados, e na
area central,
e % de tempo de permanéncia: % de tempo gasto nos bracos abertos e fechados, e na
area central,
e Tentativa de aproximacdo dos bracos abertos: numero de vezes que 0s animais

tentavam se aproximar dos bragos abertos recuando logo em seguida.

5.6.3 Paradigma da exploragao livre

Na décima primeira semana, sete dias depois do teste do labirinto elevado em cruz, o
animal foi submetido ao paradigma de exploracdo livre (TEIXEIRA-SILVA et al., 2009). O
aparelho consiste em uma caixa de madeira dividida em duas partes, uma familiar e uma
nova, sendo cada uma delas subdivididas em trés unidades exploratorias de 20x20 cm
(TEIXEIRA-SILVA et al., 2009). Cada area menor conecta-se as areas adjacentes por
passagens de 10 cm de largura e comprimento. As duas metades eram separadas por uma
divisoria removivel e o chdo estava protegido por EVA. O ambiente familiar era também
coberto por maravalha esterilizada. Vinte e quatro horas antes do teste, o animal era colocado
em uma das metades da caixa (com livre acesso a agua e racao) para se familiarizar com o
ambiente (area familiar). Ao término desse periodo, foi realizada a aplicacdo do farmaco.
Trinta minutos depois da manipulacdo farmacoldgica (GRIEBEL et al., 1999; DRAPIER et
al., 2007; LIU et al., 2010; SORREGOTTI et al., 2013; ALMEIDA-SOUZA, GOES e
TEIXEIRA-SILVA, 2015), a parede removivel era retirada e o animal podia explorar
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livremente o aparato durante 15 minutos (ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-SILVA,
2015). O aparato era mantido no biotério e as filmagens eram feitas no escuro. Um ou dois
animais eram filmados por dia. Depois de cada filmagem, a maravalha utilizada era
descartada e as superficies do paradigma e os emborrachados eram higienizados com
hipoclorito 2%. Os videos foram capturados com ajuda de um sistema composto por camera
digital com iluminagéo infravermelha e computador. As anélises foram feitas com ajuda de
um crondémetro digital desenvolvido pelo grupo de pesquisa. Ao final dos experimentos, todos
os videos foram renomeados por outra pessoa para evitar vieses de analise. Foram avaliados
0s seguintes parametros (HUGHES, 1965; GRIEBEL et al., 1993b; BELZUNG e LE PAPE,
1994):

e Laténcia para entrar no ambiente novo: tempo (s) gasto pelo animal para sair do

ambiente familiar e entrar com as quatro patas no ambiente novo;

e Consumo alimentar ao final da filmagem.

5.7 Anélise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através dos softwares GraphPad Prism 6®
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) e SigmaStat 3.5. Inicialmente, foi realizado o
teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para todas as analises. Os dados de peso corporal
durante a lactacdo, peso e consumo alimentar pos-desmame foram analisados utilizando-se o
teste ANOVA two-way medidas repetidas (fatores dieta x tempo), seguido do pés-teste de
Tukey. O peso corporal durante as semanas dos testes comportamentais (9°, 10° e 11°) foi
analisado pelo teste ANOVA three-way (fatores dieta x droga X tempo) com poés-teste de
Tukey. Os parametros avaliados nos testes comportamentais - campo aberto, labirinto elevado
em cruz e paradigma da exploracdo livre - foram analisados através do teste ANOVA two-
way (fatores dieta x droga), seguido do poés-teste de Tukey. Um valor de p<0,05 foi

considerado significante.
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6 Resultados

6.1 Peso corporal durante lactacéo

Para o peso corporal durante a lactacdo, o teste ANOVA Two-way medidas repetidas
(dieta x idade) revelou interacdo entre os fatores (p<0,0001) e efeito significante da idade
(p<0,0001). Filhotes do grupo DHH foram mais pesados do que os filhotes do grupo Controle
no 21° dia pos-natal (p<0,01). Ademais, filhotes DHH também foram mais pesados do que

filhotes DHI nos dias 19 (p<0,0001) e 21 (p<0,0001) (Fig. 1).

Figura 1. Peso corporal dos filhotes durante a lactacéo.
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Os filhotes foram alimentados por maes submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Valores expressos em média +
EPM. Teste ANOVA two-way (dieta x idade) medidas repetidas, seguido do pos-teste de Tukey.
p<0,05, *vs. Controle; # vs. DHI.

6.2 Peso corporal pds-desmame
Nenhum efeito ou interacdo envolvendo os fatores (dieta x idade) foram encontrados
no teste ANOVA two-way para o peso corporal dos grupos estudados no 30°, 45° e 60° dia de

vida pds-natal.
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Figura 2. Peso corporal pos-desmame.
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Os filhotes foram alimentados por mées submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Valores expressos em média +
EPM. Teste ANOVA two-way (dieta x idade) medidas repetidas, seguido do pds-teste de Tukey.

6.3 Consumo alimentar p6s-desmame

ANOVA Two-way revelou efeito da idade sobre o consumo alimentar (p<0001). O
consumo alimentar pds-desmame foi maior para o grupo DHH entre o 37°-40° dia pds-natal
quando comparado com o grupo Controle (p<0,05). Entre o 52°-55° dia pds-natal, 0 grupo
DHI ingeriu maior quantidade de racdo do que o grupo Controle (p<0,05). Ademais, entre 0

559-58° dia pos-natal, os grupos hiperlipidicos apresentaram maior consumo do que 0 grupo
Controle (p<0,05) (Fig. 3).

