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RESUMO

Introducdo: Em roedores, variagcbes do cuidado materno programduncionamento do
eixo hipotadlamo-hipdéfise-adrenal persistentemersendo que filhotes de maes pouco
cuidadoras sdo mais ansiosos e reagem com maiiwas de corticosterona frente a um
estressor na vida adulta. Em nosso grupo, vimoayéd de um modelo experimental em
roedores, que o trauma neonatal afeta o cuidadernoatievando a maior ansiedade na vida
adulta. A ansiedade foi mensurada, através da medicconsumo alimentar em um ambiente
novo, e esses animais traumatizados na infancipomdsram com maiores niveis de
corticosterona ao estresse agudo na vida aduli@er&sge que os niveis aumentados de
corticosterona estejam envolvidos nas alteracdesodgortamento alimentar observadas
nesse modelo. O objetivo deste trabalho foi ingasto efeito do consumo dedmfort-food
sobre comportamentos relacionados a ansiedadespasta neuroenddcrina ao estresse e a
ativacao cerebral em individuos com e sem exposigaoauma no inicio da vida, utilizando
um modelo animal e uma amostra cliniddtodos: A partir do segundo dia de vida,
ninhadas de ratos Wistar e suas genitoras forarmetidtas a reducdo de material para
confeccionar o ninho (intervencdo-modelo de tram®anatal). Durante 5 semanas na vida
adulta, as fémeas receberam a opc¢éo de dietaatcimfort food” + dieta regular (similar a
racdo padrdo). Apés, os animais foram subdividdgexionados a trés experimentos onde
foram avaliados: 1) a ansiedade que foi mensursaiado o teste de supresséo alimentar pela
novidade (NSFT), e a 2) a resposta neuroendécrd@arainutos de estresse por contencéo foi
verificada pela mensuracéo dos niveis plasmétieadicosterona no basal, imediatamente,
20, 40 e 70 minutos apos o fim do estresse, 3awabacao do consumo dedmfort food
apos a aplicacdo farmacoldgica de diazepan. Noshaos, 0 projeto € o seguimento de uma
pesquisa realizada com criancas e adolescente9@8nqrie avaliou aspectos nutricionais e
psiquiatricos. Em 2013, uma amostra representdtgta amostra inicial realizou reavaliagdo
que incluia d?arental Bonding InstrumerPBI) (avaliacdo da percepcéo do cuidado materno
recebido), avaliagdo do consumo alimentar num ambigesconhecido (refeicdo a escolha na
lancheria do Centro de Pesquisa Clinica - CPCimassmo coleta de cortisol salivar. Dados
de neuroimagem desses individuos ao visualizar emsmagle alimentos palataveis versus
alimentos neutros foram processados e analis&Bmsiltados:No estudo experimental, as
genitoras do grupo intervencdo apresentaram cuidzaterno com menos variabilidade e
menor qualidade quando comparadas as genitorasolesntApos o consumo crbnico de
“comfort food, o grupo intervencdo apresentou menores nivesodéeosterona em teste de
estresse por contencdo de movimentos e nao dimurelacdo ao grupo controle na
ansiedade e no consumo calorico de alimento deordpds 0 uso de ansiolitiddo estudo
clinico, houve interacdo entre cuidado maternojedage e cortisol basal no consumo
calérico em um ambiente novo (lanche). Nos indiegd@ansiosos que receberam menor
cuidado materno na infancia, o consumo caldricaavemn funcao do cortisol, sem efeito nos
outros grupos. Os dados de neuroimagem funciogarem que os individuos que receberam
alto cuidado materno, conforme aumenta a ansiedadere uma dimiuicdo da ativacdo da
area cerebral relacionada com impulsividade (giomtél superior e médio), deixando-os
menos inibidos. Em contrapartida, nos individuos qgceberam baixo cuidado materno isso
nado ocorreu. Além disso, no grupo com alto cuidadterno, ha menor ativagcao do precuneo
frente a visualizacdo de alimentos palataveis geitens neutros independente da ansiedade.
Conclusédo: O consumo de alimento palatavel foi utilizado pel@meas do grupo
intervencao, para inibir os sintomas de ansiedadersequentemente, diminuir os niveis de
corticosterona. Nos humanos, o consumo calorica ean funcdo do cortisol, sem efeito nos
outros grupos. A resposta de diminuicdo da ativaliiigiro frontal seria considerada uma
resposta ‘“padrao/normal’, pois a medida que aumeataansiedade, aumenta
consequentemente a vontade de ingerir alimentasgvais, o que ndo ocorre nos individuos
de baixo cuidado materno, permitindo-nos inferie gusistema esteja tao alterado que essa
regido especifica relacionada a impulsividade m&panda mais ao estimulo especifico de



visualizacdo de alimentos. Esses resultados emragmaproduzem os achados em roedores
e demonstram que variagcbes de cuidado materno pooediar a relacdo entre
cortisol/ansiedade e as alteracdes de comportaraémtentar na vida adulta

Palavras-Chave:Trauma, ansiedade, cortisol.



ABSTRACT

Introduction: Variations in maternal care in rats can programne fanction of the
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis persidiernpups raised by low maternal care
mothers are more anxious and secrete more cogrors in response to stress in adulthood.
In our research group, we demonstrated that e#dystress affects maternal care and
increases anxiety, measured by food consumptiora inew environment, as well as
exacerbates the HPA response to an acute stréssuljgested that increase in corticosterone
levels modulate the altered feeding behavior olegskim this model. The objective of this
research was to investigate the effect of “comfood” consumption on the anxiety-related
behaviors the neuroendocrine response to acuterandactivation in individuals exposed or
not to early life adversity, using a rodent modetl & clinical sampleMethods: By the
second day of life litters of Wistar rats were sdbgd to reduced nesting material protocol
(Early—Life Stress) or standard care (Controlsuribg five weeks the both groups received
ad libitum comfort fooddiet and regular diet on their homecage. The Wahg experiments
were performed: 1anxiety was assessed using the novelty-suppressgelihg test (NSFT),
2) the neuroendocrine stress response to 20 minwgaire stress was verified by measuring
plasma corticosterone levels at baseline and imatedgli 20, 40, and 70 min. following the
stress exposure 8pmfort foodconsumption after diazepan injected. In the hustady, the
project is a follow up of a project that evaluatedritional and psychiatric aspects in children
and adolescents in a comunitariam sample in 2008013, a representative subsample was
evaluated using the Parental Bonding Instrumentl-(R&ernal care evaluation), food
consumption in a new environment (meal choice sttack bar- at Clinical Research Center-
CPC), as well as baseline salivary cortisol. Neuaging data were analyzed in a task facing
palatable foods versus neutral objedResults In the experimental study, ELS dams
demonstrated lower variability and poorer qualifyneaternal care compared to controls.
After the chronic comfort food exposure, ELS grainowed lower levels of corticosterone in
response to restraint stress and the previouslyrtexgb differences in anxiety were not seen
anymore. Food consumption after anxiolytic injectiwas similar among the groups. In the
clinical study, it was found an interaction betwaeeaternal care, anxiety and baseline cortisol
levels in the total calories consumption (snackd imew environment. In anxious individuals
that reported low maternal care during childhoaapes consumption varies according to
cortisol (negative correlation), while in non-anxsothe correlation is opposite, without other
groups effects. The neuroimaging data suggestsrnti@iduals receiving high maternal care,
have diminished activation in the superior and r@ddontal gyrus according to increasing
anxiety symptoms score, but individuals receivioly inaternal care this relationship was not
seen. In addition the group reporting high materele had decreased activation in the
precuneus independent of the anxiety lev€@enclusion: Palatable food intake by ELS
females rats was used tameliorate anxiety symptoms and consequent to @min
corticosterone levels in response to acute stitedsumans, thealories consumption varies
according to cortisol and anxiety scores in thag®orting low maternal care, without other
groups effects. Brain responses to food pictures &hry according to early rearing and
anxiety symptoms. These results in humans repradegperimental research findings and
demonstrate that variations in maternal care media¢ cortisol and anxiety effects on
feeding behavior in adulthood.

Keywords: Trauma, Anxiety , cortisol.
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1 INTRODUCAO

A vida pré-natal, a primeira infancia, a infancia adolescéncia sé&o periodos criticos
caracterizados por uma maior vulnerabilidade aeest KASSI et al., 2000, desse modo,
insultos ocorridos nestes periodos tdo sensivelsermpdevar a agravos como, por exemplo,
danos neuronais (MCEWEN, 2009; MCCLELLAN& al, 2011) que se mantém na vida
adulta (MACMILLAN et al, 2001). Esses agravos deixam “marcashando o individuo
vulneravel ao desenvolvimento de transtornos p&ifqoos na vida adultéCATTANEO et
al., 2015).

Estudos em seres humanos demonstram que a expe@nmaus tratos na infancia
(MELLO et al.,2009; MACMILLAN et al, 2001; TRICKETTet al, 2010; DESANTISet al,
2017), o cuidado materno de baixa qualidabCCLELLAND et al.,2017) ou ter vivido em
instituic6es/orfanato por algum temg@UNNAR et al, 2001; FRIESet al, 2008;GUNNAR
et al, 2009; MCLAUGHLIN et al, 2015) resultam em alteracdo de um dos sistemas
responsaveis pela resposta ao estresse: tipatalamo hipofise adren@HPA).

Tentando entender melhor essas experiéncias trenami&s na infancia, sao
utilizados na literatura modelos animais que tentammetizar essas experiéncias. Um
exemplo disso € o modelo trauma na vida precocengjueetiza situacdes de abuso e de
negligéncia, onde o trauma neonatal ocorre pelacBsd do material para confeccionar o
ninho disponibilizado a genitora. Em consequénada, comportamento maternal é
profundamente alterado (menor variabilidade, cotapoento esteriotipado) e a prole na vida
adulta apresenta comportamento ansioso, maioressnile corticosterona em resposta ao
estresse e apresenta preferéncia por alimentgpdddomfort food”! (MACHADO, et al,
2013). Evidéncias em humanos e roedores sugereno goasumo deste tipo de alimento

leva & atenuacdo da atividade do eixo HPA em résp@ms estresse cronico na vida adulta

1 Alimento caldrico rico em gordura e aguicar altamente palatdvel que induz a sensacdo de
prazer/conforto.
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(EPEL et al, 2001; TOMIYAMA et al, 2011), porém pouco se sabe sobre os efeitos do
estresse vivenciado no periodo neonatal sobre suoum a modulagdo da preferéncia e as
consequéncias do uso desse tipo de alimentos aadidta.

Neste contexto, é importante estudar a relagdce emttrauma na vida precoce,
consumo de alimento do tipedmfort food e a resposta neuroenddcrina do eixo HPA ao
estresse, usando uma abordagem translacional. Desde, o objetivo deste trabalho é
avaliar o efeito do consumo dedmfort food no comportamento ansioso e na resposta do

eixo HPA em ratos e humanos submetidos ao traurmalagrecoce.



19

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Trauma na infancia e o impacto no eixo HPA

O estado de homeostase é essencial para a vida. egsilibrio € desafiado
constantemente por adversidades reais ou percelndaseja, os estressores. O estresse é
definido como uma desarmonia, ou ameaca a homeosjas ativa um complexo sistema de
resposta fisioldgicas e comportamentais visanddalvelecer a homeostase (resposta
adaptativa). Esse sistema complexo envolve esasitly sistema nervoso central e periférico.
A incapacidade do individuo em responder adequackzna® estresse pode leva-lo a doencgas
e, além disso, afetar fun¢cdes importantes comccionesito, reproducdo, o metabolismo,
desenvolvimento da personalidade e comportamenf&Sf et al, 2012). Quando isso
ocorre, forcando o organismo a atuar além de suacadade, e/ou ha dano fisico, denomina-
se “trauma”. Em consequéncia, hormonios e neursitnegsores envolvidos na resposta ao
estresse modificaréo a funcéo e a estrutura deémesrem diferentes regides cerebrais, no
intuito de proteger o cérebro de danos permandME€EWEN, 2009). O estresse agudo
ativa rapidamente o sistema nervoso simpatico eseguida, o eixo HPA. Agudamente, a
ativacdo desses dois componentes € o principalnisaca de resposta ao estresse, porém o
nivel de ativacdo depende do tipo do estressor MRNI et al.,2014). Em relacdo ao eixo
HPA, o estresse é percebido pelos 6rgdos de captigdnformacdo, culminando com a
liberacdo do horménio liberador de corticotrofir@RH) no ndcleo paraventricular do
hipotadlamo (PVN). Este age na glandula pituitaH&RMAN et al, 2003), estimulando a
liberacdo adrenocorticotrofina (ACTH) na corrent@nguinea, que € responsavel por
promover a liberagdo de glicocorticoides pelo coda adrenal (HERMAN e CULLINAN,
1997). Neste processo, existe um controle de tetreatacdo negativa do eixo para que a

atividade cesse (HALASEt al, 1997).
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O fato de ter recebido um cuidado materno de bqiaidade é considerado um
trauma. Criancadnstitucionalizadas apresentam resposta atenuadaido hipotalamo
hipofise adrenalHPA) em resposta ao estresse psicossocial, quandpatadas a criancas
institucionalizadas alocadas num ambiente famdigas respostas de estresse se aproximam
daqueles com desenvolvimento tipicdAMGLAUGHLIN et al, 2015. Situagbes
traumatizantes na vida precoce, como abuso fisisexelal (HEIM et al, 2000), estédo
associadas a hiperativacdo do eixo HRAn bom cuidado maternal é fundamental no
aprendizado da crianga para lidar com adversidadesdiminuicdo dos riscos para doengas
como ansiedade e depressao na vida adulta (PARKER 1999;PARKERet al, 1979). A
interagao negativa na relagéo entre méae e filndizpocecomer emocional, ou seja, um cuidado
materno ruim influencia a ingestdo alimentar quatigada em resposta a um estimulo
emocional (ESCOBARt al, 2014).

Estudos experimentais demonstram quéreve separacdo do filhote da méae, 3
minutos por dia, aumenta o comportamento de cuidaai@rno ao ser devolvido para sua
mae sendo, portanto, benéfico. Em consequénci,ngsica numa melhor capacidade em
lidar com situacfes estressantes, menor comportanten tipo ansioso e dos niveis de
corticosterona (LEVINEet al,1967). Longos periodos de separagdo, contudo,eféito
oposto, sendo extremamente estressante para a geal@nstrando comportamento do tipo
ansioso, depressivo e associacao com desordemntdinma vida adultaJAHNG, 2011).

