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RESUMO

A dieta de Cafeteria para experimentos com animais é conhecida por causar
inadequacao nutricional, excesso de gordura corporal e alteragcdo da densidade
neuronal do SERT. Por outro lado, o ambiente enriquecido (AE) promove diminuigéo
da adiposidade, aumento do gasto de energia e influencia o sistema serotoninérgico.
Portanto, a proposta deste estudo foi avaliar os efeitos do consumo materno de dieta
de cafeteria na lactacéo e da intervencdo com o ambiente enriquecido precoce sobre
0 desenvolvimento corporal e imunorreatividade de neurénios SERT em animais
jovens. Foram utilizados 61 ratos ratos wistar, que foram divididos em quatro grupos
experimentais de acordo com a manipulagdo dietética de suas progenitoras e
ambiente no qual foram alojados: Dieta Controle em Ambiente Controle (CC; n=19),
Dieta Controle em Ambiente Enriquecido (CE; n=13), Dieta Cafeteria em Ambiente
Controle (CAFC; n=16), Dieta Cafeteria em Ambiente Enriquecido (CAFE; n=13). O
ambiente enriquecido consistiu em uma gaiola grande (60x50x42cm) contendo
comedouros para racao, uma roda de corrida, escadas, abrigos e tuneis que foram
reposicionados e completamente substituidos por outros uma vez por semana. Em
ambas as condi¢cdes ambientais, cada gaiola abrigou uma nutriz em aleitamento com
oito filhotes durante o periodo de lactacdo. Apdés o desmame, no 22° dia de vida, as
nutrizes e filhotes fémeas foram removidas e quatro filhotes machos permaneceram
no ambiente enriquecido até os 30 dias de vida. A dieta padrdo de biotério para
roedores foi a Nuvilab CR-1 (295kcal/100g), sendo ofertada na gestacao e lactacdo
para todos os grupos. A dieta de cafeteria foi ofertada apenas na lactacao e consistia
em alimentos altamente palataveis e com alto teor calérico acompanhada da dieta
Nuvilab CR-1. Foram analisados o peso corporal, indice de massa corporal (IMC) na
eutanasia, peso dos 6rgaos e adiposidade das nutrizes. Nos filhotes jovens, foram
analisados parametros de crescimento somatico, peso de 6rgdos e gorduras e
imunorreatividade do transportador de serotonina. Os resultados mostraram que as
nutrizes ndo apresentaram diferenca no peso corporal na lactacdo, como também,
nao houve diferenca no IMC na eutanasia. Porém, as nurizes CAFC apresentaram
maior adiposidade que as nutrizes CC. Os filhotes CE apresentaram o peso corporal,
comprimento naso-anal e eixo antero-posterior maiores e circunferéncias menores
gue o grupo CC. Os filhotes CAFC apresentaram o peso corporal maior que 0 grupo
CC no periodo de lactacdo e menor no pés-demame. Além disso, apresentaram
circunferéncias e eixos menores e maior adiposidade que o grupo CC. A guantidade
de neurdnios SERT-IR no nucleo arqueado do hipotalamo néo teve diferenca. Conclui
se que a dieta de cafeteria na lactacao teve efeitos antropométricos na nutriz e filhotes,
provocando maior adiposidade e menores parametros corporais. O ambiente
enriguecido teve efeitos sobre o desenvolvimento dos animais, mas nao foi capaz de
atenuar os efeitos da dieta.

Palavras-chave: Enriquecimento ambiental; Sistema nervoso; Plasticidade
fenotipica; Transportador de Serotonina; Dieta de cafeteria.



ABSTRACT

Maternal consumption of cafeteria diets during lactation makes the pups more likely
to develop obesity. Poor nutrition in early life can have long-term consequences, such
as histomorphological changes in the serotonin neurotransmission system, especially
in the serotonin transporter. Other environmental factors, such as the practice of
physical activity through the environmental enrichment model, favor motor, sensory
and social aspects and can mitigate these deleterious effects when experienced
during critical periods of the body's development. The aim of this project was to
evaluate the effects of maternal consumption of a cafeteria diet during lactation and
intervention with an early enriched environment on body development and
immunoreactivity of SERT neurons in young animals. Sixty-one Wistar rats were
divided into four experimental groups according to the dietary manipulation of their
offspring and the environment in which they were housed: Control Diet in Control
Environment (CC; n=19), Control Diet in Enriched Environment (CE; n=13), Cafeteria
Diet in Control Environment (CAFC; n=16), Cafeteria Diet in Enriched Environment
(CAFE; n=13). The enriched environment consisted of a large cage (60x50x42cm)
containing feed troughs, a running wheel, ladders, shelters and tunnels which were
repositioned and completely replaced once a week. In both environmental conditions,
each cage housed a nursing mother with eight chicks during the lactation period. After
weaning, on the 22nd day of life, the dams and female pups were removed and four
male pups remained in the enriched environment until they were 30 days old.The
standard vivarium diet for rodents was Nuvilab CR-1 (295kcal/100g), which was
offered during gestation and lactation to all groups. The cafeteria diet was only offered
during lactation and consisted of highly palatable, high-calorie food along with the
Nuvilab CR-1 diet. Body weight, body mass index (BMI) at euthanasia, organ weight
and adiposity of the dams were analyzed. In the young pups, somatic growth
parameters, organ and fat weight and serotonin transporter immunoreactivity were
analyzed. The results showed that the dams had no difference in body weight during
lactation, nor was there any difference in BMI at euthanasia. However, the CAFC
offspring showed greater adiposity than the CC offspring. The CE offspring had
higher body weight, naso-anal length and anteroposterior axis and smaller
circumferences than the CC group. The CAFC pups had a higher body weight than
the CC group during lactation and a lower body weight after weaning. They also had
smaller circumferences and axes and greater adiposity than the CC group. There
was no difference in the number of SERT-IR neurons in the arcuate nucleus of the
hypothalamus. It can be concluded that the cafeteria diet during lactation had
anthropometric effects on the mother and her offspring, causing greater adiposity and
lower body parameters. The enriched environment had an effect on the development
of the animals but was unable to mitigate the effects of the diet.

Keywords: Environmental enrichment; Nervous system; Phenotypic plasticity;
Serotonin transporter; Cafeteria diet.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o estilo de vida adotado pelas sociedades ocidentais apresenta
altos niveis de inatividade fisica, comportamento sedentario e alta ingestao calérica
(HALL et al., 2021). Esses habitos implicam no aumento da massa corporal,
ampliando os riscos para o surgimento da obesidade (SALAM et al., 2020). A
obesidade é uma doenca cronica que afeta a saude geral do individuo em
consequéncia ao acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal (WHO, 2020).
Na infancia, a taxa de sobrepeso ou obesidade nas ultimas 3 décadas tem crescido
de forma alarmante. Mundialmente, aproximadamente 39 milhdes de criancas com

menos de 5 anos de idade estdo com sobrepeso (WHO, 2020).

A utilizacdo de dietas experimentais permite compreender o0 processo
complexo que envolve aspectos comportamentais e metabolicos associadas a
obesidade. Em especial, a dieta de cafeteria, composta por alimentos humanos
palataveis e com alto valor energético associados a dieta controle (BUYUKDERE;
GULEC; AKYOL, 2019). Na lactacéo, fase que corresponde a um periodo critico do
desenvolvimento, o consumo desta dieta promove remodelacdo e modificacdes
metabdlicas, influenciando o crescimento, composi¢do corporal e a adiposidade

corporal dos filhotes (GEORGE et al., 2019).

Os periodos considerados criticos do desenvolvimento sdo aqueles onde o
cérebro € mais suscetivel a mudancas. Durante esses periodos, 0 sistema nervoso
apresenta uma alta plasticidade, sendo suscetivel a alteracdes fisiol6gicas,
bioguimicas, morfolégicas e comportamentais (CISNEROS-FRANCO et al., 2020).

Experiéncias ambientais adversas durante esses periodos, modificam a atividade e
15



estruturas do Sistema Nervoso Central (SNC) a longo prazo (DURAN-CARABALI et
al., 2019). Desta forma, estudos mostraram que 0 sistema serotoninérgico tem
relacdo com a obesidade, onde animais que apresentaram diminui¢ao da quantidade
de neurbnios do Transportador da Serotonina (SERT), tiveram acumulo anormal de
tecido adiposo branco, além de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (CHEN

et al., 2012; DIAS et al., 2020; ZHA et al., 2017).

Como o ambiente exerce papel importante no desenvolvimento inicial, a
pratica de atividade fisica é fundamental na infancia e adolescéncia, pois auxilia no
controle do peso corporal e consequente redugdo para o risco de obesidade
(BRASIL, 2021). O ambiente enriquecido (AE) é considerado uma intervencao de
pratica de atividade fisica, pois intensifica 0 comportamento animal, causado pela
exploragéo espontanea do ambiente (MAINARDI et al., 2010). Em roedores jovens,
0 AE promove diminuicdo da adiposidade e aumento do gasto de energia,
apresentando impacto consideravel no fenétipo (CAO et al., 2011; MAINARDI et al.,

2010).

Este protocolo também é capaz de influenciar o sistema serotoninérgico, onde
a intervengdo com AE durante os trés primeiros meses de vida, aumentou as taxas
de renovacao (turnover) da serotonina no hipocampo em ratos wistar (KOKRAS et
al., 2019). Também, mostrou efeito neuprotetor contra estressores psicogénicos ao
aumentar a expressao do SERT em camundongos com trés meses de vida (RAGU
VARMAN; RAJAN, 2015). Portanto, a dieta de cafeteria induz a obesidade, levando
a uma diminuicdo da quantidade de neurénios SERT no SNC, enquanto a exposi¢ao
ao AE, aumenta a expressédo do SERT. Desta forma, o enriquecimento ambiental
podera atenuar os efeitos deletérios dessa dieta sobre o balango energético, por

meio de mecanismos serotoninérgicos durante fases precoces da vida.

16



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade infantil

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), define obesidade, como sendo o
excesso de gordura corporal, resultado da ingestdo crénica de energia em
guantidades superiores ao gasto energético, determinando prejuizos a saude (WHO,
2020). Sua causa € complexa, pois envolve fatores ambientais, genético,
psicoldgicos, socioculturais, estilo de vida e status socioeconémico (WHO, 2020).
Inicialmente, a prevaléncia da obesidade era maior em paises desenvolvidos, mas
atualmente atinge também, muitos paises em desenvolvimento. Sendo assim, a
obesidade afeta pessoas de todas as idades e grupos sociais, alcancando 650
milhdes de pessoas em todo o mundo (FERREIRA et al., 2021).

A causa da obesidade é de natureza multifatorial, mas ocorre principalmente
devido ao balanco energético positivo e a habitos alimentares pouco saudaveis, como
0 consumo excessivo de acucar e alimentos ricos em gordura (LIANG et al., 2015).
Sendo assim, a dieta tem sido amplamente investigada como uma das principais
causas da obesidade. Além do mais, o aumento da ingestdo de fast food e bebidas
acucaradas esta intimamente ligado a obesidade infantil, visto que, nas ultimas duas
décadas, o consumo de fast food aumentou de acordo com o aumento da prevaléncia
de obesidade infantil (CALCATERRA et al., 2022).

Segundo a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP), os periodos mais criticos
para o desenvolvimento da obesidade séo a fase intrauterina, os primeiros dois anos
de vida e a adolescéncia (SBP, 2019). Atualmente, a obesidade é considerada o
distarbio nutricional mais comum na infancia. Seu surgimento ocorre quando multiplos

fatores ambientais, como exposi¢cdes pré-conceptivas e pré-natais, bem como

17



mudangas nos ambientes alimentares e de atividade fisica, alteram os processos de
regulacéo do peso corporal (LISTER et al., 2023).

De acordo com a ABESO (Associacdo Brasileira para o estudo da Obesidade
e da Sindrome Metabdlica), em 2025, a estimativa é de que 2,3 bilhdes de adultos ao
redor do mundo estejam acima do peso, sendo 700 milhdes de individuos com
obesidade (Abeso, 2020). Em relacdo a obesidade na infancia e adolescéncia, a
prevaléncia mundial da obesidade infantil aumentou notavelmente nas ultimas trés
décadas. O Ministério da Saude e a Organizacdo Panamericana da Saude (2019)
apontaram que 12,9% das criangas brasileiras entre 5 e 9 anos de idade tinham
obesidade, assim como 7% dos adolescentes na faixa etaria de 12 a 17 anos.

O levantamento realizado pelo Observatorio de Saude na Infancia (Observa
Infancia - Fiocruz/Unifase) revelou dados preocupante em relacéo a obesidade infantil
e em adolescentes no Brasil. Entre 2019 e 2021, periodo que engloba a pandemia de
Covid-19, o numero de criangas com excesso de peso no pais cresceu 6,08%, ja entre
0s adolescentes brasileiros houve um aumento de 17,2%. Apesar de ter sido
observado um recuo apés a pandemia, 0os numeros ainda seguem altos. Em 2022,
14,2% das criancas brasileiras até cinco anos estavam com excesso de peso. Entre
os adolescentes, o niumero é ainda maior: 31,2% deles estava com sobrepeso ou
obesidade (FIOCRUZ, 2023).

Se comparado com outros paises, 0 Brasil possui quase trés vezes mais
criancas com excesso de peso do que a média global (14,2% no Brasil em 2022 e
5,6% da média global registrada no mesmo ano). Em relagcdo aos adolescentes, a
situacdo € ainda mais critica. No Brasil, em 2022, a média nacional apontou que
31,2% dos adolescentes estavam com excesso de peso, quase o dobro da média

global (18,2%) (FIOCRUZ, 2023).
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A crescente prevaléncia da obesidade infantil e em adolescentes, levou ao
aparecimento de doenca metabdlicas e nutricionais que raramente eram observadas
em criangas (AHMAD; AHMAD; AHMAD, 2010). Em periodos iniciais, a obesidade
pode afetar negativamente quase todos o0s sistemas organicos, causando
consequéncias graves, como hipertensao, dislipidemia, resisténcia a insulina, doenca
hepatica gordurosa e complicacdes psicossociais. Além disso, a obesidade pediatrica
esta associada a mortalidade na idade adulta (AL-AGHA; AL-GHAMDI; HALABI,
2016).

O risco de complicagcbes crbnicas esta associado a duracdo da obesidade
grave. A grande maioria das criangas de trés anos com excesso de peso,
permanecem com sobrepeso ou com sobrepeso grave quando se tornam jovens
(SIMMONDS et al., 2016). Em 2012, a (SBP) apontou que 4 em cada 5 criancas
obesas, permanecerdo obesas quando adultas. Individuos que continuam com
excesso de peso desde a infancia até a idade adulta tém um risco aumentado de
desenvolver doencas cronicas (KUMAR; KELLY, 2017). Porém, ao contrario dos
adultos com excesso de peso grave desde a infancia, as criangcas e 0s jovens com
excesso de peso grave podem, através de uma gestao adequada do excesso de peso,
reduzir os riscos de desenvolver diabetes tipo 2, hipertenséo, dislipidemia e doencas
cardiovasculares (KUMAR; KELLY, 2017).

A definicdo de sobrepeso grave em criancas e jovens é atualmente baseada
em valores antropométricos elevados, como por exemplo o indice de massa corporal
(IMC), medida da cintura ou percentual de gordura corporal (AHMAD; AHMAD;
AHMAD, 2010). Porém, o IMC ajustado para idade e sexo € o mais aplicavel na pratica
clinica. Apesar de parecer problematica, essa definicdo através de valores

antropomeétricos elevados, até agora sdo as medidas mais uteis. Contudo, a relagéo
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entre IMC e massa gorda, em patrticular, depende de uma ampla gama de fatores,
como idade, altura, sexo, composi¢cdo corporal, desenvolvimento puberal, etc
(AHMAD; AHMAD; AHMAD, 2010).

O IMC derivado do peso corporal e da altura, surgiu como a medida clinica
padrdo aceita de sobrepeso e obesidade para criancas de 2 anos ou mais. O calculo
do IMC é realizado dividindo o peso corporal em quilogramas pela altura em metros
ao quadrado. Em geral, o IMC fornece uma estimativa razoavel da adiposidade na
populacdo pediatrica saudavel. No entanto, o IMC pode superestimar ligeiramente a
gordura em criangas baixas ou com massa muscular relativamente alta e pode
subestimar a adiposidade em uma proporc¢ao substancial de criangas, como aquelas
com massa muscular reduzida devido a baixos niveis de atividade fisica (SIMMONDS
et al., 2016). Portanto, o IMC deve ser visto como uma medida substituta da
adiposidade e seus pontos fortes e limitagdes devem ser considerados quando usado
em ambientes clinicos e de pesquisa (GORNICKA et al., 2022).