Figura 3. Consumo alimentar pés-desmame.
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Os filhotes foram alimentados por mées submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Valores expressos em média +

EPM. Teste ANOVA two-way (dieta x idade) medidas repetidas, seguido do pos-teste de Tukey.
p<0,05, *vs. Controle.
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6.4 Peso corporal durante as semanas de aplicagio de Fluoxetina
Nenhum efeito ou interacdo envolvendo os fatores (dieta x idade x droga) foram
encontrados no teste ANOVA three-way para o peso corporal dos grupos estudados durante a

90, 10° e 11° semana (grafico ndo mostrado).

6.5 NUmero de bolos fecais no campo aberto

Houve interacdo entre os fatores (dieta x droga) (p<0,0205) e efeito da droga
(p<0,0007) sobre o nimero de defecacdes no campo aberto na 9° semana pds-natal. O grupo
CF10 apresentou menor numero de bolos fecais do que os grupos CV (p<0,01) e CF1
(p<0,001) (Fig.4).

Figura 4. Numero de bolos fecais no campo aberto (CA).
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Os filhotes foram alimentados por mées submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Na 92 semana, os grupos formados
durante a manipulacdo nutricional foram subdivididos em mais trés subgrupos de acordo com o
farmaco utilizado (veiculo, fluoxetina 1mg/kg e Fluoxetina 10mg/kg), formando nove grupos
experimentais, CV (n=13), CF1 (n=13), CF10 (n=14), HHV (n=11), HH1 (n=11), HH10 (n=10), HIV
(n=11), HI1 (n=9), HI10 (n=10). Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA two-way (dieta
x droga), seguido do pos-teste de Tukey. p<0,05, § vs. Veiculo para mesma dieta; & vs. Fluoxetina
1mg/Kg para a mesma dieta.

6.6 NUumero total de entradas nos bracos do labirinto elevado em cruz

Houve efeito da droga (p<0,0001) sobre o numero total de entradas nos bragos do LEC
na 10? semana pos-natal. Ratos HI10 entraram menos vezes nos bracos do LEC do que ratos
HI1 (p<0,01) (Fig. 5).
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Figura 5. Numero total de entradas nos bragos do labirinto elevado em cruz (LEC).
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Os filhotes foram alimentados por médes submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Na 10% semana, 0S grupos
formados durante a manipulagdo nutricional foram subdivididos em mais trés subgrupos de acordo
com o farmaco utilizado (veiculo, fluoxetina 1mg/kg e Fluoxetina 10mg/kg), formando nove grupos
experimentais, CV (n=13), CF1 (n=13), CF10 (n=14), HHV (n=11), HH1 (n=11), HH10 (n=10), HIV
(n=11), HI1 (n=9), HI10 (n=10). Valores expressos em média £ EPM. Teste ANOVA two-way (dieta
x droga), seguido do pos-teste de Tukey. p<0,05. & vs. Fluoxetina 1mg/kg para mesma dieta.

6.7 Entradas nos bracos abertos e fechados

Houve feito da droga sobre o nimero de entradas nos bragos abertos (BA) (p<0,0001).
Ratos CF10 entraram menos vezes nos BA do que ratos CV (p<0,05). Ademais, ratos HI10
entraram menos vezes nos BA do que ratos HIV (p<0,01) (Fig. 6A).

Nenhum efeito ou interagcdo envolvendo os fatores (dieta x droga) foram encontrados
para a porcentagem de entrada nos bracos abertos (6C), para o nimero de entradas nos bragos

fechados (6B) e porcentagem de entradas nos bracos fechados do labirinto (Fig. 6D).
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Figura 6. Numero de entrada nos BA (6A), nimero de entradas nos BF (6B), % de
entrada nos BA (6C) e % de entrada nos BF (6D)
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Os filhotes foram alimentados por maes submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Na 10? semana, 0S grupos
formados durante a manipulagdo nutricional foram subdivididos em mais trés subgrupos de acordo
com o farmaco utilizado (veiculo, fluoxetina 1mg/kg e Fluoxetina 10mg/kg), formando nove grupos
experimentais, CV (n=13), CF1 (n=13), CF10 (n=14), HHV (n=11), HH1 (n=11), HH10 (n=10), HIV
(n=11), HI1 (n=9), HI10 (n=10). Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA two-way (dieta
x droga), sequido do pos-teste de Tukey. p<0,05. p<0,05, § vs. Veiculo para a mesma dieta. BA =
Bragos Abertos; BF = Bragos Fechados.