Tentando modelar situacdes de abuso e negligémogmoradas em humanos, foi
proposto na literatura um modelo de trauma prea@oeroedores em que se reduz a
disponibilidade de material para confeccionar dhaiem ratas lactantes. Esse modelo de
intervencdo neonatal é altamente estressante gg@aitara, 0 que culmina com a reducgéo e
modificacdo do cuidado materno com a prole (&t¥al.,2008; DALLE MOLLEet al.,2012,
MACHADO et al.,2013) e altera a resposta do eixo HPA (AVISHAIHEER et al., 2001,

BRUNSONet al., 2005; RICE et al.,2008). Reproduzindo esse protocolo, é visto gse es
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ambiente adverso neonatal leva a ansiedade naadiglt|a (DALLE MOLLE et al., 2012;
MACHADO et al., 2013), a maiores niveis de corticosterona em résps estresse por
contencdo de movimentos e a preferéncia por alondattipo ‘comfort food” em fémeas

(MACHADO et al.,2013).

2.2 O efeito do consumo do alimento tipo “comfortdod” na resposta do eixdHPA

“Comfort-food” sdo alimentos palataveis, contém aclUcar e/ou gasdwue Ss&o
consumidos como forma de conforto aliviando ososnats do estresse, sendo capazes de
diminuir a resposta neuroenddcrina ao estressgae o habito alimentar (PECORARSD
al., 2004; DALLMAN, 2010).

Mulheres com altos niveis de estresse crénico apt@&® atenuacdo da resposta ao
estresse, com baixos niveis de cortisol salivartér@ uma tarefa de estresse agudo, assim
como maior ingestao caldrica de alimento do tiponifort-food num buffet(TRYON et al.,
2013). Seguindo nesta mesma linha, mulheres quaus®lassificam como estressadas
apresentam maior consumo alimentar e, em consequéacmento da circunferéncia
abdominal, do indice de massa corporal (IMC) e menaiveis de cortisol quando
comparadas com controles (TOMIYAMAL al, 2011). Entretanto, a literatura demonstra
niveis elevados de cortisol noturno em pessoasomem motivadas pelo estresse (EREL
al., 2004). Em outra fase da vida, a adolescéncia, msrgne comem impulsionadas pelo
estresse apresentam alta prevaléncia de sobrejiesidade abdominal e maior adiposidade
corporal em comparagdo com as que ndo apresensanca@sportamento (JAASKELAINEN
et al.,2014) porém, neste estudo, ndo foram avaliado$vessrde cortisol. Tanto em animais
como em humanos ha evidéncias que demonstram gxeesso de glicocorticéides esta
envolvido no desenvolvimento da obesidade via atongs ingestao de alimentos, levando a

maior deposi¢cao de gordura visceral (ADAM e EPHIQ7). O acesso ao alimentmoifort-
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food” atenua os efeitos fisioldgicos do estresse agndiwando que ele atua como um
alimento confortante. O consumo desse tipo de aliomemodula a liberacdo de
neurotransmissores envolvidos na resposta hedéamietorcadores naturais (ex.: alimento) e
artificiais (ex.: drogas), indicando uma capaciddddevar a dependéncia. A retirada desses
alimentos confortantes, apds uso crbnico, leva @ weacdo semelhante a de estresse
(MORRIS et al.,2014) ou abstinéncia (COLMARL al.,2015; da SILVA BENNETIet al.,
2014) . Por outro lado, também é vista a busca gmiforto via outros métodos, como o0 uso
de substancia alcoolica ao longo da vida em creanoa passaram pela experiéncia adversa
de terem sido expostas a guerra civil (KEY&E@l,2014).

O estresse cronico em roedores esta associadoperdilransioso e a maiores niveis
de corticosterona; no entanto o acesso a alimentgpd “comfort-food atenua a resposta ao
estresse diminuindo os niveis de corticosteronal@EANI et al.,2014). O estresse fisico
(choque) em roedores leva a reducdo da prefer@oci®ebida com sacarina comparada a
agua. Porém, na situacdo de estresse emocionate azooposto, 0os animais preferem a
bebida doce (PIJLMANt al, 2003).

E proposto na literatura que a preferéncia porringémentos do tipo éomfort-food
em situagdes estressantes funcione como uma “adicegéo”, para controlar os niveis de
corticosterona (ratos) e cortisol (humanos) (PECBRAet al, 2004; TOMIYAMA et al,
2011). Sugere-se que o estresse cronico estimalgooHPA, resultando na exposi¢do aos
glicocorticéides que podem desempenhar um papevaete no desenvolvimento da
obesidade visceral (ADAM e EPEL, 2007) e, a lopgazo, podendo ter a obesidade como
consequéncia (DALLMAN, 2010).

E importante destacar que os desfechos podemr \dgisacordo com o tipo de
estresse aplicado. Apesar da vasta literatura denaolo que o estresse crbnico na vida
adulta leva a maior ansiedade e ao consumo de rabmécomfort-food”, pouco se sabe

sobre a capacidade de o trauma neonatal tambémadesanesmos desfechos, em especial,
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quando se trata do modelo de reducdo do mategpbuivel para a confeccdo do ninho. O
primeiro estudo de que se tem conhecimento nestielm@ o de MACHADCet al., 2013.
Neste estudo, foi demonstrado que este tipo dessstmeonatal leva ao desenvolvimento de
comportamentos relacionados a ansiedade, assim aomaior preferéncia por alimentos
confort foodse & maior secrecdo de corticosterona em resposesteesse agudo na vida

adulta.

2.3 Ansiedade

A ansiedade é um sintoma cuja causa esta relacianémtores genéticos, ambientais
e epigenéticos. Através de um estimulo, seja ellea ndo, o organismo reage ativando o
sistema fisioldgico e organiza a mudanca componéahele defesa preparando o individuo
para luta ou fuga (NOLTEt al, 2011; STEIMER, 2002). Naturalmente, as mulheés s
mais propensas em relacdo aos homens a desentralvetornos de ansiedade e depresséo,
vale destacar que, ao longo do periodo de flutudg@iononal, esses defechos podem
apresentar-se de maneira mais marcante sugerirel@gjlnormonios gonadais participem
fortemente deste processo no sexo feminino (KESSI€ERal 2003; SOLOMON e
HERMNAN, 2009). Individuos de ambos 0s sexos quanfoabusados sexualmente na
infancia sado propensos a apresentar transtorngsi@sicos na vida adulta. Enquanto os
homens acabam, ao longo da vida, tendo mais cliBncensumir drogas ilicitas e apresentar
depressdo, as mulheres tém mais chance de desendalsordens psiquiatricas em geral
(MACMILLAN et al, 2001).

Estudos demonstram que eventos adversos no irdciodd levam a desfechos néo
favoraveis na vida adulta tais como: ansiedadeagdsfo e dificuldade de aprendizado, baixa
autoestima (SHIKANAEt al.,2013; BARAMet al.,2012;JAHNG, 2011, STEIMER, 2011,
CHIBA et al.,2012; KUOet al.,2011). O estresse na vida adulta leva a prefexéoalio

alimento do tipo €omfort-food, possivelmente, atuando como “medicacédo” (PECORAR



24
al., 2004; ULRICH-LAI et al., 2011). Logo, a concomitancia entre aplicacdo deesst e
oferta do alimento do tipocbmfort food ameniza os escores de comportamentos
relacionados a ansiedade em roedores fémeas (KRO&D&V, 2010). Interessantemente,
guando o consumo é capaz de ser revertido peldaiaasiolitico diazepan, entende-se que o
mesmo estava sendo motivado pela ansiedade @tla¥,1997). Em contrapartida, animais
manipulados no inicio da vida ndo apresentam digiioudo consumo apos do uso de
diazepan, demonstrando que o consumo nao eraomdaic a ansiedade (SILVEIRAt al.,
2005).

Os farmacos tranquilizantes sédo divididos nos gugas fenotiazinas (exemplo:
acepromazina), butirofenonas (exemplo: droperiddinzodiazepinicos (exemplo: diazepan)
(NEVESet al., 2013. Os benzodiazepinicos sdo uma classe de farnsgazes de inibir os
sintomas de ansiedade (ANDERSENal, 2004). O tratamento agudo com este farmaco é
capaz de reverter o comportamento de inibicdo copental no teste de supressdo
alimentar pela novidade (NSFT) (MERAEt al, 2003). O NSFT caracteriza-se por ser um
teste de simples execuc¢do, ndo € necessario tremara é indolor e efetivo (BELZUNE&
al., 2001; BLANCHARDet al, 1998). Neste teste, o animal previamente passgejom
(entre 12 -24h) e enfrenta o conflito entre sexdprar e ingerir um alimento que se encontra
no meio de uma arena aberta desconhecida ou aitidasie de ficar no canto, evitando o
centro e ndo atingir o alimento. E avaliada tant@téncia para o inicio do consumo no
ambiente novo como a quantidade de ragdo consuduicnte 5 minutos, apds o animal
retornar a sua caixa moradia (DULAWA e HEN, 200Burante o teste, os animais com
maior laténcia para iniciar 0 consumo no ambiem@Nassim como 0 menor consumo de
racdo, ao retornar a caixa moradia, sdo class@&cadmo ansiosos (SAMUELS e HENal,

2011).
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2.4 Alteracdes neurofuncionais relacionadas ao trawa na infancia

E possivel avaliar a atividade cerebral, atravésntmulso neuronal que ocorre no
cérebro, desencadeando um aumento do fluxo samguissa acdo despende energia,
ocasionando mudancas rapidas no fluxo sanguineoccensumo de oxigénio (ATTWELét
al, 2010). A oxigenagdo sanguinddopd oxygen level-dependdBOLD) signal é avaliada
na ressonancia magnética sendo dependente darhiaarerebral (GURBIL et al, 2000) .
Esta metodologia fornece a oportunidade de avadiaistemas cerebrais através da atividade
neuronal, sendo um método nao invasivo (GRAHAMal, 2015).

Ter recebido cuidado materno de uma méae depressntamatologia detectada antes
da gestacdo e aos 3 meses apds nascimento déhseudode ser considerado um evento
traumatico. Independente de sintomas depressivtermoa pos-natais, a depressdao materna
pré-natal estd associada positivamente com a dedecke funcional amigdala esquerda
(regido do cérebro envolvida na ativacdo e regalalg® estados emocionais) em criangas
com 6 meses de idade. Interessantemente, a detscsbgere que o desenvolvimento de

circuitos neurais com caracteristicas de maioremalilidade para a depressao ja € evidente

na infancia e ocorre em funcéo das caracteristigasrnas na gestacdQlU et al.,2015).

Estudos envolvendo ressonancia magnética e traamafdncia demonstram que o
trauma vivenciado na vida precoce esta relaciocadoa aceleracdo no desenvolvimento do
volume da glandula pituitaria durante a adoleseém® meninas. Portanto, quanto mais
severo for o trauma maior é o volume da glandulataria na amostra avaliada (GANELLA
et al, 2015).

Maior atividade da amigdala frente ao estimuloalisie faces de tristeza foram vistas
em criancas de 3 a 5 anos com trauma precoce. @iyndgsa resposta nao foi vista em
resposta a outras faces emocionais (SUZBlK4I., 2014). Esse tipo de trauma precoce, em

especifico o abuso emocional mensurado atravé<hitlhood Trauma Questionnaire
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(CTQ), leva a menor contectividade funcional em estadcegouso entre amigada direita e o
cortex em jovens do sexo masculino (FAN al., 2014). Estudos de neurcimagens tém
identificado regides cerebrais que estdo envolvidas recompensa do consumo alimentar
resultando na ativagdo do coértex direito, amigdadatriadoQ'DOHERTY et al.,2002).

S840 escassos na literatura estudos que abordemaottauma na infancia, alteragbes
neurofuncionais na fMRI diante da tarefa visualimagle alimentoscbomfort-food” Um
estudo recente realizado em adolescentes que aufrfeauma na infancia ndo encontrou
diferenca neurofuncional em resposta a visualizdgdilnagens de alimentos entre 0s grupos
expostos e ndo expostos a essa adversidade no daiciida (ELSEYet al, 2015). Apesar
disso, existem muitos estudos em obesos.

Individuos obesos tendem a apresentar maior ativdedegides somatossensoriais
orais e no coértex gustativo, antecipando o consalimeentar frente ao alimento palatavel.
Essa resposta ocorre através da visualizacaorderdabs palataveis sugerindo que essa tarefa
pode distinguir pessoas obesas, ou com risco patasenvolvimento desta doenca, que
apresentam o comportamento alimentar de comer arasex (STICEet al., 2009). A
dopamina estéa relacionada com o comer patolégestieos de neuroimagem demonstram
que, similarmente a pessoas viciadas em drograsligdo, 0os obesos apresentam menores
receptores de dopamina (D2) no estriado, o quacheia busca por comida para compensar
a deficiéncia desse neurocircuito cerebral (WA&t@l.,2009).

Contudo, apesar de saber que o estresse (KRO&N 2010; JAASKELAINENet
al., 2014; MIKOLAJCZYK et al, 2009) assim como o trauma (MACHAD#D al., 2013)
modificam o comportamento alimentar, ndo se salpeoco trauma na infancia modula a

resposta neuronal & visualizagdo de alimentos.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos experimentais e em seres humanos demongtrara exposi¢cdo a eventos
estressores no periodo neonatal levam a psicop&sle a altera¢cdes neuroenddcrinas, assim
como podem afetar persistentemente a regulacd@mpartamento alimentar. No entanto,
pouco se sabe sobre o efeito dos alimentos dd tipafort-food sobre esses desfechos em
individuos expostos ao trauma neonatal. Sabendo goeportamento alimentar inadequado
pode levar a risco para obesidade e doencas cspracantendimento dessa relagédo pode
auxiliar na compreensédo e prevencdo de doencascasprespecialmente, em individuos
vulneraveis (que passaram por trauma na infanCiano as fémeas sdo menos favorecidas
nos estudos em roedores, destaca-se 0 uso das snesrpaesente estudo. A utilizagdo da
pesquisa translacional viabiliza que as hipotesgsrsinter-relacionadas, possibilitanto maior

abrangéncia no entendimento do tema proposto.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do consumo deoinfort-food sobre comportamentos relacionados
a ansiedade, a resposta neuroenddcrina ao estrasatvacao cerebral em individuos com e
sem exposi¢do ao trauma no inicio da vida, utiibanm modelo animal e uma amostra

clinica.

4.2 Objetivos especificos

» Caracterizar o comportamento maternal entre asagasie o crescimento dos filhotes
dos grupos controle e intervencédo, como importactegariaveis para os objetivos

principais.

e Avaliar o comportamento do tipo ansioso e a respastestresse em ratas fémeas na
vida adulta, apds a exposicéo por 5 semanas de“d@mnfort-food, através do teste
de supresséao alimentar pela novidade (NSFT) eve @e corticosterona em resposta

ao estresse por imobilizagdo comparando os grupusote e intervencgao.

» Comparar o efeito da exposicao cronica a dietarffort-food sobre o acumulo de

gordura abdominal em ratas fémeas na vida adulta.

» Comparar a resposta alimentar, entre os gruposoterd intervencao, diante do uso

agudo de um benzodiazepinico em ratas fémeas aadidta.

