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RESUMO

Atualmente numerosos estudos fornecem evidencias de que desordens psiquidtricas,
metabolicas, cardiaca e imunologica, tem sua génese determinada pelo estresse neonatal. O estresse
neonatal mediado pela ativacao do eixo Hipotalamico-Pituitaria-Adrenal (HPA) promove alteracdes
nas estruturas do sistema limbico, especialmente no hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal. Em
face as evidéncias de que durante os periodos perinatais a crianga ¢ um campo aberto aos diversos
tipos de estimulos ambientais, hipotetizamos que os efeitos deletérios provenientes da negligéncia
neonatal, podem ser revertidos ou atenuados com a estimulagdo em ambiente enriquecido (AE). O
AE ¢ especialmente planejado para estimular, as atividades sensoriais, motoras, cognitivas e de
interacdo social entre os animais, gerando uma melhora na aprendizagem espacial, na memoria € no
comportamento social. O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da exposicao ao
ambiente enriquecido em animais submetidos ao estresse neonatal. Para tanto, foram utilizadas
fémeas Wistar prenhes, provenientes do CEDEME e apods 48 horas do nascimento da prole, foram
distribuidas em trés grupos diferentes: controle (CTL), estresse (ES) e estresse com exposi¢do ao
ambiente enriquecido (EAE). Os animais foram pesados de dois em dois dias e foram realizados testes
de atividade (actimetria), teste de campo aberto e teste de tolerancia a insulina. Apds a eutandsia,
foram realizadas andlises de perfil lipidico, anélise de proteinas e gorduras de carcaga. Os testes de
atividade e comportamento mostraram maior locomocdo, nimero de cruzamentos e levantamentos
dos grupos estresse e estresse AE em comparagao com o grupo controle. Nossos resultados mostraram
que os animais do grupo STR apresenta maior massa corpdrea e o grupo STRAE o menor indice na
comparagdo entre os grupos experimentais. A analise do perfil lipidico demonstrou que os grupos
submetidos ao estresse neonatal (ES e EAE) apresentaram maiores niveis de colesterol total e LDL
(lipoproteina de baixa densidade) em relagdao ao grupo CTL, evidenciando que o estresse tem efeitos
sobre a alteragdao do perfil lipidico dos animais. Consistente com os resultados obtidos na massa
corporea e perfil lipidico, verificou-se que o grupo STR apresentar maior percentual de gordura em
relagdo ao grupo estresse AE. A partir dos dados analisados, concluimos que o estresse promoveu
alteracdes sobre o perfil lipidico, a locomog¢ao, o comportamento ¢ a composi¢ao corporal dos

animais.

Palavras chave: estresse; corticosterona; ambiente enriquecido.



ABSTRACT

Numerous studies now provide evidence that psychiatric, metabolic, cardiac, and
immunological disorders have their genesis determined by neonatal stress. Neonatal stress mediated
by activation of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) axis promotes changes in limbic system
structures, especially in the hippocampus, amygdala and prefrontal cortex. In the face of the evidence
that during the perinatal periods the child is an open field to the different types of environmental
stimuli, we hypothesize that the deleterious effects of neonatal neglect can be reversed or attenuated
with stimulation in the enriched environment. The AE is specially designed to stimulate sensory,
motor, cognitive and social interaction activities among animals, generating an improvement in
spatial learning, memory and social behavior. The objective of the present study was to investigate
the effects of exposure to enriched environment in animals submitted to neonatal stress. In order to
do so, pregnant Wistar females were used, from CEDEME and after 48 hours of offspring birth, were
divided into three groups: control (CTL), stress (STR) and stress with exposure to the enriched
environment (STREE). The animals were weighed every two days and activity tests (actimetry), open
field test and insulin tolerance test were performed. After euthanasia, analyzes of lipid profile, protein
analysis and carcass fat were carried out. The tests of activity and behavior showed greater
locomotion, number of crosses and surveys of the groups stress and AE stress in comparison with the
control group. Our results showed that the animals in the STR group had a higher body mass and the
STRAE group had the lowest acquisition index among the experimental groups. The analysis of the
lipid profile showed that the groups submitted to neonatal stress (STR and STRAE) presented higher
levels of total cholesterol and LDL (low density lipoprotein) compared to the CTL group, showing
that stress has effects on the alteration of the lipid profile of the animals. Consistent with the results
obtained in the body mass and lipid profile, it was verified that the STR group presented a higher
percentage of fat in relation to the AE stress group. From the data analyzed, we conclude that stress

promoted changes on the lipid profile, locomotion, behavior and body composition of the animals.

Keywords: stress; corticosterone; enriched environment.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Estresse

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), os maus tratos a crianca se
caracterizam como o abuso e a negligéncia infligidos em menores de 18 anos, incluindo todos os tipos
de abuso fisico e emocional (OMS, 2016). Os maus tratos a crianca tém sido e constituem um
fendmeno complexo que ndo tem distingdo de classes, raga, religido, idade ou nivel educacional, e
pode resultar em consequéncias que acometem a saude fisica e mental da crianga posteriormente, na

sua vida adulta (TOFOLLI et al., 2011).

