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“Nao sejas o de hoje.

Nao suspires por ontem...

nao queiras ser o de amanha.
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Vé a tua vida em todas as origens.
Em todas as existéncias.

Em todas as mortes.

E sabes que seras assim para sempre.
Nao queiras marcar a tua passagem.
Ela prossegue:

E a passagem que se continua.

E a tua eternidade.

Es tu”.

Cecilia Meireles
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Resumo

Tem-se proposto que o estresse pré-natal (EPN) estaria associado com o prejuizo no
desenvolvimento social e comportamental da prole. Fatores nutricionais durante a
prenhez e lactacdo também podem influenciar o desenvolvimento fetal e pds-natal.
Este estudo avaliou o desenvolvimento pés-natal de filhotes expostos ao EPN e a
suplementacdo com 6leo de peixe e gordura de coco in utero e durante a lactagao.
Ratas Wistar foram distribuidas em trés grupos: dieta regular, dieta suplementada com
gordura de coco ou com 6leo de peixe. Constatada a prenhez, foram subdivididas em
dois grupos: controle (CLT) e EPN. O estresse de restricao foi aplicado entre o 142 e
20° dias de prenhez e a suplementacdo, mantida durante a prenhez e lactacdo. O
desenvolvimento dos filhotes foi avaliado pelo peso corporal, reflexo postural, abertura
dos olhos e a ambulacdo entre o 1° e 21° dias de vida. As concentracoes de
corticosterona materna foram determinadas durante o procedimento de estresse: 2 dias
antes do EPN (basal) e imediatamente apés o EPN nos dias 14 e 21 de prenhez. O
comportamento tipo-depressivo no teste da natacédo forgcada e as concentracbes de
corticosterona foram medidos em machos adultos expostos ao EPN. O ganho de peso
das maes foi pejudicado pelo EPN, sendo que as concentragdes de corticosterona
estavam aumentadas no grupo EPN em relacdo ao grupo controle. Ao nascer, as
proles do grupo EPN apresentaram menor peso, sendo que este efeito foi mantido até
o desmame e prevenido pelas dietas de coco e peixe. A dieta de coco reduziu a
laténcia para o reflexo postural de fémeas no 1° dia de vida em relacdo aos outros
grupos e em machos, a dieta de peixe prejudicou este comportamento comparado com
a dieta regular. Em relacdo a ambulacédo, o EPN aumentou a ambulacido em machos e
fémeas, sendo que este efeito foi prevenido pela dieta de peixe em fémeas. Na idade
adulta, o EPN causou reducédo no peso de machos adultos quando comparado ao de
animais controle. Quando os animais foram avaliados no teste da natacdo forgcada,
encontrou-se reducao significativa no tempo de imobilidade em machos adultos EPN
quando comparados aos controles, sugerindo um efeito tipo anti-depressivo. A
atividade motora foi avaliada no campo aberto sendo que os animais ndo apresentaram
mudancas na ambulacdo. Em relagdo as concentracdes plasmaticas de corticosterona,
nossos resultados mostraram que imediatamente apds o teste, os machos do grupo
EPN-dieta regular apresentaram menor liberagdo de corticosterona quando

comparados com os controles. As dietas de peixe e coco também reduziram a
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concentragdo de corticosterona em machos controles em relacdo ao grupo controle-
dieta regular. Em conclusédo, o desenvolvimento pds-natal, do nascimento até idade
adulta, foi influenciado pelo EPN e pelas dietas oferecidas. Algumas das alteragdes
resultantes do EPN foram prevenidas pelas dietas de coco e peixe. Estes resultados
mostram que o EPN causa consequéncias que perduram até a idade adulta. Além
disso, ambas as manipulagdes, EPN e as dietas, influenciaram a liberagcdo de

corticosterona na idade adulta.

13



“Todo conhecimento comec¢a num sonho. O conhecimento nada mais é que a
aventura

pelo mar desconhecido, em busca da terra sonhada. Mas sonhar é coisa que nao
ensina. Brota das profundezas da terra. Como mestre s6 posso entao lhe dizer
uma

coisa: Conte-me seus sonhos para que sonhemos juntos”.

Rubem Alves

INTRODUCAO
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O estresse e o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)

A habilidade de um organismo de se adaptar ao ambiente é de fundamental
importancia para a sobrevivéncia (McEwen, 1999). A vida existe por causa da
manutencao de um complexo equilibrio dinamico interno do organismo, denominado
homeostase que é constantemente desafiado por estressores (Habib, Gold, Chrousos,
2001). Selye (1949) definiu estresse como uma ameagca real ou percebida ao estado de
homeostase. Mais recentemente, a resposta ao estresse tem sido referida como
alostase, significando a manutencao da estabilidade por meio de mudancas (Sterling e
Eyer, 1988). Esta resposta é adaptativa, transitéria e termina rapidamente com o
mecanismo da retroalimentagcao negativa. Porém, quando o estimulo estressor é
incontrolavel ou prolongado o organismo perde sua resisténcia e entra na fase de
exaustao, que tem sido denominada de carga alostatica, em que 0 organismo paga um
preco muito alto pela resposta alostatica ineficiente ou custo adaptativo (McEwen,
2007).

Essa resposta ao estresse é coordenada pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) e pelo sistema nervoso autonémico simpatico. No que diz respeito ao eixo HPA,
o fator liberador de corticotrofina (CRH) é liberado do hipotalamo na circulagao porta-
hipofisaria da eminéncia mediana e estimula a pituitaria a liberar o hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH). Este horménio ativa o cértex das glandulas adrenais a
liberar os glicocorticéides, corticosterona (CORT) no rato ou cortisol em humanos. Os
glicocorticéides ligam-se aos receptores mineralocorticoides (MR) e estes parecem
estar envolvidos com a atividade basal do eixo HPA, enquanto que os receptores
glicocorticéides (GR) participam da restauracdo do equilibrio do organismo. A atividade

do eixo HPA esta envolvida com fungdes fisioldgicas importantes como o crescimento e
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a reproducao, enquanto que a hiperativacao esta relacionada com a supressao de
alguns sistemas, tais como o reprodutivo e imunoldgico, além de tornar o individuo
susceptivel ao desenvolvimento de doencas (Chrousos e Gold, 1992; Vazquez, 1998;

Weinstock, 2005; Maccari e Morley-Fletcher, 2007).

Depressao

Transtornos neuro-psiquiatricos afligem aproximadamente 450 milhdes de
individuos mundialmente (World Health Organization, 2001). Destes transtornos, a
depressao que afeta mais mulheres do que homens, tem sido considerada um
problema de saude publica de magnitude crescente, com estimativas que apontam a
depressao maior como a terceira doenga mais incapacitante nos paises desenvolvidos
e a primeira nos paises em desenvolvimento, no ano de 2020 (Murray e Lopes, 1997;
World Health Organization, 2001). Os sintomas depressivos sdo descritos desde a
antiguidade em diversos lugares e culturas, sugerindo que sua existéncia € universal e
atemporal. A presenca do humor deprimido costuma ser descrito como sentimentos de
tristeza, vazio ou desesperanca em 90% dos pacientes. Queixas de ansiedade,
irritabilidade e preocupacao também sdo comuns, assim como o desinteresse ou perda
da capacidade de sentir prazer nas atividades habituais. Além disso, pode ocorrer
sentimento de culpa e reducdo da auto-estima. Na maioria dos casos, as pessoas com
depressao apresentam redugdo do apetite com perda de peso e alteracées no sono
como insbnia terminal, despertando horas antes do necessario. A perda de energia,
cansaco e fadiga excessiva estao presentes em praticamente todas as pessoas com
depressdo assim como a indecisdo, perda da capacidade de concentragdo e

esquecimentos (Justo et al., 2007).
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Desde a antiguidade, busca-se compreender os mecanismos envolvidos na
psicopatologia dos transtornos de humor. Considerando suas bases biol6gicas, muitos
estudos identificaram mudancas neuroendécrinas, neuroquimicas e neuroanatémicas
em pacientes com depressao maior (Heim, Plotsky, Nemeroff, 2004). Muitas destas
alteragdes afetam circuitos neuronais envolvidos na modulacdo da emocédo e da
resposta de estresse (Arborelius et al., 1999). Episédios de depressao na idade adulta
sdo freqlientemente exacerbados pelo estresse prolongado, sugerindo que o estresse
precoce na infancia possa induzir a sensibilizacdo a estressores subsequentes, que em
interacdo com outros fatores de risco predisporia os individuos ao desenvolvimento da
depressao (Kendler et al., 1992). Alguns autores tém sugerido um modelo interacionista
para explicar a relacao entre estresse, alteragdo do eixo HPA e desenvolvimento da
depressao. Neste modelo (Fig. 1), experiéncias adversas precoces, como o estresse na
infancia, poderiam induzir uma sensibilizacdo a estressores subseqiientes que em
interacdo com outros fatores, predisporia o individuo ao desenvolvimento da depressao
na vida adulta (Agid, Kohn, Lerer, 2000; Heim e Nemeroff, 2001; Plotsky, Owens e
Nemeroff, 1998). Além disso, estudos epidemiol6gicos mostram que 40-50% do risco
para desenvolver depressdao € genético, embora 0s genes responsaveis pelo risco
aumentado ainda nao tenham sido identificados (Nestler et al., 2002). Assim, parece
que ha uma interacdo entre fatores ambientais e genéticos que influenciariam a
vulnerabilidade a depressdo em muitos pacientes (Nestler et al., 2002). Por outro lado,
nem toda depressao estaria associada com estresse precoce na vida e ha subgrupos
importantes de depressao que poderiam ser biologicamente diferentes (van Praag,

2004).
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Genética Ambiente

Variagdo alélica  ————» Estresse perinatal

APOIO
Periodos SOCIAL

sensiveis

* IDADE
— ; TRAUMA
PUBERDADE ’E‘ PICA

Experiéncia Social _‘y\

RESILIENCIA VULNERABILIDADE

ModificacOes cromating e

EXpressdao génica =

Figura 1 — Modelo da interacdo entre a genética e o ambiente na determinacdo de
resiliéncia ou vulnerabilidade dos individuos as doencas desencadeadas por estresse

(adaptado de Plotsky, Owens e Nemeroff, 1998).