» Verificar a interacdo entre cuidado materno reaelia infancia, ansiedade e cortisol

na ingestdo de alimento, em um novo ambiente, eBs dJaumanos. Relacionar o
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cuidado materno com possiveis mudancas no padréideado cerebral frente a

visualizacdo de alimentos palataveis e itens ngutacamostra clinica.
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5 HIPOTESE

O livre acesso acomfort food levara a menores niveis de corticosterona e a
diminuicdo dos sintomas de ansiedade em animaisseoga trauma no inicio da vida. Nos
humanos, individuos que sofreram trauma (percepedbaixo cuidado materno recebido)
apresentardo variacdes do comportamento alimendar resposta central a visualizagdo de

alimentos palataveis vs. itens neutros em func@andeedade e da resposta ao estresse.
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6 METODOLOGIA

6.1 Estudo Experimental

6.1.1 Animais

Ratas Wistar nuliparas, provenientes da UnidadeExjgerimentacdo Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA)rdim acasaladas nesse local e
permaneceram em caixas-moradia padrao da UEA. # plar sétimo dia gestacional, as
genitoras foram alocadas em caixas-moradia indargjlespecialmente desenvolvidas para
este modelo animal, medindo 40cm x 40cm x 30cm, assoalho de malha metélica (1cm x
1lcm) que permitisse apenas a passagem das fezesirend para um coletor localizado na
parte inferior da caixa. As genitoras foram margtidassas caixas-moradias com o assoalho
recoberto com maravalha e em um ambiente controleidm claro/escuro de 10/14horas
(luzes acendiam as 9h e apagavam as 19h), tempedd#u22 + 2° C, agua e comidd
libitum. A limpeza das caixas-moradia foi realizada uma per semanaO dia do
nascimento dos filhotes foi considerado o Dia 0.dN02, as genitoras e suas ninhadas foram
randomizadas para dois grupos, controle e inteAeer@ cuidado materno foi avaliado do dia
2 ao dia 9 de vida os filhotes. No dia 10, as geast e seus filhotes foram removidos para
uma caixa-moradia padrédo, medindo 46 cm x 31cmoml@om o assoalho recoberto com
maravalha e mantidos no mesmo ambiente controtamidorme citado acima. No dia 21 de
vida, os filhotes foram desmamados e separadosears, em trés por caixa-moradia, e
mantidos em um ambiente controlado: ciclo clarafesce 12/12h (luzes acendiam as 7h e
apagavam as 19h), temperatura de 22 + 2° C, agoaniglaad libitum Os machos foram
destinados a outro projeto (nimero 140168) e, resbalho, foram utilizadas somente as

fémeas.
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Foram utilizadas no total 14 ninhadas, sendo b®tk distribuidos para diferentes
experimentos, conforme a figura 1. O tamanho dhada variou de 4 a 13, mas a média do
namero de filhotes ndo foi diferente entre os gsufmédiatDP — controle: 9,14+2,60 e
intervencdo: 9,85+2,19, p=0,589), sendo esta wariatilizada como co-variavel em
determinadas andlises (ver “Analises Estatistica®y 14 ninhadas utilizadas para a
observagcdo do cuidado materno foram divididas eras dcoortes e, ao comparar 0S
componentes do cuidado materno entre as duasprgio bbservadas diferencas estatisticas

significativas.

Figura 1 - Esquema mostrando a distribuicdo das nimadas nos diferentes experimentos
realizados.

| 14 ninhadas ‘

’ Avaliagio do cuidado materno
7 geniforas confrole ‘

‘ 7 genitoras intervencio

Filhotes Filhotes
Machos (n= 29)* Machos (n= 33)*
Fémeas (n=35) Fémeas (n=36)

Exposicio a dieta
palatavel

Leval Leva3

‘ Exposicio ao dizepan | | Teste NSFT** | | Estresse por contengio movimentos |
| Morte por sobredosagem anestésica | | Morte por decapitacio l | Morte por sobredosagem anestésica |
* Destinados a outro projeto ** Supressio Alimentar pela Novidade = mmero de animais

A partir do 68 dia de vida, os animais foram expostos a opcamitetipos de dieta:
dieta regular (similar a racdo padrao do laborajéei a dieta comfort-food até o fim da

vida.
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Aos 95 dias de vida, iniciaram-se os testes, quasdmnimais foram subdivididos em
3 experimentos: teste de exposi¢cdo ao farmaco ghazdeste de supressao alimentar pela
novidade (NSFT), e teste estresse por contencawogtanentos. Os testes foram realizados
em salas comportamentais aclimatadas na UEA-HCRP#esAdas coletas de tecidos, houve
acompanhamento do ciclo estral das fémeas. A figurdustra a linha de tempo do

procedimento experimental e dos testes comportaisent

Figura 2 - Linha de tempo do procedimento experimetal e teste comportamental.
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6.1.2 Grupos Neonatais

Grupo intervencadambiente neonatal hostil): seguindo os procediogenescritos
por Ivy et al.(2008), o grupo intervencao teve restricdo do natpara a confeccao do ninho
durante oito dias (do dia 2 ao dia 9 pés-nataljegtricdo consistiu em remover a maravalha
da caixa-moradia, no dia 2, sem tocar nos anireas) oferecer um total de apenas 2008 cm
de papel toalha para a confec¢do de um ninho rudéneeste periodo. A urina e as fezes dos
animais eram depositadas no coletor localizadoante pnferior da caixa, e o assoalho de
malha metalica era, geralmente, conservado limp@ genitora. Todas as ninhadas foram
mantidas sem troca do papel toalha do dia 2 a8.dia

Grupo controle: no grupo controle, as genitoragréim a sua disposicdo uma
quantidade suficiente de maravalha para a constrgainho (aproximadamente 7200%m
Todas as ninhadas foram mantidas com este volumeatavalha, sem troca de caixa-

moradia do dia 2 ao dia 9.

Figura 3 - Figura do grupo controle neonatal.

Fonte: Machado, 2012
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Figura 4 - Figura do grupo intervencao neonatal.

Fonte: Machado, 2012

6.1.3 Observacdes do cuidado materno

Os procedimentos de avaliacdo do cuidado materrmyresam na unidade de
experimentacdo animal (UEA) do Hospital de Cliniackes Porto Alegre (HCPA) por

integrantes do Grupo de pesquisa DOHaD.

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre conta, em sstrutura, com o Centro de
Pesquisa Experimental (CPE). O CPE promove a iatégr entre os diferentes grupos de
pesquisadores e a racionalizagcdo de recursos dpliges disponibilizando infraestrutura
completa para as atividades em seis laboratorioffiuswarios e éarea fisica para o
desenvolvimento de projetos especificos em vintorktdrios tematicos. Além disso,
compreende a Unidade de Experimentacdo Animal dqssup varios alojamentos para
diferentes espécies, salas de comportamentos,dimu&etos, cirurgias de pequeno e grande

porte e necropsia, equipadas com diversos apaaqgipamentos para uso compartilhado.

O grupo de pesquisa DOHaD-Porto Alegre conta coparéicipacdo de alunos de
diferentes niveis (iniciacdo cientifica, mestradoutorado e pdés-doutorado) e diferentes

expertises que trabalham em conjunto em diversmetps. Dessa forma, a equipe se mantém
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em frequente contato com os diferentes procedimettno, por exemplo, observacédo do
cuidado maternal, andlise comportamental e dissedg estruturas. Isso permite a
qualificacdo dos componentes do grupo, assim copussibilidade de capacitagdo dos novos
participantes. Mesmo assim, procedimentos que contam a disseccdo da gordura
abdominal, geralmente, séo feitos pela mesma pgssaaum determinado projeto. No caso

do projeto atual, procedeu-se igualmente desse modo

Seguindo os procedimentos descritos por CHAMPAGHKE al., (2003), o
comportamento maternal de cada genitora foi obderdsariamente em cinco periodos, de
72 minutos cada, do dia 1 ao dia 9 pds-natal, poioy observadores do nosso grupo de
pesquisa, DOHaD, previamente treinados atravesbdereacdes supervisionadas repetidas.
Além disso, foi realizada a supervisdo da analiagaddas planilhas, onde os dados eram
registrados por observador experiente do nossmgiampesquisa. As observacdes ocorriam
sempre nos mesmos horarios, sendo trés periodastdw fase clara (10h, 13h, 17h) e dois
periodos durante a fase escura (07h e 20h). Empeattalo de observacao, o comportamento
da genitora foi registrado a cada trés minutos d@&ervacdes/dia x 5 periodos/dia = 125
observacdes/genitora/dia), sendo que 0 observadistiava 0 comportamento que estava
acontecendo no instante em que olhava para os ianjmuaseja, como se 0 observador tirasse
uma fotografia do que estava acontecendo exatanmemtenstante da observacdo). Os

seguintes comportamentos maternais foram regisgrado

a) Genitora em contato com os filhotes — no minimithdtes.

b) Genitora fora do ninho.

c) Genitora amamentando os filhotes, conforme a posiga&dorso arqueado: (1),
(2), (3) ou (4); sendo a posicéo (1) a menos adpiea posicao (4) a mais

arqueada.



37
d) Genitora amamentando os filhotes de forma passivagja, quando ela esta

deitada de costas ou de lado ao amamentar.

e) Genitora lambenddi¢king and groomingpu LG) qualquer filhote.

As variaveis de cuidado materno utilizadas nestbatho foram a avaliacdo das
posturas de amamentacao, a frequéncia de lambidasoetato com a prole. Os escores de
cada comportamento foram calculados, dividindo equéncia do comportamento pelo
namero total de observacgdes e utilizando uma plamié Microsoft Excel®.

As posturas de amamentacao sao classificadas om#posicdo do dorso arqueado.
Na posicéo 4, a genitora esta imével e numa posti@to arqueamento dorsal, apoiada por
patas dianteiras e traseiras rigidas e a cabega,b@m o tronco e membros simétricos
bilateralmente. A maioria ou todos os filhotes est&ndo amamentados. As posicdes 3 e 2
Sao posturas progressivamente menos intensas igagdgver figuras 5 e 6); nesses casos, a
genitora esta sobre os filhotes, relativamente ehdnembros colocados de forma simétrica
bilateralmente, com a cabeca na posicao de regoésdaixa) numa postura de arqueamento
dorsal baixo apoiada por patas dianteiras e tesseigidas (posicdo 3) ou numa postura de
menor arqueamento dorsal baixo, apoiada por paatedas ou traseiras rigidas (posicao 2).
Na posicao 1, a genitora se coloca sobre os féhe¢en arqueamento dorsal com pouco ou
nenhum apoio de membros. Na posicao passiva, #ogemista amamentando um ou mais
filhotes deitada com o ventre para cima ou de [R@NSTEIN et al, 1998; PRYCEet al,
2001).

A frequéncia do comportamento de lambidas é aalent anotar o nUmero de vezes
em gue a genitora encontra-se lambendo um ou itheites durante a observacao do cuidado
materno. As lambidas podem acontecer de forma coitemate a outros comportamentos

como a amamentagéo.
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Figura 5 - Posturas de amamentacao.

A linha representa o ventre da genitora visto &teente, e os circulos representam os filhotes A)
postura 4; B) postura 3; C) postura 2; D) postuesE) postura passiva. Fonte: Machado, 2012.

Figura 6 - Posturas de amamentacéo.

Posicio 1 Posicio 2

Posicdo 3

Fonte: autor
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6.1.4 Avaliacédo do ganho de peso corporal

O peso corporal foi avaliado uma vez por semanizarndo uma balangca da marca
Marte® com precisdo de 0,01g. Apés o desmame, wsaan foram separados por sexo,

machos e fémeas, e padronizou-se pesar 0s animaissmo dia.

6.1.5 Inicio das novas dietas

Aos 60 dias de vidays grupos neonatais (controle e intervencéo) faabdivididos
em:
a) Controle com as opcgOes de dieta regular + dietatgpadl ‘tomfort-food (rica em
gordura e acgucar);
b) Intervencdo com as opc¢les de dieta regular + gedtaavel omfort-food (rica

em gordura e acgucar).

Todos os grupos receberam racdes novas as quagstadam acostumados durante 5
semanas, portanto, mesmo a racdo regular erarddeda racdo padrdo (22% de proteina,
lipideos 4,5%, cardoidratos 54%, 2,95Kcal/g; maNth/ILAB®) consumida pelos animais
até entdo. Isso foi feito para que todos os anireafsentassem os efeitos da neofobia
alimentar e, portanto, esse viés pudesse ser dikntte os diferentes grupos experimentais.
A composicdo da ragdo regular era: 22% proteina, d&ogordura, 60% carboidrato,
3,64Kcal/g; a dieta palatavel consistia em 14% dsefna, 34% de gordura, 30,2% de
carboidrato (sendo 20% em sacarose); 4,82Kcal/ghasnmas dietas foram produzidas pelo
laboratério Prag Solugbes Biocién@agSao Paulo, Brasil), visando minimizar possiveis
vieses. O consumo alimentar neste presente trabrddbofoi avaliado. O mesmo ja foi

detalhado utilizando o0 mesmo protocolo e as mesliedas, através de um equipamento que



40
permite a avaliagdo minuciosa do consumo alimestaepisodios no estudo de Machado

al. (2013).

6.1.6 Teste farmacolégico

No dia 95 de vida, um subrupo de animais foi irdlielizado e os mesmos
permaneceram em jejum por 6 horas, sendo habituadosala do teste por 1 hora.
Posteriormente, 0os grupos controle e intervenc@natal receberam injecdo farmacolégica
intraperitoneal de diazepan ou veiculo oleoso (4f@2propilenoglicol, 10% de etanol, 10%
de benzoato de sédio/acido benzdico, pH 7.4, coitieado pela empresa Stilo@p
conforme utilizado pelo estudo de Silveira e cotadores em 2005, na dose de 0.4ml/Kg de
peso corporal. Os animais foram posicionados c@uaaface ventral voltada para cima. A
injecdo foi aplicada no quadrante inferior do abdpwio lado direito do animal e do lado
esquerdo em relagdo ao pesquisador que estavaasdguw animal, na cavidade peritoneal
entre os érgaos abdomnais (NEV&l 2013).

Logo apds, foram recolocados em suas caixas naomin quantidade de racéo
(regular e palatavel) conhecida. A quantidade omitka foi avaliada a cada hora, no periodo

de 4 horas.

6.1.7 Teste de supressao alimentar pela novidadeSNT)

No 95° dia de vida, outro subgrupo de animaisdodcizido para a realizacdo do teste
comportamental. Os animais foram habituados ao abreento (Froot Loops® da Kellogs -
rosquinhas de amido de milho, trigo e sacaroseg¢bendo trés unidades por animal, durante

4 dias, dentro de sua caixa moradia. As habituag@&seram no horério de 12h as 13h.