Negligéncia e todo o tipo de abuso desencadeiam estresse, cujo efeito sdo disturbios no
desenvolvimento de forma geral (OMS, 2016). Estudos sobre os efeitos do estresse t€m mostrado
que ambientes adversos durante o periodo de desenvolvimento fetal e neonatal podem modular
permanentemente a fisiologia e o metabolismo da crianga, aumentando o risco de doengas na vida

adulta (LAl et al., 2010; XIONG et al., 2012).

Em humanos, uma variedade de fatores de risco socioambientais para a saide mental tem
sido associada com mudangas duradouras na reatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA),
incluindo maus tratos na infancia e exclusdo social, mas pouco se sabe sobre a especificidade de

diferentes estressores psicossociais (TOST et al., 2015).

Situacdes de estresse na infancia ainda estdo associadas a uma elevada resposta
inflamatoria, encurtamento dos teldmeros, reativagdo do virus da herpes e uma baixa resposta a
tumores imunogénicos. Durante periodos sensiveis do desenvolvimento, eventos estressores podem
ainda aumentar a propensao e a ocorréncia de doengas cardiovasculares, diabetes tipo II, obesidade,

entre outros (FAGUNDES et al., 2013).

Sendo o estresse durante a infancia sendo um fator de risco para inimeras doengas, ¢
importante que se estude os mecanismos neurobioldgicos que possam sugerir algumas intervengdes
terapéuticas. Trabalhos com humanos exigem possuem limitagdes éticas e surge a necessidade de se

trabalhar com modelos animais (MURTHY & GOULD, 2018).

A resposta fisioldgica ao estresse agudo € crucial para a sobrevivéncia em situagdes de
risco. Contudo, uma falha em resolver a estas situacdes de estresse pode criar um efeito deletério,
levando o individuo a uma condigdo de vulnerabilidade ¢ maiores riscos de transtornos de humor

(MENARD et al., 2016).



A exposicdo cronica da crianca a situagdes de estresse pode levar a uma ativagdo
persistente do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA), o que leva a uma produgdo aumentada e
prolongada do fator liberador de corticotrofina (CRF), cortisol e catecolaminas (DIELEMAN et al.,
2015).

1.2 — Eixo HPA

O hipotalamo ¢ o grande centro de controle da homeostase. Essa pequena area do cérebro
possui circuitos neurais altamente conservados, que controlam as fungdes bésicas da vida, incluindo
o metabolismo energético, termorregulacao, balango eletrolitico, controle do ritmo circadiano e

respostas emergenciais a situacdes de estresse (SAPER et al., 2014).

O eixo HPA, composto pelo hipotalamo, a hipofise e o cortex da glandula suprarrenal,
em um conjunto complexo de interacdes mediam a resposta ao estresse por meio da acdo de
glicocorticoides (XIONG et al., 2012). O nucleo paraventricular do hipotalamo sintetiza o fator
liberador de corticotrofina (CRF) e o hormdnio antidiurético (ADH), que sao secretados e estimulam
a liberagdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipofise, que por sua vez estimula a
sintese de glicocorticoides, principalmente o cortisol, em humanos e corticosterona em murinos, pela
zona fasciculada da glandula suprarrenal. A ligacdo dos glicocorticoides com seus receptores
diminuem a producdo de CRF e ACTH por um ciclo de feedback negativo (QUAX et al., 2013;
MOISLADIS et al., 2014).

A ativagdo do eixo HPA ao estresse gera respostas agudas adaptativas, mas respostas
prolongadas ou cronicas podem causar efeitos deletérios no organismo como a reprogramacao do
cortex pré-frontal e do sistema limbico, neuroplasticidade, fungdes neuroenddcrinas e resposta
comportamental a agentes estressores (TOFOLLI ef al., 2011). Estudos com animais t€ém mostrado
que o estresse pré-natal pode alterar as fungdes do eixo HPA e de estruturas cerebrais na prole

(GLOVER et al., 2010).

Por outro lado, a ativagdo do eixo HPA facilita a adaptacdo bem-sucedida do organismo
a ameacgas iminentes, assim altera as prioridades fisiologicas de alimentacdo e reproducdo, por
exemplo, para fungdes de apoio a comportamentos defensivos, como suprimento de energia, perfusao,
ventilagdo e cognicao (TOST et al., 2015). Glicocorticoides sao hormonios esteroides e sao o produto
final do eixo HPA, que regula a resposta ao estresse. Receptores de glicocorticoides estdo expressos
abundantemente no hipocampo e implicam no processo de adaptagdo ao estresse. Em resposta a
ativacao dos receptores de glicocorticoides fontes de energia sdo realocadas em preparacao para

futuros eventos e recuperagao dos sistemas (DASKALAKIS et al., 2015).
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Niveis de cortisol sdo altos durante a manha e gradualmente diminuem durante o dia, com
os menores niveis durante a noite. O ritmo circadiano de secre¢do de cortisol ¢ importante para a
regulacao de varios processos do corpo humano e mudancas nesse ritmo estao atribuidas ao estresse
cronico, que pode levar ao desenvolvimento de sintomas de hipercortisolismo cronico, obesidade

abdominal e resisténcia a insulina (QUAX et al., 2013).

