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Resumo

O objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos do desmame precoce sobre
parametros do comportamento alimentar relacionados a saciedade e ao ritmo
circadiano do consumo alimentar. Foram utilizados ratos wistar desmamados por
separacdo materna nas idades de 15 (D15), 21 (D21) ou 30 (D30) dias de vida. O
peso corporal foi avaliado diariamente até os 30 dias de vida e a cada 30 dias até
150 dias. A sequéncia comportamental de saciedade foi avaliada aos 35 e 100 dias
de vida. Aos 90 dias, o ritmo circadiano de consumo alimentar foi avaliado a cada 4
horas por 3 dias consecutivos. Este trabalho demonstrou que o peso corporal néo foi
alterado, mas a sequéncia comportamental de saciedade demonstrou que o grupo
D15 retardou a saciedade comparada ao grupo D30 aos 100 dias de vida. No estudo
do ritmo circadiano do consumo alimentar, o desmame precoce (D15) alterou o
consumo alimentar no periodo intermediario da fase clara e no periodo intermediario
da fase escura. Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que o desmame precoce
pode alterar o comportamento alimentar principalmente em relacéo a saciedade e ao
ritmo circadiano de alimentacdo. E possivel que a presenca de outros estimulos
ambientais durante o desmame precoce possa causar hiperfagia e desregular os
mecanismos de homeostase e controle do peso corporal. Este estudo apdiam as
teorias onde os insultos durante o inicio da vida podem ser fatores determinantes de

distUrbios cronicos.

PALAVRAS CHAVES: Desmame precoce, comportamento alimentar, sequéncia

comportamental de saciedade, programacéao, ritmo circadiano.



Abstract

The objective of this work was to study the effect of early weaning on circadian
rhythm and the behavioral satiety sequence in adult rats. Male Wistar rat pups were
weaned for separation from the mother at 15 (D15), 21 (D21) and 30 (D30) days old.
Body weight was measured daily until 30 days age and after this age was measured
every 30 days until pups were 150 days old. Behavioral satiety was evaluated at 35
and 100 days of age.At 90 days of age, the circadian rhythm of food intake was
evaluated every 4 h for three days. This work demonstrated that body weight and
food intake were not altered, but the behavioral satiety sequence demonstrated that
the D15 group delayed satiety compared with the D30 group at 100 days of age. In
the circadian rhythm of the food intake study, early weaning (D15) changed food
intake in the intermediary period of the light phase and in the intermediary period of
the dark phase. In conclusion, our study showed that early weaning may alter the
feeding behavior mainly in relation to satiety and the circadian rhythm of feeding. It is
possible that the presence of other environmental stimuli during early weaning can
cause hyperphagia and deregulate the mechanisms of homeostasis and body weight
control. This study supports theories that depict insults during early life as

determinants of chronic diseases.

Keywords: Early weaning, feeding behavior, behavioural satiety sequence,

programing, circadian rythm.
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Introducao com justificativa

Este trabalho de conclusdo de curso intitulado” Desmame precoce:efeitos
sobre o comportamento alimentar em ratos jovens e adultos” teve como objetivo
estudar o comportamento alimentar de roedores em alguns de seus varios aspectos.

Foi elaborado como parte integrante da tese de doutorado intitulada
“‘Desmame precoce: efeitos sobre a evolugcdo do comportamento alimentar em
ratos”.

O desmame precoce além de ser um problema da saude publica pode ser
considerado uma agress&o nutricional que acarreta varias alteracdes fisiologicas. E
escasso na literatura estudos que esclaregam as consequéncias tardias deste tipo
de agressao sobre o comportamento alimentar. Dessa forma a execucdo deste
trabalho, utilizando o modelo experimental da seqiéncia comportamental em ratos,
fornece subsidios para melhor compreenséo dos efeitos da relacdo entre o periodo
de lactacdo, da interacdo mae-filho e da ingestdo alimentar neste periodo sobre a
construcdo do comportamento alimentar. Além disso, este trabalho contribui para

aquisicdo de conhecimento a respeito da programacéao do individuo em resposta as

condi¢cdes ambientais no inicio da vida.



