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RESUMO

Mudangas ambientais e nutricionais durante a lactagcéo estdo associadas a alteracdes
estruturais no desenvolvimento e alteragbes comportamentais em longo prazo. O
controle hedbnico do comportamento alimentar demonstrou-se especialmente
susceptivel a modificacbes desencadeadas pelo desmame precoce. A complexidade
do comportamento alimentar hedbnico € demonstrada através da interagdo de
multiplas regiées encefalicas que, por sua vez, sao influenciadas por diversos
receptores e vias de sinalizagdo que orquestram esse comportamento. Estudos
demonstram a importéncia do receptor da nociceptina (NOP) na modulagdo do
impacto heddnico imediato e o efeito hiperfagico associado a superexpressao do
neuropeptideo opidide nociceptina (N/OFQ). Considerando essas informagdes, o
presente projeto teve como objetivo investigar os efeitos do desmame precoce no
sistema Nociceptina/Orfanina-FQ e sua repercussao no controle do comportamento
alimentar heddnico, através do bloqueio do receptor NOP. Os grupos experimentais
foram formados de acordo com o periodo do desmame: grupo desmame precoce
(D15) e grupo controle (D30). Foram avaliados: peso corporal, consumo de dieta
padrao e palatavel, resposta ao alimento palatavel apds estresse agudo, preferéncia
alimentar, motivagdo pela busca da recompensa alimentar, reatividade ao paladar
frente a substancia heddnica ou aversiva, consumo de alimento palatavel frente a
dose aguda do antagonista do receptor NOP. Animais desmamados precocemente
apresentaram maior consumo de alimento palatavel quando desafiados em situagao
de estresse. Embora esses animais tenham mostrado menor busca pelo alimento
palatavel, foi evidenciado maior preferéncia e aumento do consumo de cookies, em
comparagao aos animais controle. O antagonista do receptor NOP foi capaz de
normalizar o consumo de alimento palatavel em animais desmamados precocemente
além de reduzir esse consumo no grupo controle. O bloqueio do receptor NOP diminui
a ingestéo alimentar palatavel em animais controle e normaliza o padrao de consumo

de alimento palatavel ocasionado pelo desmame precoce.

Palavras-chave: Comportamento alimentar; Sistema limbico; Desmame precoce;

Nociceptina/orfanina FQ; Receptor NOP.



ABSTRACT

Environmental and nutritional changes during lactation are associated with structural
modifications in development and behavioral alterations in the long term. The hedonic
control of eating behavior was especially susceptible to changes triggered by early
weaning. The complexity of hedonic eating behavior is demonstrated through the
interaction of multiple brain regions that, in turn, are influenced by several receptors
and signaling pathways that orchestrate this behavior. Studies elucidate the relevance
of the nociceptin opioid peptide receptor (NOP) in modulating the immediate hedonic
impact and the hyperphagic effect associated with the overexpression of the nociceptin
opioid neuropeptide (N/OFQ). In light of this information, the present project aimed to
investigate the effects of early weaning on the Nociceptin / Orphanin-FQ system and
its impact on the control of hedonic eating behavior, by blocking the NOP receptor. The
experimental groups were set according to the weaning period: early weaning group
(D15) and control group (D30). The following were evaluated: body weight, standard
and palatable diet consumption, palatable food after acute stress response, food
preference, seek food reward motivation, taste when compared to hedonic or aversive
substances reactivity, palatable consumption food compared to the acute dose of the
NOP receptor antagonist. Animals weaned early, showed higher palatable
food consumption when challenged in a stressful situation. Although, these animals
exposed a palatable food decrease search, there was greater preference and
increased palatable food consumption, compared to control animals. The NOP
receptor antagonist was able to normalize the palatable food consumption in animals
weaned early, in addition to reducing this consumption in the control group. Blocking
the NOP receptor decreases palatable food intake in control animals and normalizes

the palatable food consumption pattern caused by early weaning.

Keywords: Nociceptin/orphanin FQ. NOP. Feeding behavior. Hedonic control. Early-

weaning.
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1 INTRODUGAO

Nos mamiferos, a mae € a fonte nutricional da prole. No entanto, a relagéo
complexa mae-prole vai além do suprimento das necessidades nutricionais. A mée
prové estimulos essenciais térmicos, somatossensorios, olfatorios, visuais e auditivos
durante parte do desenvolvimento pés-natal (CALDJI, DIORO, MEANEY, 2000). O
ambiente produz impressdes, tanto em animais quanto no ser humano, que
influenciardo neurobiolégica e psicologicamente a vida inteira (BARKER, 1995;
KIKUSUI 2006). Fatores estressantes, incluindo a separagdo materna, produzem no
animal comportamentos caracteristicos de ansiedade e de desordem afetiva (SILVA,
2013). A presenca de consequéncias imediatas, bem como os efeitos a longo prazo
do desmame precoce em diversos comportamentos, ainda nao foram bem
caracterizados, particularmente nos padrées comportamentais e moleculares, do
controle do comportamento alimentar (AGUGGIA, SUAREZ, RIVAROLA, 2013).

Estudo do nosso grupo de pesquisa revelou que animais submetidos ao
desmame precoce apresentam aumento no consumo de dieta rica em gordura, e
aumenta a preferéncia por alimento palatavel, indicando que o desmame precoce
modifica componentes do controle heddnico do comportamento alimentar (OLIVEIRA
et al., 2011). Nesse sentido, vale destacar o sistema opioidérgico que esta
amplamente distribuido na circuitaria neuronal envolvida nas diretrizes sensoriais,
metabdlicas e integrativas do comportamento alimentar (HAGHIGHI et al., 2014).
Inserido nesse contexto, esta o sistema nociceptina/orfanina FQ-receptor NOP, que
vem chamando atengao pela sua contribuicdo nos processos de cognigdo, memoria e
dependéncia a drogas de abuso.

A prepronociceptina (ppN/OFQ) é um precursor proteico pertencente a familia
dos opidides que, a partir de clivagem enzimatica, origina a nociceptina (N/OFQ)
(WITKIN et al., 2014). A N/OFQ possui um receptor exclusivo, o receptor NOP. Tanto
a N/OFQ, quanto seu precursor e seu receptor, possuem alta expressao no sistema
nervoso central, especialmente no sistema limbico (KOOB, 2008). A presenca da
N/OFQ, particularmente, no coértex cerebral e em nucleos dopaminérgicos e
serotonérgicos, explica as varias agdes centrais induzidas, tais como transmissao da
dor, controle motor, resposta ao estresse, aprendizado, memoaria, dependéncia e

recompensa as drogas de abuso e ingestéo alimentar (WITKIN et al., 2014).
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Nenhum ligante dos receptores opioides classicos é capaz de se ligar ao
receptor NOP, assim como a N/OFQ nao se liga a nenhum outro receptor opioide
(REINSCHEID et al., 1995). O receptor NOP é um receptor acoplado a proteina G do
tipo inibitéria, que ao ser ativado, aumenta o efluxo de potassio (K*), reduz a entrada
de célcio (Ca*?) e diminui a produgéo de 3°5"-adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc).
Tais agdes reduzem a excitabilidade neuronal e a liberagdo de neurotransmissores,
como a serotonina e noradrenalina (KOOB, 2008). Mesmo fazendo parte da familia
dos receptores opioides e tendo similaridade genética, transducional e estrutural, o
receptor NOP difere, do ponto de vista farmacologico, dos receptores opidides
classicos (REINSCHEID et al., 1995).

Considerando as agbdes e particularidades do sistema N/OFQ - receptor NOP
no controle limbico, & possivel que sua manipulagado possa gerar efeitos importantes
que amenizem as limitagbes da terapia farmacologica para o tratamento da
ansiedade, obesidade e compulsao alimentar disponivel na atualidade, tornando-o um
importante alvo terapéutico. Embora a relevancia e a participagao desse sistema em
importantes aspectos comportamentais venham ganhando destaque, sua contribui¢ao
no controle hedénico do comportamento alimentar permanece obscura. Desse modo,
o presente trabalho objetiva avaliar o efeito do bloqueio do sistema (N/OFQ) sobre o

controle hedénico do comportamento alimentar em ratos desmamados precocemente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DESMAME PRECOCE

O desmame esta entre os eventos mais importantes da fase inicial do
desenvolvimento. A maturacdo dos padroes comportamentais esta atrelada ao
término do aleitamento (WEISSMAN et al., 2004). Durante essa fase, a interacdo da
nutriz com seus filhotes tem grande importéncia para o desenvolvimento da sua prole,
uma vez que processos basicos como limpeza, manutencéo da temperatura corporal
e a alimentagéo sao fornecidos exclusivamente pela mée (OLIVEIRA et al., 2011).