Além do IMC, autores apoiam a ideia de que os profissionais utilizem
outros indicadores que avaliem a distribuicdo da gordura corporal (ASHWELL;
GIBSON, 2016). Dentre eles, a circunferéncia da cintura e a relagao cintura/estatura
(RCE), os quais sao de facil aplicabilidade (ABESO, 2016) e tém a vantagem de serem
métodos clinicos sem o uso de imagem (JURASKI LEFCHAK et al., 2021). Em
modelos de roedores, os parametros antropométricos, peso corporal, circunferéncia
abdominal e indice de massa corporal (IMC), indice de Lee e indice de adiposidade,
sdo indices equivalentes aos indices antropométricos na populacdo humana
necessarios ao diagndéstico da obesidade (DO BONFIM et al., 2021).

Em ratos, a determinacéo da obesidade foi descrita por Lee em 1928. Consiste

na divisdo da raiz cubica do peso em gramas pelo comprimento nasoanal em
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milimetros e multiplicado por 1000. O resultado configura o indice nutritivo ou indice
de Lee como mensuracao de obesidade. O indice de Lee pode ser usado como forma
acertada e rapida de medir obesidade em experimento submetido a um método de
ganho de peso. Porém, torna-se necessaria associacdo de um indice com outros
dados antropométricos, como a circunferéncia abdominal, comprimento nasoanal e
dados metabolicos (MALAFAIA et al., 2013).

O acumulo de gordura corporal é causado por um desequilibrio entre a ingestao
alimentar e o gasto de energia. O controle do balanco energético de animais e seres
humanos é realizado pelo sistema nervoso central (SNC) por meio de conexdes
neuroenddcrinas, em que horménios periféricos circulantes, sinalizam neurénios
especializados do hipotalamo sobre os estoques de gordura do organismo e induzem
respostas apropriadas para a manutencgao da estabilidade desses estoques (VAN DE

SANDE-LEE; VELLOSO, 2012).

2.2 Desenvolvimento do sistema nervoso e plasticidade neural

O SNC, composto pelo encéfalo e medula espinhal, exibe os principios de
organizagdo e o padrdo de desenvolvimento tipicos em todos os mamiferos. Por
exemplo, apesar de existirem diferengas importantes entre o cérebro de roedores e o
humano, estruturas semelhantes podem ser identificadas (RICE E BARONE, 2000;
SILBEREIS et al., 2016). O cérebro humano é claramente maior que o cérebro do rato
e também é mais complexo, com mais invagina¢cdes neocorticais e maior nimero de
areas especializadas (WONG et al., 2023). Contudo, no nivel dos tipos de neurénios
individuais e de suas conexdes, 0s cérebros de ratos e humanos sdo semelhantes

(Figura 1).
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Figura 1. Comparacéao entre o cérebro do rato e o cérebro humano (WONG et
al., 2023).

Portanto, os modelos animais desempenham um papel indispensavel na
investigacdo em neurociéncias, ndo s6 para a compreensdo de doencas e
desenvolvimento de tratamentos, mas também para a obtencdo de dados que nao
podem ser obtidos no ser humano. Os modelos de ratos destacaram-se, devido ao
seu ciclo de vida rapido, criacdo simples e facilidade para a engenharia genética.
Provaram ser extremamente Uteis para a compreensao de diversas caracteristicas do
cérebro, desde suas propriedades neurobiolégicas moleculares até suas propriedades
de rede em grande escala (BEAUCHAMP et al., 2022).

Contudo, o cérebro esta sujeito a multiplas mudancas estruturais e funcionais
especificas durante janelas criticas de desenvolvimento. Portanto, estimulos
ambientais podem modular a maturacdo funcional do cérebro e determinar a sua
integridade ao longo da vida (RATSIKA et al., 2021). A plasticidade cerebral, também
chamada de neuroplasticidade, refere-se a habilidade dos neurénios em mudar sua

estrutura e funcdo em resposta as experiéncias vividas (GEORGIEFF; BRUNETTE;
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TRAN, 2015). Esse mecanismo € importante para que o SNC possa aprender novas
habilidades, ao reorganizar suas redes neurais em resposta a estimulagdo ambiental
(GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015).

Os periodos vulneraveis durante o desenvolvimento do SNC, sédo sensiveis a
insultos ambientais, porque dependem dos processos-chave do
neurodesenvolvimento, isto é, neurogénese, sinaptogénese, mielinizacdo e mudancas
nos receptores. Evidéncias de inUmeras fontes demonstram que esses periodos,
conhecidos como periodos criticos do desenvolvimento neural se estendem desde o
periodo embrionario até a adolescéncia. Em geral, a sequéncia de eventos é
comparavel entre espécies, embora as escalas temporais sejam consideravelmente
diferentes (RICE E BARONE, 2000; SILBEREIS et al., 2016).

Portanto, experiéncias que ocorrem na fase inicial do desenvolvimento, podem
modificar permanentemente a estrutura e a funcéo encefalica (KOLB; HARKER; GIBB,
2017). Um conceito utilizado para explicar essas mudancas provenientes da interacéo
com o meio ambiente no inicio da vida € o DOHAD - Developmental origins of health
and disease (Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenga). Este conceito se
baseia na hipotese de que fatores ambientais atuam sobre as origens fetais, causando
efeitos profundos, que podem predispor o desenvolvimento de doencas nas fases
mais tardias da vida (GLUCKMAN et al, 2010).

A interacdo gene x ambiente é responsavel por grande parte das mudancas no
fendtipo de modelos animais no inicio da vida, ou seja, 0 mesmo genotipo pode
apresentar diferencas na sua capacidade ao reagir a diferentes ambientes (MIGUEL
et al.,, 2019). Estudos mostram que, condicbes ambientais adversas em periodos
iniciais da vida, podem levar a prejuizos na vida adulta, evidenciando a natureza

sensivel das estruturas do sistema nervoso em desenvolvimento a determinados
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ambientes (GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015).

2.3 Crescimento somético, desenvolvimento fisico e maturagéo

O crescimento somatico envolve importantes etapas, conhecidas como o
aumento do numero de células (hiperplasia), aumento do tamanho das células
(hipertrofia) e aumento do conteddo extra-celular (GAYA, 2002). A predominancia de
um ou outro processo celular varia coma idade e o tecido envolvido e sdo conduzido
por fatores genéticos, regulados por mecanismos hormonais complexos e
interferéncia ambiental (MORGANE et al.,1993). Portanto, trata-se de um processo
complexo e organizado, onde os individuos seguem estagios de desenvolvimento
previsiveis (GAYA, 2002).

Em mamiferos, de acordo com cada espécie, o crescimento estrutural e o
desenvolvimento cumprem as etapas de maturacdo de forma muito semelhante
(MORGANE et al 1978; MORGANE et al 1993). Contudo, apesar de seguirem um
curso geral, as taxas de crescimento e maturacdo variam amplamente entre 0s
individuos (GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015). Criancas da mesma idade
podem diferenciar em relacdo ao desenvolvimento fisico, habilidades motoras e a
capacidade fisica. A atividade fisica regular, por exemplo, ndo altera o processo de
crescimento e desenvolvimento. Porém, o estadgio de desenvolvimento € um
determinante significativo das habilidades motoras, da capacidade fisica e da
adaptacao a atividade (GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015).

A identificacdo do crescimento somatico, por meio de curvas de referéncias,
pode ser utilizada para fornecer informacdes, afim de reduzir problemas de saude
publica como desnutricdo e obesidade (ALVES JUNIOR et al., 2023). A medida que o

individuo fica obeso, ocorrem mudancas nas caracteristicas dos depoésitos de gordura,
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como aumento da deposi¢cao abdominal, intra e retroperitoneal e subcutanea profunda
e, em fase mais avancada, ocorre deposicdo nos musculos, figado e péancreas
(MALAFAIA et al., 2013). Sendo assim, o crescimento somatico € aceito como um
instrumento para avaliacdo das condicbes de saude de uma populagdo (ALVES
JUNIOR et al., 2023).

A deposicado de gordura aumenta a capacidade de sobreviver, reproduzir e
manter a sobrevivéncia da prole (WELLS, 2017). No entanto, com as mudancas
advindas da modernizacéo, essa capacidade de retencdo de energia na forma de
gordura, acarreta em problemas diante do facil acesso a alimentos altamente
caldricos. Além disso, no ambiente moderno, decorrente do crescimento econémico,
modernizacdo, urbanizacdo e a globalizagdo, cada vez menos o homem precisa
realizar esforco fisico para realizar suas atividades diérias, minimizando o gasto
energético (MALAFAIA et al., 2013).

A gordura na forma de tecido adiposo é entendida como um sistema organico
e complexo, que se apresenta em mamiferos de trés formas diferentes em niveis
funcionais, morfolégicos e moleculares (ZHANG et al., 2022). A primeira é na forma
de tecido adiposo marrom (TAM), também conhecido como gordura marrom. Esse
tecido contém muitas mitocéndrias ricas em ferro e proteina desacopladora 1 (UCP1)
(ZHANG et al., 2022). O TAM esta presente em quantidades significativas em
humanos na fase neonatal e em pequenos mamiferos, como camudongos e ratos, e
€ crucial na regulacédo da temperatura corporal (PENG et al., 2020). Uma das suas
principais funcdes € gerar calor corporal, através do desacoplamento da oxidacao de
acidos graxos da producdo da molécula de adenosina trifosfato (ATP) pelo
desacoplamento da UCP1 (PENG et al., 2020). Portanto, do ponto de vista clinico, o

TAM €é um alvo potencial no tratamento da obesidade e de outros disturbios
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metabdlicos (PENG et al., 2020).

A segunda forma de armazenar gordura no corpo € através do tecido adiposo
branco (TAB) ou gordura branca, principal local de armazenamento de gordura a longo
prazo no corpo (ZHANG et al.,, 2022). Sendo assim, o TAB desempenha varias
funcbes importantes no organismo, como o armazenamento de triglicerideos,
liberacdo de acidos graxos, utilizados no metabolismo energético, e secrecao de
hormonios (RICHARD et al., 2000; ZHANG et al.,, 2022). Além disso, o TAB é
altamente adaptavel a estimulos externos, onde possui células chamadas marrom-
em-branco (brite), células bege ou adipdcitos marrons adaptativos ou recrutaveis
(RICHARD et al., 2000).

As células bege sdo semelhantes a adipdcitos marrons, por isso também sao
chamadas de segunda gordura marrom. Entretanto, as origens do TAM classico e do
tecido adiposo bege séo claramente diferentes (ZHANG et al., 2022). Embora n&o
tenham a origem precisamente definida, o seu desenvolvimento €& bastante
aumentado em resposta a exposigao cronica ao frio ou a estimulagao B-adrenérgica
prolongada (ZHANG et al., 2022). Porém, o escurecimento da gordura branca € um
processo relativamente complicado, que envolve fatores ambientais, metabdlitos e
regulatérios (ZHANG et al., 2022).

O estudo dos mecanismos pelos quais a obesidade induz as disfungdes
fisiologicas pode ser facilitado com a utilizacdo de modelo animal em ambiente de
pesquisa (ROSINI; DA SILVA; MORAES, 2012). Um ambiente saudavel durante o
inicio da vida, é primordial para um desenvolvimento adequado dos mamiferos, e
fatores nutricionais e emocionais maternos sao criticos durante essa fase. Portanto, a
utilizacdo de intervencfes dietéticas em modelos animais sdo essenciais para

esclarecer os efeitos de nutrientes e dietas especificas no desenvolvimento
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(LALANZA; SNOEREN, 2021).

2.4  Fatores ambientais associados ao sobrepeso e obesidade em

criangas e adolescentes

2.4.1 Nutricdo e Dieta de Cafeteria

Dentre os fatores ambientais que podem afetar o neurodesenvolvimento inicial,
destacam-se os fatores nutricionais e a inatividade fisica (ALVES; ALVES, 2019;
GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015). A nutricdo tém a capacidade de moldar a
funcdo do cérebro durante o desenvolvimento inicial, alterando periodos criticos em
regides especificas, como hipocampo e cortex pré-frontal, causando efeitos profundos
e duradouros (GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015). O cérebro fetal e pds-natal
precoce, demanda altas necessidades nutricionais devido a sua alta taxa metabdlica.
A ocorréncia de déficits nutricionais, como deficiéncia proteica, de micronutrientes e
excesso de alimentos ricos em agucar e gorduras saturadas, resultam em disfuncéo
cerebral aguda, causando alteracbes neurocomportamentais de longo prazo
(GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015).

Portanto, os nutrientes sdo importantes para o desenvolvimento cerebral,
principalmente durante o final da vida fetal/neonatal e primeira infancia, fase que
compreende do ultimo trimestre do feto até os 3 primeiros anos pos-natais (SARAH
E. CUSICK, PHD; MICHAEL K. GEORGIEFF, 2012). Além do mais, o
desenvolvimento € um momento de rapido crescimento e diferenciacao celular, onde
0 SNC necessita de metabdlitos e nutrientes. Nutrientes essenciais, como glicose,
aminoacidos e ferro, sdo responsaveis por suportar o metabolismo e diferenciacéo

celular, permitindo condicbes ideais para o bom funcionamento cerebral
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(GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015).

Os habitos de vida materna sdo capazes de modular o fendtipo, o
desenvolvimento e o comportamento da prole, especificamente, podem alterar
fungBes neurais, cognitivas e neuroenddcrinos (CHAMPAGNE et al., 2008; MACCARI
et al., 2014). Dentre os habitos maternos, pode-se destacar que o consumo de uma
dieta inapropriada durante o0s estagios gestacionais resulta em modificacdes
metabdlicas no organismo da mae e da prole (BAYOL et al., 2010). Sendo assim,
evidéncias experimentais mostram que condi¢des nutricionais adversas durante o
periodo gestacional e pos natal estdo relacionados ao surgimento da maior
guantidade de tecido adiposo na idade adulta (KOJIMA; CATAVERO; RINAMAN,
2016; MARTINS et al., 2021).

Atualmente vem ocorrendo mudancas na estrutura da dieta dos individuos,
configurando uma transi¢cdo nutricional. Essa transicdo tem relagdo direta com a
busca por alimentos mais praticos e de facil preparo, onde séo priorizados alimentos
industrializados com elevada densidade caldrica, em substituicdo aos alimentos
naturais mais saudaveis (BARROS et al., 2021). Devido também a intensificacdo da
urbanizacéo e globalizagéo, cada vez mais ha uma desvalorizagdo do consumo de
alimentos in natura e ricos em fibras. Em compensacdo, h4 um aumento do acesso
aos alimentos ultraprocessados, estimulando a ingestdo de alimentos ricos em
acucares, gorduras e sal (MONTEIRO; MONDINI; COSTA 2001; FERREIRA et al.,
2005; BARROS et al., 2021).

Os habitos de vida materna sdo capazes de modular o fendtipo, o
desenvolvimento e o comportamento da prole. Especificamente, eles podem alterar
funcdes neurais, aspectos cognitivos e neuroendocrinos (CHAMPAGNE et al., 2008;

PENA et al., 2014; MACCARI et al., 2014). Dentre os habitos, pode-se destacar que
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0 consumo de uma dieta inapropriada durante e ap0s o estagio gestacional resulta
em modificacdes metabodlicas no organismo da mée e da prole (BAYOL et al., 2010).

A dieta de cafeteria € um tipo de dieta inapropriada, utilizada em modelos
experimentais, eficaz na inducdo a obesidade (LALANZA; SNOEREN, 2021). Sua
oferta é realizada para o animal juntamente com a dieta padrao de biotério, para nao
ocasionar déficit nutricional, devido a auséncia de micronutrientes (DA COSTA
ESTRELA et al., 2015). Tém em sua composi¢cao alimentos altamente palataveis e
nutrientes de alta energia (BUYUKDERE; GULEC; AKYOL, 2019).

Esse tipo de dieta é caracterizada por ser o equivalente mais proximo da dieta
de alimentos ultraprocessados humanos, pois fornece aos animais alimentos com
uma variedade nutricional variada, como péaes, bolos, chocolates, amendoins e
diversas outras guloseimas (LALANZA; SNOEREN, 2021).Tais alimentos possuem
elevados teor de sdédio, carboidratos simples e gorduras, principalmente gorduras
saturadas e/ou trans, além do baixo teor de proteinas, fibras alimentares e
micronutrientes, espelhando os principais aspectos obesogénicos da dieta humana
(BAYOL et al., 2010; BUYUKDERE; GULEC; AKYOL, 2019).

Contudo, a dieta de cafeteria ndo fornece o mesmo controle sobre o perfil de
macronutrientes e micronutrientes que as dietas purificadas com alto teor de gordura
ou alto teor de gordura e alto teor de aglUcar. Entretanto, a dieta de cafeteria
normalmente induz um fenétipo metabdlico mais severo do que aquele observado com
dietas purificadas e se assemelha com os disturbios metabdlicos observados na
populacdo humana com sobrepeso e obesidade (LEIGH; KENDIG; MORRIS, 2019).