O estresse parece estar envolvido com o desencadeamento e manutengéo de
doencas psiquiatricas especificas. Por exemplo, estressores psicossociais estariam
temporariamente e talvez causalmente, associados com o inicio de episédios
depressivos e também de sintomas ansiosos (Post, 1992; Brown, 1993; Breslau et al.,
1997). A hiperatividade do eixo HPA é um dos resultados mais consistentes em
pacientes com depressdo maior desde a década de 50, sendo que aproximadamente
metade destes apresenta hipersecrecdo de cortisol (Nestler et al., 2002; Pariante,
2006). Estas alteracbes sao revertidas pelo tratamento com medicamento

antidepressivo (Holsboer, 2001).
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O estresse pré-natal e suas conseqliéncias

O efeito do estresse durante a prenhez tem sido de grande interesse devido as
suas consequléncias sobre o desenvolvimento da prole em relacdo ao comportamento,
morfologia, fisiologia e resposta imunoldgica (Weinstock, 2001). Ha diversas evidéncias
de que variacdes no ambiente pré-natal podem influenciar as respostas dos individuos
na idade adulta. Especula-se que a plasticidade pré-natal dos sistemas fisiol6gicos
permite que fatores ambientais, agindo sobre a mae e/ou sobre o feto, alterem a
diferenciacao de um 6rgao, tecido ou sistema de modo a preparar adequadamente o
feto para as condicdes ambientais extra-utero (Weinstock, 2001; Maccari et al., 2003).
Porém, condicbes extremas como estresse intenso e/ou desnutricdo, poderiam
aumentar a vulnerabilidade ao desenvolvimento de anormalidades fisiologicas e
comportamentais de curta ou longa duracdo na prole, como por exemplo, peso
reduzido ao nascer, aumento da morbidade infantil, retardo na locomocao e cognicao
(Schell, 1981; Meier, 1985; Lesage et al., 2004; Weinstock 2005). Em humanos, o
atraso no crescimento intra-uterino e reducdo do peso ao nascer sdo considerados
indices de estresse pré-natal e estes resultados tém gerado a hipdtese da origem fetal
das doencas cardiovasculares (Barker, 1995). Essa hipétese da origem fetal das
doencas cardiovasculares ou conceito de programacéo fisioldégica precoce explicaria a
associacao entre eventos ambientais pré-natais e o desenvolvimento e crescimento
fetais alterados e a fisiopatologia tardia, refletindo a acdo de fatores durante um
periodo ou janela sensivel do desenvolvimento em afetar a organizacdo de tecidos
especificos que estao vulneraveis, produzindo efeitos que persistem ao longo da vida

(Barker, 1995; Seckl e Meaney, 2004).
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Tem se aventado a hipétese de que os glicocorticdides de origem materna seriam
responsaveis pela correlacdo entre o baixo peso ao nascer e transtornos
neuroendocrinos, metabdlicos e cardiovasculares como a hipertensao, diabetes tipo 2,
doenca coronariana isquémica e outras doencas na idade adulta (Seckl, 1998). A
reducao é mais critica quando a administracao é feita em estagios tardios da gestacao,
refletindo a agao catabdlica deste esterdide e que se manifesta no peso reduzido ao
nascer durante um periodo que seria de maximo crescimento somatico fetal. Esses
esterdides sdo importantes para maturacdo normal de muitas regides do sistema
nervoso central em desenvolvimento, iniciando a maturagdo de terminais nervosos,
remodelando axdnios e dendritos e a sobrevivéncia celular (Seckl e Meaney, 2004).
Desse modo, o cérebro seria muito sensivel a esses fatores programadores e assim o
comportamento materno e os glicocorticdides teriam uma poderosa propriedade
programadora (Seckl, 1998; Huizink, Mulder, Buitelaar, 2004).

Outros estudos revelam que o feto é sensivel ao ambiente materno e mostram
que mulheres gestantes ansiosas, que possuem um fluxo sanguineo alterado nas
artérias uterinas, podem influenciar o desenvolvimento de seus fetos (Groome et al.,
1995; Teixeira, Fisk, Glover, 1999). Resultados mostram que experiéncias ambientais
adversas ocorridas precocemente predispdéem os individuos a desenvolver transtornos
afetivos e de ansiedade na vida adulta (Heim e Nemeroff, 1999). Por exemplo, o
estresse durante a infancia aumenta o risco para depressdo na idade adulta, onde
mulheres com histéria de abuso sexual ou fisico na infancia apresentam mais sintomas
de depressdo e ansiedade na idade adulta do que aquelas sem historia de abuso
(McCauley et al., 1997).

Em ratos, a auséncia de conexdes neurais entre mae e feto indica que mudancgas

comportamentais e funcionais induzidas pelo EPN sejam mediadas pelos horménios da
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mae que atravessam a placenta e atingem a circulagao fetal. O ACTH e a CORT séao
detectados no plasma do feto e da mae nao-estressada a partir do 16° dia de prenhez
em ratos (a prenhez em ratos tem duracao de 21 dias), quando o eixo do feto ja esta
ativo. Antes disso, por exemplo, no 10° dia, o ACTH plasmatico aumenta na mae
enquanto que a CORT aumenta na circulagdo de ambos (Weinstock 2005). Foram
encontradas concentragdes aumentadas de CORT no plasma de ratas estressadas e
de seus fetos durante o 14° e 19° dias de prenhez (Zarrow et al.,, 1970). Zagron e
Weinstock (2006) também mostraram concentragées aumentadas de CORT nos dias
17 e 20 de prenhez. Esses autores usaram uma forma suave de estresse pré-natal
durante a Ultima semana de prenhez e verificaram déficit de aprendizagem e aumento
de ansiedade na prole, sendo que este efeito foi prevenido pela adrenalectomia e
reposicado com CORT, indicando que os glicocorticéides contribuem significativamente
para a génese dos efeitos comportamentais de animais submetidos ao EPN. Neste
estudo, as fémeas foram mais sensiveis aos efeitos do EPN em relacéo a ansiedade e
0s machos mais prejudicados no modelo de aprendizagem. As diferengas entre os
géneros dependem da gravidade do estresse, do tempo de exposicdo ao estressor
durante a prenhez, da quantidade de horménio que atinge o cérebro, da taxa de
desenvolvimento de sistemas neurais especificos e sua sensibilidade as concentracoes
circulantes de CORT (Zagron e Weinstock, 2006).

Existem algumas possibilidades para explicar o aumento de CORT no feto. Uma
delas seria a transferéncia através da placenta, mas alguns autores relatam que o
acesso ao feto seria limitado pela enzima 11p-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2
(11B-HSD2) que converte a CORT ativa em um produto inativo (Reznikov, Nosenko,
Tarasenko, 1999; Edwards et al., 1996). No entanto, animais submetidos ao EPN

apresentam reducédo da enzima 11p-HSD2 o que permite maior acesso da CORT ao
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feto (Mairesse et al, 2007). Esse resultado em ratos confirma dados em humanos
mostrando uma correlagéo positiva entre o cortisol materno e o fetal (Gitau et al, 1998).
A outra possibilidade seria que o CRH materno cruzaria a placenta e ativaria o eixo
HPA fetal diretamente, o0 que explicaria as concentracbes aumentadas de
glicocorticéides (Williams et al., 1998). Além disso, durante a gestacao a placenta
torna-se uma unidade endécrina transitéria que pode produzir CRH e outros horménios,
sendo este CRH idéntico ao produzido pelo hipotalamo porém nao esta sujeito ao
mecanismo de feedback negativo, ao contrario, participa de mecanismos de feedback
positivo. Assim, a CORT da mae poderia estimular a producédo de CRH pela placenta e
este ativaria o eixo HPA fetal (Petraglia et al., 1990; Sandman et al., 1997). A figura 2

representa os mecanismos descritos acima.
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Figura 2 — Efeito do EPN sobre a regulagcdo hormonal na méae, placenta e feto.
Linha soélidas representam ativagao; linha pontilhada indica efeito inibitorio; em negrito

mecanismo feedback positivo (Huizink, Mulder, Buitelaar, 2004).
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O desenvolvimento e a maturacdo do eixo HPA €& espécie-especifico. Em
primatas, o crescimento cerebral e parte do desenvolvimento neuroendd6crino ocorrem
antes do nascimento, mas em ratos, camundongos e coelhos tal evento ocorre apds o
nascimento (Weinstock, 2008, Figura 3). Ao nascer, o cérebro do rato possui cerca de
12% de seu peso quando adulto. Apds o nascimento, o desenvolvimento pds-natal é
rapido e 0 animal atinge o peso adulto em 40 dias. O desenvolvimento cerebral no rato
entre os dias 12-14 é compativel com o de bebés humanos pré6ximo ao nascimento
(Huizink, Mulder, Buitelaar, 2004). Alguns estudos mostram que a elevacdo de CORT
plasmatica causada pelo EPN continua ap6s o fim do estresse, durante o periodo de
lactacao, e este esterdide atingiria o filhote pelo leite ou poderia modificar o cuidado

materno (Pfister e Muir, 1989; Darnaudery e Maccari, 2008).
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Figura 3 — Comparacao do desenvolvimento encefélico de ratos e humanos (Morgane
et al., 2002)
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Desse modo, o EPN tem sido usado como modelo animal de depressao,
especialmente porque os estudos indicam que este modelo preenche dois dos trés
critérios necessarios para validacdo de modelos animais de doenca psiquiatrica. A
validade preditiva, capacidade do teste de prever efeito de drogas usadas na clinica, e
a validade de constructo, correspondéncia entre os processos psicobiolégicos
implicados na patogenia e o comportamento do animal medido no teste, sdo altas,
sendo anormalidades observadas no rato submetido ao EPN semelhantes aquelas
encontradas na depressdao humana (Maccari et al., 2003; Maccari e Morley-Fletcher,
2007). Algumas dessas anormalidades sao: prejuizo da inibicao do feedback do eixo
HPA (Maccari et al.,, 1995; Koehl et al., 1999; Morley-Fletcher et al., 2003b), que é
associado ao prejuizo da neurogénese hipocampal (Lemaire et al., 2000); alteracado do
ciclo sono-vigilia com aumento de sono REM (Dugovic, 1999), alteracbes de ritmos
circadianos como o da secrecao de CORT e da atividade locomotora (Khoel et al, 1997;
1999) e disfuncao do sistema serotonérgico cortical (Morley-Fletcher et al., 2004). Além
disso, ratos estressados pré-natalmente apresentam prejuizos comportamentais como
atividade sexual diminuida (Rhees et al., 1999), aumento do comportamento tipo-
ansioso (Weinstock, 2001) e tempo de imobilidade aumentado no teste da natacao
forcada (TNF) (Morley-Fletcher et al., 2004). Segundo Weinstock (2008), os estudos
com ratos e camundongos indicam que alteragbes sdo observadas na programacao do
eixo HPA de filhotes se o estresse materno é de intensidade suficiente e se
administrado pelo menos uma vez ao dia entre 0 14° e 21° dia de prenhez.

Porém, a esséncia dos sintomas da depressdo clinica envolve alteragdes no
humor que ndo podem ser avaliadas em animais. Entretanto, parametros
comportamentais relacionados com a depressdao em humanos como a perda do coping,

isolamento social, falta de prazer (anedonia) podem ser mensuradas em condi¢cdes
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apropriadas. Por exemplo, a falta de controle sobre a situacdo aversiva levaria a
expectativa de que o estimulo aversivo subseqliente seria incontrolavel e isto
precipitaria um comportamento denominado de desamparo aprendido (Seligman,
1972). Similarmente, este comportamento passivo também seria observado no TNF.
Neste modelo, os animais sdo expostos ao teste por duas vezes com intervalo de 24
horas, € na segunda exposi¢ao apresentam tempo de imobilidade aumentado porque
aprendem que essa situagao é inescapavel (Porsolt et al., 1978).

Embora as relagdes entre a imobilidade observada no TNF e o comportamento
tipo-depressivo ndo sejam claras, os estudos sugerem que haveria alguma
caracteristica comum entre a depress@do em humanos e este comportamento do rato
(Weinstock, 2001). O tratamento com muitas classes de antidepressivos diminuem o
tempo de imobilidade (Porsolt et al., 1978). Muitos estudos usando paradigmas de
estresse pré-natal mostram aumento no tempo de imobilidade que pode ser revertido
com o uso de antidepressivos (Alonso et al., 1991; Morley-Fletcher et al 2003b; 2004;
Szymanska et al., 2009). Animais que nao foram submetidos ao estresse pré-natal
podem apresentar aumento no tempo de imobilidade pela infusdo de CRH no locus
coeruleus (Butler et al., 1990) e reducado deste pardmetro apdés administracdo de
metirapona ou adrenalectomia (Mitchell e Meaney, 1991; Baez e Valosin, 1994). Estes
resultados sugerem que o desespero comportamental observado no TNF esta
associado com aumento na atividade de CRH e ativagéo do eixo HPA.