Em roedores, o processo de transicdo alimentar tem inicio por volta do 14°
(décimo quarto) dia de vida, periodo em que os filhotes comegam a experimentar os
alimentos solidos disponiveis no ambiente e a ingestéo de leite diminui gradualmente
até o desmame completo. A diminuigdo da resposta materna e da transferéncia de
leite ocorre simultaneamente ao aumento da ingest&do de alimentos sélidos (REDMAN,
SWENEY, 1976). Desse modo, por volta da segunda semana é iniciado o desmame
espontaneo que perdura até o 30° (trigésimo) dia de vida, onde o consumo de leite
esta completamente cessado e os filhotes alimentam-se inteiramente por alimentos
solidos (BABICKY et al., 1973; REDMAN, SWENEY, 1976).

Um individuo é considerado completamente desmamado a partir do
momento em que nao € mais alimentado por qualquer tipo de aleitamento
(WEISSMAN et al., 2004). O desmame precoce é conceituado como a quebra da
relacdo entre a nutriz e sua prole antes de um periodo considerado 6timo para
aquisicao de padrées maduros de desenvolvimento dos filhotes. Assim, findando o
aleitamento materno e, consequentemente, o contato fisico, ocorre a ruptura da
protecdo social fornecida pela mée (SMITH et al., 2010; TOWNSEND, PITCHFORD,
2012). Nessa situacado, o leite materno € excluido subitamente da alimentagdo do
filhote e a alimentagdo solida se torna a unica fonte de nutrientes, sendo esse
processo uma agressao nutricional. Além disso, o desmame ocasionado por
separacao materna impede os cuidados maternos para com o filhote, ocasionando

também estresse emocional (KIKUSUI et al., 2005).



18

2.1.1 Desmame precoce e seu impacto no processo saude-doenga

Estudos sugerem forte associag&o entre injurias ocorridas na vida fetal ou nas
fases iniciais da vida pds-natal e o surgimento de doengas crbénicas ao longo da vida
(BARKER, 1995). Esses achados inferem a possibilidade de construgdo precoce de
ajustes neurocomportamentais e metabdlicos determinantes de morbidades ao longo
da vida (LIMA et al., 2011).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS, 2018), a desnutricdo € uma
das causas mais comuns de morbimortalidade infantil em todos os paises. Altas taxas
de desnutricdo podem ocorrer devido a interrupgao do aleitamento materno, que priva
a crianca de fatores nutricionais e hormonais, componentes essenciais para o
desenvolvimento (VICTORA et al., 2016; OMS, 2018). A lactagéo € considerada um
periodo critico de desenvolvimento (BARKER, 1995). Por esse motivo, alteragbes
nutricionais ou ambientais nessa fase podem afetar negativamente o individuo,
levando a programagdo metabdlica e consequente perfil neurobioldgico alterado,
favorecendo o aparecimento de doengas na vida adulta (ONG, GUES, 2018).

O desmame precoce, esta associado a alteragbes neurocomportamentais
persistentes (PATEL, SRINIVASAN, AALINKEEL, 2000; TOWNSEND, PITCHFORD,
2012). Animais desmamados precocemente apresentam comportamento ansioso.
Quando submetidos a testes comportamentais ligados a ansiedade, tais como labirinto
elevado em cruz e campo aberto, eles mostram um efeito duradouro do medo frente
a acontecimentos e desafios quando submetidos a novos ambientes (KANARI et al.,
2005).

O desmame precoce além de estar relacionado com essas alteracdes frente a
situacéo de estresse, também afeta a cognigéo, a susceptibilidade ao abuso de droga,
a memoria, o aprendizado (KIKUSUI et al., 2006) e ainda ocasiona o aumento do
comportamento ansioso (LU et al., 2000; CALDJI et al., 2004). Animais que sofreram
desmame precoce apresentam uma hiperatividade, em longo prazo, do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (ITO et al., 2006; PISU et al., 2016). Isso é
caracterizado pelo aumento dos niveis circulantes de glicorticoides em repouso ou em
resposta a agentes estressores leves (BERKSETH et al., 2014). O nivel basal de
corticosterona também se apresenta elevado quando comparado com animais que

foram normalmente desmamados (ITO et al., 2006; PISU et al., 2016).
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Ratos desmamados precocemente (14 dias) apresentam um aumento dos
niveis de corticosterona até 48 horas apos o desmame, enquanto os ratos que foram
desmamados naturalmente retornam aos niveis basais de corticosterona ja na
primeira hora pos desmame (KIKUSUI et al., 2006). Esses achados sugerem que,
além de alteragbes a longo prazo, o desmame precoce também resulta em
repercursdes imediatas.

O comportamento alimentar esta especialmente susceptivel a fatores
ambientais no periodo de lactagdo, considerada etapa critica da maturagcdo de
padrées neuro-hormonais da prole (GLUCKMAN, HANSON, 2004; MORGANE et
al.,1993). Comer n&o é um comportamento simples. Alimentar-se requer um conjunto
de tarefas a serem executadas pelo sistema nervoso central e periférico para
coordenar o inicio da refeicdo, aquisicdo de alimentos, consumo dos alimentos
adquiridos e término da refeicdo. A maioria dessas tarefas sdo comportamentos
aprendidos durante e apds o desmame (FERENCZI, 2010). Estudos demonstram que
o periodo de amamentacgao € critico para o desenvolvimento da obesidade na vida
adulta. O desmame precoce esta associado ao retardo do ponto de saciedade, maior
ganho de peso, hiperleptinemia, hiperfagia e hipertrofia dos adipdcitos visceral e
subcutaneo na vida adulta quando comparado a animais que foram naturalmente
desmamados (OLIVEIRA et al., 2011; LIMA et al., 2013; SILVA et al., 2017). Além
disso, animais desmamados precocemente apresentam aumento no consumo de
dieta rica em gordura e aumento da preferéncia por alimento palatavel, indicando que
o desmame precoce também modifica componentes do controle heddnico do
comportamento alimentar (OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 CONTROLE DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR

O comportamento alimentar é resultado da interagdo de fatores fisioldgicos,
psicologicos, genéticos e das condigdes ambientais as quais o individuo é exposto
desde o periodo fetal (RAMOS, 2000). Trata-se de um comportamento orquestrado
pela complexa rede de conexdes entre estruturas encefalicas e do trato
gastrointestinal, além de estimulos sensoriais como o olfato, o paladar, a viséo e
propriedades inerentes ao alimento, como a textura e o sabor (MAGNI et al., 2009).

Diversos fatores influenciam o controle do comportamento alimentar, no

entanto, esse pode ser caracterizado pelo sinergismo de dois tipos de mecanismos
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complementares: a) homeostatico, envolvendo os nucleos hipotalamicos e o trato
gastrointestinal; b) hedénico, coordenado pelo sistema de recompensa alimentar que
inclui  regides encefalicas mesocorticolimbicas (Figura 1) (ERLANSON-
ALBERTSSON, 2005).

Figura 1 — Representagcdo esquematica do sistema de recompensa alimentar.
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Fonte: BERRIDGE, ALDRIDGE (2008).

O hipotalamo integra aferéncias do trato gastrointestinal ao encéfalo para
produzir sinais eferentes de controle da ingestédo alimentar e do gasto energético. Os
nucleos hipotaldamicos arqueado (ARC), paraventricular (PVN), ventromedial (VMN),
dorsomedial (DMH) e area hipotalamica lateral (LHA) estdo envolvidos nessa
regulacdo (SIMPSON et al., 2009). O ARC ¢ integrador dos estimulos periféricos,
neurais e sensoriais (BOURET, SIMERLY, 2006). Nesse nucleo sdo co-expressos o
neuropeptideo Y (NPY), a proteina relacionada ao gene agouti (AgRP), indutores do
consumo alimentar, a pro-opio-melanocortina (POMC) e o transcrito relacionado a
cocaina e anfetamina (CART), indutores da saciedade (WYNNE et al., 2005).

As duas populagdes neuronais do nucleo arqueado s&o sensiveis a sinais
liberados pelo trato gastrintestinal, pelo tecido adiposo (estoque de energia), e pelos
niveis de nutrientes circulantes (BERTHOUD, MORRISON, 2008). Os nucleos
paraventricular, dorsomedial e area hipotalamica lateral contém os neurdnios de

segunda ordem, responsaveis por assimilar as informagdes recebidas do arqueado,
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da periferia e de outras regides do enceéfalo, e efetuar os ajustes em diregdo a
homeostase energética (WYNNE et al., 2005).

O controle homeostatico pode sofrer a influéncia de fatores estimulantes do
controle heddnico, como o odor, sabor, textura, conteudo de lipidios e agucares
simples e estimulos visuais do alimento (KELLEY, BERRIDGE, 2002). Assim, quando
presentes no processo alimentar, esses fatores ativam o sistema de recompensa que
podera aumentar a duracdo de uma refeigdo, retardando a resposta do sistema
homeostatico e permitindo o consumo de maior quantidade de alimento. As vias
heddbnicas séo estimuladas por alimentos palataveis, ricos principalmente em lipidios
e carboidratos (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). Trés principios norteiam o
sistema de recompensa alimentar: o gostar (/iking), o querer (wanting) e o aprender
(learning) (Figura 2).

