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RESUMO

O enriquecimento ambiental € descrito como um ambiente de criagdo de animais
modificado para promover beneficios, aumentando o bem-estar dos animais através
de uma gaiola com varios objetos como rodas, brinquedos, niveis de altura, escadas,
favorecendo melhorias nos aspectos sensoriais, motores, cognitivos e sociais. A
ingestdo alimentar € influenciada por diversos fatores, dentre eles temos alguns
neurotransmissores que sao estimulados pelo enriquecimento ambiental que durante
as fases iniciais da vida atuam diretamente no controle central da ingestao alimentar.
Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o peso corporal e a ingestdo alimentar de
ratos wistar jovens submetidos ao ambiente enriquecido. Foram utilizados 32 ratos
wistar provenientes da colénia do Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais
foram randomizados em ninhadas com oito filhotes por nutriz a partir do 12 dia apds
o0 nascimento. Neste dia, foram formados o0s grupos experimentais: ambiente
enriquecido (n=11), com animais alojados em gaiolas grandes com objetos e roda, e
ambiente controle (n=11), com animais alojados em gaiolas controle sem objetos e
roda. Os dois grupos receberam dieta padrao de biotério (NUVILAB) e ficaram nesta
condicdo ambiental até o 30? dia de vida. Nas nutrizes o peso corporal foi
mensurado semanalmente nas trés primeiras semanas de lactagédo, e nos filhotes
foram realizadas as analises de acompanhamento da massa corporal durante a
lactacdo e apds o desmame. Apos a saida do ambiente enriquecido foi realizado a
do consumo alimentar. Os resultados indicam que a exposicdo ao ambiente
enriquecido durante o periodo de lactacdo nao foi capaz de promover alteragao no
peso corporal das nutrizes e dos filhotes durante a lactagdo e ap6s o desmame. Pelo
exposto, pode-se deduzir que o ambiente enriquecido ndo alterou o peso corporal
nem das nutrizes e nem dos descendentes em comparagdo com 0S animais
mantidos em gaiolas padrao. Por outro lado, se observou que o consumo alimentar
dos filhotes alojados em ambiente enriquecido foi maior apdés o processo de
desmame e mudancga no tipo de alojamento quando comparado com o0s animais
controles que foram alojados durante todo o estudo em ambiente padrao de biotério.
Esta pratica pode estar associada a um ambiente promotor de pratica de atividade

fisica e exploracao durante a infancia e adolescéncia.



Palavras-chave: Enriquecimento Ambiental; Consumo Alimentar; Peso Corporal,

Ratos wistar.



ABSTRACT

Environmental enrichment is described as an animal husbandry environment
modified to promote benefits, increasing the welfare of animals through a cage with
various objects such as wheels, toys, height levels, stairs, favoring improvements in
sensory, motor, cognitive and social. Food intake is influenced by several factors,
among them we have some neurotransmitters that are stimulated by environmental
enrichment that during the early stages of life act directly on the central control of
food intake. Thus, the aim of the study was to evaluate the body weight and food
intake of young Wistar rats submitted to the enriched environment. Thirty-two Wistar
rats from the colony of the Department of Nutrition at UFPE were used. The animals
were randomized into litters with eight pups per nursing mother from the 1st day after
birth. On this day, the experimental groups were formed: enriched environment
(n=11), with animals housed in large cages with objects and wheel, and control
environment (n=11), with animals housed in control cages without objects and wheel.
Both groups received a standard animal house diet (NUVILAB) and remained in this
environmental condition until the 30th day of life. In nursing mothers, body weight
was measured weekly in the first three weeks of lactation, and in the pups, body
mass monitoring analyzes were performed during lactation and after weaning. After
leaving the enriched environment, food consumption was performed. The results
indicate that exposure to the enriched environment during the lactation period was
not able to promote changes in the body weight of nursing mothers and pups during
lactation and after weaning. From the above, it can be deduced that the enriched
environment did not change the body weight of either the nursing mothers or the
offspring compared to animals kept in standard cages. On the other hand, it was

observed that the food consumption of the pups housed in an enriched environment



was higher after the weaning process and change in the type of housing when
compared to the control animals that were housed throughout the study in a standard
animal facility. This practice may be associated with an environment that promotes

physical activity and exploration during childhood and adolescence.

Keywords: Body weight; Environmental Enrichment; Food Consumption; Wistar rats.
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INTRODUCAO

O periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso constitui um
momento em que processos fisioldgicos de formacao do organismo apresentam
aceleragdo, diminuicdo ou término de suas atividades em um curto periodo
(CHAKRABORTY et al., 2021), tornando-o0 mais vulneravel as influéncias emanadas
pelo ambiente. Apesar do neurodesenvolvimento de roedores e humanos
apresentarem diferencas, marcadores desta faixa de grande importancia
apresentam-se similarmente em ambos, caracterizando que estudos em roedores
sdo validos e muito bem estabelecidos (RICE & BARONE, 2000). Em humanos,
ocorre entre a fase pré-natal até os cinco primeiros anos de vida. Mas, em roedores,
estudos avaliam que o periodo critico ocorre durante as fases de gestagdo e
lactacdo (CADENA-BURBANO et al., 2019). A Hipdétese da Origem
Desenvolvimentista da Saude e Doenca (DOHaD), propde que os periodos iniciais
da vida sado altamente influenciados pelo meio ambiente, e, que, estas influéncias
podem contribuir para alteragcbes em curto e longo prazo nas caracteristicas
fisiolégicas e morfoldgicas do organismo (SILVEIRA et al., 2007).