6.8 Permanéncia nos bracgos abertos e fechados e na area central

Nenhum efeito ou interagcdo envolvendo os fatores (dieta x droga) foram encontrados
para o tempo de permanéncia nos bragos abertos (Fig. 7A). Houve efeito da dieta (p 0,0008) e
da droga (p<0,0001) sobre o tempo de permanéncia nos bracos fechados. Ratos CF10
passaram mais tempo nos bracos fechados do que ratos CV (p<0,05) e CF1 (p<0,05) (Fig.
7B). Ademais, ratos HI10 gastaram mais tempo nos bracos fechados do que ratos Hil
(p<0,05) (Fig. 7B). Houve interacéo entre os fatores dieta e droga (p<0,0326) sobre o tempo
de permanéncia na area central (Fig. C). Ratos HH10 permaneceram mais tempo na area
central do que ratos CF10 (p<0,05) (Fig. C).
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Em relacdo a porcentagem de tempo nos bracos abertos foi observado efeito da droga
(p<0,0001). A porcentagem de tempo nos bracos abertos de ratos HI10 foi menor que a
porcentagem de ratos HIV (0<0,01) (Fig. 7D). Ademais, a porcentagem de tempo nos bragcos
abertos de ratos HI1 foi menor que a porcentagem de ratos HIV (p<0,05) (Fig. 7D). Houve
efeito da dieta (p 0,0006) e da droga (p<0,0001) sobre a porcentagem de tempo despendida
nos bragos fechados (%TBF). Ratos CF10 apresentaram maiores %TBF do que a
porcentagem de ratos CV (p<0,05) e CFl (p<0,05) (Fig. 7E). Além disso, ratos HHV
apresentaram menores % TBF do que HIV (p<0,05) (Fig. 7E). Houve interacdo entre a dieta e
a droga sobre a porcentagem de tempo na area central (p 0,0328). Ratos CF10 apresentaram

menor porcentagem de tempo na area central que ratos CV (p<0,05) (Fig. 7F).
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Figura 7. Tempo nos bragos abertos (7A), tempo nos bragos fechados (7B), tempo na
area central (7C), % de tempo nos BA (7D), % de tempo nos BF (7E) e % de tempo na AC (7F).
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Os filhotes foram alimentados por maes submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Na 10? semana, 0S Qrupos
formados durante a manipulagdo nutricional foram subdivididos em mais trés subgrupos de acordo
com o farmaco utilizado (veiculo, fluoxetina 1mg/kg e Fluoxetina 10mg/kg), formando nove grupos
experimentais, CV (n=13), CF1 (n=13), CF10 (n=14), HHV (n=11), HH1 (n=11), HH10 (n=10), HIV
(n=11), HI1 (n=9), HI10 (n=10). Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA two-way (dieta
X droga), seguido do pés-teste de Tukey. p<0,05, £ vs. Fluoxetina 1mg/kg na mesma dieta; 88§ vs
Veiculo na mesma dieta; & vs. Fluoxetina 1mg/kg na mesma dieta; # vs. Veiculo
Hiperlipidica/lsocalérica. BA = Bragos Abertos; BF = Bragos Fechados; AC = Area Central.
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6.9 Tentativas de aproximagao dos bragos abertos

Nenhum efeito ou interacdo envolvendo os fatores (dieta e droga) foram encontrados
no teste ANOVA two-way para 0 nimero de tentativas de aproximacéo dos bragos abertos dos
grupos estudados (Fig. 8).

Figura 8. Tentativas de aproximagéo dos bracos abertos.
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Os filhotes foram alimentados por maes submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Na 10% semana, 0S Qrupos
formados durante a manipulagdo nutricional foram subdivididos em mais trés subgrupos de acordo
com o farmaco utilizado (veiculo, fluoxetina 1mg/kg e Fluoxetina 10mg/kg), formando nove grupos
experimentais, CV (n=13), CF1 (n=13), CF10 (n=14), HHV (n=11), HH1 (n=11), HH10 (n=10), HIV
(n=11), HI1 (n=9), HI10 (n=10). Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA two-way (dieta
x droga), seguido do pos-teste de Tukey. p<0,05.

6.10 Laténcia para entrar no ambiente novo

Nenhum efeito ou interagdo envolvendo os fatores (dieta x droga) foram encontrados
no teste ANOVA two-way para a laténcia para entrar no ambiente novo do paradigma da
exploracdo livre na 112 semana pos-natal. Pos-teste de Tukey revelou que ratos CF10 levaram

menos tempo para deixar 0 ambiente familiar do que ratos CV (p<0,05) (Fig. 9).
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Figura 9. Laténcia para entrar ambiente novo do paradigma da exploracéo livre (PEL).
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Os filhotes foram alimentados por maes submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Na 112 semana, 0S Qrupos
formados durante a manipula¢ao nutricional foram subdivididos em mais trés subgrupos de acordo
com o farmaco utilizado (veiculo, fluoxetina 1mg/kg e Fluoxetina 10mg/kg), formando nove grupos
experimentais, CV (n=13), CF1 (n=13), CF10 (n=14), HHV (n=11), HH1 (n=11), HH10 (n=10), HIV
(n=11), HI1 (n=9), HI10 (n=10).Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA two-way (dieta x
droga), seguido do pos-teste de Tukey. p<0,05. § vs. Veiculo na mesma dieta.

6.11 Consumo alimentar no paradigma da exploragéo livre

Nenhum efeito ou interacdo envolvendo os fatores (dieta e droga) foram encontrados
no teste ANOVA two-way para o consumo alimentar no paradigma da exploracao livre (Fig.
10).