41
Apés 16 horas de jejum, as ratas fémeas foram adéscindividualmente em uma
arena (54x43cm) contendo 1 pellet de Froot Looplds ®) no centro. Mediu-se o tempo
gue cada animal levou para iniciar o consumo diefpéempo de laténcia) e foi estipulado
um tempo maximo de 10 minutos de espera para inil@ese comportamento, e
imediatamente cada fémea foi recolocada em sua oaixadia, com quantidade previamente
conhecida de racao palatavel e regular, por unogerde 5 minutos. Apds, mediu-se o
remanescente de racdo utilizando uma balanca dzarivkarte® com precisdo de 0,01g. Apos
cada teste, a arena foi higienizada com alcool 7Omssicamente, a inibicdo do consumo
alimentar pela novidade é interpretada como umadaeate ansiedade (GROSS al, 2002

ZHANG et al, 2010).

Figura 7 - Vista frontal da arena utilizada para oteste de Supressdo Alimentar pela

Novidade (NSFT).

Fonte: Madbha2012
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6.1.8 Curva de corticosterona em resposta ao estsespor restricdo de movimento

Apo6s 5 semanas de exposicao as dietas, ao red@bdtias de vida, um subgrupo de
animais intactos (ou seja, que nao tinham realizadohum teste comportamental)
representativo de cada grupo neonatal foi submetidese experimento. Os animais foram
envoltos em uma toalha e tiveram 3 mm da pontaudecauda cortada com um bisturi. Um
pegueno volume de sangue (0,15 ml) foi coletadoadi@la do animal, realizando massagens
suaves da base até a ponta. Depois disso, os arfomain rapidamente imobilizados em um
tubo plastico de diametro variavel (ver figura 8m uma das extremidades aberta para
permitir a entrada de ar, fixado com fita adest@,forma a restringir a mobilidade dos
grandes grupos musculares. Os animais ficaram lmathos por 20 minutos e amostras
adicionais de sangue foram obtidas ao final da ilmabdo e aos 20, 40 e 70 minutos
subsequentes (TANNENBAUMt al, 1997). As amostras sanguineas foram coletadas em
tubos heparinizados, entre as 9h e 11h, centriaggadl000 rotagdes por minuto (rpm) por 10
minutos a 4C e o plasma foi armazenado a °®0até serem analisados o0s niveis de

corticosterona, conforme descrito abaixo.

Figura 8— Contensor artificial para imobilizacdode roedores.

6.1.9 Avaliacdo do ciclo estral das fémeas

AplOs o término do teste NSFT, esse subgrupo de amiteve o ciclo estral

acompanhado, determinado através de esfregacoalVagilas as manhas das 9h-10h. Todas
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as ratas foram decapitadas no segundo dia doal{gs#stro 1l), quando a variagdo hormonal

€ menor (TER HORS®t al, 2012; SEVERINGet al, 2004).

6.1.10 Coleta e armazenamento de tecidos

No dia da confirmagdo do diestro Il, as fémeasrfodecapitadas apds jejum de
aproximadamente 16 horas, em torno dos 95 diaglde ® sangue do tronco foi coletado em
tubos com EDTA e as amostras sanguineas foranifagattas a 4000 rpm por 10 minutos a
4°C e o plasma separado e armazenado a -80°C.

As duas maiores porcoes de gordura abdominal (gbrexdetroperitoneal) foram
dissecadas e pesadas por 2 pesquisadores treinasi@asgdo uma balanca da marca Marte®
com precisdo de 0,01g. Os resultados da quantdiad®rdura abdominal foram calculados

como percentual do peso corporal.

6.1.11 Andlises bioquimicas

A corticosterona foi avaliada por ELISA, usandokits comerciais Corticosterone
EIA Kit Enzo Life Sciences Int'l Inc., Plymouth Mieg, PA, USA, seguindo as instrugoes
dos fabricantes. As determinagBes de corticosteforaan realizadas no Laboratério de

Neurobiologia do Estresse do Departamento de Bioigaida UFRGS.

6.2 Estudo Clinico

6.2.1 Sujeitos

Os adolescentes e adultos jovens que participdeste estudo sdo provenientes de

uma amostra comunitaria selecionada a partir de escolas pertencentes a area de
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atendimento da Unidade Baésica de Saude Santa &eEilh 2008, as criancas e 0s
adolescentes que estudavam nessas escolas foramdactms para participar do projeto
PROTAIA (Avaliagdo multidimensional e tratamento dmsiedade em criangcas e
adolescentes) que incluiu avaliagdo psiquiatricauteicional Salum et al, 2011(64). De um
total de 242 participantes que completaram a ay@diaam 2008, seis foram excluidos por
retardo mental e sete por parentesco com outriciparite, totalizando 229 elegiveis para
participar deste estudo. Planejou-se realizar ureavatiacdo mais detalhada em
aproximadamente 30% da amostra elegivel, considergne essa coleta configura a quarta
etapa de um estudo de seguimento longo (conforgeriso por BARBIERIet al, 2006). A
reavaliagdo, realizada em 2013/2014, incluiu: (Bguidstico psiquiatrico; (2) avaliagdo
antropométrica e do comportamento alimentar; (Btaale sangue e saliva para extracdo do
DNA e avaliagdo bioquimica; (4) avaliacgdo com nenagem funcional. Setenta e cinco
participantes compareceram a coleta de dados niwoC#m Pesquisa Clinica do HCPA (CPC
- HCPA) e 43 realizaram a ressonancia magnéticaidoal (fMRI) no Instituto do Cérebro

da PUCRS (INSCER), (figura 9).

Figura 9 - Linha de tempo do estudo clinico.
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6.2.2 Primeira fase do estudo — Centro de Pesqui€dinica

6.2.2.1 Avaliacdo antropométrica

A avaliagédo antropométrica foi realizada no Ceded?esquisa Clinica do HCPA, no
turno da manha, por pesquisadores previamente itag@s pelo grupo de pesquisa. Todas as
medidas foram aferidas com os participantes enmjefl medida de peso foi realizada em
uma balancga digital eletrénica, com capacidade 8@ Kg e precisdo de 100g marca
Filizola®. A estatura foi aferida utilizando um &didmetro fixo com precisdo de 1 mm da

marca Harpenden®.

6.2.2.2 Teste de escolha alimentar

Apés a coleta de sangue e afericdo das medidaxpantétricas, realizadas em jejum,
0s participantes receberam um vale, com valor igaah todos, para a aquisicdo de um
lanche de sua escolha na cafeteria do CPC — HCRAré=10). Os participantes tinham a
liberdade de escolher qualquer lanche, desde gassk dentro do valor fornecido, e as
escolhas alimentares eram fotografadas (FiguraAkljotas que incluiam detalhadamente os
produtos selecionados e os valores gastos forandapes e anexadas aos respectivos
protocolos. Posteriormente, os valores gastogastas dos lanches nao industrializados e as
escolhas alimentares foram digitados em uma pkardi dados do Excel® (Microsoft). A
composicao nutricional das receitas e dos lanchesada participante foi calculada com o
auxilio de uma tabela de medidas caseiras PINHE#R@., 2005 e da tabela nutricional

americana (USDA, 2013).
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Figura 10— Expositor dos lanches na Cantina do CPC — HCPA

Fonte: Dalle Molle, 2014

Figura 11— Exemplos de escolhas alimentares.

Fonte: Dalle Molle, 2014
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6.2.2.3 Avaliacao psiquiatrica

O diagnéstico psiquiatrico foi realizado atravésddés instrumentos: (1) entrevista
semi-estruturadaSchedule for Affective Disorders and Schizophrefoa School-Age
Children-Present and Lifetime Versi@ki-SADS-PL) Kaufmaret al, 1997, realizada com os
adolescentes e (2) versao brasileira do instrumbtiddl (International Neuropsychiatric
Interview) AMORIM, 2000, utilizada nos maiores de 18 anassds instrumentos de pesquisa
foram aplicados por estudantes de medicina e pgjieolcapacitados para tal atividade e
revisados por um psiquiatra da infancia e adolesaébltilizou-se dScreen for Children and
Anxiety Related Emotional Disorde(SCARED) que avalia sintomas de ansiedade na
infancia e adolescéncia (ISOLA#L al, 2011). E a GAD-7Generalized Anxiety Disorder
Scale 7-item) que avalia sintomas de Ansiedade Geraddi em adultos (auto-aplicada) —
equivalente adulto da subescala de ansiedade fjeadaada SCARED (SPTIZERt al,

2006).

6.2.2.4 Classificagdo socioecondmica

A classificacdo socioeconémica foi baseada no®rims da ABEP (Associacdo
Brasileira de Empresas de Pesquisa), que classificandicdo socioecondmica conforme
pontuacgéo obtida de acordo com a posse de detelosinans e o grau de instrucdo do chefe

da familia em: Classe A — 35 a 46; Classe B —28;&lasse C — 14 a 22; Classe D -8 a 13

eClasseE-0Oa7
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6.2.3 Segunda fase do estudo — Instituto do Cérebirmscer (PUC)

6.2.3.1 Neuroimagem funcional e coleta de cortissalivar

Todos os participantes que compareceram a avaliamgAoCPC-HCPA foram
convidados a participar do exame de neuroimagergsidoal. Apds contato telefénico,
verificagdo dos critérios de exclusdo (presencamé¢ais no corpo, tatuagem recente e
gestacdo) e aceite do responséavel e/ou participangxame foi agendado no Instituto do
Cérebro da PUCRS. Os patrticipantes foram oriestagmzermanecer em jejum, de no minimo
guatro horas, antes de comparecer no local. Naadagdoi realizada em sequéncia a coleta
de saliva, em torno de 40 minutos antes do examendgem. Foi aplicada uma escala de
fome/saciedade (anexo A) antes e depois do formetorde um lanche padronizado (Figura
12). Foi executado a fMRI com duracéo de 1h45nfh a, logo apds o exame, foi coletada a
saliva e novamente. A Ultima coleta de saliva déallizada 30 minutos apos o exame. A fMRI
(figuras 13 e 14) foi considerada um evento estregsla imobilidade (MACHADCCet al.,
2013) e cansaco causado por este exame. A salival&dada pelo kit Salivit Labvitrus®,
congelada e transportada para o Laboratério deigesaClinicas do HCPA, para determinar o
cortisol pelo método de quimioluminescéncia. Apedparticipantes tiveram disponiveis as
analises do cortisol salivar nos trés pontos nécesspara avaliar a responsividade (pré, logo
apos e 30 minutos apds o estresse), sendo quetros participantes tiveram, no minimo,

uma das trés medidas abaixo do limite de deteagd@oéiodo de analise do cortisol.
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Figura 12 - Barra de cereal e suco de caixinha.

Valor nutricional do lanche = 174 kcal, 399 de o#ltatos - 90% das calorias totais; 0,9 g de
proteinas - 2% das calorias totais; e 1,69 dedigsd 8% das calorias totakionte: Fonseca, 2014

Figura 13 e Figura 14 - Aquisi¢do de imagens de mmnancia magnética cerebral, no Instituto do
Cérebro- PUCRS.

Fonte: Rodrigues, 2015

6.2.3.2 Aplicacdo do questionario de cuidado mateon(PBI)

Apéds a coleta da ultima saliva, os pacientes refgam ao questionério de cuidado
parental Parental Bonding Instrument-PBYer anexo B) desenvolvido por PARKER em
1979 e adpatado para o portugués por Hauck earalddwres em 2006. Esse instrumento

apresenta boa confiabilidade e validade com baseégios estudos. Ele € composto por 25
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guestbes autoaplicAveis nas quais o0 individuo nepoo qudo parecido aquele
comportamento é com o comportamento de seu pai@unsge até os seus 16 anos (Hauck,
2006. As pontuacdes do PBI demostram ser estaweisngo do tempo, independente do
estado de humor atual, sendo eficaz em refletlag@o parental (WILHELMt al, 2005).
Grande parte dos estudos que avaliam cuidado matenrseres humanos utiliza o PBI, pois
ele é um forte instrumento, caracterizado peladatsavalidade e confiabilidade, utilizado
para mensurar retrospectivamente o cuidado pargthdRKERet al, 1979; ENGERet al,
2010 (a)); ENGERTet al, 2010(b); PRUESSNERt al, 2004; MUHAMMAD et al,2014;
NEUWALD et al, 2014; CANETTIet al, 1997; AVAGIANOU e ZAFIROPOULOU, 2008;
KIM et al, 2015).

Diferentes analises do PBI demonstram que a versawposta por 16 questbes (é
igual ao PBI de 25 questdes, porém foram retir@dgsestdes) apresenta melhor ajuste dos
dados (COXet al, 2000; KENDLER, 1996). O instrumento é capaz daliar trés
dimensdes: cuidado, protecao e autoritarismo. Qadatdo pertence a uma dessas dimensdes
e apresenta uma pontuacdo de acordo com a respestte questionario, 7 questdes
contemplam a dimenséo cuidado parental calooaség’, por exemplo, Falava comigo com
um Vvoz meiga e amigaVelou negativo: parecia emocionalmente frio comigo
Posteriormente ao ler cada questédo, o individuoasrap¢gdes de marcar se a afirmativa é:
“muito parecido”, “moderadamento parecido”, “modkmente diferente” ou “muito
diferente” do contato parental recebido (KENDLER9G, SEGANFREDOet al, 2009).
Neste presente estudo foi aplicado o PBI de 25tgegsporém, para analise dos dados,
optou-se por usar a versao de 16 questdes.

No presente estudo, foi utilizado somente o PBkrenado ao cuidado recebido pela
mae até os 16 anos. O escore de cada individugdsteriormente calculado apds o

preenchimento deste instrumento. Atribuicdo dasgoaitas de cuidado baseia-se em pontos
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de corte. Seguindo o estudo de SEGANFREDO e cddboes (2009), considerou-se o

ponto de corte para o cuidado caloroso (positivdg.

6.2.3.3 Paradigma fMRI - alimentos palataveis/naoglataveis/itens neutros

Paradigmas em fMRI representam o conjunto de taicpia o individuo deve realizar
no momento do exame para identificar as areas idieleatte cerebral (DELLA JUSTINA,
2005; MAZZOLA, 2009). O paradigma utilizado nestabalho foi adaptado do estudo
desenhado para avaliar as respostas cerebraiadiegluos frente a visualizacdo de imagens
de alimentos altamente palataveis, imagens de @iosedo palataveis e de imagens de itens
neutros (objetos néo relacionados a alimentac&ojigiiras foram selecionadas de um banco
de imagens da Faculdade de Psicologia da UFRGS YOHIL, 2014) e dolnternational
Affective Picture SysterlAPS) (LANG et al., 2008). Um estudo piloto realizado com
adolescentes da mesma faixa etaria desta pesqatsamthou quais alimentos seriam
classificados como altamente palataveis e nao §aist O paradigma foi criado e
apresentado nsoftwareE-Prime versdo 2.0P§ychological Software Tools Ife dividido
em trés sessdes, cada uma com vinte e uma imaayet@mizadas (sete alimentos altamente
palataveis, sete alimentos ndo palataveis e s&is iteutros) e com duragcdo sete minutos.
Antes da realizacdo do paradigma de palataveiadodduos eram treinados, visualizando as
imagens da tarefa na tela de um computador.

