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RESUMO

Insultos no inicio da vida parecem ter consequéncias permanentes na
idade adulta. Dentre eles, o desmame precoce tem sido associado a alteracdes
do controle do comportamento alimentar e do similar a ansiedade. Esses
comportamentos recebem influéncia do sistema serotoninérgico na sua
requlacdo. As alteragbes dos mecanismos de regulagdo desses
comportamentos tém sido associadas a obesidade e suas comorbidades.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi investigar, em ratas fémeas
adultas, os efeitos do desmame precoce sobre pardmetros do comportamento
alimentar e do similar a ansiedade, e a participagao do sistema serotoninérgico
nesses. Os animais foram desmamados aos 15 ou 30 dias de vida para
formagdo dos grupos. Apdés o desmame, 0s animais permaneceram em
condicdes padrao de biotério até o inicio dos experimentos. A medigao do peso
corporal foi realizada entre os dias 194 e 200 de vida pdés-natal. O teste de
labirinto em cruz elevado, com e sem a administracdo da fluoxetina, foi
realizado entre 194 e 196 dias de vida e a Sequéncia Comportamental de
Saciedade (SCS), com alimentos palataveis e dieta padrédo, com e sem a
administracao de fluoxetina, por volta dos 200 dias de vida. Os resultados
mostraram que o desmame precoce nao alterou o peso corporal quando
comparado ao grupo controle (C: 241,87 + 20,98 vs D: 252,87 + 19,2, n=8,
p>0,05). Com relagdo ao teste do labirinto em cruz elevado, o desmame
precoce nao mostrou alteragdes no tempo de permanéncia nos bragos abertos
(C: 66,14 £ 50,07, n=7 vs D: 83,25 £ 69,64, n=8, p>0,05) e bragos fechados (C:
208,71 + 64,67, n=7 vs D: 185,37 = 88,08, n=8, p>0,05). Mesmo apos a
administracao de fluoxetina (brago aberto: C: 5,43 + 8,04, n=7 vs D: 11,12 &
25,8, n=8, p>0,05 e brago fechado: C: 284,14 + 14,71, n=7 vs D: 271,125 %
48,1, n=8, p>0,05). Com relagdo ao consumo alimentar, o desmame precoce
nao alterou o consumo de dieta padrao ou palatavel, mas esteve associado a
diminuicdo da laténcia para iniciar uma refeicdo com alimento palatavel,
mesmo apods aplicagdo da fluoxetina, uma droga anorexigena (D30+C fluox:
141,37 + 80,28 vs D15+C fluox: 5,87 £ 3,28, n=8, p>0,001). O desmame
precoce também esteve associado a uma menor duracdo da refeicdo com
alimento palatavel (D30+C salina: 1400,9 £ 176,8 vs D15+C salina: 781,6



100,4, n=8, p<0,01), bem como a uma menor taxa alimentar de dieta padrao
apos a administragao de fluoxetina (D15+DP salina: 2,384 £ 0,526 vs D15+DP
fluox: 1,143 + 0,08, n=8, p<0,05), porém nao reduziu o tamanho da refeicdo
ap6s droga anorexigena quando o alimento foi o cookie. Além disso, o
desmame precoce esteve associado a antecipacdo ponto de saciedade e
também deste sob agdo da fluoxetina, em que houve atraso na saciedade.
Portanto, embora as fémeas desmamadas precocemente paregcam resistentes
aos efeitos do desmame precoce sobre parametros do comportamento similar
a ansiedade e do consumo alimentar, uma analise detalhada mostra que o
desmame precoce pode acarretar mudangcas comportamentais, que podem ser
vistas apos manipulagdo do sistema serotoninérgico, as quais podem ser

prejudiciais em longo prazo.

Palavras-chave: Desmame precoce, Fémeas, Serotonina, Fluoxetina,

Ansiedade, Comportamento alimentar.



ABSTRACT

Events in the early stages of life are known to influence the behavior of
adult individuals. Among them, early weaning has been associated with
changes in the control of eating and anxiety-like behavior, these behaviors are
influenced by the serotoninergic system in its regulation. Changes in the
regulatory mechanisms of these behaviors have been associated with obesity
and associated diseases. Therefore, the aim of the present work was to
investigate, in adult female rats, the effects of early weaning on parameters of
feeding and anxiety-like behavior, and the participation of the serotonergic
system. The animals were weaned at the 15th or 30th day of life to form groups.
After weaning, the animals remained in standard conditions until the beginning
of the experiments. Body weight measurement was performed between 194
and 200 days. The elevated plus-maze test, with and without the administration
of fluoxetine, was performed between 194 and 196 days of life and the Satiety
Behavior Sequence (SCS), with palatable foods and standard diet, with and
without the administration of fluoxetine, around 200 days old. The results
showed that early weaning did not change body weight when compared to the
control group (C: 241,87 + 20,98 vs E: 252,87 + 19,2, n=8, p>0,05). Regarding
the elevated plus-maze test, early weaning did not show changes in the length
of stay in the open arms (C: 66,14 + 50,07, n=7 vs E: 83,25 + 69,64, n=8,
p>0,05) and closed arms (C: 208,71 + 64,67, n=7 vs E: 185,37 £ 88,08, n=8,
p>0,05). Even after the administration of fluoxetine, open arms: (C: 5,43 + 8,04,
n=7 vs E: 11,12 £ 25,8, n=8, p>0,05) and closed arms: (C: 284,14 + 14,71, n=7
vs E: 271,125 £+ 48,1, n=8, p>0,05). Regarding food consumption, early
weaning did not change the consumption of a standard or palatable diet, but it
was associated with a decrease in the latency to start a meal with palatable
food, even after application of fluoxetine, an anorectic drug (D30+C fluox:
141,37 + 80,28 vs D15+C fluox: 5,87 £ 3,28, n=8, p>0,001). Early weaning was
also associated with shorter meal duration with palatable food (D30+C saline:
1400,9 + 176,8 vs D15+C saline: 781,6 £ 100,4, n=8, p<0,01), as well as a
lower standard diet feeding rate after fluoxetine administration (D15+SD saline:
2,384 £ 0,526 vs D15+SD fluox: 1,143 + 0,08, n=8, p<0,05), however it did not
reduce the size of the meal after anorectic drug when the food was cookies. In



addition, early weaning was associated with an alteration of the anticipation
point of satiety and also of this under the action of fluoxetine, in which satiety
was delayed. Therefore, although early weaned females seem resistant to the
effects of early weaning on anxiety-like behavioral parameters and food
consumption, detailed analysis shows that early weaning can lead to behavioral
changes which can be seen after manipulation of the serotonergic system,

which can be harmful in the long term.

Keywords: Early weaning, Females, Serotonin, Fluoxetine, Anxiety,

Eating behavior.
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1. INTRODUGAO

O desmame precoce tem sido associado a maiores riscos para
mortalidade infantil (SANKAR, et al., 2015). Pesquisas mostram que bebés
amamentados por menor tempo tém maior susceptibilidade para doencas
gastrointestinais, otite, doencgas respiratérias e doengas atdpicas (AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012), bem como maior risco para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (HORTA; LORET DE MOLA; VICTORA,
2015). Por outro lado, a amamentagédo com maior duragao tem efeito protetor
sobre o risco de sobrepeso e obesidade (FORNARI; BRUSATI; MAFFEIS,
2021), além de um impacto positivo no desenvolvimento cognitivo do individuo
(HORTA; LORET DE MOLA; VICTORA, 2015).

A Organizagédo Mundial da Saude recomenda o aleitamento materno
exclusivo até o sexto més de vida e manutencdo da amamentacdo até o
segundo ano de vida ou mais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). E a
baixa prevaléncia do aleitamento materno exclusivo tem sido associada a baixa
escolaridade das maes, a idade materna (<20 anos) e a méaes que trabalham
fora de casa (BRASIL, 2009).

Sabe-se que, além da importédncia para nutricdo (WHO, 2009) e
protecdo contra infecgdes no bebé (SANKAR, et al., 2015), é durante a
lactacdo que ocorre o desenvolvimento neurocomportamental (HORTA; LORET
DE MOLA; VICTORA, 2015), sendo esse periodo, portanto, considerado um
periodo critico no desenvolvimento do individuo (KRECEK, 1970). O modelo de
desmame precoce em animais, no qual os filhotes sdo separados das maes
antes da idade adequada do desmame, tem se mostrado associado a
alteragcdes dos padrées do comportamento similar a ansiedade e respostas
elevadas ao estresse na idade adulta (KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2004;
NAKAMURA; KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2007), bem como alteragées do
comportamento alimentar (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011; TAVARES,
et al.,, 2020; DO AMARAL ALMEIDA, et al., 2021; SOARES, et al., 2021).
Entretanto, sdo estudos realizados em sua maioria apenas com animais
machos, fazendo-se necessaria a investigagdo desses comportamentos em

ratas fémeas.
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A ansiedade pode ser definida como uma resposta ndo especifica a
ameacas potenciais vagas (TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015). Em animais,
esse comportamento € denominado “similar a ansiedade” e pode ser medido
através do teste de labirinto em cruz elevado (MCNAUGHTON; ZANGROSSI,
2008). Este labirinto foi proposto por Handley e Mithani (HANDLEY; MITHANI,
1984) e é constituido de dois bragos abertos e dois bragos fechados que se
estendem a partir de uma plataforma central comum, elevados a uma altura de
50 cm a partir do nivel do piso. Este modelo experimental € baseado no medo
inato que os roedores tém pelo espacgo aberto e elevado, preferindo ficar nos
bracos fechados (HANDLEY; MITHANI, 1984). Estudos mostram que os
animais desmamados precocemente apresentam uma resposta elevada, ou
seja, maior tempo de permanéncia nos bragos fechados, quando avaliado o
comportamento similar a ansiedade em teste de labirinto (KIKUSUI;
TAKEUCHI; MORI, 2004; NAKAMURA; KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2007).

O sistema serotoninérgico também estda associado a esse
comportamento. Em particular, a disfungdo da enzima triptofano hidroxilase
(TPH), do transportador de serotonina (SERT) ou do receptor 5-HT1A pode
induzir comportamentos em roedores que estdo associados a ansiedade e
depressao (O’LERAY; CONDAGNONE; CRYAN, 2020). Entretanto, esses
mecanismos ndo se associam de forma simples. Ao longo do tempo a
introdugéo de novos agentes de agao serotoninérgicos no estudo da ansiedade
resultou em resultados inconsistentes, isso pode se dar por, principalmente,
dois motivos: (1) As drogas de acao sistémica podem ter efeitos complexos, e
(2) Os modelos experimentais sdo comumente mistos e abrangem um conjunto
de sistemas neurobiolégicos envolvidos na resposta de diferentes classes de
transtorno de ansiedade (GRAEFF, 2008). Especificamente, os inibidores da
recaptagdo de serotonina (SSRIs) causariam a resposta ansiogénica inicial
relatada por alguns pacientes, aumentando agudamente a neurotransmissao
de 5-HT2C. Com o tratamento repetido, a regulacdo negativa desses
receptores em areas limbicas, como a amigdala, juntamente com o aumento da
neurotransmissédo pos-sinaptica mediada por 5-HT1A, diminuiria a ansiedade
(GRAEFF, 2008). No entanto, a questao sobre quais areas e receptores estéo
envolvidos nos distintos transtornos de ansiedade que respondem a essa

classe de drogas permanece (GRAEFF, 2008).
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Esse comportamento também tem sido associado a obesidade
(OGRODNIK, et al., 2019). Um dos mecanismos pelos quais esses fatores
podem estar associados € pelo comportamento alimentar induzido pelo
estresse (DALLMAN, 2010). Em circunstancias laboratoriais, observou-se que
o estresse fisico ou emocional agudo foi capaz de induzir o aumento da
ingestao de alimentos de "conforto" em humanos e animais (DALLMAN, 2010).
Estudos em humanos hipotetizam que transtornos de ansiedade tendem a
preceder o desenvolvimento de transtornos alimentares, através da supressao
expressiva como uma estratégia de regulacdo da emogéao, ou seja, a emogao
negativa ndo expressa € deslocada para o corpo, promovendo assim sintomas
de alimentacdo desordenada (MCLEAN, et al., 2007).

Os periodos iniciais do desenvolvimento, que abrangem a vida
intrauterina e os primeiros anos de vida pds-natal, se constituem em um
momento de complexo processo de formagao e maturacdo do sistema nervoso
central (SCN) (HUPPI, 2010). Portanto, frente a uma situagdo adversa que
demande uma adaptacdo, como no desmame precoce, podem ocorrer
alteracdes nas rotas de desenvolvimento, com impactos na formacao de redes
neurais, gerando alteragcbes no comportamento permanentes na vida adulta
(KEUNEN; COUNSELL; BENDERS, 2017). Além da ansiedade, outro
comportamento que tem se mostrado alterado em animais desmamados
precocemente € o comportamento alimentar, que atualmente tem sido bastante
estudado tendo em vista dos crescentes numeros de quadros de obesidade
nas ultimas décadas (SWINBURN, et al., 2011).

