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1. INTRODUCAO

O cuidado materno é um dos comportamentos mais importantes exercidos
pelas maes com intuito de permitir a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos filhotes
(Bosch, 2011). Em ratos, o cuidado materno envolve a expressao consistente e
coordenada de uma série de comportamentos, e dessa forma, variacdes nesses
comportamentos podem ter impactos profundos no Sistema Nervoso Central e no
desenvolvimento da prole (Nephew, 2013). Intervengbes ambientais como a
exposicao a estressores e a nutricdo das maes, durante a gestacdo e apos o parto,
podem influenciar na liberacdo hormonal, na neurogénese e no comportamento das
ratas. O estresse da separacdo materna (SM) apdés o parto pode ocasionar na
ruptura da ligagao entre mée e filhote, e assim pode induzir aumento da ansiedade e
depressdo nas méaes e comprometer o bem-estar materno e a qualidade do cuidado
desenvolvido por essas maes no periodo pés-natal. (Sung et al., 2010; Couto -
Pereira et al, 2016).

Além de alteracdes comportamentais induzidas pelo estresse da SM, as ratas
apos o parto também sofrem modificacBes hormonais importantes que podem
justificar o aumento da ansiedade e do comportamento depressivo nestes animais.
Por exemplo, flutuacbes dos niveis séricos de hormonios peptidicos hipofisarios
(como a prolactina e ocitocina) e horménios esterdides sexuais (estrogénios e
progesterona), podem programar o fenétipo materno e contribuir para o surgimento
do comportamento depressivo das maes.

Outra exposi¢do ambiental que pode programar o metabolismo das méaes é a
nutricdo durante a gestacdo. A nutricAo materna exerce forte influéncia no
desenvolvimento da prole, entdo mudancas sutis no ambiente intrauterino podem ter
implicagbes a longo prazo. Ainda nas fases iniciais da gestagcdo, a formagéo e
funcdo da placenta séo diretamente influenciados por fatores nutricionais das maes.
A placenta € um anexo embrionario que desempenha a funcdo de fazer o
intercAmbio de substancias entre mae e filho. E através dela que os fetos realizam
as trocas gasosas, eliminam residuos e recebem o aporte de nutrientes que
necessitam durante o desenvolvimento. O estado nutricional das mées induz
alteracOes epigenéticas na placenta, afetando os fendtipos dos fetos e dos filhos
ap6s o nascimento (Taniguchi et al, 2018). Rincel e colaboradores (2016),
mostraram que 0 consumo materno de uma dieta com alto teor de lipidios preveniu
totalmente os fendétipos de ansiedade dos filhos e das mées que sofreram separacao
materna, além de melhorar a qualidade do cuidado materno no periodo neonatal.
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Outro estudo mostrou que uma dieta rica em lipideos atenuou a ansiedade e o
comportamento depressivo no pés-parto em maes que passaram por separacao de
sua ninhada durante a lactacdo (Manian and Morris, 2010). Diante disso, a ingestédo
de alimentos que desempenham um papel neuroprotetor pode ser de grande
importancia para a manutencdo do comportamento materno. Assim, o objetivo do
presente estudo foi investigar os efeitos do consumo de azeite de oliva (rico em
acido oleico) sobre o comportamento materno, a emocionalidade e o imunocontetdo
dos receptores de ocitocina no hipocampo dorsal de mées que foram separadas da
prole.

2. METODOLOGIA

Apbs a aprovacdo no comité de ética (CEUA/UFRGS 37804), 38 ratas Wistar
no primeiro dia gestacional foram alocadas em dois grupos de acordo com a dieta:
maes alimentadas com racdo padréao + 6leo de soja (SO) ou maes alimentadas com
racado padrao + azeite de oliva (AO). As dietas foram calculadas de forma a serem
isocaldricas e foram preparadas utilizando farelo da racdo padrdo fornecidas pelo
biotério (Nuvilab®) acrescidas de 4% de OS ou AO.

ApoOs o nascimento da prole, considerado dia pds-natal 0, os grupos foram
subdivididos conforme o protocolo de separagcdo materna em: Intacto OS; Intacto
AO; SM + OS e SM + AO. Os grupos de animais que nao passaram por nenhuma
intervencdo até o desmame sdo chamados de grupo intacto. O protocolo de SM
ocorreu do dia pos-natal 1 ao 10, por um periodo de 3 horas por dia (ciclo claro).
Durante esse periodo ocorreu a avaliagdo do comportamento materno. No
desmame, dia pos-natal 21, os filhotes foram randomizados e separados por sexo,
recebendo racdo padrdo do biotério e tendo o consumo e o0 peso corporal
monitorados sendo utilizados em outro estudo. Apds o desmame, a emocionalidade
materna foi analisada pela tarefa do nado forcado e os niveis dos receptores de
ocitocina foram medidos no hipocampo dorsal pela técnica de western blotting.