As sessOes do paradigma foram estruturadas dangefrima:

1) Apresentacédo da figura de um alimento altampalatavel ou um alimento néo palatavel
ou um item neutro (duracéo 4 segundos).
2) Escala do “gostar”: Quanto vocé gosta desteeaiio? (duracdo 5 segundos).

3) Escala do “querer”: Quanto vocé quer comer @steento agora? (duracdo 5 segundos).
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As escalas dos itens 2 e 3 eram formadas por tespgse variavam de 1 (nada) a 4
(muito).
4) Ponto de fixacdo (duragdo média de 6 segundosiigurando o descanso entre as
sessoes.
Para imagens de itens neutros, as perguntas efammuéadas da seguinte maneira:
“Quanto este objeto é importante para vocé?” e Huaocé utiliza este objeto?”. A figura

15 ilustra o paradigma de alimentos palataveispadataveis.

Figura 15- Linha do tempo que ilustra 0 modelo deessdo realizada no paradigma fMRI -
alimentos palataveis/nao palataveis/itens neutros.

1) Apresentagiia 2) “Geostar™ 3) “Querer” 4) Descanso antes
da figura (escala 1-4) (escala 1-4) da proxima sessiio
Quanto voce gosta deste Quanto vocé quer comer
alimenta? este alimento agora? +
l 4 segundos 5 segundos | 5 scgundos | 3-9 segundos
Tempo

Fonte: Adaptada de Pageal.(2011)

6.2.3.4 Processamento dos dados de neuroimagem fonal

A aquisicdo das imagens foi realizada em equiptong® 3,0 Tesla (GE Healthcare
modelo Signa HDxT), com uso de bobina de cranimitte canais para recepc¢ao do sinal.
Foram adquiridas, inicialmente, imagens estrutudaisranio total em T1, conpxelscom
resolucéo isotropica espacial de 1mm3, sendo adgsif 70 fatias contiguas, com matriz de
imagem de 256 x 256 (frequéncia e fase). Imageasnfalo tipolnversion Recovergom TE
2.18ms e TR 6.1ms. A aquisicdo estrutural foi stmpiela aquisicdo de imagens funcionais.

A ressonancia funcional de repouso foi realizadavas da aquisicdo de imagens ecoplanares
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T2* (EPI) BOLD, com 26 fatias axiais intercaladesm uma espessura de corte de 4,0mm e
comgapde 0,4mm, FOV 240mm x 240mm e tamanho da ma#i@ddx 64, TE 30ms, TR
2000ms, angulo flip de 90°, com 210 volumes, comtempo de aquisicdo de 7 minutos.
Durante a ressonancia funcional de repouso, ogiparites permaneceram de olhos abertos,
olhando para um ponto fixo no meio da tela e foomi@ntados a relaxar e evitar pensar em
algo especifico.

O pré-processamento de imagens foi realizado amitla o programa
StatisticalParametricMapping (SPM, versdo 8JniversityCollege Londgn UK;

http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm Inicialmente, as imagens foram convertidas dE€E@M

(formato doscanne)y para o formato Nifti-1. Em seguida, realizou-datarpolagéo temporal
dos dados sfice-timing correctiohn (HENSONet al, 1999 ; SLADKY et al, 2011) para
compensar as diferencas temporais entre as fgséisey. Logo apos, as imagens foram
processadas para corrigir diferencas relacionagas@nos movimentos da cabeca durante a
aquisicao. Cada imagem foi transformada a partsele parametros de transformacao de
corpo rigido onde foi aplicado um modelo autpressivo de movimento, para corrigir
mudancgas na posicdo da cabeca (FRIST&@Nal, 1996). Quatro participantes foram
excluidos por movimentacdo excessiva durante o exafts imagens corrigidas foram co-
registradas com imagens anatomicas individuais ke r@solucdo (ASHBURNER e
FRISTON, 1997); estas imagens de alta resolucanmfeegmentadas em substancia cinzenta,
substancia branca e liquido cefalorraquidiano (C@SHBURNER e FRISTON, 2005).
Apés a suavizacdo das imagens, a substancia agnf@ntransformada em espaco padréo,
utilizando-se uma transformacéo de doze parametmadificacdo quadratica tridimensional
de seis parametros (WRIGHT al, 1995; ASHBURNER e FRISTON, 2000). Os parametros
para normalizagéo do espacgo padrao foram aplica®gnagens funcionais e anatdbmicas de
cada individuo. Apds a normalizacdo, os dados funais foram suavizados utilizando filtro

gaussiano de 8x8x8mfullwidthathalfmaximunfFWHM) para andlises estatisticas (MIi€L
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al., 2008). O processamento das imagens também fbzada no programdstatistical
Parametric MappingSPM). Neste programa, a andalise de dados desvawjeitos prossegue
em duas etapas, utilizando modelos de dois ni#S$IBURNER et al.,2014). As andlises
estatisticas de primeiro niveffirgtlevel), sdo usadas para implementar uma analise
intrassujeito, havendo muitos modelos de primeinveln pois ha varios sujeitos
(POLDRACKEet al.,2011; ASHBURNERet al.,2014).

Nessa etapa, sédo consideradas as informac¢desasothiferentes condi¢gées/contrastes,
o tempo de inicioqnset¥ e a duracdo para todos ssanscombinados do sujeito (SPM 8
Processing Manual). Os modelos de primeiro nivelepo ser utilizados para produzir um
resumo adequado dos dados que serdo utilizados gsarandlises de segundo nivel
(secondlevel)(ASHBURNER et al., 2014). O segundo nivel leva em consideracdo as
estimativas dos parametros especificos do sujeiét® estimativas de variancia do primeiro
nivel (POLDRACK et al., 2011). Trata-se de uma analise de grupo (ASHBURNERI.,
2014). Neste trabalho, o segundo nivel foi utilzgadra verificar as diferencas de ativacdes
cerebrais em dois grupos: um grupo dos individaoaoterizados como alto cuidado materno
através do PBI (n= 21) e o outro grupo dos indiegdoaracterizados como baixo cuidado
(n=11), conforme a variacdo no escore de ansiedad@o pela SCARED (continuo). Foram
considerados trés tipos de contrastes, definid@cdelo com o paradigma fMRI realizado e
também utilizado no primeiro nivel, conforme deg&ot
1) alimentos palataveis > itens neutros;
2) alimentos palataveis > alimentos néo palataveis;
3) alimentos néo palataveis > itens neutros.

Para este trabalho, utilizamos apenas o contfagedimentos palataveis vs. itens
neutros). Utilizou-se deste tpara duas amostras independentes como analidéstesia

corrigindo para comparac6es multiplas (FVisiily-wiseerror com valor de p<0,05).
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Para localizar as regides cerebrais identificaiagriram-se as coordenadas X, Y, Z
encontradas pela analise d&econdlevel (SPM) na interface doTalairach Client
(http://www.talairach.org/), conforme ilustrado R&gura 16. As ativacdes relacionadas ao
cortex visual e substancia branca distantes 2mmais do coértex sdo descritas, mas nao

serao discutidas.

Figura 16 - Identificacdo das areas cerebrais ativias de acordo com as coordenadas da ativacéo
fornecidas pela anélise deecondlevel (SPM) na interface doTalairach Client.

28 0 90 Talairach Client

rDatabase Search Options
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Input: <no file selected>

Output: <no file selecred=>

[ Giear |
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6.4 Aspectos Eticos

6.4.1 Estudo Experimental

Todos os procedimentos realizados com animaisnf@aprovados em seus aspectos
éticos e metodoldgicos pela Comissédo de Etica rm désAnimais (CEUA) do Grupo de
Pesquisa e Pos-Graduacdo do HCPA (GPPG/HCPA) (eudwrprotocolo 130424). Os
procedimentos foram realizados de acordo coBumle for the Care and Use of Laboratory
Animalse de acordo com as consideracdes estabelecidaSgréalade Brasileira da Ciéncia
em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e pela l&giouca (Lei n°® 11.794 de 8 de

outubro de 2008).
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6.4.2 Estudo Clinico

A pesquisa clinica foi cadastrada na PlataformasiBe aprovada, em seus aspectos
éticos e metodologicos, pelo Comité de Etica enyitea (CEP) do Grupo de Pesquisa e
P6s-Graduagdo do HCPA (GPPG/HCPA) (numero CAAE 522800005327, numero do
protocolo no GPPG 12-0254), estando em conformidadeas regulamentacgdes vigentes no
ambito da pesquisa envolvendo seres humanos, eetiasp Resolucdo 196, de 10 de
outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saudeag esolu¢cdes complementares, além
das normas e dos regulamentos da propria instituica

Tanto os participantes maiores de 18 anos quasitmenores de 18 anos e seus
respectivos pais ou responsaveis foram informadesctarecidos acerca dos objetivos da
pesquisa e consentiram participar da mesma, assinartermo de consentimento livre e
esclarecido. Foi garantido o sigilo com relacdo denfidade, a privacidade e a

confidencialidade dos dados obtidos.

6.5 ANALISES ESTATISTICAS

6.5.1 Estudo Experimental

Todos os dados coletados foram digitados e anabBsamb programaStatistical
Package for the Social Scienc€PSS) versao 18.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicag
EUA). Os dados foram analisados por Teste $telentusando o grupo neonatal como fator
(NSFT), ou ANOVA de medidas repetidas (ganho deo pesgeste farmacol6gico), usando
grupo neonatal como fator e ajustado pelo tamaaharthada. ANOVA de uma via foi usada
para o cuidado materno, utilizando como fator gogrmeonatal e ajustado para o tamanho da

ninhada. Utilizando como fator o grupo neonatal dtlizada ANOVA de uma via para
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avaliar gordura abdominal. ANOVA de uma via foilizgda utilizando como co-variavel o
tamanho da ninhada e como fator foi utilizada @vat criada grupo neonatal e farmaco para
avaliar o consumo alimentar em 1 hora no testedanhdgico diazepan.
A analise por Equagbes de Estimacdo Generaliz&aE)(foi usada para a resposta
hormonal ao estresse agudo (corticosterona), segaidos hocde Bonferroni. Em todas as

andlises, foi considerado o nivel de significania%.

6.5.1 Estudo Clinico

Todos os dados coletados foram digitados e anaBsaw programaStatistical
Package for the Social Scienc€PSS) versao 18.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicag
EUA). As variaveis gquantitativas foram descritas comoimécderro padrao da média (EP) e
as variaveis categoricas, utilizando as frequénehsolutas (n) e relativas (%). As
comparacdes entre dois grupos foram realizadaséatrdo Teste T d&tudentpara as
variaveis continuas e através do Teste Qui-Quadradoas variaveis categoricas.

Baseado na proposta de Holmbeck (2002), foi reddizaodelo de regresséo linear
simples (General Linear Model-GLM) para avaliavasaveis cuidado materno (categoérica),
diagnéstico de ansiedade (categérica) o cortidlasebasal (continua); o consumo caldrico
num ambiente novo (continua). Em todas as anafsespnsiderado o nivel de significancia

de 5%.
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7 RESULTADOS

7.1 Estudo Experimental

7.1.1 Cuidado Materno

As genitoras do grupo intervencdo apresentaramroemor média de LG comparadas
as genitoras do grupo controle [F (1, 11)=7,421,020], ficaram maior tempo em contato
com a prole [F (1, 11)=8,902, p=0,012], apresentacamportamento de deixar os filhotes
agrupados [F (1, 11)=11,150, p=0,007], porém passanenos tempo amamentando [F (1,
11)=11,490, p=0,006], com maior tempo na posi¢ée 2 [F (1, 11)=4,840, p=0,050],
consideradas posturas menos eficazes, sem diéesstgtisticamente significativa entre as
posicoes 3 e 4 [F (1, 11)=1,480, p=0,249] e a jposmassiva [F (1, 11)=4,093, p=0,068],

(tabela 1) .

Tabela 1 - Comparacao entre as médias das variaveelacionadas com o cuidado materno.

Variaveis C?rr:ir?o)le Inte(rnv:e?n)géo Valor p
LG 20.113+1.31 15.264+4.26 0.020*
Amamentacgao Total 49.23+15.24 35.50+8.84 0.006*
Posicao de amamentagéo 1 8.78+2.02 13.52+4.00 0.022*
Posicdo de amamentagéo 1 e 2 25.60+4.27 32.99+7.28 0.050*
Posicdo de amamentacgéo 3 e 4 10.92+1.86 9.29+3.42 0.249
Posicdo de amamentagéo passiva 4.33+2.27 2.48+1.58 0.068
Contato Puro 5.19+0.87 7.20+1.74 0.012*
Filhotes separados 17.16%£12.28 4.26+5.83 0.007*

ANOVA de uma via; usando como co-variavel o tamadhoninhada; valores expressos em média + DP;
*
p<0,05

7.1.2 Peso ao longo das primeiras 6 semanas ap@esmame
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A ANOVA de medidas repetidas do peso corporal, icenando 6 semanas ap0s o
desmame e utilizando o tamanho da ninhada comaiavel, demonstrou que houve efeito
isolado do tempo [F (5, 340)=281,206, p<0,0001],qual os animais ganharam peso ao
longo das semanas. Nao houve interagdo entre oot@mp tamanho da ninhada [F(5,
340)=1,852, p=0,102]. Também néo foi vista intevaeéitre tempo e grupo neonatal [F(5,

340)=1, 636, p=0,150]. Nao se observou interace eutras variaveis (Figura 17).

Figura 17- Peso corporal, ao longo de 6 semanaswvda, apés o desmame.
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Fémeas controle (n=35), fémeas intervencdo (nE3&)os expressos em média + EP. ANOVA de
medidas repetidas mostrou somente efeito isoladerdpo (p<0,0001$em interacdo entre tempo e
grupo neonatal (p=0,150).
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7.1.3 Peso ao longo das primeiras 5 semanas conui&sas

A ANOVA de medidas repetidas de acompanhamentpedo, considerando o peso
basal antes do inicio das dietas e as 5 semanasativas, utilizando como co-variavel o
tamanho da ninhada, demonstrou interacdo entreotengyupo neonatal [F (5, 340)=2,323,
p=0,043], no qual as fémeas do grupo intervencébhazam mais peso ao longo do tempo
comparadas com as fémeas do grupo controle. Hambém interacdo entre tempo e
tamanho da ninhada [F (5, 340)=2,952, p=0,013] eteefisolado do tempo [F (5,

340)=40,537, p<0,0001] (figura 18).