Quanto ao comportamento alimentar desses animais foi observado um
menor tempo de reatividade a sacarose e maior ingestdo de alimentos
palataveis, revertido com droga opioidérgica (DO AMARAL ALMEIDA, et al.,
2021). Além disso, esses animais apresentam uma preferéncia alimentar a
gordura e agucar apenas em animais machos (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al.,
2011; SOARES et al., 2021), bem como a hiperfagia frente a dieta palatavel e
padrdao (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011; SOARES et al., 2021). Esses
animais também apresentaram uma alteracdo no ritmo de alimentacdo, com
aumento da ingestdo alimentar na fase clara e diminuicdo da ingestdo
alimentar na fase escura (TAVARES, et al., 2020). Entretanto, os estudos

citados avaliaram esse comportamento, em sua maioria, apenas em animais
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machos, fazendo-se necessaria uma maior investigacao desse comportamento
em ratas fémeas.

Portanto o estudo das consequéncias comportamentais, do
comportamento similar a ansiedade e do comportamento alimentar, na vida
adulta de ratas que foram desmamadas precocemente, bem como o impacto
do sistema serotoninérgico na regulagdo desses comportamentos nesses
animais, podem fornecer bases para compreender como o insulto que possa vir
a ocorrer no inicio da vida, pode propiciar uma maior vulnerabilidade para o

desenvolvimento de patologias na vida adulta.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Plasticidade fenotipica

O complexo processo de formagcdo e maturacdo do sistema nervoso
central (SNC) tem inicio na vida intrauterina e se estende até a vida adulta.
Esse crescimento e desenvolvimento tem seu apice no inicio da vida dos
mamiferos (HUPPI, 2010). Apesar de dispor de mecanismos de defesa para
insultos e injurias que possam vir a ocorrer nessa fase (MEEUSEN, 2017), o
SNC também se mostra bastante sensivel a adversidades nesse periodo,
podendo acarretar em grandes impactos na formacdo das redes neurais,
gerando alteragbes no comportamento permanentes na vida adulta de um
individuo (KEUNEN; COUNSELL; BENDERS, 2017).

Essas alteragdes ocorrem devido a capacidade que o SNC tem de se
adaptar as adversidades. Essa capacidade €& denominada de plasticidade
(KOLB, 2018) e ocorre desde a fase pré e pds-natal, continua ao longo da
adolescéncia e na idade adulta jovem. Entretanto, € no periodo pré e pos-natal
de desenvolvimento que se encontra aumentada (ISMAIL; FATEMI;
JOHNSTON, 2017). Ela ocorre porque a maioria das espécies habita
ambientes diversos e heterogéneos aos quais se adaptam por selegcéo natural
e, como resultado, frequentemente passam por mudangas morfolégicas,
comportamentais e genéticas de forma gradual que, em muitas vezes,
coincidem com a variagdo ambiental. O grau de adaptagcdo de uma populagéo
a um determinado local pode ser definido por quao préximo seu fendtipo esta
desse local. A plasticidade fenotipica, ha muito, € reconhecida como uma
propriedade presente em todos os organismos, em que um unico genotipo
pode expressar diferentes fendtipos em diferentes ambientes (SCHMID;
GUILLAUME, 2017).

A plasticidade se apresenta em trés tipos distintos, a depender do fator
causal. A primeira seria quando o processo ocorre independente da
experiéncia. Alguns neurbnios que foram ativos juntos aumentam suas
conexdes, enquanto outros que nao foram ativos enfraquecem suas conexoes.
Esse processo ocorre naturalmente e ndo depende de experiéncias. A segunda
seria a plasticidade expectante de experiéncia (do inglés, experience-

expectant). Esta ocorre, principalmente, durante o desenvolvimento pds-natal
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inicial. No inicio da vida, os bebés podem discriminar os sons da fala de todos
os idiomas, mas, ao longo do primeiro ano, o sistema auditivo comeg¢a a mudar
de tal forma que o bebé se especializa em discriminar sons em seu ambiente
particular de linguagem, mas perde a capacidade de discriminar sons fora
desse ambiente (sons proprios de outros idiomas). Portanto, € uma plasticidade
que aguarda experiéncias para se estabelecer. Por ultimo, ha a plasticidade
dependente da experiéncia, a qual comeca no inicio da vida pdés-natal e
continua por toda a vida. E um processo pelo qual as conexdes neuronais sdo
modificadas pela experiéncia (KOLB; HARKER; GIBB, 2017).

A plasticidade e o desenvolvimento prolongado do cérebro fornecem
uma oportunidade para a modificagado continua da fung&o cognitiva, mas, além
disso, criam uma susceptibilidade potencial a formacao de circuitos anormais
que levam ao comprometimento da fisiologia e do comportamento (KOLB;
MYCHASIUK; GIBB, 2014. Portanto, as modificagdes podem favorecer
(adaptativas) ou prejudicar (mal-adaptativas) o funcionamento do organismo.
Uma resposta plastica € considerada "adaptativa" quando permite que os
gendtipos expressem fendtipos mais proximos do ambiente, caso contrario é
chamada de "ndo adaptativa". Numerosos exemplos de plasticidade adaptativa
e mal-adaptativa existem na natureza (SCHMID; GUILLAUME, 2017).
Entretanto, mesmo a plasticidade fenotipica adaptativa pode ter um custo, o
qual pode incluir custos de manutengao (estrutura sensorial, mecanismo de
regulacdo metabodlica da plasticidade), de producdo (uma estrutura
desenvolvida por plasticidade pode ser mais dispendiosa do que uma
determinada geneticamente), de informagéo (o processo pode ser arriscado, ou
requerer energia, ou reduzir a eficiéncia de alimentagdo ou reprodugédo), de
desenvolvimento impreciso (mudanga plastica inespecifica), custos genéticos
(ligacao genética com alelos deletérios em outros loci, pleiotropia e epistasia), e
custos ecoldgicos (interagcao entre espécies, por exemplo, a resposta plastica a
herbivoria reduz a atratividade para polinizadores) (GRENIER; BARRE;
LITRICO, 2016).

Os mecanismos que estdo por tras das modificagdes da plasticidade
fenotipica sao, principalmente, de natureza epigenética. As alteragdes
epigenéticas podem ser definidas como mudangas nos resultados do

desenvolvimento, incluindo a regulagdo da expressao genética, e séao
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baseadas em mecanismos além do proprio DNA como, por exemplo, a
alteracao da expressao do gene, sem alteracdo do gene sem si, em resposta a
alguma demanda ambiental, acarretando em alteragdes organizacionais no
sistema nervoso (KOLB; MYCHASIUK; MUHAMMAD; GIBB, 2013). Sendo
assim, a epigenética esta intimamente relacionada com o aumento de
variabilidade fenotipica dos individuos (SALVATO; LABATE, 2021). E, portanto
o fendtipo pode ser entendido como a manifestagdo de caracteristicas
observaveis como tracos fisicos e comportamentais (JUNIOR; DE TOLEDO
NERIS; DE OLIVEIRA, 2018). Dentre as informagbdes ambientais que podem
acarretar modificacbes fenotipicas, estdo aquelas relacionadas a interagao

mae-filho, como o aleitamento materno.

2.2. Aleitamento materno

A Organizagdo Mundial da Saude recomenda o aleitamento materno
exclusivo até o sexto més de vida e manutencdo da amamentacdo até o
segundo ano de vida ou mais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). O
colostro e o leite materno sdo as primeiras fontes de nutricdo que um recém-
nascido recebe e sdo importantes para protecdo e fungdo imunoestimuladora
do intestino do bebé (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012). A
amamentacdo tem sido associada a baixa incidéncia de inflamacao
gastrointestinal e a diminuicdo das doencgas respiratérias no periodo pos-natal
e, portanto, achados recentes tém associado o leite materno a um papel
protetor no inicio vida, podendo gerar uma protegao direta contra a infecgéo por
SARS-CoV-2 ou indireta, pelo alivio dos sintomas de COVID-19 (VASQUES
DA COSTA; PURCELL GOES; GAMA, 2021).

Além do aspecto nutricional, a relagao entre maes e bebés é entendida
como de suma importancia para o desenvolvimento infantil e, em ultima
instancia, para a sobrevivéncia da espécie (PARSONS, et al.,, 2020). Os
humanos nascem imaturos e séo totalmente dependentes para a regulagao de
seus processos fisioldgicos, necessitando de um periodo de aleitamento mais
prolongado do que o de outros mamiferos (VILLAR, et al., 2020). Esse € um
periodo de plasticidade e vulnerabilidade do cérebro do recém-nascido e, por

isso, o desenvolvimento humano inicial pode ser marcadamente influenciado
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por fatores ambientais, incluindo os fatores nutricionais como a amamentacéao
(VILLAR, et al., 2020).

Os efeitos positivos da amamentagao tém sido atribuidos principalmente
a saude da crianga, porém achados sugerem que as maes também podem se
beneficiar da amamentacido. Evidéncias mostram que o maior tempo de
amamentacado pode estar relacionado a um menor risco de diabetes tipo 2
materno. Estudos também sugerem maior sensibilidade a insulina e tolerancia
a glicose em mulheres que amamentam (JAGER, et al., 2014).

Os Estados Membros da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
acordaram seis Metas Globais para Nutricdo. Uma meta € aumentar a taxa de
aleitamento materno exclusivo (AME) nos primeiros 6 meses para, pelo menos,
50% até 2025, e outra meta é interromper o aumento do excesso de peso na
infancia (WHO, 2014). Bebés que sao, predominantemente, alimentados com
féormula em comparagdo com aqueles que recebem exclusivamente leite
materno nos primeiros 6 meses tém duas vezes e meia mais probabilidade de
serem obesos aos 24 meses e a cessacao do aleitamento materno exclusivo
(AME) antes dos 4 meses aumenta o risco de obesidade infantil (SARKI;
PARLESAK; ROBERTSON, 2019).

A obesidade infanti € uma questdo de saude cada vez mais
preocupante em todo o mundo. A obesidade na infancia € um fator de risco
para muitas doengas crénicas em longo prazo. Um numero crescente de
criangas esta sendo diagnosticado com obesidade e as comorbidades a ela
associadas, incluindo diabetes tipo 2, hipertensao, doenga renal crdnica e
apneia do sono. O risco para o surgimento de obesidade e suas complicagdes
pode ser programado no inicio da vida - talvez até no utero - de acordo com a
hipotese da Origem Desenvolvimentista da Saude e da doenga (do inglés,
Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD), que postula que
exposi¢coes pré-natais e pds-natais iniciais podem programar o metabolismo
favorecendo o ganho de peso, bem como vias endécrinas e neurais
(ARCHIBALD; DOLINSKY; AZAD, 2018).

Para diminuir o risco de desenvolvimento de obesidade infantil e outras

patologias, o aleitamento materno tem sido incentivado.



18

2.3. Desmame precoce em humanos

Em mamiferos, o desmame constitui uma fase essencial na progressao
para a idade adulta. Descreve a transicao do bebé da dependéncia completa
da mae para a independéncia nutricional e social e € acompanhada por
mudangas marcantes no comportamento e na fisiologia da mae e da prole
(RICHTER, 2016). Embora tenha sido sugerido que o término completo da
amamentacao é uma caracteristica chave desta fase, parece muito mais dificil,
senao impossivel, determinar o inicio e o fim exatos do processo de desmame
na maioria das espécies (RICHTER, 2016). O desmame nao é, portanto,
simplesmente um evento, mas um processo gradual que, além disso, esta
sujeito a inumeras influéncias ambientais e sociais (RICHTER, 2016).

Durante os meses ou anos em que uma crianga € desmamada do leite
materno, varios alimentos sdo introduzidos na dieta do bebé e, eventualmente,
o leite materno € completamente removido como fonte alimentar. Bebés em
desenvolvimento tém demandas energéticas significativas e alimentos
complementares devem ser introduzidos para fornecer ingestdo caldrica
suficiente (MILLER, 2020). A introducdo desses alimentos sodlidos deve
englobar uma ampla variedade de alimentos, sabores e texturas na dieta a
base de liquidos de um bebé, pois esse momento crucial tem um impacto
importante nas preferéncias alimentares futuras e no estado de saude em
longo prazo (EVANS, 2019).

Alguns estudos consideram como desmame precoce em humanos, 0
que ocorre antes das 17 semanas de idade e tardio o que ocorre apds 26
semanas de idade (EVANS, 2019). Porém, até onde se sabe, ndo houve
suficientes estudos prospectivos para avaliar esses processos no contexto de
uma coorte grande e saudavel de maes e seus bebés, matriculados no inicio
da gravidez e vivendo em uma variedade de sociedades modernas, sob
influéncias ambientais relativamente estaveis (VILLAR, et al., 2020).