Na vida intrauterina, os glicocorticoides ainda podem afetar sistemas que regulam o
crescimento fetal, incluindo a inibi¢do de fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF)
(MOISLADIS et al., 2014). Os glicocorticoides tém um papel importante na regulacdo do
metabolismo, pressao arterial, fungdes do sistema imune, resposta adaptativa tanto fisioldgica quanto
psicoldgica ao estresse e, em excesso, exercem multiplos efeitos no metabolismo, induzindo
obesidade visceral, hipertensao arterial sistémica, resisténcia a insulina com diminui¢do a tolerancia
a glicose e dislipidemia. Essas complicagdes configuram uma condi¢ao de sindrome metabolica que
desempenha um papel importante no aumento de riscos de doengas cardiovasculares (PIVONELLO

etal., 2016; QUAX et al., 2013).

Uma vida estressante, com exposi¢ao cronica a situagdes estressantes, por exemplo, esta
relacionado com o ganho de peso, principalmente em homens. Fisiologicamente, o aumento da
concentracdo de cortisol esta relacionado ao acumulo de gordura e ganho de peso, pois os
glicocorticoides promovem a conversao de pré-adipdcitos em adipdcitos maduros (RODRIGUEZ et
al., 2015). Em humanos, elevados niveis de glicocorticoides ainda estdo associados com diminuicao
da cognig¢do, diminui¢ao da flexibilidade mental e na rapidez de processamento (MOISLADIS et al.,
2014).

De forma aguda, o cortisol produz uma resposta anti-inflamatéria. Entretanto,
cronicamente, altos niveis de cortisol podem levar a uma resisténcia a resposta dos glicocorticoides.
Essa resisténcia permite que as células do sistema imune produzam citocinas proé-inflamatorias,

elevando a inflamagdo (FAGUNDES et al., 2013).

A atividade fisica e o exercicio fisico podem promover mudancas positivas na satude
mental e no bem-estar de individuos que sofrem estresse cronico (STULTS-KOLEHMAINEN &
SINHA, 2014). Um modelo experimental que pode simular a atividade fisica espontdnea ¢ o

Ambiente Enriquecido.
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1.3 — Ambiente Enriquecido
O termo ambiente enriquecido (AE) ¢ utilizado para descrever um ambiente
caracterizado pela presenga brinquedos, tuneis, roda de atividades e planejado para promover

interagdo social, estimula¢ao fisica e sensorial (CLEMENSON et al., 2015).

E um ambiente preparado para estimular o desenvolvimento cognitivo e motor dos
animais e promover interagdo social, de forma que os animais alojados em AE estdo expostos a um
ambiente que favorece a atividade fisica quando comparado as condi¢des padrdes de alojamento

(MANIAM et a.l.; 2014).

Alguns estudos ja evidenciaram o papel do AE em induzir efeitos duradouros no sistema
nervoso e no comportamento dos animais, incluindo melhoras no aprendizado, memoria e diminuindo
o vicio em drogas ou comportamentos depressivos (CAO et al., 2014) e diminui¢do da ansiedade
(CROFTON et al., 2015). A exposi¢ao ao AE estd associada a maiores niveis do fator neurotrofico
derivado da glia (GDNF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),

proporcionando melhora na cognicdo destes animais. (KOTLOSKI & SUTULA, 2015).

Vérios experimentos vém sendo realizados mostrando a eficacia do AE em
promovermelhoras metabodlicas, endocrinas e também estruturais no sistema nervoso central dos
animais (RAMPON et al, 2016), além de promover maior aumento de atividade fisica espontéa, que

¢ realizada de forma livre, sem motivacao (BRENES et al. 2008; KOTZ et al., 2017) .

1.4 — Justificativa

Os maus tratos as criangas, incluindo negligéncia e toda forma de abuso prevalecem em
cerca de 12,5% das criangas (TIETJEN, G. E. et al, 2016). Partindo das evidéncias de que o abuso e
a negligéncia podem causar alteracdes permanentes no eixo HPA e essas alteragdes estdo associadas
a fatores de risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares e obesidade, € essencial entender
as correlagoes fisiologicas, metabodlicas e quais as consequéncias da exposi¢do cronica a um ambiente

de estresse que irdo perdurar por toda a vida (RODRIGUEZ et al., 2015).

O custo total associado com o estresse precoce, segundo o National Comorbidity Survey
Replication, passa de bilhdes de dodlares, colocando-o perto do custo associado a todos os tipos de
cancer combinados. Partindo deste ponto, ¢ essencial entender os efeitos do estresse e suas
repercussdes no metabolismo para que programas sociais possam ser elaborados de forma a
minimizar esses impactos na primeira infancia e capacitar profissionais da area da satde para que

possam lidar da melhor maneira no seu campo de trabalho com populacdes que tenham evidenciado
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uma vida coberta de adversidades durante a infancia, além de utilizar a atividade fisica como uma

terapia ndo farmacologica para diminuir os efeitos do estresse.