Em ratos, o periodo de lactacdo € especialmente sensivel a manipulacdes
dietéticas, programando mudancas no comportamento da prole (MORETON et al.,

2019). Estudos mostram que animais que consumiram uma dieta de cafeteria, tendem
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a ter um aumento significativo no peso corporal, gordura corporal e agucar no sangue,
em comparagao com aqueles que consumiram uma dieta padréo de ragao para ratos
(DE MACEDO; DE FREITAS; DA SILVA TORRES, 2016; GEORGE et al., 2019). Além
disso, esses animais também tendem a ter uma maior resisténcia a insulina, o que
pode levar a uma série de problemas de saulde, incluindo diabetes tipo 2
(VITHAYATHIL et al., 2018).

Alguns estudos também sugerem que ratos que consomem uma dieta de cafeteria
tém preferéncia por alimentos ricos em gordura e aclUcar do que aqueles que
consomem uma dieta padrédo (DE MACEDO; DE FREITAS; DA SILVA TORRES,
2016). Além do mais, o consumo excessivo da dieta de cafeteria deve-se
principalmente ao seu componente hedodnico, influenciando o sistema de recompensa
(LALANZA; SNOEREN, 2021). Eventos estressantes aversivos podem regular
negativamente o sistema de recompensa, perturbando a sensibilidade a recompensa,
levando a comportamentos alimentares compulsivos e vicios em alimentos (DE
MACEDO; DE FREITAS; DA SILVA TORRES, 2016).

A dieta de cafeteria em ratos, também pode afetar a atividade do sistema
serotoninérgico, levando a mudangas comportamentais e metabdlicas, como aumento
da ingestdo alimentar e ganho de peso, bem como uma maior predisposicdo a
doencas relacionadas a obesidade, como diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares
(MORETON et al., 2019; VITHAYATHIL et al., 2018). Portanto, o efeito a exposicao
do feto/neonato em desenvolvimento a um maior fornecimento de nutrientes, resulta
em alteracbes permanentes na estrutura, perfil de expressdo génica, funcdo de
orgaos-chave e sistemas reguladores responsaveis pelo controle metabdlico
(VITHAYATHIL et al., 2018).

Assim sendo, a nutricdo € um agente influenciador ambiental tanto no feto
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guanto no recém nascido, seja ela por excesso ou falta de nutrientes, e exerce um
papel fundamental no surgimento de diversas doencas (GEORGIEFF; BRUNETTE;
TRAN, 2015). Além do mais, os individuos estdo cada vez mais inseridos em um
ambiente mais permissivo no que diz respeito aos habitos alimentares e sdo mais
propensos a adotar comportamentos sedentarios e baixo nivel de atividade fisica

(ALVES; ALVES, 2019).

2.4.2 Atividade fisica

A atividade fisica é definida como qualquer atividade corporal com
envolvimento da musculatura esquelética, que resulta em um gasto energético acima
do nivel de repouso (ALVES; ALVES, 2019). Alguns exemplos sdo: caminhar, correr,
pedalar, brincar, subir escadas, limpar a casa, dancar, praticar desportos, entre outros
(BRASIL, 2021). Ja o exercicio fisico faz parte da atividade fisica, porém, trata-se de
uma atividade planejada e estruturada que visa melhorar um resultado especifico,
como aptiddo cardiorrespiratéria, capacidade funcional, redu¢cdo de massa corporal
ou recomposicao corporal (CALCATERRA et al., 2022).

A atividade fisica é necesséaria para o0 crescimento, desenvolvimento e
maturacdo saudaveis e desempenha um papel importante na prevencdo do
sobrepeso e da obesidade na infancia e adolescéncia (CALCATERRA et al., 2022).
Além disso, reduz os riscos a saude relacionados ao excesso de peso e contribui para
a prevencdo e/ou tratamento de doencas cronicas ndo transmissiveis, tais como
pressdo arterial, dislipidemia e diabetes (WHO, 2018). Ademais, a atividade fisica
guando praticada na infancia, sua pratica tende a se manter na vida adulta (YUKSEL
et al., 2020).

Contudo, na sociedade ocidental, uma grande propor¢cdo de criangcas e
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adolescentes ndo atende as diretrizes de atividade fisica recomendadas (WHO,
2020). Evidéncias também sugerem que jovens obesos sdo menos ativos fisicamente
do gue ndo obesos e passam mais tempo em atividades sedentarias, como assistir
televisdo e usar outras midias eletrénicas (CALCATERRA et al., 2022). Os fatores
genéticos ou transmissiveis sdo responsaveis por grande parte da variabilidade
individual no tamanho e forma do corpo e influenciam a propensao de uma pessoa a
controlar o peso corporal. Porém, o principal contribuinte ambiental para um aumento
na deposicado de gordura é um balanco energético positivo (HILL; WYATT; PETERS,
2012).

As diretrizes atuais da OMS recomendam que criangas e adolescentes entre 5
e 17 anos realizem pelo menos 60 minutos de atividade fisica diaria de intensidade
moderada a vigorosa, o que pode ser alcancado pela realizagdo de atividades em
multiplas sessdes curtas durante o dia (BULL et al., 2020). Essas propostas incluem
brincadeiras, jogos, esportes, transporte ativo, recreacao e educacao fisica escolar,
bem como exercicios planejados ou sessdes de treinamento. Também ¢é
recomendado que 30 minutos de exercicios diarios sejam realizados na rotina escolar
(BULL et al., 2020).

Baixos niveis de atividade fisica durante a infancia combinados com a
obesidade contribuem para um baixo condicionamento fisico e redugéo da confianca
das criancas em participar de esportes e atividades fisicas (HILL; WYATT; PETERS,
2012). Criancas entre 2 e 5 anos de idade, com excesso de peso quando comparadas
com criangas com peso normal, tém quatro vezes mais riscos de apresentarem
excesso de peso quando adultos (HILL; WYATT; PETERS, 2012). Por outro lado,
niveis apropriados de atividade fisica na infancia e adolescéncia, reduz o risco de

obesidade e os riscos a saude associados ao aumento da adiposidade. Niveis de
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atividade fisica adequados, também contribui para maior densidade 0ssea, reducao
de fatores de risco para doencas cardiometabdlica, melhoria na aptidao
cardiorrespiratéria e muscular, composi¢cdo corporal e reducdo dos sintomas de
depresséao (BULL et al., 2020).

A infancia e a adolescéncia sdao momentos cruciais para moldar o
comportamento alimentar e a préatica de atividade fisica. Porém, diversos fatores
ambientais podem provocar efeitos negativos nessa fase. Por exemplo, as medidas
restritivas governamentais estabelecidas durante a pandemia do COVID-19 tiveram
efeitos prejudiciais em varios componentes do estilo de vida e resultaram em
inatividade fisica e comportamentos sedentérios, influenciando a manutencéao do peso
e contribuindo para a obesidade entre criancas e adolescentes (CALCATERRA et al.,
2022). Estudos relataram uma diminuicdo da frequéncia de envolvimento em
transporte ativo, diminuicdo do trabalho doméstico moderado ou vigoroso e de alta
intensidade, reducdo da atividade fisica durante o tempo de lazer, diminuicdo da
caminhada durante o lazer e aumento do sedentarismo, sono e tempo de
tela (TORNAGHI et al., 2021; VANCINI et al., 2021).

Portanto, a atividade fisica e a dieta sdo os pilares da prevencéo e gestdo da
obesidade. A nutricdo ideal em combinacdo com atividade fisica regular durante os
anos de desenvolvimento inicial, aumenta a probabilidade de um padréo de maturacao
fisica saudavel, consistente com o potencial genético individual de cada crianca. A
atividade fisica € benéfica em todas as fases durante os anos de formacéo, sendo
importante nos aspectos fisicos, mentais e sociais do crescimento e desenvolvimento
(HILLS; OKELY; BAUR, 2010).

Estudos em humanos e animais demonstraram que estimulos ambientais,

como habitos de atividade fisica, parecem ter uma influéncia favoravel no
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desenvolvimento do cérebro. Especificamente, em modelos animais, foi relatado que
a atividade fisica melhora a fung&o cognitiva de ratos em desenvolvimento (GOMES
DA SILVA; ARIDA, 2015). Portanto, a atividade fisica € um fator importante no sistema
nervoso dos animais, podendo afetar a estrutura e também a funcdo do cérebro
(GASHI et al., 2020).

Além disso, embora as evidéncias indiguem que os fatores nutricionais
influenciam permanentemente o desenvolvimento do sistema nervoso, foi
demonstrado que o estilo de vida materno, especificamente a atividade fisica, pode
induzir a plasticidade neural e amortecer o desenvolvimento da prole. Contudo, em
ratos, a restricdo proteica materna induziu experiéncias de movimento reduzidas
provocadas por um atraso na maturacao reflexa (BARROS et al . 2006).

Em animais, a atividade locomotora estd relacionada a sobrevivéncia; por
exemplo, procurar comida e abrigo, interagir com concorrentes, acasalar-se e
defender-se contra predadores (Garland et al . 2011 ). Entretanto, as atividades que
ndo estdo diretamente ligadas a sobrevivéncia ou homeostase e nao estdo
relacionadas a qualquer fator externo pode ser caracterizada como atividade fisica
voluntaria. Modelos animais de estudos geralmente envolvem atividades fisicas que
simulam atividades dos seres humanos, sendo a mais utilizada para medir niveis de
atividade fisica, corrida em esteira e natagcdo (FRAGOSO et al., 2017).

Para avaliar atividade fisica voluntaria em animais é utilizado o modelo de roda
de corrida (Cicloergbmetro). Porém, ao contrario dos animais de laboratoério, as
criancas tém uma vida fora do laboratério que envolve uma grande variedade de
atividades. Consequentemente, ndo se pode fazer uma comparagcao quanto a pratica
de atividade fisica voluntaria de criancas e animais de laboratoério. Visando investigar

melhor esta relacao, a utilizacdo de protocolos com mais variedades para ratos, seria
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fundamental
2.5 Ambiente enriquecido como protocolo de atividade fisica

O ambiente enriquecido (AE), € um protocolo de intervencdo ambiental, que
atualmente tém sido adicionado a lista de atividades fisicas voluntarias, por levar a um
aumento do gasto energético, devido a uma maior atividade exploratdria no ambiente
de alojamento (MAINARDI et al., 2010; ROSTAMI, 2021). Porém, ainda existem
poucos estudos que avaliam a atividade fisica voluntaria usando um paradigma de
AE, principalmente devido as dificuldades técnicas envolvidas no alojamento de ratos
em grupos (SUDO; KANO; ANDO, 2023).

Contudo, o AE vem sendo utilizado em modelos animais de bem-estar e
doenca h4d mais de setenta anos, mostrando um papel neuroprotetor, capaz de
proteger contra comportamentos associados a doencas mentais (DURAN-CARABALI
et al., 2019). Além disso, favorece respostas fisioldgicas saudaveis e promove a
plasticidade cerebral e neurogénese, com consequente repercussao no
comportamento e cognicdo (BAYAT et al., 2015; BURGOS et al., 2019; DURAN-
CARABALI et al., 2019; ROSTAMI; HAGHPARAST; FAYAZMILANI, 2021).

O neuropsic6logo canadense Donald O. hebb, em 1940, foi o primeiro a
demonstrar que o enriquecimento ambiental durante o desenvolvimento era capaz de
melhorar o desempenho de ratos adultos em uma tarefa cognitiva (MCCREARY;
METZ, 2016). Hebb adotou animais de laboratério em sua casa e para testar o papel
da estimulacdo ambiental na aprendizagem e memdéria animal, desenvolveu um
conjunto de experiéncias para examinar as consequéncias comportamentais da
exposicao dos animais a ambientes enriquecidos (SPARLING et al., 2020). Quando
comparado com um grupo mantido em gaiola padrdao de biotério, foi observado um

comportamento de aprendizado aprimorado, além disso, esse tipo de ambiente foi
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capaz de fornecer mudancas duradouras no comportamento dos roedores. Esse
modelo de ambiente de criacao, foi chamado posteriormente de ambiente enriquecido
(SPARLING et al., 2020). A partir dessas descobertas, diversos estudos foram
realizados para entender melhor as mudancas de um ambiente rico em estimulos.

Sendo assim, o enriqguecimento ambiental € proporcionado ao animal, ao
adicionar no ambiente de alojamento, elementos fisicos e/ou sociais que sejam
estimulantes e ndo aversivos, ou seja, que nao provogue estresse ao animal
(CAMARGO GARBIN; RESENDE FALEIROS; DO LAGO, 2012; GOZZER et al.,
2018). O enriguecimento fisico engloba mudancas mecanicas no alojamento, como a
ampliacédo da gaiola e/ou a adicao de objetos para promover brincadeiras, nidificagéo
ou forjamento e deixar o ambiente mais complexo (CAMARGO GARBIN; RESENDE
FALEIROS; DO LAGO, 2012). Este tipo de enriquecimento também promove a
atividade fisica, que pode ser ainda mais intensificada pela inclusdo de uma roda de
corrida ou ferramentas de escalada (BAYAT et al., 2015). Além disso, a utilizacdo de
abrigos, rodas de pires, labirintos de tubos e outros objetos no ambiente habitacional
promovem a exploracéo e a interacéo do animal (CAO et al., 2011).

Ja o enriquecimento social é obtido por meio do alojamento em conjunto, o que
permite a pratica do comportamento padrdo, como brincadeiras, nidificacédo
comunitaria, alimentacdo cooperativa ou comportamentos de cuidado. Além disso, o
namero de animais alojados juntos aumenta a complexidade do enriquecimento social
(SPARLING et al., 2020). Por conseguinte, geralmente, os protocolos de ambiente
enriguecido envolvem o enriquecimento social e fisico, onde séo proporcionados aos
animais o aumento do espaco, atividade fisica e interacdes sociais, intensificando a
estimulacado sensorial, cognitiva e motora (CAO et al., 2011).

Os elementos fundamentais do enriquecimento ambiental sdo a complexidade
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e a novidade, que estdo diretamente ligados a neuroplasticidade dos circuitos
cerebrais cognitivos e emocionais (SPARLING et al., 2020). Sendo assim, uma das
caracteristicas do protocolo de enriquecimento é a alteracdo regular da disposi¢cédo
dos objetos na gaiola, para apresentar um novo ambiente, ao qual os animais séo
estimulados a exploracdo e adaptacdo (SPARLING et al., 2020). Essa estratégia
oferece desafios leves e rapidos que induzem uma resposta adaptativa benéfica,
benigna e saudavel, conhecida como eustress, em oposicdo a um ambiente mais
aversivo, hostil ou mal adaptativo, ocasionado por restricdo, ruido, cama molhada,
aglomeracéao e isolamento (CAMARGO GARBIN; RESENDE FALEIROS; DO LAGO,
2012; SPARLING et al.,, 2020). Ao promover o eustress e limitar o sofrimento
prejudicial, os animais mostram uma variedade de fenétipos favoraveis (CAO et al.,
2011).

Entretanto, existe uma grande variedade de protocolos envolvendo o
enriquecimento fisico, social e cognitivo, que variam em caracteristicas como
intensidade e duracéo, idade de exposi¢ao dos animais, objetos utilizados e definicao
do layout pelos pesquisadores (CORREDOR et al., 2022). Outra fonte de variabilidade
sao os instrumentos utilizados para avaliar os efeitos do AE, como a ansiedade, que
pode ser testada através do teste de labirinto em cruz elevado e teste de campo
aberto, e a memoria, através do teste de labirinto aquatico de Morris e teste de
reconhecimento de objetos, entre outros. Sendo assim, a estratégia de avaliacdo pode
gerar efeitos diferenciais do AE nos dominios testados (CORREDOR, 2022). As
caracteristicas dos animais experimentais, como espécie, cepa, Sexo e genotipo,
também é uma variavel, podendo interagir de forma diferente com o ambiente. Todas
essas fontes de variabilidade dificultam a compreenséao dos mecanismos precisos dos

efeitos comportamentais do AE (CORREDOR, 2022).
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Contudo, o AE estd associado a mudancas adaptativas no encéfalo, no
comportamento e metabolismo em camundongos de diferentes idades e origens
genéticas (BURGOS et al., 2019; MAINARDI et al., 2010; SOARES et al., 2015;
ZHANG et al., 2018). Seus efeitos podem ser observados em camundongos com
apenas uma semana de exposi¢cao, como também, em animais de até dezoito meses
(SPARLING et al., 2020). Visto isso, 0 AE é um modelo util para estudar os efeitos do
ambiente em roedores, principalmente durante o periodo pdés-natal precoce, onde
demonstrou exercer efeitos plasticos no cérebro em desenvolvimento, atingindo
circuitos neurais corticais e hipocampais (BURGOS et al., 2019).

