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RESUMO

Segundo a OMS, a amamentacdo exclusiva é recomendada até os seis
meses de vida, e a partir dessa idade até os dois anos, suplementada com outros
alimentos. Estudos em animais de laboratorio demonstram que o desmame fora do
tempo preconizado acarreta uma série de prejuizos a longo prazo no
comportamento alimentar e suas vias neurocomportamentais, dentre elas o
comportamento alimentar heddnico que controla a ingestdo de alimentos palataveis
através de vias de recompensa. O controle heddnico é feito, principalmente, pela via
mesolimbica que envolve diversas conexdes nervosas e tem como estruturas
principais a area tegmentar ventral (VTA), o nldcleo accumbens e o cértex pre-
frontal. O sistema opioidérgico tem sido amplamente estudado como importante
modulador do sistema de recompensa, atuando na via mesolimbica em seus dois
principais segmentos (Accumbens-VTA, VTA- Cortex pré-frontal) modulando o
impacto hedbnico imediato. Dessa forma o presente estudo teve como objetivo
avaliar se o bloqueio da via opioidérgica neonatal € capaz de interferir sobre o
comportamento alimentar heddnico de ratos desmamados precocemente. Os grupos
experimentais foram formados de acordo com o periodo do desmame de cada
ninhada e o tratamento neonatal: Grupo Desmame Precoce(D15) — animais
desmamados no 15° dia pés-natal; Grupo Controle (D30) - animais desmamados no
30° dia pés-natal; Grupo Desmame Precoce + Naltrexona(D15+NTX): animais D15
submetidos a administracdo de naltrexona (3mg/Kg) por via subcutédnea. Os padrdes
comportamentais desses grupos foram divididos em 2 experimentos. O experimento
1 avaliou padrées comportamentais de ingestdo alimentar de dieta palatavel apés
estresse alimentar agudo, ingestdo de alimento padrédo de biotério apds jejum de 8
horas e padrbes comportamentais semelhante a depresséo. No experimento 2 foram
avaliados o padrdo dos componentes heddnicos “Wanting”, “Learning” e “Liking”, o
consumo de alimento palatavel e o consumo de alimento palatavel frente a dose
aguda de naltrexona. No experimento 1, os grupos D15 (n=8; 138,3+18,6; p<0,01) e
D15 + NTX (n=8; 139,3+18; p<0,01) apresentaram um aumento do tempo de
imobilidade quando comparados ao grupo controle (n=8; 70,6+16,5; p<0,01.). No
experimento 2, o tempo de reatividade a sacarose o0 grupo D15 (n=8;
33,8%9,3;p<0,05) apresentou um menor tempo de reacdo quando comparado ao
grupo D30 (n=8; 64,1+8;p<0,05). O grupo D15 + NTX (n=8; 62,3%9,8;p<0,05)



apresentou um aumento da reacdo a sacarose quando comparado ao grupo D15
(n=8; 33,8+9,3;p<0,05). A ingestdo alimentar do grupo D15(n=8; 13,36 £1,56;
p<0,05) foi maior que o grupo D30 (n=8; 10,34+2,70; p<0,05). O grupo D15 + NTX
(n=8; 10,35 £1; p<0,05) quando comparado com o D15 apresenta uma diminui¢cao
da ingestdo alimentar. Os animais D15+ NTX demonstram na vida adulta ser
resistente a aplicacdo aguda de naltrexona, no consumo alimentar palatavel
intergrupos apoés aplicacdo aguda de naltrexona, o grupo D15 (n=8; 7,13+2,18;
p<0,05) apresentou um aumento do consumo alimentar em comparagdo ao grupo
D30 (n=8; 4,74+1,09; p<0,05). J4 o grupo D15+ NTX (n=8; 10,92+2,12; p<0,05)
apresentou um aumento do consumo quando comparado ao grupo D15 e ao grupo
D30. Dessa forma, podemos concluir que o desmame precoce promove alteracdes
nos mecanismos de “Liking” do comportamento alimentar hedénico envolvido com o

sistema opioidérgico.

Palavras-chave: Comportamento alimentar. Desmame. Peptideos opioides.



ABSTRACT

Early weaning is a global health problem. According to the WHO, exclusive
breastfeeding is recommended up to six months of age, and from that age up to two
years, supplemented with other foods. Breast milk is the most complete nutritional
source to be provided for the proper growth and development of infants and children.
Studies in laboratory animals show that the weaning over time suggests a series of
long-term losses in eating behavior and its neurobehavioral pathways, among them
the hedonic eating behavior that controls the intake of palatable foods through
reward routes. The hedonic control is made mainly by the mesolimbic pathway that
involves several nerve connections and has as main structures the ventral tegmental
area (VTA), the nucleus accumbens and the prefrontal cortex. The opioidergic
system has been widely studied as an important modulator of the reward system,
acting on the mesolimbic pathway in its two main segments (Accumbens-VTA, VTA-
Prefrontal Cortex) modulating the immediate hedonic impact. to assess whether
blockade of the neonatal opioidergic pathway is capable of interfering with the
hedonic eating behavior of pre-weaned rats. The experimental groups were trained
according to the weaning period of each litter. The animals were separated according
to day of weaning and neonatal treatment: Early Weaning Group (D15) - animals
weaned on the 15th postnatal day; Control Group (D30) - animals weaned on the
30th postnatal day; Early Weaning Group + Naltrexone (D15 + NTX): D15 animals
submitted to subcutaneous administration of naltrexone (3mg / kg). The behavioral
patterns of these groups were divided into 2 experiments. Experiment 1 evaluated
behavioral patterns of dietary intake of palatable diet after acute food stress,
standard animal feed intake after 8 hours fasting and behavioral patterns similar to
depression. In experiment 2, the standard of the "Wanting", "Learning" and "Liking"
components of the food reward, the consumption of palatable food and the
consumption of palatable food against the acute dose of naltrexone were evaluated.
In the experiment 1, groups D15 and D15 + NTX presented an increase of the
immobility time when compared to the control group . In the experiment 2, the
reaction time to sucrose group D15 presented a shorter reaction time when
compared to group D30. The D15 + NTX group showed an increase in sucrose
reaction when compared to group D15. The absolute dietary intake of the D15 group

was higher than the D30 group. The D15 + NTX group when compared to D15



presented a decrease in food intake. The D15 + NTX animals demonstrated in adult
life to be resistant to the acute application of naltrexone, in the palatable food intake
intergroups after acute application of naltrexone, the group D15 presented an
increase in food consumption compared to the D30 group.The D15 + NTX group
showed an increase in consumption when compared to group D15 and group D30.
Thus, we can conclude that early weaning promotes changes in the "Liking"

mechanisms of the hedonic eating behavior involved with the opioidergic system.

Keywords: Feeding behavior. Opioid peptides. Weaning.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a amamentacdo
exclusiva é recomendada até os seis meses de vida, e a partir dessa idade até os
dois anos, suplementada com outros alimentos (OMS, 2017). O leite materno é a
fonte nutricional mais completa a ser fornecida para o0 crescimento e
desenvolvimento adequado de bebés e criangas, pois sua composicéo é balanceada
com macronutrientes, micronutrientes, horménios e anticorpos que dao suporte
adequado as necessidades nutricionais e a imunoprotecdo a ser desenvolvida em
criancas (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015). Além disso, o
contato fisico materno € importante para troca de estimulos que vai garantir que o
filho se adeque ao ambiente em que esta sendo desenvolvido, isso ocorre desde a
protecdo social & maturagdo de caracteristicas neurais (KOJIMA et al., 2012a).

A maturacdo das conexdes neuronais dos filhos através de estimulos
maternos vai acontecer primordialmente por mecanismos de aprendizado (WALKER
et al., 2004). O ambiente e suas variagdes vao transmitir importantes informacoes
sobre 0 meio que a nutriz estara inserida e o contato fisico e o aporte nutricional do
leite seréo os principais estimulos sensoriais utilizados para transferir isso para os
filhos (BARRETT; FLEMING, 2011; SULLIVAN; HOLMAN, 2010). A capacidade de
desenvolver as vias neurocomportamentais € inata nos mamiferos, porém a
construcdo do padrdo que ira maturar estd diretamente ligada a respostas a
estimulos ambientais maternos especificos (MARLER, 2004). Todos esses
mecanismos protetivos maternos estao associados a uma melhor adaptacdo da sua
prole ao ambiente onde esta sendo inserida, reduzindo, assim, as taxas de
morbimortalidade infantil e as doencgas que irdo repercutir na vida adulta (KALANDA,
VERHOEFF; BRABIN, 2006; KOLETZKO et al., 2009).

O desmame natural é um processo gradual ocorrido nos mamiferos que
consiste na introdugdo da procura por alimentos disponiveis no ambiente e na
diminuic&o da alimentacao por leite materno (WOODSIDE et al., 2012). Um individuo
é considerado completamente desmamado, uma vez que ndo € mais alimentado por
qualquer tipo de aleitamento (LEVY et al., 2004). Ja o desmame precoce €

entendido como uma quebra brusca da relagdo persistente méae-filho, antes do
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periodo considerado 6timo para aquisicdo de padrbes maduros de desenvolvimento
infantil (SMITH et al., 2010; TOWNSEND; PITCHFORD, 2012).

O leite materno esta associada a reducéo do risco de desenvolver varios
distirbios metabdlicos, como obesidade e / ou sobrepeso (MARSEGLIA et al.,
2015). Diversos estudos demonstraram que a obesidade infantil esta associada a
uma reducdo no tempo ideal de amamentacdo (OWEN et al., 2005). Além disso,
Horta e colaboradores em 2007 também mostraram que o leite materno reduz em
22% o risco de obesidade na vida adulta. Isso ocorre, pois, o leite materno tem a
capacidade de autorregular a ingestdo de alimentos e ajustar o balanco energético
do individuo (GAHAGAN, 2012). Essa regulacdo energética ocorre precocemente no
periodo neonatal e na infancia e pode orientar o individuo na regulacdo do apetite e

da preferéncia por determinados alimentos e sabores (GAHAGAN, 2012).

Em ratos, o inicio da fase de desmame ocorre no 21° dia e é completada
no 30° dia. Em contrapartida, até a segunda semana de vida o controle da ingestao
de leite ocorre exclusivamente pela mae pois a ninhada ainda ndo tem o controle
neuromotor amadurecido para o consumo de alimentos solidos (iniciando apenas no
14° dia) (LEVY et al., 2004). Em um ambiente padrao de experimentacéo animal, as
ratas tendem a ficar em média 12 horas com seus filhos até o periodo do completo
desmame (LEVY et al.,, 2004). Animais que sao submetidos a ruptura desse
processo durante os 10 primeiros dias apresentaram um aumento de respostas
neuroendocrinas a fatores estressores, aléem de aumentar padrbes comportamentais
associados com a ansiedade e a interacdo social(ITO et al., 2006; KUHN;
SCHANBERG, 1998). Alguns padrbes chaves de interagdo social observados na
vida adulta estao alterados em animais que foram desmamados antes do tempo. Um
estudo demonstrou que esses animais apresentaram uma diminuicdo do
comportamento amistoso de luta e do exploratério na vida adulta (ITO et al., 2006).
Além disso, uma série de estudos demonstram que 0s animais desmamados
precocemente quando submetidos a testes comportamentais ligados a ansiedade,
tais como labirinto elevado em cruz, hole-board e campo aberto, indicam um efeito
duradouro do medo frente a acontecimentos e desafios quando submetidos a novos
ambientes (KANARI et al., 2005). Estudos pregressos do nosso grupo de pesquisa

demonstrou que animais submetidos ao desmame precoce apresentam aumento o
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consumo de dieta rica em gordura e aumenta a preferéncia por alimento palatavel
(DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

As vias neuronais que coordenam o comportamento alimentar séo
impulsionadas por diversos fatores. O ato de comer pode ser desencadeado por
necessidades metabdlicas, pela unidade hedb6nica (através de mecanismos de
recompensa) ou uma interagcdo das duas unidades (através de diversos circuitos
neurais que realizam essa interface) (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). As vias
hedbnicas sdo estimuladas por alimentos palataveis, ricos principalmente em lipidios
e carboidratos (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). O sistema de recompensa
alimentar esta associado aos eventos psicolégicos e neurobiolégicos que produzem
a sensacao consciente e inconsciente de prazer no individuo (SALAMONE;
CORREA, 2012). Quando essa via é ativada aumenta a probabilidade futura de
uma resposta comportamental que produza um resultado benéfico (prazer), ou seja
um reforco positivo (SALAMONE; CORREA, 2012).

O sistema mesolimbico € o principal responsavel pelo controle hedénico
do comportamento alimentar e esta particularmente alterado em individuos que
sofreram desmame precoce, sobretudo nas vias que reforcam mecanismos de
adiccao que utilizam as mesmas vias da recompensa alimentar (BRITT; WISE, 1983;
GOEDERS; GUERIN, 1996a; MELA, 2006). Estudos demonstram que individuos
que ndo foram amamentados corretamente tendem a apresentar uma maior
propensdo a drogas de abuso, como alcool e cocaina (DAOURA; HAAKER,;
NYLANDER, 2011; KIKUSUI; FACCIDOMO; MICZEK, 2005).

A transmissdo opioidérgica possui um importante papel nesse sistema,
orientando o impacto hedbnico dos alimentos(LE MERRER et al., 2009). Os
peptideos opioides e seus receptores estdo amplamente distribuidos na circuitaria
neural envolvida nas diretrizes sensoriais, metabdlicas e integrativas do
comportamento alimentar (LE MERRER et al., 2009). A administracéo de opioides
no ndcleo accumbens aumenta a ingestdo alimentar de uma solucdo rica em
sacarose e da preferéncia por alimentos hiperlipidicos (ZHANG; KELLEY, 2002).
Dessa forma, os opioides estdo diretamente envolvidos na amplificacdo da
percepcdo heddnica de uma recompensa alimentar (HAVERMANS, 2011). Em um

estudo com humanos que foram administrados agonistas de opioides foi encontrado
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um aumento da ingestdo de alimentos considerados palataveis (teor elevado de
gordura e de acucar) (YEOMANS; GRAY, 2002). Estudos clinicos com antagonistas
de opioides, em especial naloxona e naltrexona, em individuos obesos demonstram
uma reducdo na ingestdo alimentar (THOMPSON; WELLE; LILAVLVAT, 1982,
TRENCHARD; SILVERSTONE, 1983; YEOMANS; GRAY, 2002). Além desses
dados, estudos genéticos indicam que variacdes no gene que codifica o receptor
humano u-opioide (OPRM1) estdo associadas com a mudanca na preferéncia

alimentar por alimentos ricos em gordura (HAGHIGHI et al., 2014).

Apesar de muitos estudos apontarem para as diversas alteracdes
comportamentais ligadas ao tempo de amamentacao, ha poucos artigos na literatura
sobre desmame precoce e de que forma essas alteracbes se apresentam no
sistema de recompensa alimentar, sobretudo na via opioidérgica. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar se o bloqueio da via opioidérgica
neonatal € capaz de interferir sobre o comportamento alimentar hedénico de ratos

desmamados precocemente.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LACTACAO

No periodo da Lactacdo, a nutriz vai exercer um papel crucial no
desenvolvimento de sua prole(GLUCKMAN; HANSON, 2004). Os eventos que
ocorrem nessa fase vao influenciar a maturagédo de padrdes bioquimicos, enddcrinos
e neurocomportamentais da sua ninhada (ITO et al., 2006; NAKAMURA et al., 2008;
TOWNSEND; PITCHFORD, 2012). As influéncias maternas virdo sobre duas
principais perspectivas: a nutricional e o contato fisico mae-filhote. Em um ambiente
padrao, ratos de laboratorio costumam depender exclusivamente da mée para a
aquisicao de alimentos durante as duas primeiras semanas da lactacdo e passam
mais de doze horas diarias de contato fisico intenso até o periodo de desmame
entre 23-33 dias pés-parto (CRAMER; THIELS; ALBERTS, 1990; PLAUT; DAVIS,
1972).