Figura 2 - Representagcdo esquematica da relagdo entre as areas encefalicas do

sistema de recompensa e os principios comportamentais do controle hedbnico do

comportamento alimentar.
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Fonte: Modificado de BERRIDGE (2009).

O “aprender” esta relacionado a experiéncias passadas, memoaria a longo prazo
e processos de compulsédo (BERRIDGE, KRINGELBACH, 2008). O aprendizado pode



22

contribuir para o desenvolvimento e manutengdo da adigdo. O comportamento
alimentar pode ser modificado por associagao entre o aprendizado e experiéncias
gustatorias relacionadas ou n&o ao prazer (YAMAMOTO, 2006). A amigdala é a
principal estrutura responsavel pelo processamento da informacédo de aprendizado,
por transformar o incentivo de valor do alimento em estimulo neural (BAXTER,
MURRAY, 2002). Ela interage com o cortex pré-frontal, tornando o estimulo de
recompensa em estimulos emocionais conscientes, e com 0 nucleo accumbens,
sendo capaz de dirigir e modular comportamentos operacionais de reforgo
(LALUMIERE, 2014).

O “querer” esta implicado no desejo de ingerir um determinado tipo de alimento,
podendo ser um estimulo n&o-condicionado ou aprendido. Pode apresentar um
periodo de “Incentivo Saliente”, que reflete um estimulo condicionado atribuido a
algum elemento de motivagdo, gerando um estado compulsivo semelhante aquele
induzido por drogas de abuso, tais como crack e cocaina (BERRIDGE,
KRINGELBACH, 2008). Esse mecanismo ndo tem impacto hedbénico ou de prazer,
apenas reflete “o querer” sem necessariamente gostar da recompensa (BERRIDGE e
KRINGELBACH, 2008).

O “gostar” € uma reagao consciente relacionada com mecanismos cognitivos,
cujo principal estimulo é o valor motivacional do paladar ou palatabilidade (LONEY,
2012). Um alimento palatavel é prazeroso e estimula de forma positiva o sistema
gustatorio (YAMAMOTO, 2008). Por sua vez, a informagdo obtida por cada célula
gustatoria converge para o sistema nervoso central, onde ser&o gerados a percepgéo
cognitiva e os aspectos emocionais da informacéao palatavel (YAMAMOTO, 2006). A
regido, conhecida como Hotspot Shell do Liking, é o nucleus accumbens, onde ocorre
a liberagdo de opidides e endocanabindides, neurotransmissores associados ao
aumento da palatabilidade dos alimentos.

Muitas das estruturas neurais envolvidas na adicdo por drogas de abuso,
também estao envolvidas na recompensa alimentar. Entre o grande numero de ag¢des
bioldgicas, o sistema opidide foi reconhecido por sua importante atuagéo no sistema
de recompensa, onde esta intimamente envolvido no fomento do comportamento
compulsivo e de dependéncia, como auto-administracdo de agonistas opidides e de
outras drogas de abuso, como nicotina e alcool (FERENCZI, 2010). Os antagonistas
dos receptores opidides atenuam o consumo de drogas e o apetite por alimentos

palataveis. Estudos demonstraram que os antagonistas opidides, como a naloxona ou
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a naltrexona, diminuem a ingestdo de alimentos palataveis, enquanto agonistas dos
receptores opioides, como morfina ou analogos de encefalina, aumentam o consumo
desse tipo de alimento (HOLTZMAN, 1979; LEVINE, GRACE, BILLINGTON, 1991;
YEOMANS, GRAY, 2002). Administragdo aguda de morfina e outros medicamentos
agonistas opioides gerais aumentam a ingestao de alimentos e o ganho de peso de
maneira reversivel apds tratamento com naloxona (SHAW et al., 1991; FERENCZI,
2010). Em contraste, o tratamento crénico com morfina reduz a ingestao de alimentos
e o0 peso corporal (FERENCZI, 2010). Tomados em conjunto, esses dados
demonstram a existéncia de forte corelagcdo entre as vias de opiaceos, homeostase
do peso e ingestdo alimentar, especialmente aqueles que séo ditos gratificantes ou
palataveis. Essa relacdo aponta para a importancia desse sistema de
neutrotransmissao no controle hedénico do comportamento alimentar, bem como a
influéncia de sua disfungdo na fisiopatologia da obesidade e de outras doengas

associadas a alteracédo do peso corporal.

2.2.1 Sistema nociceptina/orfanina FQ — receptor NOP e sua atuagao no

comportamento alimentar

A N/OFQ é um peptideo composto por 17 aminoacidos e que difere dos outros
agonistas dos receptores opioides, por ndo possuir o residuo de tirosina na por¢gao N-
terminal que é requerido para a atividade agonistica dos receptores opioides y, d e K
(REINSCHEID et al., 1995). Embora a auséncia desse residuo de tirosina torne a
N/OFQ incapaz de ligar-se aos receptores opioidérgicos classicos, ela possui alta
seletividade ao seu receptor especifico, denominado de receptor NOP (MEUNIER et
al.,1995; REINSCHEID et al., 1995).

Em 1995, Meunier et al. e Reinscheid et al. identificaram a N/OFQ
simultaneamente. Aqueles isolaram esse neuropeptideo e viram que ele estava
relacionado a reducao do limiar de dor, denominando-o N/OFQ. Estes, por sua vez,
isolaram o ligante endogeno, denominando-o orfanina FQ (OFQ), em referéncia ao
peptideo com afinidade por um receptor que até entdo era considerado “6rfao” e no
qual o primeiro e o ultimo aminoacido que compde a cadeia peptidica sdo abreviados
por F e Q (fenilalanina e glutamina, respectivamente). Na época da descoberta
nenhum dos termos imperou, motivo pelo qual ficou conhecido como N/OFQ.



24

Apos comprovagao da interacdo com a N/OFQ, o receptor orfao, até entao
denominado como ORLA1, foi intitulado receptor da N/OFQ (receptor NOP) (SNYDER,
PASTERNAK, 2003). Embora faga parte dos receptores opidides, possuindo,
inclusive, grande similaridade estrutural, o receptor NOP difere dos receptores
opidides classicos do ponto de vista farmacologico. Nem os opidides, nem os seus
antagonistas se ligam com alta afinidade ao receptor NOP (MOGIL, PASTERNAK,
2001).

O NOP €& um receptor acoplado a proteina G do tipo inibitoria. Sua ativagao
causa redugdo da neurotransmissdo e inibicdo do disparo neuronal através da
diminuigdo do AMPc (HEINRICHER, 2003; SCHLICKER, MORARI, 2000). Ele esta
amplamente expresso no sistema nervoso central, sobretudo no cortex cerebral,
hipocampo, nucleo olfatorio, amigdala, nucleos taladmicos, além dos nucleos
noradrenérgicos e serotonérgicos (locus coeruleus e o dorsal da rafe,
respectivamente) (MOLLEREAU, MOULEDOUS, 2000).

Figura 3 - Representacdo esquematica da distribuicdo da nociceptina no sistema
nervoso central do rato, determinado por imuno-histoquimica e hibridizagao in situ.
Os corpos neuronais sdo mostrados como circulos sélidos e os terminais de fibra
s&o mostrados como linhas curvas e curtas. AA, amigdala anterior; ABL, nucleo
basolateral da amigdala; CA, comissura anterior; ACB, nucleo accumbens; ECA,
nucleo central da amigdala; ACO, nucleo cortical da amigdala; AD, nucleo
anterodorsal do talamo; AL, lobo anterior da hipéfise; AM, nucleo anteromedial do
talamo; AMB, nucleo ambiguo; AME, nucleo medial da amigdala; AON, nucleo
olfativo anterior; ARC, nucleo arqueado; AV, nucleo anteroventral do talamo; BST,
nucleo do leito da estria terminal; CC, corpo caloso; CGX, cértex cingulado; CM,
nucleo central-medial do talamo; COCH, complexo nuclear coclear; CPU, caudado-
putame; TSC, trato corticoespinhal; DH, corno dorsal da medula espinhal; DG, giro
dentado; DM, nucleo dorsomedial do hipotalamo; DNV, nucleo motor dorsal do vago;
DTN, nucleo dorsal tegmental; ENT, cortex entorrinal; NF, nucleo fastigial do
cerebelo; FRX, cértex frontal; GL, camada glomerular de bulbo olfativo; GP, globus
pallidus; HM, nucleo habenular medial; HPC, hipocampo; CI, coliculo inferior; IL,
lobo intermediario da hipofise; Pl, complexo nuclear interpeduncular; LC, nucleo
locus coeruleus; LG, nucleo geniculado lateral; LHA, area hipotaléamica lateral; LRN,
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nucleo reticular lateral; MF, fibras musgosas do hipocampo; MFN, nucleo facial
motor; MG, nucleo geniculado medial; ML, lemnisco medial; MM, nucleo mamilar
medial; MNT, nucleo mesencefalico do trigémeo; MVN, nucleo vestibular medial;
NCU, nucleo cuneatus; NCX, neocodrtex; NDB, nucleo de banda diagonal; NL, lobo
neural da hipofise; NRGC, nucleo reticular gigantocelular; NRPG, nucleo reticular
paragigantocelular; NTS, nucleo do trato solitario; OCX, cortex occipital; TO, trato
optico; OTU, tubérculo olfativo; PAG, cinza periaquedutal; PAX, cortex
periamigdaldide; PBN, nucleo parabrachial; PC, comissura posterior; PIR, cortex
piriforme; PN, ponte; POA, area pré-optica; PP, caminho perfurado; PV, nucleo
periventricular do talamo; PVN (M), nucleo paraventricular (pars magnocelularis);
PVN (P), nucleo paraventricular (pars parvocellularis); RD, nucleo dorsal de raphe;
RE, nucleo reuniens do talamo; RF, formacgéo reticular; RM, nucleo raphe magnus;
RME, nucleo raphe medianus; SC, coliculo superior; SCP, pedunculo cerebelar
superior; SM, stria medullaris thalami; SNC, substantia nigra (pars compacta); SNR,
substantia nigra (pars reticulata); SNT, nucleo sensorial do trigémeo (principal);
SON, nucleo supraoptico; SPT, nucleo septal; STN, nucleo espinhal do trigémeo;
SUB, subiculo; VM, nucleo ventromedial do hipotalamo; PV, pallidum ventral; ZI,