Segundo o DOHabD, os individuos estao sujeitos a interferéncias que ocorrem
devido ao meio ambiente, pode-se observar na sociedade atual um padrao de vida
obesogénico e por isso as estratégias adotadas pelos 6rgéos de saude publica sao
modificadas de acordo com a necessidade da populagdo. Epidemiologicamente
ocorreu uma importante mudanga ndo sé no Brasil, mas no mundo, visto que,
doencgas cronicas nao transmissiveis (DCNT) como hipertensao, diabetes tipo 2 e
doencas cardiovasculares constituem um problema de saude publica devido a sua
grande prevaléncia (BIANCO-MIOTTO et al., 2017). As DCNT s podem ser evitadas
através da adogcam de medidas preventivas, especialmente nas fases iniciais da vida
(HANSON & GLUCKMAN, 2011).

Marinho e colaboradores (2016) relataram que o padrdo alimentar da
populacao sofreu mudancas o que levou a prevaléncia da obesidade. Além disso, o
estilo de vida ocidentalizado € conhecido pela alta prevaléncia de ingestdo de
alimentos caldricos e a pouca pratica de atividade fisica (MAINARDI et al., 2010).

O enriquecimento ambiental caracteriza-se por um ambiente de criacdo de

animais modificado para promover beneficios aos habitantes. Diversas
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oportunidades comportamentais podem surgir, como um resultado do
enriquecimento ambiental, promovendo um enriquecimento, ndo somente
comportamental, mas também aumentando o bem-estar dos animais através de um
ambiente agradavel (CAMARGO GARBIN et al., 2012). Existem diversas maneiras
de realizar um enriquecimento ambiental, ha protocolos que consistem em adicionar
objetos das mais diversas formas e cores (SZTAINBERG; CHEN, 2010). Os objetos
escolhidos podem variar de acordo com o experimento, sendo os mais utilizados as
rodas de correr, interessante para os roedores se exercitarem; iglus, que permitem
gue o animal se esconda; tuneis e barras de metal também sao ferramentas muito
utilizadas (CAMARGO GARBIN et al., 2012).

Os beneficios propostos pelo uso do enriquecimento ambiental sdo diversos,
desde melhorias comportamentais a mudangas no metabolismo dos animais
(SLATER & CAO, 2015). O ambiente enriquecido (AE) conseguiu promover o
aumento do gasto energético e diminuicdo na adiposidade, este mesmo trabalho
confirmou alteragbes em animais que passaram quatro semanas no AE, foi possivel
concluir que estes animais apresentaram maior resisténcia ao desenvolvimento da
obesidade (SLATER & CAO, 2015).

Para além disso, durante as fases de gestacdo e de aleitamento, a
estimulacdo do ambiente pode promover beneficios a eventos bioldgicos do
neurodesenvolvimento, como aumentar fatores de crescimento e aprimorar circuitos
motores como reflexo de endireitamento (SCHUCH et al., 2016). Por fim, tivemos
como pergunta avaliar se a exposi¢cao precoce ao ambiente enriquecido no periodo
de lactacéo influencia no controle peso corporal e ingestao alimentar de ratos wistar

jovens.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Periodo critico do desenvolvimento

A composicdo do Sistema Nervoso Central (SNC) tem seu inicio na
embriogénese, um momento bem importante € chamado de neurogénese, porque é
nessa faixa de desenvolvimento que ocorre a modulagédo neuronal, aonde as células
do cérebro e da coluna vertebral vao se expressando (RICE & BARONE, 2000).
Estudos reforcam a dinamicidade deste momento, a plasticidade do
desenvolvimento faz com que os individuos apresentem uma flexibilidade que tem
como um dos fatores de maior influéncia 0 meio ambiente em que ele esta inserido
(GLUCKMAN et al., 2011).

As fases iniciais da vida vém sendo estudadas ao longo dos anos por
pesquisadores em todo mundo baseados na Hipotese da Origem Fetal de Doengas
da Vida Adulta (DOHaD), grande estudo que tem como seu inicio o grande interesse
na plasticidade fenotipica e seus efeitos importantes no desenvolvimento de
doencas. O DOHaD defende a ideia de que uma predisposicao genética e o
ambiente precoce podem influenciar as respostas do organismo para se adaptar ao
ambiente e podem favorecer o aparecimento de patologias na vida adulta (WELLS,
2014). Visto que, a neuroplasticidade é definida como a capacidade dinédmica do
Sistema Nervoso Central (SNC) de se moldar estruturalmente e funcionalmente
frente a um acontecimento ou lesdo (ISMAIL et al., 2017).

O periodo critico do desenvolvimento € um processo que esta relacionado
com a Hipoétese da Origem Desenvolvimentista da Saude e Doencga, a programacao
do desenvolvimento aborda como os eventos iniciais da vida, juntamente a influéncia
do meio que o individuo esta inserido, afetam a probabilidade do desenvolvimento
de doencas em longo prazo (SILVEIRA et al.,, 2007; GLUCKMAN et al., 2011;
BIANCO-MIOTTO et al., 2017). Em humanos, o periodo critico do desenvolvimento
ocorre entre a fase pré-natal até os cinco primeiros anos de vida, e em roedores é
caracterizado durante o periodo da gestacao e lactagcdo (MORGANE et al., 1978).

Diversos mecanismos sao estudados com o objetivo de entender como ocorre
o0 processo da plasticidade, dentre as principais hipoteses relacionadas a esta
adaptacao do individuo temos a comunicagdo hormonal vinda da placenta para o

feto, bem como os sinais hormonais passados para o recém-nascido nho momento da
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lactacdo, além da grande influéncia do meio ambiente na expressdo genética do
organismo (SILVEIRA et al., 2007).