De modo geral, ha menos inicio da amamentagao e menor duragdo do
AME por maes com baixo nivel de escolaridade em comparagao com aquelas
de alto nivel (BRASIL, 2009). O desmame precoce tem sido associado a
presenga de aumento de peso e obesidade em criangas (SIGULEM, et al.,
2001). Essas descobertas podem ajudar os governos a investigar por que

essas disparidades existem. As politicas nacionais comuns aos paises onde se
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observam as maiores taxas de aleitamento sdo as regulamentagdes de licenga
maternidade remunerada, que vao além do minimo estipulado pela legislacao.
Além disso, foi observado que esses paises ndo estavam tao expostos a altos
niveis de marketing por parte das empresas que vendem substitutos do leite
materno (SARKI; PARLESAK; ROBERTSON, 2019).

Dada a importéncia do aleitamento materno e as consequéncias do
desmame precoce sobre parametros morfofuncionais e comportamentais
permanentes, estudos sobre o0s mecanismos que determinam essas
adaptacdes sdo necessarios e, nesse contexto, o desmame precoce apresenta

um modelo experimental em animais revisado a seguir.

2.4. Desmame precoce em animais

Durante os primeiros 10 dias do periodo neonatal, em ratos, a mae
realiza comportamentos intensivos como amamentar, catar e lamber (grooming
and licking) os filhotes. No processo normal de desenvolvimento dos ratos, os
filhotes sdo capazes de comer, manter a temperatura corporal e evacuar por
conta propria a partir dos 13 dias de idade e os filhotes desmamados podem
sobreviver sozinhos a partir dos 15 dias de vida. Apés o desmame, a prole
deve se tornar independente de sua mae tanto com relacdo a alimentacao
quanto aos outros comportamentos necessarios a sobrevivéncia. Normalmente,
os ratos s&do desmamados com 3 ou 4 semanas de idade. O comportamento
materno intensivo € observado durante as primeiras 3 semanas apos o parto
em ratos de laboratério e selvagens. Em camundongos, as maes ainda exibem
uma quantidade consideravel de comportamento maternal em relacdo aos
filhotes mesmo durante o periodo pré-desmame, ou seja, entre os dias 14-21
pos-parto. Isso apoia o postulado de que as interagdes sociais entre uma méae
e seus filhotes durante o periodo de lactacdo sdo um fator importante
responsavel pelas mudangas neurais que ocorrem em animais desmamados
precocemente (ITO, et al., 2006).

Durante o periodo de desmame, além da estimulagao tatil, feromonios
presentes nas fezes da mae influenciam o desenvolvimento do sistema
nervoso do filhote, pois contém acido biliar. Foi observado que os filhotes
incapazes de consumir as fezes de suas méaes durante o periodo pds-natal

entre os dias 12 e 28, tiveram um nivel reduzido de proteina de mielina em seu
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sistema nervoso central. Portanto, mudancas comportamentais e autonémicas
em filhotes desmamados precocemente podem estar relacionadas a uma
mielinizagdo retardada no sistema nervoso central causada pela auséncia de
fezes da mae. Em relacido a esse achado, foi relatado que o estado de
mielinizacdo no sistema nervoso central pode afetar comportamentos

relacionados a ansiedade (ITO, et al., 2006).

2.5. Ansiedade

A ansiedade é considerada um trago poligénico multifatorial, em que o
continuum da ansiedade fisiologica até a psicopatologia € provavelmente
moldado pela plasticidade orientada pelo ambiente no nivel genédmico (SAH, et
al., 2019). A ansiedade pode ser operacionalizada como uma resposta
emocional a ameacgas potenciais vagas, isso difere, por exemplo, do medo que
€ evocado por estimulos agudamente ameacadores. A ansiedade é
caracterizada por estimulagéo, vigilancia e apreensao que resulta em padrdes
especificos de comportamentos defensivos (aversao) e respostas autonémicas
(respiracao e frequéncia cardiaca aumentadas) ocorrendo de forma simultanea,
dependendo da natureza da ameagca e do contexto (TOVOTE; FADOK; LUTHI,
2015).

Portanto, a ansiedade pode ser definida como um estado de humor
orientado para o futuro, ativado por ameaca distal e potencial, e esta associado
a excitacdo e vigilancia (DAVIS, 2010). Estudos tém tentado elucidar os
mecanismos de circuito subjacentes aos estados de ansiedade. Algumas
regides foram apontadas por desempenhar papéis importantes na ansiedade,
como a amigdala basolateral (BLA) e o nucleo do leito anterodorsal da estria
terminal (adBNST), que medeiam os efeitos comportamentais ansiogénicos e
ansioliticos, indicando a presenca de circuitos neuronais distintos na
ansiedade, cujas fungdes sao determinadas por suas conexdes. Por exemplo,
a ativagdo da via do BLA para o hipocampo ventral (vHC) & ansiogénica,
enquanto que a ativagédo da projecao do BLA para a amigdala central (CEA) é
ansiolitica. Por outro lado, duas vias paralelas do BNST ventral (vBNST) para a
Area Tegmentar Ventral (VTA) medeiam os resultados comportamentais
ansiogénicos ou ansioliticos (TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015).
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O sistema serotoninérgico também esta associado ao comportamento
similar a ansiedade. Em particular, a disfungcéo da enzima triptofano hidroxilase
(TPH), do transportador de serotonina (SERT) ou do receptor 5-HT1A pode
induzir comportamentos em roedores que estdo associados a ansiedade e
depressao (O’LERAY; CONDAGNONE; CRYAN, 2020). Entretanto esses
mecanismos ndo se associam de forma simples. Os primeiros modelos animais
de ansiedade foram desenvolvidos antes da elaboracédo das classificacdes de
transtornos psiquiatricos do DSM e visavam modelar a ansiedade em geral
(GRAEFF, 2008). As classificagbes de transtornos de ansiedade foram
elaboradas com base em grupos de sintomas, curso de tempo e resposta
terapéutica, enquanto na pesquisa basica, a introdugado de novos agentes com
acao serotoninérgica no estudo da ansiedade resultou em resultados
inconsistentes (GRAEFF, 2008). A proposta de que cada classe de transtorno
de ansiedade envolve um determinado conjunto de sistemas neurobiologicos
levou a conclusao de que os modelos animais deveriam abordar de forma mais
especializada as classes do transtorno de ansiedade. Neste sentido, 0 modelo
experimental do labirinto em cruz elevado foi considerado um modelo misto, de
modo que o rato exibe diferentes estratégias de defesa, que poderia ser
influenciado em diregbes opostas pela 5-Hidroxitriptamina (5-HT), também
denominada de serotonina (Handley et al., 1993). Pelo menos, duas estratégias
podem ser facilmente observadas: (1) evitar bragos abertos quando o rato esta
em um dos bracos fechados (esquiva inibitoria), e (2) escapar de um brago
aberto para entrar em um brago fechado mais seguro (fuga unilateral)
(GRAEFF, 2008).

Além disso, as drogas de acao sistémica podem ter efeitos complexos.
Especificamente, os inibidores da recaptagao de serotonina (SSRIs) causariam
a resposta ansiogénica inicial relatada por alguns pacientes, aumentando
agudamente a neurotransmissao viareceptor 5-HT2C (GRAEFF, 2008). Com o
tratamento repetido, a regulacdo negativa desses receptores em areas
limbicas, como a amigdala, juntamente com o aumento da neurotransmissao
pos-sinaptica mediada pelo 5-HT1A, diminuiria a ansiedade (GRAEFF, 2008).
No entanto, a questdo sobre quais areas e receptores estdo envolvidos nos
distintos transtornos de ansiedade que respondem a essa classe de drogas
permanece (GRAEFF, 2008).
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Diversos fatores podem estar associados ao comportamento similar a
ansiedade em animais. Dentre eles, o estresse considerado toxico envolve a
incorporagao biologica de seus efeitos, com consequéncias permanentes ao
longo da vida e, portanto, pode ser entendido como uma forma de adaptagao
neuroplastica (MCEWEN, et al., 2015). Esta fortemente associado a
transtornos de saude mental, incluindo ansiedade (MCEWEN, et al., 2015).
Além disso, a ansiedade, bem como outros disturbios neuropsiquiatricos,
incluindo a depressédo tem sido associada a obesidade (OGRODNIK, et al.,
2019) e ao desmame precoce (KIKUSUI, et al., 2019).

O desmame precoce é considerado um estresse, que envolve a
interrupcao abrupta dos cuidados maternos e da nutricdo adequada, uma vez
que a prole é precocemente separada da mae antes da idade adequada do
desmame (TAVARES, et al.,, 2020). O desmame precoce também ¢é
considerado um modelo de estresse neonatal porque aumenta a resposta
autondmica aos estressores na idade adulta (ITO, et al., 2006). Nesse sentido,
o estresse do desmame precoce ocorrendo no periodo critico da vida, pode
programar o futuro estado neurolégico e comportamental desse animal (DOS
SANTOS OLIVEIRA, et al, 2011), tornando-o mais susceptivel ao
comportamento similar a ansiedade na vida adulta através de adaptagao
neuroplastica (MCEWEN, et al., 2015) e evidenciado em pesquisas usando o
teste de labirinto com esses animais (KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2004;
KANARI, et al., 2005; ITO, et al., 2006; KIKUSUI, et al., 2019).

2.6. Ansiedade e comportamento alimentar

Dados epidemiologicos sugerem que o indice de massa corporal (IMC) e
a obesidade sio fortes fatores de risco para depressdao e ansiedade.
Entretanto, ainda ndo esta claro qual seria a causa e qual seria o efeito, pois a
predisposicao a obesidade pode aumentar a suscetibilidade a ansiedade e a
correlacdo inversa também é verdadeira (ALONSO-CARABALLO, et al., 2019).
Achados mostram que o consumo da dieta palatavel, ou seja, dietas com alto
teor de gordura e agucar levam a um fendtipo obeso e parecem induzir
comportamento semelhante ao de ansiedade em ratos (SOUZA, et al., 2007).
Outro estudo sugeriu que o consumo de dieta palatavel poderia gerar

dependéncias similares ao uso de drogas, por ativar mecanismos que liberam
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opioides cerebrais e dopamina no sistema limbico, e a interrupcdo dessa
alimentacdo poderia gerar um quadro de abstinéncia onde a ansiedade seria
um dos comportamentos observados nessa circunstancia (COLANTUONI, et
al.,, 2002). Em suma, estudos com animais mostram que o consumo de
determinados alimentos, como os altamente-palataveis (SOUZA, et al., 2007) e
o estado nutricional, como a obesidade (ALONSO-CARABALLO, 2019) podem
influenciar diretamente no estado de ansiedade.

Em humanos, os resultados caminham na direcdo oposta. Estudos
retrospectivos indicam que o inicio de transtornos de ansiedade tende a
preceder o desenvolvimento de transtornos alimentares (MCLEAN, et al.,
2007). Um estudo que avaliou a correlagdo desses fatores em mulheres sugere
que a relagao entre ansiedade social e alimentacdo desordenada é totalmente
mediada pela supressédo expressiva, ou seja, a emogao negativa nao expressa
€ deslocada para o corpo, promovendo assim sintomas de alimentagao
desordenada (MCLEAN, et al., 2007) e, portanto, o uso habitual da supresséo
expressiva como uma estratégia de regulagao da emogéao, que pode promover
quadros como sobrepeso e obesidade. Nessa mesma direcdo, outra autora
discute que a tristeza parece favorecer a ingestdo de alimentos ricos em
gordura / doces e gratificantes ao paladar, enquanto a ingestdo durante um
estado de felicidade favorece a ingestado de frutas secas (DALLMAN, 2010).
Essa mesma autora também sugere que, tanto em pessoas quanto em
animais, ocorre uma mudang¢a na escolha de alimentos palataveis com o
estresse, mais especificamente o horménio do estresse parece aumentar o
desejo ou a motivagdo (DALLMAN, 2010).

Estudos experimentais tém sido realizados na tentativa de elucidar a
correlacao desses fatores. Em alguns casos, animais propensos ou resistentes
a obesidade s&o avaliados quanto a ansiedade (ALONSO-CARABALLDO, et al.,
2019). Por outro lado, pode-se observar essa correlagdo em estudos com
outros modelos, que ndo seja a obesidade. Animais submetidos a situagdes
estressoras no inicio da vida apresentam alteracbes tanto no comportamento
semelhante a ansiedade quanto no comportamento alimentar, sugerindo que
estes comportamentos podem estar relacionados por possuirem mecanismos

similares de controle, os quais sdo susceptiveis a alteragcdes por insultos no
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inicio da vida (DE SOUZA, et al., 2018; DE SOUZA, et al., 2020; TAVARES, et
al., 2020).