As observacgdes do comportamento materno ocorreram simultaneamente com o
protocolo de intervencéo neonatal (PN1 até PN10). A partir do primeiro dia pos-natal
(PN1) até o décimo dia (PN10) as ninhadas foram observadas na propria sala de
alojamento do Biotério sem qualquer tipo de perturbacéo. As observa¢6es ocorreram
5 vezes ao dia, correspondendo a trés sessbes no ciclo claro (10h, 13h e 17h30) e
duas durante o ciclo escuro (06h e 20h). Cada sesséao foi de 72 minutos e durante
este periodo, a cada trés minutos, o observador registrou em uma planilha os
comportamentos exibidos pelas méaes, totalizando 25 registros por sessao (125
observacbes por dia para cada mae). Os comportamentos observados foram:
comportamento de lamber, amamentagédo em cada uma das 3 posturas (mae com o
dorso pouco arqueado, bem arqueado ou amamentando de lado/de costas), também
foi avaliado a auséncia ou presenca da mé&e no ninho (hdo amamentando), a
recolhida de filhotes, construcdo do ninho e a frequéncia com que as maes se
alimentam ou bebem &agua. A partir dessas observacdes foi possivel verificar o
escore de inconsisténcia comportamental, que variou entre 0 e 1. Quanto mais alto o
escore, maior a fragmentagcao e inconsisténcia do comportamento materno. Foram
consideradas transicbes entre 0s seguintes comportamentos: (1) amamentacéo,
variagoes entre as diferentes posturas de amamentacdo nao serdo consideradas
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devido ao risco de obter um resultado falso positivo, (2) comportamento de lamber,
(3) recolhida de filhotes, (4) construgéo do ninho, (5) mée no ninho, (6) mae fora do
ninho, (7) mae se alimentando ou bebendo agua.

A tarefa do nado forcado foi realizada em duas etapas. Na primeira exposicéo
os animais foram colocados durante 15 minutos em um cilindro (20 x 70 cm, com
agua a 25 + 2°C) sem area de escape, assim o animal é forcado a nadar para tentar
fugir. A segunda exposi¢cao ocorreu 24h apds a primeira e com tempo maximo de 5
minutos. Ao final do experimento as ratas foram secas com toalhas e recolocadas
nas caixas-moradia. Em ambas as sessbes os parametros avaliados foram: (1)
tempo de nado, (2) laténcia para o primeiro episodio de imobilidade e (3) tempo de
imobilidade.

Para a realizagdo das andlises bioquimicas, as amostras de hipocampo
dorsal foram homogeneizadas em tampao de lise (4% SDS, 2,1 mM EDTA, 50 mM
Tris) e foram retiradas aliquotas para a dosagem de proteinas. Essas proteinas
foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando o aparato
de transferéncia semi-seco (Bio-RadTrans-Blot SD). Apds 1h de incubacéo a 4°C em
solucéo blogueadora com leite em p6 5% e 0,1% Tween-20 em Tampao Tris-Salino
as membranas foram incubadas com anticorpo primario (anti-receptor de ocitocina)
diluido na mesma solucao bloqueadora. Subsequentemente, as membranas foram
lavadas e incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, 0s
guais reconhecem como antigenos os anticorpos primarios. A imunorreatividade das
bandas foi revelada por um kit amplificador de quimioluminescéncia (ECL Western
Blotting Detection Reagents, GE Healthcare Life Sciences) e detectada utilizando um
fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare Life Sciences). As
imagens de imunoblot foram analisadas com o software Optiquant (Packard
Instrument) (Kurien e Scofield, 2006; Gibbons, 2014).

Os resultados foram analisados pelo programa SPSS Statistics 22.0 e
representados em graficos através do programa Prisma 5. Os dados paramétricos
com distribuicdo normal foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) de
duas vias (dieta e separacdo materna). Os valores foram representados através de
média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os niveis de significAncia foram aceitos
como diferentes quando o valor de p for menor ou igual a 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Anova de duas vias mostrou que a separacdo materna induziu o aumento
inconsistente das frequéncias de lambidas e amamentacdo arqueada (P<0,05),
reduziu o imunoconteudo dos receptores de ocitocina (P<0,03) e induziu
comportamento depressivo nas maes( P<0,05). A dieta AO preveniu 0 aumento da
amamentacao arqueada induzido pela separacdo materna (P<0,05) e aumentou a
frequéncia de lambidas nos filhotes (P<0,05).
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4. CONCLUSOES

O consumo de azeite de oliva aumentou o cuidado materno de forma
consistente. Ja a separacdo materna prejudicou o cuidado materno e a
emocionalidade das mées. Esses efeitos podem estar relacionados com a reducgao
dos receptores de ocitocina no hipocampo dorsal das maes. Apoio:
CNPg/FAPERGS
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