O cérebro € um 6rgao que possui diversas unidades chamadas de neurbnios,
estes formam diversas conexdes e o resultado destas jungdes sao as sinapses. No
entanto, a modulacao deste cérebro ndo é baseada apenas na composicao genética
do individuo, este também ¢é influenciado pelo ambiente ao qual este organismo esta
inserido (CHAKRABORTY et al., 2021).

A comunicacgdo entre duas ceélulas neuronais acontece através das sinapses,
este processo ocorre de forma rapida e concomitante em diversas regides do
cérebro apesar de existirem trilhbes de sinapses algumas permanecem sem
conexodes por um periodo de tempo. Logo, a aplicagédo de estimulo externos, como o
ambiente enriquecido possui grande potencial para modulagcdo neuronal e em
seguida maturagdo, este € o mecanismo conhecido como plasticidade sinaptica
(CHAKRABORTY et al., 2021). Nos eventos pré e pos-natais, o sistema nervoso dos
ratos ainda esta passando pelo processo de diferenciacao (MORGANE et al., 1978),
logo, interferéncias nesta faixa de desenvolvimento podem levar a uma programacao
metabdlica, isso corrobora com os estudos importantes de Waterland & Garza
(1999) que utilizam o termo imprinting metabdlico| relatando que uma alteragéo
durante o periodo critico do desenvolvimento tem forte influéncia a longo prazo no
desenvolvimento.

Neste periodo conhecido como periodo critico, o sistema nervoso central esta
no seu melhor momento de desenvolvimento. Dessa forma, intervengdes benéficas
ou maléficas que ocorram nesta janela podem influenciar irreversivelmente no
organismo do individuo (CHAKRABORTY et al., 2021). As conexdes e formagoes
dos neurbnios possuem maior intensidade no momento critico do desenvolvimento
devido a plasticidade neuronal desta faixa, momento ideal para otimizacdo do
aprendizado e intervencdes benéficas (CHAKRABORTY et al., 2021). Para além
disso, SILVEIRA e colaboradores (2007) relatam que o ambiente tem influéncia néao
somente em fatores genéticos, mas também aspectos comportamentais e
morfologicos.

Os estudos em humanos entendem que o ambiente ao qual os individuos sao
expostos pode ser um fator determinante para habitos, ndo somente alimentares,

mas também de estilo de vida, Sijtsma e colaboradores (2015) investigaram em
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humanos a relacao entre IMC dos pais e sua repercussao nos filhos. Neste estudo,
os autores observaram que o maior IMC parental estava relacionado com maior IMC
e maior circunferéncia da cintura nos filhos, além da associac¢édo entre elevado IMC
materno e maior tempo de comportamento sedentario nos filhos (SIJTSMA et al.,
2015). Outros estudos também encontraram associagao entre IMC parental e o IMC
de seus filhos, filhos com ambos os pais sobrepeso/obesos tiveram maior IMC
quando comparados com filhos de pais com peso na faixa de eutrofia (CADENAS-
SANCHEZ et al., 2017).

Estudos relacionam, ainda em humanos, que 0os menores niveis de atividade
fisica em escolares estao relacionados com maior percentual de gordura, além
disso, a pratica de atividades fisicas pode criar uma protecdo metabdlica nos
individuos contra doencas cronicas como obesidade e cardiovasculares (SIJTSMA et
al., 2015).

Pesquisas e estudos sobre a Hipdétese da Origem Desenvolvimentista
(DOHad) da Saude e da Doenga se tornaram extremamente importante para
entender 0s mecanismos que ocorrem na plasticidade, assim como, atuar
precocemente em possiveis patologias, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) em
2004 reconheceu o DOHad como estudos com grande potencial para a area de
saude publica e suas estratégias (SILVEIRA et al., 2007).

2.2 Ambiente Enriquecido Precoce

O cientista Hebb, no ano de 1940, utilizou o termo enriquecimento ambiental
como estudo experimental apdés observar que seus ratos de estimacao
apresentaram melhorias em aspectos comportamentais quando comparados com
seus ratos de laboratorio (HEBB, 1947).

Pigliucci, Murren e Schlichting (2006) conceituam o termo plasticidade
fenotipica como a capacidade de um unico genotipo para dar origem a varios
fendtipos quando expostos a condigbes ambientais| (PIGLIUCCI et al., 2006). Sendo
assim, o ambiente ao qual o individuo é exposto durante o periodo critico tem papel
primordial em seu desenvolvimento saudavel (HEGDE; MITRA., 2020).

O enriquecimento ambiental € compreendido como uma combinacao de

estimulos complexos, que utilizam objetos podendo promover também a presenca
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de outros animais capazes de influenciar aspectos morfofuncionais do sistema
nervoso em funcdo do aumento da estimulagcdo sensorial, cognitiva, motora e
interacdo social (GELFO et al., 2011). A neuroplasticidade ocorre devido a
modulacdo de mecanismos importantes como a genética, componentes celulares e
moleculares do individuo (ISMAIL et al., 2017), dessa forma, o ambiente enriquecido
€ considerado um modelo legitimo com a finalidade de explorar a capacidade e
complexidade cerebral (GELFO et al., 2011), além de promover efeitos benéficos
quando vivenciado desde o nascimento.