Figura 10. Consumo alimentar no paradigma da exploracéo livre (PEL).
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Os filhotes foram alimentados por maes submetidas a diferentes tipos de dieta durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, Controle (n=17), DHH (n=14) ou DHI (n=12). Na 112 semana, 0S grupos
formados durante a manipulacdo nutricional foram subdivididos em mais trés subgrupos de acordo
com o farmaco utilizado (veiculo, fluoxetina 1mg/kg e Fluoxetina 10mg/kg), formando nove grupos
experimentais, CV (n=13), CF1 (n=13), CF10 (n=14), HHV (n=11), HH1 (n=11), HH10 (n=10), HIV
(n=11), HI1 (n=9), HI10 (n=10). Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA two-way (dieta
x droga), seguido do pos-teste de Tukey.
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7 Discussao

A exposicdo materna a dieta hiperlipidica/hipercalérica influenciou o peso corporal
dos filhotes no final da lactacdo. No periodo p6s-desmame, por sua vez, o consumo alimentar
foi maior para ratos provenientes de maes alimentadas com dieta hiperlipidica/hipercalérica
ou hiperlipidica/isocalérica em alguns pontos. No campo aberto, ratos jovem-adultos
provenientes dos grupos Hiperlipidico/Hipercaldrico e Hipercaldrico/lsocalérico foram
resistentes a acdo do farmaco, ndo havendo diferenca para o nimero de bolos fecais. Os
grupos CF1 e CF10, por sua vez, defecaram menos que o grupo CV. No labirinto elevado em
cruz, a aplicacdo de fluoxetina 10mg/kg nos grupos DHI e Controle aumentou o0s
comportamentos associados a ansiedade. Houve diminui¢cdo do nimero de entradas (CF10 x
CV; HI10 x HIV) e da porcentagem de tempo nos bragos abertos (HI10 x HIV; HI1 x HIV), e
aumento do tempo (CF10 x CV; CF10 x CF1) e da porcentagem de tempo (CF10 x CV) nos
bracos fechados. Ademais, o grupo HI10 entrou menos vezes nos bragos do labirinto e passou
mais tempo nos bragos fechados do que o grupo HI1. Com relagédo aos grupos controles
hiperlipidicos, a porcentagem de tempo nos bragos fechados foi menor para os ratos do grupo
Hiperlipidico/Hipercalorico do que para o grupo Hiperlipidico/lsocalorico. Além disso, 0s
grupos HH10 e CF10 responderam de maneira distinta a aplicacdo do farmaco em relacéo ao
grupo CF10. Nesse caso, o tempo gasto na area central foi maior para o grupo HH10. Por fim,
no paradigma da exploracdo livre, o grupo CF10 demorou menos tempo para entrar no
ambiente novo do que o gruo CV.

O peso corporal dos filhotes de mdes DHH, DHI e CTR nao foi diferente ao nascer.
De maneira semelhante, outros estudos com dieta hiperlipidica/hipercalérica ou
hiperlipidica/isocaldrica materna também ndo observaram diferenca entre peso corporal no
primeiro dia pos-natal dos filhotes do grupo experimental e do grupo controle (DEL PRADO,
DELGADO e VILLALPANDO, 1997; GIRIKO et al.,, 2013; SASAKI et al., 2013);
(CADENA-BURBANO et al., 2017). Segundo Sasaki (2013), a semelhanca entre 0s pesos
corporais dos grupos avaliados sugerem que o modelo experimental adotado pelo presente
estudo ndo envolve restricdo proteica. Isso porque dietas hiperlipidicas/hipoproteicas sdo
capazes de reduzir o peso corporal da prole (MENDES-DA-SILVA et al., 2014). De maneira
diferente, o estudo de Mendes-da-Silva e colaboradores (2014) observou menor peso da
descendéncia proveniente de maes expostas a dieta hiperlipidica/hipercalérica durante a
gestacdo (MENDES-DA-SILVA et al., 2014); enquanto o consumo de dieta ocidentalizada
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durante o periodo perinatal resultou em filhotes mais pesados no primeiro dia p6s-nascimento
(CAVALCANTE et al., 2013).

Ao decorrer da lactacdo, filhotes de mdes DHH foram mais pesados do que filhotes de
mées CTR no 21° dia p6s-natal. Cadena-Burbano e colaboradores (2017) observaram resposta
similar, em que a prole DHH também apresentou maior peso do que a prole CTR no ultimo
dia da lactacdo. Ademais, na mesma idade, a exposi¢cdo materna a dieta ocidentalizada ou a
dieta hiperlipidica produziu filhotes também mais pesados (CAVALCANTE et al., 2013;
SASAKI et al., 2013; SASAKI et al., 2014). Porém, essa diferenca foi observada em todo o
periodo de aleitamento (CAVALCANTE et al., 2013) ou a partir do oitavo dia pds-natal
(SASAKI et al., 2013; SASAKI et al., 2014). De maneira contraria, o peso de filhotes de
méaes alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestacdo ou a lactacdo foi menor ao
desmame do que o peso do grupo controle (MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Entretanto, €
importante ressaltar que nesse estudo, a diferenca também foi revelada em quase toda lactacdo
(MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Por outro lado, em estudos com dieta com alto teor de
lipidio, o peso dos filhotes ndo foi diferente entre os grupos estudados no 21° dia p6s-natal ou
durante as trés semanas pds-nascimento (GIRIKO et al., 2013; BALSEVICH et al., 2016a).

