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RESUMO

GUEDINE, C.R.C. Dieta de cafeteria durante a lactacdo e/ou pos-lactacdo: alteracGes
fisiol6gicas e comportamentais na prole de ratos Wistar. 2018. 120 f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Nutricdo, Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Paraiba, 2018.

Existem evidéncias de que dietas compostas por elevados niveis de energia, agUcares e
lipidios contribuem para o desenvolvimento da obesidade, de diversas doencas cronico-
degenerativas, além de alteracbes comportamentais e déficit cognitivo. Sendo assim, o
objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da exposicdo a dieta de cafeteria durante a lactagédo
e/ou pos-lactacdo sobre os parametros fisiologicos e comportamentais. Ratos Wistar machos
(n=60) foram randomizados em quatro grupos: Controle (C), Cafeteria Lactacdo (CL),
Cafeteria Pos-lactacdo (CP) e Cafeteria Total (CT). Ao atingir a maturidade sexual (70 dias)
os animais foram submetidos aos testes comportamentais: Labirinto em Cruz Elevado (LCE),
campo aberto, Labirinto Aquatico de Morris (LAM), teste de memoria de reconhecimento de
objetos relacionados a localizacdo e contexto especifico, e o teste para a memoria de
reconhecimento para objetos bidimensionais. Além disso, foram realizadas a avaliacdo dos
parametros murinométricos e dos exames bioguimicos (glicemia, colesterol total e fracdes,
triglicerideos, proteinas totais, ureia, creatinina, bilirrubina, transaminases e estresse
oxidativo). Foram mensurados o consumo e preferéncia alimentar, o peso dos 6rgédos e
gordura abdominal, e realizada a avaliacdo histopatoldgica e bioquimica do figado. Os dados
da histopatologia do figado foram submetidos ao teste de Qui-Quadrado, enquanto os demais
dados foram submetidos a ANOVA, seguida do teste de Newman-Keuls (p<0,05). A dieta de
cafeteria alterou os pardmetros mutrinométricos nos animais, com acumulo de gordura, e
maiores medidas de peso quando comparados ao grupo controle, principalmente ao fim do
experimento. Os animais dos grupos CL e CT consumiram uma maior quantidade de dieta do
que os grupos CP e C. O grupo CT apresentou maior consumo de calorias e de carboidratos
do que os demais grupos. Os animais dos grupos CP e CT apresentaram maior consumo de
lipidios do que os grupos C e CL, durante todas as semanas do experimento. O consumo
proteico e de fibras foi menor nos grupos CP e CT do que o grupo C. Os alimentos fontes de
carboidratos foram os preferidos, dentre eles, o cereal de milho (snow flakes) e o pdo. Os
niveis de triglicerideos foram maiores no grupo CP do que nos outros grupos. Os niveis de
malondialdeido (MDA) foram maiores nos grupos CP e CT do que CL e C. A dieta de
cafeteria alterou a estrutura do figado com a presenca de esteatose hepatica, e estresse
oxidativo nesse tecido. Os animais dos grupos CP e CT apresentaram niveis mais elevados de
ansiedade em comparacdo com os grupos C e CL. Ndo foram observadas diferencas
significativas devido a dieta nos comportamentos locomotor e exploratoério, na aprendizagem
espacial e memoria. Sendo assim, a dieta de cafeteria foi capaz de promover alteracdes sobre
0s parametros metabdlicos e possui efeito ansiogénico na prole de ratos Wistar.

Palavras-chave: ansiedade; aprendizagem; dieta hipercalorica; esteatose hepatica; memoria;
obesidade.



ABSTRACT

GUEDINE, C.R.C. Cafeteria diet during lactation and/or post-lactation: metabolic and
behavioral changes in offspring of Wistar rats. 2018. 120 f. Thesis (Doctorate) -
Postgraduate Program in Nutrition Sciences, Health Sciences Center, Federal University of
Paraiba, 2018.

There is evidence that diets composed of high levels of energy, sugars and lipids contribute to
the development of obesity, various chronic-degenerative diseases, as well as behavioral
changes and cognitive deficits. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of
exposure to cafeteria diet during lactation and / or post-lactation on physiological and
behavioral parameters. Male Wistar rats (n = 60) were randomized into four groups: Control
(C), Lactation Cafeteria (CL), Post-lactation Cafeteria (CP) and Total Cafeteria (CT). Upon
reaching sexual maturity (70 days), the animals were submitted to behavioral tests: Elevated
Plus Maze test (LCE), open field, Morris Water Maze (LAM), memory recognition test for
objects related to location and specific context, and the recognition memory test for two-
dimensional objects. In addition, the evaluation of murine parameters and biochemical
parameters (glycemia, total cholesterol and fractions, triglycerides, total proteins, urea,
creatinine, bilirubin, transaminases and oxidative stress) were performed. Consumption and
food preference, organ weight and abdominal fat were measured, and histopathological and
biochemical evaluation of the liver was performed. Liver histopathology data were submitted
to the Chi-Square test, while the other data were submitted to ANOVA, followed by the
Newman-Keuls test (p <0.05). The cafeteria diet altered the mutrinometric parameters in the
animals, with accumulation of fat, and greater weight measures compared to the control
group, mainly at the end of the experiment. The animals in the CL and CT groups consumed a
greater amount of diet than the CP and C groups. The CT group presented higher calorie and
carbohydrate consumption than the other groups. The animals of the CP and CT groups
presented higher lipid consumption than the C and CL groups during all weeks of the
experiment. Protein and fiber intake was lower in CP and CT than in group C. Carbohydrate
sources were preferred, including corn flakes and bread. Triglyceride levels were higher in the
CP group than in the other groups. MDA levels were higher in the CP and CT groups than CL
and C. The cafeteria diet altered the liver structure with the presence of hepatic steatosis, and
oxidative stress in that tissue. The animals of the CP and CT groups had higher levels of
anxiety compared to the C and CL groups. No significant differences were observed due to
diet in locomotor and exploratory behaviors, spatial learning and memory. Thus, the cafeteria
diet was able to promote alterations on the metabolic parameters and has an anxiogenic effect
in the offspring of Wistar rats.

Keywords: obesity; hypercaloric diet; hepatic steatosis; anxiety; learning; memory.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) a obesidade pode ser definida como
uma doenca em que 0 excesso de gordura acumulada pode atingir graus capazes de prejudicar
a salude, devido a consecutivos balancos energéticos positivos, onde a quantidade de energia
ingerida é maior do que a quantidade de energia gasta, sendo um fator de risco para doencas
crénicas, incluindo diabetes, doencas cardiovasculares, distarbios musculoesqueléticos, e
certos tipos de cancer (DIAS et al., 2017; WHO, 2017).

Em todo mundo, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade quase triplicou entre 1975 e
2016. Em 2016, mais de 1,9 bilhGes de adultos apresentavam excesso de peso, sendo destes
650 milhdes obesos. E a maioria da populacdo mundial vive em paises em que 0 excesso de
peso e obesidade matam mais que o baixo peso, resultando em pelo menos 2,8 milhdes de
mortes a cada ano (WHO, 2009; WHO, 2017).

A obesidade é uma condicdo complexa, com dimensdes sociais e psicoldgicas serias,
que afeta praticamente todos os grupos etarios e socioecondmicos. Os fatores determinantes e
correlatos desse desequilibrio sdo de natureza bioldgica, genética, ambiental e
comportamental (GHOSH; BOUCHARD, 2017). Sendo a causa fundamental o aumento da
ingestdo de alimentos ricos em carboidratos e gordura, aliado a uma inatividade fisica (WHO,
2017).

O consumo cada vez maior de dietas de cafeteria, rica em carboidrato simple, gordura
saturada e trans, além de alto teor de sodio e baixo teor de fibras, por mulheres jovens em
idade fértil e o aumento na prevaléncia da obesidade e suas complicagdes nessa faixa da
populacdo, principalmente durante a gestacdo e lactacdo, tem trazido a tona o questionamento
sobre quais sdo os reflexos na satde da prole causados por esse desequilibrio no consumo de
nutrientes na fase de desenvolvimento (OBEN et al., 2010).

Essa fase de desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) em humanos é
caracterizada por ser um processo prolongado que se inicia na terceira semana de gestacgéo,
com a diferenciacdo das células progenitoras neurais, e se estende pelo menos até o final da
adolescéncia (STILES; JERNIGAN, 2010). Enquanto que em roedores ocorre um
desenvolvimento pos-natal significativamente pronunciado, pois eles nascem com o SNC
mais imaturo, comparado aos humanos, sendo necessarios aproximadamente 21 dias para
completar os estagios obrigatorios do desenvolvimento neural, com muitas conexdes no
hipocampo alcangando a maturidade ao final da segunda semana de vida pés-natal (LEVITT,
2003; RICE; BARONE, 2000; WATSON et al., 2006).
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Estudos revelam uma estreita associa¢do entre experiéncias em periodos iniciais da
vida com alteracbes no comportamento na vida adulta, revelando a natureza sensivel a
determinantes ambientais das estruturas e vias neurobiologicas do cérebro em
desenvolvimento (ANDA et al., 2006; SPENRATH; CLARKE; KUTCHER, 2011). Dentre os
fatores ambientais que podem afetar esse sistema, destacam-se os fatores nutricionais, como a
deficiéncia caldrica-proteica, deficiéncia de micronutrientes e excesso de alimentos ricos em
acucares refinados, gorduras saturadas e trans, pobres em fibras, além de altos teores de sodio
(AKASH;  KRISHNAMURTHY;  SHASHIKALA  KRISHNAMURTHY,  2016;
SCHWEIGERT; SOUZA; PERRY, 2009).

Dietas que promovem obesidade em animais sdo modelos mais apropriados para
estudar as consequéncias dessa doenca. Dentre essas manipulacfes pode-se citar
principalmente a dieta de cafeteria (MULLER et al., 2010; SPEIGHT et al., 2017; WRIGHT
et al., 2014). Diversas alteragdes fisiologicas sdo decorrentes da exposicao a dieta de cafeteria,
dentre as quais, podem-se destacar: o acimulo de gordura subcuténea e visceral, hiperfagia,
dislipidemias, esteatose hepatica, intolerancia a glicose, além do aumento da glicemia e da
pressdo arterial (CASTRO et al., 2015; GOMEZ-SMITH et al., 2016; MULLER et al., 2010;
SAMPEY et al., 2011; SHAFAT; MURRAY; RUMSEY, 2009; WARNEKE et al., 2014).

O uso desse tipo de dieta também é capaz de promover alteracBes comportamentais,
em relagdo a atividade exploratéria e a ansiedade em roedores, porém o0s estudos mostram
resultados controversos (ESTRELA et al., 2015; SOLLEIRO et al., 2017; WARNEKE et al.,
2014; WRIGHT; LANGLEY-EVANS; VOIGT, 2011).

Em adicdo, estudos confirmam que a ingestdo em longo prazo de dieta de cafeteria
produz déficits cognitivos que envolve a atencdo, aprendizagem e memaria, especialmente em
tarefas espaciais que exigem o hipocampo (DAVIDSON et al., 2007; REICHELT et al.,
2015).

Devido a escassez e controvérsia de estudos em que 0s animais ingeriram a dieta de
cafeteria ad libitum durante as fases de lactacdo e/ou pds-lactacdo, com a avaliacdo das
repercussdes fisioldgicas e comportamentais tardias, especificamente na ansiedade,
aprendizagem e memoria, esse trabalho busca evidenciar os efeitos causados pela exposicédo a

esse tipo de dieta na prole de ratos Wistar.



19

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicdo a dieta de cafeteria durante os periodos de lactacdo
e/lou pos-lactacdo sobre os parametros fisiolégicos e comportamentais na prole de ratos
Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a composicdo centesimal da dieta de cafeteria;

e Analisar o consumo alimentar, alem das preferéncias alimentares;

e Avaliar os efeitos da exposicdo a uma dieta de cafeteria, durante a lactacdo e/ou pds-
lactacdo, sobre os parametros comportamentais (ansiedade, aprendizagem e memoria);

e Mensurar 0s parametros murinométricos, o peso dos 6rgdos e do tecido adiposo
abdominal dos animais;

e Investigar parametros bioquimicos no soro e no figado, além da avaliacdo

histopatoldgica desse tecido apds exposicao a uma dieta de cafeteria.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 EFEITOS DOS INSULTOS NUTRICIONAIS NA LACTACAO

Os habitos de vida materna sdo capazes de modular o fenotipo, o desenvolvimento e o
comportamento da prole. Especificamente, eles podem alterar fungdes neurais, aspectos
cognitivos e neuroendécrinos (CHAMPAGNE et al., 2008; PENA et al., 2014; MACCARI et
al., 2014). Dentre os habitos, pode-se destacar que o consumo de uma dieta inapropriada
durante e ap6s o estagio gestacional resulta em modificagdes metabdlicas no organismo da
mée e da prole (BAYOL et al., 2010).

Purcell et al. (2011) ao analisarem a composicdo do leite de ratas lactantes, apds
consumo de dieta hiperlipidica, observaram um aumento no contetdo de gordura, proteina e
teor caldrico bruto, com diminuicdo no conteudo de agua, sem diferencas no contetdo de
acucares. A maior ingestdo do leite pela prole contribuiu para o aumento do peso e da
adiposidade (PURCELL et al., 2011). Além disso, o consumo da dieta hiperlipidica durante o
periodo perinatal foi identificado como fator de risco para inducao de alteracGes epigenéticas,
ou seja, modificacdes das funcbes genéticas que sdo herdadas, sem alterar a sequéncia do
DNA na lactente e na prole (MAZZIO; SOLIMAN, 2014; VEL SZIC et al., 2015).

Esses dados demonstram a influéncia da dieta materna sobre a composicédo do leite
ofertado a prole, mostrando que insultos nutricionais durante a lactacdo sdo capazes de trazer
prejuizo a saude da prole (COSTA-SILVA et al., 2015; WELLS, 2012). Este fenémeno,
conhecido como plasticidade fenotipica e refere-se a capacidade de um organismo reagir a um
ambiente interno e externo com alteracdes na forma, estado, fisiologia ou taxa de atividade,
sem modificacdes genéticas (WEST-EBERHARD, 2005).

Dentre os insultos nutricionais na lactacdo podemos destacar a desnutricdo e a
supernutricdo, onde a desnutricdo pode ser entendida como a restricdo de determinados
nutrientes essenciais ao desenvolvimento, enquanto que a supernutricdo € caracterizada pelo
consumo excessivo de nutrientes aléem da capacidade de metabolizacdo do organismo.
Estudos prop6em que doengas cardiometabdlicas podem ser “programadas” por efeitos
“adaptativos” da desnutricdo e subnutricdo durante fases iniciais de crescimento e
desenvolvimento da fisiologia celular (ALFARADHI; OZANNE, 2011; BARKER;
OSMOND, 1986; CHAVATTE-PALMER et al., 2016).

Modelo de dieta materna com exposicdo de uma dieta com restricdo proteica ao

animal durante a gestacdo e a lactacdo é um dos modelos mais estudado de plasticidade
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fenotipica, acarretando em restrigdo no crescimento, reducéo assimétrica no crescimento dos
Orgdos, pressdo arterial sistdlica elevada, dislipidemias, aumento das concentracdes
plasmaticas de insulina em jejum, além de consequéncias irreversiveis na estrutura,
neuroguimica e funcionamento do SNC, levando a alteracdes a longo prazo em parametros
comportamentais e cognitivos, como atraso no aprendizado, déficit na memoria e diminuicéo
da ansiedade, devido ao aumento da proatividade da prole, através de uma “programagio”
materna para criar estratégias de enfrentamentos para futura situacdo de escassez de comida
(BRAGA; FUKUDA; ALMEIDA, 2014; COSTA-SILVA et al., 2015; FIDALGO et al.,
2013; LEANDRO et al., 2012; VALADARES et al., 2010; DE BRITO ALVES et al., 2014,
DE BRITO ALVES et al., 2015; FERREIRA et al., 2015).

Por outro lado, a exposicdo a dietas capazes de induzir obesidade, como a dieta
hiperlipidica, a dieta de cafeteria e a dieta ocidentalizada, quando administradas durante o
periodo critico de desenvolvimento do SNC, aumentam a disponibilidade de acidos graxos
saturados, que estimulam o aumento na liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias e induzem a
ativagdo de vias inflamatorias nos descendentes (GRUBER et al., 2015). Essas dietas causam
uma alteracdo no metabolismo da glicose, que resulta no aumento nas concentracfes séricas
de insulina (FAN et al., 2013), com elevacdo dos niveis de triglicerideos séricos, estresse
oxidativo, que resulta em resisténcia a insulina, distdrbios vasculares e hipertensdo
(ROBERTS; FRIAS; GROVE, 2015; VIDAL-SANTOS et al., 2017; WANG et al., 2010).
Além do aumento da leptina, que resulta em um desequilibrio no sistema autonémico, com
superativacdo simpatica (MACHLEIDT et al., 2013; KURAJOH et al., 2015; MANNA,;
JAIN, 2015) e sensibilidade reduzida dos neurbnios vagais (DE LARTIGUE, 2016). Este
disturbio na sinalizacdo vagal pode ativar vias orexigenas no SNC e causar hiperfagia,
obesidade e doencas cardiometabdlicas a longo prazo (DE LARTIGUE, 2016).

Em sintese, as exposicOes as dietas capazes de induzir a obesidade promovem
alteracbes neuroenddcrinas e contribuem para o desenvolvimento de doengas
cardiometabdlicas a longo prazo na prole e, além disso, a desnutricio materna ou a
supernutricdo contribuem para modificaces epigenéticas na mae e na prole, com predominio
da metilagdo do DNA, e consequentemente, alteracdo na expressdo génica durante o
desenvolvimento e o crescimento (COSTA-SILVA; SIMOES-ALVES; FERNANDES, 2016).
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3.2 OBESIDADE

A obesidade pode ser conceituada como uma condicdo de acumulo anormal ou
excessivo de gordura no organismo acarretando um comprometimento da saide. O grau de
excesso de gordura, sua distribuicdo e associacdo com as consequéncias para a saude, pode
variar entre os individuos obesos (DIAS et al., 2017; WHO, 2017).

Ela foi reconhecida enquanto doenca em 1948, pela OMS. Desde entdo, dados
demonstram um crescente aumento na sua prevaléncia, que apesar de historicamente acometer
paises industrializados, evidenciam seu crescimento em todo o mundo, sendo considerada
uma epidemia global, e uma das principais causas no aumento de morbidade e mortalidade da
populacdo (LEOPOLDO et al., 2016; MITCHELL; SHAW, 2014; O’BRIEN; DIXON, 2002).

A OMS aponta a obesidade como um dos maiores problemas de saude publica no
mundo, com 0 aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade de 28% em adultos e 47%
em criancas entre 1980 e 2013. Estimativas recentes sugerem que ha 2,1 bilhGes de pessoas
acometidas por essa pandemia mundial (NG et al., 2014), resultando em pelo menos 2,8
milhGes de mortes a cada ano no mundo (WHO, 2009). No Brasil, dados recentes da pesquisa
nacional intitulada: Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefénico (VIGITEL), realizada pelo Ministério da Saude, no ano de 2016, com
53.210 entrevistas com adultos com mais de 18 anos residentes nas capitais dos 26 estados e 0
Distrito Federal, revelou que mais da metade, ou seja, 53,8% da populacdo adulta esta acima
do peso, sendo 18,9% obesos (BRASIL, 2017).

As principais causas dessa doencga sdao uma maior suscetibilidade genética para o seu
desenvolvimento (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004); mudancas nos padrfes de
alimentacdo e de atividade fisica (FERREIRA; WANDERLEY, 2010); além de variaveis
ambientais, psicoldgicas (QUAIOTI; ALMEIDA, 2006), sociais e econémicas (SIROSKI et
al., 2011).

O seu diagndstico pode ser realizado a partir do indice de Massa Corporal (IMC), um
parametro estipulado pela OMS, que € obtido a partir da relagdo entre peso corpéreo (kg) e
altura (m2?) do individuo. Por meio desse parametro, é considerado excesso de peso um IMC
entre 25 e 29,9 kg/m? e obesidade um valor igual ou superior a 30 kg/m? (FERREIRA,;
WANDERLEY, 2010). No entanto, para interpretar o IMC deve-se ter cuidado, pois esta
medida pode ndo corresponder ao mesmo nivel de gordura em todas as populagdes e grupos
étnicos e ser pouco informativa do estado de salde, isto porque a relagdo entre o IMC e a

gordura corporal varia de acordo com a constituicdo fisica e proporcdo corporal



23

(ANTIPATIS; GILL, 2001). Este critério utilizado de forma isolada néo é valido para definir
a obesidade em modelos experimentais, nesse caso a definicdo vem sendo realizada através da
associacdo de critérios como a mensuracdo dos depositos de gordura visceral e subcutanea, da
gordura corporal total, do peso corporal, da gordura da carcaca e a avaliagdo murinométrica
completa, que envolve, além do peso corporal e o IMC, o comprimento naso-anal, o indice de
Lee, e as circunferéncias toracica e abdominal dos animais (BAS DEL et al., 2015; BAYOL
et al., 2010; BUCKLEY et al., 2005; JANG et al., 2003; NOVELLI et al., 2007; WOODS et
al., 2003).

Alguns estudos sobre as consequéncias da obesidade em seres humanos estéo nas fases
iniciais e/ou apresentam limitagdes éticas. Por essas razdes, 0s modelos animais sdo usados na
tentativa de compreender os elementos envolvidos na fisiopatologia da obesidade e suas
implicacdes. De forma geral, pode-se dividir esses modelos em genéticos e induzidos.

Os animais de laboratérios manipulados geneticamente tém sido utilizados, dentre eles
0s camundongos com mutacdo do gene para leptina, ob/ob, e no gene para receptor de leptina,
db/dB, que desenvolvem obesidade precocemente e apresentam infertilidade, diminui¢do do
gasto caldrico e do crescimento linear (TARTAGLIA et al.,1995; ZHANG et al.,1994). Os
com alteracdes no gene da carboxipeptidase desenvolvem infertilidade, hiperfagia,
hiperproinsulinemia e aumento do peso corporal (NAGGERT et al., 1995). Os da linhagem
Tubby apresentam obesidade e resisténcia a insulina (KLEYN et al., 1996), e os Agouti se
caracterizam pelo excesso de peso, diabetes tipo 2 e hiperleptinemia (BULTMAN;
MICHAUD; WOYCHIK, 1992). Em relacdo aos ratos, temos a linhagem Zucker (fa/fa) que
apresenta hiperfagia, hiperlipidemia, hiperinsulinemia (OANA et al., 2005).

Dentre 0os modelos experimentais induzidos no periodo perinatal, destacam-se o
modelo de diminuicdo do nimero de filhotes da ninhada, o que resulta em uma ninhada
hipernutrida (HABBOUT et al., 2011) e o da administracdo de glutamato monossodico, que
causa uma lesdo no nucleo ventromedial hipotalamico, nicleo responsavel pela saciedade, o
que acarreta uma hiperfagia, com aparecimento da obesidade neuroenddcrina (DIEMEN;
TRINDADE; TRINDADE, 2006).

Embora essas alteracdes genéticas acarretem a obesidade em animais, ndo sdo comuns
em humanos, sendo o consumo de dietas altamente energéticas e a diminuicdo do gasto
energético os principais fatores que levam a atual epidemia de obesidade mundial (ASTRUP
etal., 1994; CARROLL; VOISEY; DAAL, 2004; WOODS et al., 2003).

Por isso, dietas hipercal6ricas que promovem a obesidade em animais sdo modelos

mais apropriados para estudar as suas consequéncias em qualquer fase da vida, dentre elas
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principalmente a dieta hiperlipidica, a dieta ocidentalizada e a dieta de cafeteria. A dieta
hiperlipidica é uma dieta composta por alto teor de gordura, geralmente acrescida por uma
fonte desse nutriente, como banha de porco ou dleo de soja, enquanto que a dieta
ocidentalizada e a dieta de cafeteria sdo caracterizadas por altos niveis de gorduras saturadas,
sodio, acucares simples e baixos niveis de fibras. O que difere uma da outra € que a dieta
ocidentalizada é uma dieta preparada com adi¢cdo de cada nutriente sendo a unica fonte de
alimento, enquanto que a dieta de cafeteria varios alimentos sdo fornecidos na forma in natura
associado a dieta padréo para roedores (BAS DEL et al., 2015; CASTRO et al., 2015; LEFFA
et al., 2015; MINA et al., 2014; MULLER et al., 2010; SCOARIS, 2009; SHAFAT,
MURRAY; RUMSEY, 2009; VIDAL-SANTOS et al., 2017).

3.3 DIETA DE CAFETERIA

O termo dieta de cafeteria foi originalmente usado para denotar uma alimentacéo para
ratos formada por alimentos ocidentalizados (SCLAFANI; SPRINGER, 1976). Sendo
altamente palatavel, com elevado teor de sddio, carboidratos simples e gorduras,
principalmente gorduras saturadas e/ou trans, além do baixo teor de proteinas, fibras
alimentares e micronutrientes (BAYOL et al., 2010). Esse tipo de dieta faz com que os
animais substituam gradativamente a dieta padrdo por ela, por conter alimentos como banha,
bacon, castanhas, leite condensado, refrigerantes, chocolates, amendoins e outras guloseimas
(BEILHARZ; MANIAM; MORRIS, 2014; DE SCHEPPER et al., 2000).