2.7. Comportamento alimentar homeostatico

O comportamento alimentar € um processo complexo. Ele incorpora
necessidade homeostatica, prazer heddnico e processos cognitivos superiores,
como informagdes contextuais e aprendidas (SASAKI, 2017). Essa regulagao
ocorre em curto prazo, com o feedback do trato gastrointestinal, que fornece
informagdes ao SNC acerca do volume do alimento, e em longo prazo pelo
tecido adiposo, que informa o SNC sobre o estoque energético. Além disso, o
comportamento alimentar ainda € modulado por informagdes ambientais
(ANDERMANN; LOWELL, 2017).

No SNC, o controle do comportamento alimentar envolve diversas
estruturas, as quais podem ser ativadas por uma ampla gama de influéncias,
antes mesmo do alimento ser consumido, como as informagdes de cheiro e
sabor. Uma vez no trato gastrointestinal, os efeitos e consequéncias do
consumo do alimento sdo mediados por duas vias, a neural e a humoral
(SASAKI; MATSUI; KITAMURA, 2016). A via neural € mediada pelas
aferéncias vagais que inervam o trato gastrointestinal (TGI) e pela veia porta
hepatica, que sdo estimuladas por nutrientes, horménios e, mecanicamente,
pela presencga de alimento no trato. A via humoral, por sua vez, € mediada por
nutrientes, como glicose, aminoacidos e acidos graxos, e hormdnios, como
leptina, insulina e grelina (SASAKI, 2017).

Resumidamente, varios peptideos sdo derivados do trato
gastrointestinal, nomeadamente colecistocinina (CCK), peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1), peptideo tirosina tirosina (PYY) e a grelina, sendo apenas
este conhecido por estimular a ingestdo de alimentos, enquanto que aqueles a
inibem. Esses peptideos podem cruzar a barreira hematoencefalica com
diregao ao nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo ou, via nervo vago, atingem o
nucleo do trato solitario (NTS) do tronco cerebral (PRINZ; STENGEL,2017).

Quando os sinais anorexigénicos alcancam o ARC, eles ativam
neurdnios contendo a pré-piomelanocortina (POMC) e o transcrito relacionado
a cocaina e anfetamina (CART) e inibem neurdnios contendo o neuropeptideo
Y (NPY) e o peptideo relacionado ao Agouti (AgRP). POMC / CART levam a
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uma ativacao dos receptores de melanocortina 3 e 4 no nucleo paraventricular
(PVN) e na area hipotalamica lateral (LHA), o que causa uma reducédo da
ingestado de alimentos. O receptor de melanocortina 4 também é expresso no
NTS, o qual também contém Neurdonios POMC. Em contraste, a grelina, como
um peptideo orexigénico, ativa neurbnios contendo NPY / AgRP e inibe
neurénios contendo POMC / CART no ARC. NPY estimula a ingestdo de
alimentos ativando o receptor Y1 no PVN, enquanto AgRP aumenta a ingestéo
de alimentos como um antagonista dos receptores de melanocortina 3 e 4.
Ademais, o NPY também pode atuar no NTS para estimular a ingestao de
alimentos (PRINZ; STENGEL,2017).

Além disso, o sistema serotoninérgico tem sido extensivamente
relacionado ao controle do comportamento alimentar (FINK, 2015). A
serotonina é produzida no tronco encefalico e age, principalmente, no
hipotalamo para regulacdo do apetite (LEE; CLIFTON, 2020). Os efeitos
fisioloégicos da serotonina sdo modulados por uma variedade de proteinas que
regulam sua sintese, armazenamento, liberagdo, absor¢do, degradagao e é
mediada por, pelo menos, 14 receptores distintos, dentre eles, sete familias
diferentes ja foram identificadas, a saber: A familia 5HT1 (5HT1A, 5HT1B,
S5HT1D, 5HT1E e 5HT1F.O 5HT1C foi renomeado como 5HT2C), familia SHT2
(5HT2A, 5HT2B e 5HT2C), familia 5HT3 (5HT3A, 5HT3B, 5HT3C, 5HT3D,
5HT3E), receptor 5HT4, familia 5HT5 (5HT5A, 5HTSB, SHT5C), receptor 5HT6
and receptor SHT7 (LAM et al. 2010).

Na regulagdo do comportamento alimentar, podem-se destacar as agdes
dos receptores 5HT1B e 5HT2C no hipotalamo. O receptor 5HT1B esta
presente em neurbnios que expressam o0s neuropeptideos orexigenos
NPY/AgRP. Quando a serotonina se liga a esse receptor, ha a hiperpolarizagéo
do neurbnio e a consequente inibicdo da liberagdo dos peptideos orexigenos.
Além disso, o receptor 5SHT1B também esta expresso em neurdnios produtores
do neurotransmissor inibitério GABA (Acido Gama-amino-butirico). Os
neurénios GABAérgicos inibem os neurbnios produtores de POMC/CART. A
hiperpolarizagdo causada pela ligagdo da serotonina também inibe a liberag&o
de GABA e, consequentemente, os neurénios POMC/CART deixam de ser
inibidos por ela. Ademais, os neurénios POMC/CART expressam outro receptor

serotoninérgico, o 5HT2C. Ao contrario do 5HT1B, esse receptor despolariza a
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ligacdo da serotonina. Com isso, sao liberados seus neuropeptideos
anorexigénicos. Tomados em conjunto, esses dados demonstram que a agéo
anorexigénica da serotonina se da, principalmente, pela sua agdo nos
receptores 5SHT1B e 5HT2C no hipotalamo. Além disso, pelo receptor 5-HT1B,
a serotonina contribui para saciedade e incentivando a termogénese e, por
isso, tem sido alvo de metas farmaco-terapéuticas para o tratamento da
obesidade (HEISLER et al., 2006; DE MATOS FEIJO; BERTOLUCI; REIS,
2011).

Em animais desmamados precocemente, foram observadas algumas
alteracbes nesse sistema, como a diminuicdo da ag¢ao da fenfluramina na
inibicdo da ingest&do alimentar e aumento da expressédo de NPY e SERT mRNA
no hipotdlamo e 5HT2C no tronco encefalico em ratos machos jovens
(TAVARES, et al., 2020). Em machos adultos que foram desmamados
precocemente, foi observado aumento da expressdo de mRNA de SERT e
diminuicdo do SHT1B no hipotalamo, bem como um aumento da expressao de
5HT1B, SERT e 5HT2C no tronco cerebral (TAVARES, et al., 2020). Enquanto
que em fémeas jovens desmamadas precocemente observou-se uma
diminuicdo da expressdo de mRNA de 5HT-1b, 5HT-2c e SERT no hipotalamo,
e aumento no tronco cerebral (TAVARES, et al., 2020).

Uma das formas de manipular o sistema serotoninérgico é através da
utilizagcado de drogas antidepressivas. A fluoxetina € um inibidor da recaptacao
de serotonina pelo seu transportador (SERT) na membrana pré-sinaptica.
Consequentemente, sua agdo leva ao aumento da atividade serotoninérgica
cerebral. Em vertebrados, ha uma relagao inversa entre os niveis de serotonina
e a ingestdo alimentar. Assim, ao aumentar os niveis de serotonina, a
fluoxetina atua inibindo a ingestdo alimentar (WONG, et al., 1995). Esse
farmaco é indicado para o tratamento do transtorno depressivo maior e outros
disturbios psiquiatricos, como a bulimia nervosa (BURT, et al., 2007). Também
tem sido utilizada como tratamento em curto prazo para a perda de peso, pois
tem se mostrado efetivo e relativamente seguro para esse fim. Estudo com 201
pessoas com IMC entre 25-42 Kg/mz, num periodo de 4 ou 8 semanas,
demonstrou que houve perda de peso de 3,24 Kg e 6,67Kg, respectivamente,
sem ganho de peso apds descontinuagdo do uso da droga (M AFKHAMI-
ARDEKANI AND H SEDGHI, 2005). Em animais, a fluoxetina também
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apresenta acado anorética, além de adiantar o disparo da saciedade
(RODGERS, et al.,, 2010). Portanto, essa droga se mostra como uma boa
forma de manipular o sistema serotoninérgico para fins de estudos
relacionados ao comportamento alimentar.

Todos os mecanismos citados até agora controlam, principalmente, a
alimentacdo em resposta ao déficit geral de energia ou outros tipos de
necessidade metabdlica e podem ser classificados como o controle
homeostatico do comportamento alimentar, que possui o objetivo de assegurar
o balango energético, ou seja, um equilibrio do gasto e do consumo energético
(LIU; KANOSKI,2018).

2.8. Comportamento alimentar hedénico

Existe, também, outro tipo de controle do comportamento alimentar,
denominado de controle hedbnico. Dele, participam outras variaveis como o
aprendizado, a memoria e 0s processos cognitivos que podem afetar a
alimentagcdo com base em experiéncias anteriores aprendidas e aspectos dos
alimentos incluindo o desejo apetitivo (motivagao, incentivo de saliéncia ou
“‘querer’) e o gozo consumatorio (prazer, valor de recompensa ou “gostar”)
(MORALES; BERRIDGE, 2020). Simplificadamente, alguns desses conceitos
podem ser atribuidos a sistemas biolégicos especificos como, por exemplo, a
motivagédo, associada ao sistema dopaminérgico, o valor hedbnico, que é
regulado pelo sistema opioidérgico e a aprendizagem, mais associada a uma
area do que a um neurotransmissor, sendo essa area o hipocampo (SASAKI,
2017).

Mais especificamente, a aferéncia dopaminérgica para o Nducleo
Accumbens (NAcc) a partir da Area Tegmentar Ventral (VTA), esta envolvida
na codificacdo das propriedades recompensadoras dos alimentos. Além disso,
o consumo de alimentos palataveis pode causar um aumento nos niveis de
dopamina extracelular (DA) no NAcc. Estudos in vivo indicam que a liberagéo
de DA aumenta significativamente no NAcc durante o consumo de uma
refeicdo palatavel, e a privacdo de alimentos por 20 horas amplifica a
magnitude desse aumento. Além disso, tanto a DA quanto a sinalizagao

opioidérgica no NAcc amplificam a reatividade, aumentando o incentivo ou
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“‘desejo” e influenciando na percepgao hedbnica de uma recompensa alimentar
(LIU; KANOSKI, 2018).

O hipocampo, por sua vez, € quem integra informag¢des acerca do
ambiente visuoespacial externo, o contexto interno (estado de energia) e
experiéncia anterior aprendida e pode modular potentemente o comportamento
alimentar. Estudos demonstram que pacientes amnésicos irdo consumir a
segunda e a terceira refeigbes apenas alguns minutos apos a primeira,
enquanto em pacientes ndo amnésicos, as memorias relacionadas a uma
refeicdo recente sdo um fator poderoso no que diz respeito a tomada de
decisdes sobre a ingestao alimentar subsequente (por exemplo, quando comer)
e a quantidade consumida. Além desses, estudos demostraram que as
pessoas que assistiam a televisdo enquanto almogcavam eram mais propensas
a comer mais biscoitos mais tarde em comparagao com individuos que nao
eram distraidos enquanto almogavam. Esses achados demostram que o apetite
e o consumo sao influenciados por memorias episddicas relacionadas a
refeicdo, dependentes do hipocampo, que estdo sujeitas a percepgao visual e
sensorial de um individuo durante a ocasiao da refeigao (LIU; KANOSKI, 2018).

Imediatamente antes, durante e apds a alimentacido, experiéncias
sensoriais da ingestédo (sabor), sinais interoceptivos (fome, saciedade e outros
estados metabdlicos) e sinais externos (localizacdo espacial) formam
associacdes que sao aprendidas e influenciam comportamentos futuros em
relacdo a aquisicdo e consumo de alimentos (LIU; KANOSKI, 2018). Portanto,
pode-se afirmar que esses comportamentos recebem influéncias do ambiente
obesogénico moderno, que emite sinais alimentares condicionados, associados
ao consumo de alimentos altamente palataveis e caloricamente densos, os
quais, por sua vez, podem vir a acarretar em ingestdo desses alimentos,
mesmo na auséncia de déficits energéticos ou metabdlicos (LIU; KANOSKI,
2018).

Hipoteses apontam para a participagédo do sistema serotoninérgico
atuando também nesse componente do comportamento alimentar, no sentido
em que o0s neurbnios serotoninérgicos sao ativos durante as fases de
antecipacdo e consumacéo das respostas de recompensa (LI, et al., 2016).

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para demonstrar se a transmissao
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serotonérgica desempenha um papel critico nesses efeitos (LEE; CLIFTON,
2020).