Ademais, filhotes do grupo DHH foram mais pesados do que filhotes do grupo DHI no
19° e 21° dia pos-natal. Resultado semelhante foi revelado no trabalho de Cadena-Burbano e
colaboradores (2017). Essa diferenga entre os grupos hiperlipidicos sugere que, apesar de
terem a mesma porcentagem de lipidio, os demais componentes da dieta podem ter interferido
no resultado obtido. Tal discrepancia pode ser resultado do aumento da quantidade de fibra
insoltvel (celulose) utilizada na preparacdo da dieta hiperlipidica/isocaldrica, através da
diminuigdo da quantidade de lipidios disponiveis para a prole via placenta na gestacao e leite
materno na lactacdo. Apesar disso, a avaliacdo do leite materno no estudo de DEL PRADO,
DELGADO e VILLALPANDO (1997) revelou que mées do grupo hiperlipidico/isocalérico
(25,79 de celulose/100g de dieta) disponibilizavam mais lipidios para prole do que mées do
grupo hipolipidico (3,69 de celulose/100g de dieta). Ademais, a digestibilidade de lipidios e
proteinas também foi avaliada, ndo obtendo diferenca na porcentagem desses macronutrientes
nas fezes dos grupos estudados (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997). Outra
possibilidade explorada para explicar a diferenca entre os grupos hiperlipidicos refere-se as
propriedades da celulose sobre a absor¢do de micronutrientes (TRUMBO et al., 2001). A
revisdo de Christian (2010), por exemplo, destaca o possivel papel de micronutrientes

essenciais, como vitaminas e minerais, sobre o adequado desenvolvimento fetal. Segundo o
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trabalho, devido as inimeras funcbGes desempenhadas pelos micronutrientes, especialmente
sobre proteina e energia, é possivel que certos micronutrientes sozinhos ou a combinacdo de
micronutrientes possam limitar eficacia de alguns macronutrientes (CHRISTIAN, 2010).

Com relacdo ao peso corporal pds-desmame, ndo houve diferenca entre 0s grupos
DHH, DHI e CTR para o 30°, 45° 60° e 70° dia po6s-natal. Resultados semelhantes foram
observados em outros trabalhos com dietas também ricas em lipidios (WRIGHT, LANGLEY -
EVANS e VOIGT, 2011; SASAKI et al., 2013; SASAKI et al., 2014; BALSEVICH et al.,
2016a). Segundo Sasaki e colaboradores, a semelhante entre os pesos dos grupos hiperlipidico
e controle no periodo poés-desmame implica que a diferenca observada no periodo de
aleitamento pode ser atribuida a exposi¢cdo materna em si (SASAKI et al., 2013; SASAKI et
al., 2014).

Quanto aos testes comportamentais, foram avaliados o campo aberto, o labirinto
elevado em cruz e o paradigma da exploracdo livre, pois esses aparatos analisam tipos
diferentes de ansiedade. O campo aberto e o labirinto elevado em cruz avaliam a ansiedade-
estado, que pode ser caracterizada como: estado emocional passageiro, de intensidade
variavel, experimentado em um momento particular do tempo. Enquanto o paradigma da
exploragdo livre analisa a ansiedade trago, em que a ansiedade é relativamente estavel ao
longo do tempo e é uma caracteristica pessoa do individuo. No que diz respeito ao campo
aberto, o numero de bolos fecais foi menor para o grupo CF10 do que para os grupos CV e
CF1, sugerindo menor “emocionalidade” para os ratos CF10. Segundo Hall (1934), medidas
como defecacdo e urinacdo podem identificar estados emocionais diferentes, sendo mais
comuns em animais menos inibidos emocionalmente durante periodos considerados
estressantes (HALL, 1934). Na revisdo de Kalueff e Tuohimaa (2004), o aumento de nimero
de bolos fecais também caracterizava animais com maior expressdao de comportamentos
relacionados a ansiedade. Tal ideia pode ser corroborada por quatro linhas de evidéncias
obtidas por Hall (1934): (1) ocorrem em situacGes reconhecidas como emocionalmente
excitantes em carater, (2) estdo associadas a outras reacdes, desencadeadas por impulsos que
viajam pelos sistemas nervosos auténomos, (3) tendem a ser eliminada apds a exposicdo
repetida a situacdo originalmente desconhecida, e (4) a medida que o nimero de animais
defecando e urinando diminui, o nimero de animais comendo aumenta (HALL, 1934). De
modo similar, Walsh e Cummins (1976) consideraram a quantidade de defecagbes como
pardmetro do sistema nervoso autbnomo. Ademais, estudo sobre o campo aberto mostrou que

para o primeiro dia de exposicdo ao aparato, 0 numero de defecacBes foi relacionado a
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“emocionalidade” (ou reatividade emocional), enquanto a atividade locomotora foi associada
a “emocionalidade” e a exploragdo (WHIMBEY e DENEMBERG, 1967; WALSH e
CUMMINS, 1976). De maneira semelhante, em trabalhno mais recente sobre os principais
componentes de analise, 0 nimero de bolos fecais foi associado tanto a atividade locomotora
quanto a analise de risco (ou tomada de decisdo) e exploracdo (CAROLA et al., 2002). Por
fim, segundo Clément e colaboradores, tanto a atividade locomotora, quanto a analise de risco
sdo considerado componentes dos comportamentos relacionados a ansiedade (CLEMENT et
al., 2007).