Existe uma grande variabilidade na composicéo desse tipo de dieta, pois a quantidade
e o tipo de alimentos, o tempo que esses alimentos sdo ofertados durante o experimento, a
guantidade consumida de cada item alimentar pelo animal, dentre outros fatores, sdo
diferentes para os variados procedimentos utilizados pelos grupos de pesquisa (Quadro 1)
(SHAFAT; MURRAY; RUMSEY, 2009).

Ela é caracterizada por ser o equivalente mais proximo da dieta de alimentos
ultraprocessados humanos, pois fornece aos animais alimentos com uma variedade
nutricionalmente variada, com alta densidade energética e altamente saborosos, espelhando os
principais aspectos obesogénicos da dieta humana (RAYNOR; EPSTEIN, 2001).

Diversas sdo as comorbidades decorrentes do consumo desse tipo de dieta, dentre as
guais podem-se destacar. a obesidade, a sindrome metabdlica, dislipidemias, esteatose
hepética, estado pré-diabético, diabetes gestacional, hipertensdo, alguns tipos de cancer, entre
outras (BRUNETTI et al., 2010; CASTELL-AUVi et al., 2012; GOMEZ-SMITH et al., 2016;
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HOLEMANS et al., 2004; PONS et al., 2017; SAMPEY et al., 2011; SHAFAT; MURRAY;
RUMSEY, 2009; WARNEKE et al., 2014). A dieta de cafeteria também é capaz de causar
alteracbes no SNC, dentre elas um aumento na susceptibilidade a danos celulares no
hipocampo, devido a diminuicdo dos niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), expresso em todas as regides do cérebro, onde desempenha efeitos na
neuroprotecdo, plasticidade sinéptica, comportamento alimentar e metabolismo energético
(MACEDO et al., 2015). Além disso, essa dieta acarreta alteracbes comportamentais, como
déficits cognitivo, aumento do comportamento preditivo de depressdo e da atividade
ansiogénica (ESTRELA et al., 2015; ROSSETI et al., 2014).

Quadro 1. Cardapios e tempo de administracdo de dietas de cafeteria administradas em

diferentes grupos de pesquisas

Referéncias Animais Idade dos | Alimentos consumidos Duracéo
animais/peso
dos animais
BAYOL etal., Ratos Gestacéo, Dieta padréo adicionada | 10 semanas
2010 Wistar lactacdo e/ou com biscoito,
(prole- pés desmame marshmallows,
macho) até o final da chocolate, donuts,

adolescéncia | muffins, chips de batata,
queijo, barra de
caramelo e chocolate.

Ad libitum
BRUNETTI et al., Ratos 3 meses Dieta padrdo adicionada 15 dias
2010 Wistar com chips de batata,
(machos) queijo parmesdo, torras

de avel, biscoitos,
pedacdes de manteiga
salgada e de chocolate

amargo.
Ad libitum
CASTELL-AUVI Ratos 160-175g | Dieta padrdo adicionada | 17 semanas
etal., 2012 Wistar com bacon (15-20g),
(fémeas) doces (1/2), pdo com

paté (1), queijo (1-29),
cenouras (3g), leite com
acucar (50ml)
Dieta padréo - Ad
libitum
Dieta de cafeteria —
quantidade de cada
alimento por rato

ESTRELA etal., Ratos Estagio final Dieta de cafeteria 114 dias
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2015

Wistar
(fémeas)

da puberdade
(45 dias)

composta por 39
alimentos, dentre eles:
bacon, salame, bolo de

chocolate, chocolate,
biscoito, mortadela,
salsicha, bolachas, além
da adicdo de agua com
sacarose (concentracao
de 300g/L) e
refrigerante tipo cola.
Ad libitum

GOMEZ-SMITH et
al., 2016

Sprague-
Dawley
(machos)

3 semanas

Cereal, biscoito oreo,
biscoito de baunilha,
biscoito com gotas de
chocolate, manteiga de
amendoim, chips de
batata, bacon, salsicha,
salgado de tortilha sabor
queijo.
Ad libitum

4 meses

HOLEMANS et al.,
2004

Ratos
Wistar
(fémeas)

63 dias

Dieta semissolida
contendo 33% de dieta
padrdo, 33% de leite
condensado, 7% de
sacarose e 27% de agua.
Ad libitum

4 semanas

PONS et al., 2017

Ratos
Wistar
(machos)

6 semanas

Bacon (10-129),
salsicha (8-12g),
biscoito com paté (12-
15g), biscoito com
queijo (10-12g), bolinho
(4-59), cenoura (8-10g),
leite com acucar
(220g/L; 50ml).

Ad libitum

12 semanas

PINI et al., 2017

Ratos
Wistar
(machos)

Lactacédo e
pos-lactacdo

Dieta de cafeteria
contendo 28 alimentos,
dentre eles: torrada,
bolacha maisena,
bolacha trakina,
chocolate branco e
preto, marshmallow,
queijo mussarela, prato
e reino, bolo recheado
de chocolate,
amendoim, cerel de
milho, pao, bacon,
salame, mortadela, entre
outros.

Oferta: 1 hora por dia

98 dias
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SAMPEY et al., Ratos 7-8 semanas | Bolo de chocolate, bala 10-15
2011 Wistar (~2009) de fruta, salgado de semanas
(machos) tortilha sabor queijo,

biscoito de manteiga de
amendoim, biscoitos,
salsicha, biscoito de
manteiga, queijo
cheddar, bolo de
casamento, carne de
porco, calabresa.

Ad libitum
SHAFAT; Sprague- 200-250g Banana, castanha, 43 dias
MURRAY; Dawley biscoito com gotas de
RUMSEY, 2009 (machos) chocolate, queijo

cheddar, salgados,
chocolate, manteiga de
amendoim, batatas,
salame, marshmallows,
entre outros.

Ad libitum
WARNEKE et al., Sprague- | 6 semanas ou Bolo, biscoito, 6 semanas
2014 Dawley 12 meses chocolate, péo,
(machos e macarrdo cozido,
fémeas) salsicha e queijo.
Ad libitum

Fonte: proprio autor.

3.4 ANSIEDADE

Os sintomas da ansiedade podem fazer parte de uma reacdo fisioldgica normal, pois
existe um nivel de ansiedade basal com funcdo adaptativa, levando o individuo a evitar danos
fisicos ou psicolégicos (HETEM, 2004). Entretanto, quando essa reacdo € persiste em
situacOes cotidianas, em que ndo existe nenhum risco ou ameaca, é caracterizada como uma
desordem, e tem impacto social negativo (GROSS; HEN, 2004).

A causa principal da ansiedade pode ser atribuida & antecipacdo de um perigo, sem
presenca de uma ameaca real, ou se a mesma existe, a intensidade da emocao é considerada
desproporcional (LADER, 1981; VIANA, 2010).

Em geral, os transtornos de ansiedade em humanos sdo baseados na ativagédo
inapropriada de reacfes de defesa, em decorréncia da avaliacdo errénea de riscos potenciais.
A ansiedade pode ser caracterizada como estado emocional desagradavel, acompanhado por
sentimento de inseguranca, apreensao, alem de um conjunto de modificacdes fisiologicas e
comportamentais (BRAGA et al.,, 2010; NUTT, 1990). Esse distarbio pode surgir em
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decorréncia de muitos fatores que incluem deficiéncia alimentar, desequilibrio hormonal,
doencas, experiéncias traumaticas, maus habitos, estresse, envelhecimento e fatores genéticos
(ALRAMADHAN et al., 2012). E aparece associada a outras doencas, como depressao,
fadiga crénica e doencas cardiorrespiratorias correlacionadas com um risco aumentado de
morbidade e mortalidade (CULPEPPER, 2009; GUREJE, 2008).

As desordens que abrangem o transtorno da ansiedade foram classificadas, de acordo
com a sintomatologia e resposta ao tratamento farmacoldgico, em transtorno de ansiedade
generalizada, transtorno do panico, transtorno obsessivo compulsivo, fobia social, fobia
simples e transtorno de estresse poés-traumatico (DIAGNOSTIC AND STATISTICAL
MANUAL OF MENTAL DISORDERS, 2013).

Nos animais, esses sintomas podem ser observados por meio da inibicdo do
comportamento exploratério, comportamento de congelamento e avaliacdo de risco, aumento
da frequéncia cardiaca, da excrecdo urinaria e defecacdo, além da elevacdo dos niveis
plasmaéticos de corticosterona (PALANZA, 2001). Estudos pré-clinicos demonstraram que 0s
estados de ansiedade teriam relacdo com mecanismo de defesa dos animais, mediante
estimulos ameacadores ou situacdes de perigo. Este comportamento de defesa envolve o
sistema cerebral de defesa e o sistema de inibicdo comportamental (GRAEFF; HETEM,
2004).

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é o aparelho mais utilizado para avaliacdo da
ansiedade em estudos experimentais com roedores. Este modelo baseia-se na preferéncia dos
animais por locais fechados em detrimentos de espacos abertos. O primeiro a descrever esta
preferéncia do animal foi o estudo de Montgomery em 1955, e na década de 1980 foi proposta
a utilizacdo dessa caracteristica para avaliar a ansiedade padronizando-se o0 modelo por meio
da administracdo de farmacos ansioliticos e ansiogénicos (HANDLEY; MITHANI, 1984;
PELLOW et al., 1985). Um aumento no tempo de permanéncia do animal nos bracos abertos
em relacdo aos fechados é observado quando administrado drogas ansioliticas, enquanto que 0
contrario é notado nos animais tratados com drogas ansiogénicas (HOGG, 1996; MORATO;
BRANDAO, 1997).

Estudos realizados em animais tém demonstrado que a obesidade materna e o
consumo de dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo aumentam a vulnerabilidade
para transtornos mentais ou comportamentais nos descendentes (SPEIGHT et al., 2017;
SULLIVAN; NOUSEN; CHAMLOU, 2014).

A obesidade estd bem caracterizada como uma condigdo inflamatoria sistémica

associada com perturbacGes cognitivas, sugerindo uma ligacao entre os dois. Com 0 objetivo
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de investigar a influéncia da obesidade e da ingestdo materna de dieta rica em gordura
saturada e trans no hipocampo da prole, ratas foram alimentadas com uma dieta rica em
gordura saturada (SFD), uma dieta rica em gordura trans (TFD), ou uma dieta de baixo teor
de gordura (LFD) por 4 semanas antes do acasalamento, e permaneceram na mesma dieta
durante a gravidez e lactagdo. A exposi¢do as dietas SFD/TFD aumentou significativamente o
peso corporal das ratas-maes e filhotes em relagdo ao grupo controle. Marcadores de ativacao
da microglia foram aumentados no hipocampo de filhotes SFD/TFD no momento do
nascimento. Ao desmame e na idade adulta, expressdo citocina pré-inflamatoria foi
notavelmente aumentada na periferia e no hipocampo nos grupos TFD/SFD quando
comparados ao grupo controle. E ainda, foram observadas mudangas nos comportamentos de
ansiedade e aprendizagem espacial nos grupos SFD/TFD. Estes efeitos foram todos
observados na idade adulta, mesmo depois que os filhotes foram colocados em racdo padrédo
ap6s o desmame, sugerindo que estes resultados foram programados no inicio da vida
(BILBO; TSANG, 2010).

Souza et al. (2007) investigaram o efeito de uma dieta altamente palatavel com adicao
de sacarose na composicdo da gordura corporal, no comportamento de ansiedade, utilizando o
campo aberto e caixa claro-escuro, além de avaliar o estresse oxidativo no cérebro. Ratos
machos Wistar (n=20) receberam duas dietas diferentes durante quatro meses: ragdo padréo
(SC) e racdo altamente palatavel acrescida com sacarose (HP). Em relagdo ao ganho de peso,
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos estudados. Porém, a gordura visceral e
epididimal no grupo HP foi maior que o grupo SC, indicando que a dieta adicionada com
sacarose aumenta a gordura corporal. Além disso, apds 4 meses ofertando a dieta HP foi
possivel observar uma diminuicdo na tolerancia a glicose, associada ao aumento de
triglicerideos no figado, sendo parametros indiretos para demonstrar a resisténcia insulinica.
Em relacdo aos parametros comportamentais o grupo HP gastou menos tempo no
compartimento de luz e teve um comportamento de avaliacdo de risco menor (p <0,05), mas
ndo foram observadas diferencas no teste do campo aberto. Sendo assim, 0s autores
concluiram que o consumo de uma dieta altamente palatdvel com sacarose conduz a um
fendtipo obeso, capaz de aumentar a oxidacdo de proteinas no cértex frontal e induzir o
comportamento de ansiedade em ratos.

Alguns autores (IZQUIERDO, 2011; KALUEFF, 2007) relatam que animais
estressados podem apresentar dificuldades de aprendizagem e déficits de memdria. Sendo

assim, alteragdes nos indices de ansiedade em animais obesos poderiam estar diretamente



30

relacionadas a alteracbes no desempenho destes animais em tarefas de aprendizagem e

memoria.

3.5 APRENDIZAGEM E MEMORIA

A aprendizagem e a memdria sdo meios pelos quais o ambiente exerce influéncia no
comportamento animal. Esses conceitos estdo relacionados entre si, pois a aprendizagem
representa a aquisicao de um conhecimento novo, enquanto a memdria se refere a persisténcia
da aprendizagem em um momento posterior, sendo assim, a memdoria é uma consequéncia da
aprendizagem (IZQUIERDO, 2011).

O Labirinto Aquatico de Morris (LAM) foi estabelecido pela primeira vez pelo
neurocientista Richard G. Morris em 1981, a fim de testar a aprendizagem dependente do
hipocampo, incluindo a aquisicdo da memoria espacial de curto e longo prazo (MORRIS,
1981).

A memoria pode ser entendida como a capacidade de registrar, manter e evocar as
experiéncias e fatos ocorridos, pode ser dividida de forma genérica em: memaria cognitiva,
memdria genética, memoria imunologica e memoria cultural. A memoria cognitiva é
composta por trés fases, a fase de registro onde ocorre o inicio da fixagdo do conteudo, nessa
fase é importante o estado geral do organismo e o nivel de consciéncia do mesmo, a fase de
conservacao, onde o conteudo é retido, que depende da sua repeti¢do ou a sua associacdo com
outros elementos, e a fase de evocacdo, onde o conteido aprendido é lembrado
(1IZQUIERDO, 2011).

Ela possui um componente temporal, podendo ser dividida em memdria imediata ou
de curtissimo prazo, cuja duracdo é medida em segundos até 1 a 3 minutos, quando se é capaz
de lembrar o que alguém disse, mesmo ndo prestando muita atencdo ao que esta sendo dito,
memoria recente ou de curta duracdo, que é associada a retengcdo por minutos até 3 a 6 horas,
por exemplo, ao lembrar um telefone que nos foi dado por uma pessoa no momento que esta
sendo feita a ligacdo, ou ainda, a memoria remota ou de longa duracdo, medida em meses ou
anos, quando se é capaz de lembrar um evento da infancia (GAZZANIGA; IVRY;
MANGUN, 1998; 1IZQUIERDO, 2011).

De acordo com carater consciente ou nao consciente do processamento do conteudo
mnémico, pode-se classificar a memdria em explicita, que podem ser conscientemente
evocadas e relatadas através da linguagem (memdria declarativa), como por exemplo:

acontecimentos, conceitos, imagens visuais, € a memoria implicita, que ndo podem ser
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evocadas de modo consciente, nem podem ser descritas verbalmente (memoria néo-
declarativa), como os processos de condicionamento, habituacdo e todos os aprendizados de
tarefas motoras (BUDSON, 2009; IZQUIERDO, 2011).

Enquanto que, de acordo com as estruturas cerebrais envolvidas, divide-se a memoria
em quatro principais tipos: memdria de trabalho, que consiste na combinagao da habilidade de
atencdo e da memdria imediata, onde as regibes corticais pré-frontais estdo envolvidas;
memoria episodica, que refere-se a recordacdo consciente de fatos reais, ocorridos em um
determinado contexto, com mecanismos que envolvem as regies da face medial dos lobos
temporais, particularmente o hipocampo e os cortices entorrinal e perrinal; memdria
semantica, que corresponde ao registro e retencdo de conteddos em funcdo dos significados,
através da nomeacdo e categorizacdo, que depende de forma estreita das regides inferiores e
laterais dos lobos temporais, além da memodria de procedimento, caracterizada por ser uma
memoria automatica, geralmente inconsciente, onde as principais areas envolvidas séo a area
motora suplementar (lobos frontais), os ganglios da base e o cerebelo (BUDSON; PRICE,
2005; 1IZQUIERDO, 2011; MATTHEWS, 2015).

Um exemplo bastante estudado de memdria episddica € a memoria de reconhecimento,
caracterizada por um processo neural onde o sujeito esta consciente de que um estimulo foi
previamente encontrado, tornando o reconhecimento uma caracteristica comportamental desse
processo (MANNS et al., 2003; STECKLER et al., 1998). Este tipo de memdria requer que
caracteristicas especificas de um determinado evento sejam identificadas, detalhadas e
comparadas com as memorias de caracteristicas previamente vivenciadas (STECKLER et al.,
1998).

A memoria de reconhecimento abrange dois componentes: o episodico, que consiste
na habilidade de lembrar o episédio no qual um item foi encontrado e o componente familiar,
caracterizado pela capacidade de se reconhecer um item como previamente encontrado,
contudo sem reconhecer o episddio no qual se deu o encontro (MANNS et al., 2003). Dados
recentes demonstram que 0 hipocampo suporta o componente episdédico da memoria de
reconhecimento, pois sua funcdo na memoria esta relacionada a dependéncia do contexto no
qual se deu o encontro com determinado objeto (LANGSTON; WOQD, 2010).

A tarefa classica de exploragdo de objetos, denominada de teste de memoria de
reconhecimento de objetos relacionados a localizagdo e contexto especifico, consiste de uma
sessdo de habituacdo, na qual os ratos ou camundongos exploram dois objetos iguais, e apos
um intervalo de tempo (geralmente 24 horas), segue-se uma sessdo teste, em que sdo
apresentados um objeto familiar e um novo (ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Outro teste
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utilizado para avaliar esse tipo de memoria, o teste de reconhecimento de estimulos
bidimensionais, consiste do mesmo principio acima, porém com uso de figuras
bidimensionais, em detrimento de objetos.

Ennaceur (2010) em seu trabalho afirma que os ratos possuem uma preferéncia em
explorar o objeto novo, pela novidade a memdria de reconhecimento. Essa preferéncia seria
devida ao fato de que os objetos previamente encontrados foram memorizados pelos animais,
e essa memoria é evocada no momento do reconhecimento, fazendo com que os animais
explorem mais 0s objetos nunca vistos anteriormente.

Evidéncias recentes sugerem que o cérebro pode ser vulneravel aos efeitos de dietas
que induzem a obesidade durante os periodos iniciais da vida, periodo de rapido crescimento,
maturacao e desenvolvimento cerebral. Pesquisas utilizando modelos de roedores indicam que
a exposicdo precoce a dietas ricas em gordura (40-65% kcal derivado de gordura) ou acucares
simples (sacarose ou xarope de milho) podem prejudicar processos de aprendizagem e
memoria dependentes do hipocampo (CORDNER; TAMASHIRO, 2015; KANOSKI;
DAVIDSON, 2011; MONTI; BAYM; COHEN, 2014).

Hsu et al. (2015) avaliaram os efeitos do consumo de sacarose e xarope de milho
durante a adolescéncia ou fase adulta sobre os pardmetros cognitivos e metabolicos. Os ratos
machos tiveram acesso por 30 dias a racdo e agua, com 11% de solugdo de sucralose, 11% de
solucdo de xarope de milho. O grupo que consumiu alta concentragdo de frutose, através do
xarope de milho, durante a adolescéncia apresentou a aprendizagem espacial e a memdria
prejudicadas, 0 mesmo ndo aconteceu quando o consumo foi na idade adulta.

Pesquisadores administraram dieta rica em gordura em camundongos machos
adolescentes (5 semanas de idade) e adultos jovens (8 semanas de idade), durante 8 semanas e
avaliaram o efeito desse tipo de dieta sobre o desempenho da memdria espacial no teste de
reconhecimento de objetos novos. Como resultado, apenas 0s animais que comecaram a
consumir a dieta rica em gordura durante a adolescéncia foram menos eficientes na execucao
de tarefas de memoria espacial (VALLADOLID-ACEBES et al., 2013).

Em relacdo ao uso da dieta de cafeteria, foram realizados estudos para avaliar a
memoria, através do desempenho de animais adultos nos testes de reconhecimento de novos
objetos, os dados da literatura relatam que essa dieta ndo foi capaz de alterar esse tipo de
memoria (BEILHARZ; MANIAM; MORRIS, 2014; KOSARI et al., 2012; LEFFA et al.,
2015).

Levando em consideracdo o fato de que a exposic¢ao precoce a dietas ricas em gordura

ou acucares simples podem prejudicar os processos de aprendizagem e memoria dependentes
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do hipocampo, entéo justifica-se estudos que busquem analisar se a dieta de cafeteria, imposta
durante esse periodo critico de desenvolvimento, é capaz de alterar a aprendizagem, a

memoria de reconhecimento e a memoria espacial.
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4 ABORDAGEM METODOLOGICA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 60 ratos albinos machos e 11 ratas-maes da espécie Rattus
norvergicus, linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto,
da Universidade de Sdo Paulo. A metodologia desse estudo seguiu os principios éticos do
Colegio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovada pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo (protocolo n° 072/2017) (ANEXO A).

4.2 COMPOSICAO DAS NINHADAS

As ninhadas foram recebidas no dia de seu nascimento e foram alojadas no Biotério do
Laboratorio de Nutricdo e Comportamento da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto (FFCLRP/USP).

Foram utilizadas 11 ninhadas compostas pela rata-mde e 8 filhotes machos,
distribuidos de forma aleatéria, a fim de que fossem evitadas possiveis variagdes genéticas.
Apbs esse procedimento, as ninhadas foram divididas de acordo com sua condicdo
nutricional. Do nascimento até o fim do periodo de lactacdo os animais foram amamentados
pelas ratas-maes, e ap0s o desmame, aos 21 dias de idade, os filhotes foram distribuidos em

cada um dos grupos experimentais.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram formados por filhotes machos e mantidos em uma das
condic@es descritas a seguir:
- Controle (C) - os filhotes desse grupo (n=16) foram amamentados por fémeas que
receberam dieta comercial durante a lactacdo, e no periodo pds-lactagdo eles se alimentaram
tambem exclusivamente com dieta comercial.
- Cafeteria Lactacdo (CL) - os filhotes desse grupo (n=12) foram amamentados por fémeas
que receberam dieta de cafeteria durante a lactagdo, e no periodo pos-lactacdo eles se

alimentaram exclusivamente com dieta comercial.
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- Cafeteria Pds-Lactacdo (CP) - os filhotes desse grupo (n=20) foram amamentados por
fémeas que receberam exclusivamente dieta comercial durante a lactagdo, e no periodo pos-
lactacdo eles se alimentaram com dieta de cafeteria.

- Cafeteria Total (CT) - os filhotes desse grupo (n=12) foram amamentados por fémeas que
receberam dieta de cafeteria durante a lactacdo, e no periodo pds-lactacdo eles se alimentaram
com esse mesmo tipo de dieta.

As ratas ndo foram utilizadas no presente estudo, porque as flutuacbes hormonais
associadas com o ciclo estral podem ser um fator de confundimento em testes
comportamentais.

A dieta comercial usada foi a Nuvilab® (Nuvital, S&o Paulo, Brasil) (Fig. 1) e a dieta
de cafeteria (Fig. 2) foi composta por 28 alimentos pertencentes ao uma lista elaborada com
base no estudo realizado por Pini et al. (2017) e outros estudos realizados no Laboratério de
Nutricdo e Comportamento (USP/ Ribeirdo Preto), adaptada de acordo com as opgdes de
alimentos disponiveis no mercado local.

Os mesmos tipos de potes de vidro com capacidade de 240 mL foram utilizados para a
dieta de cafeteria e dieta padrdo. Para os grupos que receberam a dieta de cafeteria foram
oferecidos 4 potes de vidro, cada um contendo um alimento especifico da dieta de cafeteria,
de acordo com o dia da semana, mais a dieta comercial oferecida por meio da tampa gradeada
da caixa do animal. Os grupos controle receberam a dieta comercial dentro dos 4 potes de
vidro (iguais aos tipos de pote utilizados nos grupos cafeteria), além da dieta comercial

oferecida por meio da tampa gradeada da caixa do animal.

Figura 1. Racdo comercial

Fonte: proprio autor.
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Figura 2. Alimentos ofertados na dieta de cafeteria
Fonte: proprio autor.

Dessa forma, o desenho experimental completo segue na figura 3.

Periodo Lactagéo

Periodo p6s-lactacdo

0 dia 21 di i 70dias i co . H ins . . 78dias T
dias C 7ldiss 72 dias 76 dias 77 dias 79 dias : 98 dias
Chegada Desmame LAM! LCE? ""em‘,’“a e LAM! Memorila e LAM?!
reconhecimento de reconhecimento
| | objetos relacionados para objetos
a localizagéo e bidimensionais | - - - - -
Inicio das Inicio das contexto especifico "' Avaliago
dietas dietas pos- : corporal
lactagéo lactacdo | I,
Legenda:

! LAM: Labirinto Aquético de Morris
2 LCE: Labirinto em Cruz Elevado

Figura 3. Esquema do desenho experimental do estudo

Fonte: proprio autor.