Durante a graduacdo do pesquisador, houve interesse pela area de Neuroimunologia, e
sabendo de um projeto em que se desenvolvia um modelo experimental de negligéncia materna,
houve grande interesse e o pesquisador julgou ser um projeto importante para que possa contribuir

com novas descobertas para o meio cientifico.

Frente ao exposto, a problematica do estudo ¢é: qual o papel do AE em atenuar os
efeitos deletérios provenientes do estresse neonatal e suas consequéncias no metabolismo de ratos

Wistar?

1.5 — Objetivos

O objetivo deste projeto foi verificar por meio de testes de tolerdncia a insulina,
quantificacdo de proteinas e lipideos totais quais as alteragcdes metabolicas provenientes da exposi¢ao
ao ambiente estressor, e a partir destes resultados, qual o papel do efeito do AE como forma de atenuar

os efeitos do estresse pds-natal por meio do uso livre a roda de atividades e estimulagdo sensorial.



2.0 - MATERIAIS E METODOS

N° CEUA 2693020816
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Figura 1 — Desenho experimental da metodologia

2.1 - Animais

Ratas fémeas Wistar, com seis meses de vida e aproximadamente 250 gramas,
provenientes do CEDEME/UNIFESP, foram mantidas a temperatura de 20 a 22°, em ciclo de 12/12h
de claro-escuro, com agua e comida ad libitum no biotério do Departamento de Biociéncias da

Unifesp/Campus Baixada Santista.

Os protocolos de experimentos foram elaborados de acordo com os principios éticos de
experimentacdo com animais, adotados pelo Conselho Nacional de Experimentagdo Animal
(CONCEA) ¢ aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Unifesp sob niimero
2693020816.

2.1.1 - Ratas Prenhes

Para aclimatacdo do operador, as ratas prenhes foram manipuladas diariamente por um
periodo de 3-8 minutos, até o nascimento dos filhotes, quando entdo os animais foram distribuidos
nos diferentes grupos experimentais.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no periodo entre 8h e 14h com
objetivo de minimizar a variabilidade associada a resposta ao estresse. Todas as proles foram
reduzidas a oito filhotes imediatamente apos a verificagdo do nascimento para evitar a ocorréncia de
desnutricdo, por decapitacdo. As maes e respectivas proles foram distribuidas aleatoriamente nos
diferentes grupos:

Grupo 1: Controle (foram mantidos em gaiola padrao durante os 56 dias de experimento);



14

Grupo 2: Estresse (foram mantidos em gaiola anti-coprofagica, no periodo de 21 dias até
o periodo de desmame e posteriormente mantidos em gaiola padrao até a eutandsia no dia 56). A
gaiola anti-coprofagica possui uma divisao que separa os animais de fezes e urina, impedindo-os de
se alimentar disto. Ao invés da maravalha, foi utilizada uma folha de papel toalha como forragem,
sendo trocada a cada dois dias. O papel toalha sera picado pelas maes e utilizado na tentativa de
montagem de um ninho.

Grupo 3: Estresse com exposi¢cao ao AE (foram mantidos em gaiola anti-coprofagica no
periodo de 21 dias até o desmame, mantidos em gaiola padrao até o 56° dia e, em seguida, expostos

ao ambiente enriquecido uma vez ao dia por uma hora).

2.2 Modelo de estresse

As maes e respectivas proles foram distribuidas nos Grupos Experimentais e mantidas
nas condicdes abaixo descritas até o periodo de desmame, que ocorrereu aos 21 dias de vida (P21).
Foram utilizados 4 machos no grupo CTL, 5 machos no grupo ES e 6 machos no grupo EAE. As
ninhadas apresentaram um numero reduzido de fémeas, por essa razao seus dados nao foram

utilizados neste estudo.

2.2.1 Grupo Controle (CTL)
A mae e sua respectiva prole foram mantidas em gaiolas comuns com maravalha

trocada, a cada dois dias.

2.2.2 Grupo Estresse (ES)

No terceiro dia pds-natal (P3), a mae e sua respectiva prole foram colocadas em gaiola
anti-coprofagica (Insight — Ribeirdo Preto/SP). Ao invés da maravalha foi utilizada uma folha de
papel toalha como forragem, que foi trocada a cada dois dias. O papel toalha foi picado pelas maes

e utilizado na tentativa de montagem de um ninho, sem sucesso.

2.2.3 Grupo Estresse Exposto ao AE (EAE)

No terceiro dia pos-natal (P3), a mae e sua respectiva prole foram colocadas em gaiola
anti-coprofagica (Insight — Ribeirao Preto/SP). Ao invés da maravalha foi utilizada uma folha de
papel toalha como forragem, que foi trocada a cada dois dias. Apos o periodo de desmame (21
dias apds o nascimento) os animais foram submetidos ao AE por 35 dias, até o 56° dia.