Segundo Weinstock (2008), resultados demonstram um possivel envolvimento
do estresse pré-natal na etiologia do comportamento tipo-depressivo, mas fatores
genéticos também seriam importantes. Ao contrario dos resultados encontrados com
ratos Sprague-Dawley e Wistar, o estresse de restricdo materno trés vezes ao dia ndo

induz comportamento tipo-ansioso ou tipo-depressivo em ratos Lewis ou Fischer (Storh
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et al., 1998; Van den Hove et al., 2005). Além disso, outros estudos mostram uma
dissociacao entre a reatividade do eixo HPA ao estresse e o comportamento (Stohr et
al., 2000; Solberg et al., 2003).

Os resultados dos estudos com estresse durante a prenhez tém sido
controversos e muitas dessas discrepancias poderiam ser oriundas de diferencas nos
procedimentos usados tais como o tipo de estressor, a linhagem dos animais, o periodo
da prenhez em que o estressor foi aplicado, a fase do ciclo claro-escuro, tipo de
estressor pés-natal e/ou a idade dos animais apdés o nascimento (Weinstock, 1997,
Williams et al., 1999; Kofman, 2002). E interessante notar que algumas manipulagdes
pds-natais como a adocdo, o handling e o ambiente enriquecido podem neutralizar os
efeitos do estresse pré-natal (Maccari et al., 1995; Secoli e Teixeira, 1998; Drago, Di
Leo, Giardina, 1999; Morley-Fletcher et al., 2003a; Lemaire et al., 2006), enquanto que
outras, como a administracdo de CORT neonatal teria efeito oposto ao do estresse pré-

natal (Catalani et al., 1993, 2000; Vallée et al., 1997).

Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e sua importancia para o

desenvolvimento corporal

Os acidos graxos essenciais (AGE) recebem essa denominagdo porque sao
obtidos somente pela dieta, pois o organismo animal ndo € capaz de sintetiza-los
(Spector, 1999; Haag, 2003). O acido linoléico (LA) ou n-6 e o acido alfa-linolénico
(ALA) ou n-3 séo considerados AGE e seus metabdlitos mais conhecidos sdo os acidos
gamalinolénico (GLA), dihomogamalinolénico (DGLA), araquidénico (AA) e acidos
eicosapentandico (EPA), docosahexandico (DHA), respectivamente (Figura 3). Devido

a longa cadeia carbbnica e ao numero de insaturacdes esses acidos graxos sao
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classificados como éacidos graxos poliinsaturados (PUFAs). Essas duas classes de
PUFAs sao metabolicamente e funcionalmente distintas e possuem funcdes fisiol6gicas
opostas; por exemplo, enquanto o n-3 suprime a sintese de citocinas IL-1 e IL-6
aumentando IL-2, o n-6 produz efeito oposto promovendo a liberacdo de horménio
liberador de corticotrofina (CRH) pelo aumento na producdo de citocinas via AA
(Yehuda, 2003). Além disso, sao constituintes das membranas celulares determinando
suas propriedades bioldgicas e a resposta celular a muitos estimulos (Das, 2003).
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Figura 3. — Biossintese de acidos graxos poliinsaturados. Em destaque estdo os

precursores e seus principais metabolitos (Borsonelo e Galdur6z, 2008).

27



Os PUFAs podem modificar a atividade da proteina cinase C, mediar a agdo de
fatores de crescimento, modular a resposta imunoldgica, influenciar a sintese de
radicais livres e 6xido nitrico, modificar a fluidez da membrana neuronal, modificar
enzimas ligadas a atividade da membrana e seu funcionamento e de canais ibnicos, o
namero e afinidade de receptores (Yehuda, 2003; Das, 2003). Além disso, podem
reduzir as concentracdes de colesterol e triglicérides, prevenir doengas coronarianas,
ter acado antiinflamatéria, caracterizando-se como essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento normais (Das, 2003).

Dietas geralmente contém uma quantidade adequada em ALA, porém a
biossintese de DHA nem sempre é suficiente para o bom funcionamento do sistema
nervoso (Uauy et al., 2000; Freeman, 2000). O principal PUFA encontrado no cérebro
€ o DHA e compreende cerca de 10 a 20% dos acidos graxos totais (Marteinsdottir et
al., 1998). No cérebro, DHA se acumula em sinaptossomas, astrécitos, mielina,
microssoma e membranas mitocondriais (Bourre et al, 1993). Além disso, alguns
estudos sugerem que esses PUFAs, especialmente o DHA, promovem a maturacao
neuronal e sensorial em criancas (Das, 2003); no entanto, os individuos podem variar
em sua habilidade para sintetiza-los ou incorpora-los no cérebro e em outros tecidos
(Horrobin e Benett, 1999; Youdim, 2000).

Estudos mostram que tanto a integridade como o funcionamento neuronal
podem ser alterados pela deficiéncia em n-6 ou n-3 durante o desenvolvimento fetal e
neonatal (Innis, 1994; Anderson, 1994; Fedorova e Salem, 2006; Carlson, 2009). O
leite materno fornece a crianca tanto DHA como AA e suas concentracées podem
variar de acordo com a dieta da mae e as mesmas nao sao afetadas pela quantidade
de seus precursores na dieta, sugerindo que é necessario suplementar a dieta materna

com PUFAs pré-formados (Ratnayake & Hollywood, 1997 apud Horrocks & Yeo, 1999).
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Durante o desenvolvimento fetal, o DHA é transportado preferencialmente através da
placenta para a circulacao fetal, embora o cérebro e o figado do feto e da crianga
possam produzir uma quantidade limitada de DHA que nao é suficiente para o bom
desenvolvimento (Salem et al., 1996; Green & Yavin, 1998).

A deposicao de PUFA no sistema nervoso central (SNC) é rapida durante o
crescimento cerebral pré e pés-natal e é dependente da quantidade oferecida na dieta
durante a gestacéo e lactacdo (Broadhurst et al., 2002; Innis, 2008; Zeisel, 2009). No
rato, as concentracées de DHA aumentam rapidamente a partir do 14° dia de prenhez
até o nascimento, para constituir 10 a 12% dos acidos graxos totais. Apos o parto, suas
concentragdes continuam a aumentar e atingem um platdé por volta do desmame. Este
aumento cortical coincide com periodos ativos de neurogénese, migracdo e
diferenciacao de neuroblastos, sinaptogénese e mielinizacao axonal (Green e Yavin,
1996; Green et al., 1999; Schiefermeier e Yavin, 2002). Assim, a deficiéncia de PUFA
durante a gestacdo e lactacdo estaria relacionada com baixo peso ao nascer e
alteracoes estruturais no cérebro culminando com o mau desenvolvimento cerebral e
acuidade visual (Horrocks & Yeo, 1999; Chalon et al., 2001; Broadhurst et al., 2002;
Silva et al., 2002; Takeuchi et al., 2002; Zimmer et al., 2002; Das, 2003; Walker et al.,
2004).

Alguns estudos mostram que populagdes que ingerem uma dieta rica em PUFA
apresentam uma prevaléncia menor de sintomas depressivos e de depressao (Hibbeln,
1998; Tanskanen et al., 2001ab). Além disso, 0 exame da composi¢do sérica de PUFA
em ésteres de colesterol e fosfolipidios de pacientes com depressao, mostra reducao
nas concentracbes de omega-3 total (Maes et al.,, 1996,1999). Outros autores
encontram reducdo de omega-3, particularmente DHA, na membrana de hemacias de

pacientes com depressdo (Edwards et al., 1998; Peet et al, 1998). A associacao de
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omega-3 a terapia convencional com antidepressivos produz melhora dos sintomas
depressivos, especialmente, do humor deprimido, insénia e sentimento de culpa,
enquanto outro estudo também mostra reducdo nos escores de depressdao com
aumento das concentracées de DHA ao final do tratamento comparado com aquelas
encontradas no pré-tratamento (Peet e Horrobin, 2002; Su et al., 2003).

As concentracbes de CORT também podem ser moduladas por fatores
nutricionais (Tannenbaum et al.,, 1997; Trottier et al., 1998). Filhotes de maes
alimentadas com dietas ricas em gordura apresentam reducao na liberacdo de CORT
60 minutos apo6s exposicao ao éter no 10° dia pds-natal (Trottier et al., 1998). Porém,
outro estudo mostra aumento na liberagdo de CORT em ratos machos alimentados
com dieta rica em gordura durante 7 e 21 dias de vida (Tannenbaum et al., 1997).

Em animais, dietas contendo PUFA atenuam ou bloqueiam os efeitos
comportamentais e bioquimicos causados pela administracao intracerebroventricular de
IL-1 em animais submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE), um teste de ansiedade
(Song et al., 2003). Esses dados sugerem que os PUFAs parecem diminuir a resposta
ao estresse, auxiliando a manutencao da integridade do eixo HPA.

Alguns estudos mostraram que a administracdo de PUFA n-3 durante os periodos
de gestacao, lactacao e/ou pos-desmame, previne o efeito tipo-depressivo na idade
adulta (Naliwaiko et al., 2004; Ferraz et al., 2008). Além disso, tratamento de ratos
adultos com PUFA n-3 resulta em efeito tipo-antidepressivo no TNF (Carlezon et al.,
2005; Huang et al., 2008; Venna et al., 2009). Uma das principais fun¢cées dos PUFAs
no sistema nervoso esta relacionada com o funcionamento das membranas neuronais
que precisam estar num estado 6timo de fluidez para permitir a troca ibnica. A
composigao ideal de PUFA na dieta ndo estd totalmente estabelecida, mas tem se

sugerido que a proporcao 4:1 entre omega-6/omega-3 exerce efeitos benéficos para as
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funcbes cerebrais como memodria, aprendizado, cognigdo e humor. Assim, uma
composicdo adequada na dieta pode melhorar o desempenho cerebral e ser de
extrema importancia para um bom estado geral de saude mental (Horrocks e Yeo,

1999; Freitas e Kietzer, 2002).
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OBJETIVO
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Todos os resultados apresentados na introducao sugerem que tanto o estresse
pré-natal como a deficiéncia em PUFA causariam alteracées no desenvolvimento que
poderiam resultar em mudancas comportamentais e neuroenddécrinas associadas com
transtornos mentais, especialmente a depresséo.