A forma como o lactente vai obter o leite materno segue uma sequéncia
estereotipada de condutas cujo inicio ocorre pela fixagcdo do mamilo, seguindo pela
succao do leite e cessacdo da succao (HALL; ROSENBLATT, 1978). A producéo,
manutencdo e a descida do leite, bem como o desenvolvimento continuo da
glandula mamaria, sdo hormonios dependentes. A maior contribuigcdo para o controle
da producédo do leite € da Prolactina e da descida do leite é oxitocina(GOREWIT et
al., 1983; GREGERSON, 2006). Na amamentacao, a sintese e a liberacdo de ambos
os hormonios ocorrem através de um reflexo neuroenddcrino iniciados por estimulos

exteroceptivos da succ¢ao, olfacdo e audicdo(HATTON; WANG, 2008).

O periodo de amamentacgdo pode ser dividido em duas principais fases.
Na primeira a ingestéo de alimentos é feita exclusivamente pelo leite e na segunda o
leite € gradualmente retirado e comeca a ingestdo de alimentos sélidos.(CRAMER,;
THIELS; ALBERTS, 1990). Nas duas primeiras semanas de vida, o controle da
ingestdo alimentar dos ratos € totalmente dependente da mée e a fixagdo do mamilo
pela prole é direcionada pela olfacdo, visto que os animais ndo abriram os olhos
ainda (AL AIN et al., 2013; LEVY et al., 2004; SCHWARTZ; ROWE, 1976). A partir

da segunda semana, 0s animais tendem a apresentar uma autonomia no controle da
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ingestdo alimentar e comeg¢am a introduzir alimentos soélidos nas suas refeigfes
(PLAUT; DAVIS, 1972). O desmame espontaneo ocorre no fim da terceira semana,
cessando o consumo de leite (CRAMER; THIELS; ALBERTS, 1990).

O vinculo méae- filhote é essencial para que o processo dinamico de troca
de estimulos entre eles ocorra adequadamente garantindo que a prole evolua do
estagio de intenso cuidado a total independéncia(KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI,
2007b; KOJIMA et al., 2012b). O modo como essa interagcao transcorre dependera
de varios fatores como: a carga genética da mae e da prole, experiéncias passadas
da mée e o ambiente pré-natal dos filhotes(JAFFEE; PRICE, 2012).

A maturacdo das conexdes neuronais dos filhotes através de estimulos
maternos vai acontecer primordialmente por mecanismos de aprendizado(WALKER
et al., 2004). O ambiente e suas variagdes vao transmitir importantes informacoes
sobre 0 meio que a nutriz estara inserida e o contato fisico sera um dos principais
estimulos sensoriais utilizados para transferir isso para a prole(BARRETT,;
FLEMING, 2011; SULLIVAN; HOLMAN, 2010). A capacidade de desenvolver os
orgaos dos sentidos é inata nos mamiferos, porém a construcao do padrdao que ira
maturar esta diretamente ligada a respostas a estimulos ambientais
especificos(MARLER, 2004).

O sistema ocular de ratos € um bom exemplo desses estimulos pois, ao
nascer, possui células corticais visuais inatas que constituem um complexo visual
rudimentar e a vivéncia com a méae e seus incentivos proprios de aprendizado é que
vao maturando esse sistema(GOODALE; GOODALE, 2014). Ja a memoria olfativa
de um rato comeca a ser formada quando suas nutrizes desenvolvem o
comportamento de lamber a ninhada(KEVERNE; CURLEY, 2008). Em um estudo
sobre o desenvolvimento do paladar de ratos na lactacéo foi observado que animais
expostos a determinados odores que ativavam neurbnios sensoriais especificos
tinham um aumento glomerular e uma significativa preferéncia pelo sabor associado
quando comparado a ratos ndo expostos.(TODRANK; HETH; RESTREPO, 2011).

O sistema sensorial de neonatos, incluindo estimulos térmicos, gustativos,
olfativos e tateis, atua como uma entrada do meio ambiente ao cérebro em formacao

gue vai organizar uma resposta comportamental e fisioloégica adequada(ZHANG;
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CAl, 2008). ‘Essas respostas englobam desde padrbes motores envolvidos na busca
para encontrar a ninhada, a vasoconstriccdo da pele que impede a perda de calor e
uma secrecdo adequada de hormonios para uma situacdo desencadeada(KUHN;
SCHANBERG, 1998). A interacdo da nutriz com sua ninhada, durante a lactacéo, é
um processo complexo, continuo e reciproco que influencia tanto o comportamento
materno quanto a fisiologia infantil(LUCION; BORTOLINI, 2014).

O cérebro dos filhotes de mamiferos decide sobre a organizacao
fisioloégica pré-programada mais adequada para o meio ambiente que esta sendo
desenvolvido s(MORGANE et al.,, 1993). Nesse caso, atua como um sistema de
tomada de decisdo de monitorizacdo e que responde as auséncias e alteracdes dos
estimulos  sensoriais através da ativacdo de  circuitos  neuronais
apropriados(MORGANE et al., 1993).

2.2 DESMAME PRECOCE

O desmame natural é considerado um processo gradual ocorrido nos
mamiferos que consiste na introducdo da procura por alimentos disponiveis no
ambiente e na diminuicdo da alimentac&o por leite materno (WOODSIDE et al.,
2012). Um individuo é considerado completamente desmamado, uma vez que nao é
mais alimentado por qualquer tipo de aleitamento(LEVY et al., 2004). O desmame é
considerado precoce quando ha uma interrupcdo atemporal e irregular do
aleitamento(ROCHA et al., 2014). O desmame precoce, entéo, vai ser considerado
como a quebra da relagdo entre a nutriz e sua prole, que inclui a cessagao da
amamentacao e a separacgao fisica da prole com o rompimento da prote¢édo social
pela mée. Varios estudos demonstram que o desmame precoce, em especifico o
tardio ( a partir do 14 dia), implica diversas modificacbes nos padrdes
neurocomportamentais, hormonais e ontolégicos dos mamiferos(ITO et al., 2006;
KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007a; TOWNSEND; PITCHFORD, 2012).

2.2.1 Desmame precoce e estresse
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O modelo classico de resposta ao estresse compreende a estimulacao do
eixo Hipotadlamo- Pituitaria- adrenal (HPA). A porta de entrada para a resposta
neuroquimica ao estresse € a ativacdao do hormonio liberador de corticotrofina (CRH)
promovendo a liberacdo do hormoénio adrenocorticotropico (ACTH) pela glandula
pituitaria, que por sua vez, estimula a adrenal a liberar glicorticoides, como a
corticoesterona em roedores e o cortisol em humanos (KIKUSUI; MORI, 2009). Os
niveis circulantes de glicocorticoides estdo envolvidos num mecanismo de feedback
negativo no eixo HPA, ou seja, seu aumento atua inibindo a liberacdo de ACTH e
CRH.(LIU et al., 1997).0 desmame precoce, ou até mesmo a diminui¢do do contato
fisico temporario com a mée, é considerado um fator estressor intenso que induz
mudancas a longo prazo na atividade do eixo HPA (KIKUSUI et al., 2006; KIKUSUI,
KIYOKAWA; MORI, 2007a).

Animais que sdo submetidos a diminuicdo do contato fisico (180 minutos)
com a nutriz nas suas primeiras semanas de vida pds- natal apresentam um
aumento de RNAm de CRH, em condi¢cdes basais , na vida adulta(PLOTSKY;
MEANEY, 1993). A separacdo da méae precocemente diminui comportamentos
maternos com a prole, tais como lamber e limpar, causando uma alteracdo na
expressao de receptor para Glicocorticoides (GR) no hipocampo(LIU et al., 1997).
Os niveis circulantes de glicorticoides sao rigidamente controlados pelo seu
mecanismo de feedback negativo. Esse processo ocorre atraves da ativacao
induzida de receptores mineralocorticoides localizados no Hipocampo e/ou ativacao
de GR que estdo amplamente distribuidos pelo sistema nervoso central, com
importante distribuicdo na adenohipéfise (ROSENFELD et al., 1993).

Ratos adultos que foram desmamados precocemente quando
submetidos ao labirinto em cruz elevado, apresentam aumento significativos da
corticosterona apo6s 45 minutos do teste, mas ndo aos 20 minutos, revelando sua
alteracdo no mecanismo de feedback negativo dos glicocorticoides (KIKUSUI et al.,
2006). Além disso, a expressédo de GR encontra-se elevada na terceira semana de
vida pés-natal e diminuida na oitava semana (KIKUSUI et al., 2006). Uma maior
resposta a glicocorticoides induz a morte celular, por apoptose, no
hipocampo(SCHMIDT et al., 2004). O aumento da expressao de GR na vida juvenil,

pode induzir uma expressédo de GR diminuida na vida adulta, bem como uma maior
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resposta endocrina ao estresse pelo aumento da corticosterona(KIKUSUI et al.,
2006). Além dos impactos a longo prazo, também sdo demonstradas alteracdes
imediatamente apds os desmame. Os ratos que foram desmamados precocemente
(14 dias) apresentam um amento dos niveis de corticosterona até 48 horas apds o
desmame, em contrapartida, os ratos que foram desmamados naturalmente (21
dias) retornam aos niveis basais de corticosterona ja na primeira hora(KIKUSUI,
ICHIKAWA; MORI, 2009).

O vinculo mae-filhote € um dos principais indutores para a expressao de
receptores de glicocorticoides nos tecidos-alvos(LIU et al., 1997). Dessa forma, as
diferentes formas de resposta ao estresse de animais que apresentaram ou ndo uma
quebra de vinculo mae-filhote parecem estar associadas a sensibilidade ao feedback

negativo de glicocorticoides(LIU et al., 1997).

Figura 1 - Representagdo esquematica do modelo classico de resposta ao estresse
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Fonte: Current Neuropharmacology

2.2.2 Desmame precoce e o0 sistema limbico

O sistema limbico é constituido por um conjunto de estruturas

interligadas entre si, como o hipocampo, talamo, hipotalamo, amigdala, giro
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cingulado e &rea pré-frontal, e com demais estruturas do sistema nervoso
responsaveis pelas emocgdes e comportamentos sociais (LOVBLAD; SCHALLER;
ISABEL VARGAS, 2014).

Periodos repetidos de privacdo materna, durante a lactacdo, alteram os
sistemas centrais de CRH(PLOTSKY; MEANEY, 1993). Em adultos, animais
separados da mae demonstram um aumento das respostas emocionais de temor
frente a novidades(CALDJI et al., 2000),respostas exageradas ao stress(PLOTSKY;
MEANEY, 1993) e aumento da sensibilizacdo a acdo da cocaina. A exposicao
aguda ao estresse e 0 aumento dos niveis de corticoesterona facilitam a aquisi¢cao e
a procura por cocaina, em ratos adultos(GOEDERS; GUERIN, 1996a). A
administracdo de inibidores da sintese de corticoesterona e a adrenalectomia estao
envolvidas com a reversdo desse efeito(DEROCHE et al., 1992; GOEDERS;
GUERIN, 1996b).

Essas alteragcdes estdao associados com o aumento da expressao de
RNAmM do CRH no nucleo paraventricular hipotalamico (PVN) e na amigdala
central(LADD et al., 2000; PLOTSKY; MEANEY, 1993). Além disso, sdo encontrados
aumento dos niveis do receptor para CRH no Locus Ceruleus e nos nucleos da
Rafe(CHARLOTTE 0. LADD, MICHAEL J. OWENS, 1996; LADD et al., 2000). A
expresséo de CRH no PVN esta sujeita a regulagdo inibidora dos
glicocorticoides(LADD et al., 2000). Animais que tiveram interrupcdo dos cuidados
maternos precoces apresentam um diminuicdo da expressdo do receptor para
glicocorticoides no hipocampo e no cortex frontal, regibes que sdo conhecidas por
mediar os efeitos inibitorios na sintese de CRH no PVN(DALLMAN et al., 1994; DE
KLOET et al., 1998; DIORIO; VIAU; MEANEY, 1993).

Ratos submetidos a separacdo materna também mostram uma diminui¢cao
dos niveis do receptor GABA, nos corpos celulares noradrenérgicos do Locus
Ceruleus e também nos receptores centrais para benzodiazepina no nucleo central e
lateral da amigdala(CALDJI et al., 2000). O sistema GABA/ Benzodiazepina serve
para inibir a sintese de CRH na amigdala e reduzir as respostas noradrenérgicas ao
estresse(CALDJI et al., 2000).
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Os glicocorticoides tem um papel critico na sinalizacdo para o inicio e
manutencao da taxa de formacao da mielina (CHAN; PHILLIPS; GLASER, 1998). A
galactosilceramida, importante componente cerebral especifico da mielina, foi
encontrada em niveis elevados na quinta semana de ratos desmamados
precocemente (ONO et al., 2008). Essa alteracdo foi encontrada apenas na
amigdala, mas ndo no cortex pré-frontal e no hipocampo. Além disso, a microscopia
eletrbnica demonstrou que ha um aumento no niumero e diminuicdo no diametro dos
axbnios mielinizados na parte anterior da Amigdala basolateral(ONO et al., 2008).
Esses resultados podem estar diretamente ligados ao aumento do comportamento
ansioso em animais desmamados, outrossim a amigdala esta fortemente associada
com os padrdes comportamentais semelhantes aos da ansiedade em ratos(ITO et
al., 2006; MAH; SZABUNIEWICZ; FIOCCO, 2016).

Outro fator importante para regular adequadamente o desenvolvimento
cerebral é o fator neurotrofico derivado do cérebro (BNDF). Ratos que foram
submetidos a desmame precoce apresentaram menos BNDF no hipocampo, na
terceira semana de vida po6s nata(KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009)l. Esses
animais apresentavam também menos células imunorreativas a Bromodeoxiuridina
(BrdU), importante marcador de proliferagao celular, no giro denteado na 32, 5% e
82 semana da vida(KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009). O BNDF e a neurogénese
sdo encontrados diminuidos quando os glicocorticoides estdo num nivel mais
elevado, dessa forma o desmame precoce parece impor efeitos inibitdrios sobre a

proliferagcéao celular prolongada no hipocampo.

2.2.3 Desmame precoce e padroes comportamentais

Os padrdoes comportamentais que os roedores exibem s&do sequencias
estereotipadas de acdes que estdo apontadas como respostas para influéncias do
ambiente externo e interno, visando sua autopreservacdo e sobrevivéncia
(GLUCKMAN; HANSON, 2004). Durante o desenvolvimento normal dos ratos, os
filhotes sdo capazes de comer, manter a temperatura corporal e evacuar por si s0, a
partir da segunda semana de vida pos-natal (periodo em que o organismo deixa de
ser hiporresponsivo ao estresse)(LEVINE et al., 1991; PLAUT; DAVIS, 1972). A
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partir desse ponto e durante todo o processo de desmame, 0 Ssistema
neuroendocrino para maturacdo de aspectos comportamentais torna-se
particularmente vulneravel a qualquer fator de estresse. Assim, 0 estabelecimento
do desmame precoce influencia o0 desenvolvimento fisiolégico e
neurocomportamental em ratos(KIKUSUI; MORI, 2009).