O estilo de vida em individuos jovens pode ter uma grande influéncia na
permanéncia na pratica de atividade fisica ao longo da vida (DJORDJIC et al., 2016).
A pouca ou nenhuma pratica de atividade fisica caracteriza o comportamento
sedentario, e é atualmente preocupante em consequéncia do aumento de criangas
acometidas com sobrepeso e obesidade no mundo (CADENAS-SANCHEZ et al.,
2017). Doencas cronicas como hipertensdo, diabetes tipo 2 e doencgas
cardiovasculares se tornaram um problema de saude publica devido a sua grande
prevaléncia (BIANCO-MIOTTO et al., 2017). Desta forma, um contexto saudavel com
uma alimentacao balanceada e a pratica regular de atividade fisica se tornam fatores
protetores para o desenvolvimento de doengas (NOCE et al., 2021).

Entende-se como enriquecimento ambiental quando trés pilares deste
protocolo sdo modificados, o primeiro € a estrutura ambiental, esta nova estrutura vai
promover que variadas atividades possam ser realizadas pelo animal, o segundo
pilar do ambiente enriquecido: novas atividades, e o terceiro pilar: aspecto social,
neste ambiente existe a possibilidade do contato de mais de um animal no convivio
social (CAMARGO GARBIN et al., 2012).

O ambiente enriquecido tem sido adicionado a lista de atividades fisicas, e,
quando comparado com um protocolo de exercicio fisico, promove estimulagoes
cognitivas, sensoriais, fisicas e sociais (MAINARDI et al., 2010). Sabe-se que a
pratica de exercicio fisico apresenta inumeras implicacdes benéficas no individuo
como aumento da plasticidade neuronal (LEE et al., 2016). Um estudo de Serra e
colaboradores (2020) relatou que tanto o protocolo de atividade fisica quanto o de
exercicio fisico foram capazes de promover melhora de fungdées cognitivas, sendo

considerados importantes formas de estudar a plasticidade de eventos neurolégicos.
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Mainardi e colaboradores (2013) observaram que animais que foram
submetidos ao AE tiveram em seus neurdnios hipotalamicos aumento de POMC e
diminuicdo de NPY, que possuem intima relagdo com a ingestdo alimentar.
Observou-se que o protocolo de exercicio fisico sem o enriquecimento ambiental
ndo obteve mudangca nas sinapses hipotalamicas como nos animais do
enriquecimento ambiente, demonstrando que a estimulagdo sensorial, social e
motora tem grande relevancia nos rearranjos neurais. Este mesmo estudo aborda
que, caso a estimulagao do AE for encerrada, algumas dessas alteragbes benéficas
nao sao mantidas (MAINARDI et al., 2013). Vale salientar que segundo o estudo de
Camargo Garbin e colaboradores (2012) dois fatores sdo importantes quando o
ambiente enriquecido é aplicado, a idade do roedor e a duracao da exposicao, visto

que, existe uma janela de maior desenvolvimento, o periodo critico, do individuo.

2.3 Ingestédo alimentar

Dentro dos diversos fatores que podem influenciar a programacao metabdlica
de um individuo, os habitos de alimentacdo e pratica de atividade fisica possuem
grande importancia. Marinho e colaboradores (2016) relataram que no ano de 2010
a dieta inadequada e atividade fisica insuficiente se encontravam como fator de risco
na contribuicdo de alteragées metabdlicas, bem como para a morte (NOCE et al.,
2021).

A saude de um individuo leva em conta diversos aspectos da alimentacao, os
macronutrientes se dividlem em carboidratos, que sdao os componentes da dieta
constituidos por acucares em sua forma de monossacarideo, dissacarideo ou
polissacarideos. As proteinas representam outra classe compostas por ligacdes de
aminoacidos, e os lipideos sao formados por glicerol e acidos graxos (VENN, 2020).

A microbiota intestinal esta relacionada com a metabolizacdo dos
componentes da dieta, estes componentes quando sao digeridos geram metabdlitos
no lumen intestinal. Estes metabdlitos atuam na interacdo com neurdnios entéricos
através da sinalizacao neural ativando quimiorreceptores, e esta cadeia de relagcbes
pode influenciar a expressdo génica do individuo devido a mecanismos da
epigenética, tornando a composicdo da alimentagdo um fator primordial na
programacao do inicio da vida (BIANCO-MIOTTO et al., 2017).
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O controle central da alimentagao € realizado por varios sistemas, sendo o
hipotalamo um importante regulador da ingestao alimentar (VALASSI et al., 2008).
Os sinais periféricos agem diretamente no hipotalamo, onde seus neurbnios
controlam a ingestdo de alimentos através da producdo de neuropeptideos
envolvidos com a ativacdo das vias de controle orexigenas e anorexigenas de
acordo com o estado nutricional do organismo (SWART et al., 2002).

Os neurotransmissores exercem um papel importante na ingestdo alimentar,
sua funcado ocorre através do mecanismo de reforgar os sinais de saciedade, bem
como reduzindo o tamanho das refeicdes (BACQUE-CAZENAVE et al., 2020), o
mecanismo da diminuicdo da ingestdo alimentar estd atrelado aos neurénios
proopiomelanocortina (POMC) e neuropeptideo Y (NPY), onde neurotransmissores
estdo envolvidos na despolarizagdo e hiperpolarizagdo destes neurdnios que sao
anorexigenos (HEISLER et al., 2006; GALINDO et al., 2015).

Em ratos, o desenvolvimento dos circuitos neuronais reguladores de apetite
ocorre no final da gestacdo e continuam apds o nascimento, sendo suscetivel a
mudangas ambientais, como a nutricdo (VELKOSKA; MORRIS, 2011). O ato de se
alimentar pode ser facilmente influenciado pelo ambiente de criagdo do individuo, em
que, qualquer intervencgao no periodo critico do desenvolvimento pode desencadear
mudancas importantes na ingestao (Beale et al., 2011).