Desse modo, considerando-se que o estresse pré-natal pode contribuir para o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como a depressao, pelos efeitos
deletérios causados pelos glicocorticoides, questionamos se a suplementagcdo com
PUFA durante a gestacao e lactacao poderia prevenir ou reduzir possiveis alteracoes
comportamental e neuroendécrina induzidas pelo estresse pré-natal. Assim, este
estudo propde-se a investigar o efeito da suplementagdo com PUFA n-3 em animais
estressados pré-natalmente, sobre medidas de desenvolvimento pds-natal e sobre a

resposta comportamental e de CORT na idade adulta.
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MATERIAL E METODOS
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Animais

Foram utilizadas 42 ratas fémeas Wistar, com 10 semanas de idade e peso médio
de 281g, obtidas do Biotério do Departamento de Psicobiologia da Universidade
Federal de Sao Paulo, seguindo os principios éticos estabelecidos pelo CIOMS
(International Guiding Principles for Biomedical Research involving Animals,
Genebra, 1985) e ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/EPM
(CEP N°. 1689/05). Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (38,4 x 31,5
x 17cm) forradas com serragem, e receberam comida e agua ad libitum. O laboratorio
foi mantido com controle de temperatura (23+2°C) e com programa de iluminacao

artificial (luminarias acesas as 7:00 h e apagadas as 19:00 h).

Suplementacao com PUFA n-3

A suplementacdo com PUFA n-3 (Sigma®, USA) e com gordura de coco foi
oferecida na dieta. Foram utilizados trés tipos de dieta: dieta regular, racdo comercial
(Nuvilab®); dieta suplementada com PUFA n-3, que foi preparada no Departamento de
Psicobiologia da Universidade Federal de Sao Paulo/EPM, acrescida com 11% de 6leo
de peixe (n-3) a racdo comercial (Nuvilab®) e ragdo suplementada com gordura de
coco preparada de modo semelhante a dieta com 6leo de peixe. Foram ajustadas as
proporcées de proteina e de antioxidante [butil hidrotolueno (BHT)] para equilibrar o
conteudo de proteina e controle da oxidacgao lipidica, respectivamente. Dessa forma, os
animais foram alimentados com dietas contendo porcentagens equivalentes de
gordura, diferindo somente quanto ao tipo da mesma. A gordura de coco foi escolhida
porque contém uma quantidade muito baixa de acido graxo poliinsaturado quando

comparado com o 6leo de peixe (Borsonelo et al., 2007).
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Os animais foram divididos em trés grupos [Grupo suplementado com PUFA n-3
(N=12); Grupo suplementado com gordura de coco (N=10) e Grupo nao-suplementado
(N=20)] e posteriormente subdivididos em dois grupos [estresse pré-natal (EPN) e
controle (CTL)].

As ratas foram alimentadas com as dietas regular e suplementadas com 6leo de
peixe ou gordura de coco durante 15 dias (adaptacédo) e, entdo, acasaladas com
machos experientes nao submetidos a suplementacao. A constatacao da presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal determinou o dia zero de prenhez. Durante a
prenhez e amamentacgao a suplementacao foi mantida. Os acidos graxos presentes nas
dietas estdo descritos na Tabela 1 conforme andlise realizada no Laboratério Adolf
Lutz.

As dietas suplementadas foram preparadas duas vezes ao més mantidas sob

refrigeracao a 412 °C.
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Tabela 1 — Composicao dos acidos graxos da dieta regular e suplementadas com 6leo

de peixe ou gordura de coco

Acidos graxos Dieta Dieta Dieta suplementada
regular suplementada com Oleo de peixe
com gordura de
coco
Saturados
C6:0 caprdico 0,00 <50 0,00
C8:0 caprilico 0,00 448 0,00
C10:0 caprico 0,00 426 0,00
C12:0 laurico 0,00 5730 <50
C14:0 miristico 0,00 1825 880
C15:0 pentadecaenoico 0,00 0,00 70
C16:0 Palmitico 698 1642 2021
C17:0 margarico 0,00 0,00 57
C18:0 estearico 140 395 349
C20:0 araquidico <50 <50 <50
C22:0 behénico <50 <50 <50
Monoinsaturado
C14:1 miristoleico 0,00 0,00 <50
C16:1 palmitoleico 0,00 0,00 992
C17:1 heptadecendico 0,00 0,00 <50
C18:1 cis-octadecendico n-9 1113 2614 1395
C20:1 eicosaendico <50 <50 83
Poliinsaturado
C18-2 linoleico n-6 2510 2150 1811
C18-3 linolénico n-3 212 148 251
C20:5 eicosapentaendico n-3 0.00 0.00 1007
C22:6 docosahexaendico n-3 0.00 0.00 884
Total lipideos * 6,81 17,14 17,29

Valores estdo expressos em mg/100g , * expressos em g/100g.

Estresse durante a prenhez

O estresse foi aplicado como previamente descrito (Ward e Weisz, 1984;
Maccari et al., 1995; Barbazanges et al., 1996). Entre o0 14° e 0 20° dias de prenhez, as
ratas de cada grupo (suplementado com PUFA n-3, suplementado com gordura de
coco e nao-suplementado) foram submetidas individualmente ao estresse de restricao

em tubos de PVC (6 cm de diametro e 20 cm de comprimento) e expostas a iluminacao
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intensa (duas lampadas fluorescentes compactas de 27 WATTS cada uma que
corresponde a 135 W quando comparado com a lampada incandescente) durante 45
minutos, 3 vezes ao dia (09:00 h, 12:00 h e 16:00 h). Outros animais de cada grupo
foram mantidos em suas gaiolas-moradias (grupo nao estressado). O dia do
nascimento dos filhotes foi denominado dia 0 e no dia pos-natal 1, as ninhadas foram
reduzidas a 10 filhotes (5 machos e 5 fémeas). Os machos e as fémeas de cada
ninhada foram desmamados no 21° dia de vida e utilizados para o experimento. Apds o
desmame, os machos e as fémeas de cada ninhada foram separados em grupos de
cinco animais/caixa e mantidos sob as mesmas condi¢des sociais durante todo o
estudo. A fim de evitar o efeito da ninhada, foram usados 2 ou 3 animais de cada
ninhada para avaliagcdo comportamental. Todos os animais foram alimentados ap6s o

desmame até a idade adulta com ragao comercial (Nuvilab®).
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Medidas do desenvolvimento pds-natal da prole

Apoés o nascimento das ninhadas, no dia 1 pés-natal, os filhotes foram contados,
pesados e diferenciados de acordo com o sexo. A prole foi avaliada até o 21° dia pés-
natal quanto ao:

e Peso corporal: esta medida foi realizada no 1°, 7%, 14° e 21° dias de vida. Dessa
forma, comparando-se as medidas dos subgrupos poderiamos observar se o
tratamento pré-natal e/ou a alimentacdo da mae produziram algum efeito sobre o
desenvolvimento ponderal dos filhotes.

¢ Reflexo postural: esta medida foi efetuada no 1¢, 3% e 7° dias de vida. Cada filhote
foi colocado sobre uma superficie plana, em decubito dorsal medindo-se o reflexo de
endireitamento, em segundos.

e Dia de abertura dos olhos: a partir do 13° dia de idade, os filhotes foram
observados. A abertura dos olhos foi determinada pelo deslocamento parcial da fissura
palpebral.

e Ambulacao: esta medida foi realizada nos 8° e 13° dias de vida. Utilizamos uma

arena quadrada, medindo 30 x 30 cm, com assoalho dividido em areas iguais de 6 x 6
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cm. Apenas um filhote era colocado por vez, na arena, quando contavam-se 0s
quadrados percorridos durante um minuto.
No 212 dia de vida, os filhotes foram desmamados conforme citado anteriormente.

As avaliagdes do desenvolvimento foram realizadas pela manha.

EQUIPAMENTOS

Aparelho para o Teste da Natacao Forcada

Utilizamos um cilindro de acrilico (30 x 50 cm), contendo 30 cm de agua na

temperatura de 25°C, adaptado do modelo descrito por Porsolt e colaboradores (1978).

Campo Aberto
Apébs a avaliacao dos animais no Teste da Natacdo Forcada os mesmos foram
colocados em uma caixa de madeira, medindo 60X60x30cm, com quadrados

demarcados (20X20cm) para posterior andlise de deslocamento do animal (atividade

motora).
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Coleta de sangue

O sangue das fémeas prenhez foi coletado dois dias antes do inicio do estresse
de restricdo (basal) e outras duas coletas foram realizadas no primeiro e no ultimo dias
do procedimento de estresse por volta de 10:00 h da manha.

Para a prole adulta, foram realizadas coletas de sangue seriadas. A primeira
coleta (basal) foi realizada dois dias antes do pré-teste e outras coletas foram feitas no
dia do teste: imediatamente, 20 minutos e 60 minutos apds o TNF.

A coleta de sangue de todos os animais foi realizada pela cauda. O sangue
coletado foi colocado em tubos de ensaio gelados contendo &cido
etilenediaminetetraacetico (EDTA). As amostras foram centrifugadas a 2400 RPM por

20 minutos a 4°C e o plasma mantido a -20°C até a analise por radioimunoensaio.

Dosagem de corticosterona

As concentracbes plasmaticas de CORT dos animais foram determinadas pela
técnica de radioimunoensaio com anticorpo especifico para ratos e camundongos, com
o kit comercial produzido pela ICN Biomedicals (Costa Mesa, CA), com um protocolo
modificado, que utiliza metade do volume dos reagentes, elaborado por Thrivikraman e
colaboradores (Thrivikraman et al., 1997). A sensibilidade do teste é de 3.125 ng/ml, e
as variagdes inter e intra-ensaios sdo de 10,3 e 7,1%, respectivamente. Foram
seguidas as etapas:

e Diluicao das amostras;

Preparacao da curva padrao;

Preparacao das duplicatas das amostras diluidas;

125,
1=

Adicdo de CORT marcada radiativamente com

Adicao de anticorpo anti-CORT de origem caprina;
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e Incubagéo por duas horas em temperatura ambiente;
e Adicao de solucéao precipitadora;

e (Centrifugacao a 2300 RPM por 15 minutos;

e Descarte do sobrenadante;

e Contagem da radioatividade em Contador Gama.

Glandulas adrenais
Os animais avaliados no teste da natacao forgada tiveram as glandulas adrenais
retiradas apoés a ultima coleta de sangue, para verificacao do peso relativo desta

estrutura: peso do érgao/peso corporal x 1000.

PROCEDIMENTO

Teste da Natacao Forcada

Os animais foram introduzidos individualmente no aparelho ja descrito e
deixados por 15 minutos para habituacdo (sessao pré-teste), 24 horas antes da
avaliacdo comportamental. Logo depois dessa sessdo, cada animal foi enxugado
cuidadosamente e recolocado em suas caixa-moradia. Vinte e quatro horas depois, 0s
animais passaram pela segunda sessdo por um periodo de 5 minutos e os
comportamentos de imobilidade, swimming e climbing foram registrados. As avaliagcdes

foram realizadas entre 9:30 h e 15:00 h e o comportamento filmado.

Campo Aberto
Logo apéds o teste de avaliagdo de comportamento tipo-depressivo, TNF (30

segundos depois), os animais foram avaliados por 5 minutos no campo aberto,
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mantendo-se as mesmas condicoes experimentais. A finalidade deste teste é a de
constatar possiveis alteracoes de atividade motora que possam interferir com o

comportamento no TNF.