O comportamento de brincar é desenvolvido nos ratos antes do desmame
enquanto os seus irmaos estdao no mesmo ambiente(BIRKE; SADLER, 1987). A
expressao desse comportamento parece estar associada diretamente com o vinculo
mae-filhote, especialmente com a frequéncia de Ilambidas ano-genital da
mae(PARENT; MEANEY, 2008). O desmame precoce diminui a taxa da brincadeiras
de combate entre os ratos juvenis, apresentando também alteracdes nos padrdes de
limpeza social e autolimpeza, e diminui 0 comportamento exploratério na vida
adulta(SHIMOZURU et al.,, 2007). Essa diminuicdo comportamental pode estar
envolvida com o aumento de comportamentos similares a ansiedade que estdo
relacionados com a reducdo de tempo gasto pelos animais desmamados

precocemente na interacao social entre eles(SHIMOZURU et al., 2007).

Véarios estudos demonstram através testes comportamentais classicos
gue o desmame precoce estd associado a comportamentos semelhantes a
ansiedade em roedores adultos(KANARI et al., 2005). No teste do labirinto em cruz
elevado, ratos adultos desmamados precocemente apresentam um menor tempo e
frequéncia nos bracos abertos, permanecendo significativamente no bracos
fechados, 0 que indica um aumento dos niveis de ansiedade desses
animais(KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007b). No teste de placa perfurada, os ratos
desmamados precocemente apresentaram menos tempo e frequéncia de mergulhos
de cabeca, também indicando um aumento de comportamento similar a
ansiedade(ITO et al., 2006).

Animais que possuem pares sexuais monogamicos apresentam forte
agressao territorial buscando a protecdo dos seus pares(BIRKE; SADLER, 1987).
Quando outro macho se aproxima do seu territorio eles apresentam padrdes
comportamentais agressivos, tais como mordidas, ataques laterais e movimentos
repetidos com a cauda(KOOLHAAS et al., 2013). Animais desmamados apresentam

a frequéncia de atagues a um intruso no seu territorio semelhante aos naturalmente
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desmamados, porém com aumento da frequéncia individual de
mordidas(NAKAMURA et al., 2003). Essa mudanca comportamental pode refletir

num padrao comportamental ansioso em relagcdo a um animal ndo familiar.

Outro fator que se apresenta bastante modificado é a resposta a um
agente estressor ambiental , especialmente a privacéo alimentar (NAKAMURA et al.,
2008).No teste comportamental de exposicdo a um intruso, amplamente utilizado
para a investigacdo de padrdes sociais como a agressividade(KOOLHAAS et al.,
2013), camundongos normalmente desmamados apresentaram quase o dobro de
ataques agressivos apoés interagdo inicial de 5 minutos que os desmamados
precocemente. Porém, esses animais desmamados antes do tempo apresentaram-
se mais agressivos que 0s animais padrao quando ambos foram submetidos a uma
privacao alimentar anterior(NAKAMURA et al., 2008).

O comportamento alimentar é particularmente vulnerdvel a fatores
ambientais no periodo de lactacdo que € uma etapa critica de maturacéo de padrdes
neurais e hormonais da prole(GLUCKMAN; HANSON, 2004; MORGANE et al.,
1993). O teste comportamental de saciedade € usado para aferir 0 ponto e as
caracteristicas da saciedade de um animal e seu comportamento alimentar
homeostéatico(ISHII et al., 2003). O desmame precoce esta associado a um retardo
do ponto de saciedade quando comparado a animais que foram naturalmente
desmamados. Além disso esses animais apresentam um aumento da preferéncia
alimentar por dietas hipercaléricas e por alimentos palataveis(DOS SANTOS
OLIVEIRA et al.,, 2011). Tomados em conjunto esses dados sugerem que O
desmame precoce altera padrbes chaves comportamentais e microestruturais da

alimentacao.

Estudos com desmame precoce, sem a retirada da nutriz, pela inibicdo da
producdo de prolactina também estdo associados com alteragcdes estruturais no
controle central do comportamento alimentar.(YOUNES-RAPOZO et al.,, 2015).
Ratos que tiveram sua producéo de leite suprimida por Bromocriptina, agonista de
receptores dopaminérgicos, apresentaram na vida adulta um aumento da densidade
de fibras do orexigénico neuropeptideo Y (NPY) nos nucleos paraventricular e
arqueado do hipotadlamo. Além disso foi encontrada um aumento de astrogliolise nos

nacleos Arqueados, paraventricular e hipotalamo lateral(YOUNES-RAPOZO et al.,
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2015). Esses dados nos sugerem que o desmame precoce atua a longo prazo em
uma importante populacdo neuronal relacionada com a ingestdo alimentar e que

apresenta processos inflamatérios hipotalamicos.

2.3 O SISTEMA DE RECOMPENSA ALIMENTAR E A PALATABILIDADE

O sistema de recompensa alimentar modula o incentivo de prazer na
ingestdo alimentar e é dividido em trés constituintes fundamentais: o incentivo
hedénico relacionado com o nivel de palatabilidade do alimento (Liking), o incentivo
motivacional de procura pelo alimento (Wanting) e o incentivo de memaoria que prevé
e faz associacdes com experiéncias passadas do alimento (Learning) (BERRIDGE;
ROBINSON; ALDRIDGE, 2009).Esses componentes estabelecem a experiéncia

multissensorial da ingestado de alimentos palataveis.

A palatabilidade alimentar € definida como a avaliacdo heddnica positiva
das propriedades sensoriais dos alimentos(YEOMANS, 1998). Os alimentos
palataveis sdo pensados para influenciar a ingestdo através da ativacdo de vias
motivacionais hedodnicas, atuando sobre a ingestdo mais em estado de saciedade
que em estado de fome(YEOMANS, 1998). O limiar de recompensa para producéo
de respostas cerebrais hedbdnicas se mostra gradualmente elevada em animais com
acesso diario a dietas altamente palataveis(MELA, 2006). Ou seja, ao longo do
tempo, o consumo de dieta palatavel pode conduzir a reducdo da capacidade de
recompensa do cérebro. Essas alteracbes tém sido discutidas por possivelmente
estar associado com o balango energético positivo relacionado com a obesidade, o
aumento da busca por estimulos de recompensa levam a uma tendéncia a comer

alimentos palataveis em excesso(MELA, 2006).

O consumo de alimentos palataveis participa da regulacdo da ingestao de
nutrientes a curto prazo(RUI, 2013). Essa ingestdo € controlada por padrées
comportamentais chaves como a escolha do alimento, a quantidade de alimento
consumido dentro de uma refeicdo até o ponto de saciacdo e o intervalo de
saciedade entre a supressdao da fome até a futura refeicio(CHAMBERS;
MCCRICKERD; YEOMANS, 2015).
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A saciedade e a saciagao sao apoiadas na avaliagcao cognitiva anterior do
alimento, sua disponibilidade e qualidade, e o0 sinais pés-ingestivos e pos-
absorvitivos gerados pela ingestdo e digestdo do alimento(BERTHOUD, 2007). A
experiéncia inicial de ingestdo é importante para que 0s animais avaliem as
caracteristicas sensoriais de um alimento, fazendo a associa¢do adequada entre a
experiéncia precoce e os efeitos pds ingestivos(BERTHOUD, 2007). O cheiro, o
sabor e a visdo dos alimentos estimulam o sistema nervoso central em areas -
associadas com recompensa, memoria e aprendizado, atencéo, e areas associadas
a comportamento alimentar homeostatico, que em conjunto desencadeiam uma
série de respostas fisioldgicas como a salivagdo, a secrecdo de 4cido gastrico e a
liberacdo de hormobnios gastrointestinais.(BRUNSTROM, 2007; ROGERS;
RAIMUNDO; MISIEWICZ, 1993; WOOLEY; WOOLEY, 1973) Essa cascata de
reagOes indica que os sinais sensorios previamente apreendidos desempenham um

papel fundamental na otimizagao de nutrientes.

2.4 A PALATABILIDADE E OS ESTIMULOS SENSORIAIS

Uma das primeiras informagbes ambientais que chega ao sistema
nervoso central na hora da alimentacéo é a estimulagéo visual(WANSINK, 2004). A
visdo do alimento nas proximidades € suficiente para desencadear o inicio da
refeicdo, através de respostas fisiolégicas condicionadas como a salivacdo, a
secrecdo de acido gastrico e a liberacdo de hormonios gastrointestinais(WANSINK,
2004). Além disso, a avaliagcdo visual recruta o aprendizado pregresso, evocando
crengcas e expectativas sobre as propriedades saciantes do alimento, que pode
orientar nas decisdes da quantidade e qualidade da refeicdio(WADHERA; CAPALDI-
PHILLIPS, 2014). Em geral, as indicacfes visuais vao além de simplesmente iniciar
uma refeicdo e também sdo determinantes na sele¢do, em todo processo de
ingestdo e o tempo de saciedade pés-consumo(WADHERA; CAPALDI-PHILLIPS,
2014). Uma vez iniciada a refei¢cdo, o individuo continua com o contato visual para
determinar o tamanho da refeicado(MARCHIORI; WAROQUIER; KLEIN, 2011). As
caracteristicas visuais sobre a quantidade de alimento disponivel no prato direciona
o feedback fisiologico de consumo alimentar(ROBINSON et al., 2015).
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Outro estimulo que participa como importante sinal sensorial para a
palatabilidade é o olfatério(SMALL; PRESCOTT, 2005). Os odores dos alimentos
palataveis s&do identificados mesmo antes dos alimentos serem avaliados
visualmente(STEVENSON, 2009). Assim como os estimulos visuais, os olfatorios
também sdo alvo da industria de alimentos. Estudos demonstram que o odor pode
guiar a maneira como 0 gosto pode ser experimentado, sendo os odores muito
agradaveis capazes de estimular a salivacdo e até mesmo aumentar a ingestdo em

individuos particularmente sensiveis ao alimento(GAILLET et al., 2013).

O estimulo dos aromas pode ser associado pelo epitélio olfatorio através
de duas vias: a via nasal (ortonasal) quando cheiramos algo proveniente do
ambiente e a via oral (retronasal), durante o consumo de alimento(MURPHY; CAIN;
BARTOSHUK, 1977). Quando o alimento entra na boca, o aroma da matriz alimentar
durante a mastigacdo aumenta a percepcédo do sabor de um alimento(MURPHY;
CAIN; BARTOSHUK, 1977). O aroma retronasal depende das caracteristicas fisicas
do alimento, tais como forma e textura e 0 aroma ortonasal sera o principal guia para
associacdo e escolha do alimento(SEUVRE et al., 2004). O aroma, tomando em
conjunto, esta associado na regulagéo a curto prazo da alimentagéo, na deteccdo de
alimentos e na dire¢ao da escolha(DE WIJK et al., 2012).

O sistema gustatério € um dos primeiros a passar a informacdo do
alimento para o sistema nervoso central, ele esta relacionado com a assimilacéo dos
gostos dos alimentos (doce, salgado, amargo, azedo e umami)(BIRCH, 1999).
Esses gostos estdo associados a necessidade da procura por alimentos de
qualidade. Em termos evolutivos, as preferéncias do paladar dos mamiferos séo
guiadas pela busca de alimentos ricos em energia, 0 que justifica o apelo sensorial
pelo acucar e pelas gorduras(SCOTT, 2004). Essa preferéncia prever no alimento
uma qualidade sensorial segura (ndo téxica) e um aporte energético alto(SCOTT,
2004). Aléem desse sistema, o paladar é influenciado por outras informac¢des somato-
sensoriais, tais como olfacdo e audicdo. Dessa forma, o sabor é considerado a
marca sensorial do alimento determinada por sensores quimicos diversos(TAYLOR,

1998).

Quando o alimento estd na boca, seu sabor revela diversas informacdes
sobre a qualidade do alimento e sua aceitabilidade(YEOMANS, 1996). O sabor de
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um alimento tem relacéo direta sobre o apetite e a ingestdao de alimentos. Dessa
forma, se ao alimento for adicionado mais agucar ou sal, aumenta a palatabilidade e
por consequéncia a ingestao alimentar(YEOMANS, 1996). O nivel 6timo de um
sabor é modificavel de acordo com cada individuo e sua experiéncia dietética, bem
como sua prevaléncia no ambiente que esta inserido(GRIFFIOEN-ROOSE et al.,
2009). Dessa forma, a experiéncia com determinados alimentos pode flutuar para

mais ou para menos, de acordo com um periodo de abundancia ou deplecao.

A habilidade para detectar o gosto de certos alimentos e determinados
sais minerais é sentido através de células especializadas da lingua chamadas
papilas gustativas(ROPER, 2013). Cada célula dessa expressa um receptor dos
cincos receptores de cada gosto. Substancias saborosas como NaCl(salgado),
acido citrico (azedo), sacarose(doce), quinino(amargo) e umami, ativam as fibras
nervosas que enviam informacdes sobre o alimento para o sistema nervoso
central(ROPER, 2013)

2.5 CONTROLE DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR HEDONICO

A experiéncia multissensorial da palatabilidade é sentida e controlada por
algumas regides do sistema nervoso central YEOMANS, 1998). Essa experiéncia
vai ativar inicialmente a regido encefalica relacionada com o érgdo do sentido, o
nacleo do trato solitario recebera aferéncias sobre informac¢des gustativas(ROMAN;
DERKACH; PALMITER, 2016), o cortex temporal processara informacdes sobre a
experiéncia visual do alimento(CHELAZZI et al.,, 1993) e o tdlamo sobre sua
textura(BOURNE; BOURNE, 2002). Esse sinais sdo processados primordialmente

no sistema cortico-mesolimbico(RUI, 2013).

A via mesolimibica que envolve diversas conexdes nervosas tem como
estruturas principais a area tegmentar ventral (VTA), o nucleo accumbens e o cOrtex
pré-frontal e € uma via chave para o controle da ingestdo de alimentos
palataveis(WILLNER et al., 1991). A area tegmentar ventral esta localizada no tronco
encefalico e estd associada como centro de processamento de informacdes

sensoriais tanto na apresentacdo da comida, quanto na ingestao(FIELDS et al.,
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2007). Essa regido projeta principalmente informacgdes de neurénios dopaminérgicos
para 0 nucleo accumbens(BERRIDGE, 2009). A sinalizagdo dopaminérgica no
nacleo accumbens promove a busca pelo alimento (Wanting), modulando o inicio e a
manutencao da refeicdo(BERRIDGE, 2009). O cortex pré-frontal esta envolvido com

as eferéncias que vao guiar a acao de ingestao(RUSHWORTH et al., 2004).

Outras estruturas estdo envolvidas com essa via, entre elas podemos
citar a Amigdala e o hipocampo que envolvem processos de memorizagao (learning)
do alimento com fatores emocionais de prazer(BERRIDGE; ROBINSON;
ALDRIDGE, 2009). A amigdala reforca o sentido afetivo de percepc¢do do alimento
palatavel, enquanto o hipocampo forma a chamada memdria de longa duragéo do
estimulo de prazer do alimento(BERRIDGE; ROBINSON; ALDRIDGE, 2009).

Os neurbnios dopaminérgicos envolvidos nessa via sao estimulados pelo
neurotransmissores glutamato e acetilcolina e s&o inibidos pelos neurdnios
GABA(VAN ZESSEN et al., 2012). Injecdes de opioides no VTA aumenta a ingestao
alimentar através da inibicdo de interneurénios GABA(NOEL; WISE, 1995). O
sistema opioidérgico tem sido amplamente estudado como importante modulador do
sistema de recompensa, atuando na via mesolimbica em seus dois principais
segmentos (Accumbens-VTA, VTA- Coértex pré-frontal) modulando o impacto
heddnico imediato (Liking)(LE MERRER et al., 2009).