Os grupos hiperlipidicos, por sua vez, ndao responderam as doses de fluoxetina
utilizadas, sugerindo diminuicdo da responsividade dos receptores serotoninérgicos ao
farmaco. No estudo de Sasaki e colaboradores (2013), entretanto, quando a prole foi exposta
indiretamente a dieta hiperlipidica, antes da concepcdo até o final da lactagdo, o grupo
hiperlipidico apresentou maior nimero de bolos fecais no teste de transi¢do claro-escuro,
sugerindo aumento de comportamentos relacionados & ansiedade (SASAKI et al., 2013).
Analise dos principais componentes do campo aberto e do teste de transicdo claro-escuro
revelou que o nimero de defecacBes em ambos 0s aparatos mensuravam o mesmo aspecto do
comportamento (RAMOS et al., 2007). Por isso, a discrepancia entre nossos resultados e 0s
obtidos pelo grupo de Sasaki (2013) pode estar relacionado ao protocolo experimental
adotado, que difere desde a composicdo da dieta até a idade em que os animais foram
expostos aos testes comportamentais.

Com relacdo ao labirinto elevado em cruz, o grupo CF10 apresentou mais
comportamentos associados a ansiedade do que os grupos CV e CF1. O nimero de entradas
nos bracos abertos foi menor para o CF10 do que para o CV, o que refletiu no tempo a na
porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos fechados, sendo maior para o grupo de
maior dose (CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; ESPEJO, 1997; CAROLA et al., 2002;
CLEMENT et al., 2007). Ademais, a porcentagem de tempo na area central foi menor para
esse mesmo grupo, consequéncia da alteracdo observada para os parametros dos bragos
fechados, pois, como foi mostrado no estudo de Rodgers e Johnson (1995), existe uma
correlacdo negativa moderada entre o tempo nos bracos fechados e na area central (CRUZ,
FREI e GRAEFF, 1994; ESPEJO, 1997; CAROLA et al., 2002; CLEMENT et al., 2007). O
grupo CF10 também apresentou mais comportamentos relacionados & ansiedade do que o
grupo CF1, despendendo mais tempo e porcentagem de tempo nos bragos fechados do
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labirinto (CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; ESPEJO, 1997; CAROLA et al., 2002; CLEMENT
etal., 2007).

De maneira semelhante ao que foi observado para o grupo controle, ratos adulto-
jovens HI10 e HI1 também revelaram aumento da expressdo de comportamentos relacionados
a ansiedade (CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; ESPEJO, 1997; CAROLA et al., 2002;
CLEMENT et al., 2007). O nimero total de entradas nos bragos do labirinto foi menor para o
grupo HI10 do que para o grupo HI1, sugerindo comprometimento da atividade locomotora
desses animais, assim como aumento do comportamento associado a ansiedade. 1sso porque,
como foi demonstrado no estudo de Rodgers e Johnson (1995), o nimero total de entradas
ndo esta restrito aos pardmetros locomotores do animal. Além disso, o tempo nos bracos
fechados foi maior para o grupo HI10 do que para o grupo HI1. O nimero de entradas nos
bracos abertos, por sua vez, foi menor para o grupo de maior dose. A diferenca, no entanto,
foi encontrada comparando-se o grupo HI10 ao grupo HIV. Essa diminuicdo do nimero de
entradas nos bragos abertos refletiu na porcentagem de tempo despendido neles, sendo menor
para o grupo HI10. Ademais, para esse parametro, o grupo HI1 também gastou menor
porcentagem de tempo do que o grupo HIV nos bracos aberto. Somado ao que foi discutido
acima, apesar de os grupos hiperlipidicos apresentarem a mesma quantidade de lipidio, o
grupo HHV apresentou menor porcentagem de tempo nos bragos fechados do que o grupo
HIV. Por fim, a reposta a dose de 10mg/kg foi diferente entre os grupos CF10 e HH10, pois 0
tempo de permanéncia na area central foi maior para o hiperlipidico/hipercal6rico. Juntos
esses resultados sugerem que ratos adultos jovens com DHH expressaram menos parametros
comportamentais associados a ansiedade do que ratos adultos jovens DHI e CTR. Esse
parametro esta associado a tomada de decisdo/anéalise de risco (CAROLA et al., 2002) que,
segundo Espejo (1997), € considerado um dos componentes do comportamento relacionado a
ansiedade.

Baseado nesses resultados, a resposta comportamental a fluoxetina foi diferente para o
teste em campo aberto e para o labirinto elevado em cruz. No labirinto elevado em cruz, a
fluoxetina 10mg/kg, quando aplicada no grupo controle, aumentou a expressao de
comportamentos associados a ansiedade quando comparado aos grupos que receberam
veiculo e fluoxetina 1mg/kg. Ademais, as doses de fluoxetina (Img/kg e 10mg/kg), quando
injetadas nos grupos hiperlipidico/isocal6rico, aumentaram os valores dos pardmetros
relacionados ao comportamento ansioso. Apesar disso, é necessario salientar que os aparatos

tém caracteristicas diferentes e respostas discrepantes ja foram observas em estudos que
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avaliavam ambos os testes (LIU et. al., 2010). Um estudo dos principais componentes de
analise do campo aberto e do labirinto elevado em cruz observou que existe correlacdo entre
alguns dos conjuntos de parametros avaliados nesses aparatos (CAROLA et al., 2002).
Segundo Carola e colaboradores (2002), a falta de qualquer correlacdo negativa entre fatores
que envolviam o numero de entrada e o tempo de permanéncia nos bracgos abertos, e 0 nimero
de bolos fecais sugere que os animais podem reagir ao mesmo estimulo através de diferentes
comportamentos associados a ansiedade, a partir da inibicdo ou da estimulacdo da atividade
lomotora (CAROLA et al., 2002). Os grupos hiperlipidicos/hipercaléricos (HHV, HH1 e
HH10), por sua vez, ndo responderam a droga para oS parametros avaliados no labirinto
elevado em cruz, assim como ocorreu no campo aberto. Por isso, essa resposta pode ser
resultado da diminuicdo da sensibilidade desse grupo ao farmaco utilizado em decorréncia da
exposicdo indireta a dieta hiperlipidica materna.