Analise dos dados

A comparacdo dos resultados obtidos foi feita por meio da ANOVA com dois
fatores, para avaliar a influéncia dos fatores: Suplementacao (dieta regular, éleo de
coco, Oleo de peixe), Grupo (controle, estresse pré-natal) e sua possivel interagao.
ANOVA para medidas repetidas foi usada para analisar o peso corporal e 0 consumo
de racdo durante a amamentacao e para as medidas de CORT da prole adulta. A
ANCOVA foi usada para medidas de CORT materna. Comparamos o efeito entre os
grupos pelo teste a posteriori de Newman-Keuls, quando necessério. Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Mann-Whitney foi usado para abertura dos olhos Em todos os

casos, um valor de p igual ou inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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RESULTADOS
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I. Peso corporal durante a prenhez e amamentacao, consumo de racao durante
a amamentacao, tamanho da ninhada e concentracdo de corticosterona

materna

Durante a prenhez, a ANOVA mostrou que houve efeito da manipulagao pré-
natal [F(1,36)=11,81, p=0,001] e do tipo de dieta [F(2,36)=3,32, p=0,047] sobre o0 peso
corporal. Nao houve interacdo entre os fatores [F(2,36)=1,04, p=0,363]. O teste a
posteriori apontou que o grupo EPN ganhou menos peso em relacdo ao controle
(p=0,0003). Em relacao ao tipo de dieta, animais alimentados com as dietas regulares
e de peixe ganharam menos peso do que aqueles que receberam dieta de coco

(p=0,028; p=0,011) respectivamente (Grafico 1).

45



200 -

180

160 -

140 -

120

100 -

80 -

60

40 ~

Peso corporal diferencial durante prenhez (g)

20 A

dieta regular

m EPN

O controle

dieta coco

dieta peixe

Grafico 1 - MédiatEPM do peso corporal diferencial (peso final - inicial) durante a
prenhez de maes submetidas ao estresse e alimentadas com as dietas regular, coco ou
peixe (n=5-12). Newman-Keuls * p<0,001 representa a diferenca entre CLT x EPN; #

p<0,05 diferenca entre dieta coco x regular e peixe.

Embora o peso das ratas durante a prenhez tenha sido influenciado pelo estresse

e pelo tipo de dieta, a ANOVA nao demonstrou efeito da manipulagdo pré-natal

[F(1,36)=0,05, p=0,824], do tipo de dieta [F(2,36)=0,44, p=0,645] nem da interacao

entre os fatores [F(2,36)=0,20, p=0,812] sobre o tamanho da ninhada (Tabela 2).
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Tabela 2 - Numero médio de filhotes por ninhada em cada uma das

manipulagdes.

Dietas N | Controle N EPN

Regular 8 |12,25+1,23 12 | 12,25+0,90
Coco 5 [12,80+1,28 5 14,00+1,87
Peixe S5 |12,80+0,92 7 12,28+1,04

Durante a amamentacao, a ANOVA para medidas repetidas mostrou que nao
houve efeito da manipulacdo pré-natal sobre o consumo de racao [F(1,36)=0,00,
p=0,978], mas houve efeito da dieta [F(2,36)=5,30, p=0,009], sem interacdo entre os
fatores [F(2,36)=0,27, p=0,766]. O teste a posteriori apontou que o0 consumo de racao
suplementada com 6leo de peixe e gordura de coco é significativamente menor do que
o de dieta regular (p=0,017; p=0,055), respectivamente. Houve efeito do tempo sobre o
consumo [F(2,72)=232,48, p=0,0001], com um aumento significativo da ingestdo de
racéo ao longo das semanas em todos os grupos (antes parto x 12. semana, p=0,0001;
2% semana x 12 semana, p=0,0001). Houve interagcdo entre tempo e grupo
[F(2,72)=4,33, p=0,017], mas sem diferenca significativa entre os grupos controle e
EPN ao longo das semanas. Nao houve interacdo entre semana e dieta [F(4,72)=1,86,

p=0,127], nem interacdo geral entre os fatores [F(4,72)=1,51, p=0,209] (Grafico 2).
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Gréafico 2 - MédiatEPM do consumo de racdo durante a amamentacdo de maes
submetidas ao estresse e alimentadas com as dietas regular, coco ou peixe (n=5-12).
Newman-Keuls * p<0,001 representa a diferenca em relacdo a 12. semana; # p<0,05
representa a diferenca entre a dieta regular x peixe.

Quanto ao peso corporal durante a amamentacdo, a ANOVA para medidas
repetidas ndo demonstrou efeito da manipulacdo durante a prenhez sobre o peso
corporal [F(1,36)=1,75, p=0,194], mas houve efeito da dieta [F(2,36)=3,37, p=0,045] e
também interacdo entre os fatores [F(2,36)=3,20, p=0,05]. Houve efeito do tempo sobre
0 peso corporal [F(3,108)=18,62, p=0,000] mas ndo houve interacdo entre semana e
grupo [F(3,108)=0,57, p=0,638] nem interagdo entre semana e dieta [F(6,108)=0,82,
p=0,56]. Nao houve interacao geral entre os fatores [F(6,108)=0,26, p=0,956]. O teste
a posteriori da interacdo entre grupo e dieta, apontou que o grupo controle-dieta de

coco apresentou maior ganho de peso quando comparado aos grupos dieta regular

(p=0,05), dieta de peixe (p=0,005). Além disso, o grupo EPN-dieta coco ganhou menos
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peso do que seu grupo controle (p=0,03) (Grafico 3).
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Gréfico 3 - MédiatEPM do peso corporal das maes durante a amamentagao (n=5-12).
Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca dieta coco CLT x regular e peixe; #
p<0,05 representa a diferenca entre CLT x EPN dieta coco.

Em relagdo as concentracdes plasmaticas de CORT, a ANCOVA (niveis basais
como covariada) mostrou efeito da manipulacdo durante a prenhez [F(2,34)=63,21,
p=0,0001]. Nao houve efeito a dieta [F(4,68)=0,51, p=0,725] ou interacdo entre os
fatores [F(4,68)=1,76, p=0,147]. A analise a posteriori apontou que o grupo EPN
apresentou maior concentracdo de CORT quando comparado ao controle (p=0,0001)
no primeiro dia do estresse de restricdo sendo que esta diferenca foi mantida até o

ultimo dia de estresse (p=0,0001) (Grafico 4).
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Grafico 4 - MédiatEPM da concentragéo plasmatica de CORT durante a prenhez de
méaes CLT (n=18) e EPN (n=24). Newman-Keuls * p<0,001 diferenga entre os grupos
CLT x EPN.
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Il. Avaliacao do desenvolvimento pés-natal de machos

No 1° dia de vida, a ANOVA demonstrou que nao houve efeito da manipulacao
pré-natal sobre o reflexo postural [F(1,140)=0,50; p=0,480], nem do tipo de dieta
[F(2,140)=0,84; p=0,433]. Houve interacao entre os fatores [F(2,140)=4,28; p=0,016]. O
teste de Newman Keuls demonstrou que o grupo controle-dieta peixe demorou mais
tempo para endireitar o corpo em relagdo ao grupo controle-dieta regular (p=0,05). De
forma semelhante, o grupo EPN-dieta regular apresentou a mesma tendéncia quando
comparado ao seu controle (p=0,058). No 3¢ dia de vida, ndo houve efeito da
manipulagao pré-natal [F(1,140)=1,22; p=0,271], nem efeito da dieta [F(2,140)=0,53;
p=0,587] ou interacdo entre os fatores [F(2,140)=0,69; p=0,501]. Quanto ao 7° dia de
vida, nao foi verificado efeito da manipulacao pré-natal [F(1,140)=3,07; p=0,082], da
dieta [F(2,140)=0,60; p=0,55] ou da interacao entre os fatores [F(2,140)=0,35; p=0,703]
sobre o reflexo postural.

Estes resultados mostram que a dieta de peixe aumentou a duragao do reflexo
postural no 1° dia de vida quando comparado com a dieta regular e que o EPN parece

retardar essa resposta (Tabela 3).
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Tabela 3. Reflexo postural pés-natal em segundos (MédiatEPM).

Grupos Dia 1 Dia 3 Dia 7

Controle EPN Controle EPN Controle EPN

Dieta regular 6,45+2,12 | 17,57+3,17 | 1,83+0,23 | 1,94+0,23 | 1,05+0,10 | 1,01+0,07

N=15-33/ grupo f

Dieta coco 12,31£2,19 | 12,21+2,56 | 1,96+0,22 | 1,54+0,11 | 1,02+0,14 | 0,87+0,05

N=24-21/grupo

Dieta peixe 18,31+£3,53 | 12,39+2,28 | 2,16+0,27 | 1,82+0,23 | 1,14+0,10 | 0,93+0,06

N=21-32/grupo *

Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferengca entre dieta peixe x dieta regular no
grupo controle; fp= 0,058 representa tendéncia EPN x controle na dieta regular.

QOutra variavel analisada foi o peso corporal dos filhotes durante a
amamentacao. No 1° dia de vida, verificamos que houve efeito da manipulacao pré-
natal sobre o peso corporal [F(1,140)=7,19; p=0,008]. Nao houve efeito do tipo de dieta
[F(2,140)=1,22; p=0,299] nem interacdo entre os fatores [F(2,140)=1,69; p=0,189]. O
teste de Newman Keuls mostrou que o EPN reduziu o peso corporal de machos ao
nascer quando comparado ao controle (p=0,007) Grafico 5.

No 7° e 142 dias de vida, constatamos que n&o houve efeito da manipulagéo pré-
natal [F(1,140)=0,71; p=0,400] e [F(1,140)=2,86; p=0,093], respectivamente.
Verificamos efeito da dieta [F(2,140)=6,47; p=0,002]; [F(2,140)=16,88; p=0,000] e
interacdo entre os fatores [F(2,140)=4,08; p=0,019]; [F(2,140)=5,18; p=0,007],
respectivamente. Quanto ao 21° dia de vida, verificamos que ndo houve efeito da
manipulacdo pré-natal sobre o peso corporal [F(1,140)=3,24; p=0,074] mas houve
efeito do tipo de dieta [F(2,140)=29,64; p=0,0001], e interacdo entre os fatores

[F(2,140)=8,49; p=0,0001]. A partir do 7°. dia de vida, o teste a posteriori mostrou que
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o EPN prejudicou o crescimento dos animais no grupo alimentado com racao regular
em relacdo ao controle (p=0,012), sendo este prejuizo prevenido nos animais sob as
dietas de coco e de peixe comparados com a dieta regular (p=0,0001 e p=0,018,
respectivamente). Essas alteragbes foram mantidas no 14°. (EPN regular x controle,
p=0,007; EPN regular x coco e peixe, p=0,0001 e p=0,012) e no 21°. dias (EPN regular

x controle, p=0,0001; EPN regular x coco e peixe, p=0,0001 e p=0,0001) (Grafico 6 ).

Peso corporal 10. dia vida (g)

controle EPN

‘ O dieta regular @ dieta coco m dieta peixe

Grafico 5 - MédiatEPM do peso corporal no 1°. dia de vida de filhotes machos CTL
(n=60) e EPN (n=86). Neuman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre CLT x EPN.
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Grafico 6 - MédiaxtEPM do peso corporal entre 7°. e 21°. dias de vida de filhotes
machos (n=15-33/manipulagéo/dieta). Neuman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca
entre CLT x EPN, # p<0,05 representa a diferenca entre EPN regular x coco e peixe, a
p<0,05 representa a diferenca entre CTL coco x regular e peixe, b p<0,05 representa a
diferenca entre EPN coco x peixe.