2.6 OPIOIDES E COMPORTAMENTO ALIMENTAR

O sistema opioidérgico e seus receptores desempenham um importante
papel na modulacdo da ingestdo alimentar, especialmente na mediacdo dos
processos neurais de recompensa alimentar(FIELDS; MARGOLIS, 2015). Os
opioides endogenos, que incluem endorfinas,encefalinas,dinorfinas e endomorfinas,
atuam sobre diferentes receptores, receptor opioidérgico uy ( MOR), & (DOR) e k
(KOR), que sd@o membros da familia de receptores acoplados a proteina G
(BODNAR; KLEIN, 2004). Além desses receptores, podemos incluir o receptor para

nociceptina/orfanina FQ(NOP), descoberto em 1994 através do seu sequenciamento
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de oligonucleotideos no qual possui 60% de homologia com o0s receptores
opioidérgicos(CALQ’ et al., 2000).

A primeira evidéncia que o sistema opioidérgico poderia estar associado a
regulacdo da alimentacédo foi com o estudo dos efeitos anorexigenos que a droga
naloxona, antagonista geral de receptores opioidérgicos, causava na ingestao
alimentar. (BROWN; HOLTZMAN, 1979). Estudos mais recentes demonstram que
antagonistas opioidérgicos, como naloxona e naltrexona, diminuem a ingestao
alimentar, enquanto os agonistas, como morfinas e encefalinas sintéticas, aumentam
a ingestao alimentar(FERENCZI et al., 2010; MASON et al., 2015; STATNICK et al.,
2003). Além disso, os receptores opioidérgicos estdo amplamente distribuidos em
regides cruciais do sistema nervoso central para o controle da ingestdo alimentar e
da homeostase energética(BODNAR; KLEIN, 2004).

A pro-opiomelanocortina (POMC) é um precursor polipeptidico que esta
associado com a producédo de diversos hormoénios peptidicos, entre eles o horménio
estimulador de a- melandcitos (a-MSH) que reduz a ingestdo alimentar e a -
endorfina que influencia na ingestdo alimentar e na regulacdo do humor
(ANDERSON et al., 2016). A B-endorfina, expressa em células do nucleo arqueado
do hipotdlamo e no tronco cerebral, age no comportamento alimentar via
MOR(BODNAR; KLEIN, 2004). Os neurbnios POMC apresentam MOR pos-
sinapticos e respondem a agonistas seletivos desse receptor com uma
hiperpolarizacdo, aumentando seu limiar de potencial de acdo(PENNOCK;
HENTGES, 2011). Além disso, uma ativacdo dos trés principais receptores
opioidérgicos, através de um agonista inespecifico, nos terminais GABAérgicos inibe
0s neurénios POMC pré-sinapticos(PENNOCK; HENTGES, 2011).

As melanocortinas produzidas pelos neurbnios POMC atuam
principalmente através de dois receptores na diminuicdo da ingestdo alimentar:
receptor de melanocortina 3 (MC3R) e o0 receptor de melanocortina
4(MC4R)(ANDERSON et al., 2016). O tratamento com naloxona diminui o efeito
orexigeno do peptideo relacionado ao gene agouti (AgRP), um importante peptideo
antagonista de MC3R e MC4R (HAGAN et al., 2001). A forte interacédo dos sistemas
melanocortinégicos e opioidérgicos € reforcada pela investigacdo do efeito do
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tratamento com um antagonista seletivo de MOR que atua suprimindo o efeito
orexigénico de um antagonista de MC3R e MC4R(GROSSMAN et al., 2003).

Outro importante peptideo orexigénico que esta intrinsecamente ligado
aos opioides € o neuropeptideo Y (NPY). Diversos estudos demonstram que a
Naloxona atenua a ingestdo alimentar estimulada pelo NPY(KOTZ et al., 1993;
RUDSKI et al.,, 1996; SCHICK et al.,, 1991). A administracdo de antagonistas
especificos de MOR e KOR diminuem o efeito orexigénico do NPY, enquanto
antagonistas de DOR ndo mostram resultados efetivos(KOTZ et al., 1993). A orexina
A também é um importante mediador central do comportamento alimentar atuando
como um neuropeptideo orexigénico(SAKURAI et al., 1998). A administracdo de
orexina no hipotalamo aumenta a expressao génica de encefalina na area tegmentar
ventral e na amigdala (KARATAYEV et al., 2009). Além disso, a naltrexona bloqueia
a acao orexigénica da orexina A(SWEET,; LEVINE; KOTZ, 2004). Esses dados
tomados em conjunto sugerem que a orexina deve atuar no comportamento

alimentar através das vias hedbdnicas e homeostaticas.

Dentre as varias acdes que o sistema opioidérgico possui € sabido que
ele desenvolve papel importante nos processos neurais de recompensa que levam a
comportamentos adictos, tais como o abuso de alcool e drogas. A maioria dos
componentes neurais que estdo associados a adiccao também esta envolvida com a
recompensa alimentar(FERENCZI et al., 2010; LE MERRER et al., 2009).

A administracdo de antagonistas de receptores opioidérgicos atenua tanto
0 uso de adictos quanto a preferéncia por alimentos palataveis(FERENCZI et al.,
2010). Agonistas opioidérgicos demonstram um aumento da ingestdo de alimentos
palataveis, independentemente do valor calorico(PARKER et al., 2014). Esses
resultados sdo acompanhados com o aumento da ingestao de alimento palatavel no
final de uma refeicdo regular, mostrando que os animais estdo mais motivados para

obter e ingerir esses alimentos.

Diversos estudos com o uso de drogas agonistas e antagonistas do
sistema opioidérgico demonstram que os efeitos nas vias de recompensa sdo mais
potentes que nas vias homeostaticas do comportamento alimentar(LEVINE et al.,
1982; LYNCH; BURNS, 1990; ZHANG; KELLEY, 2002). Um estudo com
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administracdo de Naloxona revelou uma supressao da ingestao de uma solucéo de
sacarose mais eficiente do que a ingestdo de agua (LEVINE et al., 1982). Em
contrapartida, a administracdo de DAMGO, agonista MOR, no nucleo accumbens
aumenta a ingestdo de sacarina, e na area tegmentar ventral provoca respostas
alimentares em animais completamente saciados (MACDONALD; BILLINGTON;
LEVINE, 2003; ZHANG; KELLEY, 2002). Alguns experimentos com infusdes de
opioides no ndcleo accumbens revelam um aumento da ingestdo de solucbes de
sacarose e da preferéncia por alimentos hiperlipidicos(PANDIT et al., 2011; ZHANG,;
KELLEY, 2002). Esses dados revelam que os Opioides aumentam a assimilagao
heddnica do sistema de recompensa, ou seja, o0 “Liking”.

Os receptores p-opioides tém sido vastamente estudados como 0s
principais moduladores do sistema de recompensa através da percepcdo de
estimulos sensoriais, tais como alimentos palataveis e drogas de abuso
(BERRIDGE, 2003; EVANS; VACCARINO, 1990; PECINA; BERRIDGE, 2000).
Antagonistas MOR revertem a preferéncia por solu¢des doces a agua(LE MAGNEN
et al., 1980). Em contrapartida, ndo modificam a ingestdo calérica de alimentos
palataveis(APFELBAUM; MANDENOFF, 1981). Microinjec6es de DAMGO (peptideo
opioide sintético com alta especificidade para o receptor p opioide) no nucleo
accumbens quadriplicam as reacgdes positivas (“liking”) a ingestdo de solugcdes de
sacarose e atenua as reacdes aversivas a solucédo de Quinino (PECINA, 2005). Um
estudo baseado na preferéncia alimentar de macronutrientes de animais de
laboratérios demonstrou que alguns animais possuiam uma preferéncia por
carboidratos & gordura(PECINA; BERRIDGE, 2000). A administracdo de morfina,
agonista MOR, estimula a ingestdo do seu alimento de preferéncia, enquanto a
Naloxona exerce o efeito contrario(GOSNELL; KRAHN; MAJCHRZAK, 1990). Um
outro estudo fez microinjecdes de Naltrexona na amigdala e no nucleo
paraventricular ( PVN), enquanto na amigdala causou apenas uma diminuigdo dos
alimentos de preferéncia, no PVN ambos os alimentos diminuiram(GLASS;
BILLINGTON; LEVINE, 2000).

A area tegmentar ventral também € um local critico para 0 mecanismo de
recompensa da via MOR(KIEFFER, 1999). A preferéncia condicionada por um local

(CPP) induzida pela administracdo sistémica de agonista MOR pode ser bloqueada
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pela infusédo direta, na ATV, de antagonistas MOR(OLMSTEAD; FRANKLIN, 1997).
Ademais microinje¢bes de antogonista do receptor p-opioide na VTA aumenta a
autoadministracao de heroina(BRITT; WISE, 1983).

Complementando esses dados, diversos estudos mostram que a via de
recompensa MOR é dada pela ativacdo de neurdnios dopaminérgicos no
mesencéfalo(KELLE; STINUS; IVERSEN, 1980; LACEY; MERCURI; NORTH, 1987,
NICOLL; ALGER; JAHR, 1980). Um trabalho de Johnson e North demonstrou que a
administracdo de agonistas MOR nao ativou diretamente neurdnios dopaminérgicos,
e sim hiperpolarizou interneurénios GABAérgicos(JOHNSON; NORTH, 1992). Dessa
forma, a ativacdo dos neurdnios dopaminérgicos na VTA é feita de forma indireta
pelo MOR, através da remocdo da inibicdo tonica GABAérgica. Aléem disso, foi
demonstrado que a desinibicdo dependente dos receptores de opioides dos
neurbnios dopaminérgicos pode ser mediada por multiplas entradas de GABA,
dentre as quais pode-se destacar o palido ventral (VP), o nudcleo tegmentar
rostromedial (RMTg) e a area tegmentar ventral(VTA)(MATSUI et al., 2014).

Figura 2 - Representagédo esquematica dos locais onde os receptores y-opioide podem desinibir

RMTy VP

GABA GABA GABA

{
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TRENDS in Neurosciences
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Fonte: Trends in Neurosciences.
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3 HIPOTESE

O tratamento neonatal com inibidor inespecifico opioidérgico atenua o0s

efeitos do desmame precoce sobre a ingestdo de alimentos palataveis.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se o0 bloqueio da via opioidérgica neonatal € capaz de interferir

sobre o comportamento alimentar heddnico de ratos desmamados precocemente.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em animais controle, submetidos a desmame precoce e ao

desmame precoce com aplicacdo neonatal de Naltrexona:
v’ Peso corporal;
v" A depresséao experimental;
v" O consumo de alimento palatavel apés um estresse agudo;
v" O consumo de dieta padréo apds jejum de 8 horas;
v" A motivacao pela busca da recompensa alimentar;
v A reatividade ao paladar frente a substancia heddnica ou aversiva;
v' O consumo de alimento palatavel na vida adulta;

v O consumo de alimento palatavel frente a dose aguda de inibidor
inespecifico de receptores opioidérgicos;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados de acordo com a
Comisséo de Etica no Uso de Animais(CEUA) da UFPE de acordo com o0s preceitos
da lei editados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).Segundo o processo 0052/2016 (vide apéndice 1).Foram utilizadas ratas
albinas (200-250g de peso corporal) da linhagem Wistar provenientes do Biotério de
Criacdo do Departamento de Nutricho da Universidade Federal de
Pernambuco(UFPE). As ratas foram acasaladas na proporcao de duas fémeas para
um macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozoide no
esfregaco vaginal e confirmada pelo ganho de peso corporal. A partir do diagnostico
as ratas prenhas foram transferidas para gaiolas individuais, e durante a gestacao e
lactacdo receberam dietas padrdo de biotério (Labina, Presence ®). Apds o
nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem para a formacao das ninhadas com
8 filhotes por mae. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em
condicbes padrdo de biotério (temperatura de 22 + 1°C, sob ciclo claro/escuro

invertido de 12 horas, luz acesa as 18 horas), recebendo racéo e agua ad libitum.

5.2 DESMAME PRECOCE

O dia do nascimento da ninhada foi considerado dia zero. No primeiro dia
pos-natal, foi realizada a sexagem dos animais com o0 objetivo de manter 8 filhotes
machos em cada ninhada (as ninhadas que nao obtiverem esse numero poderao
sem complementadas por fémeas). Os grupos experimentais foram formandos de
acordo com o periodo do desmame de cada ninhada. As ninhadas pertencentes ao
grupo D15 foram desmamadas no 15° dia pos-natal e o grupo D30 foram
desmamadas no 30° dia pés-natal (desmame natural). As nutrizes dos animais D15
foram separadas de seus filhotes que foram submetidas a pequenos peletes de dieta
padrao de biotério. A partir do 30° dia, todos os grupos foram submetidos a dieta

padrao de biotério.
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5.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram separados de acordo com o dia do desmame e o

tratamento neonatal:

e Grupo Desmame Precoce(D15) — animais desmamados no 15° dia poés-natal;

e Grupo Controle (D30) - animais desmamados no 30° dia pés-natal;

e Grupo Desmame Precoce + Naltrexona(D15+NTX): animais D15 submetidos a

administracdo de naltrexona (3mg/Kg) por via subcutanea.

5.4 DROGA

Foi utilizado para o tratamento neonatal e para a avaliagdo pontual da
ingestdo alimentar o antagonista inespecifico de opioides (Naltrexona; CyoH23NO4,
341,401 g/mol) (Roval®, Recife, Brasil, lote 27042017) A droga foi dissolvida em
solucdo salina estéril. Foi aplicado a dose de 3mg/Kg, por via
subcutanea(MICHAELS; HOLTZMAN, 2007).
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6 EXPERIMENTO 1: DESMAME PRECOCE E PADROES COMPORTAMENTAIS
DE ESTRESSE E DEPRESSAO

6.1 PESO CORPORAL

Nos dias 1, 7, 14 e 21 e nos dias 30, 60, 90 e 120 de vida os animais
(D15, n=8;D15 + NTX, n=8; D30, n=8) foram submetidos a avaliagdo do peso
corporal. Foiutilizada uma balanca eletronica digital, marca Marte XL 500, classe I,

capacidademaxima 500g (menor divisdo 0,001g)(Séo Paulo, Brasil).

6.2 CONSUMO DE ALIMENTO PALATAVEL APOS UM ESTRESSE AGUDO

Aos 120 dias de vida os animais (D15, n=8; D15, NTX, n=8; D30, n=8)
foram submetidos a avaliacdo da média do consumo de alimento palatavel (Cookies
Chocolate Bauducco®, Sdo Paulo, Brasil), durante trés dias consecutivos, por uma
hora, apos estresse agudo. O estresse alimentar foi induzido através da introducgéo
de dieta palatavel em recipiente que néo permitia a alimentacdo do animal. Dessa
forma, o animal em jejum obteve apenas informacdes visuais e olfativas do alimento
durante vinte minutos. O experimento ocorreu sempre no mesmo horario (estresse
agudo entre 10: 40 e 11hs e o consumo entre 11hs e 12hs). Foi utilizada uma
balanca eletronica digital, marca Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g

(menor divisdo 0,001g)(Séo Paulo, Brasil).