O comportamento heddnico supera o homeostatico no sentido de que os
alimentos palataveis possuem o poder de evocar comportamentos apetitivos e
alimentares apesar dos sinais internos de saciedade para inibir essas
respostas (SAMPLE, et al., 2016). No entanto, as vias neurais homeostaticas e
nao homeostaticas que regulam o comportamento alimentar ndo sao facilmente
dissociaveis (LIU; KANOSKI, 2018). O estudo dessa complexa regulagéo é de
extrema importancia para entender disturbios do balango energético que geram
anorexia e obesidade, sendo este um grande problema de saude publica
emergente nos ultimos anos (SCHWARTZ, et al., 2017). Estudos de
neuroimagem de individuos obesos ou comedores compulsivos demonstraram
ativacao cerebral do tipo sensibilizagdo para sinais alimentares, que é
notavelmente semelhante a ativacdo cerebral de pessoas que sofrem de
dependéncia de drogas (MORALES; BERRIDGE, 2020).

2.9. Desmame precoce e comportamento alimentar

Estudos experimentais com estresse perinatal estdo associados a
anormalidades comportamentais, como resposta ao estresse elevada e
prolongada (DE SOUZA, et al., 2020), aprendizagem e meméria prejudicadas,
déficits de atencao, alteracbes do comportamento exploratério, do
comportamento social e ludico, preferéncia aumentada por alcool
(WEINSTOCK, 2008) e alteragbes no comportamento alimentar (DE SOUZA, et
al., 2018).

Outro modelo de estudo com animais, que também envolve um agente
estressor, € o desmame precoce, no qual os filhotes sdo separados das maes
antes da idade adequada do desmame (SHIMOZURU et al., 2007). Esse
modelo tem se mostrado relevante devido aos impactos que pode acarretar,
pois estudos mostram que a ruptura do binbmio mae-filhote, quando realizada
de forma precoce, leva ao aumento da secregdo de corticosterona, maior
ansiedade e respostas elevadas ao estresse na idade adulta (KIKUSUI, et al.,
2019). Ademais, ha diminuicdo da quantidade de comportamento materno
exibido pelas fémeas, sendo este um fator critico, por causa de sua
transmissdo ndo gendmica para as geragdes subsequentes (KIKUSUI; MORI,
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2009). Em outras palavras, os cuidados maternos podem acarretar mudancgas
epigenéticas na prole, que serdo transmitidas a outras geragdes. Outro efeito é
a indugdo de modificagdes nas células secretoras na mucosa gastrica do
animal que persistem até a idade adulta, podendo alterar o microambiente para
a inducao de doencas gastricas (ZULIAN, et al., 2017; TELES SILVA, et al.,
2020).

Estudos mais recentes mostraram que o desmame precoce também
pode alterar os padroes de comportamento alimentar do animal levando a um
aumento da ingestao de alimentos e, consequentemente, ao aumento do peso
corporal (TAVARES, et al., 2020; SOARES et al, 2021). Também foi
demonstrado aumento do consumo de alimento palatavel, preferéncia por esse
tipo de alimento e maior consumo de alimento palatavel apds estresse leve,
como uma maneira de lidar com o estresse (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al.,
2011; OLIVEIRA, et al.,, 2021). Esses animais também apresentam uma
preferéncia alimentar a gordura e agucar apenas em animais machos (DOS
SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011; SOARES et al., 2021).

Além disso, foi observado um menor tempo de reatividade a sacarose,
teste utilizado para avaliar o “gostar” (GRILL; NORGREN, 1978) e maior
ingestdo de alimentos palataveis, revertido com droga opioidérgica (DO
AMARAL ALMEIDA, et al., 2021), o que sugere uma diminuicdo da percepg¢ao
do prazer que resulta em uma compensacdo com o aumento do consumo do
alimento para atingir os padrdes de recompensa alimentar (BELLISLE, 2012) e
também reforga a hipotese do envolvimento do sistema opioidérgico na
regulacdo do gostar (Liking)(SASAKI, 2017). Esses animais também
apresentaram uma alteracdo no ritmo de alimentacdo, com aumento da
ingestdo alimentar na fase clara e diminuicdo da ingestdo alimentar na fase
escura (TAVARES, et al., 2020).

Assim, o presente estudo se propds a investigar a relagdo entre o
desmame precoce e os comportamentos similar a ansiedade e alimentar e a

participacado do sistema serotoninérgico nessa relagao.
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3. HIPOTESE
O desmame precoce aumenta os niveis de ansiedade, diminui o
comportamento alimentar homeostatico e aumenta o hedbnico em fémeas, via

alteragdes na neurotransmissao serotoninérgica.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral
Investigar os efeitos do desmame precoce sobre os niveis de ansiedade
e sobre o comportamento alimentar homeostatico e heddnico de ratas fémeas

adultas submetidas ou ndao a administracao de fluoxetina.

4.2. Especificos
Em ratas fémeas adultas desmamadas ou nao precocemente,

submetidas ou ndo a administracao de fluoxetina, avaliar:

¢ A evolucdo ponderal,
¢ A ansiedade experimental,
e A Sequéncia Comportamental de Saciedade com dieta padrao;

e A Sequéncia Comportamental de Saciedade com dieta palatavel.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes da
colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). As fémeas, com peso entre 250g e 300g, apdés adaptagado, foram
acasaladas na proporgao de duas fémeas para um macho. Apés um periodo de
cinco dias com o macho, as fémeas foram acomodadas em gaiolas individuais
e a confirmagdo da prenhez foi realizada pelo acompanhamento do peso
corporal. As ratas tiveram livre acesso a agua e dieta padrdao. O dia de
nascimento dos filhotes foi considerado o dia 0, e no 1° dia de vida foi realizada
a sexagem para a formagao das ninhadas com 8 filhotes machos e fémeas.
Apesar do estudo utilizar apenas ratas fémeas, neste trabalho, optou-se por
manter os machos na ninhada para evitar um provavel efeito da alteracdo do
cuidado materno (MOORE; MORELLI, 1979). Durante todo o experimento, os
animais foram mantidos em Biotério de experimentacdo no Departamento de
Anatomia da UFPE com temperatura de 22°C (x 1°C), Ciclo claro/escuro de 12-
12h invertido (com luzes acesas as 18h) e livre acesso a agua e a dieta padrao
do biotério (Presence®). O manejo e os cuidados com 0s animais seguiram as
recomendacgdes do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e
foram aprovados pelo Comité de ética em experimentagdo animal da
Universidade Federal de Pernambuco (n°0078/2020).

5.2. Desmame precoce e formagao dos grupos experimentais

Os grupos experimentais foram formados de acordo com o periodo do
desmame de cada ninhada, ou seja, para obteng¢ao dos grupos, os filhotes de
diferentes ninhadas foram desmamados em periodos distintos. O desmame
precoce em ratos é considerado quando ha interrupcdo do aleitamento por
volta do 15° dia de vida, e o natural, aos 30 dias de vida (KIKUSUI; MORI,
2009; NOVAKOVA et al., 1962). Assim, as ninhadas pertencentes ao grupo
D15 foram desmamadas no 15° dia pds-natal e o grupo D30 foi desmamado no
30° dia pos-natal (desmame natural). As nutrizes dos animais D15 foram
separadas de seus filhotes e esses animais receberam dieta comercial de
biotério triturada e acondicionada em recipiente no piso da gaiola até o dia 30

de vida. As nutrizes dos animais D30 foram separadas de seus filhotes no dia
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30 pds-natal. Até esse dia, os animais eram amamentados e podiam ter acesso
a dieta padrao disponivel na gaiola. Apdés o dia 30, todos os grupos foram
submetidos, exclusivamente, a dieta comercial de biotério em sua forma normal
(n&o triturada) e apenas fémeas foram utilizadas neste estudo. Estas foram
mantidas em numero de 2 por gaiola até a realizagdo dos experimentos,
quando foram separadas em gaiolas individuais trés dias antes do inicio dos

testes.

5.3. Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram formados por 16 animais divididos de
acordo com o dia do desmame, 15° ou 30° dia pds-natal, e a manipulagao
farmacolégica, salina ou fluoxetina.

1) Segundo o periodo do desmame:

» Grupo Controle — desmamado no periodo natural para a espécie, 30° dia
pos-natal (N=8);

» Grupo desmamado precocemente — animais desmamados no 15° dia pos-
natal (N=8).

2) Segundo a manipulagdo farmacologica:

* Grupo controle salina (D30 Salina) (N=8);

» Grupo controle fluoxetina (D30 Fluoxetina) (N=8);

» Grupo desmame precoce salina (D15 Salina) (N=8);

» Grupo desmame precoce fluoxetina (D15 Fluoxetina) (N=8).

Abaixo, segue um esquema demonstrando a divisdo dos grupos

Grupos
experimentais
[ Controle ] [Desmame precoce]

| I
| \ | |

: Controle + . Desmame +
Controle + salina y Desmame + salina ’
fluoxetina fluoxetina

experimentais.
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FIGURA 1. Esquema de grupos experimentais do estudo. Estes foram

formados segundo o dia do desmame e a manipulag&o farmacoldgica.

5.4. Peso corporal

O peso corporal (em gramas) foi mensurado em animais com idades
entre 194 e 197 dias de vida. Foi utilizada uma balancga eletrénica digital, marca
Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima de 500g (menor divisao 0,0019g)

(S&o Paulo, Brasil).

5.5. Labirinto em cruz elevado

O teste para avaliacdo da ansiedade foi realizado nos animais com
idades entre 194 e 197 dias de vida, durante 5 minutos. Foi utilizado o modelo
do labirinto em cruz elevado. Esse labirinto, proposto por Handley e Mithani
(HANDLEY; MITHANI, 1984), é constituido de dois bragos abertos (50 x 10 cm)
e dois bragos fechados (50 x10x 40 cm), que se estendem a partir de uma
plataforma central comum (10x10cm), elevados a uma altura de 50 cm a partir
do nivel do piso. O revestimento do piso e das paredes dos bragos e regido
central do labirinto € de material antiderrapante e escuro. Durante o teste, o
labirinto foi iluminado com luz vermelha de baixa voltagem (15 W). Este modelo
experimental € baseado no medo inato que os roedores tém pelo espago
aberto e elevado, preferindo ficar nos bragos fechados. A realizagcado do teste
consistiu em colocar os animais, individualmente, no espaco central do
aparelho, com a cabecga voltada para o brago aberto, e registrar os dados
durante 5 minutos. Apenas um avaliador observou as sessdes e registrou em
protocolo o tempo de permanéncia e o numero de entradas em cada brago. O
registro de cada entrada teve validade a partir do momento em que o animal
encontrou-se com as 4 patas em um dos bragos do labirinto. O tempo de cada
animal foi marcado através de um cronémetro digital. O tempo de permanéncia
(em segundos) nos bragos abertos e fechados foi utilizado como indice de
ansiedade. Trinta minutos antes do experimento foi administrada solucéo salina
(NaCl 0,9%) ou fluoxetina (10 mg/Kg de peso corporal), via intraperitoneal.
Vinte e quatro horas apds o estudo com salina, foi realizado o estudo com a
fluoxetina. Todas as analises foram realizadas entre as 12 e 15h, no ciclo

escuro. Os mesmos animais foram utilizados para avaliacdo com salina e
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fluoxetina, com intervalo de tempo seguro respeitando o tempo de meia-vida da
droga (GURY; COUSIN, 1999).

5.6. Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS)

A SCS foi analisada em fémeas por volta dos 200 dias de vida. A analise da
SCS foi descrita por (HALFORD et al., 1998). Os animais foram mantidos em
privagao alimentar prévia de quatro horas antes da oferta de alimento (8 as 12
horas, na fase escura do ciclo). Apds o periodo de privagao alimentar de quatro
horas, os animais receberam quantidade conhecida (30 gramas) de dieta
padrdao de biotério (Presence®) ou de um cookie de chocolate da marca
Bauducco, que ocorreu 24h apds o teste com a dieta padrdo. Trinta minutos
antes da oferta de cada alimento foi administrada fluoxetina (10 mg/Kg de peso
corporal, via intraperitoneal) para ambos o0s grupos experimentais. Uma
semana depois, 0 mesmo procedimento foi realizado com solugéo salina (NaCl
0,9%), via intraperitoneal. Os experimentos foram sempre realizados entre as
12 e 15h, durante o ciclo escuro. A SCS foi registrada em protocolo
padronizado, por avaliador treinado, durante uma hora. Foram registradas as
duragbes, em segundos, dos seguintes comportamentos: a) Alimentacgao:
Registro iniciado quando o rato foi observado ingerindo a ragdo no comedouro.
O mesmo foi finalizado no momento em que o rato abandonou o comedouro, b)
Limpeza: O animal procedeu inicialmente o lamber de patas anteriores e
movimentos dessas sobre a cabecga, continuando-se com o lamber da regido
ventral, do dorso e das patas posteriores, ¢) Repouso: O rato foi observado em
posicdo de descanso, apresentando o corpo repousado sobre o assoalho da
gaiola. Outras medidas registradas: consumo alimentar (diferengca do peso (g)
de racado oferecida e rejeitada durante o periodo de uma hora do registro da
SCS), a duragao da refeicdo (minutos), a taxa de alimentagao (Kcal/min), o
tamanho da refeigcdo (Kcal consumida /Kg de peso corporal) e laténcia para
iniciar a alimentacdo (segundos). Os mesmos animais foram utilizados para
avaliagdo com salina e fluoxetina, com intervalo de tempo seguro respeitando o
tempo de meia-vida da droga (GURY; COUSIN, 1999). Bem como receberam a
oferta tanto de dieta padrdo de biotério (Presence®), quanto de cookies

Bauducco em momentos diferentes.
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5.7. Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais com os animais foram de acordo com os
“Principios éticos na experimentacdo animal”’, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de experimentagdo animal (CONCEA), obedecendo as
normas de manuseio e cuidado com os animais. Este trabalho foi aprovado
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, sob numero de
processo 0078/2020.