Deste modo, mudancas em periodos iniciais da vida, especialmente no
periodo critico do desenvolvimento, podem causar grande influéncia nos niveis de
neurotransmissores, e estes podem levar a mudangas na expressao génica
hipotaldmica e na ingestdo alimentar, influenciando em longo prazo na vida adulta
(GALINDO et al., 2015). Rodriguez-Ortega e colaboradores (2019) avaliaram em seu
estudo experimental que a aplicacdo do ambiente enriquecido em ratos
adolescentes levou a uma redugcao na ingestao de sacarose, que corresponde a
ingestdo de alimentos palataveis, na vida adulta. Na segunda parte do experimento
animais adultos do grupo foram submetidos ao AE e, mesmo fora da faixa de maior
plasticidade do SNC, foi observado uma reducdo duradoura da ingestdao de
sacarose, confirmando o papel modulador do AE (RODRIGUEZ-ORTEGA et al.,
2019).

O estudo de Mainardi e colaboradores (2010) apds avaliar o efeito do

ambiente enriquecido observou seu papel em induzir uma reprogramagao do set-
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point hipotalamico em responder sinais orexigenos enviados pela leptina, peptideo
que tem fungdo importante na regulagdo da ingestdo alimentar (MAINARDI et al.,
2010). Na literatura encontra-se que a leptina foi descoberta em 1940, o
entendimento de sua fundacéo foi ocorrendo ao longo dos estudos, a leptina atua na
supressao do apetite através de seu papel transmitindo informagcdo ao cérebro a
respeito do depdosito de energia do organismo (ESPINOZA et al., 2021).

Outro fator importante € que o ambiente enriquecido, devido a sua
estimulagdo, possui uma relagdo com o controle da ingestdo alimentar. Este
ambiente promove uma melhor acdo de neurénios POMC, e uma inibicdo de
neurbnios NPY, atuando respectivamente sobre respostas anorexigenas, que
reduzem a ingestdo alimentar e aumentam o gasto de energia, e orexigenas, que
estimulam a ingestdo alimentar e reduzem o gasto energético (MAINARDI et. al.,
2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Identificar a influéncia da intervencdo com ambiente enriquecido durante a

lactagcdo sobre aspectos fenotipicos de ratos wistar jovens e de suas genitoras

3.2 Objetivos Especificos:

e Mensurar o peso corporal das nutrizes e da prole durante a lactagéo; e nos
filhotes também apds o desmame

e Avaliar a ingestao alimentar dos filhotes apds o desmame.
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4. METODOLOGIA
4.1 Animais

Foram utilizados 32 roedores da linhagem Wistar provenientes da coldnia do
Departamento de Nutricdio — UFPE. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Anatomia - UFPE sob condigcdes padrao de biotério com
temperatura de 22°C + 2°C, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas (escuro:
6:00h as 18:00h /claro: 18:00h as 6:00h), livre acesso a agua e a alimentacéao (racao
comercial Nuvilab com 3.6 kcal/grama; 66% de carboidratos; 24% de proteina e 10%
de lipidios) e acomodados em gaiolas de polipropileno (49x34x16cm). Os
procedimentos executados neste projeto foram realizados de acordo com as
recomendacbes éticas da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos|. O projeto foi aprovado pela Comissao de
Etica em Experimentacao Animal (CEUA) da UFPE (processo n2 0083/2021).

As fémeas nuliparas com idades entre 90 e 120 dias de vida, apresentando
peso corporal de aproximadamente 220g a 2509, foram acasaladas na proporcao de
duas fémeas (n=7) para um macho (n=3). O dia de nascimento dos animais foi
considerado o dia 0 (zero), um dia apos o nascimento foi considerado o 12 dia pos-
natal (DPN) dos animais para normatizacdo de todas as ninhadas utilizadas no
estudo. A partir do DPN 1, as ratas nutrizes e seus filhotes foram randomizados em
ninhadas com oito filhotes por nutriz. Apenas os filhotes machos foram utilizados na
composicao final dos grupos experimentais, e as filhotes fémeas foram apenas

utilizadas para composi¢cao do numero de filhotes por ninhada.

4.2 Manipulacdo Ambiental

O ambiente controle foi realizado em gaiolas padrdao de biotério
(49x34x16cm). O protocolo de ambiente enriquecido foi adaptado do modelo
proposto por Mainardi e colaboradores (2010). O ambiente enriquecido foi realizado
em uma gaiola grande (60x50x42cm) desenvolvida com uma estrutura de aramado
contendo varios comedouros para ragado, uma roda de corrida, escadas, abrigos e
tuneis que foram reposicionados a cada trés dias e completamente substituidos por
outros uma vez por semana. Nas duas condi¢cdes ambientais, cada gaiola abrigou

uma lactante com 8 filhotes durante o periodo de lactagao.
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Quadro 1. Organizacao espacial das gaiolas de ambiente enriquecido
por semana de experimentos.