6.3 CONSUMO ALIMENTAR EM RESPOSTA A PRIVACAO ALIMENTAR DE 8HS

Aos 120 dias de vida os animais (D15, n=8; D15, NTX, n=8; D30, n=8)
foram submetidos a avaliagdo do consumo por 1 hora de alimento padréo de biotério
(Purina®, Sao Paulo, Brasil), apds oito horas de privacdo alimentar. O experimento
ocorreu sempre no mesmo horario (privacdo das 7hs-15hs e consumo das 15hs-
16hs). Foi utilizada uma balanca eletronica digital, marca Marte XL 500, classe II,

capacidade maxima 500g (menor divisdo 0,001g) (Sao Paulo, Brasil).
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6.4 TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA

No teste de suspensdo pela cauda o rato € colocado num estresse
hemodinamico de ser pendurado em uma situacdo inescapavel e, assim, é
observado quanto tempo passa numa postura imével desistindo de escapar de uma
situacédo aversiva(CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Aos 60 dias de vida os
animais (D15, n=8; D15, NTX, n=8; D30; n=8) foram submetidos a esse teste que
consistiu em suspender o animal pela cauda num aparato metalico fixado na parede
a uma distancia de 1,5 m do chéo. A fixagcdo desse animal foi realizada por uma
pequena faixa elastica que ligara a cauda do animal ao aparato. Para evitar lesfes
cutaneas, 2 minutos antes do teste, a por¢ao distal da cauda do animal foi revestida
por uma espuma adesiva (Reston ®, Sao Paulo, Brasil). Cada animal permaneceu
suspenso por 6 minutos e os seguintes padrdes foram cronometrados: imobilidade

flexionada e movimentacéo difusa.
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7 EXPERIMENTO 2: DESMAME PRECOCE E PADROES COMPORTAMENTAIS
DO SISTEMA DE RECOMPENSA ALIMENTAR

7.1 TESTE DO CORREDOR (RUNWAY TASK INCENTIVE)

Aos 60 dias de vida , os animais(D15, n=8; D15, NTX, n=8; D30, n=8)
foram submetidos ao teste do corredor para avaliar os padrdes de “Learning” e
“Wanting”(PECINA et al., 2003; SILVEIRA et al., 2010; DA SILVA et. al.,2016 ) apos
um periodo de 4 horas de privacao alimentar. A estrutura do runway consisti em um
corredor (polipropileno, 140x14x30cm) com duas caixas, uma inicial e outra alvo
(acrilico 19x14x30 cm), localizadas em extremidades opostas. Os treinos serdo
foram conduzidos durante 11 sessGes em dias alternados (22 dias), cada sesséo
teve duracdo de 5min. Nas trés primeiras sessfes os ratos foram colocados
diretamente na caixa alvo (com as portas fechadas) durante 5 minutos com acesso a
recompensa (cookies chocolate Bauducco®, Sdo Paulo, Brasil). Os animais foram
adaptados aos cookies chocolate (Bauducco®, Sdo Paulo, Brasil) nas 3 primeiras
sessdes. Na 42 sessao do treino, a caixa inicial foi localizada 15 cm da caixa alvo. O
animal ficou na caixa inicial durante 30 segundos com a porta fechada, entdo a porta
se elevou e 0 animal prosseguiu pelo centro de corrida. Se o animal ndo saisse da
caixa inicial em 3 minutos, ele seria gentilmente movido para a caixa alvo. Na
sessdo 5 a caixa inicial se afastou 30cm da caixa alvo, para 60 cm na 62 sessao,
75cm na 72, 90cm na 82, 120cm na 92 e 140cm da 10-11 sessOes. Foram avaliados
0 tempo de laténcia para sair da caixa inicial, tempo de laténcia para reagir ao caixa
alvo, numero de pausas durante a corrida, nimero de direcdo reversa no trajeto da
corrida até o alvo (incluindo retracdo dos passos, acompanhado do comportamento

exploratorio de cheirar); Tempo de laténcia para iniciar o consumo da recompensa.

7.2 TESTE DE REATIVIDADE AO PALADAR

O teste de reatividade ao paladar (GRILL; NORGREN, 1978; DA SILVA
et. al.,2016) foi realizado para estudar o “Liking” a partir da avaliacdo do tempo de

reagdo frente a diferentes substancias (BERRIDGE, 2000).Este teste foi realizado
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aos 90 dias de vida dos animais (D15, n=8; D15, NTX, n=8; D30, n=8) que foram
colocados individualmente numa arena (25cm altura x 25cm frente x 20cm fundo),
com um piso e paredes transparentes. Foi disposto 1mL de solu¢do de sacarose a
30% ou solucdo de quinino (C20H24N202 - HCI - 2H20, Sigma®) a 0,3 M, no
canto esquerdo da arena e diretamente no piso. Uma camera de video (Sony
Handycam DCR-DVD650, com func¢ao nightshot,Téquio, Japao) foi posicionada sob
0 piso transparente para filmar as reacdes faciais e corporais espontaneas que
ocorreram durante e ap0s a ingestao voluntaria de sacarose ou quinino. Os animais
foram habituados para a arena do teste durante 2,5 min antes do teste. Em cada
teste, as solucdes de sacarose ou de quinino foram colocadas no interior da arena, e
os animais foram liberados para ingerir as solu¢cdes por 2,5 minutos, durante o qual
comportamento foi filmado para posterior analise. Para determinar as reacaoes
afetivas dos animais foram consideradas como reacdes positivas ou hedonicas:
protrusdes ritmicas da lingua, protrusao lateral da lingua e lamber as patas. E como
reacoes negativas ou aversivas: bocejo, remexer a cabeca, limpar o rosto, “abanar”
com as patas anteriores, esfregar o queixo. As analises entre um tipo de solucéo e

outra foram realizadas com intervalo minimo de 48h.

7.3 CONSUMO DE ALIMENTO PALATAVEL

Aos 120 dias de vida os animais (D15, n=8; D15, NTX, n=8; D30; n=8)
foram submetidos a avaliacdo da média do consumo de alimento palatavel (Cookies
Chocolate Bauducco®, Sdo Paulo, Brasil), durante trés dias consecutivos, por uma
hora. Ocorreu sempre no mesmo horario, estabelecido entre 11h00min e 12h00min.
Foi utilizada uma balanca eletrénica digital, marca Marte XL 500, classe I,

capacidade maxima 500g (menor divisdo 0,001g).

O consumo de alimento palatavel frente a dose aguda de inibidor

inespecifico de receptores opioidérgicos

Aos 120 dias de vida os animais (D15, n=8; D15, NTX, n=8; D30, n=8)
foram submetidos a avaliacdo do consumo de alimento palatavel (Cookies Chocolate

Bauducco®, cidade e pais da empresa), por uma hora, apds dose aguda de solugéo
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salina (3mg/kg) e, uma semana depois, 0 mesmo processo foi repetido com
aplicacado aguda de Naltrexona(3mg/kg). O experimento ocorreu sempre N0 mesmo
horéario (aplicacdo as 10:30min e o consumo entre 11hs e 12hs). Foi utilizada uma
balanca eletronica digital, marca Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g

(menor divisdo 0,0019).

7.4 ANALISES ESTATISTICAS

Dados sdo apresentados como média e desvio padrdo. Para avaliacéo
do peso corporal, teste do corredor (runway task incentive) e consumo de alimento
palatavel frente a dose aguda de naltrexona foi utilizado two way ANOVA seguido de
Bonferroni Test. Para consumo de alimento palatavel, consumo de alimento
palatavel apdés estresse agudo, apés privacdo alimentar de 8 horas, teste de
suspensao pela cauda e teste de reatividade ao paladar foi utilizado o one way
ANOVA seguido de Bonferroni Test. Em todas as avaliacbes, o nivel de
significancia foi p < 0,05. Todos os dados foram analisados usando o software
GraphPad Prism 5, verséo 7 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA).
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8 RESULTADOS

8.1 EXPERIMENTO 1: DESMAME PRECOCE E PADROES
COMPORTAMENTAIS DE ESTRESSE E DEPRESSAO

8.1.1 Peso corporal

N&o houve diferencas significativas entres os grupos avaliados (figura 3 A

Figura 3 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre a evolugao
ponderal em ratos que foram desmamados precocemente.
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- Evolugao ponderal de ratos desmamados precocemente submetidos ao
tratamento neonatal de Naltrexona. A) Evolugéo ponderal nos dias 1,7,14 e 21.
B) Evolugao ponderal nos dias 30,60,90 e 120. Os dados representam média +
desvio padrdo do peso corporal (g) dos grupos Controle(n=8), Desmame
precoce(n=8) e Desmame precoce + NTX(n=10) (Two Way Anova seguido de
Bonferroni Test). p < 0.05.

Fonte: Elaborada pela autora
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8.1.2 Consumo de alimento palatavel apds estresse agudo

4).

N&o houve diferencas significativas entre os grupos experimentais (figura

Figura 4 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre o consumo alimentar de dieta
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Fig. 4. Ingestdo de alimento palatavel apds um estresse agudo em ratos
desmamados precocemente submetidos ao tratamento neonatal de Naltrexona.
Os dados representam meédia + desvio padrdo da ingestdo alimentar (g) dos
grupos Controle(n=8), Desmame precoce(n=8) e Desmame precoce +
NTX({n=10) (One Way Anova seguido de Bonferroni Test). p < 0.05

palatavel apos estresse alimentar agudo em ratos que foram desmamados precocemente.

Fonte: Elaborada pela autora

8.1.3 Consumo alimentar apds 8 horas de privagéo

5).

N&o houve diferengas significativas entre os grupos experimentais (figura
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Figura 5 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre o consumo alimentar de dieta
palatavel apos 8 horas de privagéo em ratos que foram desmamados precocemente
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Ingestdo de alimento padréo de biotério apos 8 horas de privagéo
amncidlr em ratos desmamados precocemente submetidos ao tratamento
neonatal de Naltrexona. Os dados representam meédia + desvio padrdo da
ingestdo alimentar (g) dos grupos Controle(n=8), Desmame precoce(n=8) e
Desmame precoce + NTX(n=10) (One Way Anova seguido de Bonferroni Test).
p < 0.05.

Fonte: Elaborada pela autora.

8.1.4 Teste de suspenséo pela cauda

Os grupos D15 (n=8; 138,3+18,6; p<0,01) e D15 + NTX (n=8; 139,3+18;
p<0,01) apresentaram um aumento do tempo de imobilidade quando comparados ao
grupo controle(n=8; 70,6+16,5; p<0,01), mas n&o houve alteracdes significativas
quando comparados entre si (figura 06).
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Figura 6 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre comportamento semelhante a
depressao em ratos que foram desmamados precocemente.
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Fig. 6. Teste de suspens&o pela cauda em ratos desmamados precocemente
submetidos ao tratamento neonatal de Naltrexona. Os dados representam média +

padréo do tempo de imobilidade entre os grupos Controle (n=8), Desmame

- ———— i(n=8), e Desmame precoce + NTX(n=8) (One Way Anova seguido de Bonferroni
Test). *** p < 0.01.

Fonte: Elaborada pela autora

8.2 EXPERIMENTO 2: DESMAME PRECOCE E PADROES
COMPORTAMENTAIS DO SISTEMA DE RECOMPENSA ALIMENTAR

8.2.1 Teste do corredor (Runway Task incentive)

O grupo D15 (n=8; 2,65+0,97; p<0,05) apresenta uma menor velocidade
em busca da recompensa apenas na sessdo 10 quando comparado ao grupo
controle (n=8; 3,45 %= 0,5; p<0,05) e ndo apresenta alteracdo significativa quando
comparado ao grupo D15+ NTX (n=8; 2,98+ 0,60; p<0,05). Ja na sessdo 11 apenas
o grupo D15 + NTX (n=8; 3+0,61; p<0,05) apresentara menor velocidade quando
comparados ao grupo controle (n=8; 3,6 +0,37; p<0,05) (Figura 07).



Figura 7 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre teste de motivacao
alimentar em ratos que foram desmamados precocemente.
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B ‘este de motivagdo alimentar em ratos que foram desmamados precocemente
submetidos ao tratamento neonatal de Naltrexona. Os dados representam média + desvio padrao
da velocidade de percurso entre os grupos Controle(n=8), Desmame precoce(n=8) € Desmame
precoce + NTX(n=8) (Two Way Anova seguido de Bonferroni Test). Sessdo 10:* Controle vs
Desmame precoce, Sessao 11:* Controle vs Desmame Precoce + NTX. p < 0.05.

e: Elaborada pela autora

8.2.2 Teste de reatividade ao paladar

51

Font

No tempo de reatividade a sacarose o grupo D15 (n=8; 33,8%9,3;p<0,05)

apresentou um menor tempo de reacdo quando comparado ao grupo D30 (n=8;
64,1+8;p<0,05). O grupo D15 + NTX (n=8; 62,3+9,8;p<0,05) apresentou um aumento
da reacdo a sacarose quando comparado ao grupo D15 (n=8; 33,8+9,3;p<0,05)

(Figura 8A). No tempo de reacdo ao quinino houve uma diminuicdo do tempo de

reacdo do Grupo D15+NTX (n=8; 15,9+4,16 ;p<0,05) quando comparado ao grupo

D30 (n=8; 31,4+9,1;p<0,05) (Figura B). .
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Figura 8 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre teste de Reatividade ao
paladar em ratos que foram desmamados precocemente.
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Fig. 8. Teste de reatividade ao paladar de ratos desmamados precocemente

submetidos ao tratamento neonatal de Naltrexona. A) Reatividade a sacarose.

itividade ao quinino. Os dados representam meédia + desvio padrao do peso

_ . _al (g) dos grupos Controle(n=8), Desmame precoce(n=8) e Desmame
precoce + NTX(n=10) (One Way Anova seguido de Bonferroni Test). p < 0.05.

Fonte: Elaborada pela autora

8.2.3 Consumo de alimento palatavel

A ingestdo alimentar absoluta do grupo D15(n=8; 13,36 +1,56; p<0,05) foi
maior que o grupo D30 (n=8; 10,34+2,70; p<0,05). O grupo D15 + NTX (n=8; 10,35
+1; p<0,05) quando comparado com o D15 apresenta uma diminuicdo da ingestao
alimentar (figura 09).
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Figura 9 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre a ingestéo alimentar palatavel em
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Fig. 9. Ingestao de alimento palatavel em ratos desmamados precocemente submetidos
ao tratamento neonatal de Naltrexona Os dados representam média + desvio padréo do
consumo alimentar entre os grupos Controle(n=8), Desmame precoce(n=8) e Desmame
precoce + NTX(n=8) (One Way Anova seguido de Bonferroni Test). p <0,05.

Fonte: Elaborada pela autora

ratos que foram desmamados precocemente.

8.2.4 Consumo de alimento palatavel apds aplicacdo aguda de Naltrexona

No consumo alimentar palatavel intergrupos, o grupo D15 (n=8;
7,13+£2,18; p<0,05) apresentou um aumento do consumo alimentar em comparacgéao
ao grupo D30 (n=8; 4,74+1,09; p<0,05). Ja o grupo D15+ NTX (n=8; 10,92+2,12;
p<0,05) apresentou um aumento do consumo quando comparado ao grupo D15 e ao
grupo D30 (figura 10 A). No consumo alimentar intragrupos, o grupo D30 com
aplicacdo de naltrexona aguda (n=8; 4,74+1,09; p<0,001) apresentou uma
diminuicdo ... -..._amo alimentar quando comparado ao grupo D30 com aplicacéo
aguda de solucdo de salina (n=8; 10,15+3,18;p<0,05). O grupo D15 submetido a
dose aguda de naltrexona (n=8; 7,13+2,18; p<0,001) também apresentou uma
diminuicdo do consumo alimentar quando comparado ao grupo com aplicacdo de
salina (n=8; 11,41+2,10; p<0,05). Ja o grupo D15+ NTX demonstrou-se resistente a
aplicacdo aguda de naltrexona (n=8; 13,15%2,30; p<0,05) e ndo houve diferencas

quando comparado a aplicacdo de salina (n=8;10,92+2,12; p<0,05)(figuralOB).