Revisao da Literatura

O acontecimento de uma série de eventos celulares no sistema nervoso,
durante o periodo de desenvolvimento, determina caracteristicas definitivas
presentes no adulto, tanto de carater neuroquimico quanto morfofuncional (Morgane
et al.,, 1993). Por ser esse um periodo de intensas modificages, se torna mais
vulneravel a agressdes (Morgane et al.,1993). Essa fase € denominada periodo
critico, pois leva a possibilidade de consequéncias permanentes decorrentes de
injuria (Dobbing, 1964). O periodo critico do desenvolvimento neural inicia-se por
volta dos 21 dias p6s-natal no rato (Morgane et al.,1993).

Para tornar mais clara a relacao entre injarias no periodo critico e alteracdes
posteriores, sugeriu-se o modelo da influéncia fenotipica , na qual o organismo
adapta-se favoravelmente a um ambiente hostil anterior(Hales & Barker,1992;2001).
Os autores acima citados relataram aspectos relacionados a desnutricdo fetal e a
incidéncia de diabetes tipo Il na fase adulta (Hales & Barker, 1992). Foi observado,
nesse estudo, uma adaptacao do organismo a desnutricdo perinatal, programando o
metabolismo da insulina (Hales & Barker, 1992). E esta adaptacao tende a aumentar
a aptiddo do organismo para um provavel ambiente agressivo subseqiente (Barker,
1992).

O desmame € um evento muito importante no inicio da vida dos mamiferos
(Kikusui et al.,2008). Em ratos, o desmame acontece espontaneamente em torno da
terceira semana poés-natal e continua até aproximadamente os 30 dias, quando o

consumo de leite é encerrado por completo (Krecek E Kreckova ,1957; Henning,
1981).

O desmame precoce, além de ser uma agressao nutricional, pois priva o
filhote do leite materno, também pode ser considerado um modelo de estresse
neonatal, o qual jA demonstrou aumentar as respostas autondmicas a agentes
estressantes (Ito et al., 2006), provavelmente em decorréncia da hiperatividade do
eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (Plotsky & Meaney, 1993; Ladd et al., 2000). Em
longo prazo tem provocado alteragbes comportamentais como o aumento da

ansiedade em ratos (Ito et al., 2006) e o aumento da agressividade em



camundongos (Nakamura et al., 2008). Isso sugere que interacdes entre mée e filho
durante o pré-desmame ou final do periodo lactacional € importante para o
desenvolvimento comportamental em roedores (Kanari et al., 2005; Nakamura et al.,
2008). A caréncia materna nessa fase também tem sido associada com alteractes
no comportamento e em respostas fisiologicas ao estresse em filhotes na vida adulta

(Liu et al., 1997; Liu et al., 2000).

Outro comportamento que pode ser programado pelo tipo de nutricdo e pela
incidéncia de estresse no inicio da vida é o comportamento alimentar (Orozco-Solis
et al., 2009). O comportamento alimentar € uma resposta adaptativa, decorrente da
demanda do ambiente interno e modulado por oportunidades e limitacdes impostas
pelo ambiente externo (Blundell et al., 1985). E regulado através da interacéo
complexa entre mecanismos periféricos e centrais que controlam a fome e a
saciedade (York, 1999).

Em estudos experimentais em ratos, pesquisadores observaram que o
comportamento animal obedecia a um padrédo (Bindra & Blond, 1958; Bolles, 1960).
Assim, ap0s se alimentarem 0s animais apresentavam um periodo bastante ativo
com comportamentos de limpeza e locomocao. Outrossim, apds esse periodo de
intensa atividade, os animais passavam a apresentar uma postura de descanso. Em
decorréncia destas observacdes foi sugerida a existéncia de uma sequéncia na qual,
apos a alimentacdo, os animais iniciavam uma variedade de atividades nao
alimentares e depois descansavam ou dormiam. Essa sequéncia de
comportamentos foi associada a saciedade, passando a ser denominada Sequéncia
Comportamental da Saciedade (SCS) (Smith et al., 1974). Em 1975, a SCS foi
utilizada pela primeira vez como um modelo experimental para o estudo da
saciedade (Antin et al., 1975). Recentemente foi demonstrado que a desnutricdo no
inicio da vida pode alterar a andlise microestrutural da seqiéncia comportamental de
saciedade (Orozco-Solis et al., 2009).