As sessOes de ambiente enriquecido consistiam na colocagdo dos animais em uma

gaiola com trés pavimentos, equipada com rampas, escadas, rede, material para nidificacao e
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roda para exercicio pelo periodo de uma hora diariamente. A cada sessdo foram adicionados
novos brinquedos coloridos, variadas formas, pesos, texturas e tamanhos, sendo que a maioria
emitia sons quando manipulados a fim de estimular sensorialmente os animais. Os brinquedos

foram alterados a cada sessdo, para que o estimulo ndo seja incorporado ao ambiente.

2.3 - Indicadores de Crescimento Somatico (massa corpérea)

Como indicador do crescimento somatico, a massa corporea foi avaliada, sendo
aferida a cada dois dias em balanga digital (Marte, modelo S-100 com sensibilidade de 0.01g) a
fim de estabelecer a evolugdo ponderal dos grupos experimentais durante o periodo de

aleitamento e p6s desmame.

2.4 - Teste Com o Actimetro

Foi realizado em p21. O registro da atividade fisica foi realizado individualmente, onde
utilizamos o equipamento Acti-track v2713 - Harvard Apparatus (Barcelona, Espanha), que ¢
composto por uma moldura quadrada (25 x 25 cm) que envolve uma gaiola de acrilico. Dois dos lados
dessa moldura possuem 16 emissores de raios infravermelho cada, separados uns dos outros por 1,3
cm, e os dois lados opostos detectam esses raios, de forma que a atividade fisica € registrada nos eixos
x e y. Esse sistema forneceu a contagem total (cada vez que um raio infravermelho ¢ interrompido) e
contagem ambulatoria (cada vez que um novo raio infravermelho € interrompido). A atividade fisica

foi registrada durante 24 horas consecutivas apenas uma vez.

2.5 - Teste Campo Aberto (TCA)

Foi realizado em P21 e P50. Neste teste foram quantificados os nimeros de cruzamentos
e numero de levantamentos. Tem o objetivo de avaliar, a locomoc¢ao de animais e a atividade
exploratoria. Os animais foram colocados no centro da arena e expostos, individualmente, por 5
minutos e registrados por uma filmadora. Apos a realiza¢do de cada teste foi realizada a limpeza da

arena com alcool 70%.

2.6 — Avaliacao Metabolica

Em P56 os animais encontravam-se em jejum de 10 horas e entdo foram submetidos a
anestesia conforme descrito, e o sangue foi coletado por via transcardiaca.. Para avaliacdo metabdlica,
apos a dosagem da glicose basal, foi aplicada a insulina (2 U/Kg, I.P. - Biohulin) e realizada a coleta

de sangue da cauda nos tempos de 4, 8, 12 ¢ 16 minutos.
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2.7 — Extragdo do Contetido Total de Lipideos e Dosagem de Proteinas da Carcaga

O conteudo total de lipidios foi extraido conforme descrito por Stansbie e colaboradores
(1976) e quantificado através do método gravimétrico (Oller do Nascimento e Williamson, 1986). As
carcacas foram autoclavadas a 120° C por 180 minutos e homogeneizadas com o dobro do peso da
agua. Duplicadas da mistura (aproximadamente 3 g) foram digeridas em tubos de vidro
hermeticamente fechados com 3ml de KOH 30% por 15 minutos a 70°C, em seguida acrescidos 3,0ml
de etanol absoluto por mais 2 horas. Apos o resfriamento, 2ml de H2SO4 12N foram adicionados e o
conteudo dos tubos homogeneizados. A seguir, a mistura foi lavada trés vezes por 10 minutos cada
utilizando-se éter de petrdleo (Synth) e centrifugada por 2 minutos a 2.000 rpm, para decantacao dos
detritos de tecido. O sobrenadante, contendo os lipidios totais diluidos no éter de petrdleo, foi
transferido para tubos de vidro cujos pesos serdo previamente aferidos em balanga analitica. Apds
total evaporagdo do solvente, em capela de exaustdo a temperatura ambiente, o peso dos frascos
contendo os lipidios da carcaca foram aferidos. O peso da gordura foi obtido subtraindo-se o peso do
frasco contendo os lipidios do peso dos frascos vazios, multiplicado pela dilui¢cdo. Os resultados serdo

expressos em g de lipidios\100 g da carcaca.

2.7.1 - Dosagem de proteinas da carcaga

Foi utilizado o método descrito por Lowry e colaboradores (1951). Em sintese, aliquotas em
triplicata do mesmo homogeneizado (aproximadamente 1 g) da carcaca foram aquecidos a 37°C por
1 hora em 0.6 N KOH sob agitacdo constante. Apos clarificacdo por centrifugagdo, o conteudo de
proteina foi medido espectrofotométricamente, através da reag@o colorimétrica com o uso Bradford
assay (Bio-rad, Hercules, Califérnia). Uma curva de concentracdo de albumina foi utilizada como

fator de ajuste. Os resultados serdo expressos em g de proteina\100 g carcaca.