Figura 18 - Peso corporal, ao longo de 5 semanasrfsana 2 a 6) com as dietas utilizando o
peso basal da semana anterior (semana 1) sem agdake
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Fémeas controle (n=35), fémeas intervencado (nE3¥&)os expressos em meédia + EP. ANOVA de
medidas repetidas mostrou interacdo entre tempap® gneonatal (p=0,043) e tempo e tamanho da
ninhada ( p=0,013) e um efeito isolado do temp®(RO1).
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7.1.4 Teste farmacoldgico com diazepan

ANOVA de medidas repetidas, utilizando como codaal o tamanho da ninhada, e
como co-fatores e grupo neonatal e grupo farmamoesiderando o consumo ao longo de
quatro horas apos a exposi¢do ao farmaco ou veig@dodemonstrou efeito isolado do tempo
[F (3, 51)=1,646, p=0,190], nem interacdo entre pene tamanho da ninhada [F (3,
51)=2,563, p=0,065] sem outros efeitos ou interagligura 19). ANOVA de uma via foi
realizada, utilizando como co-variavel o tamanhonadada, e como fatores as variaveis
grupo neonatal e farmaco, porém ndo demonstrouedifa no consumo calérico de dieta
palatavel entre os grupos na primeira hora apaspas&do ao farmaco ou veiculo [F (3,
17)=0,396, p=0,758] (figura 20). Com relagdo aoscomo de racao padrédo, somente 2

animais consumiram a racéo padréo ao longo da teste

Figura 19 — Consumo de dieta palatavel ao longo dpiatro horas apds o uso de diazepan ou
veiculo.
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ANOVA de medidas repetidas, utilizando como co&el o tamanho da ninhada, ndo demonstrou
efeito isolado do tempo (p=0,190), nem interacdceelempo e o tamanho da ninhada (p=0,065) sem
outros efeitos ou interagfes sobre o consumo. @entreiculo (n=4), controle diazepan (n=6),
intervencgdo veiculo (n=6), intervencao diazepar)ritF= dieta palatavel rica em gordura e acucar.
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Figura 20- Consumo de dieta palatavel em uma horgpas o uso de diazepan ou veiculo.
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ANOVA de uma via, utilizando como co-variavel o tatho da ninhada, e como fator a variavel
grupo neonatal e farmaco, ndo demonstrou diferesigdisticamente significativa entre os grupos
p=0,758 no consumo em 1 hora.HF= dieta palatas®lein gordura e acglcar.

7.1.5 Teste de supressao alimentar pela novidadeSKNT)

O Teste t déstudentndo demonstrou diferenca no tempo de laténci@ estrgrupos
para o consumo de froot lo@ps(Figura 21), nem no consumo das racdes palatéregular
guando recolocado na caixa-moradia, imediatarmegie a exposicdo a novidade (figuras 22

e 23).
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Figura 21 - Laténcia para o consumo de Froot Loo@ no teste de supresséo alimentar pela
novidade.
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Fémeas controle (n=12) intervenc¢do (n=12). Dadpsessos em média + EP. Teste t de Student ndo
demonstrou diferenca no tempo médio de laténcia estgrupos (p=0,592). s = segundos

Figura 22 - Consumo de racao palatavel no teste dapressao alimentar pela novidade.
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Fémeas controle (n=12) intervencado (n=12). Dadpsessos em média + EP.Teste tSladentnao
demonstrou diferenga no consumo de racéo palatata os grupos (p=0,952).
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Figura 23 - Consumo de racdo padrao no teste de segsédo alimentar pela novidade.
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Fémeas controle (n=12) intervencédo (n=12). Dadpsesgos em média £ EP. Teste Stiedenhdo
demonstrou diferenga no consumo de ragéo padrém@ngrupos (p=0,829).

7.1.6 Resposta neuroenddcrina ao estresse por comtao

Houve interacdo entre o grupo neonatal e o temp® moeis periféricos de
corticosterona em resposta ao estresse [GEE, 9,427%8-0,050]. Houve efeito do tempo
[GEE, 49, 235; 4, p<0,0001], ndo houve efeito dolao grupo neonatal [GEE, 0, 435: 1,
p=0,509]. Teste Post Hoc de Bonferroni demonstnog lgouve diferenca no tempo de 20
minutos, momento em que os grupos saem da imafiliwpGEE, 5, 131: 1, p=0,024] (figura

24),
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Figura 24 - Curva de corticosterona em resposta agstresse.
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Fémeas controle (n=9-11) e intervencdo (n=9-10haka escura no eixo X representa o tempo de
exposicao ao estresse por contencdo de movimeasszxpressos em média = EP. GEE; Interacéo
entre grupo e tempo p=0,05. Efeito do tempo p<@,@00&0 houve efeito isolado do grupo neonatal
p=0,509. No tempo de 20 minutos, houve diferergtatisticamente significativa entre os grupos

*p=0,024.

7.1.7 Gordura abdominal

A analise da gordura abdominal como percentual €so pcorporal, através da
ANOVA de uma via, ndo demostrou diferenca entregngos no acumulo de gordura
retroperitonealF(1, 21)=0,001, p=0, 976] nem na gordura gonadl,[21)=0,130, p=0,722]
e, consequentemente, no total de gordura abdoifi(il 21)=0,126, p=0,727]. Nao houve
outros efeitos ou interacdes no percentual de gardbdominal, conforme apresentado na

tabela 2.
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Tabela 2 - Percentual de gordura abdominal, confone grupo neonatal.

Femeas
% gordura Controle Intervencao
(n=12) (n=12)
RetroP 1,22+0,15 1,.36+0.16
Gonadal 1.,75+0,15 1.92+0.13
Abd. Total 2.97+0.30 3,28+0.29

ANOVA de uma via; valores expressos em média + BR) houve diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos. Fémeas control@re=fEmeas intervencao n=12.
RetroP: retroperitoneal; Abd. Total: abdominal tota

7.2 Estudo Clinico

Setenta e cinco sujeitos participaram das avaleagéaizadas em 2013 no Centro de
Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Potegre (CPC - HCPA). Desses, quarenta e
trés participaram da ressonancia magnética funkci@Rl) no Instituto do Cérebro
(INSCER) da PUC/RS. Trinta e dois desses partigatméam a medida de cortisol salivar
basal disponivel, que foi coletada antes de osicjgamtes entrarem na maquina de
ressonancia magnética funcional. Também foram amdeat amostras de saliva imediatamente
trinta minutos apOGs os participantes terem saidomdguina de ressonancia. Algumas
caracteristicas dos individuos que participaramadaliacdo em 2013 e dos que nao
participaram da avaliagdo, em 2013, estdo companaddabela 3. Nao foram encontradas
diferencas significativas, sugerindo que os indio&l que participaram, em 2013, tém
caracteristicas semelhantes as daqueles que nécippaam, sendo representativos 0s da

amostra de 2008.
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Tabela 3 - Caracteristicas dos individuos que padiparam e ndo participaram da
avaliacdo em 2013.

Nio participaram Participaram
(n=167) (n=75) Valor p

Sexo masculino® 48 (28,7%) n=167 29 (38,7%) n=75 0,137
Cor da pele branca® 111 (69,4%) n=160 49 (66.2%) n="74 0,652
Escolaridade materna

35 (39.8%) n= 88 14 (30,4%) n= 46 0,346
(< 8 anos)*
Escore ABEP" 15,87+0,37 n=153 16.91+0.66 n= 65 0,146
Peso ao nascer” 3140,27+£50,74 n=134 3120,71+68.91 n=70 0,821
McP 21,11+0.35 n= 156 21,03+0,45 n=75 0.884

*Qui-quadrado. Dados expressos em freqiiéncias absolutas (n) e relativas (%o).
"Teste T de Srudent. Dados expressos em média+EP.

Fonte Dalle Molle, 2014

A tabela 4 mostra as caracteristicas dos individnes participaram da coleta em
2013, conforme o cuidado materno. A amostra n&eralifjluanto ao sexo, a idade, a cor da
pele, a escolaridade materna, a prevaléncia dedat®, ao nivel socioecondmico e ao IMC.
Conforme esperado, o grupo de baixo cuidado matgpnesenta maior escore de ansiedade

em relagéo ao de alto cuidado materno (p<0,038).
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Tabela 4 -Caracteristicas dos individuos que participaram da coleta em 2013.

Alto cuidado Baixo cuidado

Caracteristicas da amostra materno materno Valor p
(n=21) (n=11)

Idade (anos) 17.03 +£0.50 18.42 + 0.66 0.106
Sexo masculind 10 (47.6%) 3 (27.3%) 0.405
Cor da pele branca 13 (65%) 7 (63.6%) 1.000
Escolaridade materna (< 8 ands) 6 (42.9%) 2 (33.8%) 1.000
Escore ABEP 16.36 £ 1.19 19.20+1.8 0.219
Peso ao nascér 1.06 = 0.03 0.98 +£0.05 0.161
Escore Z do IMC 0.15+0.23 0.53 +0.39 0.374
Escore de ansiedade (SCARED-"C)  18.09 + 2.69 27.82 +3.43 0.038*

a Qui-quadrado. Dados expressos em frequéncias absolutas (n) e relativas (%). b Teste T de
Student Dados expressos em média £EP. *p<0,05. Classificagdo socioecondmica baseada nePAB
(Associacao Brasileira de Empresas de PesquisafioR#e crescimento fetal = peso observado de
nascimento dividido pela média de peso para idadgional de acordo com uma curva de referéncia
sexo-especifica. SCARED- Gcreen for Children and Adolescent Emotional Rdldbésorders-
Child version.

7.2.1 Qualidade do cuidado materno recebido, integ@o com cortisol, ansiedade e
consumo calérico num ambiente novo

O modelo de regressao linear (GLM) foi feito pavaliar a possivel interacdo entre
cuidado materno, diagnostico de ansiedade e nbasais de cortisol afetando o consumo
calorico em um ambiente novo. Existe uma interagigaificattiva entre cortisol salivar,
ansiedade e a percepcédo de cuidado materno red¥Badd=15.635; df=3; e p=0.001], com
efeito principal no diagndstico de ansiedade [Wal@22; df=1; e p=0.005] e cortisol salivar
[Wald=4. 141; df=1; e p=0.042], figura 25. Nessteiacdo, seguindo o modelo proposto por
Holmbeck (2002), é visto que nos jovens que relafim cuidado materno ndo existe uma
relacdo entre os niveis de cortisol e 0 consumeneegia no ambiente novo, independente da
presenca [p = 0,264] ou da auséncia [p =0,590sddemas de ansiedade. Existe uma dupla
resposta naqueles que relataram baixo cuidado moateos adolescentes ansiosos, o cortisol

foi negativamente correlacionado com a ingestaerdg@gia em um novo ambiente [B = -
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385,65; p = 0,001] e naqueles sem ansiedade, h&omelacdo positiva entre o cortisol e a

ingestao de energia [B = 215,85; p = 0,014].

Figura 25 - Relacéo entre qualidade do cuidado mateo, cortisol, ansiedade e consumo
caldrico num ambiente novo.

diagnostico
ansiedade
2013

® presente
O ausente
S, presente
™ esausente

Baixo cuidado materno Alto cuidado materno

1000,00+

Consumo calérico

1 I I i I I I I 1 ] I I
.00 S50 1,00 150 2,00 2,50 00 50 1,00 150 2,00 2,50

Cortisol salivar basal

7.2.2 Neuroimagem funcional

Os resultados de neuroimagem demonstraram quedguexpostos a alimento
palatavel versus itens neutros, 0os jovens gque tapon alto cuidado materno apresentam
diminuicdo da ativacdo do giro frontal superior X&- Y=46, Z=34; FWE valor do p

corrigido p = 0.010) e no giro frontal médio (X=;28=20, Z=46, FWE valor do p corrigido
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corrected p = 0.040) quando os escores de ansiesBmleusados como fator preditivo
positivo. Por outro lado, os adolescentes com Isaestores de cuidado materno ativaram
somente a area visual (Figura, 26, tabela 5). Athsso, independente dos escores de
ansiedade, os adolescentes que reportaram alt@adcuichaterno tiveram diminuicdo da

ativacdo do precuneo X=40, Y=-72, Z=36, FWE vdop corrigido <0.05) (Figura 26).

Figura 26 — A figura demonstra menor ativacdo das réas cerebrais: giro frontal
superior e médio (conforme aumenta a ansiedade) ergguneo (independente da
ansiedade) nos individuos que percebem ter recebidtto cuidado materno.

Teste na fMRI durante a visualizacdo de alimentalatveis>itens, utilizando regressao muditipla
(FWE corrigido para comparacdes multiplas, p<0,88)setas sinalizam menor ativagdo no precuneo,
giro frontal superior e médio. A primeira figuraiéeita indica também a ativacao do cortex visual.
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Tabela 5 — Ativacdo cerebral encontrada no contrast alimentos palataveis>itens neutros, utilizando
regressdo multipla (FWE corrigido para comparac¢esnultiplas, p<0,05).

Contraste Preditores Desfecho Tailarach Areas P (FWE
de matrizes (mm) corrected)
XY Z
Alto cudado materno Maior ativagio 18 -96 14 Lobo occipital direito, giro occipital médio (subst branca r1) 0.016
lAnsiedade
Alto cudado materno Menor ativagio -14 46 32 Lobo frontal esquerdo, giro frontal superior (subst. branca 12) 0.021
LAnsiedade 40 -72 36 Lobo parietal direrto, precineo (subst. branca 12) 0.035
-52 44 6 Lobo temporal esquerdo, drea de Brodmann 37 (subst. branca 13) 0.047
-42 -72 38 Lobo parietal esquerdo, precineo, area de Brodmann 19 0.010
-38 14 44 Lobo frontal esquerdo, giro frontal médio (subst. branca r4) 0.030
Alto cudado materno Maior ativagio 18 -96 14 Lobo occipital direito, giro occipital médio (subst. branca) 0.018
TAnsiedade
Alimentos palativeis Alto cudado materno Menor ativagio -42 -72 38 Lobo parietal esquerdo, precineo, drea de Brodmann 19 0.005
vs. itens neutros TAnsiedade -16 46 34 Lobo frontal esquerdo, giro frontal superior (subst. branca rl) 0.010
-38 14 44 Lobo frontal esquerdo, giro frontal médio (subst. branca r4) 0.012
-28 20 46 Lobo frontal esquerdo, giro frontal médio (subst. branca rl) 0.040
-52-42 -6 Lobo temporal esquerdo, drea de Brodman 47 (subst. branca r4) 0.030
40 -72 38 Lobo parietal esquerdo, precineo, area de Brodmann 19 0.021
-12 26 48 Lobo frontal esquerdo, giro frontal superior (subst. branca r4) 0.042
Baixo cumidado materno  Maior ativacio 18 -96 14 Lobo occipital direito, giro occipital médio (subst. branca) 0.012
lAnsiedade -6 -98 10 Lobo occipital esquerdo. cineo, drea de Brodmann 18 0.011
Baixo cuidado materno  Menor ativagio - -
lAnsiedade
Baixo cmudado materno  Maior ativagio 18 -96 14 Lobo occipital direito, giro occipital médio (subst branca 1) 0.006
TAnsiedade -6 -98 10 Lobo occipital esquerdo. cuneo, area de Brodmann 18 0.008
Baixo cmudado materno  Menor ativagio - -
TAnsiedade

A ativagdo no lobo occipital néo sera discutida neste trabalho.
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8 DISCUSSAO

Neste trabalho translacional, foi possivel verifiegehados semelhantes tanto no
estudo em humanos como no experimental. Ambos d&naoam que variagcdes do
comportamento maternal sdo mediadoras da rela¢é® arsiedade/reatividade ao estresse e
a resposta neurocomportamental ao alimento palataweda adulta.