Todos os beneficios comportamentais do AE estéo relacionados a mudangas na
estrutura e no funcionamento do cérebro (ZENTALL, 2021). Porém, ndo ha consenso
sobre quais modelos de enriquecimento ambiental séo ideais no que diz respeito aos
efeitos benéficos no cérebro (SAMPEDRO-PIQUERO; BEGEGA, 2017). Contudo, os
aspectos-chave parecem ser a complexidade ambiental, a novidade e a idade em que
0 enriguecimento comeca, bem como a duracdo da exposicdo a ambientes
enriquecidos. Contudo, mesmo aumentos modestos no enriqguecimento mostrou
proteger contra doencas em modelos animais (RATUSKI; WEARY, 2022).

O AE promoveu o crescimento e aumento do tamanho e peso do cérebro, bem

como das suas subestruturas, tendo efeitos notaveis em muitos dominios da fungéo
cerebral (MOHAMMED et al., 2002). Morfologicamente, os primeiros estudos sobre o
assunto descreveram aumento do volume e peso cortical, principalmente do cortex
visual, somatossensorial e frontal (DIAMOND et al., 1966; RAMPON et al., 2000). Da
mesma forma, também foi observado que o AE foi capaz de aumentar a espessura do
cértex occipital, o volume do hipocampo e até mesmo de algumas areas subcorticais

(ZENTALL, 2021). Além do mais, existem em todo o cérebro, efeitos substanciais do
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AE na proliferacdo celular e na génese celular, sugerindo uma plasticidade celular
generalizada (BAYAT et al., 2015; KEMPERMANN, 2019).

Um estudo recente, também mostrou que o AE proporciona maior estimulacéo
sensorial, cognitiva e fisica quando comparada as condi¢cdes padrdo de alojamento
(SERRA et al., 2020). Essa maior estimula¢do ocorre, devido a introdugao da roda de
corrida voluntaria e de diferentes objetos como escadas, igloos, rampas e tlneis, no
ambiente do animal, assim como, ao proporcionar o alojamento em grupo (KIMURA
et al., 2020). A combina¢cdo complexa de multiplos fatores, estruturas e objetos, leva
ao aumento do nivel de atividade fisica e influencia aspectos morfofuncionais do
sistema nervoso (KIMURA et al., 2020). Através do aumento das oportunidades de
exploracéo, interacdo social e atividade fisica, a exposicdo ao AE aumenta de forma
confiavel a funcao cognitiva e atenua algumas patologias cerebrais (BURGOS et al.,
2019; DURAN-CARABALI et al., 2019).

O AE tem promovido efeitos benéficos quando vivenciado desde o nascimento,
reduzindo os niveis plasmaticos de leptina (MAINARDI et al., 2010). A leptina regula
negativamente a ingestdo de alimentos modulando a atividade dos circuitos neurais
no ndcleo arqueado hipotalamico (ARC), e a resisténcia a esse horménio constitui
uma condigdo permissiva para a obesidade (MAINARDI et al., 2010). Estudo recente,
também mostrou que o AE pode restaurar o equilibrio energético em camundongos
obesos que apresentavam altera¢des metabolicas DIAZ DE LEON-GUERRERO et al.,
2022).

Portanto, foi observado que o AE melhorou o metabolismo da glicose,
aumentou a sinalizacdo da insulina no figado e reduziu a esteatose e inflamacgéo
hepética, e aumenta a lipdlise e o escurecimento no tecido adiposo branco de

camundongos alimentados com dieta rica em gordura. Além disso, também foi
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encontrada uma reducdo da sinalizacdo inflamatoria e aumento da sinalizagéo
anorexigena no hipotalamo desses camundongos (DIAZ DE LEON-GUERRERO et
al., 2022).

Durante as fases de gestacédo e de aleitamento, a estimulagdo do ambiente
pode promover beneficios a eventos bioldégicos do neurodesenvolvimento, como
neurogénese e proliferacdo celular (R1ZZI et al., 2011). Além disso, estudos recentes
tém apontado que o enriquecimento ambiental, aumenta fatores de crescimento e
aprimora circuitos motores e sensoriais, levando a mudancas plasticas fortalecidas no
encéfalo (BAYAT et al.,, 2015; SCHUCH et al., 2016). Foi visto também, que a
intervengdo com AE durante os trés primeiros meses de vida, aumentou as taxas de
renovacao (turnover) da serotonina (5-HT) e dopamina no hipocampo em ratos wistar
(KOKRAS et al., 2019). Além disso, o SERT foi regulado positivamente de forma
significativa em camundongos com trés meses de vida, expostos a um ambiente

enriquecido por 30 dias (RAGU VARMAN; RAJAN, 2015).

2.6 O sistema serotoninérgico e a regulacdo do apetite e do peso

corporal

A 5-HT é uma amina biogénica envolvida na regulacdo de diversas funcdes,
como sinaptogénese, mielinizacdo e arborizacdo neuronal (MACGILLIVRAY et al.,
2012; ROMERO-REYES et al., 2021). Sua sintese ocorre na periferia das células
enterocromafins do intestino e no nivel dos nucleos da rafe (NR) no encéfalo. Os NR
estdo localizados na por¢do medial do tronco encefélico, sendo o principal local de
sintese de 5HT no SNC (HERSEY et al.,, 2021). Os NR enviam projecoes
serotoninérgicas por todo o cérebro, inclusive para o hipocampo, e essas projecoes
serotoninérgicas modulam uma variedade de func¢des cerebrais (HERSEY et al.,
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2021).

Em virtude de sua caracteristica hidrofilica, a serotonina ndo ultrapassa a
barreira hemato-encefalica (BHE), tornando necesséria para sua acado central, que
sua sintese ocorra no SNC, a partir do aminoacido essencial L-triptofano (L-Trp). A
enzima triptofano hidroxilase (TPH) catalisa a conversdo do L-Trp em 5-
hidroxitriptofano. No sistema nervoso periférico, a TPH se apresenta como a isoforma
TPH1, j& no sistema nervoso central, como a isoforma TPH2 (CARVAJAL-OLIVEROS,;
CAMPUSANO, 2021). O mecanismo de sintese da 5-HT inicia com a conversao do L-
Trp em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela TPH2, em seguida a enzima Dopa
descarboxilase (AADC) calalisa a converséo final em 5-HT (CARVAJAL-OLIVEROS;
CAMPUSANO, 2021).

ApoOs a sintese da 5-HT nos neurdnios da rafe, seu armazenamento ocorre em
vesiculas localizadas nos neurbnios pré-sinapticos. A chegada de um potencial de
acao, faz com que essas vesiculas se fundem com a membrana plasmatica para
liberar seu conteudo na fenda sinaptica. Apos sua liberacdo, a 5-HT se liga a
receptores especificos no neurdnio pds-sinaptico, para induzir respostas celulares
(CARVAJAL-OLIVEROS; CAMPUSANO, 2021). A acédo fisiolégica da 5-HT é
conduzida por cerca de quinze receptores serotoninérgicos agrupados em 7 familias
(5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, 5-HT7). Praticamente todos esses
receptores pertencem a superfamilia de receptores metabotropicos acoplados a
proteina G, exceto o receptor 5-HT3, um receptor de canal (CARVAJAL-OLIVEROS;
CAMPUSANO, 2021).

O fim da acdo da 5-HT depende da sua recaptacéo de volta ao neurdnio pré-
sinaptico, através do transportador seletivo serotoninérgico, o SERT. Uma vez dentro

do citosol, a 5-HT pode ser reutilizada como neurotransmissor, ou pode ser
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metabolizada pela enzima degradante, a monoamina oxidase tipo A (MAO-A). Além
do SERT e da MAO-A, a homeostase do sistema serotoninérgico também é
assegurada por trés autorreceptores, o 5-HT1A, 5-HT1B e 5-HT1D (CARVAJAL-
OLIVEROS; CAMPUSANO, 2021).

O apetite e 0 peso corporal sdo regulados por um complexo sistema de sinais
periféricos e centrais que atuam nos sistemas homeostatico e heddnico do cérebro
para desencadear a fome ou a saciedade (RATNER, 2012). O circuito homeostatico
equilibra a ingestdo de energia com 0 gasto energético, e o circuito hedbnico esta
relacionado a mecanismos de recompensa e motivagdo do consumo de energia (VAN
GALEN et al., 2018). A sinalizacdo serotoninérgica estd envolvida nesses dois
sistemas, ao contribuir na integracdo de sinais metabdlicos que transmitem o estado
energético do corpo, suprimindo a ingestdo de alimentos de acordo com as
necessidades homeostéticas, como também, reduzindo o consumo de alimentos
relacionado a recompensa (VAN GALEN et al., 2018).

O hipotalamo é uma regido importante na ingestao alimentar, no qual possui
dois grupos de neuropeptideos: o grupo composto por neuropeptideos anorexigenos,
chamados de pro-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado por cocaina e
anfetamina (CART), e o grupo orexigenos, chamados de neuropeptideo Y (NPY) e o
peptideo relacionado a agouti (AgRP) (DE LIMA et al., 2020). Especificamente no
nacleo arqueado do hipotalamo (ARC), o NPY e o AgRP estimulam a alimentacéo e
diminuem o gasto energético, ja 0 POMC e o CART estimulam a reducéo da ingestao
do alimento e induzem ao aumento do gasto energético (DE LIMA et al., 2020). A
acao anorexigénica da 5HT é exercida através de sua ligacdo ao receptor 5HT1B,
diminuindo a atividade neuronal do NPY e do AgRP, como também, da estimulacéo

dos receptores 5HT2C aos neurbnios POMC e CART (TAVARES; TORRES; DE
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SOUZA, 2020).

Os neurénios no ARC detectam escassez ou excesso de energia por meio das
concentragcbes circulantes de horménios e nutrientes metabodlicos e, entéo,
coordenam a ingestao e o gasto de energia para manter a homeostase energética. O
mau funcionamento ou perda de neurdnios do ARC resulta em obesidade (LEE et al.,
2020). Portanto, o hipotalamo € uma regido crucial para a manutencdo do
armazenamento adequado de gordura corporal, sendo fortemente inervada por
neurdnios serotoninérgicos. O sistema serotoninérgico participa ativamente da
modulagdo do comportamento alimentar, onde prejuizos na sua homeostase estao
associados a distarbios alimentares (DE LIMA et al., 2020).

O papel da sinalizagdo serotoninérgica na regulacdo do comportamento
alimentar e do peso corporal € evidenciada por diferentes estudos. Alguns exemplos
sdo: experimentos com varios subtipos de receptores de serotonina e seus efeitos,
guantificacdo da disponibilidade do transportador central de serotonina (SERT),
administragao sistémica de serotonina, tratamento com inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRSs), e a utilizacdo de medicamentos para perda de peso
e a influéncia no sistema serotoninérgico (GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015).
Os efeitos neurobiolégicos positivos da 5-HT na saciedade, foram demonstrados pela
aplicacéo de drogas anorexigenas, como a fenfluramina, que aumentam a quantidade
de 5-HT dentro da fenda sinaptica. Portanto, foi enfatizado que o aumento da 5-HT
intra sinaptica tem impacto significativo na reducdo de peso e no controle da
alimentacdo (GRIEBSCH et al., 2022).

Sendo assim, 0s neurdnios serotoninérgicos estdo envolvidos no controle da
ingestdo alimentar, de modo que o aumento da sinalizacdo da 5-HT suprime a

alimentagéo e tende a diminuir o ganho de peso corporal (KESIC et al., 2020). Além
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disso, ocorre uma elevacdo do gasto energético ao aumentar os fluxos simpéaticos
para o tecido adiposo marrom (KESIC et al., 2020). No entanto, o efeito central da 5-
HT na regulacédo do apetite tem um envolvimento limitado no desenvolvimento da
obesidade causada pela deficiéncia de SERT (ZHA et al., 2017a). Camundongos
deficientes em SERT exibiram um aumento das concentracdes extracelulares de 5-
HT no cérebro e demonstram reducdo da ingestdo alimentar (MURPHY; LESCH,
2008). Contudo, camundongos desenvolveram um fendtipo obeso sob dieta

normal (ZHA et al., 2017a).

2.7 Avrelagcdo do SERT com a obesidade

O SERT é um membro da familia de transportadores de monoamina
dependentes de sodio (Na) e cloreto (Cl), responsavel por regular a concentracdo
sinaptica de 5-HT presente na membrana de neurdnios pré-sinapticos (WALKER;
TADI, 2022). Esta proteina de membrana plasmética promove a recaptacdo da 5-HT
disponivel na fenda sinaptica de volta ao neurénio pré-sinaptico, fazendo com que
ocorra uma reducdo dos niveis do neurotransmissor na fenda sinaptica (WALKER,;
TADI, 2022). A remogdo ativa dos niveis de 5-HT da fenda sinaptica, encerra a acao
da serotonina nos receptores apds sua liberacdo, como também, permite que o
neurotransmissor seja reciclado para o uso posterior e, portanto, serve como um
regulador chave da sinalizagcéo serotoninérgica (SGHENDO; MIFSUD, 2012).

Localizado em neurbnios e nas células da glia, o SERT € encontrado em
elevada densidade nos neurbnios pré-sinapticos no mesenceéfalo, nucleo caudado,
putamen, talamo, hipotalamo, ponte, médula e amigdala (DE SOUZA; KUYATT,
1987). Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, o0 SERT é importante em

regides encefalicas onde se localizam receptores serotoninérgicos envolvidos nos
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processos do desenvolvimento (HOMBERG; LA FLEUR; CUPPEN, 2010). Portanto,
durante o desenvolvimento, o SERT pode influenciar a diferenciacdo, a
sinaptogénese, a arborizagdo e a citoarquitetura neuronal (NAM et al., 2018). A
presenca do gene SERT nos nucleos da rafe no inicio do desenvolvimento pode atuar
na regulacdo da ativacdo e dessensibilizacdo de receptores serotoninérgicos
(HANSSON et al., 1998).

Os sistemas monoaminérgicos, e em particular os transportadores pré-
sinapticos, representam substratos bioquimicos chave no controlo intrinseco da
alimentacao, e falhas na sua fungéo ou alteracdo compensatoria na expressao, esta
subjacente a alimentacao excessiva (HESSE et al., 2014). Além disso, a atividade do
SERT é afetada por muitos eventos celulares, como fosforilacéo, interacao proteina-
proteina, trafego, expressao de superficie e estabilidade da proteina. Véarias proteinas
qguinase(s) e fosfatase(s) desempenham papéis cruciais nessas vias e controlam a
atividade do SERT (ANNAMALAI et al., 2020).

Acredita-se que os mecanismos mediados pela 5-HT, em particular através do
SERT, tenham efeito na ingestao alimentar e desempenhem um papel importante no
mecanismo da obesidade (HESSE et al., 2014). Os efeitos neurobioldgicos positivos
da 5-HT na regulacdo da ingestdo alimentar em geral foram demonstrados pela
aplicacdo de drogas anorexigenas que aumentam a quantidade de 5-HT na fenda
sinaptica. Portanto, foi enfatizado que a 5-HT intra sinaptica elevada provavelmente
tem um impacto significativo na reducao de peso e no controle alimentar (GRIEBSCH
et al., 2022). Assim, levanta-se a hipotese de que a alta disponibilidade de SERT leva
a baixos niveis de serotonina sinaptica e, portanto, aumento da ingestao
alimentar (HESSE et al., 2014).

Visto isso, 0 SERT também tornou-se o principal alvo terapéutico de uma
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grande classe de medicamentos antidepressivos, além de desempenhar papel vital
na regulagéo dos estoques de gordura corporal e homeostase da glicose (ZHA et al.,
2017b). A ocorréncia da depresséao prediz o desenvolvimento da obesidade, assim
como a ocorréncia de obesidade € um fator no desenvolvimento da depressao
(BIELINSKI et al., 2015). Intervengdes farmacoldgicas comumente usadas para tratar
a depressao bloqueiam principalmente a atividade do SERT e modulam os sinais
serotoninérgicos no SNC (ANNAMALAI et al., 2020).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, uma maior disponibilidade de SERT pode
ocorrer devido a alteracfes na 5-HT extracelular, mediante a um desequilibrio devido
a sobrecarga alimentar e aos circuitos homeostaticos, ou seja uma regulagao positiva
compensatoéria. No entanto, ndo esta esclarecido se a disponibilidade de SERT pode
ser um mecanismo compensatorio para concentracdes crénicas de 5-HT extracelular
mais baixas ou mais altas (HESSE et al., 2014).