zona incerta.

Fonte: KOOB (2008).
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Uma das caracteristicas do sistema de neurotransmissao N/OFQ é que, tanto
o receptor NOP, quanto a molécula em si (N/OFQ), estdo expressos nas regides
encefalicas que compdem o sistema limbico. Essa co-expressao reforga a sugestéo
de que o sistema N/OFQ tem relevancia na modulagdo de comportamentos
coordenados pelo sistema limbico, tais como emogdes, recompensa e regulagdo do
eixo HPA (DARLAND, HEINRICHER, GRANDY, 1998).

Além de sua ampla distribuicdo no Sistema Nervoso Central (SNC) e sua
participagdo no controle de uma variedade das fung¢des biologicas, também foi
demonstrado o envolvimento do sistema N/OFQ — receptor NOP, na fisiopatologia de
alguns transtornos neurolégicos, no desenvolvimento de toleréncia aos opioides, no
abuso de substancias e no comportamento alimentar (TOLL et al., 2016).

Evidéncias apontam para a participacdo do sistema N/OFQ no controle da
ingestao de alimentos em roedores, exercendo um efeito orexigeno (POLIDORI, DE
CARO, MASSI, 2000; WITKIN et al., 2014). A administragdo intracerebroventricular
(ICV) de N/OFQ, em ratos, foi capaz de promover aumento do consumo alimentar
desses animais (POLIDORI, DE CARO, MASSI, 2000). Bewick et al. (2005),
mostraram que o tratamento com N/OFQ estimula um aumento de AgRP e diminui¢ao
na liberacdo do CART. Sabe-se que o AgRP & um peptideo orexigénico que compete
com o horménio estimulador de a-melandcitos (a-MSH) pelos receptores de
melanocortina, enquanto o CART exerce um efeito inibitério na ingestdo alimentar
(KALRA et al., 1999). Statnick et al. (2016) demostraram que a administracdo de um
antagonista NOP (LY2940094) foi capaz de reduzir o consumo alimentar e o ganho
de peso em roedores. Nesse contexto, os antagonistas do receptor NOP seriam
possiveis alvos terapéuticos para o tratamento da ansiedade, obesidade e compulséo

alimentar.
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3 HIPOTESE

O sistema Nociceptina/Orfanina- FQ encontra-se hiperestimulado em animais
submetidos ao desmame precoce, desencadeando alteracbes no comportamento

alimentar hedoénico.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar, através do bloqueio do receptor NOP, os efeitos do desmame precoce
no sistema Nociceptina/Orfanina-FQ e sua repercursdo sobre o comportamento
alimentar hedénico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em animais controle e submetidos a desmame precoce:

e Peso corporal;

e O consumo 24h de dieta padréo;

e O consumo 24h de alimento palatavel na vida adulta;

e Resposta ao alimento palatavel apos estresse agudo;

e A preferéncia alimentar;

¢ A motivagao pela busca da recompensa alimentar;

e A reatividade ao paladar frente a substancia heddnica ou aversiva;

e O consumo de alimento palatavel frente a dose aguda do antagonista do receptor
NOP;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Todos os experimentos receberam aprovacdo da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
processo n° 0030/2017 (Anexo |). Foram utilizadas ratas albinas (200-250g de peso
corporal) da linhagem Wistar provenientes do Biotério de Criacdo do Departamento
de Nutricdo da UFPE. As ratas foram acasaladas na propor¢ao de duas fémeas para
macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozoide no esfregago
vaginal e confirmada pelo ganho de peso corporal. A partir do diagndstico, as ratas
prenhas foram transferidas para gaiolas individuais onde, durante a gestacdo e
lactacéo receberam dietas padrédo de biotério (Labina, Presence ®). Um dia apds o
nascimento, todos os filhotes nascidos no mesmo dia foram randomizados e
separados apenas os filhotes machos com 6-8g de peso. Apds a sexagem, os filhotes
machos foram distribuidos na proporcdo de 8 filhotes por mae. Os grupos
experimentais foram delineados de acordo com o periodo do desmame por separagao
da mae em: grupo desmamado no 15° dia (D15) e grupo desmamado no 30° dia (D30)
(Figura 4). Os testes comportamentais foram realizados entre 35 e 125 dias de vida
dos animais (Figura 4).

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em condi¢cdes padrao
de biotério (temperatura de 22 +1°C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz

acesa as 18 horas), recebendo ragao e agua ad libitum.

Figura 4 - Diagrama cronoldégico de intervencgdes.

Dia1 Dia15 Dia 30 Dia 35 Dia 125
Randomizacgéo : { J
Desmame Desmame
prococe natural Y
(controle) Experimentos

Fonte: a autora (2021).
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5.2 MANIPULACAO FARMACOLOGICA

Para investigar a atuacdo do sistema N/OFQ, foi utilizado o antagonista do
receptor NOP, SB-612111 (SB-612111 hydrochloride) Sigma-Aldrich, EUA. A droga
foi dissolvida e diluida em solugao salina estéril a 0,9% e aplicada no volume de 10
ml/kg, dose aguda de 10mg/Kg, por via intraperitoneal, 30 minutos antes da perfusao
para remog¢ao dos encéfalos (HARDAWAY, 2016).

ApGs o desmame precoce, 0s animais pertencentes ao grupo D15 e D30
receberam alimento palatavel (cookies chocolate Bauducco®) e foram
randomicamente divididos em dois subgrupos de acordo com a aplicagdo do
antagonista do receptor NOP ou da solug¢ao salina que receberam aos 35 dias.

5.3 AVALIACAO DO PESO CORPORAL

O peso corporal foi aferido nos dias 0, 15, 30, 60, 90 e 120 pds-natal. Para as
medidas de peso corporal foi utilizada balanga eletrbnica com capacidade para 4 Kg
e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000).

5.4 CONSUMO DE ALIMENTO PALATAVEL E DIETA PADRAO

O consumo de alimento palatavel e o consumo de dieta padréao de biotério por
24 horas foi realizado em animais com 60, 90 e 120 dias de vida. As medidas de
consumo foram tomadas através da diferenga entre a quota oferecida (g) de cookies
Bauducco® ou ragado padréo de biotério e a quota rejeitada (g) do mesmo, apos 30
min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e 24 horas. Os grupos experimentais foram formados de
acordo com o periodo do desmame de cada ninhada: D15 e D30.

5.5 CONSUMO DE ALIMENTO PALATAVEL FRENTE A MANIPULACAO
FARMACOLOGICA COM O ANTAGONISTA DO RECEPTOR NOP

Nessa analise, foram utilizados animais aos 35 dias de vida. Os animais
receberam SB-612111 (10mg/kg de peso corporal) ou solugéo salina (NaCl 0,9%) no
volume de 10 ml/kg e dose aguda de 10mg/Kg, por via intraperitoneal. Trinta minutos
apos as injegbes, foi disponibilizado alimento palatavel (cookies chocolate
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Bauducco®), em quantidade conhecida. Apos trinta minutos da oferta, o alimento foi
removido e pesado para obtengdo do consumo por diferenca entre a quantidade
oferecida e a rejeitada.

5.6 TESTES COMPORTAMENTAIS
5.6.1 Runway Task Incentive

Aos 60 dias de vida, os animais foram submetidos ao Runway Task Incentive
para estudo do “Learning” e do “Wanting” (PECINA et al., 2003; SILVEIRA et al., 2004;
SILVA et al., 2013), apos privacéo alimentar de 4 horas. Esse teste consiste em um
paradigma comportamental, o qual gera curvas de aquisicdo de aprendizado, bem
como a velocidade e trajetéria percorridas que expressam a motivagdo do animal
frente ao estimulo da recompensa. O teste foi realizado entre 12h-14h, com os grupos
D30 e D15.