No estudo experimental, os principais achados dacde ao grupo intervencao
foram: (1) alteracdo do comportamento maternalm@ipr ganho de peso ao longo das cinco
semanas com as dietas e (3) menores niveis deocsbeiiona em resposta ao estresse no
grupo intervencdo. Nao houve diferencas estatragode significativas entre os grupos (4) no
ganho de peso corporal antes das dietas; (5) neuoon de dieta palatavel ap6s o uso de
diazepan entre os grupos; (6) no comportament@gdaansioso no teste supressao alimentar
pela novidade (NSFT); (7) e no acumulo de gordbdominal.

Com relacdo aos resultados do cuidado materndiiceerise que as genitoras do
grupo intervencao apresentaram uma menor médi&de lficaram maior tempo em contato
com a prole, porém passaram menos tempo amamentdmmparadas as do grupo
controle. Além disso, permaneceram maior tempopesturas de amamentacdo menos
arqueadas, porém ndo apresentaram diferencas sg$q® mais arqueadas (3 e 4). Esse
protocolo reproduziu achados anteriores que obserwma menor varialibidade do
comportamento maternal das genitoras do grupovereio, resultando numa interacao
fragmentada entre mae-filhote (MACHAD&D al, 2013; DALLE MOLLEet al, 2012; IVY
et al, 2008). Adicionalmente, foi visto que o0 grupcemencao apresentou 0 comportamento
de deixar os filhotes agrupados e esse comportam&anioso esta relacionado com a
motivacdo materna. Porém, o comportamento de antag@nseria uma resposta reflexa
ativada pelos filhotes, que se movem sobre a mM&ERN,1996). O comportamento

maternal ndo € um processo unitario, mas sim unteg@da complexa composta de
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componentes comportamentais sequenciais que t&eusproprios determinantes sensoriais
e neurais. Varios locais do cérebro sao conhegwsmediar o comportamento de LG
(licking and groominyy Interessantemente, a inibicdo da atividade dap@ngica no nucleo
accumbens de genitoras reduz esse comportamernambealas (LG), entretanto aumenta o
comportamento de amamentacao (STERNGNSTEIN, 2001). Os estimulos sensoriais dos
filhotes (visdo, som, odor) contribuem para o cant@m a mae, enquanto os estimulos tateis
em regibes como o focinho e o ventre da mée provaedlexos comportamentais essenciais
envolvendo o LG e a postura arqueada de amament#cdesao de regides como
mesencéfalo central, area pré-Optica medial, s&stBmbico e o cortex somatossensorial
podem comprometer o cuidado materno (STERN, 1997).

O comportamento de LGic¢king and groominyexibido pelas genitoras tem um pico
nos primeiros dias ap0s o nascimento e declinaughadnte. Desse modo, ao longo da
primeira semana, € possivel classifica-las em naitdadoras (alto escore de LG) ou pouco
cuidadoras (baixo escore de LG) (CHAMPAGNE al, 2003). E demonstrado que a
intensidade de cuidado recebido, no periodo nelpmadaula a secrecdo de corticosterona em
resposta ao estresse na vida adulta dos filhoid®tés de maes altamente cuidadoras
apresentam menor liberagéo de corticosterona, quautzimetidos a estresse por contencao de
movimentos (LIUet al, 1997). O mecanismo que explica esse achado eeeraf maior
expressdo dos niveis de receptores GR de glicoéimitis no hipocampo (com consequente
maior eficacia dos mecanismos de retroalimentagdativa), resultado de menor metilacdo
do DNA na regido promotora da transcricdo do gem&R nos filhos das maes altamente
cuidadoras (WEAVERet al, 2007). No modelo de trauma neonatal, as genioagrupo
intervencao apresentam menor comportamento de faosbélhotes (LG) e estes, na vida
adulta, apresentam maiores niveis de corticosteguando estimulados numa situacao

estressante (MACHADG@t al.,2013). E possivel que esses animais tenham mapmssio
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de receptores de glicocorticéides, portanto, piefudio a acdo de retroalimentacdo negativa
do eixo HPA, o que ainda néo foi avaliado nesteattod

O comportamento do tipo ansioso é visto nas gestalo grupo intervencdo, no
modelo neonatal de restricdo de maravalha, as qapiesentam maiores niveis de
corticosterona e de tamanho das adrenais. No en@gimesmas apresentam menores niveis
de expressdo de CRH (RNA mensageiro-mRNA). Contadmomportamento de ansiedade
nas genitoras (IV¥et al, 2008) é reproduzido pela prole na vida adultaaenbos 0s sexos
(MACHADO et al, 2013; DALLE MOLLE et al, 2012) sendo que, particularmente, as
fémeas exibem preferéncia pelo alimento do tiponifort food ao longo da vida
(MACHADO et al, 2013).

J& foi descrito que as fémeas do grupo intervemgéferem o alimento do tipo
“comfort food tanto numa situagdo de novidade assim como quandifzrta € crénica. O
mesmo ja nao ocorre no grupo controle (que naoncive o trauma precoce). Esse grupo
apresenta preferéncia pelo alimento palatavel mimmero momento pelo efeito da novidade,
porém, quando é exposto cronicamente, diminui &eginecia alimentar. Esse consumo foi
detalhado rigorosamente através do uso do BioBRaggarch Die®) que é um sistema
computadorizado de monitoramento do consumo alenesmh episédios (MACHAD@@t al,
2013). Por esse motivo, no presente trabalho, nB@avaliado o consumo alimentar dos
animais.

Interessantemente, no estudo atual, apds o usa@arda alimento do tipocomfort
food’, ndo houve diferenca no comportamento do tipaognsentre os grupos (controle e
intervencdo). Em outras palavras, o comportamermotipo ansioso demonstrado por
Machado e colaboradores em 2013, antes do uscetie mhlatavel, ndo é mais visto apés o
uso cronico deste tipo de alimento. Esse resulteilaao encontro da teoria proposta por
Dallman e colaboradores em 2003, na qual o estreg$seco na vida adulta induz ao

consumo de ¢comfort foods”(DALLMAN et al, 2003), e estes alimentos, em longo prazo,
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teriam a habilidade de reduzir os sintomas de sssiréex.: ansiedade) assim como a resposta
do eixo HPA ao estresse agudo (niveis de corticos$, exatamente como também
demonstramos aqui. Outros modelos experimentaiszando como trauma neonatal a
separacdo maternal, demonstram achados semelhaitases do consumo da dieta
“comfort-food, ocorre diminuicdo da resposta ao estresse, @y ageducdo dos niveis de
corticosterona assim como do comportamento ansilbderessantemente, neste estudo,
também foi visto aumento do peso corporal, gordwmigeis de insulina e de leptina
(MANIAM e MORRIS, 2010 Porém, estudo similar ndo encontrou diferencaninvess de
corticosterona nesse modelo de separacao mateNT&NAIN et al, 2012), apesar de ter
encontrado aumento do peso corporal e dos nivecosdle leptina. Contudo, a exposicao a
atividade fisica voluntaria associada ou ndo casireta ‘comfort-food é capaz de produzir
efeitos benéficos comportamentais e metabdlicosesa®edores (aumento dos receptores de
glicocorticédeis no hipocampo) (MANIAM e MORRISQROb). Futuramente, no presente
modelo de trauma neonatal, seria interessante egges animais a dieteomfort-food e ao
exercicio, a fim de verificar os efeitos comportataes e neuroenddécrinos.

Maiores niveis de corticosterona basal e das aidrefa vistos desde muito cedo na
prole deste modelo de trauma precoce (GILIgESI,1996; AVISHAI-ELINERet al, 2001;
(RAINEKI et al,2010; RICEet al,2008), de tal forma que a alteracdo do funcionamndo
eixo HPA persiste na vida adulta, culminando comomea niveis de corticosterona em
resposta ao estresse nas fémeas do grupo inteovéi@8HADO et al, 2013). Porém, no
estudo atual, apds o uso cronico de alimento c@mite, 0 grupo intervengdo apresentou
menores niveis de corticosterona ao ser submetignesmo teste. A diferenga notavel entre
0S grupos € vista logo ap6s os animais sairem doa@pque restringia 0s movimentos,
deixando-os imdveis, onde o grupo intervencdo aptes menor nivel de corticosterona
comparado ao grupo controle. Interessantementeecamsmo proposto através da teoria de

Dallman é que o uso dedmfort foods” diminui a atividade do eixo hipotalamo hipofise
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adrenal (HPA), atenuando a resposta ao estresseL(DAN et al, 2003). Desse modo,
parece que nao somente o estresse cronico vivenocadida adulta, mas também o trauma
vivenciado na vida precoce tem a capacidade de lavmaior uso de comfort food”
(MACHADO et al, 2013) e este uso reduz os sintomas de ansiedadesposta ao estresse
nestes individuos (trabalho atual). Mediado poeralfdes neuroenddcrinas, o consumo do
alimento tipo tomfort food” pode ser proposto como forma de “automedicacaoVida
adulta e, a longo prazo, traz como desfecho o aoideigordura abdominal e a obesidade.
Embora no presente estudo ndo tenha sido vistorrmaiomulo de gordura abdominal no
grupo intervencao, outros autores encontram essfeaho relacionados com estresse cronico
na vida adulta em humanos e roedores (TOMIYARtAal, 2011; FARAGet al, 2008;
DALLMAN et al, 2004; DALLMAN et al, 2003; DALLMAN et al, 2005). No entanto, ja
vimos que o grupo intervengdo teve maior médiaalehg de peso corporal comparado ao
grupo controle, sendo possivel que fosse necessdritempo maior de exposicao a dieta,
para desencadear uma diferenca entre os gruposocuayordura abdominal. E importante
ressaltar que os animais iniciaram a exposicaceta dia vida adulta, aos sessenta dias de
vida, sendo considerados adultos jovens (NEMWHSal, 2013). Contudo, os animais
permaneceram somente cinco semanas com a dietaezTas resultados mais robustos
poderiam ser vistos, assim como nos humanos, & gartmeia idade, momento em que ha
maior prevaléncia de doencas crbonicas (MILLAR al, 2015; PHILLIPS et al, 2013;
CONNORet al, 2013) e usando a dieta palatavel por um periogis prolongado. Apesar
disso, se olharmos as médias, 0 grupo interver&g@presenta maior acimulo de gordura
abdominal (diferenca que ndo alcanca a signifiédrestatistica). Embora os resultados
metabdlicos sejam sutis, é importante ressaltartodas as alteracdes observadas na vida
adulta se relacionam a um modelo de trauma ndamataduragéo de apenas 7 dias; ou seja,

o modelo foi capaz de induzir a alteracbes imptetana longo prazo, podendo,
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provavelmente, trazer desfechos ndo favoraveisoagol da vida apdés a soma de outros
insultos como exposi¢ao cronica a dieta rica erdyar;, envelhecimento, etc.

Com relagdo ao teste farmacoldgico, ndo houve etifer estatisticamente
significativa entre os grupos no consumo de diatatvel ao longo das quatro hordgesar
disso, o grupo intervencao injetado com diazepaasaptou menor média de consumo de
racdo palatavel comparado ao grupo controle, nmg®rde uma hora de teste, porém essa
diferenca ndo é estatisticamente significativa. i&eapan € um farmaco benzodiazepinico
ansiolitico tranquilizante que ndo produz estadosddacdo, porém acalma o animal
(ANDERSENet al, 2004) levando & inibicdo dos sintomas de amdiedsendo capaz de
reverter os sintomas do estresse, assim como malanalgesia discreta (WILLER e ERNST,
1986. Seu uso agudo é capaz de diminuir o consumo deertid palatavel induzido por
estresse cronico na vida adulta (Eetral., 1997), mas ndo aquele induzido por manipulacdo
neonatal (SILVEIRAet al, 2005). E possivel que o uso cronico da dietatfal tenha sido
suficiente para reverter o comportamento de andeesda grupo intervencéo e, portanto, nao
se vé efeito ansiolitico do diazepam. O uso do aiim palatavel em roedores fémeas
cronicamente estressadas na vida adulta é cagazwir o comportamento do tipo ansioso
(KROLOW et al, 2010).

Com relagdo ao peso dos animais, ao longo do tamjgs do inicio das dietas, vemos
qgue, apesar de 0s animais ganharem peso ao losggedemnas, esse ganho é igual entre os
grupos, conforme demonstrado no estudo de DALLE M®le colaboradores em 2012.
Porém, outros estudos usando esse mesmo modelonsteano que o grupo intervencgao
apresenta menor peso corporal (AVISHAI-ELINERal,2001; MACHADOet al, 2013).

Em relacdo ao estudo clinico, vimos que houve agéer entre o cuidado materno, a
ansiedade e o cortisol no consumo calérico em urhiearte novo. Nos individuos que
tiveram a percepcdo de ter recebido baixo cuidadtermo, o consumo calérico variou

conforme o cortisol. Esse resultado vai ao encaéram estudo do nosso grupo de pesquisa
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realizado em roedores. Fémeas que sofreram trauewoge (reducdo de maravalha)
apresentam menor consumo calérico num ambiente (ieste NSFT), mesmo estando em
jejum, e maiores niveis hormonais de cortisol. &a,so trauma neonatal leva a ansiedade
gue medeia o comportamento alimentar num novo ar®iisso é visto tanto em roedores
(MACHADO et al, 2013) como em humanos, conforme demonstradoasepte estudo.

O fato de ter recebido um cuidado de baixa quadiddal mé&e é algo traumatico e
implica em alteragbes neuroendocrinas (aumentondass de cortisol) e neurofuncionais
(aumento da atividade dopaminérgica no nicleo aenB)lem resposta a um evento estressor
(PRUESSNERet al, 2004). Nao somente o baixo cuidado materno, smm@aterno esta
também correlacionado com altos niveis de cortiska autoestima, diminuicdo de volume
hipocampal (ENGEREt al, 2010(a)). Porém, é visto que individuos quelvecam baixo e
alto cuidado materno apresentam resposta simikarcattisol a um teste de estressor
psicolégico (ENGER et al, 2010(b)).