4.4 ALOJAMENTO E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

99 dias

1
: Coleta de :
| sangue
1

Retirada !
1

dos |
6rgaos :

A semana 1 comeca no dia do nascimento (dia 0). Na fase de lactacdo (0 a 21 dias) as

ninhadas permaneceram em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm), com tampa gradeada

de aco inoxidavel, providas de cama de serragem, com garrafa acoplada a um bico de inox
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para &gua e cocho para racdo. Aos 21 dias, foi realizado o desmame, que consistiu na
separagdo dos filhotes da rata-mae, eutanasiadas nesse dia, utilizando sobredose anestésica
com pentobarbital sodico (150mg/kg) associado a lidocaina (10mg/kg) por via intraperitoneal.
Os filhotes foram alojados individualmente, para que fosse possivel a mensuracdo do
consumo alimentar, seguindo as mesmas especificagdes citadas anteriormente.

Durante todo 0 experimento 0s animais receberam agua, as dietas experimentais e a
racdo padrdo ad libitum. Foram mantidos a temperatura constante (23 + 1°C), ciclo claro e
escuro de 12/12 horas, sendo a fase clara de 06:00 as 18:00 horas, de acordo com os padrdes
recomendados para roedores. Todos os experimentos foram conduzidos na fase clara do ciclo,
com os animais alimentados.

A cada dia, foram oferecidos aos animais do grupo cafeteria a racdo comercial
associada a quatro alimentos de uma lista, onde cada alimento foi oferecido apenas uma vez
na semana para evitar monotonia alimentar. Os alimentos que foram utilizados na dieta de

cafeteria estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Alimentos utilizados na dieta de cafeteria

Domingo Segunda Terga Quarta Quinta Sexta Sébado
Bolacha Bolacha Castanha do Para  P&o branco Bolo Bolo recheado
Torrada maisena recheada de (La Violetera®) de forma recheado cenoura com
(Visconti (Mabel®) chocolate (Pullman®) chocolate chocolate
tradicional®) (Trakinas®) (Ana (Ana Maria®)
Maria®)
Chocolate Queijo Cereal de Bolacha
Marshmallow branco processado Queijo prato milho sabor agua e sal Bacon
(Haribo®) (Baton®) (Polenguinho (Ipanema®) chocolate (Duchen®) (Sadia®)
tradicional®) (Nescau®)
Doce de Chocolate ao leite  Queijo reino Mortadela Bolacha
amendoim Queijo Améndoa (La em Barra (Tirolez®) (Marba®) recheada
Gibi mussarela Violetera ®) (Lacta®) wafer de
(Santa (Ipanema®) chocolate
Helena®) (Bauducco®)
Cereal de Creme de Biscoito Confete de
Salame milho em Doce de leite amendoim canudo chocolate Amendoim
italiano flocos com comcocoem  (Amendocrem®) morango (Coloreti®) Grelhaditos
(Perdigédo®) acucar pasta (Look®) (Santa
(Snow (Frimesa®) Helena®)
Flakes ®)

Fonte: proprio autor. Adaptado de Pini et al., (2017).
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Posteriormente, foi realizada uma avaliagdo da composicdo centesimal de alguns
alimentos oferecidos na dieta de cafeteria e da racdo comercial, para mensurar 0 consumo
calérico e de macronutrientes (carboidratos, proteinas, lipidios e fibras). Alguns alimentos
haviam sido avaliados por Pini et al., (2017) e as andlises foram utilizadas nesse estudo.

Os testes comportamentais se iniciaram aos 70 dias de vida (maturacdo sexual). Apds
a avaliagdo comportamental os animais foram colocados em jejum por 12 horas durante o
periodo noturno e no dia seguinte foram eutanasiados para retirada de 6rgéos e amostra de

sangue para avaliacdo bioguimica.

4.5 ANALISE DA COMPOSICAO CENTESIMAL DA DIETA DE CAFETERIA

As analises da composicao centesimal dos alimentos que comp&em a dieta de cafeteria
e da racdo comercial ofertada para os animais foram realizadas em triplicata no Laboratério
de Andlise e Tecnologia dos Alimentos da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP). Todos
os procedimentos de analise dessa composicao foram obtidos a partir do Método Internacional
Oficial de Analises (AOAC, 2016). As amostras foram analisadas quanto aos teores de
Umidade de acordo com a técnica de volateis a 105°C; o Residuo Mineral Fixo (cinzas) por
incineracdo em mufla a 550°C; o Nitrogénio Total, segundo método de Micro-Kjeldahl; os
Lipidios Totais, extraidos por meio do método de Soxhlet; as Fibras foram determinadas pelo
método de Weende; os Carboidratos pelo calculo da diferenca entre os valores dos
macronutrientes das demais andlises realizadas, e o valor calérico total, expresso em kcal, foi
calculado segundo a RDC n° 360 (BRASIL, 2003), que usa os coeficientes de Atwater
(carboidratos: 4kcal/g; proteinas: 4kcal/g e lipidios: 9kcal/g).

4.6 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

4.6.1 Experimento 1 — Labirinto Aquético de Morris (LAM)

O teste do Labirinto Aquatico de Morris (LAM) (Fig. 4) foi realizado de acordo com o
descrito por Morris (1981). O aparato consiste em um tanque circular preenchido de agua,
medindo 1,5 m de didametro e 39 cm de altura esmaltado com tinta preta, dividido em quatro
guadrantes imaginarios, numerados em sentido horario (Q1, Q2, Q3 e Q4). No centro do Q1
foi colocada uma plataforma circular com 12 cm de diametro e 25 cm de altura, submersa a

1,5 cm abaixo do nivel da agua. Esse aparato foi situado em uma sala que continha pistas
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visuais distais, como figuras nas paredes, além da porta e janela. Ndo foram oferecidas pistas
visuais proximais, nem pistas auditas e olfativas. E a temperatura da agua foi controlada

permanecendo entre 23°+ 1°C, sendo a mesma trocada a cada dia de teste.

Figura 4. Aparato utilizado no teste do LAM

Fonte: proprio autor.

Para registro e monitoramento das sessfes experimentais foi utilizado o tracejador
Ethovision, versdo 3.1, fabricado pela Noldus® que possibilitou a anélise do procedimento
experimental por meio de dados precisos de estratégias de navegacao.

Este experimento foi realizado com os animais nas idades de 70/71 dias, seguindo o
protocolo que prevé dois dias consecutivos de testes para a fase de aprendizagem, e os testes
de retencdo de memdria (retestes) foram realizados aos 77/98 dias de vida. Antes do inicio da
primeira sessdo experimental, o animal foi colocado na plataforma durante 60 segundos, para
habituacdo. Apds esse periodo o mesmo foi colocado na &gua no centro de um dos trés
quadrantes imaginarios (Q2, Q3 ou Q4), de costas para o centro do tanque. O animal teve a
oportunidade de nadar em busca da plataforma de fuga por um periodo de 60 segundos. A
plataforma permaneceu na mesma localizagdo durante todo o experimento.

Foram realizadas 12 tentativas diarias durante dois dias consecutivos, totalizando 24
tentativas. A cada tentativa o rato foi colocado em um quadrante diferente, escolhido
randomicamente. A sequéncia da localizacdo do animal em cada tentativa permaneceu a
mesma para todos 0s animais testados. Quando o animal ndo alcancava a plataforma dentro do
tempo estabelecido, ele era guiado pelo experimentador até a plataforma. Entre as tentativas,
0 mesmo permaneceu sobre a plataforma por 35 segundos. Os seguintes parametros foram
avaliados: laténcia de fuga (tempo despendido pelo animal para encontrar a plataforma em



40

cada uma das tentativas), distancia percorrida ao longo das tentativas (cm) e a velocidade
média do nado ao longo das mesmas (cm/s).

Apds as sessdes experimentais, no segundo dia, a plataforma foi removida e o animal
foi colocado no quadrante diagonalmente oposto aquele que continha a plataforma. Foi
permitido um periodo de 60 segundos de natacdo (probe trial — 252 tentativa) e, nesta
tentativa, foram analisados os seguintes parametros: frequéncia e duragdo do animal em cada
quadrante, para analisar a precisdo da resposta de busca pela plataforma e a efetivacdo do
aprendizado da tarefa. A probe trial € uma tentativa de extincdo, pois a auséncia da
plataforma néo reforgca o comportamento do animal.

No sétimo dia ap6s o final da fase de aprendizagem, iniciou-se a fase de testes de
retencdo de memoria espacial, onde os animais foram novamente testados em uma unica
tentativa (Reteste 1 — 262 tentativa), sendo permitido que os animais nadassem livremente por
180 segundos a fim de verificar a consolidagdo da memoria, através da anélise da laténcia de
fuga, da distancia percorrida e da velocidade de natacdo dos animais. Apo6s 21 dias da fase de
testes os animais foram novamente testados em uma Unica tentativa (Reteste 2 — 272 tentativa)

e foram avaliados os mesmos parametros do reteste 1.
4.6.2 Experimento 2 - Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE (Fig. 5) é formado por dois bragos fechados e dois bracos abertos, localizados
a 50 cm do chdo, ambos com 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, e uma regiao
central medindo 10 cm x 10 cm. Acima do aparelho foi fixada uma camera da marca Sony®,
modelo Handcam, conectada a um computador da marca LG® com programa de captura de
video instalado para possibilitar o monitoramento e registro das imagens para posterior
analise. O computador se encontrava na sala vizinha onde foram gravados os testes

experimentais.
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Figura 5. Aparato utilizado no teste do LCE

Fonte: proprio autor.

O teste do LCE foi realizado com os animais com a idade de 72 dias. Os mesmos
foram colocados, individualmente, no centro do labirinto, com a cabeca voltada para um dos
bragcos fechados e permitidos a explorar por 5 minutos. Apds o teste com cada animal o
aparato foi limpo com alcool etilico 50% para evitar pistas olfativas.

Foram avaliados os parametros tradicionais deste modelo: porcentagem de frequéncia
de entrada e as porcentagens do tempo de permanéncia nos bragcos abertos e nos bracos
fechados. A porcentagem de frequéncia de entrada nos bracos abertos foi calculada através da
divisdo do nimero de entradas nos bracos abertos pelo nimero de entradas nos bracos abertos
e fechados x 100, enquanto que, a % de tempo nos bragos abertos foi calculada através da
divisdo do tempo nos bragos abertos pelo tempo nos bracgos abertos e fechados x 100. Sendo,
a entrada nos bracos definida pela passagem do animal com as quatro patas para dentro dos
bracos (GRUNDMANN et al., 2007; PELLOW et al., 1985).

Como alguns autores propuseram que a sensibilidade, confiabilidade e validade
etologica desse teste podem ser melhoradas com andlise de outros parametros
comportamentais, novas medidas foram incorporadas na avaliagdo comportamental do
modelo (RODGERS; JOHNSON, 1995). Dentre essas medidas podem-se destacar: o tempo
de permanéncia no centro; laténcia para a 12 entrada no brago aberto, frequéncia de entrada
em cada terco do braco aberto e de ida na ponta desse brago, falsa entrada (comportamento
em que o animal coloca de 1 a 3 patas no braco aberto, porém ndo completa a entrada no
mesmo), nimero de bolos fecais, nimero de rearings (comportamento exploratdrio no qual o
animal apoia-se nos membros posteriores, adquirindo posicdo vertical, mantendo as patas

anteriores movimentando-se no ar ou encostadas contra a parede do brago), nimero de
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stretched attend postures (esticamento) postura em que o animal alonga o corpo, sem retirar
suas patas traseiras, voltando a posic¢do inicial, nimero de head dippings (mergulho da cabeca
em direcdo ao solo) protegidos (quando o animal estd com corpo no centro do labirinto ou nos

bracos fechados) e desprotegido (quando o animal esta com corpo no braco aberto).

4.6.3 Experimento 3 — Campo Aberto

O Teste do campo aberto foi proposto por Calvin Hall em 1934 para estudo da
emocionalidade em ratos. Consiste na mensuracdo dos comportamentos do animal, apos
confronto do mesmo com ambiente novo, geralmente uma arena circular, do qual a fuga é
impedida por paredes, onde varios parametros podem ser avaliados, tais como exploracéo,
auto-limpeza e defecacdo (PRUT; BELZUNG, 2003; WALSH; CUMMINS, 1976).

Os animais foram submetidos durante trés dias consecutivos, nas idades de 73/74/75
dias, ao aparato do campo aberto quadrado (Fig. 6), da marca Insight® Pesquisa e Ensino, que
consiste em uma arena quadrada de acrilico na cor branca com 80 cm de lado e 50 cm de
altura, e posteriormente, ao aparato redondo (Fig. 7), da mesma marca, caracterizado por uma
arena circular com base em madeira, medindo 60 cm de didmetro, dividida em 8 segmentos,
circundada por uma parede acrilica listrada de preto e branco medindo 49 cm de altura, e o
chdo da arena foi forrado com maravalha. Apos a exposicdo de cada animal ao aparato, 0
mesmo foi limpo com alcool etilico 50%, para evitar pistas olfativas.

Os seguintes parametros comportamentais foram observados nos aparatos descritos
anteriormente: laténcia, ambulacdo total, ambulagdo no centro do aparato e na periferia,
duracéo no centro (tempo que animal permaneceu no centro do aparato), tempo de grooming,
namero de rearing e numeros de bolos fecais. Esses comportamentos foram analisados e
computados em um periodo de 5 minutos de observacdo para cada animal, tais parametros
fornecem medidas de habilidades motoras fisicas gerais e nivel de interesse na novidade do

ambiente.
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Figura 6. Arena quadrada utilizada no teste do campo aberto
Fonte: proprio autor.

.

Figura 7. Arena redonda utilizada no teste do campo aberto

Fonte: proprio autor.

4.6.4 Experimento 4 - Memdria de reconhecimento de objetos relacionados a localizacao

e contexto especificos

O experimento foi conduzido de acordo com o teste previamente descrito por
Langston e Wood (2010). Nesse procedimento, foram utilizados dois ambientes diferenciados
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através de pistas que podem ser identificadas pelo animal. O ambiente X era composto por
uma arena quadrada de acrilico medindo 1m x 1m x 1m com paredes brancas e com chéo
forrado por uma chapa de acrilico. Nesse ambiente a iluminacdo era de 100 lux. No ambiente
Y foi inserido um campo aberto redondo com base de madeira medindo 60 cm de diametro e
paredes de acrilico listradas de preto e branco medindo 50 cm de altura. O chédo da arena foi
forrado com maravalha e a sala na qual a arena permaneceu possuia uma iluminacao de 30
lux. Em ambas as salas houve o controle de ruidos.

Foram utilizados dois pares de objetos, nos quais 0s objetos que compdem um mesmo
par eram idénticos. Esses objetos consistem em um par de bolinhas de “ping-pong” (objetos
Al e A2) e um par de “legos” ovalados de plasticos (objetos B1 e B2). Os objetos e 0s
aparatos foram limpos a cada tentativa com algoddao embebido em alcool 50% para que
fossem evitadas pistas olfativas. As maravalhas do campo aberto também foram trocadas a

cada tentativa (Fig. 8).

_J\ E
Figura 8. Aparatos utilizados para o teste de memoria de reconhecimento de objetos relacionados a

localizagdo e contexto especificos

Fonte: préprio autor.

Antes do teste, os animais passaram por uma fase de habituacdo, permanecendo nos
ambientes X e Y por trés dias consecutivos (73/74/75 dias de vida) em sessfes de cinco
minutos cada, na auséncia dos objetos.

O procedimento possui duas fases de aquisicdo e uma fase de teste, realizadas no 76°
dia de vida do animal. Na Fase de aquisi¢do 1, o animal foi exposto ao ambiente X, durante
cinco minutos na presenca dos objetos Al e A2. Apo6s um intervalo de cinco minutos tem-se a
fase de aquisicdo 2, na qual o animal foi exposto ao ambiente Y na presenca dos objetos B1 e
B2. Na fase de teste, com um intervalo de cinco minutos, o animal foi exposto ao ambiente X

na presenca dos dois objetos diferentes (Al e B1). Durante essa fase, o objeto Al estava
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localizado a direita da arena, enquanto o objeto Bl estava a esquerda, sendo este Gltimo o

objeto que ndo pertence aquela localizacéo e contexto (Fig. 9).

Q O 5 min 5 min ] O

— | %

Contexto X Contexto Y Contexto X

Aquisicao 1 Aquisicéo 2 Teste

Figura 9: Esquema do teste de memoria de reconhecimento de objetos relacionados a localizagdo e
contexto especificos
Fonte: proprio autor. Adaptado de BRAGA; FUKUDA; ALMEIDA, 2014.

Legenda: A flecha na fase de teste indica o objeto ndo pertencente aquela localizagdo dentro daquele contexto.

A exploracdo ao objeto novo ou conhecido foi definida como o ato do animal tocar o
mesmo com nariz, com as patas dianteiras e traseiras. Os seguintes parametros
comportamentais foram observados: laténcia (tempo despendido para explorar o objeto pela
primeira vez), frequéncia, porcentagem e tempo de exploracdo no objeto novo e conhecido. A
porcentagem de exploracdo no objeto novo foi calculada através da divisdo pelo tempo de
exploracdo no objeto novo e tempo total da sessdo x 100, enquanto que, porcentagem de
exploracdo no objeto conhecido foi calculada através da divisdo pelo tempo de exploragdo no
objeto conhecido e tempo total da sessdo x 100. Além disso foi calculado o Indice de
Reconhecimento de Contexto (IR-ROC) através da formula: IR-ROC = (tempo de exploracédo
do objeto novo / tempo de exploracdo do objeto novo + tempo de exploracdo do objeto
conhecido) x 100.

4.6.5 Experimento 5 - Memdria de reconhecimento para objetos bidimensionais
O experimento foi realizado com base no teste previamente descrito por Forwood et al.

(2007). Os animais nas idades de 78/79 dias, foram colocados no campo aberto quadrado,

descrito anteriormente, situado em uma sala com controle de iluminag&o e ruidos.
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Foram fixadas nas paredes laterais do aparato, imagens de figuras da natureza em
preto e branco com diferentes padres de preenchimento. Essas figuras foram impressas no
formato “paisagem” em papel, e plastificadas, de modo a proporcionar a higienizagdo com
alcool a 50% a cada tentativa, evitando dessa forma pistas olfativas para os animais.

Trés figuras diferentes foram confeccionadas, para que os estimulos da fase de
aquisicéo e teste fossem contrabalanceados, evitando uma maior exploragcdo do animal a uma
determinada imagem, devido a um determinado estimulo, e ndo pela preferéncia ao novo.

Na fase de aquisicao, duas das imagens foram fixadas nas paredes, e foi permitido que
o0 animal explorasse livremente o aparato por cinco minutos. Na fase de teste, que ocorreu 24h
apos a fase de aquisicdo, uma das imagens foi substituida, e o animal foi novamente colocado
no aparato (Fig. 10). Cada animal explorou o aparato por cinco minutos e foi medido o tempo
gasto na exploracdo da imagem nova, assim como da imagem previamente explorada. Foi
considerado que o animal explorava a imagem quando se aproximava dela a uma distancia
menor ou igual a cinco centimetros ou quando exibia comportamentos de rearing apoiados
nos trechos das paredes do aparato que continham as imagens.

Os seguintes parametros comportamentais foram observados: laténcia (tempo
despendido para explorar a imagem pela primeira vez), frequéncia e tempo de exploracéo da
imagem nova e conhecida. Com base nesses dados obtidos, foi calculado o indice de
Reconhecimento de Imagem (IR 1) através da formula: IR |1 = [Tempo Imagem Nova/(Tempo

Imagem Nova + Tempo Imagem Conhecida)] x 100.

Figura 10. Aparato utilizado para o teste de memdria de reconhecimento para objetos bidimensionais

Fonte: proprio autor.
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Imagem1  Imagem 2 Imagem3  Imagem 2

If /

Fase de Aquisicdo: Imagens coladas nas Fase de Teste: Imagens coladas nas paredes
paredes do Campo Aberto. do Campo Aberto.

Figura 11: Esquema do teste de memoria de reconhecimento para objetos bidimensionais
Fonte: proprio autor. Adaptado de BRAGA; FUKUDA; ALMEIDA, 2014.

4.7 AVALIACAO FISIOLOGICA

4.7.1 Avaliacéo do peso corporal e consumo alimentar

O peso corporal dos animais foi determinado através do uso de uma balanca eletronica
digital (Marte ®, Brasil). Pesagens semanais individuais foram realizadas no periodo de pés-
lactacdo para determinacao do peso corporal dos animais ao longo do experimento.

O consumo alimentar dos roedores foi determinado diariamente a partir da diferenca
entre a quantidade ofertada da racdo comercial e dos alimentos que compde a dieta de
cafeteria e a quantidade de sobra, sempre no mesmo horario, referente ao dia anterior. Com 0s
dados do consumo alimentar foi possivel analisar as preferéncias alimentares e a ingestdo de

nutrientes.
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4.7.2 Avaliacdo Murinométrica

Apols a realizacdo dos testes comportamentais, foram realizadas as analise dos
seguintes parametros fisicos: peso corporal, comprimento naso-anal, circunferéncia toracica e
abdominal, para o calculo do indice de Massa Corporal (IMC) que corresponde 0 peso
corporal (g)/comprimento naso-anal? (cm?), e do indice de Lee, que compreende a raiz cibica
do peso corporal (g)/ comprimento naso-anal (cm) (LEE, 1928 apud BERNARDIS;
PATTERSON, 1968; NOVELLI et al., 2007).

4.7.3 Peso dos 6rgdos e da gordura abdominal dos animais, além do teor lipidico e
avaliacdo bioquimica do figado dos animais

Apds a eutanasia dos animais, o0s orgdos (baco, coracdo, figado, rins, suprarrenais e
testiculos) e gordura abdominal (gordura epididimal e retroperitoneal) foram retirados e
pesados.

As amostras do figado foram congeladas em nitrogénio liquido, armazenadas a -80 °C,
para posteriores avaliacfes. O teor de lipidio foi quantificado pelo método descrito por Bligh
& Dyer (1959). Apds essa quantificacdo, a gordura foi suspensa por alcool isopropilico, e
foram realizadas as dosagens do teor de colesterol total, triglicerideos, seguindo as
especificacbes do fabricante (Labtest Diagnostica®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). As
proteinas hepéticas também foram quantificadas, seguindo as especificacdes do fabricante
(Labtest Diagnostica®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). E o estresse oxidativo foi
determinado através do malondialdeido (MDA) de acordo com o método proposto por

Gerard-Monnier et al. (1998) com algumas adaptacdes.

4.7.4 Avaliacdo Bioguimica do soro sanguineo

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP). Apds jejum de 12h os animais
foram eutanasiados e foram coletadas amostras de 2ml de sangue, que foi centrifugado por 20
minutos, a 3500 rotagdes por minuto (rpm), a 4°C em centrifuga Universal (320 R Hettich
Zentrifugen — Alemanha), onde foi separado o soro para a avaliacdo bioquimica, através de
testes enzimaticos de glicemia, colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol, VLDL

colesterol, triglicerideos, proteinas totais, ureia, creatinina, bilirrubina, Transaminase
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Glutamico-Oxalacética (TGO), Transaminase Glutdmico-Piravica (TGP), seguindo as
especificacOes do fabricante (Labtest Diagnostica®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).

O estresse oxidativo foi avaliado através da analise de malondialdeido (MDA)
realizada de acordo com o método proposto por Gerard-Monnier et al. (1998) com algumas
adaptacOes, e da andlise da glutationa reduzida (GSH) através do protocolo adaptado por
Costa, Santos e Lima, 2006.

Enquanto que, o dano ao acido desoxirribonucleico (DNA) foi medido através da
dosagem do 80OHDG na diluicdo de 1:21 atraveés do kit Elisa de dano oxidativo de DNA/RNA
(Cayman Chemical, Michigan, Estados Unidos).

4.7.5 Histopatologia do figado

Ap0s a eutanasia do animal, fragmentos de figado foram fixados em 10% de formalina
tamponada durante 48 horas, mantidos em alcool e conduzidos ao Laboratério de Patologia
Hepatica (FMRP-USP), onde foram incorporados em parafina, para analise histologica
através da microscopia Gtica.

As seccOes de tecido fixadas em formalina e embebidas em parafina foram cortadas
em uma espessura de 5 pm e coradas com hematoxilina e eosina para exame histologico. Um
patologista cego ao tratamento, utilizou um microscépio de luz binocular (Olympus BX51 —
Shinjuku, Téquio, Japao) para avaliar a porcentagem de animais com esteatose hepatica. A
analise foi realizada em 30 campos de 40 vezes de aumento escolhidos aleatoriamente (HPFs;
ampliacdo x40) em cada slide. A classificagdo da gravidade da esteatose hepatica foi a
seguinte: grau 0, minima ou nenhuma evidéncia de esteatose <5%; grau 1, esteatose leve 6-
33%; grau 2, esteatose moderada a grave 34-66%; grau 3, esteatose grave> 66%. A
inflamacdo portal e lobular foi pontuada da seguinte forma: grau 0, minima ou nenhuma
evidéncia de inflamacdo; grau 1, inflamacdo leve; grau 2, inflamacdo moderada a grave; e
grau 3, inflamacgdo grave. O dep6sito de coladgeno foi avaliado utilizando as preparacGes de
Sirius Red como se segue: grau 0, minima ou nenhuma evidéncia de fibrose; grau 1, fibrose

moderada; grau 2, fibrose moderada a grave; e grau 3, fibrose severa (BRUNT et al., 2011).