O comportamento alimentar também pode ser influenciado pelo ritmo
circadiano, um conjunto de oscilagbes bioldgicas dentro de aproximadamente 24
horas que influenciam diversas funcdes fisiolégicas e comportamentos (Aschoff,
1984). No ritmo circadiano o ciclo de luz claro-escuro é o mais efetivo sinal que

sincroniza o ritmo biolégico com o ambiente (Ohta et al., 2008) e esta diretamente



relacionado com o comportamento alimentar (Tallett et al., 2008). Dessa forma,
agravos como a desnutricdo, nos periodos iniciais da vida, podem resultar em

alteracdes no ciclo circadiano do comportamento alimentar (Orozco-Solis et al.,
2009).

Apesar de conhecida a importancia da nutricdo e da interacdo maéae-filho
durante o periodo neonatal para a consolidacdo do comportamento alimentar na vida
adulto, ainda restam-nos alguns questionamentos a respeito da programagao deste
comportamento.



Objetivos

Geral:

- Investigar os efeitos do desmame precoce sobre 0 comportamento alimentar em

ratos jovens e adultos;

Especificos:
- Observar a evolucédo ponderal,
- Avaliar a sequéncia comportamental de saciedade em ratos jovens e adultos;

- Estudar a ritmicidade alimentar em ratos adultos.



Hipoteses ou questdes investigativas

Ratos submetidos a desmame precoce:

- Quando jovens:

- Ndo apresentam aumento no peso corporal ;

- N&o apresentam atraso na saciedade.

- Quando adultos apresentam:

- Aumento no peso corporal;

- Atraso no disparo da saciedade;

- Manutencdo do perfil alimentar predominantemente noturno com

alteracao no ritmo circadiano do consumo alimentar em alguns periodos.



Metodologia

Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes da col6nia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Animais
adultos foram transportados para um biotério de experimentacdo, com temperatura
de 23°C * 1, ciclo claro-escuro de 12/12 horas invertido (com luzes apagadas as 8
horas) e livre acesso a agua e alimentacao (dieta Labina — Purina S/A). Apo6s 15 dias
de adaptacdo os animais foram acasalados em gaiolas contendo um macho para
duas fémeas. O manejo e os cuidados seguiram as recomendacfes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo comité de ética
em experimentac¢do animal do centro de ciéncias biolégicas da Universidade Federal
de Pernambuco. . O dia de nascimento dos filhotes foi considerado o dia zero. Apos
o0 nascimento dos filhotes, os grupos experimentais foram delineados segundo o
periodo em que ocorreu o desmame. Cada grupo experimental foi constituido pela
mae e dez neonatos machos, a partir da sexagem feita no dia 1 apds o nascimento .

Os filhotes permaneceram com a mée até o dia estabelecido para o desmame.

Desmame
O desmame ocorreu de acordo com 0S grupos experimentais:

Grupo desmame precoce (D15): o desmame ocorreu por separacdo da mae

no 15° dia pés-natal ( n= 8)

Grupo controle 21 dias (D21): o desmame ocorreu por separacdo da mae no

21° dia po6s-natal (n = 8).

Grupo controle 30 dias (D30): o desmame ocorreu por separacdo da mae no

30° dia pos-natal (n = 8).



Avaliacao do Peso Corporal

A afericdo do peso corporal foi realizada em balanca digital. A afericdo do
peso corporal foi realizada diariamente do 15° ao 30° dia pos-natal. A partir do 30°
dias pds-natal o peso corporal foi aferido no 30°, 60°, 90°, 120° e 150° dia pés-natal.

Estudo da Sequiéncia Comportamental da Saciedade

O estudo da sequéncia comportamental da saciedade ocorreu no 35° e 100°
dia pGs-natal.

No 30° dia de vida os filhotes desmamados foram transferidos para gaiolas
individuais de PVC com paredes transparentes (54 x 30 x20 cm) cinco dias antes da
realizacdo do experimento e transferidos da estante para o local de avaliacdo. O
tempo de permanéncia, antes do experimento, nessas gaiolas € essencial para que
0 animal se adapte ao ambiente, evitando a interferéncia do estresse do isolamento

inicial.