E demonstrada maior ativagdo do nicleo accunbeasist ventral, insula, cortex
medial pré-frontal, amigdala, hipocampo em respastisualizacdo de imagens de alimentos
com alto valor calorico versus os de baixo valdérieo (BEAVER et al,2006;STOECKEL
et al,2008) sugerindo que essas regides estdo envelmaanaior motivacao para alimentos
caloricos (STICEet al, 2009). Interessantemente, adultos saudaveissaalizarem imagens
de alimentos saborosas/ndo saborosos apresentyac@dis de padrdo de conectividade no
estriado ventral, a amigdala, o cingulado anteziar cortex pré-motor, apresentando forte
correlacdo com sensibilidade externa a aliment@A8SAMONTIet al, 2009).

Individuos obesos, participantes de um programa parda de peso, que apresentam
maior ativacdo em regides cerebrais ligadas a agiv e atencdo em resposta a imagens de
alimentos caldricos/néo caloricos (insula, areantegal ventral, putamen, giro fusiforme),
obtiveram menor sucesso na perda de peso ao lang stmanas (MURDAUGIHt al,

2012). Menor ativacdo das regifes frontais iniagrincluindo o giro frontal superior) é
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vista em obesos mérbidos, ao visualizarem alimemdiossaudaveis, comparados a individuos
eutréficos, podendo ser um mecanismo interessargeegplique 0 comer em excesso na
obesidade (NUMMENMAA et al, 2012). Esses individuos, quando apresentam o
comportamento de hiperfagia noturna (consuma 25% do total de calorias diarias apos
refeicdo noturna), tém alteracéo na ativacao rofgintal superior ao visualizarem alimentos
palataveis (LUNDGRENet al,2015). Obesos adolescentes, com sucesso na perpesd
corporal, apresentam maior ativagdo no cortex quétdl dorso lateral quando comparados
com pessoas eutréficas e obesos ao visualizarergeimmade alimentos (JENSEN ,e
KIRWAN, 2015). Todavia, no estado de repouso, aama diminuicdo da atividade entre o
cortex orbito-frontal e pré-frontal nos obesos (MAet al,2015).

Estudo, em nosso grupo de pesquisa utilizando al,flémonstrou que individuos
nascidos com restricdo de crescimento intrautgiongue € considerado evento traumatico)
apresentam alteracdo do padrdo de conectividadeepouso, em regifes relacionadas a
recompensa como o cortex orbito-frontal direitdriado ventral/dorsal e a amigdala, quando
comparados a individuos né&o restritos (DALLE MOLLEQ14). Esses jovens, ao
visualizarem imagens de alimentos palataveis, aimeativacdo do giro frontal superior
direito, &rea que esta relacionada com controléngellso. Isso demonstra que a ativacao
desta regido talvez esteja funcionando de mankewda nesses individuos, os quais talvez
facam maior esfor¢co para controlar o impulso dearoalimentos (REIS, 2015). Essa mesma
area cerebral foi menos ativada no presente estaggovens que receberam alto cuidado
materno. Ao visualizarem imagens de alimentos @até$, conforme aumenta a ansiedade
nesses individuos, ocorre uma diminuicdo da atovangé giro frontal. Em outras palavras,
conforme aumenta a ansiedade, ocorre uma diminuigicativacdo da area cerebral
relacionada com impulsividade (giro frontal), deida-os menos inibidos. Essa resposta seria
considerada uma resposta “padrdo/normal”, poisdidaejue aumenta a ansiedade, aumenta,

consequentemente, a vontade de ingerir alimentesapais (DALLMAN et al, 2003). Em
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contrapartida, isso ndo ocorreu com individuostiygeam a percepcgédo de ter recebido baixo
cuidado materno.

O giro frontal € uma regido que pertence ao cgrtéxfrontal e esta relacionada com
controle cognitivo relacionado ao circuito neutdETCALFE E MISCHEL, 1999; CASEY
et al, 2011) envolvido na tomada de decisao, por exemploou “ndo ir” (CASEY et al,
2002; ARONet al, 2004) e também na memoria (JONIDES e NEE, 200§)recuneo €
uma regido cerebral, localizada na porcédo dorsdandd cortéx, que exibe altos niveis de
fungBes congitivas, memoria episédica e aspecttacioeados a consciéncia e auto-
representacdes mentais no repouso. Sua atividedeuiliquando ha engajamento em tarefas
objetivas, ndo relacionadas ao “self” (VOGT e LAURE 2005; CAVANNA, 2007;
CAVANNA e TRIMBLE, 2006). O mesmo apresenta trédrpas distintos de conectividade
funcional: 1) O precuneo anterior que esta ligado cartex parietal superior, l6bulo
paracentral e cortex motor, sugerindo uma regi@asoriomotor, 20 precuneocentral,
ligado ao dorsolateral pré-frontal, dorsomedialateral multimodal cértex parietal inferior,
sugerindo uma regido cognitiva / associativa e 0O3)precuneoposterior apresenta
conectividade funcional com regides corticais vsaajacentes (MARGULIESt al, 2009).

Estudos em pessoas obesas demonstram maior aéivicigarecineo no estado de
fome, mas ndo no estado de saciedade. Isso sugere precuneo esta relacionado com o
estado de fome subjetiva (Zhaet) al, 2015). Esse achado foi curiosamente confirmado
também em individuos eutréficos, que apresentaativacdo do precuneo no estado de fome
em comparacao ao estado de saciedade (TATARA&INII,1999). Aumento da ativacdo no
precuneo bilateral e no giro frontal medial diretcesquerdo € demonstrado em maes ao
visualizarem imagens de seus filhos (WA&Nal, 2014), assim como ao ouvir o choro dos
mesmos (maes que amamentaram). A ativacao deggassraedo interpretadas como sendo
importante para a relagdo entre mae-bebé e enthatate o periodo pés parto (KId al,

2011).
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Mulheres com anorexia nervosa apresentam reducabivdgao do precineo numa
tarefa de estimulo condicionado onde as mesmasdigne a associar imagens abstratas com
estimulo de sacarose ou solucéo controle duraitd&a(MCFADDEN et al, 2014). Porém,

durante o estado de repouso, essas pacientesrdpresem aumento da atividade cerebral
nessa regido e o giro fron(@@ OWDREY et al, 2014) Veteranos de guerra que apresentam o

transtorno de desordem de estresse pos traumdtieseatam correlacdo negativa entre as
regides do precuneo (zona envolvida codefault mode netwotk e amigdala (regiao
cerebral envolvida com emocdes) na atividade efpent dessas regides cerebrais. Além
disso, nestes individuos, foi vista uma relacaodrateca entre o abuso emocional e a
atividade espontanea da amigdala e do precunemijnihd que a relacdo entre a ativacao
dessas duas regibes no trauma precoce ndo segudingarddade, sugerindo que niveis
apropriados de adversidade podem estimular aéesiéi (YANet al, 2014 ). A literatura
demonstra que individuos que sofreram trauma rea piedcoce apresentam ativacdo no giro
frontal medial esquerdo e uma negativa conectidemn o precuneo, apresentando uma
dissociacao entre a funcdo executiva e a redeadaatom ‘tefault mode netwotKPHILIP

et al, 2014). Outros estudos, seguindo a mesma linfnéan demonstram a ativacao do giro
frontal medial em pessoas diagnosticadas com tnanust de personalidadmrderline que
passaram pela experiéncia de trauma (abuso fifM@O et al, 2015) assim como em
meninas que sofreram violéncia na infancia (expei®de assalto) e diagnosticadas com
estresse poOs traumatico na adolescéncia (CISEERI, 2013); em ambas situacdes, a
ativacdo se deu em resposta a visualizacdo de maatgefaces de raiva em comparacéo a
imagens neutras. Porém, no presente estudo, apautinagens de alimentos palataveis
versus alimentos neutros, viu-se ativagdo do giomtdl medial que variou conforme a
ansiedade nos individuos que receberam alto cuicadi®rno. Curiosamente, nos que
receberam baixo cuidado materno, ndo vimos ativagésa regido. Talvez, nesses individuos

de baixo cuidado materno, o sistema esteja ta@dtieque essa regido especifica relacionada
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a impulsividade ndo responda mais ao estimulo #gmede visualizacdo de alimentos. De
forma similar, um estudo também em adolescentesstaxp a maus tratos, ao visualizarem
seus alimentos preferidos, ndo apresentam difesenearofuncionais na fMRI, porém
tiveram ativacdo do cortex pré-frontal e insularesposta a pistas de estresse. Ativacao de
estruturas subcorticais estava inversamente cowakda com ansiedade no grupo com alto
escore de trauma, mas nao nos adolescentes pettnee grupo de baixo trauma (ELSEY
et al, 2015).

Sugere-se que a relacdo entre trauma e alteracéiofungcional de regifesortico-
limbicas possa explicar, em parte, a associacdo entre d@anen infancia e maior
vulnerabilidade a distarbios emocionais e compoetas de risco. Logo, esse tema necessita
de mais estudos, pois pouco se sabe sobre os m@osnientre trauma na infancia e
obesidade no futuro (ELSEM al, 2015). Um fato importante a se considerar dessele é
a selecdo da amostra. A mesma é proveniente de;asieexpostas a cocaina no periodo
intradtero. Apesar de ter sido utilizado o instratoeCTQ para avaliar o trauma na infancia,
que € um bom instrumento para avaliar trauma,@datos “controles” também terem sidos
expostos a essa adversidade intraltero nos peinfeédr que isso possa ter trazido
implicagbes nos resultados encontrados.

Interessantemente, foi demonstrado que pensar ssbeeistos de ingerir alimentos
palataveis e os beneficios de ndo comé-los, asmino @ tentativa de suprimir a compulsao
alimentar aumenta a ativacdo de regifes inibitac@so o giro frontal superior, reduz a
ativacdo em regides relacionadas a atencdo comeanineo (YOKUM e STICE, 2013).
Logo, € possivel que a menor ativacao do precuist® wo grupo de alto cuidado materno se
relacione com melhor engajamento desses individwogarefa durante o imageamento
funcional.

O presente trabalho possui pontos fortes, comooodespesquisa translacional que

permitiu que as hipbteses fossem inter-relacionasagentativa de maior abrangéncia no
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entendimento do tema proposto. Além disso, utilideneuroimagem funcional fMRI que é
um método especifico e de alta tecnologia, paradas ativacdo cerebral. Porém o estudo
apresenta também algumas limitacbes como: o tamdahamostra estudada, perdas de
participacdo na fMRI por gravidez, aparelho odaigmlo, avaliagdo transversal e o método
utilizado para avaliagao de cortisol salivar basal.
Outros pontos que se destacam neste estudo exptinfei o de terem sido

utilizadas fémeas e ter sido feita a verificacdo aildo estral das mesmas, antes da

decapitagao.
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9 CONCLUSAO

O presente trabalho foi eficaz em reproduzir modedonatal de trauma precoce
(reducdo do material disponivel para a confeccamidbo do dia 2 ao dia 9 de vida dos
filhotes), alterando o cuidado materno das gerstof2e fato, no grupo intervencéo, a
ansiedade vista na vida adulta por Machado e cdbees (2013), ndo foi mais observada
apos 0s animais serem expostos por 5 semanasaa“‘chetfort-food”. Além disso, houve
dimuicdo dos niveis de corticosterona em resposta astresse agudo no grupo intervencéo
apos o uso crbnico desse alimento confortante.

Neste estudo em seres humanos, nos individuos ejaebgram ter recebido menor
cuidado materno na infancia, o consumo caloricawan funcéo do cortisol e da ansiedade,
sem efeito nos outros grupos. Em outras palavi@sansiosos que perceberam ter recebido
baixo cuidado materno, quanto maior os niveis d#sob salivar basal, menor € o consumo
calérico em um novo ambiente, e a relacdo é oposta ndo ansiosos. Os dados de
neuroimagem funcional sugerem que nos individuespguceberam ter recebido alto cuidado
materno na infancia, conforme aumenta a ansiedadere uma diminuicdo da ativagcédo da
area cerebral relacionada com impulsividade (giomtdl médio e superior), deixando-os
menos inibidos. H& também menor ativagdo no prechestes individuos, independente dos
niveis de ansiedade, o que pode significar melhgajamento na tarefa.

O presente estudo reproduz na pesquisa com samenbs 0os achados na pesquisa
experimental em roedores, demonstrando que asc@asado cuidado materno podem
moderar a resposta do eixo HPA e os efeitos dadade no comportamento alimentar de

adolescentes.
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11ANEXOS

ANEXO A — ESCALA DE FOME/SACIEDADE

Escala de fome ¢ saciedade

1. Cuanta fome vocé esti sentindo?

nenfwEnag ———+——+—+——+—+—+—+— ks
1] k| 2 3 4 5 5 7 8 g 10
2 Cuanto “cheio” vocé esti se sentindo?
nada “chei0” —————+—4+—t+—+—+—+— msto “cheio™
L] 1 2 3 £33 [ T 8 g 10

3. Cuanto saciado vocé esti se sentindo?

nadasaciado —+——+—F+—+—1+—+—+—+— muito saciado
B 2 B 4 508 7 & § 4

4_Quanto desejo por comida vocé esti sentindo?

[
-

B
L=
s
n
oh=
-4
ot
o=
2




ANEXO B — PARENTAL BOLDING INSTRUMENT

PBI MAE

PARENTAL BONDING INSTRUMENT (QuALGQUER SEMANA)

INSTRUCOES: Este questicndrio lista varias atitudes e comporamentos dos seus pais. Vood deverd
colocar uma marca no paréntese mais apropriado de cada questio, pensando, primeiro, na forma que

vocé lembra seu mae, até a idade de 16 anos
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Muito
Parecido

Moderadaments
Parecido

Moderadamente
Diferente

Muito
Diferente

. Falava comigo com uma woz meiga & amigavel

{1}

(1

[ =]

. 3o me ajudava tanto quanio eu necessitava

{1}

(1

()

. Deixava-me fazer as coisas que eu gostava de

fazer

4. Parecia emocionalmente frio comigo

5. Parecia compreender meus problemas e
preccupagies

[=1]

. Era carimhoso comigo

-

. Gostava que eu tomasse minhas proprias
decisies

[=:]

. M3p queria que eu crescesse

8. Tentava controlar todas as coisas que eu fazia

10. Invadia minha privacidade

11. Gostava de conversar sobre as coisas comigo

12. Frequentemente somia pra mim

13. Tendia a me tratar como bebe

14. Parecia ndo entender o que eu necessitava ou
queria

15. Deixava que eu decidisse as coisas por mim
mesma

18. Fazia com gue eu me sentisse que nio era
queridola)

17. Podia me fazer sentir melhor guando eu
estava chateadola)

18. Ndo conversava muito comigo

19. Tentava me fazer dependente dele

20. Ele sentia que eu ndo poderia cuidar de mim
mesmao, @ menos que ele estivesse por perto

21. Dava-me tanta liberdade quanio eu queria

22. Deixava-me sair tio frequentements quanto
U gueria

23. Era superprotetor comigo

24. N3o me elogiava

2A. Deixava-me vestir de qualquer jeito que eu
desejasse