A atividade locomotora dos filhotes também foi avaliada nos 8° e 13° dias de vida.
Verificamos que nao houve efeito da manipulacdo pré-natal no 8° dia de vida
[F(1,140)=0,14; p=0,704], do tipo de dieta [F(2,140)=0,62; p=0,539] , nem interagao
entre os fatores [F(2,140)=0,04; p=0,961]. No 13° dia, constatamos efeito da
manipulagéo pré-natal [F(1,140)=15,65; p=0,0001], do tipo de dieta [F(2,140)=3,61;
p=0,029] e interacdo entre os fatores [F(2,140)=3,57; p=0,031]. O teste a posteriori
mostrou que o grupo EPN alimentado com dieta regular apresentou aumento da
atividade motora quando comparado com o grupo controle (p=0,0001). Os animais do
grupo controle-dieta de coco também tiveram maior atividade locomotora em relagao
aos grupos dieta regular e peixe (p=0,016 e p=0,048, respectivamente). Os resultados

estao sumariados no grafico 7.
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Gréfico 7 - MédiatEPM da atividade locomotora no 8°. e 13°. dias de vida de filhotes
machos (n=15-33/manipulacéo/dieta). Neuman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca
entre CLT x EPN, # p<0,05 representa a diferenca entre CTL coco x regular e peixe.

Quanto a abertura dos olhos em machos, observou-se diferencas entre os
grupos [H (5, N= 146) =16,14, p<0,006]. O grupo controle suplementado com éleo de
peixe mostrou atraso na abertura do olho quando comparado com o grupo controle sob

dieta regular (Tabela 4).
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Tabela 4. Abertura dos olhos em machos (MédiatEPM).

grupos Controle EPN

Dieta regular 13,40+0,13 13,88+0,15
N=15-33/ grupo

Dieta com gordura de coco 13,67+0,13 13,81+0,09
N=24-21/grupo

Dieta com éleo de peixe 14,04+0,14 14,09%0,09

N=21-32/grupo

*

Mann-Whitney *p< 0.05 representa a diferenga entre grupo controle sob dieta
regular x dieta com 6leo de peixe.
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lll. Avaliacao do desenvolvimento pdés-natal de fémeas

No 1° dia de vida, a ANOVA mostrou auséncia de efeito da manipulagao pré-natal

sobre o reflexo postural [F(1,148)=1,77; p=0,186], mas verificamos efeito do tipo de

dieta [F(2,148)=3,43; p=0,035]. Nao houve interacdo entre os fatores [F(2,148)=2,32;

p=0,102]. No 3¢ dia de vida, nao houve efeito da manipulacéo pré-natal [F(1,14)=0,90;

p=0,343], do tipo de dieta [F(2,148)=0,18; p=0,835], nem da interacao entre os fatores

[F(2,148)=0,23; p=0,796]. Quanto ao 7° dia de vida, verificamos que nao houve efeito

da manipulacao pré-natal [F(1,148)=0,28; p=0,599], do tipo de dieta [F(2,148)=1,40;

p=0,25], nem da interacdo entre os fatores [F(2,148)=0,05; p=0,948] sobre o reflexo

postural.

Os dados mostram que independente do EPN, a dieta de coco reduziu a duragao

do reflexo postural no 12 dia de vida, quando comparada com as dietas regular e de

peixe (p=0,022 e p=0,024, respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 5. Reflexo postural pds-natal em segundos (MédiatEPM).

Grupos Dia 1 Dia 3 Dia 7

Controle EPN Controle EPN Controle EPN
Dieta regular 13,50+3,24 | 26,7115,35 | 2,42+0,64 | 3,01+0,59 | 1,14+0,12 | 1,20%0,11
N=18-28/grupo
Dieta de coco | 10,40+1,98 | 12,58+2,51 | 2,07+0,25 | 3,07+£1,32 | 1,28+0,14 | 1,30£0,25
N=23-25/grupo * *
Dieta de peixe | 21,72+4,57 | 18,754£2,84 | 2,27+0,46 | 2,34+0,48 | 1,00+0,11 | 1,11£0,08

N=26-34/grupo

Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre a dieta coco x regular e peixe.
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Quanto ao peso corporal das fémeas, no 1° dia de vida, verificamos que houve
efeito da manipulacao pré-natal [F(1,148)=7,60; p=0,006]. Porém, ndo houve efeito do
tipo de dieta [F(2,148)=1,63; p=0,199] ou interagdo entre os fatores [F(2,148)=2,03;
p=0,135]. Como observado em machos, o teste de Newman Keuls mostrou que o EPN
reduziu o peso corporal ao nascer quando comparado ao controle (p=0,006, Grafico 8).

Nao houve efeito da manipulagéo pré-natal sobre o peso corporal medido nos 7° e
142 dias de vida, [F(1,148)=0,25; p=0,616]; [F(1,148)=2,90; p=0,091]. Porém foram
detectados efeito do tipo de dieta [F(2,148)=10,46; p=0,0001]; [F(2,148)=19,42;
p=0,0001] e interacdo entre os fatores [F(2,148)=3,17; p=0,045]; [F(2,148)=5,57;
p=0,005], respectivamente. Quanto ao 21° dia de vida, verificamos que efeito da
manipulacao pré-natal sobre o peso corporal [F(1,148)=5,01; p=0,027], do tipo de dieta
[F(2,148)=45,24; p=0,0001], e interacao entre os fatores [F(2,148)=10,32; p=0,0001]. A
partir do 7°. dia de vida, o teste a posteriori apontou que o EPN prejudicou o
crescimento dos animais no grupo alimentado com racdo regular em relacdo ao
controle (p=0,016), sendo este prejuizo prevenido nos animais sob as dietas de coco e
de peixe comparado com a dieta regular (p=0,0001 e p=0,004), respectivamente. Essas
alteracoes foram mantidas no 14°. (EPN regular x controle, p=0,003; EPN regular x
coco e peixe, p=0,0001 e p=0,006) e 21° dias de vida (EPN regular x controle,

p=0,000; EPN regular x coco e peixe, p=0,0001 e p=0,0001, Gréfico 9).
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Gréfico 8 - MédiatEPM do peso corporal 1°. dia de vida de filhotes fémeas CTL (n=67)
e EPN (n=87). Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre CLT x EPN.
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Gréfico 9 - MédiazEPM do peso corporal entre 7°. e 21°. dia de vida de filhotes fémeas
(n=18-34). Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre CLT x EPN, # p<0,05
representa a diferenca entre EPN regular x coco e peixe, a p<0,05 representa a
diferenca entre CTL coco x regular e peixe, b p<0.05 representa a diferenca entre EPN
COCO X peixe.
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Quanto a atividade locomotora nos 8° e 13° dias de vida, verificamos que nao
houve efeito da manipulacao pré-natal no 8° dia de vida [F(1,148)=0,67; p=0,415], do
tipo de dieta [F(2,148)=2,37; p=0,097], nem interacdo entre os fatores [F(2,148)=0,55;
p=0,575]. No 13? dia, ndo houve efeito da manipulacdo pré-natal [F(1,148)=2,75;
p=0,099]. Porém, observou-se efeito do tipo de dieta [F(2,148)=3,79; p=0,025] e a
interacao entre os fatores [F(2,148)=10,11; p=0,0001].

O teste a posteriori mostrou que as fémeas do grupo EPN, cujas maes foram
alimentadas com dieta regular apresentaram aumento da atividade motora quando
comparadas com as do grupo controle (p=0,0001), sendo que este efeito foi prevenido
pela dieta de peixe (p=0,013). Por outro lado, nos animais controle, a dieta de coco per
se aumentou a atividade locomotora em relacdo a dieta regular e peixe (p=0,0001;

p=0,021) respectivamente (Gréfico 10).
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Gréfico 10 - MédiatEPM da atividade locomotora no 8°. e 13°. dias de vida de filhote s
fémeas (n=18-34). Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre CLT x EPN,
#p<0,05 representa a diferenca entre EPN regular x peixe, a p<0,05 representa a
diferenga entre CTL coco x regular e peixe.
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Em fémeas, ndo houve diferenca entre os grupos [H (5, N= 154) =10,41, p>0,064
(tabela 5).

Tabela 5. Abertura dos olhos em fémeas (MédiatEPM).

Grupos Controle EPN

Dieta regular 13,44+0.20 13,9340,15
N=18-28/ grupo

Dieta com gordura de coco 13,61+0,12 13,76%0,10
N=23-25/grupo

Dieta com éleo de peixe 13,88+0,13 13,78+0,09
N=26-34/grupo
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IV. Avaliacao comportamental de macho adulto

A ANOVA mostrou efeito da manipulacdo pré-natal sobre o peso corporal
[F(1,53)=10,19, p=0,002], mas nao houve efeito do tipo de dieta [F(2,53)=0,56,
p=0,572] nem interagdo entre os fatores [F(2,53)=2,12, p=0,129]. O teste a posteriori
apontou que o grupo EPN apresentou reducdo no peso quando comparado ao grupo

controle (p=0,004). Estes resultados estao sumarizados no Grafico 11.
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Gréafico 11 - MédiatEPM do peso corporal de machos adultos CTL (n=29) e EPN
(n=30). Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre CLT x EPN.

Em relagdo ao tempo de imobilidade no TNF, a ANOVA demonstrou efeito da
manipulagao pré-natal [F(1,53)=5,08, p=0,028], mas ndo houve efeito do tipo de dieta
[F(2,53)=0,31, p=0,731] nem interacao entre os fatores [F(2,53)=1,82, p=0,172]. O teste
a posteriori apontou que o grupo EPN apresentou reducgéo significativa no tempo de

imobilidade quando comparado ao grupo controle (p=0,021). Quanto ao swimming,
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verificamos efeito do grupo [F(1,53)=4,36, p=0,041], e da dieta [F(2,53)=3,70, p=0,031].
Nao houve interacao entre os fatores [F(2,53)=2,88, p=0,065]. O teste a posteriori
apontou que o grupo EPN apresentou aumento significativo no tempo de swimming
quando comparado ao grupo controle (p=0,04) e que o grupo alimentado com dieta de
peixe mostrou maior tempo de swimming em relacédo a dieta regular (p=0,02). Quanto
ao climbing, ndo houve efeito do grupo [F(1,53)=0,1, p=0,753], mas houve efeito de
dieta [F(2,53)=5,.61, p=0,006]. Nao houve interacdo entre os fatores [F(2,53)=1,83,
p=0,17]. O teste de Newman Keuls apontou que o grupo sob dieta de peixe apresenta
aumento significativo deste comportamento quando comparado aos animais sob dieta

regular (p=0,01) e dieta de coco (p=0,006). (Grafico 12).
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Grafico 12 - MédiazEPM do tempo de imobilidade no Teste da Natacdo Forcada de
macho(n= 9-11/grupo). Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre CLT x
EPN; # p<0,05 representa a diferenca entre dieta peixe x dieta regular; & p<0,05
representa a diferenca entre dieta peixe x regular e coco.

Quanto a atividade locomotora no campo aberto, verificamos que ndao houve

efeito da manipulacdo pré-natal [F(1,53)=2,11; p=0,152], nem do tipo de dieta
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[F(2,53)=0,86; p=0,430] , mas houve interacao entre os fatores [F(2,53)=3,12; p=0,052].

O teste a posteriori de Newman Keuls ndo demonstrou diferencas entre os grupos

(Grafico 13).
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Grafico 13 - MédiatEPM da atividade locomotora de macho adulto (n=9-11).