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
(PND1-7) (PNDS - 14) (PND15 - 21) (PND22- 30)
Materiais AE Layout 1 Layout 2 Layout 3 Layout 4
Gangorra - - 1 1
Roda - 1* 1 1
Tunel Copo 1 1 1 1
Tunel
Gangorra 2 2 - 1
Plataforma 1 1 1 1
Rampa 1 1 1 1
Gaiola
Alimentacéao 1 1 1 1

Figura 1: Layout - semana 1 Figura 2: Layout - semana 2

Fonte: préprio autor Fonte: préprio autor
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Figura 3: Layout - semana 3 Figura 4: Layout - semana 4

Fonte: préprio autor Fonte: préprio autor
| Ambiente Enriquecido J
10 7° 140 210 22¢ 25¢ 300 35° 40°
| | 1 | | | | |
! | J ! 1 ' Pos-desmame '
: ,- ol - -Composigéo Corporal  pesmame  .Composicio Corporal
T -
= 30° 35¢ 40°
l [ Adaptagio ao Ambiente Controle ] | ; |
| e
Alimentar Diaria

Fim do Ambiente Enriquecido/ Ingestﬁo

Vo |
Inicio do Ambiente Controle . 24h

Figura 5: Delineamento Experimental

Fonte: préprio autor
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4.3 Grupos Experimentais
Os grupos experimentais foram organizados de acordo com a manipulagao
ambiental em:

. Ambiente Controle: Filhotes e rata nutriz foram alojados em uma gaiola

controle a partir do 12 dia até o 302 dia de vida pds-natal (AC; n=11).

. Ambiente Enriquecido: Filhotes e rata nutriz foram alojados em uma

gaiola enriquecida a partir do 12 dia até o 302 dia de vida pés-natal (AE; n=11).

Em ambas as condic¢bes, do 12 dia apds o nascimento, considerado o dia pos-
natal (PND) 1, cada gaiola abrigou 8 filhotes e 1 nutriz. No 222 dia de vida, as ratas
fémeas adultas foram removidas, e apenas os animais machos permaneceram no
ambiente enriquecido. Apds a remocao da nutriz, 4 animais foram mantidos na
gaiola, preferencialmente os animais machos, até o dia das analises (PND 30). As
filhotes fémeas foram apenas utilizadas para compor a gaiola quando necessario. No
312 dia de vida, todos os filhotes machos foram transferidos para gaiola controle
individual com livre acesso a agua e ragdo, e, apdés 5 dias de adaptagao foram

iniciadas as analises do periodo pos-desmame.

Figura 6: Comparacédo entre gaiola do ambiente enriquecido e gaiola padréo

Fonte: préprio autor
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4.4 Andlises experimentais
4.4.1. Acompanhamento da Massa Corporal

A massa corporal (g) das ratas nutrizes foram obtidas na lactacdo e a massa
corporal dos filhotes foram obtidas nos dias 1, 7, 14 e 21. Ap6s o desmame, foi
registrada nos dias 25, 30, 35 e 40. Para o registro da massa corporal foi utilizada

balanca semi-analitica (Bel® modelo L2102).

4.4.2. Avaliacao da Ingestdo Alimentar dos filhotes
Ao longo do estudo, os animais dos dois grupos experimentais foram alojados
em gaiolas que continham um comedouro semelhante para evitar possiveis

influéncias na alimentacéo.

Figura 7: Gaiola do Ambiente Enriquecido — Imagem do comedouro

Fonte: préprio autor
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Figura 8: Comedouro para andlise da ingestéo alimentar

Fonte: préprio autor

A Ingestdo Alimentar (g) foi realizada nos filhotes diariamente por 5 dias
consecutivos, nos dias 36, 37, 38, 39 e 40, sendo obtida pela diferenca entre a
quantidade de racado oferecida e a rejeitada no periodo de 24 horas utilizando
balanca semi-analitica (Bel® modelo L2102). Esta avaliagao foi realizada no horario
de 14:00 horas.

4.5 Anélise Estatistica

Os dados coletados foram armazenados em planilhas no software Excel. A
normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado a
analise de variancia ANOVA Two-way medidas repetidas para avaliar o peso
corporal e ingestao alimentar, o ambiente e o tempo foram usados como fatores para
as analises. O pos-teste de Bonferroni foi utilizado para evidenciar as diferencas
entre os grupos. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido com o valor de
p<0,05. As anadlises foram realizadas no programa GraphPad Prism® versao 7
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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5 RESULTADOS
5.1 Peso corporal materno na lactacao

Foi observado que ndo houve alteragdo no peso corporal das nutrizes ao longo das
trés semanas de lactagcdo na comparacao entre os dois grupos experimentais. O
ANOVA two way nao apresentou interacao [F(2, 15)=0.07119; p=0,9316].

1 Ambiente Controle
= Ambiente Enriquecido

400+

304 T T I - T

200+

100+

I T 1
Semana 1 Semana 2 Semana 3

Peso Corporal Materno na Lactagéo (Q)

Semana da Lactacao (dias)

Figura 9: Peso corporal materno no inicio da lactagéo (g) e ao final da lactagao.
Grupo ambiente controle (n=3) e grupo ambiente enriquecido (n=4). Teste ANOVA

two way seguido do pos-teste de Bonferroni. Nivel de significancia p<0,05.

5.2 Peso corporal dos filhotes

O ANOVA two way nao apresentou uma interagao significativa entre os dois
grupos experimentais em relacdo ao ganho de peso corporal [F (7, 70)=0.4373;
p=0,8755]. No entanto, apresentou significancia apenas em relacdo a idade dos
animais [F (7, 70)=1092; p<0,0001]. Ja em relacdo ao ambiente de alojamento dos

animais nao foi observada significancia estatistica [F (1, 10)=0.1149; p=0,7416].
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Figura 10: Peso corporal dos filhotes (g) comparacao entre ambiente controle e
ambiente enriquecido. Grupo ambiente controle (n=11) e ambiente enriquecido

(n=11). Teste ANOVA two way medidas repetidas seguido do pds-teste de

Bonferroni. Nivel de significancia p<0,05.