4.8 METODOS DE EUTANASIA

Sobredose anestésica com pentobarbital sédico (150mg/kg) associado a lidocaina

(10mg/kg) por via intraperitoneal.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da histopatologia do figado foram analisados utilizando o programa
estatistico Graph Pad Prism versédo 6.0, submetidos ao teste de Qui-Quadrado. As anélises dos
demais dados foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Statistica versdo 13,
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls (p<0,05).

Todos os dados foram apresentados com valores da média + EPM.
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Abstract

Objective: Evaluate the impact of the cafeteria diet during lactation and/or post-lactation on
physiological parameters and anxiety in the offspring of Wistar rats. Methods: Male offspring
of Wistar rats (n=60) were randomized into four groups: Control (C), Lactation Cafeteria
(LC), Post-lactation Cafeteria (PC) and Total Cafeteria (TC). Later in adult life the animals
were submitted to the behavioral (elevated plus-maze and open field) and biological (body
weight, consumption and food preference, glycemia, total cholesterol, LDL cholesterol, HDL
cholesterol, VLDL cholesterol, triglycerides, total proteins, urea, creatinine, bilirubin, serum
glutamic oxaloacetic transaminase, serum glutamic pyruvic transaminase, serum protein, and
oxidative stress) evaluations. The data were submitted to ANOVA, followed by the Newman—
Keuls test (p<0.05). Results: Animals treated with the cafeteria diet presented greater weight
measurements compared to the control group. Triglyceride levels were higher in the PC group
than in the other groups. MDA levels were higher in the PC and TC group than CL and C.
The animals of the PC and TC groups presented higher levels of anxiety compared to the C
and LC groups. No significant differences due to diet were observed in the locomotor and
exploratory behaviors. Conclusions: The cafeteria diet ingestion was capable of triggering

biological and behavioral alterations in rats.

Keywords: Cafeteria diet, Obesity, Hyperphagia, Cholesterol, Triglycerides, Oxidative stress,

Anxiety, Locomotor activity
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Introducéo

Os hébitos de vida materna sdo capazes de modular o fenétipo, o desenvolvimento e o
comportamento da prole. Especificamente, eles podem alterar funcGes neurais, aspectos
cognitivos e neuroendécrinos.? Dentre os hébitos, pode-se destacar 0 consumo de uma dieta
inapropriada durante a gestacao e lactacdo, que resulta em modificagcdes no organismo da mae
e da prole,*** devido, principalmente, pela influéncia da dieta materna sobre a composicéo do
leite ofertado aos animais.*® Este fenémeno, conhecido como plasticidade fenotipica refere-se
a capacidade de um organismo reagir a um ambiente interno e externo com alteracdes na
forma, estado, fisiologia ou taxa de atividade, sem modificacdes genéticas.®

Dietas que promovem obesidade em animais sdo modelos mais apropriados para
estudar as consequéncias dessa doenca. Dentre essas manipulacGes a dieta de cafeteria €
particularmente importante, porque contém alimentos como bacon, nozes, leite condensado,
refrigerante, chocolates, batatas fritas, paté, amendoim, salsinha, queijo, geleia e outras
guloseimas.”® Esta dieta é altamente palatavel, com elevado teor de sodio, carboidratos
simples e gorduras, principalmente gorduras saturadas e/ou trans, além do baixo teor de
proteinas, fibras alimentares e micronutrientes.

Diversas alteracdes fisiologicas sdo decorrentes da exposi¢do na fase adulta. Entre
essas alteracOes a hiperfagia, dislipidemias, aumento da glicose no sangue, da presséo arterial
e do estresse oxidativo, podem ser destacados. *°** No entanto, os efeitos a essa exposicao
em outras fases da vida precisam ser mais estudados. O consumo da dieta de cafeteria também
é capaz de promover alteracdes comportamentais, em relacdo a atividade exploratéria e a

13-16 e nio

ansiedade em roedores. Os estudos, no entanto, mostram resultados controversos,
avaliam o consumo da dieta de cafeteria durante o periodo de lactagdo comparando com o
periodo pos-lactacdo, ou com o periodo total (que envolve ambos 0s periodos da lactacdo e
pos-lactacdo).

Portanto, uma vez que a nutri¢cdo no periodo de lactacdo desempenha um papel critico
no desenvolvimento fisioldgico e comportamental da prole, aliado a escassez de estudos, esse
trabalho busca evidenciar os efeitos tardios causados pelo consumo da dieta de cafeteria

durante a lactagdo e/ou pds lactacéo.

Material e métodos
Delineamento experimental
Ninhadas compostas pela rata-mde e 08 filhotes machos (n=11), provenientes do

Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo, randomizados
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de forma aleat6ria em 4 grupos: Controle (C) animais que receberam apenas a dieta comercial
(n=16), Cafeteria Lactacdo (CL) animais receberam a dieta de cafeteria durante a lactacéo, e a
dieta comercial no pos-lactacdo (n=12); Cafeteria Pds-Lactacdo (CP) animais que receberam
dieta comercial durante a lactacdo, e dieta de cafeteria no pos-lactacdo (n=20); e Cafeteria
Total (CT) animais que receberam a dieta de cafeteria durante todo experimento (n=12). A
semana 1 comeca no dia do nascimento (dia 0). A fase de lactagcdo compreende o dia 0 ao dia
21 quando ocorre o desmame. A fase de pds-lactacdo comeca com o desmame. As ratas ndo
foram utilizadas no presente estudo, porque as flutuagdes hormonais associadas com o ciclo
estral pode ser um fator de confundimento em testes comportamentais. A dieta padrdo usada
foi a Nuvilab® (Nuvital, Sdo Paulo, Brasil) e a dieta de cafeteria foi composta por 28
alimentos pertencentes a uma lista elaborada baseada em um estudo anterior do nosso grupo®’
e foi adaptada de acordo com as opg¢des de alimentos disponiveis no mercado local. Os
mesmos tipos de potes foram utilizados para a dieta de cafeteria e dieta padrdo. Os grupos que
receberam a dieta de cafeteria forem oferecidos 4 potes de vidro, cada um contendo um
alimento especifico da dieta de cafeteria, de acordo com o dia da semana, mais a dieta padrao
oferecida por meio da tampa gradeada da caixa do animal. Os grupos controle receberam a
dieta padrdo dentro dos 4 potes de vidro (iguais aos tipos de pote utilizados nos grupos
cafeteria), além da dieta padrdo oferecida por meio da tampa gradeada da caixa do animal.

Ao longo de todo o experimento, 0s animais receberam agua, dietas experimentais e
racdo comercial ad libitum. Eles foram mantidos na temperatura constante de (23£1C°) com
um ciclo claro e escuro de 12/12 horas, com luzes acessas as 06:00 horas. Todos 0s
experimentos foram conduzidos na fase clara do ciclo, a partir das 08:00 horas da manha.

Os testes comportamentais se iniciaram aos 70 dias de vida. Apo6s a avaliacdo
comportamental (aos 99 dias de idade), os animais foram colocados em jejum por 12 horas, €

foram eutanasiados para retirada de amostra de sangue para avaliacdo bioquimica.

Anélise centesimal dos alimentos

As analises da composicao centesimal dos alimentos que comp&em a dieta de cafeteria
e da racdo comercial ofertada para os animais foram realizadas em triplicata. Todos os
procedimentos de analise dessa composic¢do foram obtidos a partir do Meétodo Internacional
Oficial de Analises.'® Exceto, a analise de carboidratos, realizada pelo calculo da diferenca
entre os valores dos macronutrientes das demais andlises realizadas. O valor caldrico total,
expresso em kcal, foi calculado segundo os coeficientes de Atwater (carboidratos: 4kcal/g;

proteinas: 4kcal/g e lipidios: 9kcal/g).



68

Avaliagdo comportamental
Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE ¢ formado por dois bracgos fechados e dois bracos abertos, localizados a 50 cm
do chdo, ambos com 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, e uma regido central
medindo 10 cm x 10 cm, localizado em uma sala com controle de ruido e iluminacdo de
aproximadamente 70 lux. O braco aberto foi dividido em 3 porgdes, medindo
aproximadamente 16,7 cm cada porcéo, a fim de diferenciar a por¢do mais proxima a ponta
do aparelho (porcdo distal) do mais proximo da porcdo central (porcéo proximal).

Os animais foram colocados no centro do labirinto individualmente por 5 minutos.
Apos a exposicdo de cada animal ao aparato, o mesmo foi limpo com alcool etilico 50%, para
evitar pistas olfativas.

Os parametros tradicionais avaliados foram a porcentagem de frequéncia de entrada e
0 tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados. A porcentagem de frequéncia de
entrada nos bracos abertos foi calculada através da divisdo do nimero de entradas nos bragos
abertos pelo nimero de entradas nos bracos abertos mais fechados x 100. A porcentagem de
tempo nos bracos abertos foi calculada através da divisdo do tempo nos bragos abertos pelo
tempo nos bracgos abertos mais fechados x 100.

Além disso, o tempo de permanéncia no centro, a laténcia para a 1° entrada no brago
aberto, a frequéncia de entrada em cada terco do braco aberto, a frequéncia de ida na ponta
desse braco, entrada falsa, nimero de bolos fecais, nimero de rearings, nimero de stretched
attend postures, além do numero de head dippings protegidos e desprotegido também foram

analisados.

Campo Aberto

No teste do campo aberto, os animais foram colocados no aparelho quadrado do
campo aberto, da marca Insight® Pesquisa e Ensino, durante trés dias consecutivos. Este
aparelho consiste em uma arena quadrada de acrilico na cor branca com lados de 80 cm e
altura de 50 cm. Posteriormente, eles foram colocados em um aparato redondo, da mesma
marca, caracterizado por uma arena circular com base em madeira medindo 60 cm de
diametro, dividida em 08 segmentos, circundada por uma parede acrilica listrada de preto e
branco medindo 49 cm de altura. Para diferenciar os dois aparelhos do campo aberto tinhamos
a parede listrada de preto e branco e o chéo da arena foi forrado com maravalha. A iluminagéo

do campo aberto redondo era de aproximadamente 70 lux e do campo aberto quadrado era de
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aproximadamente 100 lux. Apoés a exposicdo de cada animal ao aparato, 0 mesmo foi limpo
com alcool etilico a 50%, para evitar pistas olfativas.

Os seguintes parametros comportamentais foram observados nos aparatos descritos
anteriormente: laténcia, ambulacdo total, ambulacdo no centro do aparato e na periferia,
duragdo no centro (tempo em que o animal permaneceu no centro do aparato), tempo de
grooming, numero de rearing e numeros de bolos fecais. Esses comportamentos foram
analisados e computados em um periodo de 5 minutos de observagédo para cada animal. Tais
parametros fornecem medidas de habilidades motoras fisicas gerais e nivel de interesse na

novidade do ambiente.

Avaliacao fisiologica
Avaliacdo do peso corporal, consumo e preferéncia alimentar

O peso corporal e 0 consumo alimentar dos animais foram determinados atraves do
uso de uma balanca eletronica digital (Marte®, Brasil). Pesagens semanais individuais foram
realizadas no periodo de pds-lactacdo para determinacdo do peso corporal dos animais ao
longo do experimento. O consumo alimentar foi determinado diariamente a partir da diferenca
entre a quantidade ofertada da racdo comercial e dos alimentos que compde a dieta de
cafeteria e a quantidade de sobra. Isso sempre foi feito no mesmo horario, referente ao dia

anterior. Com os dados desse consumo foi possivel analisar as preferéncias alimentares.

Avaliacdo Bioquimica do soro sanguineo

Apobs um jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados e amostras de sangue de 2
ml foram coletadas. Estas amostras foram centrifugadas por 20 minutos, a 3500 rotagdes por
minuto (rpm), a 4°C em centrifuga Universal (320 R Hettich Zentrifugen — Alemanha). Onde
o soro foi separado para a avaliacdo bioquimica, através de testes enzimaticos de glicemia,
colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol, VLDL colesterol, triglicerideos, proteinas
totais, ureia, creatinina, bilirrubina, Transaminase Glutdmico-Oxalacética (TGO),
Transaminase Glutdmico-Piravica (TGP). As especificacbes do fabricante (Labtest
Diagnostica®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) foram seguidas.
O estresse oxidativo foi avaliado atraves da analise de malondialdeido (MDA) realizada de
acordo com o método proposto por Gerard-Monnier et al.*® com algumas adaptacdes, e da
analise da glutationa reduzida (GSH) através do protocolo adaptado por Costa, Santos e

Lima.”® Enquanto que, o dano ao acido desoxirribonucleico (DNA) foi medido através da
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dosagem do 80OHDG na diluicdo de 1:21 através do kit Elisa de dano oxidativo de DNA/RNA
(Cayman Chemical, Michigan, EUA).

Métodos de eutanasia
Sobredose anestésica com pentobarbital sodico (150mg/kg) associado a lidocaina
(10mg/kg) administrada intraperitonealmente.

Analise estatistica
Os dados foram submetidos a ANOVA, seguida do teste de Newman-Keuls (p<0,05).
Todos os dados foram apresentados com valores da média £ EPM. O software STATISTICA

v.13 (Stat Soft) foi utilizado para as analises estatistica.
Resultados
Analise centesimal dos alimentos
Os resultados obtidos na analise da composicdo centesimal dos alimentos que

compunham a dieta de cafeteria e da racdo comercial encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao centesimal dos alimentos que compde a dieta de cafeteria e a dieta padréo
oferecidas aos animais (g/100g)

ALIMENTO Umidade Cinza Proteina  Lipideo  Carboidrato Fibra Caloria

(9) (9) (9) (9) C)) C)) (kcal)
Torrada (Visconti 6,93+ 2,03+ 13,05+ 530+ 70,83 1,85+ 383
tradicional®) 0,04 0,07 0,61 0,01 0,33
Marshmallow 13,27 0,19+ 535+ 0,19+ 78,90 2,10+ 339
(Haribo®) 0,12 0,02 0,10 0,01 0,18
Doce de amendoim 8,22+ 1,42 + 11,07 £ 21,67 = 52,56 5,06 £ 450
Gibi 0,03 0,02 0,41 0,69 0,42
(Santa Helena®)*
Salame italiano 355+04 538z 235+ 28,7+ 4,5 2,42 + 370
(Perdigdo®) 0,05 0,74 0,48 0,52
Bolacha maisena 5,05+ 1,77 + 10,25 = 9,02 + 71,45 2,45 + 408
(Mabel®) 0,04 0,01 0,48 0,00 0,04
Chocolate branco 1,66 + 151+ 6,41 + 32,59 + 54,63 3,22+ 537
(Baton®)* 0,02 0,03 0,27 0,70 0,11
Queijo mussarela 44,74 + 3,32+ 23,32 + 22,27 + 6,02 0,32 + 318

(Ipanema®) 0,07 0,04 0,92 0,43 0,29



Cereal de milho em
flocos com acucar
(SnowFlakes ®)*
Bolacha recheada

de chocolate
(Trakinas®)*
Queijo processado
(Polenguinho
tradicional®)
Améndoa (La
Violetera ®)*
Doce de leite com
coco em pasta
(Frimesa®)
Castanha do Para
(La Violetera®)*
Queijo prato
(Ipanema®)
Chocolate ao leite
em barra (Lacta®)*
Creme de
amendoim
(Amendocrem®)*
P&o branco de
forma (Pullman®)*
Cereal de milho
sabor chocolate
(Nescau®)*
Queijo reino
(Tirolez®)
Biscoito canudo
morango (Look®)
Bolo recheado
chocolate (Ana
Maria®)
Bolacha agua e sal
(Duchen®)
Mortadela
(Marba®)

1,63+
0,04

1,71+
0,09

55,96
0,45

2,68 +
0,02
26,25 +
0,69

1,93+
0,03
42,76 +
0,02
1,69+
0,09
2,23 *
0,06

32,78 =
0,13
4,00 +
0,04

39,09 =
0,02
3,07+
0,03
22,41+
0,05

3,07+
0,04

57,04 =
0,06

2,71+
0,01

137+
0,02

8,93+
0,02

2,95+
0,006
1,86 =
0,05

3,43+
0,04
3,34+
0,0
1,65+
0,005
2,25+
0,0005

1,96 +
0,04
3,25+
0,011

3,86+
0,02

0,33+
0,03

1,33+
0,0

3,08 =
0,01
4,56 £
0,01

4,20 +
0,14

537+
0,04

8,47 +
0,32

21,68 +
0,15
6,68 +
0,36

10,88 +
0,59
23,25+
0,45
5,40
0,24
13,07 =
0,33

797+
0,17
4,17 +
0,25

21,94 +
0,24
3,87+
0,21
451+
0,58

11,83
0,12
11,03 +
0,34

0,59 +
0,044

18,85+
0,47

24,08 £
0,03

47,30 £
0,36
0,00 +
0,00

68,52 +
1,34
21,77 +
0,08
26,80 +
0,9
43,94 +
0,56

154
0,06
1,10+
0,011

27,14 +
0,1
21,25+
0,72
6,39 +
0,07

9,97 +
0,05
16,09 +
0,88

87,13

69,80

2,55

18,95

64,38

4,72

5,82

61,26

34,26

54,76

82,16

7,97

68,45

63,26

70,15

6,65

3,75+
0,41

291+
0,18

0,00

6,43 =
0,27
0,83 +
0,08

10,53 +
0,13
3,06 £
0,1
3,21+
0,13
4,25 +
0,21

0,99 +
0,02
531%
0,26

0,00

3,02+
0,54

2,10+
0,35

1,89+
0,23
4,63 £
0,62

371

470

261

588

284

679

312

508

585

265

355

364

481

329

418

216

71
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Confete de 1,30+ 0,90+ 2,45+ 19,31+ 71,67 4,37+ 470
chocolate 0,02 0,0 0,03 0,27 0,75
(Coloreti®)
Bolo recheado 22,56 + 1,25+ 444 + 6,31+ 64,43 1,00 + 332
cenoura com 0,04 0,01 0,57 0,57 0,39
chocolate (Ana
Maria®)
Bacon (Sadia®)* 28,07 + 2,01+ 11,57 + 52,97 + 0 597+ 521
0,93 0,02 0,34 2,13 0,47
Bolacha recheada 2,01+ 0,99+ 4,96 + 24,13 £ 64,88 3,02+ 496
wafer de chocolate 0,03 0,004 0,11 0,19 0,07
(Bauducco®)*
Amendoim sem 1,69+ 2,59+ 20,27 £ 52,06 + 12,70 10,70 £ 600
pele Grelhaditos 0,009 0,07 0,99 0,20 0,58
(Santa Helena®)*
Rac¢do comercial 9,42 + 7,59 + 17,68 = 451+ 47,35 13,45+ 301
Nuvilab 0,09 0,09 0,17 0,05 0,47
(Nuvital®)*

*Fonte: PINI et al.™

Avaliagdo comportamental
Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Houve um efeito significativo do fator dieta na porcentagem de entradas nos bracos
abertos (F55=5,75, p<0,005). A analise post-hoc mostrou que esta medida no grupo CT foi
menor do que o grupo CP, e este, menor do que os grupos C e CL (Fig. 1A). Para a
porcentagem de tempo de permanéncia nesses bracgos (Fs5=5,87, p<0,005) os valores foram
menor para o0s grupos CP e CT quando comparados aos grupos C e CL (Fig. 1B).

A frequéncia de entradas em relagdo as trés por¢des dos bracos abertos mostrou efeitos
significativos de porcéo (F(,110=105,27, p<0,0001), e dieta (F110=5,05, p<0,005). Analises
post hoc do fator porgdo mostraram entradas significativamente menores nas porcdes distais
dos bracos abertos (Fig. 2A). A frequéncia de entradas no final dos bragos abertos (porcao 3)
mostrou um efeito significativo de dieta (Fs5=4,79, p<0,005), com post hoc mostrando que
CP e CT, mas nédo os animais CL, tiveram menos entradas na por¢éo distal dos bragos abertos
(porcéo 3) em comparacdo com os animais C (Fig. 2B).



45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 A

% Entrada nos bracos abertos

A
*
I -
C CL CP CT
Grupos

% Tempo nos bragos abertos

B
20
15 ~
* *
10 A
5 4
0 A T T T 1
C CL CP CT

73

Grupos

Figura 1. Porcentagem de entradas (A) e tempo de permanéncia nos bracos abertos (B) no LCE.
Grupos C (n=16), CL (n=12), CP (n=19) e CT (n=12). *p<0,005 comparados aos grupos C e CL.
**p<0,005 comparado aos grupos C, CL e CP.

O ndmero de head dippings desprotegidos apresentou efeito de dieta (F(55=3,94,

p<0,05), com os grupos CP (5,84+1,05) e CT (5,17£1,23) apresentando menor frequéncia

guando comparado ao grupo CL (10,08+2,18). Nenhum dos outros parametros do teste LCE

apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos.
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Figura 2. Frequéncia de entradas nas por¢des dos bracos abertos (A) e frequéncia de entrada no final
dos bracos abertos (B). Grupos C (n=16), CL (n=12), CP (n=19) e CT (n=12). *p< 0,005 comparados

aos grupos C e CL. **p<0,0001 comparado as porgoes.
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Campo Aberto

A frequéncia do comportamento de rearing no aparato redondo apresentou efeito
significativo de dia no teste (F(2,108-19,08, p<0,0001) com valores maiores no primeiro dia
qguando comparado ao segundo e terceiro dia do teste. Também foi demonstrado um efeito de
dieta (F108=4,59, p<0,01), com o grupo CP apresentando menor frequéncia quando
comparado aos grupos CL e C (Fig. 3A)

O grooming no aparato quadrado mostrou efeito de dia no teste (F(,106-14,68,
p<0,0001), com menor frequéncia no primeiro dia do que no segundo e terceiro dia. Houve
também efeito de dieta (F(106=4,03, p<0,05), com a frequéncia desse comportamento maior
no grupo CP do que nos grupos CL e CT (Fig. 3B).

Em relacdo aos demais parametros avaliados nos aparatos quadrado e redondo houve
apenas um efeito de dia no teste, com as medidas dos parametros sendo maiores no primeiro

dia do teste do que no segundo e terceiro dia, indicando um processo de habituagdo ao longo

dos dias.
30 1 A 60 - B
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=4 * =
S T T g 0 [
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c CL cP CT c CL cP CT
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Figura 3. Rearing (A) e Grooming (B) no teste do Campo Aberto. Grupos C (n=16), CL (n=12), CP
(n=19) e CT (n=12). *p<0,01 comparados aos grupos C e CL. **p<0,05 comparados aos grupos C e
CL.

Avaliacéo fisiologica
Avaliacdo do peso corporal, consumo e preferéncia alimentar

Em relacéo ao peso corporal dos animais, houve efeitos significativos da dieta (F se1)
= 4,84, p<0,005), idade (Fqu1561)=4226,07, p<0,0001), e interacdo entre dieta e idade

(F(335561)=16,74, p<0,0001). As comparag¢des post hoc mostraram maior peso nos animais dos
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grupos CP e CT quando comparados aos animais do grupo C aos 63, 77 e 84 dias de vida.
Além disso, esta analise também mostrou um maior peso dos grupos CP, CL e CT em
comparagdo com o grupo C aos 70, 91 e 98 dias, enquanto o grupo CT teve um peso maior do

que os grupos CP e CL aos 91 e 98 dias (Tabela 2).

Tabela 2. Peso dos ratos Wistar em cada grupo nutricional, do desmame até os 98 dias de vida

Grupos Peso Corporal
Nutricionais 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98

C 68,38 133,20 21514 292,24 365,65 432,67 481,99 521,77 55334 579,86 602,28 622,09
+1,02 $2,32 +3,90 45,62 16,72 +8,46 49,49 +10,65 #1139 11,70 #1130 12,90

cpP 59,73 107,81 187,51 274,87 359,22 440,44 507,14* 563,20° 602,58% 65547% 67556% 707,69%
+1,21  +3,89 16,87 19,58 +10,88 #1331 +1490 1558  £17,79  +1398 +1896  +19,86

CL 80,38 139,20 22454 307,75 390,65 467,63 527,19 575,05% 609,74 636,74 651,298 672,222
+2,72 +3,30 +3,98 +4,53 6,25 +7,68 +8,90 +9,32 +11,00 +11,89 8,35 7,24

CT 70,81 114,06 199,83 29364 387,76 463,13 535758 597,89° 655272 700,012 73509 773,65®
+2,39 3,64 +8,96 +13,58 +16,61 +17,98 +19,80 +21,71 +22,37 +23,40 +22,58 +25,37

2p<0,001, comparado ao grupo C.
® p<0,001, comparado ao grupo CP e CL.
C (n=15), CP (n=18), CL (n=12) e CT (n=12).