Figura 10 - Efeito do tratamento neonatal com Naltrexona sobre o consumo alimentar de dieta

palatavel apos aplicagdo aguda de Naltrexona em ratos que foram desmamados precocemente.
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Fig. 10. Ingestdo de alimento palatavel apos aplicagdo aguda de Naltrexona em ratos
desmamados precocemente submetidos ao tratamento neonatal de Naltrexona. A) Ingestao de
alimento palatavel intergrupos B) Ingestdo de alimento palatavel intragrupos. Os dados

tam média = desvio padrdo da ingestdo alimentar (g) dos grupos Controle(n=8),

— —-...—..1e precoce(n=8) e Desmame precoce + NTX(n=10) (Two Way Anova seguido de
Bonferroni Test). p < 0.05

Fonte: Elaborada pela autora
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9 DISCUSSAO

9.1 EXPERIMENTO 1: DESMAME PRECOCE E PADROES
COMPORTAMENTAIS DE ESTRESSE E DEPRESSAO

Os ratos submetidos a desmame precoce nao apresentaram diferenca no
consumo de alimento palatavel ap6s uma restricdo de acesso de curta duragédo e
nem no consumo de dieta padrdo apoés oito horas de privacéo alimentar. Nas datas
avaliadas nao houve alteracédo do peso corporal. No teste de suspenséo pela cauda
0s ratos desmamados precocemente apresentam maior comportamento associado a

padrdes depressivos, o0 tratamento com naltrexona neonatal ndo reverteu esse perfil.

O peso corporal ndo apresentou alteracdo entre os grupos, esses dados
estdo de acordo com o estudo de OLIVEIRA e colaboradores, em 2011, que utilizou
o mesmo modelo de desmame precoce utilizado nesse estudo e observou uma

diminuicdo no peso apenas imediatamente apds a separacdo materna.

Os animais submetidos ao desmame precoce demonstram nao alterar
seu padrédo de reagdo quando submetidos aos dois tipos de estresse agudo, 0
estresse que avaliou a ingestdo alimentar hedbnica e o estresse que avaliou a
ingestdo alimentar de dieta padréo. No teste que avaliou a ingestdo de alimento
palatavel o animal perdeu a capacidade de acessar o alimento por um curto periodo,
porém, teve acesso a informacdes visuais e olfativas. Esse teste avalia 0 consumo
alimentar, sem jejum prévio, apés um periodo de restricdo com 0 objetivo de
quantificar a ingestao alimentar palatavel apenas em resposta ao estresse alimentar.
J& o teste de ingestdo de alimento padrao de biotério foi quantificado a partir de um
estresse moderado promovido pelo jejum prolongado. O estresse € definido como
uma ameaca continua ou antecipada a homeostase ou ao bem-estar, e evoca uma
gama de respostas fisiolégicas e comportamentais(BALI; JAGGI, 2015). Os
resultados encontrados nesse trabalho podem estar associados ao padrdo de
resposta do organismo ao estresse agudo.

Alguns trabalhos ja demonstram que o efeito do desmame precoce nas

alteracdes comportamentais frente a situacdes estressantes. A separagdo materna
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neonatal € um estressor intenso que induz a hiperatividade a longo prazo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)(LADD et al., 2000; PLOTSKY; MEANEY, 1993).
Isso é caracterizado na idade adulta por niveis aumentados de glicocorticoides
circulantes em repouso e pela reducdo de receptores de glicocorticoides (GR) no
hipocampo (diminuindo o feedback negativo dos glicocorticoides)(LIU et al., 1997).
Apesar desses dados, os efeitos da exposi¢ao ao estresse e a ingestao de alimentos
depende de varios fatores, entre eles, o tipo do estresse e se € um estressor agudo
ou cronico(SOMINSKY; SPENCER, 2014). Num estresse agudo ha uma supresséo
da ingestdo de alimentos que ¢é mediada pelo horménio liberador de
corticotrofina(CRH) que atua inibindo os peptideos orexigénicos NPY (neuropeptideo
Y) e AGRP (proteina relacionada ao agouti), no nucleo arqueado(CURRIE, 2003;
HEINRICHS et al., 1993). Esse recurso é utilizado pelo organismo para priorizar
reacoes de luta e fuga(SOMINSKY; SPENCER, 2014). O que pode sugerir que 0S
dados de ingestdo alimentar, a curto prazo, demonstrados nesse trabalho podem
usar desse recurso para mascarar efeitos deletérios nas vias neuroendocrinas
responsaveis por respostas comportamentais a fatores estressores e precisem de
um teste comportamental que esteja relacionado a luta e fuga para demonstrar
alteracdes. Um estudo com roedores demonstrou que o efeito do estresse alimentar
alterou potencialmente a agressividade dos animais precocemente desmamados
quando associados a um estresse socialNAKAMURA et al., 2008). Esses animais
apresentam taxas menores de agressividade quando comparados aos naturalmente
desmamados no teste de exposicdo ao intruso(NAKAMURA et al., 2008). Porém
quando sdo submetidos a uma restricdo alimentar aguda prévia, o padréo inverte e
ratos submetidos ao desmame precoce tendem a ser mais agressivos(NAKAMURA
et al., 2008). Esses resultados sugerem que o tempo de desmame modula o

comportamento social quando associado a um estresse alimentar.

Outros estudos com desmame precoce demonstram que estresses a
curto prazo tendem alterar padrées bioquimicos apds eventos estressores pontuais.
Camundongos adultos desmamados precocemente apresentam um maior nivel de
corticosterona aos 45 minutos, mas ndo aos 20 minutos, apos o teste de labirinto
elevado em cruz(KIKUSUI et al.,, 2006). Sugerindo que os ratos tenham menor
feedback negativo em resposta a corticosterona circulante. Outro estudo com ratos

que sofreram privag;(”)es maternas aumentam a resposta a corticosterona a
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estimulagdo acustica aos 60 minutos apés o estresse, mas ndo aos 30
minutos(PARFITT et al., 2004). Nesse estudo néo foi quantificado a corticosterona
apos as medidas de ingestdo alimentar e dessa forma sugerimos que a
corticosterona dos animais desmamados precocemente pode estar alterada para
atingir um comportamento semelhante a animais desmamados naturalmente frente a
estresse agudo. Além disso animais que passam por ciclos de jejum e
realimentacdo, tendem a demonstrar efeitos hiperfagicos mais tardiamente, a
chamada hiperfagia de rebote que pode ocorrer dias depois do jejum(INOUE et al.,
1998). Ratos que foram submetidos a separagdo materna durante a lactagao tendem
a apresentar um aumento dessa hiperfagia de rebote(IWASAKI et al., 2000). Dessa
forma, podemos sugerir que os efeitos do estresse agudo pelo jejum prolongado

podem ter ocorrido apenas dias depois da analise comportamental.

Outro ponto importante a ser analisado em futuras publicacdes € avaliar
testes comportamentais em animais desmamados precocemente submetidos a
estresse alimentar cronico. O estresse agudo desencadeia duas principais cascatas
de eventos biologicos a ativacdo do eixo HPA e ativacdo do eixo simpatico
adrenomedular para mecanismos de luta e fuga(TSIGOS; CHROUSOS, 2002).
Porém, a exposicao repetida ao estressor, padréo crénico, é associado a uma maior
sensibilizagdo do eixo HPA para lidar com as demandas persistentes do desafio
homeostatico(HERMAN, 2013). Para lidar com essa demanda o organismo tende a
aumentar o aporte energético, dessa forma muda a estratégia do comportamento
alimentar(BJORNTORP, 2001). Assim, o estresse cronico altera a sele¢do de
alimentos para uma maior proporcdo de calorias provenientes de alimentos
palataveis(GROESZ et al., 2012). Essa selecao alterada de alimentos é muitas
vezes referida como “comfort food” que seria a ingestdo saborosa de alimentos
como redutor de respostas ao estresse(WELTENS; ZHAO; VAN OUDENHOVE,
2014). Ou seja, seria uma estratégia do organismo para se auto-medicar em
situacdes estressoras(WELTENS; ZHAO; VAN OUDENHOVE, 2014). Além disso, a
ingestdo de alimentos palataveis € mais alterada que dietas padrdo, geralmente
aumentando sua proporcao nas refeicdoes(LA FLEUR et al., 2014). A dieta usada
nesse trabalho é considerada palatavel, rica em lipidios e carboidratos. Se o

estresse for aplicado de maneira cronica, talvez os mecanismos modificados pelo
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desmame precoce no comportamento alimentar sobreponha aos mecanismos de

reducdo da ingestédo e haja diferencas significativas entre os grupos.

Individuos que possuem padrbes comportamentais associados a
depressao mostram maior preferéncia e consumo de “comfort food” como uma forma
de aliviar sentimentos adversos (MACHT, 2008). No teste de suspensao pela cauda
(TST) realizado nesse estudo, os ratos que foram desmamados precocemente
apresentaram elevado tempo de imobilidade indicando maior padrdo de
comportamento semelhante a depressdo. No TST o rato € colocado num estresse
hemodindmico de ser pendurado em uma situacdo inescapavel e, assim, é
observado quanto tempo passa numa postura imével desistindo de escapar de uma
situacdo aversiva(CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Esses dados sé&o
corroborados com a literatura, tanto em humanos quanto em animais de laboratorio,
gue associam a depressdo com eventos estressores na infancia(CHAN; DOAN;
TOMPSON, 2014; VETULANI, 2013). Em humanos, 60% dos casos de depressao
sdo precedidos por exposicdo a estressores, especialmente os de vinculos
maternos, como a privagcdo materna prolongada(JURUENA, 2011). Como foi
supracitado, o desmame precoce causa alteragdes no eixo HPA, aumentando os
niveis de glicocorticoides circulantes(LIU, 1997). Essa alteragdo também ocorre na
depressdo, achados demonstram que ha disfuncdes de estruturas limbicas,
sobretudo o hipotalamo e o hipocampo, que apresentam um aumento da secrecéo
de CRH e uma resisténcia a GR (causando um aumento da corticosterona
circulante)(VON WERNE BAES et al., 2012). Dessa forma, podemos sugerir que o
desmame precoce desempenha um papel critico no eixo HPA que pode resultar em
uma ampla gama de alteracbes comportamentais, entre elas a predisposicdo a

depressao.

Outro achado muito importante sobre o0 desmame precoce e
comportamento semelhante a depressdo em animais de laboratério € o papel do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). O BDNF é relevante para a
plasticidade em quase todos os aspectos de desenvolvimento fetal (também durante
a vida adulta)(CHAO, 2003). Na hipétese da neurotrofina ha uma associacao entre a
diminuicdo da expressao de BDNF e atrofia de estruturas limbicas com a depresséao,

assim como um aumento plasmatico dessa neurotrofina com o efeito
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antidepressivo(PICCINNI et al., 2008; TALIAZ et al., 2010). Tanto o BDNF quanto a
neurogénese sédo relatados como diminuidos em niveis altos de glicocorticoides(LIU
et al., 2000; MIRESCU; PETERS; GOULD, 2004). Animais com privacdo materna
inbbem a neurogénese adulta e os niveis de BDNF e essas alteracbes
neuroquimicas estdo associadas com 0s sintomas psicopatolégicos da
depressdo(TSANKOVA et al., 2006). Em animais que foram submetidos a desmame
precoce foi encontrado menores taxas de BDNF na 32, 52 e 82 semana de vida pos-
natal no giro denteado(KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009). Além disso, a
neurogénese foi menor em animais desmamados precocemente, logo ap6és o
desmame(KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009). Tomados em conjunto, esses
resultados indicam que o desmame precoce diminui a neurogénese e a expressao
de BDNF provavelmente pela acdo dos glicocorticoides causando um aumento da
predisposicdo a depressédo que foi encontrada nesse trabalho. Os animais que
foram tratados com naltrexona no periodo de lacta¢cdo néo reverteu o perfil no teste
de suspensdo pela cauda. A naltrexona bloqueia 0s receptores opioidérgicos,
portanto existe uma base farmacologica como potencial efeito depressor justificando
sua acao nos resultados desse trabalho ligado ao teste de suspensdo pela
cauda(RITTER, 2002).

Em concluséo, esse trabalho demonstrou que os animais submetidos ao
desmame precoce apresentam padrdo de comportamento semelhante a depresséo
significativamente aumentados. Além disso, dados pontuais de estresse alimentar
agudo ndo demonstram alteracdes significativas, porém, serdo necessarios mais
estudos para destrinchar seus padrbes de resposta quando o tipo de estresse e a

duracéo forem alterados.

9.2 EXPERIMENTO 2: DESMAME PRECOCE E PADROES
COMPORTAMENTAIS DO SISTEMA DE RECOMPENSA ALIMENTAR

O desmame precoce nao alterou persistentemente a velocidade pela
busca do alimento palatavel, em ambos 0s grupos experimentais. Enquanto na
andlise da reatividade ao paladar frente a solugcdo de sacarose e de quinino houve
diferencas. O grupo desmame precoce apresenta uma diminuicdo do tempo de
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reacao a solucéo de sacarose e 0 grupo desmame precoce tratado com naltrexona
apresenta um aumento da reacdo. Ja na solugdo de quinino, apenas o grupo tratado
apresenta um aumento no tempo de reacdo a substancia aversiva. A ingestdo de
alimento palatavel foi aumentada no grupo desmame precoce, e 0 tratamento
cronico com naltrexona reverteu esse aumento. Com relagdo a ingestdo alimentar
ap0s dose aguda de naltrexona, o grupo desmame precoce apresentou uma
reducdo e o grupo desmame precoce tratado com naltrexona demonstrou ser

resistente ao efeito agudo da naltrexona.

O sistema de recompensa alimentar estd associado aos eventos
psicoldgicos e neurobiolégicos que produzem a sensagao consciente e inconsciente
de prazer no individuo(SALAMONE; CORREA, 2012). Quando essa via € ativada
aumenta a probabilidade futura de uma resposta comportamental que produza um
resultado benéfico(prazer), ou seja um reforco positivo(SALAMONE; CORREA,
2012). A literatura descreve trés componentes distintos de recompensa : “Liking”,
que € o impacto hedbnico da experiencia, “Wanting”, um tipo de motivacdo de
incentivo que promove a abordagem e o consumo de recompensas, e 0 “Learning’
que faz predicbes e associacdes a eventos benéficos passados(BERRIDGE;
ROBINSON; ALDRIDGE, 2009)

O runway task incentive € um teste experimental que avalia o0s
componentes “wanting” e “learning” apos privacao alimentar(SILVEIRA et al., 2010).
Nas sessdes que representam as curvas de incentivo ao aprendizado (7-9) nao
houve diferenga na velocidade dos animais que foram submetidos ao desmame
precoce. Na sessdo 10, fase em que os animais ja estdo treinados, 0 grupo
desmame precoce apresentou uma diminuicdo pontual da velocidade que nao foi
mantida na sessédo 11. Ja o grupo desmame precoce tratado com naltrexona nao
apresentou alteragcdo na sessao 10, e apresentou uma diminuicdo da velocidade
pontual na sesséo 11. Ja o teste de reatividade ao paladar é um teste que vai avaliar
o “liking” dos animais frente a substancia com incentivo hedbdnico (solucdo de
sacarose) ou aversivo (solucédo de quinino)(GRILL; NORGREN, 1978). Os ratos que
foram submetidos ao desmame precoce apresentam uma diminuicdo das reacoes
tidas como reagbBes de prazer e um aumento da ingestdo de alimento palatavel.