Neste estudo, cada animal dos diferentes grupos experimentais foram
submetidos, no dia da avaliacédo, a privacdo alimentar para estimular a busca pelo
alimento. Esta privacdo se constitui da retirada da racdo por um periodo de 3 horas
antes do experimento (13h30 as 16h30).

A observacdo comportamental teve inicio oferecendo-se racdo (30g) aos
animais. Durante a avaliagcdo, foi registrada a duracdo (em segundos) dos
comportamentos que constituem a sequéncia comportamental de saciedade. Para o
registro da duracdo dos comportamentos foram utilizados protocolo comportamental
e crondmetro digital, permanecendo o observador a 1,5m de distancia da gaiola em
observacédo. Os testes foram realizados no periodo de 16h30 as 17h30, com o ciclo
de luz no periodo escuro, com a presenca de luz vermelha. Ap6s o tempo de

observacdo do comportamento alimentar o alimento foi pesado e protocolado.

Os comportamentos avaliados sdo os seguintes:



-Alimentacdo- O registro desse comportamento foi iniciado imediatamente apds a
observacédo do rato junto ao comedouro iniciando o consumo de racdo. O mesmo foi

finalizado quando o rato abandonar o comedouro.

-Limpeza- O comportamento de limpeza € um comportamento estereotipado
constituido por sub-comportamentos que ocorrem em uma sequéncia temporal
definida. Inicia-se com o lamber de patas anteriores e movimentos dessas sobre a
cabega continuando-se a lamber a regido ventral, dorso e patas posteriores.

Normalmente ocorre de forma mais intensa apds o comportamento de alimentacao.

-Descanso- Esse comportamento foi registrado quando o animal nao estiver

exercendo nenhum outro comportamento se encontrando quieto na gaiola.

Estudo da Ritmicidade Alimentar
O estudo do ritmo alimentar foi realizado no 90° dia pds-natal.

Foi realizado uma curva alimentar de 24 horas, com o consumo alimentar de
4 em 4 horas, totalizando 6 periodos de 4 horas cada, sendo 3 periodos na fase
clara e 3 periodos na fase escura. Esse estudo teve realizacdo em 3 dias
consecutivos e a partir dai foi realizada uma média de consumo por periodo de 4
horas. O consumo alimentar foi aferido através da diferenca de peso (g) entre a
guota de ragao oferecida e a quota de racéo rejeitada ao final de 4 horas.

Analises Estatisticas

Todo os dados foram analisados no programa SigmaStat 2.03 demo. Os
dados de peso corporal e os dados providos a partir da sequéncia comportamental
de saciedade foram analisados utilizando Anova one way seguida de teste de tukey
para comparacdao mdultipla entre os grupos. Antes de usar Anova, os dados foram

submetidos ao teste de variancia e normalidade com tolerancia de 5%.



Resultados

No periodo ap6s o desmame, foi observada reducdo (p<0,05) do peso
corporal dos animais do grupo D15. Entre o 16° e o 18° dia de vida o grupo D15
apresentou menor peso corporal em relacdo aos grupos D21 e D30 e no 19° dia de
vida o peso corporal era menor em relagéo ao grupo D30. A partir do 20° dia de vida
0 peso corporal foi recuperado e ndo houve alteracdo em relagdo aos demais grupos

(Figura 1A e 1B).
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Fig. 1. Efeito da manipulagdo do periodo do desmame sobre o peso corporal de animais jovens (A) até a idade adulta (B). Os
animais foram desmamados com 15 dias (D15) ou 21 dias (D21) ou 30 dias (D30). Os dados estdo expressos em média + DP.
(*) diferenca entre D15 e D21, (#) diferenca entre D15 e D30 (One way anova seguida de teste de Tukey, p>0,05).



Sequéncia comportamental de saciedade (SCS)

Aos 35 dias de vida, a sequéncia comportamental de saciedade apresentou-
se de forma caracteristica. A progressdao dos comportamentos de alimentacao,
limpeza e descanso ocorreram sem a interrupcdo da sequéncia comportamental. A
cada periodo de 5 minutos foi quantificada a duracdo de cada comportamento e nédo

houve diferenca entre os grupos experimentais nos 12 periodos avaliados (Figura 3).