Contudo, o principal modo de transmissdo da 5-HT no cérebro é a transmissédo
de volume com inervacdo serotonérgica generalizada dos ndcleos da rafe. Sendo
assim, a disponibilidade de SERT ndo estd simplesmente relacionada com a
regulacéo negativa ou positiva da concentracao de serotonina pré-sinaptica. Portanto,
diversos fatores podem ativar diferencialmente o sistema serotonérgico em obesos
(HESSE et al., 2014). Estudos mostraram que o polimorfismo do promotor SERT pode
estar relacionado a obesidade (HESSE et al., 2014), como também, a hipermetilacao
da regido promotora SERT esta associada a obesidade ( ZHAO et al., 2013).

Entretanto, os mecanismos da interagdo gene x ambiente, referente as
alteracOes no sistema serotoninérgico, permanecem indefinidos (BLOEMENDAAL et
al., 2023). Porém, ja foi identificado que uma variante genética do gene SLC6A4, o

chamado alelo curto, resulta na diminuicdo da funcéo do SERT. Carregar o alelo curto
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causa uma desregulacdo central e periférica da recaptagdo e metabolismo da
serotonina. Além disso, foi visto que o aumento da ingestdo de uma dieta
ocidentalizada, agrava essa desregulacdo (BLOEMENDAAL et al., 2023).

Alguns autores, também observaram uma expressao reduzida de mRNA do
SERT em nucleos dorsais da rafe de animais mutantes para o gene da leptina (ob /
ob) (GIANNACCINI et al., 2011). Além disso, trabalhos anteriores também mostraram
gue de niveis de mRNA do SERT foram regulados negativamente nos neurénios do
nucleo dorsal da rafe de camundongos obesos em compara¢cdo com camundongos
controle magros (COLLIN et al., 2000).

Sendo assim, 0 sistema serotoninérgico parece extremamente sensivel as
mudancas ambientais durante o desenvolvimento, podendo ser um importante
contribuinte para as adaptacdes fenotipicas posteriores, resultantes de insultos no
inicio da vida (DE SOUZA et al., 2020). Além do mais, apesar do tratamento da
obesidade ser uma prioridade de salde global, existem poucos tratamentos
medicamentosos eficazes e seguros disponiveis. Como também, existem limitacdes
ao explicar o risco da obesidade com base apenas em fatores ambientais ou na
genética (VAN GALEN et al., 2018). Dessa maneira, a utilizacdo de novas estratégias
para desvendar os mecanismos complexos que levam ao ganho de peso patolégico

€ uma necessidade urgente.

3 HIPOTESE

A exposicdo materna a dieta de cafeteria durante o aleitamento altera o
desenvolvimento corporal da prole jovem, aumentando o peso corporal,
circunferéncias e adiposidade. O enriquecimento ambiental precoce, aumenta a

imunorreatividade do Transportador da Serotonina (SERT) no encéfalo, e atenua nos
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animais ainda jovens efeitos prejudiciais no desenvolvimento, como peso corporal,
comprimento naso-anal, circunferéncias toracicas e abdominal, eixos antero-

posterior e latero-lateral do cranio, peso dos 6rgaos e gorduras viscerais.

4 OBJETIVOS

4.10bjetivo Geral
Avaliar os efeitos do consumo materno de dieta de cafeteria na lactacdo e da

intervencdo com o0 ambiente enriquecido precoce sobre o0 crescimento e

desenvolvimento corporal e imunorreatividade de neurénios SERT em animais jovens.

4.2 0bjetivos Especificos

e Avaliar na nutriz: Peso corporal, indice de massa corporal e adiposidade;
e Avaliar nos filhotes: o peso corporal, o crescimento somatico, a adiposidade e
a densidade de neurbnios que expressam o transportador de serotonina no

nacleo arqueado do hipotdlamo da prole jovem.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais:
Foram utilizados 35 roedores da linhagem Wistar provenientes da col6nia do

Departamento de Nutricdo — UFPE. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Anatomia — UFPE sob condi¢cdes padrédo de biotério com
temperatura de 22°C + 2°C, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas (escuro: 7:00h
as 19:00h /claro: 19:00h as 7:00h), livre acesso a agua e a alimentacgéo (ragéo padréao
Nuvilab CR-1 com 295kcal/100g) e acomodados em gaiolas de polipropileno
(49x34x16cm). Os procedimentos executados neste projeto foram realizados de

acordo com as recomendacgoes éticas da “Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
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Utilizagcao de Animais para Fins Cientificos e Didaticos”, e encontra-se aprovado pela
Comisséo de Etica em Uso Animal (CEUA) da UFPE sob o protocolo de n°® 0083/2021.

As fémeas nuliparas com idades entre 90 e 120 dias de vida, apresentando
peso corporal de aproximadamente 220g a 250g, foram acasaladas na proporgao de
duas fémeas (n=25) para um macho (n=10). O dia de nascimento dos animais foi
considerado o dia 0 (zero), um dia apds o nascimento foi considerado o 1° dia pés-
natal (DPN) dos animais para normatizacéo 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 composigao
final dos grupos experimentais, e as filhotes fémeas foram utilizadas apenas para

composicdo do numero de filhotes por ninhada (Figura 1).

5.2  Grupos Experimentais:
No 1° dia de vida, os filhotes (n=61) foram divididos em quatro grupos

experimentais de acordo com a manipulacdo dietética de suas progenitoras e
ambiente no qual foram alojados (Figura 2):

Grupo Dieta Controle em Ambiente Controle (CC): as ratas nutrizes e filhotes

receberam dieta padrao de biotério durante a lactacdo (Nuvilab CR-1; 295kcal/100g;
4,5% kcalllipidios) e foram alojados em ambiente controle durante todo o estudo.

Grupo Dieta Controle em Ambiente Enriguecido (CE): as ratas nutrizes e filhotes

receberam dieta padrdo de biotério durante a lactagcédo (Nuvilab CR-1; 295kcal/100g;
4,5% kcalllipidios) e foram alojadas em ambiente enriquecido durante a lactacéo,
permanecendo os filhotes machos no AE até o 30° dia de vida.

Grupo Dieta Cafeteria em Ambiente Controle (CAFC): filhotes e nutrizes receberam

dieta de Cafeteria durante a lactacdo (Nuvilab CR-1 + Alimentos com alto teor

caldrico) e foram alojados em ambiente controle durante todo o estudo.
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Grupo Dieta Cafeteria em Ambiente Enriquecido (CAFE): filhotes e nutrizes

receberam dieta de Cafeteria durante a lactagéo (Nuvilab CR-1 + Alimentos com alto
teor calorico) e foram alojadas em ambiente enriquecido durante a lactacéo,

permanecendo os filhotes machos no AE até o 30° dia de vida.

Manipulacdo Ambiental

Manipulacéo Nutricional

Lactacao Pds-desmame
1°0 7° 14° 21° 0 0 0 220} 0 of A4
220 25° 30°(319) 35 40°(41°)

! % I ! et 1

Peso Corporal Desmame Peso Corporal

Murinometria Murinometria

Imunohistoquimica Peso dos orgéos e
para SERT adiposidade

Figura 2- Desenho experimental do estudo

5.3 Manipulacédo Dietética

A dieta padrédo de biotério para roedores foi a Nuvilab CR-1 (295kcal/100g),
sendo ofertada na gestacao e lactacéo para todos os grupos. A dieta de cafeteria foi
ofertada apenas na lactacéo e consistia em alimentos altamente palataveis e com
alto teor calérico acompanhada da dieta Nuvilab CR-1. Do 1° ao 21° dia, foram
randomizados e entregues quatro alimentos em comedouros na gaiola. Para manter
a variedade, os quatro alimentos foram trocados para que 0s animais nao
recebessem os mesmos alimentos por mais que dois dias consecutivos (Tabela 1).
Adaptacdo dos modelos de dieta de cafeteria propostos por George e cols. (2019) e

Da Costa Estrela e cols. (2015).
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Tabela 1 - Relacdo dos alimentos palataveis disponiveis para a dieta de cafeteria.

Alimentos Porgcdo (g) Kcal %VD(*¥) Carboidratos %VD(*) Proteinas %VD(*) Gorduras %VD(*) Sédio %VD(*)

industrializados por (9) (9) totais (g) (mg)
porcao

Amendoim Doce 15¢g 75 Kcal 4% 8g 3% 29 3% 3,69 7% Omg 0%

Praliné (Yoki®)

Biscoito Cookies  40g (4 195 10% 24g 8% 2,79 4% 8,99 16% 106 4%

de chocolate unidades) Kcal mg

(Capriche®)

Biscoito de 30g (25 136 7% 239 8% Og 0% 4,79 9% 288 12%

Polvilho Salgado  unidades) kcal mg

(Carrefour®)

Biscoito recheado 37g (pacote) 175 9% 269 9% 2,19 3% 7,09 13% 70mg 3%

morango Kcal

(Vitarella®)

Biscoito Teens 30g (2412 134 7% 209 7% 2,49 3% 4,89 9% 87 mg 4%

Bauny (Marilan®) unidades) Kcal

Chocolate 199 (1 86 Kcal 4% 12g 4% Og 0% 3,89 7% 10mg 0%

Bombom prestigio unidade)

(Nestlé®)

Doce de 18g (1/2 77 Kcal 4% 11g 4% 1,4g 2% 2,79 5% 34dmg 2%

amendoim unidades)

(Molecéo) (Doce
Rio®)
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Doce de 269 (1 119 6% 15¢g 4% 29 3% 69 10% 19mg 1%

amendoim (Pé de unidade) Kcal

moca) (Doces

Vieira®)

Doce de leite 10g (1 43 Kcal 2% 89 3% 0g 0% 1,19 2% Oomg 0%

(Pingo de leite) unidade)

(Jazam®)

Doce de coco 289 (1 109 5% 18g 6% 1g 1% 39 5% 35mg 1%

(Beijo de moca) unidade) Kcal

(Doces Vieira®)

Jujuba (Gomets®) 20g (6 729 4% 18 ¢ 6% 0g 0% Og 0% 10mg 0%
unidades)

Mortadela Sabor 409 (3 1/2 116 6% 2849 1% 4,89 6% 9,69 17% 540 22%

Frango fatias) Kcal mg

(Perdigao®)

P&o Bisnaguito 509 (3 157 8% 289 9% 4,29 6% 3,0g 5% 174 7%

(Plusvita®) unidades) Kcal mg

P&o de mel 30g 115 6% 219 7% 2,29 3% 2,59 5% 56 mg 2%

chocolate ao leite Kcal

(Bauducco®)

Pipoca doce 25¢ 95 Kcal 5% 239 8% 1,29 1% 0,29 0% Omg 0%

(Boku's®)

Pipoca salgada 25¢ 130 7% 169 5% 1,59 2% 79 13% 174 7%

(Boku's®) Kcal mg
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Salamitos 369 122 6% 0,99 0% 119 15% 8,59 15% 543 22%
(Sadia®) Kcal mg
Salamitos Sabor 369 124 6% 0,99 0,00% 11g 15% 8,59 15% 543 23%
Peperodnico kcal

(Sadia®)

Salsicha Mista 50g (1 123 6% 2,29 0,77% 6,29 8,50% 9,99 18% 625 31%
(Perdigao®) unidade) kcal mg
Salgadinho Batata 25g (1/2 148 7% 13g 4% 1,59 2% 10g 18% 125 4%
Scrusch (Sdo xicara de Kcal mg

Braz®) cha)

Salgadinho 23g (1 114 6% 159 5% 1,29 2% 5,39 10% 102 4%
Cheetos requeijdo embalagem) Kcal mg

(Elma Chips®)

Salgadinho 25¢g 110 6% 199 6% 2,39 3% 2,99 5% 136 6%
Crocantissimo kcal mg
(Bimbo®)

Salgadinho 23g (1 113 6% 15¢g 5% 1,49 2% 5,49 10% 126 5%
Fandangos embalagem) Kcal mg

Presunto (Elma

Chips®)

Salgadinho 259 (3 122 6% 12,59 4% 1,49 2% 7,49 13% 210 9%
Torraditos Bacon  xicaras de Kcal mg

(Séo Braz®) cha)
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5.4  Manipulagdo Ambiental
O ambiente enriquecido consistiu em uma gaiola grande (60x50x42cm) contendo

comedouros para racdo, uma roda de corrida, escadas, abrigos e tuneis que foram
reposicionados e completamente substituidos por outros uma vez por semana (MAINARDI
et al., 2010) (figura 4). Foram criados layouts padronizados para cada semana, totalizando
guatro tipos de layouts diferentes (Quadro 1 e figura 6), utilizando objetos de formatos e
cores diversas (figura 5). O comedouro, além de ter sido planejado para que os animais
se alimentassem da mesma forma que na gaiola padrdo de biotério, também serviu de
abrigo e plataforma, otimizando o espaco dentro da gaiola (figura 5).

O ambiente controle consistiu em gaiolas padréo de biotério (49x34x16cm) (figura
3). Em ambas as condigbes ambientais, cada gaiola abrigou uma nutriz em aleitamento
com oito filhotes durante o periodo de lactacdo. Apos o desmame, no 22° dia de vida, as

nutrizes e filhotes fémeas foram removidas e quatro filhotes machos permaneceram no

ambiente enriquecido até os 30 dias de vida.

Figura 3 - Comparagéao entre os tipos e ambientes utilizados, com vista de diferentes
angulos.

54



Figura 4 - Objetos utilizados para compor o ambiente enriquecido. A: roda de corrida;
B: Comedouro com plataforma e escada; C: Tunel longo; D: Tunel curto

Figura 5 - Demonstracdo da configuracdo do ambiente enriquecido, utilizando os
objetos da figura 3.

Quadro 1: Organizacao espacial das gaiola de ambiente enriquecido por semana de
experimento.

" Perfodo | Lactagdo Pos-desmame

Semanas Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
(PND1 -7) (PNDS8 - 14) (PND15 - 21) (PND22- 30)

Materiais AE Layout 1 Layout 2 Layout 3 Layout 4
Roda - 1 1 1
Tanel curto 1 1 1 1
Tanel longo 2 2 - 1
Plataforma 1 1 1 1
Escada 1 1 1 1

Gaiola

Alimentacéo 1 1 1 1

Legenda: Organicdo por layouts dos objetos das gaiolas de ambiente enriquecido
semanal. Nas colunas estdo descritos quais sdo 0s objetos utilizados e a quantidade
disponibilizada.
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procs:-= e

Figura 6 - Demonstracdo dos layouts do ambiente enriquecido semanalmente. A:
Semana 1 (PND1 - 7); B: Semana 2 (PND8 - 14); C: Semana 3 (PND15 - 21); Semana
4 (PND22- 30).

5.5 Andlises Experimentais
Para o estudo dos fenétipos corporais e comportamentos foram utilizados um
namero de dez animais por grupo. Para o estudo histologico, foram utilizados um

namero de cinco animais por grupo.

5.6 Peso Corporal (PC)
Nas nutrizes, foi obtido semanalmente na gestacdo e lactacdo, e apdés o

desmame no dia de sua eutanasia. Na prole, foi aferido nos dias 1, 7, 14 e 21 na
lactacdo e apdés o desmame, nos dias 30 e 40. Para a afericdo do PC, foi utilizada

balanca semi-analitica (Marte®).

5.7 Medidas murinométricas
Nas nutrizes foram avaliados o peso corporal e comprimento naso-anal no dia

da eutanasia e realizado o célculo do indice de massa corporal (IMC) determinado a
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partir da razao entre massa corporal (g) e o comprimento naso-anal (cm3).

Nos filhotes, foram mensurados comprimento naso-anal, o eixo latero-lateral e
0 eixo antero-posterior do cranio, a circunferéncia abdominal e a circunferéncia
tor4cica nos dias 1, 7, 14 e 21 da lactacdo e apés o desmame, nos dias 30 e 40.

O comprimento naso-anal foi aferido pela distancia entre o focinho e o anus do
animal. O eixo latero-lateral do cranio, representa a linha perpendicular ao eixo
longitudinal, dividindo ao meio os pavilhdes auditivos e o0 eixo antero-posterior do
cranio, representa a linha média entre o focinho e a regido externa da crista occipital.
Para mensurar o comprimento naso-anal, e eixos corporais foi utilizado um paquimetro
(precisao de 0,1mm; KINGTOOLS®). A circunferéncia abdominal foi identificada pelo
perimetro imediatamente anterior as patas posteriores e a circunferéncia toracica pelo
perimetro posterior as patas anteriores, ambas aferidas com fita inelastica (precisédo
de 0,1cm; PrimeMed®). As medidas murinométricas foram avaliadas no mesmo

horario e por Unico pesquisador.