O consumo alimentar calorico revelou efeitos significativos da dieta (F(530=29,45,
p<0,0001), idade (F(0,530=404,13, p<0,0001) e interacdo dieta por idade (F(os530)=5,66,
p<0,0001). O grupo CT apresentou maior consumo calérico do que o grupo CP; no grupo CP,
maior consumo calérico do que o grupo CL, e o grupo CL, consumo calérico superior ao
grupo C (Fig. 4A).

Em relacdo ao consumo de lipidios, houve efeitos significativos da dieta
(F(3530=123,35, p<0,005), idade (F0530=119,79, p<0,005) e interacdo dieta por idade
(F(305530=11,23, p<0,005). Os animais dos grupos CP e CT apresentaram um maior consumo
de lipidios do que os grupos C e CL, durante todas as semanas do experimento (Fig. 4B).

Para o consumo de carboidratos, houve efeitos significativos da dieta (F(s30=6,17,
p<0,005), idade (F(i0530=343,81, p<0,0001) e interacdo dieta por idade (F(os530=5,46,
p<0,0001). O grupo CT apresentou maior consumo glicidico do que os demais grupos

experimentais (Fig. 4C).
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Figura 4. (A) Consumo calorico dos animais, (B) Consumo lipidico e (C) Consumo de carboidrato.
Nos grupos C (n=15), CL (n=12), CP (n=18) e CT (n=12). *p<0,005 comparados ao grupo C.
*p<0,005 comparados ao grupo CP. “p<0,005 comparado ao grupo CL.
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O consumo de proteinas revelou efeitos significativos da dieta (Fs30=144,51,
p<0,005), idade (F(10530=286,79, p<0,005) e interacdo dieta por idade (F(0530=21,29,
p<0,005). Os grupos CP e CT tiveram menor consumo proteico do que o grupo C, e 0 grupo
C, menor consumo de proteina do que o grupo CL (Fig. 5A).

Quanto ao consumo de fibras, houve efeitos significativos da dieta (F(s30) =364,69,
p<0,005), idade (F(10530=200,18, p<0,005) e interacdo dieta por idade (Fo530=45,36,
p<0,005). O grupo CL apresentou maior consumo de fibras do que o grupo C, e o grupo C,

maior consumo de fibras do que os grupos CP e CT (Fig. 5B).
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Figura 5. (A) Consumo proteico (g) e (B) de fibras (g) dos animais. Nos grupos C (n=15), CL (n=12),
CP (n=18) e CT (n=12). *p<0,005 comparados ao grupo C. “p<0,005 comparado ao grupo CL.
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Dados de preferéncia alimentar mostraram efeitos significativos da dieta (F,756=4,74,
p<0,05) com o maior consumo para o grupo CT do que para o grupo CP. Além disso, houve
efeito de alimento (F(7,756=54,81, p<0,0001) em que o cereal de milho (snow flakes®) e o
pdo foram os alimentos preferidos, com o consumo acima de 200g para cada alimento, ao
longo de todo o experimento. Os alimentos menos consumidos pelos animais foram o
chocolate branco, o chocolate ao leite e a castanha do Par4, com o consumo abaixo de 10g

para cada alimento.

Avaliacdo Bioguimica do soro sanguineo

Os niveis de triglicerideos (F(28=7,80, p<0,001) e os niveis de VLDL—colesterol
(Fz28)=7,80, p<0,001) mostraram efeito significativo da dieta, com valores mais elevados no
grupo CP do que nos grupos CL, CT e C. Os niveis de proteinas séricas (Fs.2=3,08, p<0,05)
também mostraram um efeito significativo da dieta com valores mais elevados no grupo CT
do que nos grupos CL e CP. Os niveis de MDA mostraram um efeito significativo da dieta
(F(3.28=8,23, p<0,0005) com valores mais elevados nos grupos CP e CT do que nos grupos
CL e C. Nenhuma das outras analises bioguimicas mostraram diferencas significativas devido

ao tratamento com a dieta (Tabela 3).

Tabela 3. Anélise bioguimica do soro dos animais

GRUPO
Analise bioguimica C CL CP CT
Glicose 124.22 +3.19 122.53 +4.36 119.52 +5.40 123.95 + 4.97
Colesterol total (mg/dl) 81,08 + 5,66 3,82+4,50 80,56 + 4,26 72,86 +5,99
HDL - Colesterol (mg/dl) 52,13 +5,52 53,23 + 3,58 48,53 +2,27 51,88 + 6,03
LDL — Colesterol (mg/dl) 24,09 + 3,98 14,98 + 2,20 24,18 + 3,19 15,34 + 3,02
VLDL - Colesterol (mg/dl) 4,86 + 0,37 5,61+0,40 7,85+ 0,64 5,64 + 0,39
Triglicerideos (mg/dl) 24,31+1,84 28,04 £2,00 39,23+ 3,18" 28,19+ 1,96
Proteinas totais (g/dl) 6,89 £ 0,21 6,92 £ 0.12 7,00+ 0,13 7,61+0,.28"
Creatinina (mg/dl) 0,94 + 0,05 1,00 £ 0,06 1,05+ 0,05 0,89+ 0,02
Uréia (mg/dl) 33,27 +5,26 32,64 +5,89 21,87 + 3,63 19,26 + 3,37
Bilirrubina (mg/dl) 0,60 + 0,07 0,40 + 0,02 0,43 £ 0,09 0,58 + 0,08
TGO (U/mL) 69,11+ 3,31 57,51+2,74 63,39 + 3,65 60,52 + 3,54
TGP (U/mL) 20,68+ 0,92 19,88 + 1,22 20,05+0,83 18,89 + 0,35
MDA (nmol/gP) 44,09 + 5,74 40,76 + 6,31 72,32+3,80"" 62,66 + 4,80
GSH (nmol/gP) 21,55+2,19 21,25+1,11 23,40+ 0,91 23,63+1,04
80HDG (ng/mL) 0,77 £ 0,08 0,75+0,12 0,75+ 0,09 1,01+ 0,07

*p<0,001 comparado aos grupos C, CL e CT. **p<0,05 comparado aos grupos CL e CP.***p<0,0005

comparado aos grupos CL e C. C (n=08), CP (n=08), CL (n=08) e CT (n=08).
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Discussao

Através da andlise da composicdo centesimal dos alimentos que compuseram a dieta
de cafeteria do presente estudo evidenciou-se que essa dieta possui alta densidade energética,
além de ser rica em carboidratos simples e lipidios, e pobre em proteinas e fibras. Esses dados
corroboram com estudos previamente publicados na literatura, utilizando outros
procedimentos para avaliar as dietas de cafeteria.**%®

Os aumentos do peso dos grupos CP, CT e CL, principalmente ao fim do experimento,
mostram que a dieta de cafeteria foi capaz de induzir obesidade nesses animais mesmo
quando oferecida apenas durante o periodo de lactacdo. Este efeito foi intensificado quando a
dieta de cafeteria foi oferecida durante o periodo total, com o grupo CT apresentando o maior
peso. Estudos prévios demonstram que o0 peso dos animais submetidos a dieta de cafeteria é
maior quando comparado aos animais tratados com dieta padrdo, levando ao acimulo de
gordura visceral e subcutéanea, além de alteracfes fisiologicas, metabolicas e indugdo a
obesidade.’***?! Shafat, Murray e Rumsey*? relataram, ao final do experimento, aumento do
peso dos animais, alimentados com dieta de cafeteria ad libitum por um periodo de 43 dias,
guando comparados ao grupo controle. Esse aumento do peso corporal atingiu um nivel de
significancia nos dias 5 a 20, com maior ganho de peso de 20 a 43 dias de idade. Além disso,
é interessante que as diferencas de peso corporal entre 0s grupos sO surgiram quando 0S
animais atingiram a idade adulta (63 dias de vida). Isso pode sugerir, a longo prazo, uma
mudanca no balanco energético (balanco energético positivo), indicando uma ingestao
calérica maior do que o gasto energético, favorecendo o ganho de peso a medida que 0s
animais envelhecem. Resultados semelhantes foram observados em um estudo anterior do
nosso laboratério com dietas ricas em gordura'’, mostrando que as diferencas no ganho de
peso sO surgem apos 77 dias de idade. Estes resultados sugerem que um longo tempo de
exposicdo a dietas hiperlipidicas parece ser uma variavel importante para demonstrar 0s
efeitos obesogénicos dessa dieta.

Os animais que consumiram a dieta de cafeteria durante a lactagdo apresentaram
hiperfagia. O maior consumo alimentar foi no grupo CL, mesmo apds o desmame e a retirada
da dieta de cafeteria, e no grupo CT, que recebeu essa dieta obesogénica durante todo o
experimento. Dados da literatura afirmam que a dieta de cafeteria ad libitum, por um periodo
superior a 30 dias, foi capaz de estimular a hiperfagia em ratos machos Sprague-Dawley
desde o primeiro dia de exposicdo a essa dieta. Os ratos alimentados com a dieta controle
consumiram uma média de 23,3+0,6 g de dieta por dia, enquanto 0s ratos que consumiram a

dieta de cafeteria consumiram em média de 29,0+1,3 g de dieta de cafeteria por dia. Sendo
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assim, os animais do grupo cafeteria consumiram 25% mais de alimentos quando comparados
ao grupo controle.’ Sabe-se que o aumento do consumo de nutrientes durante a gestacio e/ou
lactacdo pode levar a alteracGes na rede de regulacdo do apetite hipotalamico da prole, que
estd envolvido na homeostase energética, expressando o neuropeptidio Y (NPY) orexigeno, e
suprimindo o neuropeptidio pré-opio-melanocortina (POMC) anorexigeno. Isso estimula o
apetite da prole e leva & hiperfagia persistente durante a vida pés-natal.?

O consumo calérico foi maior no grupo CT do que no grupo CP, este do que no grupo
CL, e este do que no grupo C. Isso mostra que quanto maior o tempo de exposicéo a dieta de
cafeteria, maior o consumo de calorias provenientes desses alimentos. Os dados da literatura
corroboram com os dados encontrados neste estudo, que mostraram que o grupo cafeteria
consumiu uma média de 158 kd/rato/dia a mais que o grupo controle.*?

No presente estudo, 0 aumento do consumo de lipidios dos grupos CP e CT, associado
ao aumento do consumo de carboidrato pelo grupo CT, deve-se ao maior tempo de exposi¢do
desses grupos a dieta de cafeteria, rica nesses nutrientes. Corroborando com esses dados,
outro estudo evidenciou que a energia do consumo de carboidratos foi elevada em 16% para o
grupo cafeteria em relacdo ao grupo controle, com um aumento exacerbado no consumo de
gordura, que foi de 119 kJ/rato/dia, representando 75% do aumento do consumo de energia. *2

O consumo de proteinas e o consumo de fibras foram menores nos grupos CP e CT,
devido a dieta de cafeteria ser pobre nesses nutrientes. Por outro lado, devido a hiperfagia
induzida desde a fase de lactacdo, o grupo CL foi 0 que apresentou maior consumo proteico e
consequentemente maior consumo de fibras devido ao maior consumo de alimentos da dieta
comercial imposta durante o periodo poés-lactagdo. Corroborando com esses dados, 0s
pesquisadores observaram uma diminuicdo no consumo de proteinas € um aumento no
consumo energético, lipidico e sacarose no grupo cafeteria quando comparado ao grupo
controle, com a exposicdo a essa dieta sendo realizada durante o periodo de lactacdo.?

Os dados mostram que os alimentos fontes de carboidratos foram os preferidos, dentre
eles, o cereal de milho (snow flakes) e o péo, corroborando com os dados da literatura, que
afirmam que os ratos tém preferéncia por alimentos ricos em aclcares e gorduras.®** Em
contrapartida, os pesquisadores observaram que ratos machos Sprague-Dawler preferiram 3
alimentos, dentre os ofertados na dieta de cafeteria, sendo dois deles fontes de proteinas.?

Os niveis de triglicerideos foram maiores no grupo CP do que nos demais grupos. Este
resultado pode ser devido ao aumento do consumo de lipidios desse grupo em relagdo aos
demais, embora o consumo alimentar em gramas tenha sido igualado ao grupo controle,

demostrando uma maior concentracdo de gordura na dieta desses animais. Os dados de
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Navarro et al.?* diferem dos dados encontrados neste trabalho. Os autores avaliaram as
alteracOes fisioldgicas em ratos com 10 semana de idade. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: o grupo cafeteria que recebeu a dieta comercial e os alimentos
processados, como biscoito wafer, leite condensado, 6leo de palmeira, e a dgua potavel com
adicdo de acucar, e 0 grupo controle que recebeu a dieta comercial com agua potével. Apds
seis semanas de tratamento, 0s animais que receberam a dieta de cafeteria aumentaram a
glicose e triglicerideos sericos.

A elevacdo dos niveis de MDA nos grupos CP e CT demonstrou que quanto maior o
tempo de exposicdo a dieta de cafeteria maior o estresse oxidativo, corroborando com o0s

dados de Gil-Cardoso et al.*°

, mostrando que a exposi¢do a sobrecarga cronica de energia por
uma dieta de cafeteria que induz obesidade resultou em inflamacéo intestinal. Essa inflamacao
se deve ao aumento do estresse oxidativo, ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ROs),
ao aumento da atividade de mieloperoxidase (MPQO) e ao aumento da expressdo génica do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no intestino dos animais.

No presente estudo, a reducdo na porcentagem de entradas nos bracos abertos, na
porcentagem do tempo de permanéncia nos bragcos abertos, na frequéncia de entradas na
terceira porgdo dos bracos abertos, bem como na porcentagem de head dippings desprotegidos
nos grupos CT e CP indicam que quanto maior o tempo de exposicdo a dieta de cafeteria,
maior o efeito ansiogénico dessa dieta no LCE. Além disso, reforcando esse efeito,
evidenciamos a diminuicdo do nimero de rearing e 0 aumento no tempo de grooming do
grupo CP comparado aos demais no aparato do campo aberto, sem alteracdo na capacidade
motora dos animais. Esse aumento da ansiedade sugere a associacdo negativa da obesidade,
decorrente da alimentacdo da dieta de cafeteria, com alteragbes na homeostase dos
organismos desses animais.

.14 analisaram o efeito da obesidade

Corroborando nossos dados, Da Costa Estrela et a
associada ao estresse cronico nos parametros comportamentais de ratos com 45 dias de idade
que foram expostas a quatro grupos de dietas: grupo controle, grupo cafeteria, grupo controle
mais estresse e 0 grupo cafeteria mais estresse, que receberam dieta e dgua ad libitum. Usando
os testes de Campo Aberto, LCE e Nado Forcado, os pesquisadores observaram que os ratos
que consumiram a dieta de cafeteria e foram induzidas ao protocolo de estresse mostraram um
aumento na atividade ansiogénica e predisseram comportamento depressivo. No entanto, o
comportamento exploratério permaneceu inalterado.

Por outro lado, outros estudos demonstraram um efeito ansiolitico da dieta de

cafeteria®*®*® Avaliaram os efeitos da dieta de cafeteria sobre comportamentos cognitivos e
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nédo cognitivos em camundongos Swiss, expostos a dieta por 13 semanas ad libitum. No LCE,
0 grupo de cafeteria mostrou um efeito ansiolitico com aumento no tempo gasto nos bracos
abertos e uma diminuicdo no tempo gasto nos bragos fechados. No entanto, nenhum efeito da
dieta de cafeteria foi observado na locomocéo e exploracdo dos animais no Campo Aberto.
Estes efeitos controversos podem ser devido as diferengas no procedimento para expor 0s
animais a dieta de cafeteria como o tipo de animal utilizado, a composicéo da dieta, a idade
dos animais e a duracdo da exposicdo a dieta experimental. Tal discrepancia de dados na
literatura sugere que estudos adicionais sdo necessarios para avaliar como diferentes
procedimentos para expor animais a dieta de cafeteria podem afetar o comportamento.

Finalmente, foi demonstrado que os cuidados maternos durante a lactagdo podem
afetar os comportamentos da prole na idade adulta.® Assim, é possivel que as alteracdes
comportamentais observadas no presente estudo possam ser devidas as diferencas nos
cuidados maternos induzidos pela dieta de alto consumo de gordura. Apoiando essa hipotese,
foi demonstrado®’ que uma dieta hiperlipidicas induziu aumento no tempo em que a méae gasta
na amamentacdo, bem como o tempo na postura preferencial de arqueamento, durante o
periodo do ciclo escuro nos dias 3-6 pos-natais. Como ndo medimos as relacbes mae-filhote
durante o periodo de lactagdo, € possivel que alteracbes na relagdo como resultado da
introducdo da dieta de cafeteria pudessem explicar, em parte, as alteragdes comportamentais
observadas posteriormente na prole adulta. Essa possibilidade precisa ser investigada em
estudos futuros com o presente protocolo nutricional.

Em resumo, os resultados do presente estudo mostraram que: (a) a dieta de cafeteria
leva a hiperfagia, mesmo quando imposta apenas no periodo de lactacdo; (b) quanto maior
exposicdo a dieta, maior o aumento do peso corporal, assim como 0 aumento no consumo de
calorias, carboidratos e lipidios, levando ao aumento dos triglicerideos séricos e estresse
oxidativo; (c) a exposicdo a dieta de cafeteria no periodo pos-lactacdo demonstrou efeito
ansiogénico nos dois testes comportamentais utilizados; e (d) esse tipo de dieta ndo afetou a

atividade locomotora e exploratério dos animais.
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Cafeteria diet during lactation and/or
post-lactation altered lipid profile/lipid
peroxidation and increased anxiety-like
behavior in male rat offspring

Camyla Rocha de Carvalho Guedine’, Liana Clébia de Morais Pordeus®, Tania
Regina Riul®, Alceu Afonso Jordao Jinior ©3, Sebastiao Sousa Almeida ©*

!Graduate Program in Nutrition, UFPB, Cidade Universitaria, s/n, Jodo Pessoa, PB 58059-900, Brazil, >Nutrition
Department, FCBS, UFVJM, Rodovia MGT 367, KM 583, Alto da Jacuba, 5000, Diamantina, MG 39100-000,
Brazil, *Metabolism and Nutrition Laboratory, FMRP, University of Sdo Paulo, Avenida dos Bandeirantes, 3900,
Ribeirdo Preto, SP 14040-901, Brazil, “Behavior and Nutrition Laboratory, FFLCLRP, University of Sdo Paulo,
Avenida dos Bandeirantes, 3900, Ribeirdo Preto, SP 14040-901, Brazil

Objective: Evaluate the impact of the cafeteria diet during lactation and/or post-lactation on physiological
parameters and anxiety in the offspring of Wistar rats.

Methods: Male offspring of Wistar rats (n=60) were randomized into four groups: Control (C), Lactation
Cafeteria (LC), Post-lactation Cafeteria (PC) and Total Cafeteria (TC). Later in adult life the animals were
submitted to the behavioral (elevated plus-maze and open field) and biological (body weight,
consumption and food preference, glycemia, total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, VLDL
cholesterol, triglycerides, total proteins, urea, creatinine, bilirubin, serum glutamic oxaloacetic
transaminase, serum glutamic pyruvic transaminase, serum protein, and oxidative stress) evaluations. The
data were submitted to ANOVA, followed by the Newman-Keuls test (p < 0.05).

Results: Animals treated with the cafeteria diet presented greater weight measurements compared to the
control group. Triglyceride levels were higher in the PC group than in the other groups. MDA levels were
higher in the PC and TC group than CL and C. The animals of the PC and TC groups presented higher
levels of anxiety compared to the C and LC groups. No significant differences due to diet were observed
in the locomotor and exploratory behaviors.

Conclusions: The cafeteria diet ingestion was capable of triggering biological and behavioral alterations in
rats.

Keywords: Cafeteria diet, Obesity, Hyperphagia, Cholesterol, Triglycerides, Oxidative stress, Anxiety, Locomotor activity

Introduction

The habits of maternal life are capable of modulating
the offspring’s phenotype, development, and behavior.
More specifically, they are able to alter neural func-
tions and cognitive and neuroendocrine aspects.'
Among these habits, the consumption of an inap-
propriate diet during gestation and lactation results
in modifications in the mother’s and offspring’s organ-
isms.* * This is mainly due to the maternal diet’s influ-
ence on the milk composition offered to the animals.*>
This phenomenon, known as phenotypic plasticity,
refers to the ability of an organism to react to an
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internal and external environment with changes in
shape, state, physiology or activity rate without
genetic modifications.®

Diets that promote obesity in animals are more
appropriate models for studying the consequences of
that disease. Among these manipulations, the cafeteria
diet is particularly important because it contains foods
such as bacon, nuts, condensed milk, soda, chocolates,
potato chips, pate, peanuts, pork pie, cocktail sau-
sages, cheese, jam and other goodies.” * This diet is a
highly palatable diet with a high sodium content,
simple carbohydrates, and fats, mainly saturated and
or trans fats, in addition to a low protein, dietary
fiber, and micronutrient content.’

Several physiological changes are due to the
exposure of this type of diet in adulthood. Among
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such changes, hyperphagia, dyslipidemia, increased
blood glucose and blood pressure, and oxidative
stress can be highlighted.”' '* However, the effects
of this exposure in other phases of life need to be
studied further. The consumption of the cafeteria
diet is also capable of promoting behavioral changes
related to exploratory activity and anxiety in rodents.
The studies, however, show controversial results'* '
and do not evaluate the consumption of the cafeteria
diet during the lactation period compared to the
post-lactation period, or with the total period (which
involves both the lactation and post-lactation periods).

Therefore, since nutrition during the lactation
period plays a critical role in the physiological and be-
havioral development of the offspring and coupled
with a lack of studies, this work seeks to substantiate
the late effects caused by the consumption of the cafe-
teria diet during lactation and/or post-lactation.

Material and methods
Experimental outline
Litters composed of a mother rat and 08 male off-
spring (n=11) from the Biotério Central at the
Campus of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo,
were randomized into 4 groups: Control (C) animals
that received only the commercial diet (n = 16);
Cafeteria Lactation (CL) animals that received the
cafeteria diet during lactation and the commercial
diet during post-lactation (n = 12); Cafeteria Post-
Lactation (CP) animals that received the commercial
diet during lactation, and the cafeteria diet in post-lac-
tation (n = 20); and Total Cafeteria (CT) animals that
received the cafeteria diet throughout the experiment
(n=12). the Week 1 begins on the day of birth (day
0). The lactation phase comprehends day 0 to day 21
when weaning occurs. Post-lactation phase begins
with the weaning. The female rats were not used in
the present study since hormonal fluctuations associ-
ated with the estrous cycle can be a confounding
factor in behavioral tests. The standard diet used was
the Nuvilab® (Nuvital, Sio Paulo, Brazil) and the
cafeteria diet was composed of 28 foods belonging to
a list based on a previous study of our group'” and
that was adapted according to the food options avail-
able at the local market. The same jar types were used
for the standard diet and cafeteria diet. The groups
that received the cafeteria diet were offered through
4 jar types, each containing a specific food from the
cafeteria diet referring to that day of the week, plus
the standard diet offered through the grated lid of
the animal’s box. Control groups received the standard
diet within the 4 jar types (equal to the jar types of the
cafeteria group), plus the standard diet offered through
the grated lid of the animal’s box.

Throughout the entire experiment, the animals
received water, experimental diets, and the commercial
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food ration ad libitum. They were kept at the constant
temperature of (23 £ 1C°) with a light and dark cycle
of 12/12 hours with lights on at 06:00 am. All of the
experiments were conducted during the light phase
of the cycle, starting at 8:00 am.

The behavioral tests started at 70 days of life. After
the behavioral evaluation (at 99 days of age) the
animals were put on a fast for 12 hours and then eutha-
nized in order to take blood samples for biochemical
evaluation.

Centesimal analysis of the food

The centesimal composition analyses of the foods that
compose the cafeteria diet and of the commercial food
ration offered to the animals were carried out in tripli-
cate. All of the analysis procedures of this composition
were obtained from the Official Methods of Analysis
of AOAC International.'® That is, except for the
carbohydrate analysis that was carried out by calculat-
ing the difference between the macronutrient values of
the other analyses that were performed. The total
caloric value, expressed in kcal, was calculated accord-
ing to the Atwater coefficients (carbohydrates: 4 kcal/
g; proteins: 4 kcal/g and lipids: 9 kcal/g).

Behavioral evaluation

Elevated Plus-Maze (EPM)

The EPM is formed by two closed arms and two open
arms, elevated 50 cm from the ground floor, both
50 cm long by 10 cm wide, and with a central region
measuring 10 cm x 10 cm, located in a room with
noise control and lighting of approximately 70 lux.
The open arm of the EPM was divided into 3 equal
portions, measuring approximately 16.7cm each
portion, in order to differentiate the closest portion
to the appliance tip (distal portion) of the closest
portion to the center (proximal portion).

The animals were put into the center of the labyrinth
individually for 5 minutes. After the exposure of each
animal to the apparatus, the apparatus was cleaned
with 50% ethyl alcohol in order to avoid olfactory
clues.

The traditional parameters evaluated were the entry
frequency percentage and the dwell time in the open
and closed arms. The percentage of open arms
entries was calculated by dividing the number of
entries in the open arms by the number of entries in
the open plus closed armsx 100. The percentage of
time into open arms was calculated by dividing the
time into open arms by the time into the open plus
closed arms x 100.