5.8. Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + Erro padrdao da média (SEM).
Para comparacdes simples, foi utilizado o teste t. Para comparagdes multiplas,
foi utiizada ANOVA Two Way, seguida do pos-teste de Bonferroni, sempre
adotando niveis de significancia como p <0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. PESO CORPORAL
O desmame precoce nao alterou o peso corporal quando comparado ao
grupo controle (C: 241,87 £ 20,98 vs D: 252,87 + 19,2, n=8, p>0,05).

300-
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Figura 2. Efeitos do desmame precoce no peso corporal de ratas adultas
fémeas (N=8). O peso foi mensurado em balanga eletrénica digital em animais
com idades entre 194 e 197 dias de vida. Teste t. Dados expressos em Média +

Erro padrao da meédia. N=6.

6.2. LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O desmame precoce nao alterou o tempo de permanéncia nos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado quando comparado ao grupo controle
(D30 Salina: 66,14 + 18,92, n=7 vs D15 Salina: 83,25 + 24,62, n=8, p>0,05)
(Figura 3). Mesmo apés a administragdo de fluoxetina, ndo houve diferenga no
tempo de permanéncia nos bragos abertos entre o grupo controle e desmame
precoce (D30 Fluox: 5,43 + 3,04, n=7 vs D15 Fluox: 11,12 £ 9,12, n=8, p>0,05)
(Figura 3). Com relagdo aos bragos fechados, o mesmo resultado foi
observado. Nao houve diferenga significativa entre o tempo de permanéncia
entre o grupo controle e desmame precoce nas analises sem fluoxetina (D30
Salina: 208,71 + 24,44, n=7 vs D15 Salina: 185,37 + 31,14, n=8, p>0,05)
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(Figura 3) ou com administracdo prévia de fluoxetina (D30 Fluox: 284,14 +
5,56, n=7 vs D15 Fluox: 271,125 £ 17,0, n=8, p>0,05) (Figura 3).

A administragédo prévia de fluoxetina aumentou o tempo de permanéncia
nos bracgos fechados do labirinto em cruz elevado quando comparado ao grupo
salina nos animais controle (D30 Salina: 208,71 £ 24,44 vs D30 Fluox: 284,14 +
5,56, n=7, p<0,01) e desmame precoce (D15 Salina: 185,37 + 31,14 vs D15
Fluox: 271,125 £ 17,0, n=8, p<0,05) (Figura 3). Com relagdo aos bragos
abertos, a fluoxetina teve efeito oposto. Houve diminui¢cdo significativa do
tempo de permanéncia, quando comparado ao grupo salina, no grupo
desmame precoce (DS: 83,25 £ 24,62 vs DF: 11,12 + 9,12, n=8, p<0,05)
(Figura 3).

400- .
i #ug  [1 Salina
* *% Hl Fluoxetina

Segundos
N w
o (=]
< <

-
(=]
<

10 I

D30BA D15BA D30BF D15BF

Figura 3. Efeitos do desmame precoce avaliado no teste do labirinto em cruz
elevado. O tempo de permanéncia esta expresso em segundos e representa a
duracdo em que o animal estava em cada um dos quatro bracos do labirinto.
BA: Brago aberto. BF: Brago fechado. D30: Controle. D15: Desmame precoce.
O teste foi realizado entre 194 e 197 dias de vida. ANOVA Two Way. Pés-teste
de Bonferroni. Dados expressos em Média £+ Erro padrédo da média *p<0,05.
**p<0,01 vs Salina. ### p<0,001 vs BA do respectivo grupo controle ou

desmame precoce. N=7-8.

3. CONSUMO ALIMENTAR NO TESTE DE SCS
O desmame precoce nao alterou o consumo de dieta padrao quando
comparado ao grupo controle (D30+DP Salina: 6,45 £ 0,86 vs D15+DP Salina:

7,04 + 1,09, n=6, p>0,05). Mesmo apds a administracdo de fluoxetina, n&o
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houve diferenga no consumo de dieta padrao entre o grupo controle e
desmame precoce (D30+DP Fluox: 2,44 + 0,32 vs D15+DP Fluox: 2,71 + 0,49,
n=6, p>0,05). Com relagdo ao consumo de cookie, o mesmo resultado foi
observado. Nao houve diferenga significativa entre o consumo entre o grupo
controle e desmame precoce nas analises sem fluoxetina (D30+CK Salina:
6,03 £ 0,64 vs D15+CK Salina: 5,06 £ 0,7, n=6, p>0,05) ou com administragéo
prévia de fluoxetina (D30+CK Fluox: 3,8 £ 0,78 vs D15+CK Fluox: 3,88 + 0,64,
n=6, p>0,05). Foi observado, no entanto, um efeito da fluoxetina. A
administragao prévia da droga diminuiu o consumo de dieta padrdo no grupo
controle quando comparado ao consumo com administracdo de salina
(D30+DP Salina: 6,45 + 0,86 vs D30+DP Fluox: 2,44 £ 0,32, n=6, p<0,001). O
grupo desmamado precocemente também diminuiu 0 consumo de dieta padrao
quando comparado ao grupo salina (D15+DP Salina: 7,04 £ 1,09 vs D15+DP
Fluox: 2,71 + 0,49, n=6, p>0,05) (Figura 4). Com relagdo ao consumo de
cookie, a fluoxetina ndo alterou o consumo em nenhum dos grupos analisados,
nem o controle (D30+CK Salina: 6,03 + 0,64 vs D30+CK Fluox: 3,8 £ 0,78, n=6,
p<0,001), nem o desmamado precocemente (D15+CK Salina: 5,06 £ 0,7 vs
D15+CK Fluox: 3,88 + 0,64, n=6, p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos do desmame precoce sobre o consumo de dieta padrdo e
palatavel (cookie) durante a SCS. As ratas (N=6), por volta dos 200 dias de
vida, foram submetidas a 4h de jejum, entdo avaliou-se a SCS em resposta a
injegdo aguda de solucéo salina ou fluoxetina. Foi ofertada cerca de 30g de
dieta aos animais e permitida a ingestdo por um periodo de 1h. O consumo foi
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dado pela subtragao entre a quantidade oferecida e a rejeitada ap6s 1h. D30:
Controle. D15: Desmame precoce. DP: Dieta Padrao. CK: Cookie. ANOVA Two
Way. Pés-teste de Bonferroni. Dados expressos em Média + Erro padrao da

meédia. *** p<0,001 vs Salina.

6.4. LATENCIA PARA INICIAR A REFEICAO NO TESTE DE SCS

Quando comparado ao grupo controle, o desmame precoce néo alterou a
laténcia para iniciar a refeicdo durante a SCS, tanto nas analises com
administracao prévia de fluoxetina (D30+DP Fluox: 198,37 £ 75,01 vs D15+DP
Fluox: 87,5 £ 37,55, n=6, p>0,05), quanto naquelas com administragcéo prévia
de solugdo salina quando a dieta ofertada foi a padrdao (D30+DP Salina: 58,87
+ 9,17 vs D15+DP Salina: 50,0 + 9,56, n=6, p>0,05). Com relagédo a laténcia,
quando a dieta ofertada foi o cookie, o grupo desmame precoce apresentou
menor laténcia para iniciar a refeicdo durante a SCS apds a administragao de
fluoxetina (D30+CK fluox: 141,37 + 80,28 vs D15+CK fluox: 5,87 + 3,28, n=8,
p>0,001) (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos do desmame precoce sobre a laténcia para iniciar a refeicao
durante a SCS. As ratas (N=6), por volta dos 200 dias de vida, foram
submetidas a 4h de jejum, entdo avaliou-se a SCS em resposta a injegcao
aguda de solugao salina ou fluoxetina. A laténcia é definida como o0 momento
(em segundos) em que o animal inicia o primeiro episddio de ingestéao
alimentar durante a SCS. D30: Controle. D15: Desmame precoce. DP: Dieta
Padrdo. CK: Cookie. ANOVA Two Way. Pés-teste de Bonferroni. Dados



42

expressos em Média + Erro padrao da média. # D15+CK fluox vs D30+CK

fluox. p<0,05.

6.5. DURAGCAO DA REFEICAO NO TESTE DE SCS

O desmame precoce nao alterou a duragcdo da refeicdo durante a SCS,
tanto nas analises com administragéo prévia de fluoxetina (D30+DP Fluox:
615,75 + 105,67 vs D15+DP Fluox: 628,75 + 98,42, n=6, p>0,05), quanto
naquelas com administragao prévia de solugao salina (D30+DP Salina: 952,87
+ 79,03 vs D15+DP Salina: 713,75 + 92,65, n=6, p>0,05), quando a dieta
ofertada foi a padrao. Por outro lado, quando a dieta ofertada foi o cookie, o
desmame precoce diminuiu a duragao da refeicao apenas apos administragao
de solugao salina (D30+CK salina: 1400,9 + 176,8 vs D15+CK salina: 781,6 +
100,4, n=8, p<0,01), ndo havendo alteracdo apds administragdo de fluoxetina.
Foi observado efeito da dieta apenas no grupo controle, em que esse grupo
apresentou maior duracdo no consumo de cookies quando comparado ao
consumo de dieta padrdo apos administragdo de solugdo salina (D30+DP
salina: 952,9 + 79,03 vs D30+CK salina: 1400,9 + 176,8, n=8, p<0,05). Além
disso, também foi observado um efeito da droga apenas no grupo controle com
oferta de cookie, em que esse grupo apresentou menor duragao da refeigéo
apo6s administragdo de fluoxetina (D30+CK salina: 1400,9 £ 176,8 vs D30+CK
fluox: 938,1 £ 176,8, n=8, p<0,05) (Figura 6)
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Figura 6. Efeitos do desmame precoce sobre a duragéo da refeicdo durante a
SCS. As ratas (N=6), por volta dos 200 dias de vida, foram submetidas a 4h de

jejum, entdo avaliou-se a SCS em resposta a injegdo aguda de solugao salina
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ou fluoxetina. A duracédo da refeigao foi dada pelo tempo (em segundos) em
que o animal passou consumindo a dieta, durante a SCS. D30: Controle. D15:
Desmame precoce. DP: Dieta Padrdo. CK: Cookie. ANOVA Two Way. Pos-
teste de Bonferroni. Dados expressos em Média £ Erro padréao da média. &&
D30+CK salina vs D15+CK salina (p<0,01) (Efeito do desmame); # D30+DP
salina vs D30+CK salina (p<0,05) (Efeito da dieta); * D30+CK salina vs
D30+CK fluox (p<0,05) (Efeito da droga).

6.6. TAXA DE ALIMENTAGAO NO TESTE DE SCS

O desmame precoce ndo alterou a taxa de alimentacdo durante a SCS
quando comparado ao grupo controle. No entanto, foi observado um efeito
intragrupo apenas no grupo desmame com dieta padrao, em que 0 grupo com
administracdo de fluoxetina demonstrou uma menor taxa de alimentagao
quando comparado ao grupo salina (D15+DP salina: 2,384 + 0,526 vs D15+DP
fluox: 1,143 £ 0,08, n=8, p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Efeitos do desmame precoce sobre a taxa de alimentag&o durante a
SCS. As ratas (N=6), por volta dos 200 dias de vida, foram submetidas a 4h de
jejum, entdo avaliou-se a SCS em resposta a injegdo aguda de solugao salina
ou fluoxetina. A taxa de alimentacdo é dada pela quantidade de calorias
ingeridas (Kcal) por unidade de tempo (minutos), durante a SCS. D30:
Controle. D15: Desmame precoce. DP: Dieta Padrao. CK: Cookie. ANOVA Two



44

Way. Pos-teste de Bonferroni. Dados expressos em Média + Erro padrdo da
meédia. *p<0,05 vs D15+DP salina.