Esse perfil demonstra-se revertido apos um tratamento crénico com naltrexona.
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A reatividade ao paladar exerce um papel importante na orientacdo do
comportamento ingestivos (BERRIDGE, 2000). A resposta hedonica dos sabores
basicos é sujeita a uma “programacédo” fetal e/ou perinatal(AYRES et al.,, 2012;
TRUXELL; MOLINA; SPEAR, 2007). Nos ratos desmamados precocemente foi
encontrada uma menor pontuacao de “liking”. Esse mesmo padrédo é encontrado em
modelos experimentais de obesidade e sobrepeso cujas reagbes de prazer
diminuidas sdo compensadas no aumento do consumo alimentar energético para
atingir padrbes de recompensa alimentar (BELLISLE et al., 2012). Esses dados
corroboram com diversos estudos que demonstram que individuos que sao
submetidos a injurias alimentares e/ou o déficit da prote¢cdo social e da maturacao
do sistema sensorial ofertada pela mé&e apresentam maior tendéncia de ingerir
alimentos palataveis na vida adulta (DA SILVA et al., 2014; DOS SANTOS
OLIVEIRA et al., 2011; ROCHA et al., 2014). Isso ocorre, pois, o individuo matura
seus padrdes de comportamento alimentar para que possa armazenar o maximo de

energia possivel para um ambiente pobre em nutrientes.

O aumento da ingestdo alimentar palatavel € corroborado com alguns
dados ja publicados do nosso grupo de pesquisa. Esses dados demonstram que
animais desmamados precocemente apresenta uma preferéncia por dietas
hipercal6ricas e um aumento da ingestdo de alimentos palataveis, além disso
apresentam um retardo no ponto de saciedade(DOS SANTOS OLIVEIRA et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2011). Outros estudos com desmame precoce associam a
desnutricdo neonatal submetida apenas pela auséncia do leite materno como fator
indutor de alteracbes metabdlicas que demonstram padrdes orexigénicos
associadas a sindrome metabdlica na vida adulta(DA SILVA LIMA et al.,, 2011;
PEIXOTO-SILVA et al., 2017; YOUNES-RAPOZO et al., 2015). Em um experimento
com producao de leite suprimida, por um inibidor da prolactina, foi demonstrado na
vida adulta um aumento da densidade de fibras do neuropeptideo Y (NPY),
importante peptideo orexigénico, nos nucleos paraventricular e arqueado do
hipotalamo. (YOUNES-RAPOZO et al., 2015). Outro estudo avaliou animais que nao
tiveram acesso ao leite materno, do dia 18 ao 21 pds-natal, através de uma barreira
mecanica imposta por um bandagem nas glandulas mamarias(DA SILVA LIMA et al.,

2011).Esses animais apresentaram na vida adulta maior adiposidade, resisténcia a
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insulina e dislipidemia, padrdes relacionados ao desenvolvimento da obesidade (DA
SILVA LIMA et al., 2011).

Além do rompimento precoce da ingestdo do leite materno, € importante
ressaltar que nosso modelo experimental de desmame precoce causa também uma
quebra do link mée-filho no 15° dia de vida pos-natal. O cérebro dos filhotes de
mamiferos decide sobre a organizagao fisioldgica dos seus aspectos sensoriais mais
adequados para o ambiente que estad sendo desenvolvido, e atua como um sistema
de tomada de decisbes que responde as auséncias e alteracdes dos estimulos
sensoriais maternos através da ativagdo/inibicdo de seus circuitos neuronais
apropriados(JAFFEE; PRICE, 2012; KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007b; KOJIMA
et al., 2012b). A capacidade de maturar o sistema sensorial € inata aos filhotes,
porém a construcdo do padrdo estara associada com as informacbes que o
ambiente ird fornecer ao individuo(MARLER, 2004). O efeito do contato materno na
maturacdo de padrbes de ingestdo alimentar € observado em estudos com
separacdo materna temporaria, esses animais aumentam a ingestdo de alimentos
palataveis e apresentam maior preferéncia por solu¢cées doces(MANIAM; MORRIS,
2010; MICHAELS; HOLTZMAN, 2007). Desse modo podemos inferir que as
alteracdes encontradas nos nossos animais, evidentemente no aumento da ingestao
de alimentos palataveis, podem ser organizadas de modo que compense o déficit do
aporte nutricional e do vinculo materno e assim supostamente potencializar uma via
que |lhe garanta um maior abastecimento energético num ambiente de privacao.
Assim, o ambiente neonatal desses animais desmamados precocemente impde um
impulso para aproveitar ao maximo oportunidades de alimentagcdo quando estédo

disponiveis, aumentando o reforco positivo de alimentos palataveis.

A partir desses dados, outro experimento foi realizado para avaliar a via
opioidérgica por ser responsavel pelo impacto hedénico dos alimentos (liking).
Assim, outro grupo experimental associou desmame precoce com um tratamento
neonatal de naltrexona (inibidor inespecifico de receptores opioidérgicos). Os
animais que foram tratados com naltrexona durante a lactacao revertem o padrao do
desmame precoce e aumentam o tempo de reacdo a substancia doce e diminuem a
ingestdo alimentar palatavel, esse achado corrobora com o0 que se tem descrito na

literatura sobre os efeitos da naltrexona. Analises experimentais demonstram que
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aplicacbes de antagonistas inespecificos dos receptores opioidérgicos diminuem o
consumo de alimento palatavel, mesmo quando administrado em doses baixas,
insuficientes para modificar a ingestdo de dieta padrdo (sem reforco de
recompensa)(RUDSKI; BILLINGTON; LEVINE, 1994). Assim, aplicacbes desse
farmaco atenuam o consumo de alimento palatavel tanto em animais alimentados ad
libitum, como privados ou restritos, mas tem efeito limitado dose-dependente na
ingestdo de dieta padrao de biotério(BARBANO; CADOR, 2006; LEVINE et al.,
1995). Além das diversas evidéncias que apontam o0 sistema opioidérgico com o
consumo de dietas palataveis, € importante também entender que essa relacéo
também apresenta outro binébmio: alimentos de preferéncia-opioides(MARKS-
KAUFMAN, 1982; MARKS-KAUFMAN; KANAREK, 1980). Em animais de
laboratorio, injecdes de morfina elevam a ingestdo de carboidratos em ratos que
preferem carboidratos, enquanto animais que preferem gordura, aumentam a
ingestdo de dietas ricas em gordura(GOSNELL; KRAHN; MAJCHRZAK, 1990).
Similar a esse estudo, a infusdo de agonista de receptor mu-opioide (MOR)
diretamente no nucleo accumbens estimulou a ingestdo de dieta hiperlipidica em
animais que tinham preferéncia por gordura(NALEID et al., 2007). Dessa forma, a
reversdo do fenotipo de ingestdo alimentar palatavel aumentada dos animais
desmamados precocemente estd de acordo com o efeito inibitério do impacto

heddnico e de preferencias alimentares causadas pela naltrexona.

Outro ponto a ser analisado é que o bloqueio crénico de receptores
opioidérgicos altera a manutencdo da dieta sem afetar a iniciacdo(LEVINE et al.,
1995; LEVINE; BILLINGTON, 2004). Esse padrao demonstra que os opioides afetam
0s aspectos relacionados a recompensa da alimentacdo, e ndo diretamente a
movimentacao relacionada ao alimento(LEVINE; BILLINGTON, 2004). Nesse estudo
os efeitos do desmame precoce sédo justamente na recompensa da alimentagéo e
nao afetivamente na busca do alimento. Tomados em conjunto, esses dados nos
revelam que agonistas e antagonistas opioidérgicos modificam a ingestdo de
alimentos, selecdo de nutrientes, e especialmente, a ingestdo de alimentos de
preferéncia. Assim, podemos associar que as alteragcbes quanto a maior
preferéncia e consumo de alimentos palatdveis de animais desmamados
precocemente (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011), bem como as alteracbes
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encontradas nesse estudo com alguma modificagdo persistente na via do sistema

opioidérgico.

As reacdes frente a uma substancia doce também foram revertidas em
animais tratados com naltrexona, 0 que nos leva a inferir que pode ter ocorrido
primariamente uma alteracdo central na percepcdo dessas substancias associada
com modificacdes do sistema opioidérgico. A naltrexona é bastante utilizada em
tratamentos prolongados para dependéncia de alcool e drogas de
abuso(ALTSHULER; PHILLIPS; FEINHANDLER, 1980; SAMSON; DOYLE, 1985;
WEE et al., 2012). Seu uso é baseado em estudos experimentais que demonstraram
que o bloqueio de receptores opioides diminuem o refor¢co positivo de padrdes
adictos(VOLPICELLI et al., 1992). Os resultados de ensaios clinicos com tratamento
de naltrexona demonstram uma reducéo no apetite, taxas mais baixas de recaidas e
consumo menos frequente de drogas de abuso em pacientes com transtornos de
abuso(O’'MALLEY et al., 1992; VOLPICELLI et al., 1992). O sistema enddgeno de
opioides é uma parte importante para o sistema de recompensa do
cérebro(GOSNELL; LEVINE, 2009; KIEFFER, 1999). O alcool, as drogas de abuso e
os alimentos palataveis tendem a aumentar a liberacdo de opioides enddgenos
devido ao aumento do limiar de percepcéo de prazer, ativando 0 mecanismo de
recompensa (VOLPICELLI et al.,, 1992). O tratamento com naltrexona atua
justamente bloqueando os efeitos dos opioides enddgenos livres e isso se traduz
com uma diminuicdo do refor¢co positivo que a longo prazo diminui o limiar de
percepcédo (VOLPICELLI et al., 1992). Esses dados corroboram com os resultados
encontrados nesse estudo. O efeito do desmame precoce alterou padrbes da via de
recompensa, que sao traduzidos numa percepcdo diminuida associada a um
aumento da ingestdo de alimentos palataveis, padrdao semelhante encontrado em
pacientes com transtornos de abuso. Esses padrbes foram revertidos, a partir do
blogueio dos receptores opioidérgicos e consequente atenuacdo dos opioides livres

gue sustentam os padrdes adictos.

O bloqueio cronico dos receptores opioidérgicos e sua acao na ingestao
alimentar frente a dose aguda de naltrexona cujo grupo tratado apresentou uma
resisténcia a acdo aguda € corroborado com dados que demonstram que o efeito

cronico da naltrexona pode causar uma diminuicdo da sensibilidade a essa mesma
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droga quando aplicado posteriormente em doses agudas(ALTSHULER; PHILLIPS;
FEINHANDLER, 1980; RECANT et al., 1980; SPAGNOLO et al., 2014).

Tomados em conjunto, estes achados indicam que o desmame precoce
apresenta consequéncias duradouras nos mecanismos de “liking” de recompensa
alimentar com objetivo de se adaptar a um ambiente hostil. Além disso, alteracdes
especificas nos opioides enddgenos livre e sua afinidade com os receptores podem
estar associados ao aumento do consumo de alimentos palataveis em animais

desmamados precocemente.
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10 CONCLUSAO

Os animais tratados com naltrexona durante a lactacéo revertem o padrao
do desmame precoce aumentando o tempo de reacdo a substancia doce e
diminuindo a ingestdo alimentar palatavel. Dessa forma, podemos sugerir que o
desmame precoce causa altera¢cdes nos mecanismos de “Liking” do comportamento

alimentar hed6nico envolvido com o sistema opioidérgico.
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Abstract

The World Health Organization recommends exclusive breastfeeding until six months
of age, from that age up to two years, supplemented with other foods. Breast milk is
the most complete nutritional source for adequate growth and development of infants
and children, providing adequate support to the nutritional needs and
immunoprotection to be developed in children. In addition to maternal milk, mother-
child physical contact will stimulate the maturation of neurobehavioral patterns that
will adapt the individual to the environment being developed. Weaning when it does
not occur naturally is associated with several metabolic changes, such as obesity
and overweight, in the short and long term, favoring mammals to develop changes in
their eating behavior. Studies have shown that laboratory animals that were early
weaned to present changes at the satiety point and tend to prefer palatable foods.
The food reward system is responsible for the incentive of pleasure in food intake
and has the same neural mechanisms of drugs of abuse. This system is particularly
altered in animals that do not receive breast milk in the recommended time, leading
to situations of addiction. Thus, the present study aimed to evaluate if early weaning
is capable of interfering with the hedonic eating behavior of rats. The experimental
groups were trained according to the weaning period of each litter. The animals were
separated according to the day of weaning: Early Weaning Group (D15) - animals
weaned on the 15th postnatal day; Control Group (D30) - weaned animals on the
30th postnatal day. Initially, the behavioral patterns evaluated were palatable food
intake after acute food stress and behavioral depression-like patterns. In addition, the
runway task incentive, taste reactivity testing and palatable food intake were
evaluated. D15 animals showed an increase in behavioral depression-like patterns.
In the experiments of food reward, it was found that the animals that were submitted
to the early weaning (D15) present a decreases sucrose taste reactivity but does not
modify food reward seeking in adult male rats. Thus, we can conclude that early
weaning promotes changes in the "Liking" mechanisms of the hedonic eating
behavior.
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1. INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO), exclusive breastfeeding is
recommended until six months of age, and from that age up to two years,
supplemented with other foods (OMS, 2017). Breast milk is the most complete
nutritional source to be provided for the proper growth and development of infants
and children because its composition is balanced with macronutrients,
micronutrients, hormones and antibodies that provide adequate support to the
nutritional needs and immunoprotein to be developed in children [1]. In addition,
maternal physical contact is important for the exchange of stimuli that will ensure that
the child adapts to the environment in which it is being developed, from the social

protection to the maturation of neural characteristics [2].

Breast milk is associated with a reduced risk of developing various metabolic
disorders, such as obesity and / or overweight [3]. Several studies have shown that
childhood obesity is associated with a reduction in the optimal breastfeeding time [4].
In addition, Horta et al. In 2007 also showed that breast milk reduces the risk of
obesity in adulthood by 22%. This occurs, therefore, breast milk has the ability to
self-regulate food intake and adjust the individual's energy balance[5]. This energy
regulation occurs early in the neonatal period and in childhood and can guide the
individual in the regulation of appetite and preference for certain foods and flavors
[5]. Corroborating these data, laboratory animal studies show changes in food intake
mechanisms when these animals are subjected to early weaning [6,7]. A study of
satiety behavior in rats that were weaned early showed that they had a delay of their
satiety point when compared to the control group [7]. Another analyzed data was
that the weaned animals tend to increase the preference for food by hypercaloric
diets and by palatable foods [6].

The neuronal pathways that coordinate the eating behavior are driven by
several factors. The act of eating can be triggered by metabolic needs, hedonic unity
(through reward mechanisms) or an interaction of the two units (through several
neural circuits that perform this interface).[8]. Hedonic pathways are stimulated by
palatable foods, rich in lipids and carbohydrates. (ERLANSON-ALBERTSSON,
2005). The food reward system is associated with the psychological and

neurobiological events that produce the conscious and unconscious sensation of
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pleasure in the individual. [9]. When this pathway is activated increases the risk for a
behavioral response that produces a beneficial result (pleasure), that is positive

reinforcement [9].

The food reward system is mainly responsible for the hedonic control of eating
behavior and is particularly altered in individuals who have suffered early weaning,
especially in ways which enhance addiction mechanisms that use the same paths of
food reward [10-12].