In addition, the dwell time in the center, the latency
for the 1st entry in the open arm, the entry frequency
in each third of the open arm, the exit frequency at the
end of the open arm, false entry, number of fecal cakes,
number of rearings, number of stretched attend
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postures and the number of protected and unprotected
head dippings were also analyzed.

Open field

In the open field test, the animals were put into the
square open field apparatus, from the brand
Insight® Research and Teaching, during three con-
secutive days. This apparatus consists of a white
square acrylic arena with sides of 80 cm and a height
of 50 cm. They were later put into a round apparatus,
of the same brand, characterized by a circular arena
with a wooden base measuring 60 cm in diameter,
divided into 08 segments, and surrounded by a white
and black stripped acrylic wall measuring 49 cm in
height. In order to differentiate the two open field
apparatus, we also had the walls striped black and
white creating the two environments. The arena’s
floor was lined with wood shavings. The lighting of
the round open field was approximately 70 lux, and
of the square open field was approximately 100 lux.
After the exposure of each animal to the apparatus,
the apparatus was cleaned with 50% ethyl alcohol in
order to avoid olfactory clues.

The following behavioral parameters were observed
in the previously described apparatuses: latency, total
ambulation, ambulation in the apparatus’s center
and periphery, duration in the center (time in which
the animal remained in the center of the apparatus),
grooming time, number of rearings and number of
fecal cakes. These behaviors were analyzed and com-
puted in a S-minute observation period for each
animal. Such parameters provide measures of general
physical motor skills and interest level in the novelty
of the environment.

Biological evaluation

Evaluation of body weight, consumption and food
preference

The body weight and the food consumption of the
animals were determined using a digital electronic
balance (Marte®, Brazil). Individual weekly weigh-
ings were performed in the post-lactation period in
order to determine the respective body weight of
each animal throughout the experiment. The food
consumption was determined daily from the difference
between the quantity of the commercial food ration
offered and the quantity that was left over and from
the foods that make up the cafeteria diet and the quan-
tity that was left over. This was always done at the
same time relating to the previous day. This consump-
tion data made it possible to analyze alimentary
preferences.

Biochemical evaluation of blood serum

After a fast of 12 hours, the animals were euthanized
and blood samples of 2ml were collected. These
samples were centrifuged for 20 minutes at 3500

rotations per minute (rpm) at 4°C and in a Universal
Centrifuge (320 R Hettich Zentrifugen — Germany).
Here the serum was separated for a biochemical evalu-
ation that was done through enzymatic tests for glyce-
mia, total cholesterol, LDL cholesterol, HDL
cholesterol, VLDL cholesterol, triglycerides, total pro-
teins, urea, creatinine, bilirubin, Serum Glutamic
Oxaloacetic Transaminase (SGOT), Serum Glutamic
Pyruvic Transaminase (SGPT), and serum protein.
The specifications of the manufacturer (Labtest
Diagnostica®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil)
were followed.

The oxidative stress was evaluated through
Malondialdehyde (MDA) analysis, which was per-
formed according to the method proposed by
Gerard-Monnier et al.'” with some adaptations, and
through the reduced glutathione (GSH) analysis by
way of the protocol adopted by Costa, Santos and
Lima.** While damage to deoxyribonucleic acid
(DNA) was measured by measuring SOHDG at the
1:21 dilution through the Elisa oxidative DNA/
RNA damage kit (Cayman Chemical, Michigan,
USA).

Methods of euthanasia

Anesthetic  overdose with sodium pentobarbital
(150 mg/kg) with lidocaine (10 mg/kg) administered
intraperitoneally.

Statistical analysis

The data were submitted to ANOVA, followed by the
Newman-Keuls test (p <0.05). All data were pre-
sented with mean += SEM values. The software
STATISTICA v.13 (Stat Soft) was used for the statisti-
cal analyses.

Results

Centesimal food analysis

The results obtained in the centesimal composition
analysis of the food that composed the cafeteria diet
and the commercial food ration are found in Table 1.

Behavioral evaluation

Elevated Plus-Maze (EPM)

There was a significant effect of diet on the percentage
of open arm entries (F3ss)=5.75, p <0.005). The
post hoc analysis showed that this percentage in the
TC group was lower than the PC group, and in the
PC group, it was lower than the C and LC groups
(Fig. 1A). For the dwell time percentage in these
arms (F355)= 5.87, p <0.005) the values were lower
for the PC and TC groups when compared to the C
and LC groups (Fig. 1B).

The frequency of entries in the tree portions of the
open arms showed significant effects of portion
(Fia.110)=105.27, p<0.0001) and diet (F3.110)=
5.05, p <0.005). Post hoc analyses on the portion
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Table 1 Centesimal composition of the foods that compose the cafeteria diet and the standard diet offered to the animals (g/

100 g)

Carbohydrate Calorie
FOOD Humidity (g) Ash (g) Protein (g) Lipid (g) (9) Fiber (g) (kcal)
Toast (Visconti 6.93 = 0.04 2.03+0.07 13.056 £ 0.61 5.30 £ 0.01 70.83 1.85+0.33 383

tradicional®)

Marshmallow (Haribo®) 13.27 +0.12  0.19 £0.02 535+0.10 0.19+0.01 78.90 210+0.18 339
Gibi Peanut Candy 8.22 +0.03 1.42 £ 0.02 11.07 £ 041 21.67 =0.69 52.56 5.06 = 0.42 450
(Santa Helena®)®

Italian salami 355+04 5.38 £ 0.05 235+074 28.7+0.48 45 242+ 0.52 370
(Perdigao®)

Cornstarch cookie 505+004 1.77+0.01 10.25+0.48 9.02 +0.00 71.45 245+ 0.04 408
(Mabel®)

White Chocolate 166+0.02 1.51+0.03 6.41 027 32.59 +0.70 54.63 3.22+0.11 537
(Baton®)*

Mozzarella Cheese 44.74 £ 0.07 3.32+0.04 23.32+092 2227 +043 6.02 0.32+0.29 318
(lpanema®)

Sugar coated corn 1.63+0.04 271+0.01 420+014 0.59+0.044 87.13 3.75+ 0.41 371
flakes (SnowFlakes ®)*

Chocolate filled cookie 1.71 £ 0.09 1.37 £ 0.02 537 =004 18.85+0.47 69.80 291+0.18 470
(Trakinas®)®

Processed cheese 556.96 £ 0.45 8.93+0.02 8.47 £0.32 24.08 £0.03 2.55 0.00 261
(Polenguinho

tradicional®)

Almonds (La Violetera 268+002 295+0.006 21.68+0.15 47.30+0.36 18.95 6.43 +0.27 588
®)*

Doce de leite with 26.25+069 1.86+0.05 6.68 £0.36 0.00+0.00 64.38 0.83+0.08 284
coconut in paste

(Frimesa®)

Brazil nut (La 193+0.08 3.43+0.04 10.88 +0.59 68.52+ 1.34 4.72 10.53 = 0.13 679
Violetera®)®

Queijo prato cheese 4276 £+ 0.02 3.34=00 23.25+045 21.77 +£0.08 5.82 3.06 = 0.1 312
(lpanema®)

Milk chocolate bar 169+009 1.65=0.005 540+0.24 26.80+0.9 61.26 3.21+0.13 508
(Lacta®)®

Peanut butter 223+006 225+0.0005 13.07+0.33 43.94+0.56 34.26 4.25+0.21 585
(Amendocrem®)®

White loaf bread 32.78+0.13 1.96+0.04 797+017 1.54+0.06 54.76 0.99 +0.02 265
(Pullman®)*

Chocolate flavored 400+004 325x0011 417025 1,10x0.011 82.16 5.31+0.26 355
cereal corn puffs

(Nescau®)®

Edam cheese (Tirolez®) 39.09 + 0.02 3.86 £ 0.02 2194+£024 2714x0.1 7.97 0.00 364
Strawberry rolled wafer 3.07+0.03 0.33+0.03 3.87£0.21 21.25+0.72 68.45 3.02+0.54 481
cookies (Look®)

Chocolate filled cake 2241005 1.33x00 451+058 6.39+0.07 63.26 210+0.35 329
(Ana Maria®)

Saltine cracker 307+0.04 3.08+0.01 11.83+0.12 9.97 +0.05 70.15 1.89 + 0.23 418
(Duchen®)

Mortadella (Marba®) 57.04+£0.06 4.56 =0.01 11.03+0.34 16.09+0.88 6.65 4.63 +0.62 216
Chocolate candy 1.30 = 0.02 0.90 = 0.0 245+003 19.31x0.27 71.67 437 £0.75 470
(Coloreti®)

Chocolate filled carrot 2256+0.04 1.25+0.01 444057 6.31+057 64.43 1.00 =+ 0.39 332
cake (Ana Maria®)

Bacon (Sadia®)” 28.07 £0.93 2.01£0.02 1157 £034 5297 +£2.13 0 5.97 = 0.47 521
Chocolate filled wafer 2.01+0.03 0.99 +0.004 496 +0.11 24.13+0.19 64.88 3.02 +0.07 496
cookie (Bauducco®)?

Skinless toasted 1.69+0.009 259+0.07 20.27 £0.99 52.06 +0.20 12.70 10.70 = 0.58 600
peanuts (Santa

Helena®)*

Nuvilab Commercial 942+009 7.59+0.09 17.68 £0.17  4.51+0.05 47.35 13.45 = 0.47 301

Ration (Nuvital®)®

“Source: PINI et al."®.

factor showed significant lower entries in the distal
portions of the open arms (Fig. 2A). Frequency of
entries at the end of the open arms (portion 3)
showed a significant effect of diet (F355=4.79, p <
0.005), with post hoc showing that PC and TC but
not LC animals had lower entries in the more distal
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portion of the open arms (portion 3) as compared
with C animals (Fig. 2B).

The number of unprotected head dippings showed
dietary effect (F.s55=3.94, p <0.05), with the PC
(5.84 £ 1.05) and TC (5.17 = 1.23) groups presenting
a lower frequency when compared to the LC group
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Figure 2 Entry frequency in the open arm portions (A) and exit frequency at the end of the open arms (B). The C (n =16),LC (n =

12), PC (n =19) and TC (n = 12) groups. *p < 0.005 compared to

(10.08 = 2.18). None of the other parameters in the
EPM test presented a statistical difference between
the groups.

Open field

The frequency of rearing behavior in the round appar-
atus showed a significant effect of the day of the test
(Fi2.108y = 19.08, p <0.0001), with higher values on
the first day when compared to the second and third
days of the test. It was also showed a diet effect
(Fi3.108) = 4.59, p < 0.01), with the PC group present-
ing lower frequency when compared to the LC and
C groups (Fig. 3A).

The grooming in the square apparatus showed an
effect of the day of the test (F2.106 = 14.68., p <
0.0001), with a lower frequency on the first day than
on the second and third days. There was also a diet
effect (F3.106) = 4.03, p <0.05), with the frequency

the C and LC groups. **p < 0.0001 compared to the portions.

of this behavior being higher in the PC group than
in the LC and TC groups (Fig. 3B).

Regarding the other parameters evaluated in the
square and round apparatuses, there was only an
effect of day of the test, with the parameter measures
being higher on the first day of the test than on the
second and third days, indicating a habituation
process across days.

Physiological evaluation

Evaluation of body weight, consumption and food
preference

Regarding the animals’ body weight there were signifi-
cant effects of diet (F3s61)=4.84, p <0.005), age
(F11.561) = 4226.07, p < 0.0001) and diet by age inter-
action (F33561)= 16.74, p <0.0001). The post hoc
comparisons showed higher weight in the animals
from the PC and TC groups as compared with
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compared to the C and LC groups. **p < 0.05 compared to the C and LC groups.

animals from the C group at 63, 77 and 84 days of life.
In addition, this analysis also showed a higher weight
from the PC, LC and TC groups as compared with the
C group at 70, 91 and 98 days, while the TC group had
a higher weight than the PC and LC groups at 91 and
98 days (Table 2).

The caloric consumption showed significant effects
of diet (Fiz.530)=29.45, p <0.0001), age (F10.530) =
404.13, p<0.0001) and diet by age interaction
(Fi30.530) = 5.66, p <0.0001). The TC group had a
higher caloric consumption than the PC group; the
PC group a higher caloric consumption than the LC
group; and the LC group a higher caloric consumption
than the C group (Fig. 4A).

Regarding lipid consumption, there were significant
effects of diet (Fzs530)=123.35, p <0.005), age
(Fi10.530) = 119.79, p <0.005) and diet by age inter-
action (F30530)= 11.23, p <0.005). The animals
from the PC and TC groups had a higher lipid con-
sumption than the C and LC groups during all
weeks of the experiment (Fig. 4B).

For carbohydrate consumption, there were signifi-
cant effects of diet (F3530)=6.17, p <0.005), age
(F10.530) = 343.81, p <0.0001) and diet by age inter-
action (Fi39.530) = 5.46, p <0.0001). The TC group
had a higher glycemic consumption than all other
groups (Fig. 4C).

The protein consumption revealed significant effects
of diet (Fizs30) = 144.51, p <0.005), age (F(10.530) =
286.79, p<0.005) and diet by age interaction
(F30.530) = 21.29, p <0.005). The PC and TC groups
had lower protein consumption than the C group,
and the C group a lower protein consumption than
the LC group (Fig. 5A).

Regarding fiber consumption, there were significant
effects of diet (Fizs530)=364.69, p <0.005), age
(Fl10.530) = 200.18, p <0.005) and diet by age

Nutritional Neuroscience 2018

interaction (F3 s30) = 45.36, p <0.005). The LC
group had higher fiber consumption than the C
group, and the C group a higher fiber consumption
than the PC and TC groups (Fig. 5B).

Dietary preference data showed significant effects of

diet (F{; 756, =4.74, p <0.05) with higher consump-
tion for the TC group than for the PC group. In
addition, there was a food effect (Fy77s56 = 54.81,
p <0.0001) in which the corn cereal (snow flakes®)
and the bread were the preferred foods, with the con-
sumption above 200 g for each food throughout the
entire experiment. The foods less consumed by the
animals were the white chocolate, milk chocolate,
and the Brazil nut, with the consumption below 10 g
for each food.

Biochemical evaluation of the blood serum

The triglyceride levels (Fi3 25, = 7.80, p < 0.001) and
the VLDL cholesterol levels (F3.5)=7.80, p<
0.001) showed significant effects of diet with higher
values in the PC group than in the LC, TC and C
groups. The serum protein levels (F3,5) = 3.08, p <
0.05) also showed a significant effect of diet with
higher values in the TC group than the LC and PC
groups. The MDA levels showed a significant effect
of diet (F3,5, = 8.23, p <0.0005) with higher values
in the PC and TC groups than in the LC and C
groups. None of the other biochemical analyses
showed significant differences due to diet treatment
(Table 3).

Discussion

Through the centesimal composition of the foods that
composed the cafeteria diet in the present study evi-
denced that this diet has a high energy density,
besides being rich in simple carbohydrates and lipids,
and poor in proteins and fibers. This data corroborates
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622.09 = 12.90
707.69" + 19.86
672.22° +7.24

91
651.29" + 8.35

675.56" + 18.96
655.27% +22.37 700.01%+ 2340 73509*° +2258 773.65%° + 2537

602.28 = 11.30

579.86+ 11.70
636.74+ 11.89

553.34 + 11.39
609.74 + 11.00

70
521.77 = 10.65

575.05% +9.32

507.14% + 1490 563.20" + 15.58 602.58" + 17.79 655.4°" + 13.98
463.13+ 17.98 53575 + 19.80 597.89" +21.71

48199 + 9.49
527.19 + 8.90

Body Weight (days of life)

56
467.63+ 7.68

365.65+6.72 432.67 + 8.46
359.22 + 10.88 440.44 + 13.31
390.65 + 6.25

42

35
199.83 +8.96 293.64 + 13.58 387.76 + 16.61

187.51 +6.87 274.87 +9.58

28
13320+ 232 215.14+3.90 292.24 +5.62

107.81 + 3.89
13920 + 330 224.54+3.98 307.75+4.53

114.06 + 364

68.38+ 1.02
59.73+ 1.21
80.38+ 2.72
70.81+2.39

Table 2 Weight of the Wistar rats in each nutritional group from weaning until 98 days of life

Nutritional
Groups
LC
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previously reported studies in the literature utilizing
other procedures to evaluate cafeteria diets.>™'?

The weight increases in the PC, TC and LC groups,
mainly at the end of the experiment, shows that the
cafeteria diet was capable of inducing obesity in these
animals even when offered only during the lactation
period. This effect was intensified when the cafeteria
was offered during the total period, with the TC
group presenting the highest weight. Previous studies
have shown that the weight of the animals submitted
to the cafeteria diet is higher when compared with
animals treated with a standard diet, leading to the
accumulation of visceral and subcutaneous fat, as well
as physiological, metabolic and obesity-induced
changes.'"'*?! Shafat, Murray and Rumsey'? reported,
at the end of the experiment, an increased weight in the
animals fed with the cafeteria diet ad libitum for a 43-
day period, when compared to the control group. This
body weight increase reached a level of significance
on days 5 to 20, with a greater weight gain from 20 to
43 days of age. In addition, it is interesting that the
differences in body weight between the groups only
emerged when the animals reached adulthood (63
days of life). This may suggest, in the long term, a
change in the energy balance (positive energy
balance) indicating a caloric intake greater than the
energy expenditure, thus favoring the weight gain as
the animals get older. Similar results were observed in
a previous study from our laboratory with high-fat
diets,'” showing that the differences in weight gain
emerge only after the age of 77 days. These results
suggest that a long time of exposure to high-fat diets
seems to be an important variable to demonstrate the
obesogenic effects of these diets.

The animals that consumed the cafeteria diet during
lactation had hyperphagia. The highest food consump-
tion was in the LC group, even after the weaning and
the withdrawal from the cafeteria diet, and in the TC
group, which received this obesogenic diet throughout
the entire experiment. Data from the literature affirms
that the cafeteria diet ad libitum, for a period of more
than 30 days, was capable of stimulating hyperphagia
in male Sprague-Dawley rats from the very first day of
exposition to this diet. The rats fed with the control
diet consumed an average of 23.3 + 0.6 g of food per
day, while the rats that consumed the cafeteria diet
consumed an average of 29.0 = 1.3 g of cafeteria diet
food per day. Thus, the animals from the cafeteria
groups consumed 25% more food when compared to
the control group.” It is known that an increased con-
sumption of nutrients during gestation and/or lacta-
tion can lead to changes in the regulation network of
the offspring’s hypothalamic appetite, which is
involved in energy homeostasis, by expressing the
orexigenic neuropeptide Y (NPY), and suppressing
the anorexigenic proopiomelanocortin neuropeptide

°p < 0.001, compared to the PC and LC groups.
C(n=15), PC(n=18), LC(n=12)and TC (n=12)

“p < 0.001, compared to the C group.

Nutritional Neuroscience 2018 7
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(POMC). This stimulates the offspring’s appetites and
leads to persistent hyperphagia during postnatal life.*?

The caloric consumption was higher in the TC
group than in the PC group, higher caloric in the PC
than in the LC group, and the higher in the LC
group than in the C group. This shows that the

8 Nutritional Neuroscience 2018

longer the exposure time to the cafeteria diet, the
higher the calorie consumption of these foods.
The data from the literature corroborate the data
found in this study, which showed that the cafeteria
group consumed an average of 158 kJ/rat/day more
than the control group.'?
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In the present study, the increase in the lipid con- group, is due to the longer exposure time of these
sumption of the PC and TC groups, associated with groups to the cafeteria diet, which is rich in these nutri-
the increase in carbohydrate consumption by the TC ents. Corroborating this data, another study showed

Table 3 Biochemical lysis of the animals’ serum

GROUP
Biochemical analysis Cc LC PC TC
Glucose 124.22 + 3.19 122,53 + 4.36 119.52 = 5.40 123.95 + 4.97
Total cholesterol (mg/dl) 81.08 £ 5.66 3.82+4.50 80.56 = 4.26 72.86 = 5.99
HDL - Cholesterol (mg/dl) 52.13 £ 5.52 53.23 + 3.58 48.53 + 2.27 51.88 + 6.03
LDL - Cholesterol (mg/dl) 24.09 £ 3.98 14.98 + 2.20 24.18 £ 3.19 15.34 + 3.02
VLDL - Cholesterol (mg/dl) 4.86 = 0.37 561+0.40 7.85 = 0.64* 5.64 +=0.39
Triglycerides (mg/dl) 2431184 28.04 £ 2.00 39.23 +3.18* 28.19+ 1.96
Total protein (g/dl) 6.89 = 0.21 6.92 +0.12 7.00+0.13 7.61+0.28""
Creatinine (mg/dl) 0.94 £ 0.05 1.00 + 0.06 1.05 + 0.05 0.89 +0.02
Urea (mg/dl) 33.27+5.26 32.64 +£5.89 21.87 +3.63 19.26 + 3.37
Bilirubin (mg/dl) 0.60 = 0.07 0.40 = 0.02 0.43 = 0.09 0.58 = 0.08
SGOT (U/mL) 69.11 +£3.31 5751274 63.39 + 3.65 60.52 + 3.54
SGTP (U/mL) 20.68 = 0.92 19.88 £ 1.22 20.05+0.83 18.89 + 0.35
MDA (nmol/gP) 44,09 = 5.74 40.76 + 6.31 72.32 + 3.80*** 62.66 = 4.80***
GSH (nmol/gP) 21.55:+ 219 21.25+1.11 23.40 £ 0.91 23.63 = 1.04
80HDG (ng/mL) 0.77 + 0.08 0.75+0.12 0.75 + 0.09 1.01 £0.07

*p < 0.001 compared to the C, LC and TC groups.
**p < 0.05 compared to the LC and PC group.

***p < 0.0005 compared to the LC and C group.

C (n=08), PC (n=08), LC (n=08) and TC (n = 08).
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that the energy from carbohydrate consumption was
increased by 16% for the cafeteria group in relation
to the control group, with an exacerbated increase in
fat consumption, which was 119 kJ/rat/day, repre-
senting 75% of increased energy consumption.'?

Protein consumption and fiber consumption were
lower in the PC and TC groups due to the cafeteria
diet being poor in these nutrients. On the other
hand, due to the hyperphagia induced since the lacta-
tion phase, the LC group was the group that had a
higher protein consumption and consequently a
higher fiber consumption due to the higher food con-
sumption from the commercial diet imposed during
the post-lactation period. Corroborating this data,
researchers observed a decrease in protein consump-
tion and an increase in energy, lipid, and sucrose con-
sumption in the cafeteria group when compared to the
control group, with the exposure to this diet being per-
formed during the lactation period.®

The data shows that the preferred carbohydrate
sources were the corn cereal (snowflakes) and the
bread, corroborating the data from the literature,
which affirms that the rats have a preference for food
rich in sugars and fats.>'> In contrast, researchers
observed that male Sprague-Dawley rats preferred 3
foods among those offered in the cafeteria diet, two
of which were protein sources.>?

Triglyceride levels were higher in the PC group than
in all other groups. This result can be due to this
group’s increase in lipid consumption in relation to
the others even though the food consumption in
grams was equated with the control group, showing
a higher fat concentration from the diet of these
animals. The data from Navarro et al.** differ partially
from the data found in this work. The authors evalu-
ated the physiological changes in rats at the age of
10 weeks. Animals were randomized into two
groups: the cafeteria group that received the commer-
cial diet and processed foods such as wafer cookies,
condensed milk, palm oil, and drinking water with
added sugar, and the control group that received the
commercial diet with drinking water. After six weeks
of treatment, the animals that received the cafeteria
diet had an increase in glucose and serum triglycerides.

The elevation of MDA levels in the PC and TC
groups demonstrated that the longer the exposure
time to the cafeteria diet the higher the oxidative
stress, corroborating data from Gil-Cardoso et al.'”,
showing that exposure to a chronic energy overload
through a cafeteria diet that induces obesity resulted
in intestinal inflammation. This inflammation was
due to increased oxidative stress, increased reactive
oxygen species (ROS), increased myeloperoxidase
(MPO) activity and increased tumor necrosis factor
alpha gene expression (TNF-a) in the intestines of
animals.

Nutritional Neuroscience 2018
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In the present study, the reduction in the percentage
of open arm entries, in the percentage time spent into
open arms, in the frequency of entries in the third
portion of the open arms, as well as in the percentage
of unprotected head dippings in the TC and PC groups
indicates that the longer the exposure time to the cafe-
teria diet the greater the anxiogenic effect of this diet in
the EPM. In addition, reinforcing this effect, we evi-
denced the decrease in the number of rearings and
the increase in the grooming time of the PC group
compared to the others in the open field apparatus,
without alteration in the motor capacity of the
animals. This increase in anxiety suggests the negative
association of obesity, arising from nourishment from
the cafeteria diet, with alterations in the homeostasis
of these animals’ systems.

Corroborating our data, Da Costa Estrela et a
analyzed the effect of obesity associated with chronic
stress in the behavioral parameters of rats with 45
days of age that were exposed to four diet conditions:
the control group, the cafeteria group, the control
group plus stress and the cafeteria group plus stress,
which received food and water ad libitum. Using the
open field, EPM and forced swimming tests the
researchers observed that the rats that consumed the
cafeteria diet and the rats exposed to the stress proto-
col showed an increase in anxiogenic activity and pre-
dicted depressive behavior. However, the exploratory
behavior was unchanged.