5.3 Consumo alimentar dos filhotes

40

O ANOVA two way apresentou uma interacdo significativa entre os dois

grupos experimentais em relagdo ao consumo alimentar [F (4, 40)=3.329; p=0,0191].

A partir do teste de variancia de duas vias (ANOVA two way) seguido do pods-teste

de Bonferroni observou-se significancia em relacdo a idade, [F (4, 40)=9.303;
p<0,0001], e em relagdo ao ambiente de alojamento [F (1, 10)=11.68; p=0,0066]. Os

animais do grupo ambiente enriquecido apresentaram um maior consumo alimentar

nos dias 38, 39 e 40 (p<0,0383; p<0,0120 e p<0,0069).
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Figura 11: Consumo alimentar absoluto (g) comparagao entre ambiente controle e
ambiente enriquecido. Grupo ambiente controle (n=11) e ambiente enriquecido
(n=11). Teste ANOVA two way medidas repetidas seguido do pos-teste de
Bonferroni. *p<0,05 e **p<0,005. Nivel de significancia p<0,05.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi observado que a exposicao ao ambiente enriquecido durante
o periodo de lactacdo nao foi capaz de promover alteracdo no peso corporal das
nutrizes e dos filhotes durante a lactacdo e apds o desmame. No entanto,
observamos nas Uultimas duas semanas que o consumo alimentar dos filhotes
alojados em ambiente enriquecido (AE) foi maior que os animais controles que foram
alojados durante todo o estudo em ambiente padrao de biotério.

Um estudo recente observou que existe uma diferenca no cuidado de méaes
que foram submetidas ao ambiente enriquecido durante a gestagdo para maes de
gaiolas padrdo, comportamentos maternos como lamber os filhotes durante a
primeira semana de vida foi observado por maior tempo e maior frequéncia no
primeiro grupo citado (NOGUEZ et al.,, 2021). Este comportamento semelhante
também foi observado no trabalho de Santana Muniz e colaboradores (2014) com a
realizacdo da pratica de exercicio fisico voluntario em ratas durante o periodo de
adaptacao, gestacao e nas primeiras semanas de lactagdo. A metodologia adotada
dividiu as ratas em controle, inativas, ativas e muito ativas, antes da gestacéo, e
durante o periodo de gestacao e lactacdo, a pratica de atividade fisica foi minima
tanto nas maes ativas e muito ativas.

Diferente do encontrado no presente estudo, o estudo de Santana Muniz e
colaboradores (2014) encontraram elevado ganho de peso corporal no grupo muito
ativo, mas ao observar as fémeas do grupo ativo foi observado que o peso corporal
se manteve em um padrao bem semelhante aos pares sedentario e controle. Porém,
quando foi realizado o coeficiente de correlacdo de Pearson entre numero de filhotes
e ganho de peso corporal ndo houve significancia encontrada.

O nosso estudo identificou que o alojamento em ambiente enriquecido
durante o periodo de desenvolvimento do sistema nervoso, a lactagdo, ngo foi capaz
de promover alteragdo no peso corporal dos filhotes. Semelhante aos nossos
resultados, o estudo de Tsai e colaboradores (2002) com animais de trés linhagens
diferentes submetidos ao ambiente enriquecido desde a 3° semana de vida até a 15°
semana, também ndo encontraram diferencga significativa no peso corporal quando
comparados ao grupo que foram mantidos em gaiolas padrao de biotério (TSAI et

al., 2002). Outro estudo prévio com protocolo e resultados que se assemelham ao
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nosso foi o desenvolvido por Mainardi e colaboradores (2010). Neste estudo os
autores submetem animais a ambiente enriquecido do nascimento ao 50°. dia e ndo
encontraram diferenca no peso corporal (MAINARDI et al., 2010).

McQuaid e colaboradores (2018) utilizando filhotes machos em ambiente
enriquecido (provido de tuneis, abrigos e rodas, contando com a mudancga de layout
semanalmente) a partir do 21° dia de vida, primeiro dia ap6s o desmame, durante
seis semanas observou nos animais do AE que durante as quatro primeiras
semanas nao houve diferenga significativa, corroborando com nosso estudo. A
reducdo no peso corporal ocorreu apenas apos a 52 e 62 semana (MCQUAID et al.,
2018). Dessa forma, entende-se que os existem diversos fatores que podem
influenciar na resposta do ambiente enriquecido ao organismo como o tempo de
exposicao, a idade, bem como o tipo de protocolo que foi utilizado.

Apesar da inobservancia de mudanga significativa no peso corporal das
nutrizes e filhotes em nosso estudo, Noguez e colaboradores (2021) destacou a
importancia da aplicagdo de um protocolo de exercicio fisico durante o periodo
critico do desenvolvimento, como a gestacao, pois os dados apontam que a pratica
de exercicio proporciona beneficios aos filhotes, assim como, melhora no
desempenho de reflexos motores e sensoriais, bem como aumento na proliferagao
celular (SCHUCH et al., 2016; SERRA et al., 2020).

Li e colaboradores (2016), avaliaram a atividade locomotora de filhotes
expostos ao ambiente enriquecido desde o 12 dia de vida. A atividade foi medida
antes do desmame, e nao houve uma diferenga significativa entre os grupos (LI et
al., 2016) este fato pode explicar possivelmente porque em nosso estudo nao houve
diferenca no peso corporal entre os filhotes de ambiente enriquecido e do ambiente
controle. Os estudos analisados concordam que nao foram encontradas diferencas
significativas de peso corporal quando comparados os animais de ambiente
enriquecido com o ambiente controle em seus diversos protocolos realizados, apesar
de encontrarmos na literatura alguns estudos que indicam que o ambiente
enriquecido pode levar a menor peso corporal nos animais (ZAIAS et al., 2008).