Studies show that individuals who were not properly breastfed tend to have a
greater propensity to abuse drugs such as alcohol and cocaine [13,14]. The literature
describes three different reward components: "Liking", which is the hedonic impact of
the experience, "Wanting" a kind of motivation incentive that promotes the seeking
and the intake of rewards, and "Learning" that makes predictions and associations to
past beneficial events (BERRIDGE; ROBINSON; ALDRIDGE, 2009). Although many
data point to the various addiction behaviors associated with breastfeeding time,
there are few articles in the literature on food reward and how these changes are
found in patterns of hedonic eating behavior. Thus, this study aims to evaluate

behavioral patterns of food reward system in rats weaned early.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

Wistar rats, aged between 0 and 120 days old, originated from the Department
of Nutrition’s colony from the University Federal de Pernambuco — Brazil. Virgin
female Wistar rats weighing 250-300 g was obtained and maintained in the
laboratory with an inverted light/dark cycle of 12 h (lights on at 6:00 PM) for 15 days
for adaptation, with water and a standard diet (Purina do Brasil S/A) ad libitum. After
the adaptation period, females were assigned in a proportion of two females for one
male. The day of the birth was considered day zero. Day one after birth, pups from
different mothers were mixed and the male pups were separated. After, only the male
pups were distributed, eight male pups per dam. The experimental groups were

classified in accordance with the weaning period. The pups from the D15 group
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(early weaning) were separated from the mother on the 15th postnatal day. The pups
from the D30 group (control 30 days) were separated from the mother on the 30th
postnatal day. After the separation from their mothers, the pups from D15 group were
maintained together in their cage original (eight pups per cage) from day weaning to
day 30. On the 30th postnatal day, animals from all groups were housed in individual
acrylic cages (54 cm x 30 cm x 20 cm) for realization of the experimental procedures.
All experiments were performed in accordance with recommendations from the
Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA and were approved by the
Comissé&o de Etica em Experimentacdo Animal from Centro de Biociéncias from the
Universidade Federal de Pernambuco.

2.2 Body Weight

We assessed weight gain during 1,7,14,21, and at 30, 60, 90, and 120 days
of life(D15, n = 8, D30, n = 8). Measurements were obtained with on a Marte XL 500,

class Il scale.

2.3  Tail Suspension Test

The tail suspension test was performed to study depression-like behavior [15].
At 60 days old the animals(D15, n = 8, D30, n = 8) will be subjected to this test,
which will consist of suspending the animal by its tail in a metallic device fixed to the
wall at 1,5 m from the ground. The fixation of this animal will be carried out by a small
elastic band that will connect the tail of the animal to the apparatus. To avoid skin
lesions, 2 minutes before the test, the distal portion of the animal's tail will be coated
with an adhesive foam (Reston ®). Each animal will remain suspended for 6 minutes

and the following patterns will be timed: immobility and diffuse mobility.

2.4 Palatable food intake after acute stress

At 120 days of age the animals (D15, n = 8, D30, n = 8) were evaluated for the
average consumption of palatable food (Chocolate Bauducco® Cookies) for three

consecutive days, for one hour, after acute stress[16]. Food stress was induced by
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the introduction of a palatable diet into a container that did not allow feeding of the
animal. In this way, the fasting animal obtained only visual and olfactory information
from the food for twenty minutes. The experiment always occurred at the same time
(acute stress between 10: 40 and 11hs and consumption between 11hs and 12hs). A
digital electronic scale was used, brand Marte XL 500, class Il, maximum capacity
5009 (smaller division 0.0019).

2.5 Palatable food intake

At the age of 120 days the rats(D15, n = 8, D30, n = 8) from the control
andearly weaning groups were housed in individual cages for adaptation to isolation
for 10 days. Soon after this period, 30 g of palatable diet (Cookies Bauducco® 500
kcal/100 g) were offered to the rats in their cages at the same time of day, between
12:00hs and 13:00hs. The amount of food ingested (g) was considered as the
difference between the amount of food offered and that rejected within 1 h.

2.6 Runway task incentive

At 45 days old the animals(D15, n = 8, D30, n = 8) were subjected to the
runway task incentive to assess “Learning” and “Wanting’[17,18] after food
deprivation for 4 h. This behavioural paradigm generates learning curves and
measures the speed and path travelled to investigate the animal's motivation for the
stimulation reward. The test was performed between 12:00 and 14:00.The structure
of the runway consisted of a runner (140 x 14 x30cm) with two boxes
(19 x 14 x 30 cm) located at the beginning and end of the runway. The distance
varied according to the session day. The boxes were made of acrylic, while the
centre was polypropylene. Training sessions (5 min each) were conducted for 11
sessions on alternate days (22 days). In the first three sessions (adaptation), the rats
were placed directly on the target box (with the doors closed) for 5 min with access to
reward (Cookies Bauducco® 500 kcal/100 g). In the fourth training session, the initial
box was located 15 cm from the target box. The animal was in the initial box for 30 s
with the door closed; when it was raised, the animal could continue to the centre. If
the animal did not come out of the initial box within 3 min, it was gently moved to the
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target box. In session 5, the initial box was 30 cm away from the target box, and this
distance was increased to 60 cm in the sixth session, 75 cm in the seventh, 90 cm in
the eighth, 120 in the ninth, and 140 cm in the tenth and eleventh. The sessions were
defined as previously described[17], with sessions 1-3 considered the adjustment
phase (the animal is exposed to a new environment and reward so that the natural
neophobic behaviour disappears), sessions 4-6 as the pre-exposure phase (the
animal is exposed to the target box and execution centre), sessions 7-9 as the
learning-incentive or reinforcement phase (encouraged by the stimulus of reward),
and sessions 10 and 11 as the fully trained phase (during which the animal confirms
their learning by showing total familiarity with the tests and directly accessing the
reward). The speed of task completion for each session was calculated by dividing
the latency time taken to reach the target box by the length of the track. The speed in
retrieving the reward indicates the animal's motivation. The rat was considered to
have left the starting box when all four limbs were out of the box, and it was
considered to have entered the target box when all four limbs were within the target
box. Once the rat entered the target box and started eating, it could consume the

palatable food for 30 s before being removed.

2.7 Taste reactivity testing

The test of reactivity to taste [19] was performed to study “liking”[20]. This test
was performed when the rats(D15, n = 8, D30, n = 8) were 90 days old. The animal
was placed in the arena (25 cm long x 25 cm deep x 20 cm front) with a transparent
floor and walls with 1 mL sucrose solution at 30% or quinine solution
(C20H24N20,-HCI-2H,0; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to 0.3 M in the left
corner of the arena and directly on the floor [21]. A video camera (Sony Handycam
DCR-DVD650 equipped with nightshot function; Sony, Tokyo, Japan) was placed
under the transparent floor to record spontaneous facial and body reactions that
occurred during and after voluntary sucrose or quinine intake. The animals were
habituated to the testing arena for 2.5 min before the test. In each session, solutions
were placed inside the arena, and the animals could drink the solution for 2.5 min
while their behavior was filmed for later analysis. Animal reactions that were

considered positive or hedonic included rhythmic protrusions of the tongue, lateral
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protrusion of the tongue, and licking the paws. Negative or aversive reactions were
yawning, shaking the head, cleaning the face, “shaking” with the front feet, and

rubbing the chin. The tests of the two solutions were performed at least 48 h apart.

2.8  Statistical analysis

Data for the tail suspension test, taste reactivity test, palatable food intake
after acute stress and palatable food intake are presented as the mean and standard
deviation, and Student's t-tests were used to compare each group with its control. For
analysis of body weight and runway analysis task incentive, we performed two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni tests to compare the effect of
the low protein diet over the test days. In all evaluations, the level of significance
was p < 0.05. All data were analyzed using GraphPad Prism 5 software, version 7
(GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA).

3. RESULTS

3.1 Body weight

There were no significant differences between the control group and early

weaning group (figure 1).
3.2 Tail Suspension Test

The early weaning group (D15, n = 8, 138.3 + 18.6, p <0.001) presented an
increase in the immobility time when compared to the control group (D30; n=8, 70,6+
16,5, p <0.001) (figure 2)

3.3 Palatable food intake after acute stress

There were no significant differences between the control group and early

weaning group (figure 3).

3.4 Palatable food intake
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The absolute dietary intake of the early weaning group (D15, n = 8, 13.36
1.56, p <0.05) was higher than the control group (D30; n =8, 10.34 £ 2.70, p < 0.05)
(figure 4).

3.5 Runway task incentive

The early weaning group (D15; n = 8; 2.65 + 0.97, p <0.05) in session 10
presented a lower speed when compared to the control group (D30; n = 8; 3.45 £ 0.5,
p <0.05)(figure 5).

3.6 Taste reactivity testing

In the time of reactivity to sucrose, the early weaning group (D15; n =28, 33.8 +
9.3, p <0.001) had a shorter reaction time when compared to the control group (D30;
n =28, 64.1 + 7.57, p <0.001). However, there is no difference in quinine reaction
between the early weaning group (D15; n = 8, 23.3.8 £ 8,0, p <0.05) and the control
group (D30; n =8;31,4 + 9.07, p <0.05) (figure 6).

4. DISCUSSION

The rats submitted to early weaning did not present alterations in the palatable
food intake after an acute alimentary stress. These data suggest that acute food

stress is not enough to alter the consumption of palatable food in the short term.

In the tail suspension test (TST) early weaned animals increase the time of
immobility against an inescapable situation. This result reinforces the idea that early

weaning is associated with depression-like behavior.

In the Runway task incentive, the experimental group did not present
persistent changes. In the taste reactivity testing, a shorter time of positive reactions
to the hedonic substance (sucrose) was presented. However, the palatable food
intake is significantly increased. Taken together these data suggest that early
weaning does not persistently change patterns of wanting and learning but alters

patterns of liking the food reward pathway.
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The hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is the main regulatory pathway
to respond to stress and in rodents its development occurs similar to the
development of the regulatory pathways of food intake[22]. In the test that evaluated
the intake of palatable food after acute stress the animal lost the ability to access the
food for a short period but had access to visual and olfactory information. This test
evaluates food consumption, without previous fasting, after a period of restriction with
the aim of quantifying the palatable food intake only in response to food stress. The
results found in this study may be associated with response pattern of the body to

acute stress.

In acute stress there is a suppression of food intake that is mediated by
corticotrophin releasing hormone (CRH) which acts by inhibiting the orexigenic
peptides NPY (neuropeptide Y) and AGRP (agouti-related protein) in the arcuate
nucleus of the hypothalamus.[23,24]. This feature is used by the body to prioritize
fight and flight reactions. [25]. This may suggest that the short-term food intake data
demonstrated in this paper may use this feature to mask deleterious effects on the
neuroendocrine pathways responsible for behavioral responses to stressors and
require a behavioral test that is related to fight and flight for demonstrate changes.

In the tail suspension test the rat is placed in hemodynamic stress of being
hung in an inescapable situation and thus it is observed how much time passes in a
immobility posture giving up escaping from an aversive situation [26]. These data are
corroborated with the literature, both in humans and in laboratory animals, that
associate depression-like behavior with stressful events in childhood [27,28]. In
humans, 60% of cases of depression are preceded by exposure to stressors,
especially those of maternal attachment, such as prolonged maternal deprivation
[29]. Early weaning causes changes in the HPA axis, increasing levels of circulating
glucocorticoids. [30]. This change also occurs in depression, findings show that there
are dysfunctions of limbic structures, especially the hypothalamus and hippocampus,
which present an increase in CRH secretion and a resistance to GR (causing an
increase in circulating corticosterone). [31]. Thus, we may suggest that early weaning
plays a critical role in the HPA axis that can result in a wide range of behavioral

changes, including a predisposition depression-like behavior.
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Individuals who have behavioral patterns associated with depression show
greater preference and consumption of palatable foods as a way of relieving adverse
feelings. [32]. The food reward system is associated with the psychological and
neurobiological events that produce the conscious and unconscious sensation of
pleasure in the individual. [9]. Our results demonstrate that the animal that was
submitted to early weaning presents a phenotype of specific decrease in the time of
positive reactions against palatable substances accompanied with an increase of the
ingestion of palatable foods. The increase in food intake is corroborated by some
data already published by our research group. These data demonstrate that early
weaned animals present a preference for hypercaloric diets and an increase in the

intake of palatable foods, in addition they present a delay in the satiety point[6,7].

Other studies with early weaning associate neonatal malnutrition submitted
only by the absence of breast milk as a factor that induces metabolic alterations that
demonstrate orexigenic patterns associated with the metabolic syndrome in adult life
[33-35]. In an experiment with suppressed milk production by a prolactin inhibitor, an
increased fiber density of neuropeptide Y (NPY), an important orexigenic peptide,
has been demonstrated in adult life in the paraventricular and arcuate nuclei of the
hypothalamus [33]. Another study evaluated animals that did not have access to
breast milk, from the 18th to the 21st postnatal, through a mechanical barrier
imposed by a bandage in the mammary glands [34]. These animals presented
greater adiposity, insulin resistance and dyslipidemia in adulthood, patterns related to
the development of obesity [34]. Our results about palatable food intake reaffirm that
animals suffering from early weaning naturally tend to exhibit a pattern of increased

intake of energy-rich foods.

Associated with increased food intake, animals that were early weaned had a
lower reaction time to sucrose. This same pattern is found in experimental models of
obesity and overweight whose diminished pleasure reactions are compensated in the
increase of the energetic consumption to reach food reward patterns [36]. Studies
indicate that early weaning is associated with obesity patterns in adulthood, this
occurs because the body matures its eating behavior patterns so that it can store as
much energy as possible into a nutrient-poor environment[3,37,38]. Thus, we can
infer that animals submitted to early weaning present specific alterations in the

pathways that coordinate the hedonic impact in the food reward system.
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5. CONCLUSION

Early weaning is associated with depression-like behavior and promotes
behavioral changes in the associated patterns in the "liking" mechanisms of hedonic
food behavior. Therefore, it is worth mentioning that the results presented in this
study demonstrate the importance of breastfeeding as a protective factor for the high
consumption of energy-dense foods in adult life. As described in other studies, high
food intake has been the main factor related to metabolic diseases.
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Fig. 1. Evaluation of body weight of rats submitted to early weaning. Two way ANOVA was
used followed by Bonferroni test, p < 0.05. Data presented as mean £ SD. D30, n = 8;
D30, n=8.
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Fig. 2. Tail suspension test in rats submitted to early weaning. Student t-test was
used, ""p < 0.001. The data were expressed as mean and SD. Groups: control (D30), n = 8;
early weaning (D15), n = 8.
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Fig. 3. Effect of the early weaning on palatable food intake after acute stress. Student t-test was
used. The data were expressed as mean and SD, p < 0.05. Groups: control (D30), n = 8; early
weaning (D15), n = 8.
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Fig. 4. Effect of the early weaning on palatable food intake. Student -test was used. The data
were expressed as mean and SD, *p < 0.05. Groups: control (D30), n = 8; early weaning

(D15), n = 8.
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Fig. 5. Test food motivation in rats submitted to early weaning. Data presented as mean + SD.
Two way ANOVA was used followed by Bonferroni test,*p<0,05. Groups: control (D30), n=9;
early weaning (D15), n = 8.
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Fig. 6. Reactivity test the taste in rats submitted to early weaning. Student {-test was
used, ""p < 0.001. The data were expressed as mean and SD. Groups: control (D30), n = 8;

early weaning (D15), n = 8.
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