O ponto de saciedade, considerado o ponto de encontro entre as curvas de
alimentacao e descanso, foi evidente aos 41minutos no grupo D15, aos 39 minutos
no grupo D2le aos 36 minutos no grupo D30. Foi observado retardado de
aproximadamente 5 minutos no disparo da saciedade no grupo desmame D15 em

relacdo ao grupo D30 (Figura 3).

A taxa de alimentacdo (consumo alimentar/duracdo da alimentacdo) foi
menor (p<0,05) no grupo D15 comparado ao grupo D21. O grupo D30 nao

apresentou diferenga em relagéo aos demais grupos (Tabela 1).
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Fig.3. Efeito da manipulagdo do periodo de desmame sobre a sequéncia comportamental de saciedade em ratos com 35 dias
de vida. Os animais foram desmamados com 15 dias (D15, n=10) ou 21 dias (D21, n=10)) ou 30 dias (D30, n=10)). Aos 35 dias
de vida os animais foram submetidos a um periodo de 3 horas de jejum. Apés o jejum foi oferecido 30g de ragédo e durante 1
hora foram avaliados, os comportamentos de alimentac&o, limpeza e descanso evidenciando o ponto de transicdo entre o

comportamento de alimentagdo e descanso. Os dados estdo expressos em média. Ndo houve diferenga entre os grupos
(p>0,05, Anova One Way seguida do teste de Tukey).



Tabela 1. Efeito do desmame precoce ou tardio sobre os parametros avaliados durante a

sequéncia comportamental de saciedade em ratos com 35 dias.

D15 D21 D30
Consumo (Q) 4,42 +1,56 6,22 + 2,45 5,32 + 1,00
Duragéo da Alimentacéao (s) 1482 + 486 1509 * 292 1448 + 480
Duracéo da Limpeza (s) 706 + 266 622+ 330 694 + 382
Duracao do Descanso (s) 755+ 591 752+ 456 832+ 600
Taxa local de alimentacg&o (g/min) 0,17+ 0,02 * 0,24+ 0,07 0,22+ 0,06
Taxa global de alimentag&o (g/min) 0,07+ 0,02 0,10+ 0,04 0,08+ 0,02

Os dados estao expressos em média + DP (*) diferenca entre D15 e D21 (p<0,05, Anova).

Aos 100 dias de vida, repetiu-se a avaliacdo da SCS e, a progressdo dos
comportamentos de alimentacdo, limpeza e descanso ocorreram novamente sem a

interrupcdo da sequiéncia comportamental nos 3 grupos.

O ponto de saciedade ocorreu aos 43minutos no grupo D15 ,aos 35 minutos no
grupo D21 e aos 22 minutos no grupo D30. Dessa forma foi observado retardado de
aproximadamente 21minutos no disparo da saciedade no grupo D15 em relagdo ao grupo
D30 (Figura 3).

Durante o periodo total da SCS foi observado que o grupo D15 apresentou maior
duragéo (p<0,05) do comportamento de alimentacdo que o grupo D30. O comportamento de
limpeza nao diferiu (p>0,05) entre os grupos. Quanto ao comportamento de descanso foi
observado que o grupo D15 e o grupo D21 apresentaram maior duracdo (p<0,05) que o
grupo D30 (Tabela 2).

Quanto aos parametros associados, observamos que o0 consumo alimentar no grupo
D15 e no grupo D21 foi maior (p<0,05) que no grupo D30 (Figura 6A), no entanto a taxa de

alimentacéo néo diferiu (p>0,05) entre os grupos. (Tabela 2).
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Fig.4. Efeito da manipulagéo do periodo de desmame sobre a sequéncia comportamental de saciedade em ratos com 100 dias
de vida. Os animais foram desmamados com 15 dias (D15, n=10) ou 21 dias (D21, n=10)) ou 30 dias (D30, n=10)). Aos 100
dias de vida os animais foram submetidos a um periodo de 3 horas de jejum. Apés o jejum foi oferecido 25g de ra¢éo e durante
1 hora foram avaliados, os comportamentos de alimentacao, limpeza e descanso evidenciando o ponto de transi¢éo entre o
comportamento de alimentagdo e descanso. Os dados estéo expressos em média(Anova One Way).