A maior hipotese para explicacdo de tais dados € devido ao tempo de
exposicao, supde-se que um maior tempo de exposi¢do seria capaz de causar

mudangas no peso corporal.
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Quanto aos dados do consumo alimentar, observamos que os filhotes
alojados em ambiente enriquecido tiveram maior consumo aos 38, 39 e 40 dias de
vida, ap6s o processo de desmame. A mudanga no tipo de alojamento, quando
comparado com os animais controles que foram alojados durante todo o estudo em
ambiente padrdo de biotério, pode levar a alteracdo na ingestdo alimentar. No
estudo de Mainardi e colaboradores (2010), foram analisados animais machos que
foram alojados em AE ao 50° dia de vida e transferidos para gaiolas padrdao de
biotério onde foram mantidos até o 80° dia de vida, este estudo encontrou um
aumento significativo na média da ingestdo alimentar dos animais que foram
transferidos do ambiente enriquecido para o AC (MAINARDI et al., 2010). Por outro
lado, Zeeni e colaboradores (2015) n&o encontraram diferenca na ingestao
energética de ratos adultos em ambientes enriquecidos.

Diversos fatores podem estar atrelados a esse maior consumo, visto que
mudanga de ambiente parece ser um agente estressor causado pelo encerramento
do estimulo, que era ofertado no ambiente enriquecido, culminando em aumento de
comportamentos ansiosos, o fato do animal ter um ambiente promotor de pratica de
atividade fisica e exploracdo durante a infancia e adolescéncia foi importante para a
manutencdo do consumo alimentar, no entanto, quando exposto na idade adulta a
um ambiente hostil, esse animal apresenta aumento do consumo de alimentos
(MAINARDI et al., 2010).

Vanisree e Thamizhoviya (2021) demonstraram em seu estudo que o
ambiente  enriquecido foi importante na redugcdo de comportamento
depressivos/ansiosos em animais que passaram pelo estresse crénico de
imobilizacdo (VANISREE; THAMIZHOVIYA, 2021). Dessa forma, quando ocorre a
troca de um ambiente que promove uma diminuicdo no padrao de ansiedade para
um ambiente desprovido de qualquer estimulo que pode promover aumento no nivel
de ansiedade, levando a maior ingest&o alimentar.

O conjunto de estudos na literatura aponta que a estimulagcdo ambiental tem
sido uma recomendacdo das diretrizes que promovem o0 bem estar animal
(SIMPSON; KELLY, 2011), assim como, tem sido advogada como um modelo que
melhora o rigor e reprodutibilidade das pesquisas sem interferir nas variabilidades
das caracteristicas fenotipicas, mas com influéncia na neuroplasticidade cerebral

(KENTNER et al, 2021). Como perspectivas futuras, pretendemos realizar outras
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avaliagbes da composicao corporal, visto que apenas o peso € insuficiente para
avaliar a distribuicdo de gordura e quantidade de massa magra, por exemplo.
Igualmente mensurar neuropeptideos relacionados a ingestdo alimentar visto que o

ambiente enriquecido esta associado a neuroplasticidade cerebral.
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7 CONCLUSAO

Pelo exposto, pode-se deduzir que o ambiente enriquecido nao alterou o peso
corporal das nutrizes e dos descendentes em comparagao com 0s animais mantidos
em gaiolas padrao. Por outro lado, se observou que o consumo alimentar dos
filhotes alojados em ambiente enriquecido foi maior ap6s o processo de desmame e
mudancga no tipo de alojamento quando comparado com o0s animais controles que
foram alojados durante todo o estudo em ambiente padrdo de biotério. Esta pratica
pode estar associada a um ambiente promotor de pratica de atividade fisica e
exploragdo durante a infancia e adolescéncia. Como perspectivas futuras,
pretendemos realizar outras avaliagcbes da composi¢ao corporal, visto que apenas o
peso € insuficiente para avaliar a distribuicdo de gordura e quantidade de massa
magra, por exemplo. lgualmente mensurar neuropeptideos relacionados a ingestao
alimentar visto que o ambiente enriquecido esta associado a neuroplasticidade

cerebral.
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Universidade Federal de Pernambuceo
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves. s/n
50670-420 / Recife - PE — Brasil
Fones: 2126 8842
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Recife, 22 de dezembro de 2021
Oficio n® 93/21

Da Comissao de Etfica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Isabeli Lins Pinheiro

Centro Académico de Vitéria

processo n°0083/2021

Certificamos que a proposta intitulada “inducdo de obesidade materna com
dieta de cafeteria na lactagdo: repercussdes da intervengiao com ambiente
enriquecido precoce sobre a ingestao alimentar, a densidade neuronal da
serotonina e do transportador de serotonina em ratos jovens”. de
registrado com o n°® 0083/2021 sob a responsabilidade da Prof: Isabeli Lins
Pinheiro Que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE
DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 21/12/2021

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica |
Vigéncia da autorizagéo 21/12/2021 a 31/12/2023
Espécie/linhagem/raca Rato heterogénico
N° de animais 110 animais N i
Peso/ldade ) - 220 - 260 g/ 90 e 120 dias

| Sexo Machos (90) e fémeas (20)
Origem: Biotério de Criacao Biotério/Colénia de criagao do

Departamento de Nutrigdo/UFPE

Destino: Biotério de Experimentagao Biotério de experimentagéo animal do

Departamento de Anatomia da UFPE
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