5.8 Analises Histoldgicas
No 31° dia de vida, os animais (n= 5/grupo) foram eutanasiados por perfuséao.

Os encéfalos fixados foram mantidos em solucéo fixadora acrescida de sacarose
(20%) por 4 horas. Em seguida, armazenados em solucdo crioprotetora (PBS e
Sacarose 20%) por 6-24h. Foram criosseccionados em cortes coronais de 40um de
espessura utilizando-se criostato (Leica-3185) e mantidos em solugao anticongelante

(anti-freezing) a -20°C até a analise da imunohistoquimica (figura 7).
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Figura 7 - Etapas do processo de criosseccdo do encéfalo. A: Retirada do encéfalo
por eutanasia transcardiaca e armazenamento em solucdo de PFA (4%); B: Troca da
solucdo para sacarose a 20%; C: Fixacdo do encéfalo no criostato; D: Demostracao
dos cortes a 40um; E: Armazenamento dos cortes em solugao crioprotetora nas placa

de 24 pocos.

5.9 Imunohistoquimica para o Transportador de Serotonina

Os cortes coronais foram submetidos a séries de lavagens em PBS (0,1M com
pH 7,6), em H202 a 30%. Apos, foram submetidos a PBS-T e NGS 5%. E incubados
em solugcdo com anticorpo primario anti-SERT (AB9726, feito em coelho, Chemicon)
por 24 horas. Na sequéncia, lavados em PBS e incubados com anticorpo secundario
(B8895, feito em cabra contra coelho, Sigma). Novamente lavados em PBS e
incubados com o Complexo ABC 1% (ABC Kit, Vector Laboratories). Para a revelacéo,
foram incubados em solugédo com DAB (Sigma, D5637) seguido da enzima Glucose
Oxidase. Finalmente, sao lavados em acetato de sédio (0,1M) e PBS. Foram
montados em laminas gelatinizadas, passardo por processos de desidratacédo e

diafanizados (figura 8). A analise foi realizada em microscopia éptica de campo claro.
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Foram verificadas células com marcacao evidente nas areas encefalicas de interesse.
Para delimitacdo das areas foi utilizado o Atlas Estereotaxico de Rato (PAXINOS E
WATSON, 2007). Para a quantificacdo sdo considerados os intervalos de bregmas

das regifes encefalicas do nucleo arqueado do hipotalamo (Figura 9).

Figura 8 - Demonstracdo das etapas da imunohistoquica. A: Demostracdo dos

materiais utilizados nos processos da imuhistoquimica; B: Tecidos marcados fixados

nas laminas; C: Pescagem dos tecidos apds banho em PBS, para serem incubados em

anticorpos em camara refrigeradora a 4°C; D: Processo de secagem das laminas.
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Figura 9 - Contagem de neurdnios utilizando microscopia 6ptica em campo claro.
A:Laminas prontas, apos passar pelo processo de desidratacdo, diafanizagdo e
fechamento com laminulas; B: Imagem de um bregma do atlas estereotaxico de rato;
C: Demostracao do uso do microscépio na objetiva de 40; D: Fotografia do tecido, onde
pode-se observar a marcagéo dos neurénios SERT no nucleo arqueado do hipotalamo.

5.9.1 Contagem de neurdnios SERT:

O Atlas Estereotaxico de Rato foi utilizado para delimitacdo das areas
encefalicas (Paxinos e Watson, 2007). A contagem de neurdnios foi realizada em
microscopia 6ptica de campo claro. Foram verificadas e contadas manualmente células
com marcacao evidente para o transportador de serotonina nas areas encefalicas de
interesse no hipotalamo (Tabela 2).

Tabela 2- Bregmas dos nucleos hipotalamicos
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Nucleos Sigla Bregmas
Subnucleos

Hipotalamicos

Nucleo hipotalamico Arc -1.72mm, -1.80mm, -1.92mm, -2.04mm, -2.16mm, -

arqueado 2.28mm, -2.40mm, -2.52mm, -2.64mm, -2.76mm, -
2.92mm, -3.00mm, -3.12mm, -3.24mm, -3.36mm,
0.18mm, 0.40mm, -9.60mm

Fonte: Paxinos e Watson, 2007.

5.10 Peso dos 6rgaos e adiposidade
O peso dos orgaos e adiposidade, foram aferidos ao final dos experimentos. A

eutanasia foi realizada por decapitacdo, nas nutrizes ocorreu apés o desmame, e nos
filhotes (n=10/grupo) no 42° dia de vida. Foram coletadas os coxins de gorduras
perirrenal, iguinal, retroperitoneal, mesentérica, e tecido adiposo marrom, e 0s 0rgaos:
figado, rins esquerdo, coracdo, baco e encéfalo. As gorduras e os 6rgdos foram
pesados molhados e individualmente em balanca eletrbnica semi-analitica com
precisdo de 0,01g (Marte®). Foram calculado o peso relativo de cada gordura e 6rgao
através da seguinte formula: Peso Relativo= Peso da Gordura/Orgdo x 100 Peso

Corporal.

5.11 Andélise Estatistica:
Os dados coletados foram armazenados em planilhas no software Excel®. A

normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk, para dados que
apresentarem desvio da distribuicdo normal, Foram utilizadas analises nao
paramétricas ou transformacdes logaritmicas. Para dados paramétricos, foram utilizada
a Analise de Variancia (ANOVA) one way ou two way, seguida o Teste de Tukey.

Quanto aos dados nao paramétricos, foi utilizado o Teste de Kruskal Wallis, em seguida
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o Teste de Dunn’s. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido com o valor de
p< 0,05. As analises foram realizadas no programa GraphPad Prism® (Graph Pad

Software 8, Inc, 2019) e no SigmaPlot 12.0.

6 RESULTADOS

6.1 Avaliacdes das Nutrizes

6.1.2 Peso corporal na lactacéo e indice de Massa Corporal no dia da eutanasia

das nutrizes

A ANOVA two-way néo identificou interacdo entre os grupos analisados em
relacdo ao peso corporal semanal materno na lactacdo F (6, 36) = 0,6997. Da
mesma forma, também n&o apresentou interacao no fator tempo F (1,670, 30,05) =
1,361, como também n&o houve interagdo no fator coluna F (3, 18) = 0,7556. N&o
apresentando diferenca significativa entre os grupos (S1- CC: 281,69+7,95; n=7 CE:
286,97+19,74; n=3; CAFC: 267,37+7,33; n=5; CAFE: 266,61+6,40; n=5; S2 - CC:
282,66%6,75; n=7, CE: 299,16+13,39; n=3; CAFC: 274,77+12,07; n=5; CAFE:
275,93 +19,59; n=5; S3 - CC: 289,98+20,82 n=7; CE: 294,61+21,40;n=3; CAFC:

263,55+9,48; n=5) (figura 10).

62



0

N

S 400~

= — CC

G =3 CE

S 530011 1 11 T L

R % % 2 CAFC
(T

£ 2 500- BE CAFE

Q0o

N ©

oS

5 & 100-

=

3

§ 0 T T T

g s1 S2 S3

Figura 10 - Peso corporal materno semanal na lactacdo (g); Teste ANOVA two way
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Também foi avaliado o indice de Massa Corporal no dia da eutanésia, onde a
ANOVA two-way nao identificou interacdo entre os grupos analisados, F (1,16) =

0,1090; p=0,7455 (figura 11).
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Figura 11 — indice de Massa Corporal materno na eutanasia(g/cm?); Teste

ANOVA two way seguido do pés-teste de Tukey. Nivel de significancia p<0,05.

6.1.3 Peso absoluto e relativo dos 6rgaos das nutrizes

A ANOVA one-way identificou interacao significativa entre os grupos analisados
em relacdo ao peso relativo do encéfalo (F= 6,47058). O grupo CAFC apresentou o
peso relativo do encéfalo maior que o grupo CC (CAFC: 0,72+0,03; n=6; CC:
0,65+0,04; n=8; p=0,0209), como também, o grupo CAFE apresentou o peso
relativo do encéfalo maior que o grupo CE (CAFE: 0,73+0,04; n=5; CE: 0,66+0,04;
n=6; p= 0,0370). Ja referente ao peso absoluto do rim esquerdo, foi identificado
interacdo entre os grupos (F= 7,18894), onde o grupo CAFE apresentou 0 peso
menor que o grupo CE (CAFE: 1,03+0,10; n=5; CE: 1,44+0,28; n=6; p= 0,0079).
Com relagdo ao peso absoluto do figado, foi identificado interacdo entre os grupos
(F: 3,94472), porém o pos-teste ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos
(CC: 13,74%1,49; n=8; CE:14,06+2,49; n=6; CAFC:11,56+1,64; CAFE:11,47+1,64;

n=5; p=0,0223) (Tabela 3).

Tabela 3 - Peso absoluto e relativo dos 6rgaos das nutrizes

Orgéos/ CC CE CAFC CAFE P
Grupos médiatd.p.(n) médiatd.p.(n) médiatd.p.(n) médiaxd.p.(n) valor
Encéfalo 1,84+0,10(8) 1,87+0,10(6) 1,85+0,06(6) 1,90+ 0,04 (5) 0,606
Encéfalo 0,65+0,04(8) 0,66+0,04(6) 0,72+0,03(6)° 0,73+0,04 (5)* 0,002
Relativo

Coracao 1,18+0,16 (8) 1,11+0,11(6) 1,04+0,10(6) 1,05+0,10 (5) 0,202
Coracéo 0,41+0,04(8) 0,39+0,02(6) 0,40+0,03(6) 0,40+0,01 (5) 0,717
Relativo

Figado 13,74 +1,49(8) 14,06 +£2,49(6) 11,5+0,88(6) 11,47 +1,64(5) 0,022
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Figado 483+055(8) 4,93+052(6) 4,47+0,25(6) 4,38+0,39 (5) 0,270
Relativo

Baco 0,64 +0,13(8) 0,55+0,11(6) 0,47 +0,08 (6) 0,56 +0,12(5) 0,109
Baco 0,23+0,05(8) 0,19+0,04(6) 0,18+0,03(6) 0,21+0,04 (5) 0,215
Relativo

Rim 1,26 £0,19 (8) 1,44 +0,28 (6) 1,00 £ 0,06 (6) 1,03 +0,10(5)* 0,007
(Esq.)

Rim 0,44+0,06 (8) 0,51+0,10(6) 0,39+0,02(6) 0,39+0,02 (5) 0,015
(Esq.)

Relativo

Legenda: Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle (CC), Grupo Ambiente Enriquecido e
Dieta Controle (CE) e Grupo Ambiente Controle e Dieta Cafeteria (CAFC), Grupo Ambiente

Enriquecido e Dieta Cafeteria (CAFE). Os dados de peso absoluto e relativo de encéfalo,

coracdo e bago, figado absoluto, e rim esquerdo absoluto foram avaliados com o Teste

ANOVA one way seguido do pés-teste de Tukey. O peso relativo do figado e rim equerdo

foram avaliados com o teste de Kruskal-wallis seguido do pés-teste de Dunn’s. Comparagao
entre CAFC versus CC (*),CAFE versus CE (*). Significancia de p<0,05.

6.1.4 Adiposidade Absoluta e Relativa das nutrizes

A ANOVA one-way identificou interacdo entre os grupos no peso absoluto da

gordura retroperitoneal (F=4,23883) e no peso relativo (F=4,55826). O grupo CAFE

apresentou 0 peso da gordura retroperitoneal absoluta maior que o grupo CE

(CAFE: 0,72+0,36; n=5; CE: 0,23+0,10; n=4; p=0,0408), assim como, 0 peso da

gordura retroperitoneal relativa maior que o grupo CE (CAFE: 0,28+0,14; n=5; CE:

0,08+0,04; n=4; p= 0,0161). Tambeéem foi identificado interacdo entre 0os grupos no

peso relativo da gordura inguinal (F= 4,98307), onde o grupo CAFC apresentou 0

peso da gordura inguinal maior que o grupo CC (CAFC: 2,04+0,48; n=6; CC:

1,61+0,37; n=5) (Tabela 4).

Tabela 4 - Peso absoluto e relativo da adiposidade das nutrizes
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Tecido CcC CE CAFC CAFE P valor
Adiposo/ médiatd.p.(n) médiatd.p.(n) médiatd.p.(n) médiaxd.p.(n)

Grupos

Mesentérica  0,92+0,45(8) 0,7940,34(6) 0,58+0,14(6) 0,63+0,27(5) 0,2663

Mesentérica  0,33+0,16(8) 0,29+0,14(6) 0,23+0,06(6) 0,24+0,11(5) 0,4895
Relativo

Inguinal ()  1,61+0,37(5)  1,85:0,11(3)  2,04+0,48(6)  2,12+0,34(5) 0,1834

Inguinal (E) 0,55+0,09(5) 0,63+0,02(3) 0,79+0,17(6)" 0,81+0,11(5) 0,0314
Relativo

Retroperito 0,53+0,18(6) 0,23+0,10(4) 0,75+0,25(6) 0,72+0,36(5) 0,0408
neal (E)

Retroperito 0,19+0,07(6) 0,08+0,04(4) 0,29+0,10(6) 0,28+0,14(5)* 0,0371
neal (E)
Relativo
Perirrenal 0,05+0,01(3) 0,05+0,01(3) 0,07+0,02(5) 0,05+0,02(4) 0,3138

Perirrenal 0,02+0,00(3) 0,02+0,00(3) 0,03£0,01(5) 0,02 £0,01(4) 0,1829
Relativo

Marrom 0,18+0,06(8) 0,17+0,08(6) 0,21+0,08(6) 0,24+0,10(5) 0,4829
Marrom 0,06+0,02(8) 0,06+0,02(6) 0,08+0,03(6) 0,09+0,04(5) 0,2217
Relativo

Legenda: Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle (CC), Grupo Ambiente Enriquecido e
Dieta Controle (CE) e Grupo Ambiente Controle e Dieta Cafeteria (CAFC), Grupo Ambiente
Enriquecido e Dieta Cafeteria (CAFE). Os dados paramétricos foram avaliados com o Teste
ANOVA one way seguido do pés-teste de Tukey. Os dados ndo paramétricos foram avaliados
com o Teste Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn’s. Comparacao entre CAFC versus
CC (*), CAFE versus CE (#). Significancia de p<0,05.

6.2 Avaliacao dos filhotes
6.2.1 Caracterizacdo das ninhadas

Quanto as caracteristicas das ninhadas, a ANOVA one way nao identificou
diferencas significativas entre os grupos em relacao ao peso total da ninhada ao nascer

(F= 0,3198), numero total de filhotes (F= 0,1185), numero de machos (F= 0,649) e
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fémeas (F= 0,3087) e peso médio ao nascer (F= 0,5368) (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracteristicas das ninhadas

Caracteris CC CE CAFC CAFE P valor
ticas/ médiatd.p.(n) médiatd.p.(n) médiatd.p.(n) médiatd.p.(n)
Grupos

Peso total 80,85+15,22(6) 78,02+10,78(4) 77,68+12,17(6) 72,74+15,12(4) 0,8109
da
ninhada

NUmero 11+1,90(6) 10,5+1,73(4) 11+1,79(6) 10,5+1,91(4) 0,9479
total de
filhotes

NUmero 5,8+£2,23(6) 5,00+0,82(4) 5+2,61(6) 6,75+2,22(4) 0,5949
de
machos

NUmero 5,16+2,93(6) 5,5+2,52(4) 6+1,55(6) 6,5+1,91(4) 0,8187
de fémeas

Peso 7,34+0,46(6) 7,66%2,14(4) 6,90+0,65(6) 6,91+0,60(4) 0,6638
médio ao
nascer

Legenda: Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle (CC), Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta
Controle (CE), Grupo Ambiente Controle e Dieta Cafeteria (CAFC) e Grupo Ambiente Enriquecido
e Dieta Cafeteria (CAFE). Os dados foram avaliados com o Teste ANOVA one way seguido do pés-

teste de Tukey. Nivel de significAncia p<0,05.

6.3 AvaliacOes fenotipicas dos filhotes

6.3.1 Peso corporal

O teste ANOVA two way mostrou interacao significativa do peso corporal entre
0s grupos F (21, 322) = 2,070; p=0,004. Como também, houve interacéo no fator tempo
F (1,812, 83,37) = 4245, p<0,0001. O grupo CE apresentou peso maior que o grupo CC
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no dia 7 (CE: 17,40+£1,17; p=12;CC: 15,83%£0,97; n=12, p=0,008), o grupo CAFC
apresentou peso maior que o grupo CC no dia pos-natal 14 (CAFC: 32,03+£1,53; n=13;
CC: 29,73£1,84; n=12; p=0,01), porém no pés desmame o grupo CAFC apresentou o
peso menor que o grupo CC no dia pods-natal 30 (CAFC:88,44+4,60; n=13; CC:
97,5445,91; n=12; p=0,0018) e dia pds-natal 35 (CAFC: 123,07+6,39; n=13; CC:

132,96+8,52; n=12; p= 0,0184) (figura 12).
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Figura 12- Peso corporal dos Filhotes (g). Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle
(CC, n=12), Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta Controle (CE, n=12), Grupo Ambiente
Controle e Dieta Cafeteria (CAFC, n=13) e Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta

Cafeteria (CAFE, n=13). Teste ANOVA two way, seguido do pos-teste de Tukey.