6.7. TAMANHO DA REFEICAO NO TESTE DE SCS
O desmame precoce nao alterou o tamanho da refeicdo durante a SCS

quando comparado ao grupo controle. No entanto, foi observado efeito da
fluoxetina em todos os grupos (D30+DP salina: 78,80 + 14,21 vs D30+DP fluox:
25,91 £ 4,16, n=6, p<0,05; D15+DP salina: 85,85 + 20,03 vs D15+DP fluox:
38,92 + 7,37, n=6, p<0,05; D30+CK salina: 101,07 + 12,05 vs D30+CK fluox:
49,08 +5,97, n=6, p<0,05), exceto no grupo desmame + cookie (D15+CK).
Portanto, a fluoxetina diminuiu a quantidade de dieta ingerida em todos os

grupos, exceto no grupo desmame precoce com oferta de cookie (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos do desmame precoce sobre o tamanho da refeigdo durante a
SCS. As ratas (N=6), por volta dos 200 dias de vida, foram submetidas a 4h de
jejum, entdo avaliou-se a SCS em resposta a injegdo aguda de solugdo salina
ou fluoxetina. O tamanho da refeicdo € dado pela quantidade de alimento
ingerido (em Kcal) por unidade de peso corporal (em Kg). D30: Controle. D15:
Desmame precoce. DP: Dieta Padrdo. CK: Cookie. ANOVA Two Way. Pos-
teste de Bonferroni. Dados expressos em Média = Erro padrao da média.
*p<0,05 vs salina. # p<0,05 vs D30+DP fluoxetina.
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6.8. PONTO DE SACIEDADE NO TESTE DE SCS
O desmame precoce causa uma antecipagdo no ponto de saciedade

quando a dieta ofertada é a padrao (Figura 9F), porém apds a administracéo da
fluoxetina o ponto de saciedade, para a dieta padrao, ocorreu mais tarde no
animal desmamado (Figura 9B) quando comparado ao controle (Figura 9A).
Quando a dieta ofertada foi o alimento palatavel com administragcdo da salina,
0s animais de ambos os grupos ndo foram capazes de completar a sequéncia.
Entretanto apés a administracdo de fluoxetina o ponto de saciedade dos

animais desmamados se mostrou antecipado (Figura 9D).
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Figura 9. A figura demonstra os efeitos do desmame precoce sobre Ponto de
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saciedade na SCS. A: D30+DP Fluoxetina; B: D15+DP Fluoxetina; C: D30+CK
Fluoxetina; D: D15+CK Fluoxetina; E: D30+DP Salina; F: D15+DP Salina. Os
periodos de 1 a 8 demonstram a frequéncia dos comportamentos de
alimentacao, limpeza e descanso em que, cada periodo, representa um tempo
de 5 minutos. O ponto de saciedade é representado pela linha perpendicular
vermelha, a qual indica o cruzamento entre a alimentagdo e o descanso. A e B:
N=6; C, D, E, F: N=4,
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que o desmame precoce nao alterou o
peso corporal das ratas avaliadas nesse periodo. Em relagdo aos niveis de
ansiedade, os animais testados no labirinto em cruz elevado ndo mostraram
diferengas entre os grupos. Entretanto, apds a aplicagdo de fluoxetina os
animais apresentaram maior comportamento similar a ansiedade em ambos os
grupos avaliados nesse teste. Além disso, foi observado um efeito do desmame
na laténcia para iniciar a refeicdo na SCS, quando a dieta ofertada foi uma
dieta palatavel. Nessa situacdo, a administracdo de fluoxetina diminuiu a
laténcia apenas no grupo desmamado. Efeito do desmame também foi
observado na duragao da refeicdo na SCS, quando a dieta ofertada foi uma
dieta palatavel. Nesse caso, os animais apresentaram uma menor duracao da
refeicdo. Quanto a duragdo da refeicdo na SCS, ainda foi observado que os
animais controle passam mais tempo na refeicdo quando o alimento é
palatavel, resultado ndo observado no grupo desmamado. Ademais, apenas no
grupo controle a fluoxetina demonstrou efeito diminuindo a duragao da refeigéao
quando a dieta palatavel era a opgdo. Quando se avaliou a taxa de
alimentacao, foi observado que, apenas o grupo de desmame precoce que
consumiu a dieta padrdo, teve a taxa diminuida com a administragdo de
fluoxetina. Quanto ao tamanho da refeigdo, nao foi observado um efeito do
desmame precoce, entretanto, apés a administracdo de fluoxetina, a
quantidade de dieta ingerida em todos os grupos diminuiu, exceto no grupo
desmame precoce com oferta de cookie. Quanto ao ponto de saciedade, houve
no grupo desmamado quando comparado ao controle. O efeito oposto sobre a
saciedade foi observado apdés administragdo de fluoxetina, ou seja, houve
atraso no ponto de saciedade no grupo desmamado. O grupo com cookie e
salina nao foi avaliado porque o cookie perturbou a SCS, de maneira que os
animais nao demonstraram a SCS nessa condicao.

Quando avaliado, o peso corporal ndo apresentou diferengas entre os
animais desmamados precocemente e os animais controle. Isso pode ser
justificado devido a idade do animal, pois, em outros estudos com animais
desmamados precocemente, o peso se mostra alterado em um momento
proximo do desmame, devido a interrup¢ao abrupta do aleitamento materno
(DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011). Entretanto, ao avangar da idade, seu
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peso se equipara ao de animais que nao foram desmamados precocemente
(DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011).

Em estudo com fémeas desmamadas precocemente, foi observado um
maior peso corporal nesses animais quando avaliados aos 35 e 40 dias de vida
(TAVARES, et al.,, 2020). Entretanto, um outro estudo que avaliou o peso
corporal de fémeas desmamadas precocemente com 4 e 7 semanas, hao
observou diferengas significativas entre os grupos (KODAMA, et al., 2008). Em
avaliagdes feitas com camundongos fémeas desmamadas precocemente, em
que o peso corporal foi avaliado com 3, 5 e 8 semanas, foi observado que o
peso das fémeas foi alterado em apenas uma das avaliagbes néo persistindo,
portanto, essa diferenga em longo prazo (KIKUSUI, KIYOKAWA, MORI, 2007).
Um estudo com machos que realizou o desmame em trés idades diferentes,
aos 15, 21 e 30 dias de vida, também avaliou o peso corporal desses animais.
As avaliagdes foram feitas diariamente até o dia 30 e, depois, a cada 30 dias
até o dia 150. Observou-se que as diferencas ocorreram apenas entre os dias
16 e 18, ndo sendo mais observadas até o ultimo dia de avaliagao, aos 150
dias de vida do animal (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011).

Como ciado anteriormente, essa alteragdo de peso apenas no periodo
proximo ao desmame pode estar associada a interrupgcdo abrupta do
aleitamento materno, que tem composicao nutricional diferente da dieta padrao
(DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011). Cerca de 69,8% das calorias do leite
materno sdo de gordura, enquanto que os carboidratos representam apenas
6,8% dessa composicao (AZARA, et al., 2008). Por outro lado, a dieta padrao
de biotério tem 64% de suas calorias provindas de carboidrato e 16,7% de
lipidios (REEVES, 1993). Em condigbes normais, o animal no periodo final de
lactacéo, inicia a ingestdo de alimentos, mas ainda ingere o leite materno até o
desmame completo (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011).

Quanto aos parametros do comportamento similar a ansiedade, avaliado
através do labirinto em cruz elevado, ndo foram encontradas diferencas
significativas dos dados obtidos de animas desmamados precocemente em
relacdo ao grupo controle. Esse achado pode estar relacionado ao fato de que
os animais utilizados no presente trabalho foram apenas fémeas, corroborando
com achados de outros estudos que avaliaram o comportamento similar a

ansiedade em teste de labirinto com ratos wistar machos e fémeas
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desmamados precocemente. O teste foi realizado quando os animais tinham 8
semanas de vida, e foram encontradas diferengcas apenas nos animais machos,
mas ndo em fémeas. Os machos passaram menor tempo e apresentaram
menor frequéncia de entrada nos bragcos abertos e maior tempo de
permanéncia nos bracos fechados, indicando um aumento da ansiedade
nesses animais (ITO, et al., 2006). Isso demostra que as consequéncias do
desmame precoce apresentam diferengcas quanto ao sexo do animal e, nesse
sentido, os machos estariam mais susceptiveis (ITO, et al., 2006).

Um outro estudo que avaliou os animais desmamados precocemente, em
teste de labirinto, em uma idade mais proxima a utilizada no presente estudo,
com 22 semanas, demonstrou que tanto os machos quanto as fémeas
desmamados precocemente apresentavam um comportamento similar a
ansiedade elevado, com um menor numero de entradas no brago aberto,
menor laténcia para entrar nos bragos fechados e maior laténcia para entradas
em bragos abertos. Entretanto, nesse estudo, os animais utilizados foram
camundongos (KIKUSUI, TAKEUCHI, MORI, 2004) e possiveis diferencas
inerentes as espécies devem ser consideradas quando os estudos sao
comparados. Esse grupo também avaliou esses mesmos animais com 3,5 e 8
semanas e o0s resultados foram similares, com o desmame precoce
aumentando os niveis do comportamento similar a ansiedade tanto em machos
quanto em fémeas (KIKUSUI, et al., 2006).

Por outro lado, quando realizaram as avaliagdes dos mesmos parametros
com 3, 5 e 8 semanas, em uma linhagem diferente de animais (/ICR mice)
submetidos ao desmame precoce, notaram que as fémeas, diferente dos
machos, apresentavam uma elevacdo da ansiedade apenas na terceira
semana, ndo sendo mais observado nas avaliagdes seguintes, endossando a
hipétese de que as consequéncias do desmame precoce apresentam
diferengas quanto ao sexo do animal (KIKUSUI, KIYOKAWA, MORI, 2007). Os
autores sugerem que essas diferengas sexuais podem surgir, pelo menos em
parte, dos horménios sexuais, pois as respostas neuroenddcrinas ao estresse
sdo parcialmente reguladas pelos hormdnios gonadais e, portanto, s&o
diferentes em homens e mulheres. Por isso, o estresse do desmame precoce

pode afetar os niveis de corticosterona de forma diferente em homens e
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mulheres, o que, por sua vez, pode causar diferengas nos resultados
comportamentais (KIKUSUI, KIYOKAWA, MORI, 2007).

Além disso, em estudo mais recente com ratos Wistar, o comportamento
similar a ansiedade em teste de labirinto foi avaliado com 4 e 7 semanas, em
animais machos e fémeas. Eles observaram que as fémeas, diferentes dos
machos, apresentavam menor duragcdo e frequéncia de entrada em bragos
abertos e maior duragdo em bracos fechados apenas com 4 semanas, e que
esse comportamento parecia desaparecer com sete semanas (KODAMA, et al.,
2008). Esses achados corroboram com as hipoteses de que as respostas
neuroendocrinas ao estresse sao reguladas pelos horménios gonadais e,
portanto, o desmame precoce afeta os niveis de corticosterona de forma
diferente para machos e fémeas (KODAMA, et al., 2008). Nesse sentido o
presente trabalho corrobora com esses achados de que as fémeas aparentam
ter uma maior protegcdo contra os efeitos do desmame precoce quanto aos
niveis de comportamento similar a ansiedade, e pode ser devido aos
horménios gonadais. Entretanto, mais estudos deverdo ser realizados para
elucidar o que, de fato, ocorre no periodo perinatal que tornaria os animais
machos mais susceptiveis a esse comportamento mais tarde na vida.

Quando avaliou-se a resposta dos animais ao teste de labirinto apds a
administracao de fluoxetina, foi observado que os niveis de comportamento
similar a ansiedade se apresentavam elevados em todos 0s grupos, isso se
deve ao fato de que a fluoxetina é uma droga de agao sistémica, que age,
especificamente, inibindo a recaptacdo de serotonina, (SSRIs) e sua
administracdo aguda causa uma resposta ansiogénica inicial, através do
aumento da neurotransmisséao via 5-HT2C (GRAEFF, 2008). Nesse sentido, o
desmame precoce nao foi capaz de promover alteragcdes nesses mecanismos.