On the other hand, other studies have demonstrated
an anxiolytic effect of the cafeteria diet.*'®* They
evaluated the effects of a cafeteria diet on cognitive
and non-cognitive behaviors in Swiss mice exposed
to the diet for 13 weeks, ad libitum. In the EPM, the
cafeteria group showed an anxiolytic effect with an
increase in time spent in the open arms and a decrease
in time spent in the closed arms. However, no effect of
the cafeteria diet was observed in the locomotion and
exploration in the open field. These controversial
effects can be due to differences in the procedure to
expose animals to the cafeteria diet as the type of
animal used, the diet composition, the age of the
animals and the duration of exposition to the exper-
imental diet. Such a discrepancy of data in the litera-
ture suggests that additional studies are needed to
evaluate how different procedures to expose animals
to cafeteria diets can affect behavior.

Finally, is has been showed that maternal care
during lactation can affect the offspring behaviors in
adulthood.?® Thus, it is possible that behavioral altera-
tions observed in the present study could be due to
differences in maternal care induced by the high-fat
cafeteria diet. Supporting this assumption it has been
demonstrated®” that a high-fat diet induced increase
in the time the dam expends nursing as well as time
in the preferable arched-back nursing posture, during

1. 14
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the dark cycle period on postnatal days 3-6. As we did
not measure mother-pup relationships during the lac-
tation period, it is possible that alterations in the
relationship as result to the introduction of cafeteria
diet could explain, in part, the behavioral alterations
observed latterly in the adult offspring. This possibility
needs investigation in future studies with the present
nutritional protocol.

In summary, the results of the present study showed
that: (a) the cafeteria diet leads to hyperphagia, even
when imposed only during the lactation period: (b)
the longer the exposure to the diet, the greater the
increase in the body weight, as well as, the increase
in the consumption of calories, carbohydrates, and
lipids, leading to increases in serum triglycerides and
oxidative stress; (c) exposure to the cafeteria diet in
the post-lactation period showed an anxiogenic effect
in the two behavioral test used; and (d) this type of
diet did not affect the locomotor and exploratory
activity of the animals.
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Highlights
e A dieta de cafeteria provoca alteracbes nas medidas murinométricas e acumulo de
gordura.
e A dieta de cafeteria prejudica a estrutura hepética e causa peroxidacao lipidica nesse
tecido.

e A dieta de cafeteria ndo prejudica a aprendizagem espacial e a memoria.

Abstract

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da dieta cafeteria durante a lactacdo e/ou pds-
lactacdo sobre parametros murinométricos, fisiologicos, aprendizagem e memoria na prole de
ratos Wistar. Ratos Wistar machos (n=60) foram randomizados em quatro grupos: Controle
(C), Cafeteria Lactacdo (LC), Cafeteria Pos-lactacdo (PC) e Cafeteria Total (TC). Os animais
com 70 dias de vida foram submetidos aos testes comportamentais: Labirinto Aquatico de
Morris (LAM), memoria de reconhecimento de objetos relacionados a localizagdo e contexto
especificos, memoria de reconhecimento para objetos bidimensionais, além disso, foram
realizadas a avaliacdo do ganho de peso dos animais ao longo do experimento, e no dia da
eutanasia foi realizada a avaliagdo murinométrica, mensurado o peso dos Orgaos e gordura
abdominal, e posteriormente, realizada a avaliagdo histopatoldgica e bioquimica do figado. Os
resultados demonstram que a dieta de cafeteria altera os parametros mutrinométricos, acarreta
acumulo de gordura, altera a estrutura do figado com a presenca de esteatose hepatica, além
de estresse oxidativo nesse tecido. Além disso, a dieta de cafeteria ndo causou prejuizo na
aprendizagem espacial e memoria. Os dados do presente estudo sugerem que a ingestdo da
dieta de cafeteria é capaz de alterar os parametros murinométricos e fisioldgicos, sem alterar

0S parametros comportamentais estudados.

Abreviacoes
C, controle; LAM, labirinto aquatico de Morris; LC, cafeteria lactacdo; PC, cafeteria pds-
lactacdo; TC, cafeteria total.

Palavras-chave

Dieta Hipercalorica; Esteatose hepatica; Aprendizagem; Memoria
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1. Introducgéo

Os hébitos de vida materna sdo capazes de modular o fenétipo, o desenvolvimento e o
comportamento da prole [1,2,3]. Dentre os insultos nutricionais na lactacdo pode-se destacar,
a dieta de cafeteria, como capaz de induzir a obesidade em animais, sendo um modelo
apropriado para estudar as consequéncias dessa doenca [4,5,6]. Diversas sdo as alteracGes
fisiologicas decorrentes do consumo desse tipo de dieta, como as dislipidemias, esteatose
hepatica, resisténcia insulinica, aumento da pressao arterial, entre outras [7,8,9,10,11,5,12].

Evidéncias recentes sugerem que o cérebro pode ser vulneravel aos efeitos de dietas
que induzem a obesidade durante os periodos iniciais da vida, sendo considerado um periodo
de réapido crescimento, maturacdo e desenvolvimento cerebral [13,14]. Pesquisas utilizando
modelos de roedores indicam que a exposicao precoce a dietas ricas em gordura ou agucares
simples podem prejudicar processos de aprendizagem e memdria dependentes do hipocampo
[15,16].

Os estudos, no entanto, ndo avaliam o consumo da dieta de cafeteria durante o periodo
de lactacdo comparando com o periodo de pds-lactacdo e/ou com o periodo total (que envolve
ambos os periodos da lactacdo e pos-lactacdo). Portanto, é relevante investigar se a dieta de
cafeteria imposta durante diferentes periodos da vida € capaz de alterar pardmetros

murinométricos, fisiologicos, aprendizagem, memoria de reconhecimento e memoria espacial.

2. Material e Métodos

2.1 Desenho experimental

Ninhadas compostas pela rata-mée e 08 filhotes machos de ratos Wistar (n=11),
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto, da Universidade de Séo
Paulo, randomizados de forma aleatoria em 4 grupos: Controle (C) animais que receberam a
dieta comercial (n=16), Cafeteria Lactacdo (CL) animais receberam a dieta de cafeteria
durante a lactacdo, e a dieta comercial no pds-lactacdo (n=12); Cafeteria P6s-Lactagdo (CP)
animais que receberam dieta comercial durante a lactacéo, e dieta de cafeteria no pos-lactacéo
(n=20); e Cafeteria Total (CT) animais que receberam a dieta de cafeteria durante todo
experimento (n=12). A semana 1 comeca no dia do nascimento (dia 0). A fase de lactacéo
compreende o dia 0 ao dia 21 quando ocorre o desmame e a fase de pos-lactagdo comeca com
0 desmame. As fémeas ndo foram utilizadas no presente estudo, porque as flutuacbes
hormonais associadas com o ciclo estral podem ser um fator de confundimento em testes

comportamentais. A dieta comercial usada foi a Nuvilab® (Nuvital, Sdo Paulo, Brasil) e a
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dieta de cafeteria foi composta por 28 alimentos pertencentes a uma lista elaborada baseada
em um estudo anterior do nosso grupo [17] associada a dieta comercial.

Ao longo de todo o experimento, 0s animais receberam agua, dieta experimental e
racdo comercial ad libitum. Eles foram mantidos na temperatura constante de (23+1C°) com
um ciclo claro e escuro de 12/12 horas, com luzes acessas as 06:00 horas. Todos 0s
experimentos foram conduzidos na fase clara do ciclo, a partir das 08:00 horas da manha.

Os testes comportamentais se iniciaram aos 70 dias de vida. Ap6s a avaliacdo
comportamental (aos 99 dias de idade), os animais foram eutanasiados e sacrificados para
retirada dos 6rgaos que foram pesados, além da coleta do figado para avaliagdo bioquimica e
histopatologica.

A metodologia desse estudo seguiu os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(protocolo n° 072/2017).

2.2 Avaliacdo Fisiologica

2.2.1 Avaliagdo Murinométrica

Apbs a realizacdo dos testes comportamentais, foram realizadas as analise dos
seguintes parametros fisicos: peso corporal, ganho de peso, comprimento naso-anal,
circunferéncia torécica e abdominal, além do calculo do Indice de Massa Corporal (IMC) que
corresponde o peso corporal (g)/comprimento naso-anal> (cm?), e do indice de Lee, que
compreende a raiz clbica do peso corporal (g)/ comprimento naso-anal (cm) x 100 [18,19].

2.2.2 Peso dos 6rgdos e da gordura abdominal dos animais, além do teor lipidico e avaliacdo
bioguimica do figado dos animais

Apobs a eutanasia dos animais, 0s 6rgdos (bago, coracdo, figado, rins, suprarrenais e
testiculos) e gordura abdominal (gordura epididimal e retroperitoneal) foram retirados e
pesados.

As amostras do figado foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80
°C, para posterior avaliacbes. O teor de lipidio foi quantificado pelo método descrito por
Bligh & Dyer [20]. Apos essa quantificacdo, a gordura foi suspensa por alcool isopropilico, e
foram realizadas as dosagens do teor de colesterol total, triglicerideos, seguindo as

especificacbes do fabricante (Labtest Diagnostica®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). As



102

proteinas hepéticas também foram quantificadas, seguindo as especificagdes do fabricante
(Labtest Diagnostica®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). E a peroxidagdo lipidica foi
determinada através do malondialdeido (MDA) de acordo com o método proposto por

Gerard-Monnier et al. [21] com algumas adaptacdes.

2.2.3 Histopatologia do Figado

Fragmentos de figado foram fixados em 10% de formalina tamponada durante 48
horas, mantidos em alcool e incorporados em parafina, para analise histoldgica atraves da
microscopia Otica.

As seccOes de tecido fixadas em formalina e embebidas em parafina foram cortadas
em uma espessura de 5 pm e coradas com hematoxilina e eosina para exame histologico. Um
patologista cego ao tratamento, utilizou um microscépio de luz binocular (Olympus BX51 —
Shinjuku, Téquio, Japdo) para avaliar a porcentagem de animais com esteatose hepatica. A
andlise foi realizada em 30 campos de 40 vezes de aumento escolhidos aleatoriamente (HPFs;
ampliacdo x40) em cada lamina. A classificacdo da gravidade da esteatose hepética foi a
seguinte: grau 0, minima ou nenhuma evidéncia de esteatose <5%; grau 1, esteatose leve 6-
33%; grau 2, esteatose moderada a grave 34-66%; grau 3, esteatose grave> 66%. A
inflamacgdo portal e lobular foi pontuada da seguinte forma: grau 0, minima ou nenhuma
evidéncia de inflamacdo; grau 1, inflamacéo leve; grau 2, inflamacdo moderada a grave; e
grau 3, inflamacéo grave. O deposito de colageno foi avaliado utilizando as preparacfes de
Sirius Red como se segue: grau 0, minima ou nenhuma evidéncia de fibrose; grau 1, fibrose

moderada; grau 2, fibrose moderada a grave; e grau 3, fibrose severa [22].

2.3 Avaliacdo comportamental

2.3.1 Labirinto Aquético de Morris (LAM)

O teste do LAM foi realizado de acordo com o descrito por Morris [23] e Pini et al.,
[24] com algumas modificacbes. Foram realizadas 12 tentativas didrias durante dois dias
consecutivos, totalizando 24 tentativas (fase de aprendizagem) e o0s seguintes parametros
foram avaliados: laténcia de fuga (tempo despendido pelo animal para encontrar a plataforma
em cada uma das tentativas), distancia percorrida ao longo das tentativas (cm) e a velocidade
média do nado ao longo das mesmas (cm/s).

Apds as sesses experimentais, no segundo dia, a plataforma foi removida e o animal

foi colocado no quadrante diagonalmente oposto aquele que continha a plataforma. Foi
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permitido um periodo de 60 segundos de natacdo (probe trial — 252 tentativa) e, nesta
tentativa, foram analisados os seguintes parametros: frequéncia e duracdo do animal em cada
quadrante, para analisar a precisdo da resposta de busca pela plataforma e a efetivacdo do
aprendizado da tarefa. A probe trial € uma tentativa de extin¢do, pois a auséncia da
plataforma néo reforca o comportamento do animal.

Na fase de memoria foram realizados retestes em dois momentos distintos, ap6s 7 dias
da fase de aprendizagem (reteste 1 — 26° tentativa), e apds 21 dias da fase de teste de
aprendizagem (reteste 2 — 27° tentativa), sendo permitido em cada reteste que os animais
nadassem livremente por 180 segundos a fim de verificar a consolidagéo da memodria, através

da andlise da laténcia de fuga, da distancia percorrida e da velocidade de nata¢do dos animais.

2.3.2 Memoria de reconhecimento de objetos relacionados a localizacdo e contexto
especificos

O experimento foi conduzido de acordo com o teste previamente descrito por
Langston e Wood [25] e Braga [26]. Foram utilizados dois ambientes diferenciados através de
pistas que podem ser identificadas pelo animal e dois pares de objetos, nos quais 0s objetos
que compdem um mesmo par eram idénticos. Antes do teste, 0s animais passaram por uma
fase de habituagdo, permanecendo nos ambientes X e Y por trés dias consecutivos em sessdes
de cinco minutos cada, na auséncia dos objetos.

O procedimento possui duas fases de aquisicdo e uma fase de teste. Na Fase de
aquisicdo 1, o animal foi exposto ao ambiente X, durante cinco minutos na presenca dos
objetos Al e A2. Ap6s um intervalo de cinco minutos tem-se a fase de aquisicéo 2, na qual o
animal foi exposto ao ambiente Y na presenca dos objetos B1 e B2. Na fase de teste, com um
intervalo de cinco minutos, o animal foi exposto ao ambiente X na presenca dos dois objetos
diferentes (Al e B1). Durante essa fase, 0 objeto B1 ndo pertence aquela localizacdo e
contexto. A exploragdo ao objeto novo ou conhecido foi definida como o ato do animal tocar
0 mesmo com nariz, com as patas dianteiras e traseiras.

Foi calculado o indice de Reconhecimento de Contexto (IR-ROC) através da formula:
IR-ROC = (tempo de exploracao do objeto novo/tempo de exploragédo do objeto novo + tempo

de exploracédo do objeto conhecido) x 100.

2.3.3 Memodria de reconhecimento para objetos bidimensionais
O experimento foi realizado com base no teste previamente descrito por Forwood et al.

[27] e Braga [26]. Os animais foram colocados no campo aberto quadrado, onde foram
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fixadas nas paredes laterais do aparato, imagens de figuras da natureza em preto e branco com
diferentes padrdes de preenchimento.

Na fase de aquisicao, duas das imagens foram fixadas nas paredes, e foi permitido que
o animal explorasse livremente o aparato e as imagens por cinco minutos. Na fase de teste,
que ocorreu 24h ap6s a fase de aquisicdo, uma das imagens foi substituida e o animal foi
novamente colocado no aparato para a exploragdo por cinco minutos. Foi considerado que o
animal explorava a imagem quando tocava, cheirava ou olhava para a mesma a uma distancia
menor ou igual a cinco centimetros.

Foi calculado o indice de Reconhecimento de Imagem (IR 1) através da formula: IR |
= [Tempo Imagem Nova/(Tempo Imagem Nova + Tempo Imagem Conhecida)] x 100.

2.4 Métodos de Eutanasia
Sobredose anestésica com pentobarbital sodico (150mg/kg) associado a lidocaina
(10mg/kg) por via intraperitoneal.

2.5 Andlise Estatistica

Os dados da histopatologia do figado foram analisados utilizando o programa
estatistico Graph Pad Prism versdo 6.0, submetidos ao teste de Qui-Quadrado. As analises dos
demais dados foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Statistica versdo 13,
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls (p<0,05).

Todos os dados foram apresentados com valores da média + EPM.

3. Resultados

3.1 Avaliacdo Fisiologica

3.1.1 Avaliacdo Murinométrica

Ao final do experimento (98 dias) houve efeito do fator dieta para o peso corporal
(F@s52=11,38, p<0,0001), para o ganho de peso (F52=11,83, p<0,0001), para 0 comprimento
naso-anal (Fs3=5,86, p<0,005), para a circunferéncia toracica (Fs3=5,86, p<0,005), para a
circunferéncia abdominal (Fs2=13,97, p<0,0001), 0 IMC (F(352=7,01, p<0,0005) e o indice
de Lee (F52=4,54, p<0,05).

A analise post-hoc demonstrou que o peso corporal foi maior no grupo CT do que 0s

demais grupos, além disso o grupo CP apresentou peso corporal maior do que 0 grupo
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controle, enquanto que, 0 comprimento naso-anal foi maior em todos 0s grupos experimentais
quando comparados ao grupo controle. Em relacdo ao ganho de peso, o grupo CT apresentou
maior ganho de peso do que o grupo CP, e este, do que os grupos CL e C. A circunferéncia
toracica, o grupo CT apresentou uma maior circunferéncia do que os demais grupos.
Enquanto que, a circunferéncia abdominal foi maior no grupo CT, do que nos grupos CP e CL
e estes, do que no grupo C. Animais do grupo CT apresentaram maior IMC e Indice de Lee do
que os animais dos grupos CL e C. Além disso, 0s animais do grupo CP apresentaram maior

indice de Lee do que os animais do grupo CL (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros murinométricos avaliados ao fim do experimento (98 dias de vida dos

animais)
Parametros GRUPO
murinométricos C CL CP CT
Peso 622,09+12,90* 707,69+19,86° 672,22+7,23% 773,65+25,37°
(9)
Ganho de peso 553,71+13,16° 647,96+19,37° 590,52+7,84° 702,84+26,46°
(9)
Comprimento naso- 29,77 + 0,26° 31,17 +0,28° 30,58 + 0,19° 31+0,31°
anal (cm)
Circunferéncia 20 + 0,19 20,58 + 0,20° 20,72 + 0,28° 21,63 + 0,36"
toracica (cm)
Circunferéncia 22,17 + 0,40 23,96 + 0,43" 24,68 + 0,29° 26 +0,61°
abdominal (cm)
IMC 70,22 + 1,19 69,43 + 1,28° 75,54 + 1,81 80,62 + 2,74°
~ (glem?)
indice de Lee 28,68 + 0,20° 28,16 + 0,25*¢ 29,09 + 0,22°¢ 29,60 + 0,38"
(/g/cm)

Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre os grupos.
C (n=08), CP (n=08), CL (n=08) e CT (n=08).

3.1.2 Peso dos 6rgdos e da gordura abdominal dos animais, além do teor lipidico e avaliacdo
bioguimica do figado dos animais

Houve um efeito do fator dieta para o peso do coragdo (Fs28=3,75, p<0,05), baco
(F3.28=5,25, p<0,01), figado (F(27=10,33, p<0,0005), testiculo (F(60)=5,20, p<0,005),
gordura epididimal (F(28=33,24, p<0,0001) e gordura retroperitoneal (F28=38,45,
p<0,0001).

A analise post-hoc revelou que o peso do coragdo foi maior no grupo CT e CP do que
no grupo controle. Em relagdo ao peso do baco, o grupo CT apresentou maior peso do que o

grupo CP e C. O peso do figado foi maior nos grupos experimentais do que no grupo
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controle. Enquanto que, os pesos dos testiculos foram maiores no grupo CP quando
comparado ao grupo CL e CT. Com relacdo ao peso das gorduras abdominais epididimal e
retroperitoneal foi evidenciado que os animais do grupo CT apresentaram maior acimulo
dessas gorduras do que o grupo CP, e este do que o grupo CL e C. Os pesos dos demais
6rgdos nao apresentaram diferenca estatistica entre os grupos. Além disso, houve um efeito
significativo do fator dieta para os niveis de colesterol (F28=4,88, p<0,01) e os niveis de
MDA no figado (Fz,28=2,95, p<0,05).

As andlises post hoc mostraram que os niveis de colesterol total foram maiores no
grupo CL quando comparado aos grupos CP e CT, e no grupo controle quando comparado ao
grupo CP. Enquanto que, os niveis de MDA foram maiores nos grupos CL e CT quando
comparados ao grupo CP. Todas as outras analises dosadas ndo apresentaram diferenca

estatistica entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios do peso dos 6rgdos e da gordura abdominal dos animais, além do

teor lipidico e bioguimica do figado desses animais

GRUPO
Peso dos érgaos C CL CP CT
Coracdo 2,21+0,08° 2,34+0,08 2,56+0,10° 2,51+0,07°
Baco 1,19+0,06% 1,32+0,05 1,27+0,04% 1,4810,06b
Figado 15,34+0,22° 17,27+0,40° 18,99+0,87" 21,22+1,12°
Rins 1,99+0,03 2,05+0,04 2,10+0,06 2,13+0,06
Suprarrenais 0,04+0,00 0,05%0,00 0,04+0,00 0,04+0,00
Testiculos 2,22+0,06 2,36+0,07% 2,0310,04b 2,20+0,06°
Peso gorduras C CL CP CT
Gordura epididimal 8,78+0,54° 10,71+0,39° 20,92+1,62° 34,26+3,65°
Gordura 5,87+0,40° 8,75+0,98° 18,6411,15b 31,77+3,44°
retroperitoneal
Teor lipidico e C CL CP CT
bioguimica do figado
Gordura (g/gT) 0,11+0,02 0,11+0,01 0,17+0,00 0,15+0,02
Proteina (g/dL) 3,37+0,12 3,43+0,12 3,16+0,14 3,39+0,20
Triglicerideos (mg/gG)  370,15+95,24 456,15+74,83 349,93+88,32 438,82+109,94
Colesterol (mg/gG) 77,63+7,96 75,61+6,43° 43,30+3,23" 50,27+11,63"
MDA (nmol/gT) 39,18+5,93 38,75+7,24° 18,12+2,96° 35,84+6,30°

Letras diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica entre os grupos. C (n=08), CP
(n=08), CL (n=08) e CT (n=08).

3.1.3 Histopatologia do figado
Apenas os animais do grupo CT atingiram graus 1, 2 ou 3 de esteatose hepatica em

relagdo aos grupos CP, CL e C (p<0,001). N&o foram observadas outras alteragdes
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histolégicas como inflamagdo ou fibrose. A analise histopatoldgica esta representada na

Figura 1 e a quantificacdo do grau de esteatose hepética na Figura 2.

Figura 1. Histopatologia do tecido hepatico do figado, retratando os graus de esteatose hepatica (grau

0, 1, 2, 3). Coloragdo com hematoxilina e com eosina (aumento de 10x).

Nota: a seta indica esteatose.
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Figura 2. Escore da esteatose hepatica nos grupos C (n=08), CL (n=08), CP (n=08) e CT (n=08).

*p<0,001 comparado aos grupos CP, CL e C. Teste de Qui-Quadrado.
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3.2 Avaliagdo comportamental

LAM

A laténcia de fuga (F,165=92,99, p<0,0001), a distancia percorrida (Fs,165=120,35,
p<0,0001) e a velocidade de natagdo (F(3165=39,68, p<0,0001) mostraram efeitos
significativos de blocos. As analises post-hoc mostraram que a laténcia de fuga dos animais e
a distancia percorrida pelos animais foram maiores no bloco 1 do que no bloco 2 e 3, e no
bloco 3, maior do que no bloco 4. Enquanto a velocidade de natacdo dos animais foi maior no
bloco 1 quando comparado ao bloco 3, e no bloco 3, maior velocidade de natagdo quando
comparado aos blocos 2 e 4. Em relagdo aos dados dos animais dos grupos C, CL, CP e CT,
na 25° tentativa (probe trial) foi demonstrado efeito na frequéncia de entrada no quadrante
(F@.162=172,59, p<0,0001) e duragdo de tempo no quadrante (F,162=8,92, p<0,0001), onde
0s animais dos 4 grupos nutricionais entraram mais vezes e permaneceram mais tempo no
quadrante 1, local onde a plataforma estava anteriormente. No teste de retencdo de memoria
houve efeito de tentativa para os dados de laténcia de fuga (F(,108=9,10, p<0,0005), sendo
maior o tempo para encontrar a plataforma na 26° e 27° tentativa do que na 24°. O mesmo foi
observado com a velocidade de natagdo (F2108=64,41, p<0,0001) e a distancia percorrida
pelos animais (F,108)=13,19, p<0,0001).

Memoria de reconhecimento de objetos relacionados a localizacdo e contexto especificos

Neste experimento ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 3A).

Memoria de reconhecimento para objetos bidimensionais

Neste experimento nao houve diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 3B).
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Figura 3. (A) Indice de Reconhecimento (IR-ROC%) obtido no teste de memoria de reconhecimento
de objetos relacionados a localizacdo e contexto especificos. (B) indice de Reconhecimento (IR-1%)
obtido no teste de memdria de reconhecimento para objetos bidimensionais. Grupos C (n=15), CL
(n=12), CP (n=18) e CT (n=11).

4. Discussao

A dieta de cafeteria foi eficaz na inducdo a obesidade, como demonstrado através da
avaliacdo murinométrica, realizada ao fim do experimento, foi evidenciado que quanto maior
0 tempo de exposicdo a dieta de cafeteria maior os parametros murinométricos avaliados, o
peso, 0 comprimento, a circunferéncia toracica, a circunferéncia abdominal, o IMC e o indice
de Lee, além do aumento da reserva de gordura epididimal e retroperitoneal. Corroborando
com os dados apresentados, Beilharz, Maniam, Morris mostraram que 0s ratos que
consumiram dieta de cafeteria pesaram significativamente mais do que o grupo controle apds
15 e 20 dias de exposicdo da dieta [28]. Ribeiro et al., observaram que camundongos fémeas
alimentadas com dieta de cafeteria durante a gestacao tiveram maior ganho de peso a partir da
sexta semana de gestacdo comparadas ao grupo controle [29]. E além disso, a dieta de
cafeteria durante os periodos de pré-gestacdo e gestacdo foi capaz de aumentar o peso dos
depdsitos de gordura e da gordura corporal total em ratos [30].