Comparacédo entre CE versus CC (%) e CAFC versus CC (*),NI'V8| de significancia

p<0,05.
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6.3.2 Comprimento naso-anal

Observou-se interacdo significativa com o teste de Kruskal Wallis no
comprimento naso-anal entre os grupos a partir do dia pés-natal 21 (F=2,464). O grupo
CE apresentou o comprimento naso-anal maior que o grupo CC nos dias pos-natal 21
(CE: mediana= 12,7, 11Q= 13-12,3 n=10; CC: mediana= 12,1, 11Q= 12,45- 11,35; n=15;
p<0,001), pos-natal 25 (CE: mediana= 14, 11Q= 14,15-13,75, n=10; CC: mediana= 13,5,
1Q= 13,7- 13,2; n=15; p=0,004), pos-natal 30 (CE: mediana= 15,80, 11Q= 16,07-15,4,
n=10; CC: mediana= 15,3, 11Q= 15,45- 15; n=15; p=0,011) pds-natal 40 (CE: mediana=
18,30, 11Q= 18,8-18,12, n=10; CC: mediana= 18, 11Q= 18,15- 17,4; n=15; p<0,001). J&
o grupo CAFE apresentou comprimento naso-anal menor que o grupo CE no dia
posnatal 30 (CAFE: mediana= 15,20, 11Q= 15,20-15, n=10; CE: mediana= 15,8, 11Q=
16,07-15,4, n=10; p=0,003) e no dia pos-natal 40 (CAFE: mediana= 17,90, 11Q= 18-

17,57, n=10; CE: mediana= 18,30, IIQ=18,8-18,12, n=10; p=0,001) (figura 13).
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Figura 13 - Comprimento naso-anal dos filhotes (cm). Grupo Ambiente Controle e Dieta
Controle (CC, n=15), Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta Controle (CE, n=10), Grupo
Ambiente Controle e Dieta Cafeteria (CAFC, n=13) e Grupo Ambiente Enriquecido e
Dieta Cafeteria (CAFE, n=10). Teste de Kruskal Wallis, seguido do pds-teste de Tukey.
Comparacéo entre CE versus CC (&), CAFE versus CE (# ), CAFE versus CAFC (@).

Nivel de significAncia p<0,05

6.3.3 Circunferéncias toracica e abdominal dos filhotes

O teste de Kruskal Wallis mostrou interacdo significativa na circunferéncia
toracica entre os grupos a partir do dia pos-natal 21 (F= 4,192) e na circunferéncia
abdominal, também apartir do dia pos-natal 21 (F= 8,140). O grupo CE apresentou a
circunféncia toracica menor que o grupo CC apenas no dia pés-natal 21 (CE: mediana=
8,45, 11Q=8,57-8,25, n=10; CC: mediana= 8,6 11Q= 10-8,15; n=15; p=0,042). Ja o grupo
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CAFC apresentou a circunferéncia toracica menor que o grupo CC nos dias pés-natal
21 (CAFC: mediana= 8,1, 1IQ= 8,2-7,9, n=13; CC: mediana= 8,6 11Q= 10-8,15; n=15;
p<0,001), pés-natal 25 (CAFC: mediana= 8,3, IIQ= 8,5-8,2 n=13; CC: mediana= 9,3,
[1Q= 10,3-9; n=15; p<0,001), pds-natal 30 (CAFC: mediana= 9, 11Q= 9,3-9 n=10; CC:
mediana= 10,3, IIQ= 10,5- 9,7; n=15; p<0,001), p6s-natal 35 (CAFC: mediana= 10, [IQ=
10,2-10 n=13; CC: mediana= 11,5, lIQ= 12,3- 10,35; n=15; p<0,001) e pés-natal 40
(CAFC: mediana= 11, 1IQ= 11,2-10,7 n=13; CC: mediana= 12,5, 11Q= 13- 11,85; n=15;
p<0,001). O grupo CAFE mostrou circunferéncia toracica menor que o grupo CE, no
dias pés-natal 25 (CAFE: mediana= 8,4; 11Q= 8,5-8,3 n=10; CE: mediana= 9,30, Q=
9,5- 8,82; n=10; p<0,001), dia pés-natal 30 (CAFE: mediana= 9,1 11Q= 9,3-9 n=10; CE:
mediana= 10, 11Q= 10,5-9,5; n=10; p<0,001), dia pos-natal 35(CAFE: mediana= 10,3,
[1Q= 10,3-10,2, n=10; CE: mediana= 11,4 11Q= 11,5-10,9, n=10; p<0,001) e no dia pds-
natal 40 (CAFE: mediana= 11, 11Q= 11,07-1, n=10; CE: mediana= 12,35 [IQ= 1,5-12;
n=10; p<0,001) (Figura 14a).

Quanto a circunferéncia abdominal, o grupo CE apresentou circunferéncia
significativamente menor que o grupo CC, nos dias pés-natal 25 (CE: mediana= 10,
[1Q= 10,3-9,52, n=10; CC: mediana= 10,6, Q= 11,9-9,8; n=15; p=0,042), pés-natal 30
(CE: mediana= 11,1, 11Q= 11,27-10,8, n=10; CC: mediana= 12, [IQ= 12,4-11,1 n=15;
p=0,042) e pés-natal 35 (CE: mediana= 12,9, IIQ= 13,35-12,27, n=10; CC: mediana=
14, 11Q= 14,75-13, n=15; p=0,042). J&4 o grupo CAFC, apresentou circunferéncia
abdominal menor que o grupo CC nos dias pos-natal 21 (CAFC: mediana= 8,6, 11Q=
8,9 — 8,5, n=13; CC: mediana= 9,1, 11Q= 11 — 8,9; n=15; p<0,001), pos-natal 25 (CAFC:
mediana= 9,2 11Q=9,4 - 9, n=13; p <0,001), pés-natal 30 (CAFC: mediana= 10, 11Q=10,3
- 9,8, n=13; p <0,001), pés-natal 30 (CAFC: mediana= 11,5 [IQ= 11,5 -11,3, n=13; p

<0,001) e poés-natal 40 (CAFC: mediana= 12,2, 11Q=12,5 - 12 , n=10; CC: mediana=

71



14,5, Qll= 15,65 — 13,85; n=15; p <0,001). O grupo CAFE, também apresentou
circunferéncia abdominal menor no dia pés-natal 21 (CAFE: mediana=8,35 , 11Q=8,4 —
8,3 , n=10; CE: mediana= 9,1, IIQ= 9,27 - 9; n=10; p=0,025), pos-natal 25 (CAFE:
mediana= 9, 11IQ= 9,15 - 9, n=10; p = 0,010), pods-natal 30 (CAFE: mediana= 10,2,
11Q=10,3 — 10,05, n=10; p = 0,020), p6s-natal 35 (CAFE: mediana= 11,35, 11Q= 11,5 —
11,2, n=10; p <0,001) e poés-natal 40 (CAFE: mediana= 12,5, 11Q= 12,6 — 12,4, n=10;

CE: mediana= 13,95, 11Q= 15 — 13,8; p<0,001) (Figura 11b).
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Figura 14 - a) Circunferéncia toracica dos filhotes (cm); b) Circunferéncia abdominal
dos filhotes (cm). Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle (CC, n=15), Grupo

Ambiente Enriquecido e Dieta Controle (CE, n=10) e Grupo Ambiente Controle e Dieta
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Cafeteria (CAFC, n=13), Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta Cafeteria (CAFE, n=10).
Teste Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Tukey. Comparagéo entre CE versus CC

(&), CAFC versus CC (*), CAFE versus CE (#). Significancia de p<0,05.

6.3.4 Eixo-antero-posterior e eixo latero-lateral dos filhotes

O teste de Kruskal Wallis observou interacdo significativa no eixo antero-
posterior entre os grupos nos dias pos-natal 21 e 35 (F=2,102). O grupo CE apresentou
0 eixo antero-posterior maior que o grupo CE no dia pés-natal 21 (CE: mediana= 39,18,
11Q= 40,9 — 38,68, n=10; CC: mediana= 37,25 11Q= 37,9 — 35,6; n=15; p<0,001) e dia
pos-natal 35 (CE: mediana= 46,9, 1IQ= 47,3 — 46,5, n=10; CC: mediana= 45,4 1IQ=
46,05 — 44,37, n=15; p=0,021). Como também, o eixo antero-posterior do grupo CE foi
maior que o grupo CAFE no dia pds-natal 21 (CAFE: mediana= 37,59, 11Q= 38,49 —
37,23, n=10, p=0,002). J4 o grupo CAFC apresentou o eixo antero-posterior maior que
0 grupo CC no dia poés-natal 21 (CAFC: mediana= 8,45, 11Q= 8,57-8,25, n=10; p=0,030)

(Figura 15a).

O teste de Kruskal Wallis ndo observou interacao significativa entre os grupos

referente ao eixo latero-lateral (F=1,576, p=0,053) (Figura 15b).
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Figura 15- a) Eixo antero-posterior dos filhotes (cm); b) Eixo latero-lateral dos filhotes
(cm). Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle (CC, n=15), Grupo Ambiente
Enriquecido e Dieta Controle (CE, n=10) e Grupo Ambiente Controle e Dieta Cafeteria

(CAFC, n=13), Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta Cafeteria (CAFE, n=10). Teste
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Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Tukey. Comparacéo entre CE versus CC (%),

CAFC versus CC (*),CAFE versus CE (*). Significancia de p<0,05.

6.3.5 Peso dos 6rgaos dos filhotes

O ANOVA one way observou interagcao significativa entre os grupos, referente

ao peso absoluto do figado (F: 3,203). O grupo CAFE apresentou o peso absoluto do
figado maior que o grupo CAFC (CAFE: 8,43+0,76; n=10; CAFC: 7,38%0,5; n=13;

p=0,0336). Os demais tecidos e grupos experimentais ndo apresentaram diferencas

significativas (Tabela 5).

Tabela 6 - Peso absoluto e relativo dos 6rgéaos dos filhotes.

Orgéos/ ccC CE CAFC CAFE P valor
Grupos meédiatd.p.(n) meédiatd.p.(n) meédiatd.p.(n) meédiatd.p.(n)

Encéfalo 1,66+0,05(13) 1,72+0,10(7) 1,70+0,1(13) 1,71+0,07(10) 0,1617
Encéfalo 1,04+0,11(13) 1,00+0,09(7) 1,04+0,1(13) 0,99+0,04(10) 0,1885
relativo

Figado 7,52+1,19(13) 8,17+1,20(7) 7,38+0,5(13) 8,43+0,76(10)@ 0,0336
Figado 4,68+0,54(13) 4,69+0,37(7) 4,53+0,2(13) 4,91+0,44(10) 0,1885
relativo

Baco 0,61+0,30(13) 0,41+0,04(7) 0,47+0,1(13) 0,56%0,16(10) 0,1824
Baco 0,38+0,18(13) 0,23+0,03(7) 0,29+0,0(13) 0,33+0,08(10) 0,0721
Relativo

Rim (E) 0,84+0,12(13) 0,96%0,12(7) 0,85+0,1(13) 0,89+0,07(10) 0,0734
Rim (E) 0,53+0,05(13) 0,55+0,03(7) 0,52+0,0(13) 0,52+0,03(10) 0,2931
relativo

Coracdao 0,69+0,10(13) 0,77+0,04(7) 0,77+0,1(13) 0,79+0,08(10) 0,0346
Coracao 0,43+0,04(13) 0,44+0,01(7) 0,47+0,1(13) 0,46+0,03(10) 0,1521
relativo

Legenda: Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle (CC), Grupo Ambiente

Enriquecido e Dieta Controle (CE), Grupo Ambiente Controle e Dieta Cafeteria (CAFC)

e Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta Cafeteria (CAFE). Os dados de peso absoluto e
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relativo do figado e rim esquerdo, peso relativo do encéfalo e peso absoluto do coracéo

foram avaliados com o Teste ANOVA one way seguido do pos-teste de Tukey. Pesos

absoluto e relativos do baco, peso absoluto do encéfalo e peso relativo do coracao

foram avaliados com o Teste de Kruskal Wallis seguido do pés teste de Dunn’s.

Comparacéao entre CAFE versus CAFC (@). Nivel de significancia p<0,05.

6.3.6 Adiposidade dos filhotes

Foi identificado interacdo significativa entre 0s grupos no peso absoluto da

gordura inguinal (porcéo esquerda) (F=4,776) e no peso relativo ao peso corporal

(F=7,175). Os animais CAFC apresentaram maior peso absoluto da gordura inguinal

esquerda, quando comparado com o grupo CC (CAFC: 0,81 + 0,10; n=13; CC: 0,63 *
0,20; n=12; p=0,0204). Assim como, maior peso relativo (CAFC: 0,50 + 0,05; n=13; CC.:
0,38 £0,11; n=12; p=0,00065). Em relac&o ao peso da gordura marrom, também houve

interacdo entre 0s grupos em relacdo ao peso absoluto (F=7,964), como também no

peso relativo (F=5,893). O grupo CAFC apresentou maior peso absoluto do que o grupo
CC (CAFC: 0,27 £ 0,05; n=13; CE: 0,20 £ 0,07; n=13; p= 0,0091) como também, maior
peso relativo (CAFC: 0,17 £ 0,03; n=13; CC: 0,12 £ 0,05; n=13) (Tabela 6).

Tabela 7 - Adiposidade absoluta e relativa dos filhotes

Grupos/
Tecido

Adiposo

CC

médiazd.p.(n)

CE

meédiazd.p.(n)

CAFC

médiazd.p.(n)

CAFE

médiazd.p.(n)

P

valor

Mesentérica

Mesentérica
relativa

Inguinal (E)

Inguinal (E)
relativa

0,43%0,15(12)

0,26+0,08(12)

0,63+0,20(12)

0,38+0,10(12)

0,44+0,12(7)

0,25+0,08(7)

0,58+0,12(7)

0,33%0,07(7)

0,37+0,10(13)

0,23+0,06(13)

0,81+0,10(13)*

0,50+0,05(13)*

0,41+0,12(10)

0,23+0,06(10)

0,72+0,16(10)

0,42+0,08(10)

0,6128

0,6244

0,0204

0,0065
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Retroperitone 0,25+0,06(11) 0,33%0,15(7) 0,34+0,10(13) 0,27+0,14(10) 0,1502
al (E)

Retroperitone 0,15+0,03(11) 0,19+0,09(7) 0,21+0,06(13) 0,16+0,07(10) 0,1328
al (E) relativa

Perirrenal 0,03+0,01(11) 0,04+0,01(3) 0,04+0,01(11) 0,04+0,02(8) 0,2718
Perirrenal 0,02+0,01(11) 0,03+0,01(3) 0,03+0,01(11) 0,02+0,01(8) 0,2298
relativa
Marrom 0,20%0,07(13) 0,25%0,05(7) 0,27+0,05(13) 0,31+0,04(10) 0,0091
Marrom 0,12+0,05(13) 0,14+0,03(7) 0,17+0,03(13) 0,18+0,02(10) 0,0157
relativa

Legenda: Grupo Ambiente Controle e Dieta Controle (CC), Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta
Controle (CE), Grupo Ambiente Controle e Dieta Cafeteria (CAFC) e Grupo Ambiente
Enriquecido e Dieta Cafeteria (CAFE). Os dados de peso absoluto e relativo da gordura
mesentérica, inguinal, perirrenal e marrom foram avaliados com o Teste ANOVA one way
seguido do pos-teste de Tukey. Pesos absolutos e relativos da gordura retroperitoneal foram
avaliados com o Teste de Kruskal Wallis seguido do pés teste de Dunn’s. Comparagao entre
CAFC versus CC (*). Nivel de significancia p<0,05.