A estrutura do runway foi composta por um corredor (polipropileno,
140x14x30cm) com duas caixas, uma inicial e outra alvo (acrilico 19%x14x30 cm),
localizadas em extremidades opostas (Figura 5). A distancia entre as caixas variou a
depender das sessdes do teste.

Figura 5 - Representagdo do aparato do teste Runway Task Incentive.
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Fonte: Adaptado de Silva (2014).

Os treinos foram conduzidos durante 11 sessdes em dias alternados (22 dias),
tendo cada sessao teve duracdo de 5 min. Nas trés primeiras sessoes os ratos foram
colocados diretamente na caixa alvo (com as portas fechadas) durante 5 min, com

acesso a recompensa (cookies chocolate Bauducco®). Os animais foram adaptados
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aos cookies chocolate (Bauducco®) nas 3 primeiras sessdes. Na 42 sessao do treino,
a caixa inicial foi localizada a 15 cm da caixa alvo. O animal ficou na caixa inicial
durante 30 segundos com a porta fechada, entdo a porta se elevou e o animal pode
prosseguir pelo centro de corrida. Se o animal ndo saisse da caixa inicial em 3 min,
ele era gentilmente movido para a caixa alvo. Na 5% sess&o, a caixa inicial se afastou
30 cm da caixa alvo; na 62 sessao, 60 cm; 75 cm na 72 sessdo; 90 cm na 82 sessao;
120 cm na 92 sessao; e 140 cm nas 102 e 112 sessodes. A tarefa completa foi calculada
por cada sessdo, dividida pelo tempo de laténcia de reagdo a caixa alvo e pelo
comprimento de cada dia. A saida da caixa inicial e a entrada na caixa alvo foram
registradas quando as 4 patas do animal se encontravam dentro dos compartimentos.
O teste foi finalizado quando o animal entrou na caixa alvo e iniciou o consumo da
recompensa em 30 segundos. Foram avaliados:

e Tempo de laténcia para sair da caixa inicial;

e Tempo de laténcia para reagir a caixa alvo;

e Numero de pausas durante a corrida;

e Numero de diregdo reversa na rota da corrida até o alvo (incluindo retracdo dos
passos, acompanhado de comportamento exploratério- cheirar);

e Tempo de laténcia para iniciar o consumo da recompensa.

5.6.2 Teste de Reatividade ao Paladar

O teste de reatividade ao paladar de Grill e Norgren (1978), foi realizado para
estudo do “Liking”. Esse teste foi realizado aos 90 dias de vida dos animais.

Para realizagao desse teste, o animal foi colocado numa arena (25cm altura x
25cm frente x 20cm fundo), com piso e paredes transparentes. Foi disposto 1mL de
solugdo de sacarose a 30% ou solugdo de quinino (C20H24N202 - HCI - 2H20,
Sigma®) a 0,3 M, no canto esquerdo da arena e diretamente no piso (SHIN et al.,
2010). Uma camera de video (Sony Handycam DCR-DVD650, com fungéo nightshot)
foi posicionada sob o piso transparente para filmar as reagdes faciais e corporais
espontaneas que ocorreram durante e apos a ingestdo voluntaria de sacarose ou
quinino. Os animais foram habituados para a arena do teste durante 2,5 min antes de
seu inicio. Em cada teste, as solugdes de sacarose ou de quinino foram colocadas no

interior da arena e os animais liberados para ingerir as solugbes por 2,5 minutos,
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durante os quais comportamento foi filmado para posterior analise. Para determinar
as reacaoes afetivas dos animais, foram consideradas como reacgdes positivas ou
hedbnicas: protrusdes ritmicas da lingua, protrusdo lateral da lingua e lamber as
patas; e como reagdes negativas ou aversivas: bocejo, remexer a cabecga, limpar o
rosto, “abanar” com as patas anteriores, esfregar o queixo (Figura 6). As analises

entre um tipo de solugéo e outra foram realizadas com intervalo minimo de 48h.

Figura 6 - Reacbes afetivas ao paladar: (a) reagbes positivas em resposta a
sacarose ou outras substancias palataveis e (b) reagbes negativas em resposta ao

quinino outras substancias n&o palataveis.
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Fonte: Adaptado Grill e Norgren (1978)

5.6.3 Tail pinch

O Tail pinch ou pingamento de cauda € um teste no qual se avalia a resposta
alimentar induzida por uma situacéo de estresse leve, e breve, que consiste em pincar
a regiao localizada a cerca de 1cm da base da cauda do rato, com um prendedor de
roupa feito de madeira. Estudos demonstram que a partir desse estresse ocorre uma
ativacao das vias mesolimbicas, com liberacdo de dopamina no nucleo accumbens
(BRAKE et al., 2004), estando associado a indugao de comportamento estereotipado
e alimentagdo (SAMARGHANDIAN et al., 2003).
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Para realizag&o desse teste, a regido foi pressionada por 1 min (D30P; D15P),
medindo-se o consumo de alimento palatavel (Froot loops®) e alimento padrdo de
biotério (Labina, Presence®), por um periodo de 1h, onde o consumo foi mensuraso
nos tempos 30 minutos e 1 hora (Figura 7). Para efeito de comparagéo, o grupo de
animais nao exposto ao pingamento (D30SP; D15SP) foi submetido apenas a uma
breve manipulagc&o, que consistiu em tocar a cauda do animal por alguns segundos.

O intervalo entre os testes foi de 72h.

Figura 7 - Tail pinch.

Fonte: a autora (2021).

5.6.4 Teste de preferéncia alimentar

Aos 120 dias, foi realizado o teste de preferéncia alimentar. Para a medida de
preferéncia alimentar, comparou-se o consumo de alimento palatavel (cookies
Bauducco®) em relagao ao consumo de dieta padréo (Labina, Presence®), ofertando
ao mesmo tempo os dois alimentos por um periodo de 24h (Figura 8).

Figura 8 - Teste de preferéncia alimentar.
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Fonte: a autora (2021).

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada de forma descritiva com o auxilio do
GraphPad Prism 5, versdo 7. Os dados foram expressos em média + erro padrao da
meédia (SEM). Nas comparagdes dos diferentes grupos, empregou-se o ANOVA Two
Way ou Teste t Student com diferenga significativa (p<0,05). Quando o ANOVA
revelou diferenca significativa, utilizou-se o teste de Bonferroni para comparagdes
multiplas.
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6 RESULTADOS

6.1 PESO CORPORAL

A avaliagdo do peso corporal nos dias 0, 15, 30, 60, 90, 120 dias nao
apresentou diferengas estatisticas nos grupos analisados D15 (n = 29) e D30 (n = 29).
N&o houve influéncia do desmame precoce (F(1,336) = 4.498, p = 0.0347) (Grafico 1).

Grafico 1 — Evolugdo do peso corporal de machos submetidos ao desmame
precoce. Two-way ANOVA foi usada seguida pelo teste de Bonferroni, *p <0,05.
Dados apresentados como média £+ SEM. D30, n = 29; D15, n = 29.
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Fonte: a autora (2021).

6.2 CONSUMO ALIMENTAR 60, 90 E 120 DIAS

O teste de consumo alimentar ndo mostrou diferenga no consumo de dieta

padrao (Labina, Presence®) entre os grupos (D15, n=16; D30, n=17) em nenhuma
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das idades avaliadas; 60 (F1,161) = 0.0458, p = 0.8308); 90 (F(1,203) =8,754, p = 0.9432),
120 dias ((F(1,203)=0.3495, p =0.5551) (Grafico 2).

A respeito do consumo de alimento palatavel (cookies chocolate Bauducco®),
foi observado que o grupo desmame (n=16) consumiu mais cookie em comparagao
ao grupo controle (n=17) em todos os tempos na idade 60 dias (F¢217) = 116.1,
p<0.0001) (Grafico 3A) ((30min: D15 =5.88 + 0.58; D30 =2.19 + 0.43; p<0.0001), (1h:
D15 =9.37 + 0.72; D30 =4.17 + 0.60), (2h: D15 =13.33 = 0.80; D30 =7.49 + 0.84;
p<0.0001), (4h: D15 =17.80 £ 0.87; D30 =12.23 + 1.97; p<0.0001), (6h: D15 =22.40 +
1.07; D30 =15.32 + 1.10; p<0.0001), (12h: D15 =27.08 + 0.92; D30 =19.50 + 1.45
p<0.0001), (24h: D15 =37.30 + 0.67; D30 =33.11 £ 1.66; p<0, 0001)). Aos 90 dias
(F1,203) = 0.2618, p = 0.6095) foi significativo apenas no consumo de 24 horas (D15
=38.67 £ 1.11; D30 =33.72 + 1.24; p<0.0001) (Grafico 3B). O mesmo comportamento
nao foi observado aos 120 dias, onde ndo houve significancia em nenhum dos
intervalos analisados (F(1,203) =0.6991, p=0.4041) (Grafico 3C).