Outra variavel analisada foi o peso das adrenais. A ANOVA nao mostrou efeito

do grupo [F(1,53)=1,01; p=0,32], da dieta [F(2,53)=0,37; p=0,695] ou interacdo entre os

fatores [F(2,53)=0,32; p=0,728] (Tabela 6).
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Tabela 6. Peso relativo das adrenais de ratos machos.

Grupos Peso das adrenais (Q)
Controle EPN

Dieta regular 0,15%0,01 0,16+0,01

N=9/grupo

Dieta de coco 0,15+0,01 0,15+0,00

N=10-11/grupo

Dieta de peixe 0,15%0,01 0,16+0,01

N=10/grupo

Em relacdo as concentracdes plasmaticas de CORT, a ANOVA para medidas
repetidas ndo mostrou efeito do grupo [F(1,53)=3,59, p=0,063], mas houve efeito do
tipo de dieta [F(2,53)=8,51, p=0,001] e também houve interagdo entre os fatores
[F(2,53)=8,82, p=0,0001]. Houve efeito do momento em que foi realizada a coleta
[F(3,159)=74,63, p=0,0001], interacdo entre o tempo de coleta e grupo [F(3,159)=5,51,
p=0,004] e interacdo entre o tempo e dieta [F(6,159)=3,38, p=0,004]. Houve interacao
geral entre os fatores [F(6,159)=3,72, p=0,002]. O teste a posteriori da interacado geral,
indicou que imediatamente apds o teste, o grupo EPN-dieta regular apresentou menor
liberacado de CORT quando comparado com os respectivos animais controle (p=0,001).
O s animais alimentados com as dietas de peixe e coco também tiveram reducao das
concentracdes de CORT em relagdo ao grupo controle-dieta regular, respectivamente
(p=0,002 e p=0,0001). Este resultado foi mantido nos 20 minutos apo6s o teste (EPN-
dieta regular x controle, p=0,004; controle-dieta regular x dieta coco, p=0,002; controle-

dieta regular x dieta peixe, p=0,014, Gréfico 14).
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O dieta regular m dieta coco O dieta peixe

Gréfico 14 - MédiatEPM da concentracao de CORT basal e apds a exposicao ao TNF
de machos (n=9-11). Newman-Keuls * p<0,05 representa a diferenca entre dieta
regular x coco e peixe; # p<0,05 representa a diferenca entre CTL x EPN dieta regular.
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DISCUSSAO
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Peso corporal, consumo de racao, tamanho da ninhada e concentracoes de

corticosterona materna

Os resultados do presente estudo mostraram que o estresse pré-natal causou
menor ganho de peso em ratas durante a prenhez em comparagdo ao grupo controle.
Além disso, os animais alimentados com dieta regular ou suplementados com 6leo de
peixe ganharam menor peso em relacdo ao grupo sob dieta suplementada com gordura
de coco. Durante a amamentacao, o grupo suplementado com dieta de coco continuou
a ganhar peso em relacdo aos outros grupos. Entretanto, o grupo EPN suplementado
com gordura de coco apresentou menor ganho de peso em relagdo ao grupo controle
sob a mesma dieta, sugerindo que o estresse prejudicou 0 ganho de peso em animais
sob dieta de coco. Alguns estudos mostram que dietas elevadas em gordura contendo
uma mistura de 6leo de coco e milho quando associadas ao estresse de restricao, nao
previnem a inibicao na ingestdo de comida e a perda de peso causado pelo estresse
em ratos machos adultos (Harris et al., 1998; Zhou et al., 2001). Outra pesquisa
mostrou que dieta elevada em 6leo de peixe nao previne a hipofagia e a perda de peso
em ratos machos adultos submetidos ao estresse de restricdo ou privagdo de sono,
mas exagera os efeitos negativos do estresse sobre o peso corporal em privados de
sono . Além disso, o0 éleo de peixe sozinho reduz a massa de gordura corporal
(Papakonstantinou et al., 2003). Alguns estudos sugerem que 0 mecanismo de acao do
6leo de peixe parece depender do tipo de estresse, sendo que o estresse psicoldgico
poderia anular os beneficios deste tipo de éleo (Mills and Ward, 1986; Mills and
Prkachin, 1993).

Em camundongos prenhes, o estresse de restricdo aplicado duas vezes ao dia,

causa reducdo na ingestao de agua e comida, resultando em ganho de peso reduzido
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(Ward and Wainwright, 1988). Segundo estes autores, procedimentos estressantes
poderiam alterar o padrao de consumo diario e/ou prejudicar a conversao de calorias
alimentares em ganho de peso como reacado ao estresse. No nosso estudo, nao foi
possivel medir o consumo de ragao dos animais durante a prenhez, pois as ratas foram
mantidas agrupadas em 2 ou 3 animais por caixa para evitar o efeito prejudicial do
isolamento, que poderia atuar como uma variavel confundidora.

No entanto, apds o nascimento, houve um aumento significativo no consumo de
racdo ao longo das semanas em todos 0s grupos, porém o consumo de racao
suplementada com éleo de peixe e gordura de coco foi significativamente menor ao de
dieta regular. Alguns estudos mostram uma reducéo na ingestao de dietas elevadas em
gordura que normalmente ndo afeta o peso dos animais que é compensado pela
ingestdo calbérica aumentada, o que explicaria o aumento de peso no grupo
suplementado com gordura de coco (Silveira, Limaos, Nunes, 1995; Wohlers et al.,
2003).

Poucos estudos investigaram o efeito de uma dieta elevada em gordura durante a
prenhez ou periodo de lactagado. Trottier et al. (1998), mostram que dietas elevadas em
gordura nao influenciam a ingestdo nem o peso de ratas prenhez durante a
amamentacdo. Outro estudo verifica que ratos submetidos ao estresse psicossocial
(exposicdo ao predador sem contato fisico) apresentam perda de peso
independentemente se a dieta tem baixo ou alto teor de gordura (Baran et al., 2005).

Com relacdo aos efeitos do EPN ao longo da gestagcdo e amamentacéo, os
resultados sado controversos. Alguns estudos ndo encontram alteracdes no peso
corporal ao longo da prenhez ou mudancgas na ingestdao alimentar (Burlet et al., 2005;
Van den Hove et al., 2005; Mueller e Bale, 2006), enquanto outros relatam perda

significativa de peso no final da prenhez e/ou da amamentacao (Nishio et al., 2001;
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Morley-Fletcher et al., 2003a; Hougaard et al., 2005; Van den Hove et al., 2006; D’Mello
e Liu, 2006). Esses resultados poderiam ser consequiéncia das diferentes linhagens
(ratos Fischer 344, Sprague-Dawley, Wistar) ou espécie (camundongo x rato), e/ou do
tipo de estressor utilizado, como a restricdo com ou sem luz, som, natacdo e
administragdo de dexametasona.

O tamanho da ninhada nao foi afetado pelo estresse ou pelas dietas, embora o
peso das maes tenha sido influenciado pelo EPN e pelo tipo de dieta. Estes dados
estdo de acordo com outros estudos mostrando os efeitos do EPN sobre a méae e a
prole (Morley-Fletcher et al., 2003a; Smith et al., 2004; Patin et al, 2004; Van den Hove
et al., 2005, 2006; D’Mello e Liu, 2006).

Nossos dados sobre a CORT materna durante a prenhez demonstram que o
grupo EPN apresentou maior concentragdo de CORT quando comparado ao controle
no primeiro e no ultimo dias do estresse de restricdo. Esses dados concordam com
estudos anteriores que mostram a auséncia de adaptacdo dos animais ao estresse

(D’Mello e Liu, 2006; Zagron e Weinstock, 2006).

Desenvolvimento de filhotes machos e fémeas

Muitos estudos tém mostrado o efeito do estresse pré-natal na idade adulta;
porém poucos exploram os efeitos do estresse pré-natal e/ou de fatores nutricionais
sobre o desenvolvimento da prole nas primeiras semanas de vida (Suchecki e Palermo,
1991; Drago, Di Leo, Giardina, 1999; Meek, Burda, Paster, 2000; Patin et al., 2004;
Burlet et al., 2005), especialmente sobre o reflexo e o comportamento motor, que sédo
considerados importantes para sobrevivéncia (Barlow, Knight, Sullivan, 1978; Fride e

Weinstock, 1984).
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Nossos resultados mostraram que o reflexo postural de machos e de fémeas nao
foi alterado pelo EPN, mas o tipo de dieta influenciou este comportamento. Os filhotes
machos do grupo controle suplementados com 6leo de peixe demoraram mais para
endireitar o corpo no 1° dia de vida do que o grupo controle-dieta regular, enquanto
que o grupo EPN-dieta regular apresentou uma tendéncia a retardar esse
comportamento em relacdo ao seu grupo controle. Nas fémeas, a dieta suplementada
com gordura de coco reduziu a duracao do reflexo em relacao as dietas regular e éleo
de peixe. Alguns estudos encontraram atraso na maturacao do reflexo postural e no
desenvolvimento motor de animais EPN (Meek, Burda, Paster, 2000; Patin et al., 2004)
enquanto que outros ndo encontraram diferenca entre animais estressados pré-
natalmente e controle (Sobrian, 1977; Secoli e Teixeira, 1998). O efeito deletério do
estressor dependeria do estagio de desenvolvimento do feto e seria mais acentuado no
inicio da ontogénese do sistema nervoso central (Patin et al., 2004). Além disso, Fride
e Weinstock (1984) demonstraram que o mesmo estressor resultaria em efeitos
opostos sobre o desenvolvimento, dependendo do horario de sua aplicacao.

O EPN diminuiu o peso de filhotes machos e fémeas ao nascer. Essa reducao no
peso foi mantida até o 21° dia de vida, sendo que este prejuizo foi prevenido nos
animais cujas maes receberam as dietas suplementadas com gordura de coco e 6leo
de peixe quando comparado com o grupo dieta regular. Hauser, Feldom, Pryce, (2006)
relataram reducéo do peso ao nascer em machos e fémeas expostas a dexametasona
no periodo pré-natal. Segundo esses autores, a CORT teria uma agéo inibitoria sobre a
sintese de DNA em células em divisdo e, portanto, sobre o crescimento somatico.
Burlet et al. (2005) também encontraram reducdo do peso ao nascer e retardo do
crescimento dos filhotes até o desmame que nao variou com o género. Neste estudo,

houve uma correlagdo negativa entre o peso e o reflexo postural, ou seja, quanto
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menor 0 peso maior o tempo que o animal levou para endireitar o corpo. Além disso, os
autores demonstraram que a reducdo no peso dos filhotes reflete um atraso no
crescimento intra-uterino pelo bloqueio do ganho de peso na méae causado pela injecao
de dexametasona.

A atividade locomotora também foi influenciada pelo EPN e pela dieta
suplementada com gordura de coco, que causaram aumento da locomocéo
independente do género. Em fémeas, este comportamento foi prevenido pela dieta
suplementada com 6leo de peixe. Em camundongos o estresse pré-natal resulta em
maior atividade exploratéria no 12° dia de vida (Meek, Burda, Paster, 2000). Outros
estudos, entretanto, encontraram reducao da locomocéo (Patin et al, 2004; Emack et
al., 2008). Os estudos sobre os efeitos do EPN sobre a locomog¢ao e comportamento
exploratério sdo contraditérios devido a variabilidade de procedimentos entre os
estudos, tais como método para mensurar a locomogao, tipo de EPN, idade dos
animais ao serem testados e periodo da prenhez em que o estresse é aplicado
(Kofman, 2002).