No paradigma da exploragéo livre, por sua vez, a laténcia para entrar no ambiente
novo foi menor para o grupo CF10 do que para o grupo CV, o que sugere diminui¢do do
comportamento associado a ansiedade. Segundo estudos disponiveis na literatura sobre os
principais componentes de analise, esse parametro esta associado a aversdao a novidade, um
dos elementos relacionado ao comportamento ansioso (BELZUNG e LE PAPE, 1993;
CLEMENT et al., 2007). A discrepancia encontrada para os resultados dos parametros do
labirinto elevado em cruz e do paradigma da exploragdo livre para o grupo CF10 pode ser
resultado da diferenca entre os testes comportamentais. Como foi descrito acima, o paradigma
da exploracéo livre avalia a ansiedade-traco, enquanto o labirinto analisa a ansiedade-estado
(GRIEBEL et al., 1993a; CLEMENT et al., 2007; ALMEIDA-SOUZA, GOES e TEIXEIRA-
SILVA, 2015). Além disso, a aplicacdo de diferentes doses de fluoxetina ndo alterou a
resposta comportamental dos grupos hiperlipidicos, sugerindo que a exposi¢cdo materna a
dieta rica em lipidios pode ter alterado a responsividade dos receptores serotoninérgicos a
fluoxetina. E importante salientar, entretanto, que, por enquanto, nosso trabalho avaliou
apenas um parametro do aparato. Por isso, € muito cedo para assumir que animais do grupo
CF10 expressaram, de fato, menos comportamentos associados a ansiedade do que o grupo
CV; ou que os representantes dos grupos hiperlipidicos foram menos sensiveis ao efeito do
farmaco.

Por fim, o consumo alimentar no paradigma, desde 0 momento em que o animal foi
colocado no ambiente familiar até o final das filmagens, ndo foi diferente para os grupos

estudados. Tal resultado sugere que nem a dieta materna, nem o farmaco aplicado no rato
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jovem-adulto tiveram efeito sobre 0 comportamento alimentar quando mensurados ao final do
teste. Apesar disso, € possivel que durante as filmagens, o niimero de “alimentagdes” seja
diferente ente os grupos. Hughes (1968), por exemplo, observou que machos e fémeas
exibiram nimero de consumos diferente para o intervalo de tempo (15 minutos) em que foram
analisados. Além disso, os animais analisados ndo passaram por nenhuma manipulacéo
experimental como no presente estudo e o parametro foi avaliado para os ambientes familiar e
novo do aparato (HUGHES, 1968).

Em suma, a falta de efeito das doses de 1mg/kg e 10mg/kg de fluoxetina sobre o grupo
hiperlipidico/hipercalérico nos trés aparatos e sobre o grupo hiperlipidico/isocalérico no
campo aberto e no paradigma da exploragdo livre pode ser consequéncia da influéncia do
lipidio sobre a sensibilidade/resisténcia dos receptores serotoninérgicos, o que corrobora a
hipdtese proposta pelo estudo. Em um estudo com camundongos BALB/c (49-56 dias), a
oferta de dieta hiperlipidica durante o periodo p6és-desmame, revelou que a aplicacdo crénica
de fluoxetina (10mg/kg) nédo foi capaz de reverter os efeitos depressivos provocados pela
exposicao cronica repetida ao estresse ameno imprevisivel (ISINGRINI et al., 2010). Segundo
0s autores, a associacdo entre manipulacdo nutricional e estresse crénico (modelo validado
para depressdo) implicaria que animais do grupo hiperlipidico foram mais resistentes a
fluoxetina (ISINGRINI et al., 2010). E claro que a comparagdo do trabalho citado com o
nosso deve ser feita com cautela, pois, além de a exposicdo a dieta ser feita no periodo pos
desmame, animais machos adolescentes, a manipulacdo farmacoldgica durou sete semanas,
ndo sendo, portanto, aguda. Porém, tais constatacdes ndo excluem a possibilidade de que a
dieta hiperlipidica/hipercalorica e a dieta hiperlipidica/isocalorica ofertadas, durante os
periodos de gestacdo e lactacdo, tenham alterado a sensibilidade desses receptores a
fluoxetina.