Grafico 2 — Efeito do desmame precoce no padréo de ingestado de alimentos, dieta
padrao (Labine Presence®) aos (A) 60, (B) 90 e (C) 120 dias de vida. Two-way
ANOVA foi usada seguida pelo teste de Bonferroni, *p <0,05. Dados apresentados
como média + SEM; D30, n =17, D15, n = 16.
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Fonte: a autora (2021).
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Grafico 3 — Efeito do desmame precoce em ratos sobre o consumo de alimento
palatavel (cookies chocolate Bauducco®) aos 60 (A), 90 (B) e 120 (C) dias. Two-way
ANOVA foi usada seguida pelo teste de Bonferroni, *p <0,05. Dados apresentados
como média + SEM; D30, n =17, D15, n = 16.
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6.3 CONSUMO DE ALIMENTO PALATAVEL FRENTE A MANIPULACAO
FARMACOLOGICA COM O ANTAGONISTA DO RECEPTOR NOP

O bloqueio do receptor NOP promoveu reducdo do consumo de alimento
palatavel tanto no grupo controle (D30-Salina= 13,69 = 1,50, n=7; D30 SB-612111=
6,47 £ 1,44, n=5;) quanto no grupo desmame precoce (D15-Salina= 16,16 + 1,54, n=7,
D15 SB-612111= 6,90 = 2,32, n=5) (F1,200 = 23.53, p<0.0001). O antagonista do
receptor NOP reduziu 53% do consumo de cookies no grupo controle e 57% nos
animais submetidos ao desmame precoce (Grafico 4).

Grafico 4 - Efeito do antagonista do receptor NOP na ingestdo de cookies em
machos submetidos a privagdo materna pelo desmame precoce (Kcal). Os dados
foram representados como média + erro padrdo. Os dados foram analisados com
ANOVA de dois fatores. *p<0,0001, # p<0,001 efeito antagonista do receptor de
NOP de comparacéo intragrupo na ingestao de alimentos palataveis. D30, n = 7,
D15, n=5.

20 - -57%

-53% # 1 Salina
> T Bl sB-612111
151 T
(3]
<
O

10 -
£ x 7
3
[7)
c
O 5+
o

0

D30 D15

Fonte: a autora (2021).
6.4 RUNWAY TASK INCENTIVE
N&o foram observadas diferengas na busca pelo alimento palatavel (wanting)

no grupo desmamado (F1,22) =2.027, p = 0.1560) (Pré-exposi¢cao D15: S4= 0,14 +
0,02; S5=0,29 £ 0,04; S6= 0,59 *+ 0,10; n=15; Incentivo ao aprendizado D15: S7= 0,87



41

+0,12; S8: 1,39 £ 0,17; S9= 1,82 £ 0,24; n=15; Treinado D15: S10= 2,58 + 0,28; S11=
2,46 + 0,29; n=15) em relagao ao seu controle (Pré-exposigdo D30: S4= 0,11 + 0,02;
S5= 0,29 = 0,05; S6= 0,48 + 0,11; n=15; Incentivo ao aprendizado D30: S7= 0,77
0,11; S8: 1,12 £ 0,15; S9= 1,55 * 0,20; n=15; Treinado D30: S10= 2,38 + 0,20; S11=
2,52 *+ 0,16; n=15)(Grafico 5).

Grafico 5 — Efeito do desmame precoce em sobre a busca por recompensa
alimentar. Two-way ANOVA foi usada seguida pelo teste de Bonferroni, *p <0,05.
Dados apresentados como média £+ SEM; D30, n = 15, D15, n = 15.
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Fonte: a autora (2021).

6.5 TESTE DE REATIVIDADE AO PALADAR

Quanto ao efeito do desmame precoce na reatividade ao paladar, os animais
desmamados precocemente (D15 Sacarose= 48,28 + 1,08, n=9) apresentaram menor
tempo de reagdo a sacarose quando comparados aos animais controle (D30-

Sacarose= 52,68 + 0,87, n=10; p<0,005) (Grafico 6). Do mesmo modo, o grupo
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desmame (D15 Quinino= 35,76 + 1,22, n=10) apresentou menor tempo de reatividade

ao quinino, quando comparado ao grupo controle (D30-Quinino= 41,98 £ 0,62, n=11;
p<0,001) (Grafico 7).

Grafico 6 — Efeito do desmame precoce em ratos sobre a reatividade a
sacarose. Foi utilizado o teste t-Student, **p<0,005. Os dados foram expressos
em média e erro padréo. Grupos: D30, n =10, D15, n = 9.
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Grafico 7 — Efeito do desmame precoce em ratos sobre a reatividade ao quinino.

Foi utilizado o teste t-Student, ***p<0,001. Os dados foram expressos em média
e erro padréo. Grupos: D30, n =11, D15, n = 10.
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6.6 TAIL PINCH

Através do Tail pinch verificamos o efeito do desmame precoce no
comportamento alimentar frente ao estresse leve ocasionado pelo pingamento da
cauda do animal. Com relagdo ao consumo de labina no tempo 30 minutos, foi
observada diferenga entre os grupos D30 com pinga (2,74 + 0,19, n=15; p<0,05) e
D15 com pinga (4,83 = 0,41, n=14; p<0,05). Além disso, nesse tempo também foi
observado maior consumo de alimento palatavel (Frootloops®) no grupo D15 com
pinga (5,96 £ 0,60, n=14; p<0,001), quando comparado ao grupo D15 sem pinga (4,19
+ 0,55, n=14; p<0,001). Nao foram evidenciadas diferencas entre os demais grupos
no tempo 30 minutos (D30 frootloops com pinga= 4,12 + 0,34, n=15; D30 frootloops
sem pinga= 3,88 £ 0,55, n=13; D30 labina sem pin¢ca= 2,29 + 0,41, n=13; D15 labina
sem pinga= 3,34 + 0,45, n=14).

Na avaliagdo do Tail pinch no tempo 1h, observamos que o estresse leve
promoveu aumento do consumo de alimento palatavel tanto no grupo controle (D30
frootloops com pinga= 9,53 £ 0,71, n=15; D30 frootloops sem pinga= 6,75+ 0,43, n=13;
p<0,05), quanto no grupo desmame (D15 frootloops com pin¢a= 10,41 + 0,79, n=14;
D15 frootloops sem pinga= 7,03 £ 0,55, n=14 p<0,001). Esse aumento também foi
evidenciado na comparagdo dos consumos desses animais com seus respectivos
grupos de dieta padréo ((D30 labina com pinga 1h= 4,34 + 0,51, n=15); (D30 labina
sem pinga 1h= 4,21 £ 0,55, n=13; p<0,05), (D15 labina com pinga 1h= 6,98 £ 0,41,
n=14; D15 labina sem pinga 1h= 5,93 £ 0,45, n=14; p<0,05)).

A diferenca entre os grupos D30 com pinga e D15 com pinga existente no tempo
30 min, foi acentuada no tempo 1 hora (p<0,001) (Grafico 8).

Grafico 8 — Efeito do desmame precoce em ratos sobre consumo alimentar de
alimento palatavel e dieta padrdo 30 minutos e 1 hora apds estresse leve causado
pelo Tail pinch. One-way ANOVA, *p<0.05, ***p<0.0001. Dados apresentados como
média £ SEM; Grupos: D30 frootloops com ping¢a, n=15; D30 frootloops sem pin¢a,
n=13; D30 labina sem ping¢a, n=13; D30 labina com pinga, n=15; D15 labina com
pinca, n=14; D15 labina sem ping¢a, n=14; D15 frootloops com pinca, n=14; D15
frootloops sem pinga, n=14.
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6.7 TESTE DE PREFERENCIA ALIMENTAR

O teste de preferéncia alimentar evidenciou maior consumo do alimento
palatavel em ambos os grupos tanto no tempo 12h (Fzeo) =39.97,0<0.0001),
apresentando os seguintes resultados: D30 labina 12h=5,19 £ 0,81, n=16; D30 cookie
12h= 15,18 + 1,26, n=16; D15 labina 12h= 4,67 + 0,89, n=16; D15 cookie 12h= 16,71
+ 1,12, n=16.