A dieta nao prejudicou o crescimento dos filhotes , ao contrario, preveniu os
efeitos deletérios do EPN sobre o peso corporal. Como as duas dietas apresentaram
efeitos semelhantes, aventamos a hipétese de que estes seriam decorrentes do teor de
gordura adicionada ou de efeitos biologicos semelhantes e que necessitam ser
investigados. De acordo com Venna et al. (2009), subtipos de PUFA n-3 poderiam ser
mais importantes para os efeitos benéficos do que seus derivados, ou mesmo do que
outros tipos de acidos graxos estejam implicados.

Muitos estudos mostram que algumas manipulacées podem reverter ou prevenir
os efeitos prejudiciais do EPN tais como o handling neonatal, cuidados maternos,

ambiente enriquecido (Meaney et al.,, 1988; Maccari et al., 1995; Drago, Di Leo,

72



Giardina, 1999; Weinstock, 2002; Morley-Fletcher et al.,, 2003a). Segundo
Papakonstatinou et al. (2003) a nutricdo desempenharia um papel importante para
aumentar os mecanismos adaptativos e melhorar a resposta ao estresse. Por outro
lado, nosso estudo encontrou efeito prejudicial da suplementacédo com 6éleo de peixe
sobre o reflexo postural e abertura dos olhos em machos, indicando um retardo na
maturacao sensorial. A suplementacdo com gordura de coco também teve efeito similar
ao EPN sobre a locomocédo. Este resultado, embora inesperado, esta de acordo com
outros estudos que mostram efeitos prejudiciais de dietas suplementadas com 6leo de
peixe sobre a taxa de crescimento e do desenvolvimento psicomotor em ratos e
camundongos. Esse prejuizo seria conseqiiéncia da reducao de AA e sugere a
importancia do equilibrio entre DHA/AA na alimentagdo materna (Amusquivar et al.,
2000; Fountain et al., 2008; van Goor et al., 2008). Além disso, & possivel que os
mecanismos relacionados com a resposta ao estresse estejam envolvidos, pois ha
estudos mostrando que dietas elevadas em gordura influenciam a atividade do eixo
HPA (Tannenbaum et al., 1997; Trottier et al., 1998) e que dietas elevadas em n-3
aumentam a ansiedade materna durante a amamentacdo (Fountain et al., 2008).
Alguns estudos sugerem que os PUFAs, especialmente o DHA, promovem a
maturacdo neuronal e sensorial em criancas (Das, 2003; Carlson, 2009), sendo que
sua deposicao dependente da quantidade oferecida na dieta durante a gestacao e/ou
lactacdo (Amusquivar et al., 2000; Broadhurst et al., 2002; van Goor et al., 2008). Nao

encontramos estudos avaliando os parametros aqui relatados com gordura de coco.

Comportamento de machos adultos

O EPN causou redugdo no peso de machos adultos quando comparados aos
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controle. O peso baixo ao nascer esta associado com aumento da susceptibilidade ao
estresse e com depressao na vida adulta (Gale e Martyn, 2004). Entretanto, quando os
animais foram avaliados no teste da natacéo forcada, um modelo animal de depressao,
encontrou-se reducéao significativa no tempo de imobilidade em machos adultos EPN.
Inversamente, o comportamento de natagao foi significativamente aumentado no grupo
EPN, mostrando que o mesmo causou um efeito tipo antidepressivo em machos.
Embora as relacdes entre a imobilidade observada no TNF e o comportamento tipo-
depressivo nao sejam claras, os estudos sugerem que haveria alguma caracteristica
comum entre a depressdo em humanos e este comportamento do rato (Weinstock,
2001). O tratamento com muitas classes de antidepressivos diminuem o tempo de
imobilidade neste teste e em animais submetidos ao EPN (Morley-Fletcher et al., 2004,
2003b; Porsolt et al., 1978).

Os efeitos de EPN sobre o comportamento tipo-depressivo parecem ser
controversos. Muitos estudos usando paradigmas de estresse pré-natal mostram
aumento no tempo de imobilidade e uma correlacao positiva entre este comportamento
e 0 aumento na liberacao de CORT (Maccari e Morley-Fletcher, 2007; Morley-Fletcher
et al., 2003b; Alonso et al., 1991). Outros estudos ndo encontram nenhum efeito do
EPN sobre o comportamento tipo-depressivo em machos ou fémeas (Frye e
Wawrzycki, 2003; Van den Hove et al., 2005). A atividade motora foi avaliada no campo
aberto e os machos ndo mostraram mudangas na ambulacao.

Em relacdo as concentracbes plasmaticas de CORT, nossos resultados
mostraram que imediatamente ap6s o teste, o grupo EPN-dieta regular apresentou
menor liberacdo de CORT quando comparado ao controle. As dietas de peixe e coco
também reduziram a liberacdo de CORT em relagdo ao grupo controle-dieta regular.

Nao constatamos diferencas no peso das adrenais. Van den Hove et al. (2005)
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encontraram reducdo nas concentragdes de CORT em resposta ao estresse em
animais EPN quando comparados ao controle. Segundo esses autores, um efeito
protetor ou adaptativo do EPN deveria ser considerado. Alem disso, no nosso estudo é
importante ressaltar que nossos animais foram acompanhados durante o periodo de
amamentacao. Alguns estudos tém mostrado que algumas manipulacdes pos-natais
poderiam reverter ou abolir os efeitos de EPN, tal como o handling neonatal, a adogéao
e 0 ambiente enriquecido bem como tratamento farmacolégico com diazepam (Lemaire
et al., 2006; Morley-Fletcher et al., 2003a; Secoli e Teixeira, 1998; Drago, Di Leo,
Giardina, 1999; Maccari et al., 1995).

Dietas contendo PUFA atenuam ou bloqueiam os efeitos comportamentais e
bioquimicos causados pela administracdo intracerebroventricular de IL-1 em animais
submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE), um teste de ansiedade (Song et al.,
2003). Neste estudo, dietas com EPA atenuaram ou bloguearam o aumento de CORT
induzida pela administracdo de IL-1B. Esses dados sugerem que os PUFAs parecem
diminuir a resposta ao estresse, auxiliando na manutencéao da integridade do eixo HPA.

Alguns estudos tém demonstrado que a suplementagcdo com n-3 previne o
comportamento tipo-depressivo em ratos adultos submetidos ao TNF (Venna et al.,
2009; Huang et al., 2008; Carlezon et al., 2005) e quando combinado com imipramina
potencializa seu efeito (Venna et al., 2009). Especificamente, Naliwaiko et al. (2004)
mostraram que a suplementagdo com n-3 durante a gestacao, lactacao e idade adulta
produziu efeito antidepressivo. Recentemente, esses autores mostraram que
independente do periodo em que a suplementacao é realizada (gestacao e lactacéo ou
apos o desmame) o n-3 tem um efeito benéfico, prevenindo o desenvolvimento do
comportamento tipo-depressivo (Ferraz et al., 2008). Por outro lado, um estudo com

tratamento agudo e crbnico com n-3 ndo conseguiu induzir qualquer alteragdo no
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comportamento de animais submetidos ao TNF (Shaldubina et al.,, 2002). Nossos
resultados concordam com esses achados comportamentais, e mostram que as dietas
com gordura de coco e 6leo de peixe per SESI sé, bem como o EPN, reduzem a
liberacao de CORT. Além disso, o swimming foi aumentado no grupo tratado com dieta
de peixe enquanto o climbing foi reduzido neste mesmo grupo em relacdo a dieta
controle. Venna et al. (2009) também encontraram aumento no swimming € no
climbing. Portanto, os dados da literatura parecem ser controversos quanto aos efeitos
de n-3, mas muitos fatores poderiam explicar as divergéncias entre os resultados
encontrados, como por exemplo, a maneira como a suplementacdo é administrada, a
origem do PUFA usado e a quantidade de outros tipos de PUFA contidos no éleo ou
dieta. Em um estudo com modelo de epilepsia foi mostrado que o ALA seria importante
para os efeitos comportamentais € nao seus derivados como o DHA ou EPA (Porta et

al., 2008).
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CONCLUSAO
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Nossos resultados mostraram que o estresse pré-natal prejudica o
desenvolvimento e o crescimento intra-uterino dos filhotes, independentemente do
género. A dieta rica em gordura per se, influenciou o desenvolvimento dos filhotes e o
seu peso durante a lactacao, além de prevenir algumas das alteracdées causadas pelo
estresse pré-natal em filhotes machos e fémeas. Os machos parecem ser mais
susceptiveis as alteracdes induzidas pelo estresse pré-natal. Na idade adulta ambas as
manipulagdes, estresse pré-natal e as dietas suplementadas, influenciaram a resposta
de corticosterona, reforcando a idéia de que o estresse pré-natal causa conseqiéncias
negativas, a longo prazo, em animais experimentais. Dessa maneira, estes dados
corroboram nossa hipétese de que a suplementagdo com dmega-3 pode prevenir

alguns dos efeitos prejudiciais do estresse pré-natal.
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Abstract

Adequate development of the central nervous system depends on prenatal and
postnatal factors. On one hand, prenatal stress (PNS) has been implicated in impaired
development of the offspring. On the other hand, nutritional factors during pregnancy
and lactation can influence fetal and postnatal growth. This study assessed the
postnatal development of rat offspring exposed to PNS whose mothers were fed with
different diets during pregnancy and lactation. Female Wistar rats were assigned to one
of three groups: regular diet, diet supplemented with coconut fat or fish oil. When
pregnancy was confirmed, they were distributed into control (CTL) or PNS (daily
restraint stress during the last week of pregnancy) groups. . Body weight, righting reflex,
eye opening and locomotion were assessed during different phases of development.
Maternal corticosterone levels were determined throughout the experimental period: two
days before PNS (baseline) and immediately after the stress sessions on days 14 and
21 of pregnancy. The depressive-like behavior in the forced swimming test and
corticosterone levels were measured in the adult male offspring exposed to PNS.
Maternal weight gain was impaired by PNS. Corticosterone levels were higher in PNS
groups compared to the control group. At birth, PNS males and females weighted less
than those on the group CTL. At 21 days of age, PNS males and females fed the
regular diet had lower body weight than their respective CTL and coconut fat, but fish oil
prevented this effect. PNS increased the latency of righting reflex at day 1 of age, and
this impairment was prevented by coconut fat-supplemented diet. However, fish oil
impaired the righting reflex in CTL males. PNS induced hyperactivity in 13 day-old male
and female pups, and this effect was prevented by fish oil supplementation only in
females. In the adulthood, PNS rats showed lower body weight than control. However,
the immobility time was lower in PNS than in control rats. After the forced swimming
test, plasma corticosterone levels were decreased in PNS fed regular diet compared to
control in same diet. No differences were observed with either diet on body weight or
immobility behavior. However, the corticosterone levels were modified by early fish oil or
coconut fat supplement. The corticosterone response was also lower in control rats
whose mothers were fed diets supplemented with fish oil or coconut fat than regular
diet. In conclusion, postnatal development from birth to weaning was influenced by PNS
and diet and some of the alterations induced by PNS were prevented by coconut fat and

fish oil. These data support the idea that PNS causes long-term consequences in
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adulthood. Furthermore, both manipulations, PNS and supplemented diets, influenced
the corticosterone response in adulthood.
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