Tabela 2. Efeito do desmame precoce ou tardio sobre os pardametros avaliados durante a seqliéncia
comportamental de saciedade em ratos adultos.

D15 D21 D30
Consumo (g) 6,57 £1,26# 6,65+1,29 5,12+ 0,66 *
Durag3do da Alimentag3o (s) 1124 +383# 1007 + 390 712 + 242
Duracdo da Limpeza (s) 1013 + 402 1253 + 352 845 + 304
Duracgdo do Descanso (s) 516 + 276# 680 =519 1443 + 390 *
Taxa local de alimentagdo (g/min) 0,36 + 0,08 0,36 + 0,04 0,40 + 0,09
Taxa global de alimentacg&o (g/min) 0,11+0,02# 0,11+0,02 0,08+0,01*

Dados expressos em média + DP. (#) diferenca entre 15 e 30, (*) diferenca entre 21 e 30 (p<0,05,
Anova one way).

Ritmo circadiano do consumo alimentar

Na fase clara, entre 22 e 02 horas, foi observado que o grupo D15 (1,45 *
0,67; n=10) apresentou menor consumo alimentar (p<0,05) em relacdo ao grupo
D30 (2,56 + 1,37; n=10). Na fase escura foi observado que os grupos D15 (8,86 +
1,79; n=10) e D21 (8,93 = 1,25; n=10) apresentaram maior consumo alimentar
(p<0,05) que o grupo D30 (7,19 + 1,82; n=10) (figura 5).

Foi realizado um somatdrio do consumo alimentar durante a fase clara,
durante a fase escura e o consumo diario. Durante a fase clara foi observado que o
grupo D15 (4,59 £ 1,49) apresentou menor consumo alimentar (p<0,05) que os
grupos D21 (6,26 £ 1,63) e o grupo D30 (6,20 + 1,57). Durante a fase escura 0s
grupos D15 (22,84 + 2,70), D21 (22,67 + 1,56) e D30 (21,66 + 2,09) nao
apresentaram diferenca (p>0,05) no consumo alimentar. No somatorio de 24 horas

ndo houve diferenca no consumo alimentar entre os trés grupos (p>0,05).
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Figura 5. Efeito da manipulacdo do periodo de desmame sobre o ritmo circadiano do
consumo alimentar em ratos adultos. (*) diferenca entre D15 e D30. (#) diferenca entre D21
e D30.



Discussao

No presente estudo, foi verificado o efeito do desmame precoce ou tardio
sobre padrbes comportamentais relacionados a saciedade e ao ritmo alimentar em
ratos adultos. Foi demonstrado que a manipulagdo na idade do desmame modifica
de forma duradoura a sequéncia comportamental de saciedade e o ritmo do
consumo alimentar. No entanto, o peso corporal e o consumo alimentar basal nédo

sofrem variacdes.

A idade ideal para o desmame de ratos mantidos em laboratério ainda €&
controversa. O desmame com 21 dias de vida € a pratica mais frequente, porém,
espontaneamente, o desmame comeca por volta da terceira semana de vida e
continua até a idade de 30 dias quando cessa o consumo de leite (Hahn and
Koldovsky 1966). A partir do 14° dia de vida, os ratos iniciam o consumo de
alimentos solidos (Hahn and Koldovsky 1966) e ja sédo capazes de comer, manter a
temperatura corporal e evacuar sozinhos desde o 13° dia de vida (Plaut and Davis
1972). No nosso trabalho os animais considerados desmamados precocemente
foram separados de suas maes com 15 dias de vida. Nessa idade ainda podem
mamar, mas ja podem sobreviver independentes de suas maes. E utilizada na
literatura a escolha da idade entre o 14° e o 16° dia de vida para modelos de
desmame precoce (Hahn and Kirby 1973; Ito, Kikusui et al. 2006; Kikusui, Ichikawa
et al. 2009). No entanto, a idade de desmame utilizada para o controle nesses
estudos € variavel. Assim, ha estudos que utilizam como controle animais
desmamados com 21 dias de vida (Kikusui, Takeuchi et al. 2004; Kikusuli,
Nakamura et al. 2006; Kikusui, Kiyokawa et al. 2007; Nakamura, Kikusui et al. 2008),
e outros utilizam o padréo de 30 dias (Hahn and Kirby 1973; Angel and Back 1981;
Back and Angel 1982; Ito, Kikusui et al. 2006). No presente trabalho estudamos os
efeitos do desmame precoce sobre alguns aspectos do comportamento alimentar
tendo como controles o desmame ao 21° e ao 30° dia de vida, a fim de averiguar se
a diferenca entre essas duas idades de desmame provocam alteragbes no