6.3.7 AvaliacBes celulares dos filhotes

A quantidade total de neurdnios que expressam o transportador de serotonina no

Nucleo Arqueado do Hipotalamo (ARC) néo foi diferente na comparacdo entre os

grupos experimentais aos 30 dias de vida (CC; CE; CAFC; CAFE p=0.5910) (Figura
16).
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Figura 16 - Representacéo grafica da analise quantitativa de neurénios SERT-IR no

nacleo arqueado hipotaldmico em prole jovem. Grupo Ambiente Controle e Dieta

Controle (CC= 4), Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta Controle (CE =3), Grupo

Ambiente Controle e Dieta Cafeteria (CAFC= 3) e Grupo Ambiente Enriquecido e Dieta

Cafeteria (CAFE=3). Utilizado o Teste ANOVA one way, com dados expressos em

média e desvio padrdo da média. Nivel de significancia p<0,05
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, investigou-se a intervencdao com ambiente enriquecido precoce e
seus efeitos sobre o desenvolvimento corporal e imunorreatividade de neurénios SERT
em filhotes de nutrizes que consumiram dieta de cafeteria na lactagéo. Os resultados
mostram que os filhotes que receberam intervencdo com AE apresentaram o peso
corporal, comprimento naso-anal e eixo antero-posterior maiores e circunferéncias
toracicas e abdominais menores que o grupo controle. Os filhotes que consumiram a
dieta de cafeteria e ndo receberam intervencdo ambiental, apresentaram o0 peso
corporal maior no periodo de lactagcdo e menor no periodo pés-demame que 0 grupo
controle. Além disso, apresentaram circunferéncias e eixos menores e maior
adiposidade que o grupo controle. Associado a esses resultados, a quantidade de
neurénios SERT-IR no nucleo arqueado do hipotalamo né&o teve diferenca entre os
grupos.

Nas nutrizes, a intervengcdo com ambiente enriquecido e o consumo de dieta de
cafeteria na lactacdo ndo provocou alteracées no peso corporal, nem no indice de
massa corporal, realizado no dia da eutanasia. Porém, ao analisar o peso das gorduras
apos o desmame, as nutrizes expostas a dieta de cafeteria na lactacdo demonstraram
elevada adiposidade inguinal, expressa como gordura por peso corporal. Ja o grupo
alojado em AE que recebeu a dieta de cafeteria, apresentou o peso da gordura
retroperitoneal maior, seja por peso corporal ou absoluto, que o grupo alojado em AE e
alimentado com racéo controle. Ou seja, independente do ambiente de alojamento, as
nutrizes que receberam a dieta de cafeteria apresentaram a adiposidade maior.

A literatura nos mostra, que nutrizes alimentadas com dieta de cafeteria na
lactacdo, apresentam perda de peso e maior adiposidade (GEORGE et al., 2019;

MARTINS et al., 2021). Esses resultados indicam que o0 gasto energético promovido
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pela lactacdo, associado a alta ingestdo de gordura e baixa ingestdo de proteina,
podem levar as nutrizes alimentadas com dieta de cafeteria a perderem massa magra
e acumular tecido adiposo. Uma menor ingestao de proteinas durante a lactagéo, pode
mobilizar os suprimentos maternos de proteina e gordura para sustentar a producéo de
leite (MARTINS et al., 2021). Porém, no presente estudo, as nutrizes que receberam
dieta de cafeteria ndo perderam peso corporal, mas tiveram maior adiposidade.

O acumulo de tecido adiposo principalmente na regido abdominal, € um dos
principais fatores que define um individuo como obeso. Em particular, uma grande
guantidade de gordura abdominal € um fator de risco para alteracdes metabdlicas,
como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, aterosclerose e infarto agudo
do miocérdio. Outras complicag6es do acumulo de gordura e consequente obesidade
sdo aresisténcia a insulina e a leptina (TEXEIRA, 2020). Porém, nao foi avaliado outros
parametros, como niveis de insulina, leptina, triglicerideos e colesterol, para se afirmar
gue a dieta levou a obesidade nas nutrizes.

No entanto, 0 peso relativo ao peso corporal dos encéfalos das nutrizes que
receberam dieta de cafeteria, independente do ambiente no qual foram alojadas, foi
maior que 0s grupos que nao receberam a dieta. Estudos mostram que 0 acesso a uma
dieta de cafeteria, induziu alteracbes morfoldgicas nos dendritos basilares dos
neurdnios piramidais laterais do coértex orbitofrontal (THOMPSON et al., 2017). Como
também, produziu alteracdes neuroplasticas e funcionais no nucleo accumbens (NAc),
levando a modificacdes estruturais na plasticidade em neurénios espinhosos medios e
aumento da expresséo de fatores neuroinflamatérios e microglia ativada (GUTIERREZ-
MARTOS et al., 2018).

Ademais, os filhotes descendentes de maes que receberam a dieta de cafeteria,

apresentaram peso corporal maior no dia pés-natal 14 e menor nos dias pds-natal 30 e
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35. Levando em consideracdo o desenvolvimento natural de ratos wistar, eles abrem
os olhos com aproximadamente duas semanas apds 0 nascimento e comeg¢am a usar
uma postura quadrupede por volta do 10° dia pés-natal, mas a caminhada geralmente
nao ocorre antes do dia 12 ao dia 15 (LI et al., 2016). Ou seja, em torno dos 14 dias
eles podem ter consumido a dieta de cafeteria, aumentando o peso corporal. Porém,
esse aumento ndo persistiu durante a ultima semana de lactacéo, chegando a ter perda
nos dias 30 e 35 no periodo pds-desmame. Além do mais, 0 mesmo grupo apresentou
circunferéncias toracicas e abdominais menores no pos-desmame, eixo antero-
posterior menor no dia pés-natal 21 e peso da gordura inguinal absoluta e relativa maior
no dia pés-natal 41.

O resultado das avaliagdes apds o uso da dieta hipercalorica ainda é conflitante
na literatura. Um dos resultados que ainda diverge é o peso corporal, uma vez que
alguns autores nédo identificaram alterag@o no peso corporal apés a dieta (ESTADELLA
et al., 2005; FRANCO, 2009; ZAMBON et al., 2009). Como também, alguns estudos
apresentaram aumento ou diminuicdo do peso corporal no grupo alimentado com dieta
rica em calorias (BUYUKDERE; GULEC; AKYOL, 2019; GEORGE et al., 2019).

A literatura também mostra que uma dieta materna desequilibrada pode levar a
consequéncias dismetabdlicas na prole (POMAR et al., 2017). Um estudo identificou
gue a exposicao apenas durante a lactacdo reduziu o peso da prole masculina, mas
aumentou a adiposidade antes do desmame (GEORGE, 2019). Esses achados
também tinham sido relatados por outro estudo, onde os descendentes amamentados
por maes que receberam dieta de cafeteria na lactacao tiveram peso corporal menor,
mas percentual de gordura corporal 2 vezes maior no desmame do que os filhos

amamentados por maes controle (POMAR et al., 2017; VITHAYATHIL et al., 2018).
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Outro estudo, utilizando uma dieta de cafeteria na lactagdo, mostrou que
descendentes de maes alimentadas com dieta de cafeteria apenas na lactacao,
apresentaram um fenotipo magro por fora e gordo por dentro, ao apresentarem menor
peso corporal e aumento da massa gorda corporal (POMAR et al., 2017). Além disso,
Wright (2011) também mostrou que no desmame, tanto filhotes machos como fémeas
de mées alimentadas com dieta de cafeteria mostraram um comprimento corporal
significativamente menor do que seus controles e maior conteddo de gordura corporal.
Esses resultados mostram o papel critico do periodo de amamentacdo para a
deposicao de tecido adiposo em roedores.

Além disso, os filhotes que receberam dieta de cafeteria, também apresentaram
aumento da gordura marrom, considerada a gordura “boa”. Esse fato pode ter ocorrido
devido ao acumulo de gordura branca na gordura marrom, como jé relatado em alguns
estudos onde ratos alimentados com alto teor de gordura eram mais gordos com
depdsitos aumentados de tecido adiposo branco e marrom (ALMEIDA et al., 2017).
Como também, prole adulta exposta a dieta CAF pds-desmame induziu acumulo de
lipidios na gordura marrom (SANTOS et al., 2017).

Consideravelmente, o presente estudo mostra que o consumo materno de uma
dieta de cafeteria durante a lactacdo parece afetar a prole de uma maneira
correspondente aos efeitos de uma dieta pobre em proteinas e uma dieta rica em
gordura, através da diminuicdo das circunferéncias e eixo antero-posterior e aumento
da adiposidade. A deficiéncia de nutricdo precoce causa atraso no crescimento
somatico, aumento da eficiéncia de armazenamento de gordura e menor massa magra
associada a um alto risco de desenvolvimento de doencas crénicas como hipertensao,
resisténcia a insulina e obesidade na vida adulta (ALHEIROS-LIRA et al., 2017).

Além disso, os filhotes provenientes de nutrizes que receberam a dieta de cafeteria
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na lactacdo, permaneceram com efeitos da dieta mesmo apoOs receberem racgéo
controle por dez dias. As alteragbes nas medidas murinométricas persistiram até o dia
pos-natal 40, além de aumento da adiposidade no dia pés-natal 41, quando foi realizada
a eutanasia.

Quando analisados os efeitos do AE no desenvolvimento da prole, o grupo alojado
em AE e alimentado com ragao controle, apresentaram comprimento naso-anal maior
gue o seu grupo controle, a partir do dia pos-natal 21, permanecendo o aumento até o
dia pés-natal 40. Também foi observado, maior eixo antero-posterior no dia pés-natal
21 e dia poés-natal 35 que o grupo controle. Assim como, os mesmos filhotes
apresentaram menor circunferéncia toracica e abdominal no periodo pos-desmame,
gue o seu grupo controle. Esses resultados mostram que os animais alojados em AE
séo mais desenvolvidos que os controles.

Ha evidéncias através de estudos em animais, de um efeito claro da atividade
fisica no crescimento e desenvolvimento do esqueleto. Estudos mostram, maiores
adaptacdes estruturais e materiais dos 0ssos em crescimento ao exercicio do que nos
0ssos de adultos (FORWOOD, 2008). Além disso, estudo recente sugeriu que o AE
composto por roda de corrida e escadas para promover atividade fisica, induziu
hipertrofia muscular através do aumento da atividade fisica voluntaria (ROSTAMI et al.,
2022)

Porém, o grupo alojado em AE com CAF, apresentaram o comprimento naso-anal
menor no dia pos-natal 30 e 40, como também circunféncias toracicas e abdominais e
eixo antero-posterior menores no pos-demame, quando comparado ao grupo alojado
em AE com dieta controle. Sendo assim, 0s animais expostos a dieta CAF
apresentaram retardo no desenvolvimento corporal e a exposicédo ao AE do 1° dia pos-

natal ao dia 30 néo foi capaz de atenuar esses efeitos.
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O fato dos filhotes expostos ao AE e alimentados com ragao controle serem mais
desenvolvidos, pode ser devido a efeitos do AE no metabolismo. O estudo de Mainardi
(2010), mostrou que o AE melhora a tolerancia a glicose, reduz a massa adiposa,
aumenta a ingestao de alimentos e regula negativamente a producao de leptina no rato
adulto. Além disso, a reducdo dos niveis de leptina circulante, aumentou a ingestdo
média de alimentos. Esses resultados foram esperados pelo estudo, visto que um
animal exposto a um nivel mais elevado de atividade fisica, tende a ter um maior
consumo.

Com relacdo aos efeitos do AE e da dieta no SNC, através da quantidade de
neurdnios SERT no nucleo arqueado do hipotdlamo, ndo foi encontrado diferenca
significativa. Porém, ainda estamos finalizando as analises, pois 0 nimero de animais
de cada grupo esté incompleto. No entanto, de acordo com os achados da literatura, a
dieta de cafeteria leva uma diminuicdo do SERT e o AE é capaz de influenciar o sistema
serotoninérgico positivamente.

Ao comparar o impacto do AE durante os primeiros 3 meses de vida, combinado
com atividade fisica, na neuroplasticidade e suas consequéncias funcionais, foi
observado um efeito principal do AE nos niveis do metabdlito da 5-HT (5-HIAA) em
ambos os sexos. Com relagéo ao turnover de 5-HT, medido como a razao de 5-HIAA/5-
HT, foi revelado um efeito principal significativo de AE, com as fémeas apresentando
taxas de rotatividade mais altas que os machos. A investigacdo dos efeitos do AE
nos niveis do receptor de serotonina 1A (5-HT 1a), mostrou que este receptor é
significativamente influenciado pelo AE no hipocampo de ambos os sexos (KOKRAS et
al., 2019).

Quanto a dieta CAF, em humanos, um estudo que utilizou varreduras de 123 I-

FP-CIT para SERT, relatou que a obesidade tem efeito sobre a disponibilidade de SERT
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no mesencéfalo de individuos adultos (NAM et al., 2018). Outro estudo, através da
neuroimagem molecular, onde € possivel a visualizacdo espacial e quantificagdo da
disponibilidade central do SERT, sustentou que a obesidade humana esta
frequentemente associada a diminui¢do da sinalizacdo serotonérgica (VAN GALEN et
al., 2021).

Em estudos experimentais, filhotes de nutrizes que receberam dieta com alto
teor de gordura e carboidrato durante a gestacdo e lactacdo, apresentaram uma
reducdo na expressdo do SERT no hipocampo quando adolescentes (DIAS et al.,
2020). Outro estudo, com camundongos geneticamente modificados mostrou que a
desativacao do transportador de serotonina, reduziu a ingestao de alimentos com dieta
normal e com dieta rica em gordura, mas aumentou o peso corporal e teor de gordura
(CHEN et al.,, 2012). Além disso, apesar da reducdo da ingestdo alimentar,
camundongos deficientes em SERT desenvolveram intolerancia a glicose, resisténcia
a insulina e obesidade (CHEN et al., 2012).

Como também, no estudo de Zha et. (2017), camundongos fémeas
geneticamente modificadas (SERT ) ndo mostraram diferenca no peso corporal e
reduziram a ingestdo de alimentos em comparacdo com camundongos de tipo
selvagem aos 3 meses. No entanto, exibiram um aumento significativo nos depésitos
de tecido adiposo branco e adip6citos aumentados. O tecido adiposo branco e
adipécitos aumentados sem alteracdo no peso corporal também foram observados em
camundongos fémeas sem SERT de 6 meses de idade (ZHA et al., 2017a).

Além disso, os niveis adiposos de IL-6 e TNF-a foram significativamente maiores
em camundongos SERT 7~ em comparagdo com o grupo controle, indicando que o
acumulo de lipidios em camundongos SERT -/- estimulou a inflamacgéo adiposa (ZHA

et al., 2017a). Além disso, as analises de tecidos adiposos de camudongos SERT -/-
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feminino e masculino, revelaram massa adiposa branca marcadamente expandida e
tamanho de adipdcitos aumentados, bem como massa de tecido adiposo marrom
reduzida e acumulo anormal de lipidios no tecido marrom (ZHA et al., 2017a). No
entanto, ndo se sabe como a deficiéncia de SERT promove obesidade e intolerancia a

glicose (CHEN et al., 2012; ZHA et al., 2017a).

8 CONSIDERACOES FINAIS

A dieta de cafeteria na lactacao teve efeitos no metabolismo da nutriz e dos
filhotes, aumentando a adiposidade e diminuindo parametros antropométricos. Esses
efeitos, podem ser decorrentes da composicao da dieta, por ter baixo teor de proteina
e alto teor de gordura. Sendo assim, pode ter ocasionado acumulo de gorduras e
perda de massa magra. O ambiente enriquecido teve efeitos sobre o desenvolvimento
dos animais, mas nao foi capaz de atenuar os efeitos da dieta. Quanto a quantidade
de neurdnios SERT no nucleo arqueado do hipotalamo, ndo foi obervado efeitos da

dienta, nem do ambiente.
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dieta de cafeteria na lactaghio: repercussdes da intervengdo com ambients
enriquecido precoce sobre a Ingestio alimemntar, 8 densidade neuronal da
serotonina e do transportador de serotonina em ratos jovens™. de
ragistrado com o n® 008372021 sob a respocsabiidade da Prof: Isabell Lins
Pinheiro Quée envolve & produgio, manulengso ou ullizacio de animats
perencenies ao fils Chordats, subflo Verebrata {excato humanos), para fins
da pesquisa centifica {ou ersing) - encontra-5e de acordo Com 08 precetos da
Lai n® 11,794, de 8 Ce cutubro de 2008, do Decmta n* 6,856, de 15 & julho de
2009, @ com a5 normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE
DE EXPERIMENTACAD ANIMAL (CONCEA}, # foi aprovads pels COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANBMAS (CEUA) DA UNNVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO (UFPE), em reumiiio de 2111202021

(Fingidade () Ensino (x) Pesques Cenliie
Vigkocks ca autcaza o L21N22021 A 31122023
Espdcmlirtagemiracs Ralo halarogdnico
'N® do snimans 1110 emmais =
Pazoicace 170-280gi90ei20das
Sexo | Madhos {80) e fémeas (20)
Origeen Biokeio de Crogso BolénalCaldnia de oragso do
Oepartamanto de Nulriga3a/UFPE
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Departamento ce Anatomia da UFPE
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