2.8 - Analise Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. A
comparacao da massa corporea entre os grupos foi realizada através da analise de variancia de dois
fatores fixos (ANOVA de Duas Vias) de medidas repetidas, seguido por comparacao multipla pelo
teste pos hoc de Tukey. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e
comparagdo multipla pelo teste de Dunn. O intervalo de confianga adotado foi de 95%, considerando

significativos valores com p<0,05.
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3.0 RESULTADOS

No presente trabalho, nds avaliamos as consequéncias da exposi¢ao ao estresse neonatal
sobre o comportamento e parametros metabolicos do metabolismo lipidico de ratos wistar e os efeitos

da exposicdo do AE sobre estes parametros.

Os animais foram pesados a cada dois a partir do terceiro dia de nascimento dos filhotes.
No ultimo dia de avaliagdo, o grupo estresse apresentou maior massa corporea em relacao ao grupo

controle, bem como quando comparado ao grupo estresse AE(Figura 2).
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Figura 2 -
Figura 2 -Figura representando a massa corporea dos animais durante 56 dias. O grupo estresse
apresentou resultados significativamente maiores em relagdo ao grupo controle (p<0.03) e em

relagcdo ao grupo estresse AE (p<0.0001).

A Figura 3 representa o teste de atividade total, que foi realizado em p21, a fim de avaliar
se o estresse tem algum efeito sobre a locomog¢ao dos animais. Observamos que os resultados do teste
ndo se mostram significantes quando avaliamos o ciclo claro dos animais que corresponde o periodo
entre sete e 19 horas. Entretanto, quando avaliado apenas o ciclo escuro, periodo correspondente entre

19 e sete horas, observou-se que esses animais apresentam atividade mais elevada.
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Figura 3 - Figura representando o teste de atividade realizado em p21. Sem significancia estatistica
no ciclo claro. No ciclo escuro, grupos Estresse e Estresse AE apresentaram resultados

significativamente maiores em relag¢do ao controle (p<0.03).

O teste comportamental de campo aberto representado pela Figura 4, foi realizado em
duas situagdes diferentes: no 21° dia de vida dos animais e no 50° dia de vida dos animais. Foram
observados apenas os levantamentos e os cruzamentos como forma de avaliar a locomog¢ao dos
animais e¢ os niveis de ansiedade. Os levantamentos mostraram que os grupos estressados
apresentaram numeros significativamente maiores em relagdo ao grupo controle em ambos os dias de

teste (p21 e p50).

Os dados da pesquisa mostram que em relagdo aos cruzamentos, os animais de ambos os
grupos estressados apresentaram resultados maiores em relagdo ao grupo controle em p21, e em p50
0 grupo estresse apresentou maiores resultados em comparacdo ao grupo estresse ambiente

enriquecido.
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Figura 4 —Figura representando o teste comportamental de campo aberto, realizado em p21 e p50.

Levantamentos mostraram resultados significativos em p21 e p50 entre estresse e estresse AE
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comparado ao controle (p<0.04). Cruzamentos mostraram resultados significativos entre estresse e
estresse AE comparado ao controle (p<0.04) e entre estresse e estresse ambiente enriquecido em p50

(p<0.04).

O teste de tolerancia a insulina foi realizado em p56 antes da eutanasia com os animais
em jejum por 12 horas. Sangue foi coletado da calda dos animais no inicio do teste, a glicemia foi
aferida e insulina foi injetada via intraperitoneal nos animais. Posteriormente foram realizadas coletas
de sangue a cada 4 minutos até completar 16 minutos. Nao foram observadas diferencas em 0, 4, 8 e
16 minutos. Entretanto, em 12 minutos, houveram diferencas significativas entre o grupo estresse € o

grupo controle.
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Figura S - Figura representando o teste de tolerdncia a insulina, realizado em p56. Sem resultados
significativos nos minutos 0, 4,8 e 16, e resultados significativos entre os grupos estresse e controle

no minuto 12 (p<0.04).

As dosagens de colesterol total (Figura 6) mostraram significAncia entre ambos 0s grupos
estressados e o grupo controle. Nao foram observadas alteracdes significativas para os resultados de

analise de HDL (lipoproteina de alta densidade).

As dosagens de LDL (lipoproteina de baixa densidade) mostraram resultados
significativos entre os grupos estresse e estresse ambiente enriquecido em comparagdo ao grupo
controle. Em relagdo as andlises de triglicérides, os dados da pesquisa ndo mostraram alteragdes

significativas.
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Figura 6 - Figura representando as andlises de perfil lipidico, realizadas apos a eutandsia. As
andlises de colesterol mostraram resultados significativamente maiores do grupo estresse e estresse
AE em relagdo ao grupo controle (p<0.04). Andlises de HDL ndo mostraram resultados
significativos. Analises de LDL mostraram que grupo estresse e estresse AE tem resultados
significativamente maiores que o grupo controle (p<0.03). Sem resultados estatisticamente

significativos entre as andlises de triglicérides.