Quanto aos parametros avaliados no teste de sequéncia comportamental
de saciedade, os dados de consumo alimentar ndo apresentaram diferencas na
ingestao de dieta palatavel e padrao dos animais desmamados precocemente
quando comparados aos animais do grupo controle, ao contrario do que foi
demonstrado em outros estudos. Avaliacbes realizadas com fémeas
desmamadas precocemente mostraram que, essas, apresentam maior
consumo de dieta padrdo quando comparadas com fémeas controles em

consumo durante 24h. Esses dados sdao mostrados tanto em avaliagbes com
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fémeas jovens com 35 dias (TAVARES, et al., 2020), quanto nas avaliagdes em
longo prazo, que mostram que essa diferenga tende a permanecer até os 180
dias (SOARES, et al.,, 2021). Além disso, foi demostrado em ratos machos
adultos, que foram desmamados aos 15 ou 30 dias, que o0s animais
desmamados precocemente mostraram uma hiperfagia com relagdo a dieta
palatavel (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011). Esses animais foram
avaliados quanto a preferéncia por dieta palatavel ao ofertar a mesma
juntamente com a ragao padrao aos 120 dias de vida do animal. O consumo foi
avaliado por 24h e o animal desmamado precocemente apresentou um maior
consumo da dieta palatavel quando comparado com o animal controle,
demonstrando, assim, a hiperfagia com relagédo a dieta palatavel desse animal
(DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011). No presente estudo, 0 desmame nao
foi capaz de promover hiperfagia pela dieta padrdo ou palatavel em ratas
fémeas adultas que foram desmamadas precocemente. Por outro lado, foi
observado que, apds a administracédo de fluoxetina o consumo foi reduzido, em
ambos 0s grupos, apenas quando a dieta ofertada foi a padrdo. Tendo em vista
que a fluoxetina tem acgdo anorexigénica, o esperado seria que todos os
consumos fossem reduzidos, o fato desse resultado ndo ser apresentado
quando o alimento foi palatavel, pode sugerir que a regulagdo da alimentagéo
frente a esse tipo de dieta envolve outros mecanismos que superariam a
regulacdo serotoninérgica. Contudo, neste estudo, ndo foi avaliada essa
resposta com outras drogas de agdes especificas, nem se realizaram
avaliagdes estruturais que permitissem justificar essa hipotese.

Embora ndo tenham sido observadas alteragdes no consumo, a analise
da Sequéncia Comportamental de Saciedade permite avaliar outros parametros
do comportamento alimentar, como a laténcia para iniciar a refeicdo e a
duracao da refeicdo. Apesar de ndo ser um teste especifico, o parametro da
laténcia pode ser uma medida da motivagao do animal para comer (OLIVEIRA,
SOUZA, MANHAES-DE-CASTRO, 2011). O desmame precoce foi capaz de
diminuir a laténcia para o inicio da refeicdo quando o alimento foi palatavel,
apés a aplicacdo de fluoxetina. Sabe-se que a fluoxetina tem acéao
anorexigena. E de se esperar que um reflexo desse efeito inibidor da ingest&o
se mostre também no interesse que o animal demonstra pelo alimento. Nesse

caso, um menor interesse pelo alimento levaria a uma maior laténcia para
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comecgar a refeicdo. No entanto, foi observado o efeito oposto no grupo
desmamado, em que eles apresentaram uma menor laténcia para iniciar a
ingestdo, mesmo sob efeito da droga, quando a dieta foi palatavel. Esse
achado pode estar associado as caracteristicas palataveis do cookie de
chocolate, grande quantidade de agucares simples e gordura, pois € sabido
que o desmame precoce € um modelo de estresse que promove alteragdes em
longo prazo, inclusive com o aumento de resposta a estimulos estressores
mais tarde na vida (KIKUSUI, et al., 2004), que podem ser pela hiperatividade
do eixo HPA e aumento dos niveis circulantes de glicocorticoides (MEANEY,
PLOTSKY, 200) Esses glicocorticoides tendem a aumentar o consumo de
sacarose para compensar o estresse (DALLMAN, et al., 2003) e, nesse caso, 0
jejum prévio utilizado no teste poderia ser um fator estressor para esses
animais (NAKAMURA, et al., 2008) e, assim, justificar o maior interesse desses
pelo alimento palatavel.

Em estudo com animais machos desmamados precocemente, em que se
avaliou o parametro de motivagdo com teste especifico (teste de corredor) aos
120 dias, foi observado que esses animais diminuiram a velocidade com que
buscavam a recompensa alimentar, o que pode ser interpretado como uma
motivagdo menor para obter uma recompensa alimentar. Porém, essa menor
motivacao apareceu como efeito transitério e, portanto, seria inadequado
afirmar que animais desmamados precocemente sdao menos motivados pela
recompensa alimentar (DO AMARAL ALMEIDA, et al., 2021).

Assim, embora ndo tenha sido evidenciado um maior consumo, pode-se
sugerir que o interesse por esse tipo de alimento, observado no presente
estudo, foi maior entre o grupo desmamado. Outros estudos demostraram que
animais desmamados precocemente apresentam uma preferéncia por
alimentos palataveis, principalmente ricos em gordura, e tém o consumo
aumentado quando entram em contato com essas dietas. Entretanto, mais uma
vez, essa caracteristica também parece estar presente apenas em machos
(DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011), ndo sendo observada em ratas
fémeas (SOARES, et al., 2021). O dimorfismo sexual observado pode estar
associado aos niveis plasmaticos dos hormdnios sexuais e/ou suas

quantidades de receptores nesses animais.
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Assim como a laténcia foi menor para iniciar a refeicdo, a duracao desta
refeicdo também foi menor no grupo desmamado quando o alimento ofertado
foi o cookie. Nesse caso, o baixo valor hedénico com relagdo ao alimento
palatavel poderia ser demonstrado pela menor duragao da refeicdo com esse
alimento. Junto aos dados da laténcia, esses dados levantam a questao de se
esses animais apresentam um maior “querer” e um menor “gostar’. Sabe-se
que o “querer” no comportamento alimentar hedbnico estd associado a
motivacdo por determinado alimento, ou seja, se refere ao periodo em que
ainda nao ha contato com a dieta. O “gostar”, por sua vez, esta associado ao
valor heddnico do alimento em si e se expressa apos o contato com a dieta
(MORALES; BERRIDGE, 2020; SASAKI, 2017). Assim, pode-se especular que
uma menor laténcia parece sugerir um maior “querer’, enquanto uma menor
duragdo parece sugeriu um menor “gostar’ nesses animais. Esses resultados
associados estao relacionados ao comportamento de vicio, observado no uso
de drogas e que, recentemente, tem sido sugerido que, de forma similar, esse
mecanismo indicaria um “vicio alimentar’” (BERRIDGE, ROBINSON, 2016). Em
teste especifico para avaliagdo do “gostar” em animais desmamados
precocemente, foi realizado uma avaliacdo do teste de reatividade ao paladar
com 90 dias em ratos machos, e foi observado que o desmame precoce
reduziu o tempo que os animais gastaram no consumo da solugado de
sacarose. Esse comportamento pode ser indicativo de uma reagao diminuida
ao prazer, que tende a ser recompensada para atingir os padroes de
recompensa alimentar (DO AMARAL ALMEIDA, et al., 2021).

Além disso, também foi observado, neste trabalho, que a administracao
prévia de fluoxetina foi capaz de reduzir a duragao da alimentacido de cookies
nos animais controle, mas ndo nos animais desmamados precocemente, 0 que
pode endossar a hipotese de que a regulagao da alimentacao frente a esse tipo
de dieta envolve mecanismos que superariam a regulagdo serotoninérgica,
principalmente nos animais desmamados precocemente, apesar deste estudo
nao ter avaliado essa resposta com outras drogas de acao especifica, nem ter
realizado avaliagbes estruturais que permitissem justificar essa hipétese. Por
outro lado, seguindo a associagdo anterior foi feita desta microestrutura da
sequéncia, a duracdo, com o componente do comportamento alimentar

hedbdnico o “gostar”, é sabido que esse componente possui maior regulagao
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pelo sistema opioidérgico (BERRIDGE, ROBINSON, 2016). Estudos desse
sistema, em animais desmamados precocemente, demonstraram que animais
que receberam antagonista do receptor opioidérgico dos 15 aos 30 dias de
vida, em avaliacdo do teste de reatividade ao paladar com 90 dias,
apresentaram normalizacdo do tempo de exposicdo a sacarose, quando
comparado aos resultados de animais desmamados sem administragdo desse
antagonista, sugerindo uma possivel normalizagdo na percepgao do prazer
nesses animais pela droga opioidérgica sabidamente relacionada a esse
componente do comportamento alimentar (DO AMARAL ALMEIDA, et al.,
2021).

Quanto a taxa de alimentagdo (Kcal/min), o desmame precoce néao foi
capaz de promover uma alteragdo na taxa de alimentagcdo durante a SCS
quando comparado ao grupo controle. No entanto, apds a administracédo de
fluoxetina foi observado uma menor taxa de alimentagdo no grupo desmame
com dieta padrdo, quando comparado ao grupo salina consumindo a mesma
dieta. Esse foi um dado esperado, tendo em vista que a fluoxetina foi capaz de
reduzir o consumo dessa dieta nos animais desmamados precocemente, sem
alterar a duracao da refeicao acarretando, portanto, em uma menor taxa de
alimentacao, apesar de que o grupo controle também apresentou esse padréao
de comportamento de diminuicdo de consumo e manutengdo da duracao.
Todavia, ndo foi demonstrada alteracdo na taxa apds a administragcao de
fluoxetina sugerindo, portanto, que o desmame precoce promove alteragdes
nos mecanismos de regulagdo do comportamento alimentar em resposta a
fluoxetina.

Em relagdo ao tamanho da refeicdo (Kcal/lKg de pc), o desmame
precoce nao alterou o tamanho da refeicdo durante a SCS quando comparado
ao grupo controle. No entanto, a fluoxetina diminuiu o tamanho da refeicdo em
todos os grupos, demonstrando sua agao anorexigénica esperada. Por outro
lado, essa agao da fluoxetina ndo foi capaz de diminuir o tamanho da refeicao
nos animais desmamados precocemente quando o alimento era palatavel.
Além do envolvimento de outros mecanismos regulatorios da alimentagao
frente a uma dieta palatavel que foram discutidos anteriormente, o desmame
precoce promove alteragdes na regulacdo da alimentacdo através de

alteracgdes do sistema serotoninérgico. Estudos com fémeas jovens que avaliou
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a expressao dos genes dos receptores 5ht1b, 5ht2c e do SERT no tronco
encefalico e hipotalamo dessas ratas, observaram que havia uma diminuigao
na expressao de RNAm desses receptores no hipotalamo e que, por outro lado,
estavam aumentados no tronco. Esses achados, sugerem que o sistema
serotonérgico no tronco cerebral se ajustou para produzir e liberar menos
serotonina. Nesse caso, ambas as regides, hipotalamo e tronco cerebral,
estariam trabalhando sinergicamente. Enquanto o hipotalamo diminuiria os
receptores para responder menos a serotonina que vem do tronco encefalico,
essa regiao, por outro lado, aumentaria os receptores e o transportador para
inibir a liberagdo de serotonina (TAVARES, et al., 2020), o que poderia justificar
a menor agao anorexigena da droga observada no presente estudo.

Além disso, quanto ao ponto de saciedade, o desmame precoce parece
causar uma antecipagao no ponto de saciedade observado no teste quando a
dieta ofertada é a padréo, porém apo6s a administracdo da fluoxetina o ponto de
saciedade ocorreu mais tarde no animal desmamado quando comparado ao
controle, podendo estar associado as alteragdes do sistema serotoninérgico de
fémeas desmamadas precocemente ja citadas em outro estudo (TAVARES, et
al., 2020), que podem estar acarretando nessa menor agao anorexigena da
droga que vista nesses animais. Quando a dieta ofertada foi o alimento
palatavel, na auséncia de um anorexigeno, apenas com administracdo da
salina, os animais de ambos os grupos ndo foram capazes de completar a
sequéncia, sugerindo que esse tipo de dieta poderia atrapalhar o ciclo
alimentar esperado do animal e afetar a saciedade. Entretanto, apds a
administracao de fluoxetina, o ponto de saciedade dos animais desmamados
se mostrou antecipado, quando a dieta foi o cookie, resultado que interage
diretamente com a diminuigdo da duragdo da alimentagdo quando o alimento
foi palatavel e, portanto, podendo ser justificado pela mesma razdo de que o
animal desmamado precocemente parece estar mais motivado pela dieta
palatavel, com menor laténcia para iniciar a refeicdo, mas com uma percepgao
de prazer alterada que resulta em um menor tempo de contato com essa dieta.

Isso demonstra que o desmame precoce nao é capaz de promover
alteracbes no comportamento alimentar perceptiveis em condigdes normais de
laboratério. Porém, na presenca de um fator estimulador, um possivel efeito
latente pode se tornar aparente (DOS SANTOS OLIVEIRA, et al., 2011). Essa
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sugestdo é baseada em achados com animais submetidos a insultos no
periodo perinatal que s6 apresentam, de forma mais evidente, as
consequéncias deletérias da “programacgao” ocorrida no inicio da vida quando
enfrentam uma nova situagao estressora na vida adulta (DE SOUZA, et al.,
2020).
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8. CONCLUSAO

O desmame precoce promove alteragcdes no comportamento alimentar, as
quais sdo melhor evidenciadas quando o desmame é associado a um outro
estimulo ambiental, como a dieta palatavel e/ou a manipulagéo farmacolégica

do sistema serotoninérgico com o uso da fluoxetina.
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