Com relacdo a sensibilidade, uma possibilidade explorada pelo grupo de Sullivan
(2010), refere-se a perturbacbes do sistema serotoninérgico em decorréncia da dieta
hiperlipidica materna gestacional (SULLIVAN et al., 2010). No estudo, primatas nédo
humanos expostos indiretamente ao alto teor de lipidio, apresentaram aumento da expressao
génica da enzima limitante para sintese de serotonina, a triptofano hidroxilase 2 (TPH2) e da
expressao dos auto-receptores inibitorios de 5-HT14 no ndcleo rostral da rafe, primeira fonte
hipotalamica de 5-HT (SULLIVAN et al., 2010). Segundo os autores, esse resultado
associado a mudancas observadas nos testes comportamentais sugeriram que 0 Sistema

serotoninérgico da prole esta suprimido (SULLIVAN et al., 2010). Ademais, 0 aumento de
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TPH2 poderia ser interpretado como uma resposta compensatéria do organismo ao aumento
dos receptores 5-HTa dentro do nucleo dorsal da rafe (SULLIVAN et al., 2010). O subgrupo
5-HT;a, esta localizado nos niveis pré e pos-sinaptico. No primeiro caso, age como auto-
receptor em neurbnios serotonérgicos nos nucleos de rafe, impedindo a liberacdo de
serotonina por feedback negativo. No segundo, por outro lado, o receptor 5-HT;4 atua como
mediador da a¢do da serotonina sobre neurdnios corticais e limbicos. Outra ideia sugere que 0
aumento de TPH2 nessa regido do encéfalo é uma resposta a situacfes estressantes, pois 0
estresse agudo regula a expressdo de TPH2 no nucleo rostral da rafe (SULLIVAN et al.,
2010). Ademais, é possivel que a exposicao prolongada ao estresse durante o periodo pés-
natal leve a morte de neurbnios 5-HT e a diminuicdo da modulagdo serotoninérgica
(SULLIVAN et al., 2010). Isso porgue ja foi revelado que a maior atividade serotoninérgica
durante o estresse leva a maior degradacdo da serotonina (KIYOHARA e YOSHIMASU,
2009). Além disso, o estresse crénico diminui a quantidade de serotonina disponivel para uso,
pois a taxa de sintese de 5-HT torna-se menor do que sua taxa de degradacdo (KI'YOHARA e
YOSHIMASU, 2009). Assim, € possivel que o estresse cronico possa resultar na escassez
funcional da supresséo de serotonina (KI'YOHARA e YOSHIMASU, 2009).

Somado aos fatores acima, € de conhecimento cientifico que a exposi¢do animal a
diferentes estressores pode aumentar o turnover (circulacdo) de serotonina no cortex pré-
frontal, nucleo accumbens, amigdala e hipotdlamo lateral (INOUE, TSUCHIYA e
KOYAMA, 1994). No entanto, ja foi revelado que o efeito desses diferentes tipos de estresse
sobre a ativacdo do sistema serotoninérgico pode estimular tanto as vias ansiogénicas, quanto
as ansioliticas, dependendo do tipo de receptores de serotonina estimulado (LEONARD,
2005). E sabido, por exemplo, que a inervagio serotoninérgica da amigdala e do hipocampo
atua como mediador do efeito ansiogénico do neurotransmissor, ativando os receptores 5-
HT,a, enquanto a ativacao do receptor 5-HT;a no hipocampo suprime a expressao de eventos
aversivos (GRAEFF et al., 1993). Em situacdes de estresse cronico, por sua vez, a expressao
dos receptores 5-HT14 € 5-HT,a € alterada pela situacdo experimentada (LEONARD, 2005),
diminuindo a densidade do subtipo 1A e aumentando a densidade do subtipo 2A
(WATANABE et al.,, 1993). Resumindo, é possivel que a exposicdo indireta as dietas
hiperlipidicas durante o periodo perinatal tenha influenciado a densidade dos receptores

serotoninérgicos em areas do encéfalo, como amigdala e hipocampo.
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8 Consideracoes finais

A exposicdo indireta a duas dietas hiperlipidicas de diferentes teores caldricos nédo
influenciou o comportamento animal relacionado a ansiedade quando comparada a dieta
controle. Com relagdo ao farmaco, ratos adultos jovens do grupo controle responderam a
aplicacdo aguda da maior dose de fluoxetina (10mg/kg) de maneira diferente quando os testes
comportamentais foram comparados entre si, diminuindo os comportamentos associados a
ansiedade no campo aberto e no paradigma da exploracdo livre, e aumentando no labirinto
elevado em cruz. Por sua vez, ratos adultos jovens DHH, nos trés aparatos comportamentais
avaliados, e ratos adultos jovens DHI, no campo aberto e no paradigma da exploracéo livre,
foram resistentes a acdo do farmaco, sugerindo diminuigdo da sensibilidade dos receptores
serotoninérgicos as diferentes doses de fluoxetina, possivelmente em decorréncia da
exposicdo perinatal ao alto teor de lipidio e/ou caloria. Contudo, € importante salientar que as
conclusdes obtidas no campo aberto e no paradigma da exploracao livre devem ser feitas com
cautela, pois foram avaliados no maximo dois parametros desses testes.

Apesar do que foi exposto acima, 0s resultados expostos no presente trabalho
representam apenas o inicio da avaliacdo da influéncia de dietas hiperlipidicas materna sobre
a sensibilidade dos receptores serotoninérgicos. A adi¢cdo de novos parametros espaco-
temporais e etoldgicos as analises dos testes comportamentais (campo aberto, labirinto
elevado em cruz e paradigma da exploracéo livre) permitirdo o entendimento mais completo
de como o alto teor de lipidio, durante o periodo perinatal, pode afetar o0 desenvolvimento da
prole. Ademais, analises da expressdo dos receptores serotoninérgicos de regides do encéfalo
como cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, hipotdlamo e nlcleo do estriado prometem
esclarecer caracteristicas desse sistema de neurotransmissdo dos ratos provenientes dos

diferentes grupos nutricionais.
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