Em relacao a analise de extracdo de proteinas da carcacga dos animais (Figura 7), ndo houveram
resultados significativos em comparacdo dos grupos entre si, mesmo que o grupo controle tenha

apresentado o menor percentual entre os grupos.
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Figura 7 — Figura representando a extrag¢do de proteinas de carcaca. Ndo houveram resultados

significativos estatisticamente.
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Figura 8 - Figura representando a extrag¢do de gorduras totais de carca¢a. Houveram resultados
significativos entre o grupo estresse e o grupo estresse AE, sendo o grupo estresse o grupo com o

maior percentual de gordura de todos os animais analisados, e o grupo estresse AE o menor (p<0.01)

A extracdo de gorduras totais, realizada com a carcaga dos animais (Figura 8) ndo mostrou
significancia quando comparados os grupos controle e grupo estresse, entretanto, quando comparados
os grupos estresse e estresse AE, os resultados se mostraram significantes, sendo o grupo estresse

AEo grupo com o menor percentual de gordura de todo o teste.
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4.0 DISCUSSAO

E descrito na literatura que a exposi¢do a ao estresse nos primeiros anos de vida esta
associada diretamente com o desenvolvimento de obesidade e sobrepeso em adolescentes e adultos
(MILLER & LUMENG, 2018). Os dados deste estudo evidenciaram que o grupo estresse obteve

maior massa corporea em relacao a todos os outros grupos avaliados no ultimo dia de analise.

Chama a ateng¢do que o grupo estresse com exposicao ao ambiente enriquecido apresentou
a menor massa corporea em relacdo aos demais, mostrando que a atividade fisica espontanea, por
meio do uso livre da roda de atividades, obteve um importante papel em promover diminui¢ao da

massa corpérea total destes animais (STULTS-KOLEHMAINEN & SINHA, 2015).

Ao término do periodo de estresse, isto €, imediatamente apds o desmame, os animais

tiveram sua atividade monitorada por 24 horas.

O teste de atividade, representado evidencia que ambos os grupos estressados quando
observamos o ciclo escuro (periodo onde os animais estdo mais ativos) estavam significativamente
em maior atividade em comparag¢@o ao grupo controle. A literatura traz dados conflitantes sobre como
o estresse cronico afeta a locomog¢do dos animais, podendo causar até hiperlocomocao
(STREKALOVA et al., 2005). Contudo, neste projeto, ambos os grupos estressados apresentaram
significativamente maior locomoc¢ao em relagdo aos animais controle, sugerindo que este modelo de

estresse possa induzir hiperlocomogao.

Os resultados da pesquisa mostraram que o grupo estresse apresentou maior nimero de
levantamentos em relagao ao grupo controle em p21 e em p50. O nimero de cruzamentos também se
mostrou maior no grupo estresse em comparagdo com o grupo controle em p21, e em p50, maior
numero de cruzamentos em comparagao do grupo estresse ao estresse AE. Estes resultados sugerem
que o grupo estresse explorava mais que os outros grupos, mas ndo podemos afirmar que a exposi¢ao

ao estresse neonatal seja ansiolitica.

A literatura apresenta que o estresse cronico pode induzir maiores niveis de ansiedade em
comparacao com individuos que ndo tiveram experiéncias estressantes por um periodo cronico.
Supde-se que, como ja discutido anteriormente sobre o teste de atividade, este modelo de estresse
possa ter induzido nos animais uma hiperlocomoc¢ao e possam ser necessarios outros parametros para
avaliarmos os niveis de ansiedade destes animais (MANIAM et al., 2015; SEIBENHER &
WOOTEN, 2015).
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Intimeras evidencias vem surgindo fazendo uma relagao entre estresse e desenvolvimento
de desordens metabdlicas como a diabetes tipo Il e consequente aumento da resisténcia a insulina por
meio de uma hiper estimulagdo do eixo HPA em decorréncia do estresse cronico. Neste presente
estudo, em relagdo ao teste de tolerancia a insulina, representado pela Figura 5, observa-se que os
grupos estressados por mais que apresentem uma curva de glicose maior em relagdo ao grupo
controle, estatisticamente ndo representam significancia durante todo o teste, exceto ao minuto 12,
onde observamos que o grupo estresse apresenta uma curva significativamente maior que o grupo

controle (YAN et al., 2016).

Quando observada a Figura 6, que representa as analises de perfil lipidico dos grupos,
observa-se que ndo houveram mudangas significativas quando avaliamos o HDL e o Triglicérides
dos animais, mesmo que o triglicérides do grupo estresse tenha mostrado uma barra maior em

comparagao aos outros grupos.

Em relacdo as andlises de colesterol total, o grupo estresse apresentou resultados
significativamente maiores em comparagdo com o grupo controle, assim como as medidas de LDL

também apresentaram resultados significativos comparando os mesmos grupos citados.