Outro estudo que utilizou 60 ratos wistar machos, com 60 dias de idade e peso de 350
g, analisaram vaérios parametros, dentre eles o peso corporal e o indice de Lee dos animais que
foram expostos a dieta de cafeteria. Evidenciaram o aumento do peso do grupo cafeteria a
partir da décima semana ao final do experimento, com uma significativa associacdo entre
tempo e grupo, com 0 ganho de peso maior no grupo cafeteria do que no grupo controle.
Além disso, houve um aumento no indice de Lee & partir da nona semana e continuou durante

todo o periodo do estudo [31].
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Vithayathil et al., forneceram uma dieta de cafeteria para ratos wistar durante a
gestacdo e lactacdo e avaliaram na prole ao desmame e 3 semanas apds o desmame e
evidenciaram que a porcentagem de massa gorda total ao desmame foi aproximadamente 2
vezes maior em filhotes amamentados pela mée do grupo cafeteria em comparagdo com o
controle, independentemente de terem nascido no grupo cafeteria ou controle. A massa
relativa de depositos individuais de gordura, incluindo gordura gonadal, gordura
interescapular, gordura retroperitoneal, gordura omental e gordura subcutanea, também foram
aproximadamente 1,5 e 2 vezes maior na prole amamentada por uma mae do grupo cafeteria
em comparagio com a prole amamentada por uma méae do grupo controle. As 6 semanas do
experimento ndo houve mais diferenca na porcentagem de massa gorda total entre qualquer
um dos grupos de tratamento, mostrando que quando a administracdo da dieta de cafeteria foi
cessada (apds o desmame) a mudanca corporal passa a ndo apresentar diferenca estatistica
entre os grupos [32].

Por outro lado, Higa et al., compararam a exposicdo da dieta de cafeteria e da dieta
hiperlipidicas na inducdo de disfuncdo metabolica em camundongo. Os resultados mostraram
que ndo houve diferenca no ganho de peso, no indice de Lee e no peso corporal dos animais
no inicio e no final do protocolo experimental. Porém, ambos 0s grupos apresentaram um
aumento no volume de placas de gordura retroperitoneal e periepididimal em comparacéo ao
grupo controle. Além disso, a dieta de cafeteria foi capaz de induzir a hipertrofia de
adipdcitos, hiperfagia, hiperglicemia e resisténcia precoce a insulina. No entanto, o peso dos
musculos séleo, gastrocnémico e plantar, além do peso dos rins, pulmdes, figado, coracdo e
baco ndo diferiram entre os grupos [33], o que diverge dos dados do nosso estudo, onde o
peso do bago foi maior no grupo CT, o peso do coracgao foi maior no grupo CT e CP e 0 peso
do figado foi maior nos grupos que receberem dieta de cafeteria em comparacdo ao grupo
controle.

Mali et al., induziram a obesidade em camundongos swiss albino através da exposicao
a dieta de cafeteria por 40 dias e avaliaram parametros como peso corporal, indice de Massa
Corporal (IMC), indice de Obesidade de Lee, indice aterogénico, peso de 6rgdos e massa de
gordura corporal. O grupo cafeteria apresentou aumento significativo do peso corporal aos 10,
20, 30 e 40 dias em comparagdo com o grupo controle, além do aumento do IMC, LIO e
indice aterogénico. Além disso, houve 0 aumento do peso das gorduras mesentéricas e peri-
renais, do figado e do intestino delgado em comparagdo ao grupo controle. N&o houve
diferenga significativa entre os pesos de 6rgdos como o cérebro, estbmago, coracdo, baco,

pulmdes, rins e glandulas suprarrenais [34].
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No presente estudo foi observado um comprometimento do figado que apresentou um
peso maior, como também esteatose hepética em graus variaveis no grupo que consumiu a
dieta de cafeteria durante todo o estudo. A exposicao a dieta de cafeteria na fase de lactacao
mostrou maior prejuizo ao organismo dos animais com o acumulo de colesterol no figado,
além do aumento da peroxidacdo lipidica com a elevacdo dos niveis de malondealdeido
(MDA\) nesse tecido. Elwahab et al., ao estudarem em ratos albinos adultos, o efeito da taurina
na doenca hepatica ndo alcdolica, induzida por uma dieta de cafeteria por 12 semanas,
composta por hamburguer de carne, pdo e maionese avaliaram o perfil lipidico, as enzimas
hepéticas e indices glicémicos no soro, além da mensuracdo do peso do figado, a avaliagdo do
estresse oxidativo atraves do MDA e a Glutationa Reduzida (GSH), como também a avaliacdo
de citocinas inflamatdrias como Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNFa) e o estudo histopatoldgico desse 6rgao. Eles demonstraram que a dieta de cafeteria foi
capaz de aumentar o peso corporal e do figado dos animais, induzir dislipidemia com aumento
de triglicerideos, colesterol total e LDL colesterol e a diminuicdo de HDL-colesterol, além da
elevacdo de testes da funcdo hepética, como a Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato
Transaminase (AST), Fosfatase Alcalina (ALP) e gama-GT, além das alteracdo da glicemia
de jejum, da insulina e do HOMA-IR. O consumo da dieta de cafeteria evidenciou um
desequilibrio no sistema pré/anti-inflamatoério hepatico, causando um aumento nos niveis de
marcadores pro-inflamatorios hepaticos como o “"TNFo e decréscimo nas citocinas anti-
inflamatdrias como IL-10, além do aumento de niveis de MDA e diminui¢do de GSH [35].

Além disso, o exame microscopico dos tecidos hepaticos do grupo cafeteria mostrou
degeneracdo gordurosa com infiltracdo de células inflamatérias de linfécitos e células
mononucleares com areas focais de degeneragdo, congestdo e necrose, além da deposicdo de
fibras colagenas ao redor da veia central e tratos do portal, demonstrando que a dieta de
cafeteria foi capaz de trazer um prejuizo histopatoldgico e funcional ao figado [35].

Sagae et al., demonstraram que ratos alimentados com uma dieta de cafeteria no inicio
da vida se tornaram obesos, com aumente do Indice de Lee, além de alteragdes como
esteatose hepética de graus variados, decréscimo de citocinas anti-inflamatoérias como 1L-10 e
aumento dos niveis plasmaticos de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)
[36].

No presente estudo ndo houve efeito de dieta para os pardmetros observados no teste
do LAM. Os animais demonstraram que aprenderam a tarefa ao longo das tentativas e
apresentaram a retencdo da memoria espacial, de acordo com relatos na literatura, de que a

medida que o experimento é realizado, durante as tentativas da fase de aprendizagem, os
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animais levam cada vez menos tempo e percorrem uma distancia menor para encontrar a
plataforma de fuga, demonstrando que aprenderam a tarefa, através do reconhecimento de
pistas distais oferecidas, evidenciando a aquisi¢cdo e consolidacdo das informacdes durante
esta etapa do teste. Na probe trial é esperado que 0s animais passem mais tempo no quadrante
alvo, onde a plataforma estava localizada, demonstrando que os animais distinguiram esse
quadrante dos demais. No teste de retencdo de memoria, na 26° e 27° tentativas é relatado
aumento da laténcia de fuga e distancia navegada com relacdo a 24° tentativa, devido a um
esquecimento da posicdo da plataforma, apos a imposicdo de apenas uma semana de tempo
entre as tentativas [37,38].

Em nosso estudo, a auséncia de alteracfes na memdria de trabalho espacial avaliada
no LAM foi corroborada pelos dados obtidos no novo teste de reconhecimento de objeto, no
qual ratos de todos os grupos foram igualmente capazes de discriminar um novo objeto de um
objeto familiar ao qual eles foram expostos anteriormente. Assim, 0s dados obtidos nesses
dois testes, ambos abordando a memdria de trabalho, sugerem que a dieta de cafeteria
consumida em diferentes periodos da vida ndo prejudica a memdria de trabalho, assim como a
memoria de reconhecimento de objetos.

Corroborando com nossos dados, Ferreira et al., avaliaram em ratos machos jovens
com 4 semanas de idade o efeito de duas dietas hipercaloricas, uma dieta rica em aguUcar e
uma dieta de cafeteria. Os animais foram alimentados por 8 semanas com essas dietas e
submetidos aos testes comportamentais para analisar 0 comportamento de memoria nos testes
do LAM e do campo aberto, os processos de aprendizagem e memaoria no LAM e no teste de
reconhecimento do objeto novo, analisar a resposta ao medo no teste de condicionamento
fisico e o estado de depressdo no teste de nado forcado, além da a neurogénese no giro
denteado usando o marcador de duplocortina neuroproliferacdo (DCX). Os resultados
mostram que todos os ratos reduziram progressivamente a distancia percorrida e a laténcia
para encontrar a plataforma de fuga durante a fase de aprendizagem e que as medidas
analisadas nos testes de retencdo ndo tiverem diferenca estatisticas entre os grupos, sendo
assim, fica evidente que a aprendizagem e a memdria espacial de trabalho avaliadas no LAM
ndo foi afetada pelo consumo com a dieta de cafeteria em ratos adultos jovens. No teste de
reconhecimento do objeto novo, os animais de todos 0s grupos gastaram mais tempo
explorando o objeto novo em relacdo ao antigo, porém ndo houve diferenca entre 0s grupos.
Entretanto, houve uma redugdo do ndmero total de células imunorreativas a DCX na camada
subgranular do giro denteado, evidenciando alteracdo na neurogénese, porém sem prejuizos

comportamentais [39].
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Sabe-se que animais desnutridos, por meio de dietas restritivas, como restricdo

caldrica e/ou proteica, apresentam prejuizos cognitivos, tanto no aprendizado quanto na

memoria [40,41]. Por outro lado, como foi observado no presente estudo, a hiperalimentacao

parece ndo causar prejuizos cognitivos em ratos. Com base nisso, futuros estudos devem ser

realizados para a elucidagdo de possiveis mecanismos protetores na cogni¢do apos a

exposicéo a dieta de cafeteria.

Declaracéao de interesse

Nenhum.

Fonte de financiamento

O apoio financeiro foi fornecido pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).

Agradecimentos

Os autores gostariam de agradecer a Beatriz Coimbra, Beatriz de Oliveira, Deisy da Silva,

Rodrigo Mazzei e Paula Payéo pela assisténcia técnica especializada ao longo do trabalho.

Referéncias

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]
[6]

D.L. Champagne, R.C. Bagot, F. Van Hasselt, G. Ramakers, M.J. Meaney, E.R. De
Kloet, M. Joéls, H. Krugers, Maternal care and hippocampal plasticity: evidence for
experience-dependent structural plasticity altered synaptic functioning, and differential
responsiveness to glucocorticoids and stress, The Journal of neuroscience 28 (2008)
6037-6045.

C.J. Pefa, Y.D. Neugut, C.A. Calarco, F.A. Champagne, Effects of maternal care on
the development of midbrain dopamine pathways and reward-directed behavior in
female offspring, The European journal of neuroscience 39 (2014) 946-956.

S. Maccari, H.J. Krugers, S. Morley-Fletcher, M. Szyf, P.J. Brunton, The
consequences of early-life adversity: neurobiological: behavioural and epigenetic
adaptations. Journal Neuroendocrinology 26 (2014) 707-723.

D.D. Leffa, S.S. Valvassori, R.B. Varela, J. Lopes-Borges, F. Daumann, L.M.
Longaretti, A.L. Dajori, J. Quevedo, V.M. Andrade, Effects on palatable cafeteria diet
on cognitive and noncognitive behaviors and brain neurotrophins’ levels in mice,
Metabolic brain disease 30 (2015) 1073-1082.

A. Shafat, B. Murray, D. Rumsey, Energy density in cafeteria diet induced
hyperphagia in the rat, Appetite 52 (2009) 1-5.

R. Vidal-Santos, F.N. Macedo, M.N. Santana, V.U. de Melo, J.L. de Brito Alves, M.R.
Santos, L.C. Brito, E. Nascimento, J.H. Costa-Silva, V.J. Santana-Filho, Western diet
in the perinatal period promotes dsyautonomia in the offspring of adult rats, Journal of
developmental origins of health and disease 08 (2017) 216-225.



[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

114

L. Brunetti, S. Leone, A. Chiavaroli, G. Orlando, L. Recinella, C. Ferrante, C. Di
Nisio, V. Verrati, M. Vacca, Cafeteria diet increases prostaglandin E, levels in rat
prostate, kidney and testis, International journal of immunopathology and
pharmacology 23 (2010) 1073-1078.

A. Castell-Auvi, L. Cedo, V. Pallares, M. Blay, A. Ardévol, M. Pinent, The effects of
a cafeteria diet on insulin production and clearance in rats, British journal of nutrition
108 (2012) 1155-1162.

M. Gomez-Smith, S. Karthikeyan, M.S. Jeffers, R. Janik, L.A. Thomason, B.
Stefanovic, D. Corbett, A physiological characterization of the Cafeteria diet modelo
of metabolic syndrome in the rat. Physiology & behavior 167 (2016) 382-391.

Z. Pons, M. Margalef, F.l. Bravo, A. Arola-Arnal, B. Muguerza, Chronic
administration of grape-seed polyphenols attenuates the development of hypertension
and improves other cardiometabolic risk factors associated with the metabolic
syndrome in cafeteria diet-fed rats, British journal of nutrition 117 (2017) 200—208.
B.P. Sampey, A.M. Vanhoose, H.M. Winfield, A.J. Freemerman, M.J. Muehlbauer,
P.T. Fueger, C.B. Newgard, L. Makowski, Cafeteria diet is a robust model of human
metabolic syndrome with liver and adipose inflammation: comparison to high fat diet,
Obesity 19 (2011) 1109-1117.

W. Warneke, S. Klauss, H. Fink, S.C. Langley-Evans, J.P. Voigt, The impact of
cafeteria diet feeding on physiology and anxiety-related behaviour in male and female
Sprague-Dawley rats of diferente ages, Pharmacology Biochemistry Behavior 116
(2014) 45-54.

I.C. Macedo, J.R. Rozisky, C. Oliveira, C.M. Oliveira, G. Laste, Y. Nonose, V.S.
Santos, P.R. Marques, M.F. Ribeiro, W. Caumo, I.L. Torres, Chronic stress associated
whith hypercaloric diet changes the hippocampal BDNF levels in male Wistar rats,
Neuropeptides 51 (2015) 75-81.

J-P. Morin, L.F. Rodriguez-Duran, K. Guzman-Ramos, C. Perez-Cruz, G. Ferreira, S.
Diaz-Cintra, G. Pacheco-Lopez, Palatable Hyper-Caloric Food Impact on Neuronal
Plasticity, Frontiers in Behavioural Neuroscience 11 (2017) 1-11.

Z.A. Cordner, K.L. Tamashiro, Effects of high-fat diet exposure on learning &
memory, Physiology and behavior 152 (2015) 363-371.

J.M. Monti, C.L. Baym, N.J. Cohen, Identifying and characterizing the effects of
nutrition on hippocampal memory, Advances in Nutrition: An International Review
Journal 05 (2014) 337-343.

C.R.C. Guedine, L.C.M Pordeus, T.R. Riul, A.A. Jordao Junior, S.S. Almeida.
Cafeteria diet during lactation and/or post-lactation altered lipid profile/lipid
peroxidation and increased anxiety-like behavior in male rat offspring, Nutritional
Neuroscience 22 (2018) 1-11.

L.L. Bernardis, B.D. Patterson, Correlation between “Lee index” and carcass fat
content in weanling and adult female rats with hypothalamic lesions, The journal of
endocrinology 40 (1968) 527-528.

E.L.B. Novelli, Y.S. Diniz, C.M. Galhardi, G.M.X. Ebaid, H.G. Rodrigues, F. Mani,
A.A.H Fernandes, A.C. Cicogna, J.L.V.B Novelli Filho, Anthropometrical parameters
and markers of obesity in rats, Laboratory Animals 41 (2007) 111-119.

E.G. Bligh, W.J. Dyer, A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian journal of biochemistry and physiology 37 (1959), 911-917.

D. Gerard-Monnier, L. Erdelmeier, K. Régnard, N. Moze-Henry, J.C. Yadan, J.
Chaudiére, Reactions of 1-methyl-2-phenylindole with malondialdehyde and 4-
hydroxyalkenals. Analytical applications to a colorimetric assay of lipid peroxidation,
Chemical research in toxicology 11 (1998) 1176-1183.



[22]
[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

115

E.M. Brunt, D.E. Kleiner, C. Behling, M.J. Contos, O.W. Cummings, L.D. Ferrell,
M.S. Torbenson, M. Yeh, Misuse of scooring systems, Hepatology 54 (2011) 369-370.
R.G.M. Morris, Spatial localization does not require the presence of local cues,
Learning and motivation 12 (1981) 239-260.

R.T.B. Pini, L.D.M. Ferreira do Vales, T.M. Braga Costa, S.S. Almeida, Effects of
cafeteria diet and high fat diet intake on anxiety, learning and memory in adult male
rats, Nutrition Neuroscience 20 (2017) 396-408.

R.F. Langston, E. Wood, Associative recognition and the hippocampus: differential
effects of hippocampus lesions on object-place, object-context and object-place-
context memory, Hippocampus 20 (2010) 1139-1153.

N.N. Braga, M.T.H. Fukuda, S.S. Almeida, Early postnatal protein malnutrition
impairs recognition memory in rats (Rattus norvegicus), Psychology & Neuroscience
07 (2014) 103-111.

S.E. Forwood, S.J. Bartko, L.M. Saksida, T.J. Bussey, Rats spontaneously
discriminate purely visual, two-dimensional stimuli in testes of recognition memory
and perceptual oddity, Behavioral neuroscience 121 (2007) 1032-1042.

J. E. Beilharz, J. Maniam, M.J. Morris, Short exposure to a diet rich in both fat and
sugar or sugar alone impairs place, but not object recognition memory in rats, Brain,
Behavior, and Immunity 37 (2014) 134-141.

A.C.E.F. Ribeiro, T.H. Batista, V.B. Veronesi, A. Giusti-Paiva, F.C. Vilela, Cafeteria
diet during the gestation period programs developmental and behavioral courses in the
offspring, International Journal of Developmental Neuroscience 68 (2018) 45-52.

A. Akyol, S.C. Langley-Evans, S. McMullen, Obesity induced by cafeteria feeding
and pregnancy outcome in the rat, British Journal of Nutrition 102 (2009) 1601-1610.
J. Cavagni, T. P. Wagner, E.J. Gaio, R.O.C.C. Régo, I.L.S Torres, C.K. Rosing,
Obesity may increase the occurence of spontaneous periodontal disease in Wistar rats,
Archives of Oral Biology 58 (2013) 1034-1039.

M.A. Vithayathil, J.R. Gugusheff, Z.Y. Ong, S.C. Langley-Evans, R.A. Gibson, B.S.
Muhlhausler, Exposure to maternal cafeteria diets during the suckling period has
greater effects on fat deposition and Sterol Regulatory Element Binding Protein-1c
(SREBP-1c) gene expression in rodent offspring compared to exposure before birth.
Nutrition & Metabolism 15 (2018) 1-15.

T.S. Higa, A.V. Spinola, M.H. Fonseca-Alaniz, F.S. Evangelista, Comparison between
cafeteria and high-fat diets in the induction of metabolic dysfunction in mice,
International jornal of physiology, pathophysiology and pharmacology 6 (2014) 47-54.
P.Y. Mali, P. Bigoniya, S.S. Panchal, I.S. Muchhandi, Anti-obesity activity of
chloroform-methanol extract of Premna integrifolia in mice fed with cafeteria diet,
Journal of Pharmacy & BioAllied Sciences 05 (2013) 229-236.

AH.A. Elwahab, B.K. Ramadan, M.F. Schaalan, A.M. Tolba, A novel role of
SIRT1/FGF-21 in taurine protection against cafeteria diet-induced steatohepatitis in
rats, Cellular Physiology and Biochemistry 43 (2017) 644-6509.

S.C. Sagae, B. Zanardini, E.D. Ribeiro-Paz, A.C. Amaral, G.A. Bronczek, C.
Lubaczeuski, S. Grassiolli, P. Koehler-Santos, J.R. de Oliveira, M.V.F. Donadio, C.
Raineki. Metabolic dysfunction in a rat model of early-life scarcity-adversity:
modulatory role of cafeteria diet, Experimental physiology 103 (2018) 1481-1493.
L.D.F.M. Vales, M.T.H. Fukuda, S.S. Almeida, Effects of Acute Stress on Learning
and Memory Processes of Malnourished Rats, Psychology: Reflection and Criticism
27 (2014) 784-793.

C.V. Vorhees, M.T. Williams, Morris water maze: procedures for assessing spatial and
related forms of learning and memory, Nature protocols. 01 (2006) 848-858.



[39]

[40]

[41]

116

A. Ferreira, J.P. Castro, J.P. Andrade, M.D. Madeira, A. Cardoso, Cafeteria-diet
effects on cognitive functions, anxiety, fear response and neurogenesis in the juvenile
rat, Neurobiology of learning and memory 155 (2018) 197-207.

N.N. Braga, M.T.H. Fukuda, S.S. Almeida, Early postnatal protein malnutrition
impairs recognition memory in rats (Rattus norvegicus), Psychology & Neuroscience
07 (2014) 103-111.

C.T. Valadares, M.T. Fukuda, A.L. Francolin-Silva, A.S. Hernandes, S.S. Almeida,
Effects of postnatal protein malnutrition on learning and memory procedures,
Nutritional Neuroscience 13 (2010) 274-282.



117

OUTROS RESULTADOS
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Tabela 1. Comportamentos dos animais avaliados no LAM, na fase de aprendizado, probe e

na fase de retengdo de memoria (retestes)

Fase de Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4
Aprendizagem
Laténcia 33,107 16,70 17,21 10,71°
Distancia 791,49 357,40 407,72 223,37
Velocidade 23,60° 21,02 22,72° 20,49
Probe Quadrante 1 Quadrante 2 Quadrante 3 Quadrante 4
Frequéncia de 10,22° 4,40 4,62 5,41
entrada
Duracéo de tempo 22,83° 9,04 11,46 13,05
Memoéria Tentativa 24 Tentativa 26 Tentativa 27
(Retestes)
Laténcia 9,77 21,90 29,78
Distancia 198,28 553,69" 705,86
Velocidade 19,77 26,03 25,80

#p<0,0001, comparado aos blocos 2 e 3.

®p<0,0001, comparado aos blocos 1,2 e 3.

‘p<0,0001, comparado ao bloco 3.

9p<0,0001, comparado aos blocos 2 e 4.

®p<0,0001, comparado aos quadrantes 2, 3 e 4.

'p<0,0005, comparados a tentativa 24.

Grupos C (n=16), CL (n=12), CP (n=19) e CT (n=12).

120
100 - *

C

S 80

3

o -

2 60

o —8—CP

=

S 40 CL

o cT
20
0

Semanas

Figura 1. Ganho de peso semanal de ratos Wistar nos grupos C (n=16), CL (n=12), CP (n=18) e CT
(n=12). *p<0,0001 comparado ao grupo C. **p<0,0001 comparado ao grupo C. “p<0,0001 comparado

ao grupo CP.
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ANEXO A. Certido de Aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO )
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO CEUAC;—;__,

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS EMREDISE b
MRP
Sanos USP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Efeitos do consumo de dieta de
cafeteria durante o periodo critico do desenvolvimento sobre pardmetros metabolicos e
comportamentais em ratos Wistar "', registrado com o nimero 072/2017, sob a responsabilidade
da Profa. Dra. Marisa Tomoe Hebihara Fukuda, envolvendo a produgdo. manutengio ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para
fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009 ¢ com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADO
pela Comissiio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto da

Universidade de Sao Paule em reunido de 02 de agosto de 2017.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 06 ratos Wistar-OLD fémeas pesando
400g e 48 ratos Wistar-OLD machos pesando 5g oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura
do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo. Vigéncia da autorizagiio:
02/08/2017 a 01/02/2018.

We certify that the Protocol a” 07212017, entitled “Effects of consumption of cafeteria diet on the critical period of
development on metabolic and behavioral parameters in Wistar rats”, is in accordance with the Ethical Principles
in Animal Research adopted by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and
was approved by the Local Animal Ethical Committee from Ribeirdo Preto Medical School of the University of S3o
Paulo in (8402/2017. This protocol involves the production, maintenance or use of animals from pinlum Chordata,
subphylum Vertebrata (except humans) for research purposes, and includes the use of 06 female Wistar-OLD rats
weighing 400g and 48 male Wistar-OLD rats weighing 5g from the Central Animal House of Ribeirao Preto
Medical School, University of Sdo Paulo. This certibicate 1s vahd until W20172018.

Ribeirdo Preto, 02 de agosto de 2017

Prof. ando Silva Carneiro
Vice-Presi da CEUA-FMRP - USP,
em exercicio