comportamento alimentar. No entanto, observamos que em todos 0s aspectos o



grupo D21 é muito semelhante ao grupo D15 e as diferencas sé aparecem quando
comparamos o grupo D15 ao grupo D30.

O desmame precoce acarretou perda de peso imediatamente apos a
separacdo materna sendo recuperado logo em seguida. O leite materno €
responsavel pela nutricAo do neonato. Cerca de 69,8% de sua calorias sao
provenientes dos lipidios e apenas 6,8% das calorias sdo provenientes dos
carboidratos (Azara, Maia et al. 2008). Ja as dietas comerciais, inclusive a AIN-93,
apresentam maior percentual de carboidratos (64%) e menos gordura (16,7%)
(Reeves, Nielsen et al. 1993). Ao final da lactacdo, ratos iniciam o consumo de
racdo, mas ainda ingerem leite materno até o completo desmame. A mudanca
abrupta do consumo de leite para o consumo exclusivo de alimentos solidos com
composic¢do nutricional diferente do leite materno pode ter provocado inicialmente a
perda de peso. Até a vida adulta o desmame precoce nao alterou o ganho de peso
corporal. Ja outros estudos observaram que o desmame precoce por inibicdo da
lactacdo materna com bromoergocriptina provocou aumento do peso corporal
(Bonomo, Lisboa et al. 2007; Bonomo, Lisboa et al. 2008; de Moura, Bonomo et al.
2009). No entanto, nossos resultados estdo coerentes com o consumo alimentar

basal que também néo foi alterado pelo desmame precoce.

Foi estudado a sequéncia comportamental de saciedade aos 35 e aos 100
dias de vida. O estudo da sequéncia comportamental de saciedade aos 35 dias de
vida demonstrou que o0 desmame precoce, apesar de ndo ter retardado
significantemente o disparo da saciedade, causou reducédo da taxa de alimentacao.
A taxa de alimentacao tem sido um parametro muito utilizado na literatura como um
sensivel indicador da acdo de farmacos sobre o comportamento alimentar (Halford,
Wanninayake et al. 1998). Essa taxa indica a velocidade com a qual o animal se
alimenta. Nao observamos diferenca no consumo alimentar, porém o desmame
precoce mostra uma tendéncia a reduzir o consumo alimentar sem alterar a duracéo
do comportamento de alimentacdo sendo esta a causa da reducdo da taxa de

alimentagao.

Quando a sequéncia comportamental de saciedade foi reavaliada na vida
adulta observamos que quanto mais tardio foi 0 desmame mais rapido foi o disparo

da saciedade. Também foi observado que o aleitamento mais duradouro provocou



menor consumo sem alterar a taxa local de alimentagdo e consequentemente
precisou de menos tempo comendo para o0 aparecimento da saciedade. Como nao
ha alteracdo no comportamento de limpeza o descanso também dura mais quando o
disparo da saciedade é antecipado. Essa antecipacdo no disparo da saciedade
provocada pela maior duragcdo do periodo do aleitamento materno é muito
semelhante ao padréo encontrado em estudos com a sequéncia comportamental de
saciedade em ratos tratados com doses agudas de CP-4,253, um agonista seletivo
dos receptores serotoninérgicos 5HT-1b. A administracdo do CP-4,253 provocou a
diminuicdo do consumo alimentar, da duracdo do comportamento de alimentagéao,
mas sem alterar a taxa de alimentacdo e aumentou a duracdo do descanso (Lee,
Kennett et al. 2002). Estudos demonstraram que 0 desmame precoce provoca a
baixa expresséo do 5HT-1b receptor mMRNA no hipocampo (Nakamura, Kikusui et al.
2008), porém pouco se sabe sobre as repercussées do desmame precoce sobre os
niveis desses receptores nos nucleos hipotalamicos responsaveis pela saciedade.
Entretanto, a incidéncia de estresse na terceira semana de vida reduz os niveis de
serotonina no hipocampo, na amigdala e no hipotalamo (Matsui, Morimoto et al.
2009).