Apesar de nao haver significancia entre os resultados das analises entre o grupo estresse
comparado ao estresse com exposi¢cdo ao ambiente enriquecido, este Ultimo apresentou resultados
menores, porém nao significativos para demonstrar efetividade do ambiente enriquecido em diminuir

os efeitos do estresse sobre o perfil lipidico dos animais.

O estresse além de ser associado a mudangas no padrao alimentar e no ganho de peso, ele
também vem sendo associado ao aumento de gordura corporal, o que estd associado a maiores riscos
de saude (SCOTT et al., 2012), e em relagdo a analise do percentual de gordura, representada pela
Figura 6, os resultados apresentaram significancia entre o percentual de gordura dos grupos estresse
e estresse AE, sendo o grupo estresse o maior percentual de gordura dos grupos analisados e o grupo

estresse AE o menor.

Em relacdo a andlise de proteinas representada pela Figura 7, ndo houveram mudangas
significativas, sugerindo que nosso protocolo de estresse e exposi¢do ao ambiente enriquecido ndo

trouxe resultados significativos para este parametro.
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5.0 CONCLUSAO

A partir dos dados analisados, concluimos que o estresse promoveu alteragdes no
aumento de colesterol e fragdes, sobre a locomog¢do, a composi¢do corporal dos animais € o
comportamento apresentou mudangas na hiperlocomogao. Entretanto, o ambiente enriquecido soO se
mostrou eficaz em atenuar os efeitos do estresse em relagdo a alguns parametros que foram analisados,

como a massa corpérea dos animais, o percentual de gordura.
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Anexo 1

Comissdo de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ESTRESSE NEONATAL E SUAS REPERCUSSOES EFEITOS DA ESTIMULACAD COM AMBIENTE
ENRIQUECIDD *°, protocolada sob o CEUA n® 2693020816, sob a responsabilidade de Evandro Romualdo Visigalli e equipe;
Ebonny Dandarah Paranhos de Qliveira; Camila Aparecida Machado de Oliveira; Cristiano Mendes da Silva; Lucas Emanuel Oliveira
Carvalho - que envolve a producio, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 65.89% de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (COMCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao
Paulo (CEUAUNIFESP] na reunido de 08/02/2017.

We certify that the propasal "", utilizing 18 Heterogenics rats (18 females), protocel number CEUA 2693020816, under the
responsibility of Evandro Romualde Visigalli and team; Eborny Dandarah Paranhos de Oliveira; Camila Aparecida Machado de
Oliveira; Cristiano Mendes da Silva; Lucas Emanuel Ofiveira Carvalho - which involves the production, maintenance andfor use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beingsl), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.7%4 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
thve Mational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Sao Paulo (CEUAJUNIFESP) in the meeting of 02/06/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académica)l
Vigéncia da Proposta: de 02/2017 a 05/2018 Area: Biociéncias
Origem: CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 90 a 90 dias N: 13
Linhagem: Wistar Peso: 300 a 300 g

Resumo: Atualmente numerosos estudos fornecem evidencias de que desordens psiquidtricas, metabélicas, cardiaca e
imunoldgica, tem sua génese determinada pele estresse neonatal. O estresse neonatal mediado pela ativacdo do eixo
Hipotalamico-Pituitiria-Adrenal (HPA] promove alteracdes nas estruturas do sistema limbico, especialmente no hipocampa,
amigdala e cortex pré-frontal. Em face 4s evidéncias de que durante os periodos perinatais a crianca & um campo aberto aos
diversos tipos de estimulos ambientais, hipotetizamos que os efeitos deletérios provenientes da negligéncia neonatal, podem ser
revertidos ou atenuados com a estimulacdo em ambiente enriquecido (AE). O AE € especialmente planejado para estimular, as
atividades sensoriais, motoras, cognitivas e de interacdo social entre os animais, gerando uma melhora na aprendizagem espacial,
na memdria e no comportamento social, Estudos apontam para alteragdes desencadeadas pela plasticidade neural associada ao AE
gue incluemn auments da ramificacdo dendritica, do nimero de sinapses por neurdnio e ndmero de células gliais. O presente
projeto tem como objetivo estabelecer a relacdo entre a negligéncia pos-natal & as conseguéncias do estresse infantil com os
efeitos da exposicao ao ambiente enrigquecido e da alta estimulagdo no desenvolvimenta do filhote, correlacionando alteragbes
comportamentais com testes metabdlicos, a expressao de fatores de crescimenta, citocinas pri-inflamatdrias e marcadores do
estresse. ANIMAIS Serdo utilizados: 18 ratos hebterogénicos Wistar, fémeas, 300 a 300 g, 90 a 90 dias Procedé&ncia: CEDEME -
UNIFESP Manutencio: Biotério de Experimentacdo do Departamento de Biociéncias Cronograma do estudo, inlcio previsto para:
0272017 com término previsto para: 05/2018

Local do experimento: Universidade Federal de So Paulo Campus Baixada Santista - Instituto De Sadde E Sociedade. Biobério e
Laboratdrio de Meursimunologia.
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