A analise da preferéncia 24 horas (F(3,60) =155.7, p<0.0001) revelou A analise
de preferéncia de 24h revelou apresentar os seguintes resultados: D30 labina 24h=
8,71 £ 1,01, n=16; D30 cookie 24h= 30,24 + 1,85, n=16; D15 labina 24h= 6,81 + 0,89,
n=16; D15 cookie 24h= 35,56 + 0,56, n=16. No entanto, a diferenga de consumo do
alimento palatavel entre o grupo D30 e D15 (p<0,05) foi observada apenas no tempo
24h (Grafico 9).
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Grafico 9 — Efeito do desmame precoce em ratos sobre a preferéncia alimentar.
One-way ANOVA, *p<0.05, ***p<0.0001. Dados apresentados como média + SEM
D30, n=16, D15, n = 16.
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Fonte: a autora (2021).
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7 DISCUSSAO

O bloqueio do sistema N/OFQ-receptor NOP foi utilizado com a finalidade de
compreender os efeitos do desmame precoce nesse sistema e sua repercussio no
controle do comportamento alimentar hedénico. Animais desmamados precocemente
apresentaram maior consumo de alimento palatavel quando desafiados em situagao
de estresse leve e breve, em comparagéo ao grupo controle. Esses animais também
apresentaram preferéncia por doces e aumento do consumo de alimento palatavel.
Ao mesmo tempo, comportaram-se semelhantemente aos ratos controle no peso
corporal, consumo e na resposta alimentar ao estresse diante da ragdo padrdo. O
bloqueio do sistema N/OFQ-receptor NOP foi capaz de normalizar o consumo de
alimento palatavel em animais desmamados precocemente e também diminuir esse
consumo no grupo controle.

O desmame precoce € um modelo usado para imitar uma conduta social, na
qual a amamentagéo é negligenciada e acaba influenciando parametros relacionados
ao crescimento, fisiologia e comportamento (SILVA et al., 2020). Nesse sentido, a
evolucdo do peso corporal € um dos primeiros aspectos a ser analizado. Na avaliagao
do peso corporal, ndo foram observadas diferencas entre os animais desmamados
precocemente e os controles. Oliveira et al. (2011), demonstraram associagéo entre
desmame precoce e o baixo peso logo apdés o desmame, seguido de recuperacgéo de
peso a partir do vigésimo dia de vida. Outros estudos, que utilizaram o mesmo
protocolo de desmame, obtiveram achados semelhantes, sugerindo que esse efeito
seja causado pela interrupgao abrupta do aleitamento e sua concomitante substituicdo
pelo consumo de alimento solido, com composi¢ao nutricional distinta do leite materno
(OLIVEIRA et al., 2011; LIMA, 2011; SILVA et al., 2020).

O leite materno sempre foi proposto como estimulante neuro-hormonal de
fatores considerados criticos para o desenvolvimento hipotalamico, em especial o
nucleo arqueado (BOURET, DRAPER, SIMERLY, 2004). Outro componente essencial
para o desenvolvimento enddcrino e neuroquimico do individuo é a relacdo mae-
filhote. A ruptura desse vinculo € considerada um fator estressor intenso que induz a
hiperatividade a longo prazo do HPA (LADD et al., 2000). Em nosso estudo, vimos
que o estresse leve aumentou o consumo de alimento palatavel em ambos os grupos.
Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores, onde o evento estressor
leve (tail pinch) aumentou a ingestdo de leite condensado, sem alterar a ingestdo da
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dieta padrdao (WALLACH et al., 1977; BERTIERE et al., 1984). Esses achados
sustentam a hipdétese de que o efeito do estresse no comportamento alimentar &
dependente de sua intensidade e das caracteristicas do alimento ofertado (TORRES,
NOWSON, 2007). Exposigéo a varios estressores intensos, como restricao alimentar
e footshok, reduzem o consumo alimentar de roedores, ao passo que estressores
leves estimulam a ingestdo de alimentos em ratos (SAMARGHANDIAN, 2003).
Ademais, o estresse parece nao ter efeito no consumo alimentar quando os alimentos
disponiveis tém caracteristicas hedoénicas limitadas. Contudo, quando o alimento é
densamente energético ou palatavel, o estresse promove aumento no seu consumo
(TORRES, NOWSON, 2007).

O comportamento alimentar representa uma resposta adaptativa, oriunda da
necessidade do ambiente interno, sendo moldado por estimulos prescritos pelo
ambiente externo (RAMOS, 2000). Esse comportamento é vulneravel a injurias
ocorridas nas fases iniciais da vida, resultando em repercurssdes na vida adulta
(GLUCKMAN, HANSON, 2004). A literatura mostra que o cuidado materno recebido
pelo recém-nascido tem efeitos criticos na resposta do sistema neuroendocrino ao
estresse (CALDJI, DIORIO, MEANEY, 2000; KIKUSUI et al., 2006). A alimentacéo
induzida pelo estresse ou 'alimentacéo de conforto' € um fenbmeno caracterizado pelo
aumento na ingestdo alimentar quando confrontado com eventos emocionais ou
fisicamente desafiadores (HU et al., 2016). O fator de liberagdo de corticotrofina
(CRF), do inglés Corticotropin releasing fator. € um mediador de respostas ao
estresse, e sua expressao no hipotalamo é acelerada sob estimulos estressantes
(SAMARGHANDIAN, 2003). Conhecido por sua fungcdo na via ou eixo HPA,
estimulando a secre¢ao de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) na hipdéfise anterior
(pituitaria), esse neuro-horménio induz duplo efeito sobre a ingestdo de alimentos,
hiperfagia e anorexia, de maneira dependente do tipo de estresse e caracteristica do
alimento (HU et al., 2016). Estudos identificaram varios sitios no encéfalo de ratos que
contém altas densidades de neurdnios CRFérgicos, incluindo nucleos amidaldides,
hipocampo, nucleo dorsal da rafe, locus coeruleus e cértex pré-frontal, estruturas
protagonistas no controle do comportamento alimentar hedénico (PETT et al., 2000).

Em 2006, Kikisui e colaboradores observaram que camundongos desmamados
precocemente apresentam aumento persistente do comportamento relacionado a
ansiedade, bem como expressdo alterada de RNA mensageiro (MRNA) de CRF no
hipocampo. No presente estudo, observamos que em resposta ao estresse leve,
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animais desmamados precocemente apresentaram maior consumo alimentar e que
esse aumento foi intensificado diante do alimento palatavel. Nossos achados refletem
as alteragbes no comportamento alimentar promovidas pelos ajustes no metabolismo
energético ocasionadas pelo estresse. Nesse sentido, sugere-se que 0s animais
submetidos ao desmame precoce sejam mais susceptiveis aos efeitos do estresse
sob o controle hedénico do comportamento alimentar.

Individuos expostos a injurias alimentares e/ou privagdo do contato materno
nas fases iniciais da vida apresentam maior tendéncia de consumo de alimentos
palataveis quando adultos (SILVA et al., 2014). A analise do consumo alimentar de
dieta padrdo demonstrou que, nas idades avaliadas, ambos 0s grupos possuem
consumo semelhante. Entretanto, diante do alimento palatavel, foi observado que os
animais submetidos ao desmame precoce apresentaram maior consumo nas idades
60 e 90 dias de vida, quando comparados aos animais controles. Esses resultados
estdo em consonancia com outros achados do nosso grupo de pesquisa que
evidenciaram aumento da ingestao de alimentos palataveis, além de retardo no ponto
de saciedade na vida adulta de animais desmamados precocemente (OLIVEIRA et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

Evidéncias indicam que os padrbes dos ritmos alimentares podem ser
modulados pelo comportamento materno (LEVIN, STERN, 1975). Animais
desmamados precocemente possuem alteracbes dos periodos de alimentagao
durante as fases clara e escura (OLIVEIRA et al., 2011). Interessantemente, na
avaliacdo do consumo de alimento palatavel aos 90 dias, vimos que o consumo de
cookie foi maior no grupo desmamado apenas no tempo 24h. Esse padrao
comportamental também foi visto na avaliagcdo da preferéncia alimentar, onde
observamos que, embora ambos os grupos tenham preferido o alimento palatavel, os
animais desmamados precocemente consumiram mais cookie em comparagiao ao
grupo controle no tempo 24h. Tomados em conjunto, esses achados sugerem que os
efeitos ocasionados pelo desmame precoce no controle hedénico do comportamento
alimentar, poderiam talvez influenciar na ritmicidade alimentar frente a estimulo
palatavel.

Entre os principais fatores que influenciam as escolhas alimentares esta a
percepgao dos alimentos e, mais particularmente, o gosto. A percecédo gustativa &
importante para garantir a aquisicdo de nutrientes e evitar a ingestdo de substancias
toxicas (CHANDRASHEKAR et al., 2006). Dentro do sistema sensorial, o paladar € o
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unico que tem associagdo inata com mecanismos de recompensa e aversao em
resposta as qualidades das substéncias ingeridas (YAMAMOTO, 2006). A
capacidade/intensidade com que cada individuo percebe os diferentes gostos chama-
se sensibilidade gustativa, que varia entre individuos, e € um fator determinante nas
escolhas alimentares e estado nutricional (TEPPER et al., 2014).

O gostar (liking), o querer (wanting) e o aprender (learning) s&o pilares sobre
0s quais repousa o comportamento alimentar hedénico. O runway task incentive é um
teste experimental que avalia os componentes wanting e learning apds privagao
alimentar (SILVEIRA et al., 2004). A analise desses componentes mostrou que o
comportamento do grupo desmame é semelhante ao grupo controle. O gostar € a
reagao consciente relacionada a mecanismos cognitivos, cujo principal estimulo € o
valor heddnico do paladar ou palatabilidade (YAMAMOTO, 2008). As informacgdes
sobre a palatabilidade sao processadas em receptores distintos distribuidos nas
papilas linguais. O sabor amargo é um gosto para o qual a reagao é aversiva de forma
inata, que aparece como defesa para evitar a ingestdo de alimentos potencialmente
toxicos (CHANDRASHEKAR et al., 2006).