Ratos adultos apresentam um ritmo alimentar pronunciadamente noturno. Em
laboratério com condi¢cdes normais de ciclo de luz claro/escuro alternando a cada 12
horas, cerca de 75 a 80% do consumo alimentar ocorrem durante o periodo escuro
(Mayer, Marshall et al. 1954). Nesse estudo esse padrdo de consumo noturno foi
preservado, todos os picos de alimentacdo ocorreram durante o periodo escuro.
Entretanto, na vida adulta, o0 desmame precoce alterou o consumo de racao durante
os periodos do meio da fase escura e do meio da fase clara. A ontogénese do ritmo
alimentar € influenciada por fatores enddgenos, e também pela influencia do
comportamento materno (Levin and Stern 1975). Durante as duas primeiras
semanas de vida nenhum ritmo alimentar é expresso através do consumo de leite
materno nem pelo consumo de alimentos solidos (Babicky, Ostadalova et al. 1970).
Até o 14° dia os filhotes ainda mantém os olhos fechados (de Souza, Nogueira et al.
2004; Deiro, Manhaes-de-Castro et al. 2004) por isso ndo sofrem influéncia do ciclo
de luz sobre o ritmo alimentar. Porem até o 18° dia o padrdo de consumo de leite,
expresso pelo ganho de peso € predominantemente diurno e € imposto pela mae

(Levin and Stern 1975). Quando os filhotes iniciam o consumo de alimentos sélidos,
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este é imposto pela mae porque elas assim o fazem e eles repetem o
comportamento materno (Galef and Henderson 1972). Entre o 15° e o 18° dia de
vida ndo ha ritmicidade no consumo de alimentos solidos (Levin and Stern 1975),
apenas por volta do 19° dia de vida é que aparece o padrao noturno de alimentacao
e o controle desse padrdo sofre influéncia enddégena (Levin and Stern 1975). Dessa
forma a auséncia materna a partir do 15° dia de vida nesse trabalho, pode ter
afetado esse aprendizado inicial e contribuido para deteccéo de alguma diferenca no

ritmo alimentar.



Conclusao

Em conclusdo o estudo mostrou que o desmame precoce pode alterar o
comportamento alimentar principalmente no que se refere a saciedade e ao ritmo
circadiano da alimentacdo. E possivel que na presenca de outros estimulos
ambientais o desmame precoce possa provocar hiperfagia e desregular os
mecanismos de homeostase e de controle do peso corporal. Atualmente a
populacdo mundial vem sofrendo com a elevagao na incidéncia da obesidade, uma
patologia de origem multifatorial (Mattar et al.2009) e o desmame precoce vem
sendo associado a presenca de sobrepeso e obesidade em criancas (Sigulem et al.
2001). Esse estudo apdia as teorias que apontam os insultos durante os periodos
iniciais da vida como fatores determinantes de doencas cronicas e podem embasar
as estratégias de incentivo ao aleitamento materno. No entanto, o conhecimento
acerca das alteracdes estruturais e fisiolégicas que possam estar envolvidas com a
regulacdo do comportamento alimentar ainda é escasso e estudos dessa natureza

Sa0 necessarios.
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Oficio n® 54/08

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof,. Raul Manhaes de Castro

Departamento de Nutrigdo — CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 005299/2008 - 76

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentag&o Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Desmame precoce: Efeitos sobre o comportamento alimentar em

ratos jovens e adultos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as nommas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s@o adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei 9.605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
Atenciosamente, — —
(1«' &-.‘ )/U Laq / Il
Profa. Maria Terescas?{fm
e
Observagao:

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricdo
Animais: Ratos; Wistar; machos; com 1 - 150 dias de vida
Numero de animais previsto no protocolo: 48 animais
Numero de animais previsto por grupo: 16 animais

CCB: Integrar para desenvolver