A percegao do amargo € mediada pelos receptores T2R acoplados as proteinas
G nas membranas das células gustatorias. Entretanto, existem substancias amargas
permeaveis a membrana celular, e que nado interagem com o receptor, ativando
diretamente a proteina G. S&o exemplos o quinino e a cafeina (NAIM et al., 2002). No
que concerne ao sabor doce, sabe-se que esta associado ao prazer inato e a ingestéao
de alimentos ricos em hidratos de carbono e que, de modo geral, possuem elevado
valor em termos energéticos. A percecao do gosto doce, diferentemente do sabor
amargo, ndo se realiza pela entrada de moléculas doces no interior da célula, mas sim
pela ligagdo das mesmas a receptores gustatérios, mais precisamente receptores
acoplados as proteinas G (GPCR). O receptor envolvido na percepgao do sabor doce
€ um heterodimero composto por duas subunidades proteicas, T1R2 (receptor tipo 1,
membro 2) e T1R3 (receptor tipo 1, membro 3), codificados pelos genes TASTRZ2 e
TAS1R3, localizados no cromossomo 1 humano (ZHAO et al., 2003; LIAO, SCHULTZ,
2003), apresentando a capacidade para detetar agucares naturais, incluindo sacarose,
glucose, frutose e maltose (ZHAO et al., 2003).

O cortex insular gustatorio é capaz de responder a duas populagdes neuronais
do paladar: uma populagédo (Tipo 1), relacionada com a percepgao sensorial dos
sabores sem definicdo do valor de recompensa, e outra populacdo neuronal que
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mostra respostas excitatérias ao estimulo palatavel (sacarose) e, inibitérias em
resposta ao estimulo aversivo (quinino) (YAMAMOTO et al.,, 1989). A resposta
heddnica dos sabores basicos esta sujeita a “programacao” fetal e perinatal (AYRES
et al., 2012). Em nosso estudo, o teste de reatividade ao paladar revelou que os
animais submetidos ao desmame precoce tem maior sensibilidade a substancia
aversiva e anedonia frente ao sabor doce. Esse mesmo padrao € encontrado em
modelos experimentais de obesidade e sobrepeso cujas reagdes de prazer diminuidas
s&o compensadas com o aumento do consumo alimentar energético, a fim de atingir
padrées de recompensa alimentar (BELLISLE et al., 2012). Além disso, o desmame
precoce seja por separagdo materna, ou por inibicdo da lactagdo através do
tratamento materno com inibidor de prolactina, esta associado a desnutricdo neonatal
(LIMA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011), que também é apontada como preditora
de prejuizos das informagdes sobre percepgdo de sabor e respostas hedbdnicas
(SALAS et al., 2012). A associacéo desses achados sugere existéncia de um possivel
mecanismo de prejuizo do liking ocasionado pelas alteragdes decorrentes do
desmame precoce.

O liking é resultado do impacto hedbnico do alimento e seu estimulo é gerado
especialmente pela via opiodérgica. Analises experimentais mostram que aplicagdes
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 padrao (RUDSKI, BILLINGTON, LEVINE, 1994).
Alternativamente, agonistas dos receptores opidides sédo particularmente eficazes no
aumento da ingestdo de dietas palataveis (LEVINE, BILLINGTON, 1997). Além disso,
os opidides também afetam a selegcao de macronutrientes. Geralmente, ratos tratados
com opiaceos tendem a preferir uma dieta rica em gorduras quando dietas com alto
teor de carboidratos e gorduras s&o apresentadas simultaneamente (WELCH et al.,
1994). No entanto, deve-se notar que a preferéncia inicial por determinado
macronutriente dirige os efeitos dos opiaceos na selegdo de macronutrientes. Em
animais de laboratorio, injecbes de morfina elevam a ingestdo de carboidratos em
ratos que preferem carboidratos, enquanto aumentam a ingestdo de dietas ricas em
gordura, em animais que preferem gordura (GOSNELL, KRAHN, MAJCHRZAK,
1990). As particuliaridades da neurofisiologia opioidérgica no comportamento
alimentar sdo ainda mais complexas quando tomamos em consideragdo seu mais

jovem componente descrito: o sistema N/OFQ - receptor NOP.
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Incluido no sistema opiodérgico e com mecanismos de atuagédo ainda pouco
compreendidos, N/OFQ modula varias fungdes fisioldgicas incluindo depressao,
estresse, ansiedade, alimentacdo, atividade locomotora, temperatura corporal,
substancias abusos, memoria e dor (WITKIN, 2014). Alguns estudos destacam o
papel desse sistema no controle do comportamento alimentar, cuja atuagao envolve
neurotransmissores classicamente relacionados ao controle heddnico como a
dopamina e a serotonina (OLSZEWSKI, 2002; OLSZEWSKI et al., 2010; LU, 2010).
Estudos relacionados ao envolvimento da N/OFQ no comportamento alimentar,
evidenciam que sua administragdo central induz hiperfagia e reduz a resposta
aversiva aos alimentos (HARDAWAY et al., 2016; OLSZEWSKI et al., 2010). A
avaliacdo do consumo de alimento palatavel sob efeito da aplicagdo aguda de
antagonista NOP evidenciou a reversao do fendtipo de ingestao alimentar palatavel
aumentada dos animais desmamados precocemente. Resultados semelhantes foram
observados por Hardaway (2016), que reportou diminuigao da ingestao de alimentos
ricos em gordura apos tratamento com antagonista do receptor NOP (SB 612111) em
modelo animais de compulsido alimentar. Nossos achados relacionados ao consumo
e preferéncia por alimentos palataveis, somados as evidéncias reportadas pela
literatura, sugerem que as alteragbes desencadeadas pelo desmame precoce no
comportamento alimentar hedbdnico estejam associadas a disfungdo do sistema
N/OFQ-receptor NOP.

Caracterizado como injuria, o desmame precoce afeta mecanismos funcionais
de controle do comportamento alimentar, resultando em alteragdes duradouras
detectaveis no organismo adulto (PEIXOTO et al., 2019; PIETROBON et al., 2019).
Esse foi o primeiro estudo que investigou o envolvimento da N/OFQ e seu receptor
nas alteragcbes do comportamento alimentar heddnico decorrentes do desmame
precoce. Além disso, as analises realizadas trazem uma viséo interessante sobre os
mecanismos centrais que mitigam o controle hedénico do comportamento alimentar,
destacando o antagonismo do NOP como alvo atraente para o tratamento de
compulsdo alimentar e obesidade. E importante ressaltar que mais estudos sdo
necessarios para entender totalmente o mecanismo de ac&do hipofagica dos
antagonistas de NOP.
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8 CONCLUSAO

O bloqueio do receptor NOP diminui a ingestao alimentar palatavel em animais
controle, e normaliza o padrao de consumo de alimento palatavel ocasionado pelo
desmame precoce. Dessa forma, podemos sugerir que o desmame precoce causa
disfuncao do sistema N/OFQ-receptor NOP, resultando em alteragbes no consumo de
alimentos palataveis, resposta ao estresse agudo, na preferéncia alimentar e nos
mecanismos de liking do comportamento alimentar heddnico.

Devido as diversas possibilidades observadas durante o trabalho propde-se
como perspectivas a analise da ativagao neuronal, bem como a expressao génica do
NOP em areas do sistema de recompensa alimentar. Além disso, se faz interessante
avaliar diretamente o efeito do bloqueio do NOP nos mecanismos associados ao
controle heddnico do comportamento alimentar (liking, wanting, learning) e a

expressao génica de dopamina e serotonina resultante do bloqueio do receptor NOP.
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ANEXO A - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA DE USO ANIMAL

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chawves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 212& 8840 | 2126 8351

fa 13126 8350
WWW.CCDhDx DT

Recife, 12 de abril de 2018.

Oficio n°® 15/18

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.? Sandra Lopes de Souza

Departamento de Anatomia

Centro de Biociéncias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0030/2017

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do bloqueio do sistema
nociceptina/orfanina-fq sobre o controle hedénico do comportamento alimentar
de ratos submetidos ao desmame precoce ”. Registrada com o n° 0030/2017, sob a
responsabilidade de Prof.? Sandra Lopes de Souza - que envolve a producao,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO.USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reuniao de 04/04/2018.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo Janeirol 2018 — janeiro 2020
Espécie/linhagem/raca Rato heterogenio

N° de animais 60

Peso/ldade 220g / 60 dias

Sexo Macho

Origem Biotério do Departamento de Nutricdo

Atenci mente,

Prof. S ao R. F.Silva
Vice-Presidente CEUAIUFPE
, SIAPE 2345691

UFPE
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