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RESUMO

O aleitamento materno é uma fonte de alimentacédo crucial a nutricdo durante
0s estagios precoces da vida dos mamiferos, tendo influéncia sobre o
desenvolvimento de diversas estruturas anatbmicas e mecanismos fisiolégicos até a
vida adulta. A sua retirada precoce tem se associado a transtornos na alimentacao e
comportamentais, mas essas sequelas tém sido estudadas principalmente em
machos, enquanto que nos humanos a prevaléncia deles € maior em mulheres. Em
vista disso, no presente trabalho, objetivou-se submeter ratas Wistar fémeas adultas,
que tinham sido desmamadas precocemente (DP) mediante separa¢cdo materna aos
15 dias de idade, a estresse alimentar agudo mediante exposicao olfativa, sem
consumo, a dieta palatavel durante 22 dias. Nesse periodo, foi mensurada a
ingestdo de dieta padrdo e agua cada 24 horas e a ingestdo de dieta palatavel
durante 1 hora a cada 7 dias, além de avaliar ansiedade usando o labirinto em cruz
elevado e peso corporal em intervalos semelhantes. Nos resultados, foi
demonstrado um menor consumo de dieta palatavel por parte das ratas DP no dia 2
(Controle: 3,4 + 1,5 vs DP: 1,8 £ 1,3, p<0,05), um maior tempo de permanéncia na
area central do labirinto das ratas DP na avaliacdo basal (Controle: 25,5 + 12,7 vs
DP: 47,9 + 22,4, p<0,05), e um maior tempo de permanéncia no braco aberto das
ratas controle no dia 7 em comparacao ao tempo basal (Basal: 36,5 + 15,5 vs Dia 7:
79,2 £ 38,0, p<0,05). Nao foram evidenciadas diferencas significativas nos outros
parametros. Portanto, pode-se concluir que o desmame precoce diminuiu a ingestao
de alimento palatavel ap6s estresse agudo, sem efeito sobre outros parametros do
comportamento alimentar. Com relacdo a ansiedade, o desmame precoce aumentou
o tempo de permanéncia na plataforma central do labirinto em cruz elevado, sem

efeitos sobre o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados.

Palavras-chave: desmame; comportamento alimentar; fémea; ratos wistar.



ABSTRACT

Maternal lactation is a dietary source that proves crucial for mammals’ nutrition
during early stages of their development, influencing the development of diverse
anatomical structures and physiological mechanisms well into adulthood. Its
premature termination has been associated with alimentary and behavioral disorders,
but these have been primarily documented in males, when they are most prevalent,
in the case of humans, in women. In view of this we decided to submit adult female
Wistar rats that had gone through early weaning (EW) through maternal separation at
age 15 days to acute alimentary stress in the form of visual and olfactory exposition
to a cafeteria diet sans consumption during for 22 days. During this period, we
measured standard diet intake and water intake daily and cafeteria diet intake every
7 days. Additionally, we evaluated for anxiety using the elevated plus maze and
measured body weight in similar intervals. Results showed less consumption of
cafeteria diet among EW rats on day 2 (Control: 3,4 + 1,5 vs EW: 1,8 + 1,3, p<0,05),
more time spent in the maze’s central area by the EW rats during the basal
evaluation (Control: 25,5 + 12,7 vs EW: 47,9 + 22,4, p<0,05), and more time spent in
the maze’s open arms by control group rats on day 7 when compared to the same
group’s basal time (Basal: 36,5 + 15,5 vs Day 7: 79,2 + 38,0, p<0,05). No other
significant differences were found. Therefore, it can be concluded that early weaning
decreased palatable food intake after acute stress, with no effect on other
parameters of eating behavior. Regarding anxiety, early weaning increased the
length of stay on the central platform of the elevated plus-maze, with no effects on

the length of stay in the open and closed arms.

Keywords: weaning; feeding behavior; female; rat, wistar.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o aleitamento materno
exclusivo deve ser realizado durante os seis primeiros meses de vida, em humanos
(OMS, 2017). Apds esse periodo, a alimentacdo complementar é introduzida,
paulatinamente, até que ndo haja mais a necessidade do aleitamento. Esse
processo é denominado de desmame. Quando o desmame ocorre no momento
certo é denominado de desmame natural. Por outro lado, quando ocorre antes do
tempo previsto, € denominado de desmame precoce (OMS, 2017; LEVY et al.,
2004).

O conhecimento sobre a importancia do aleitamento materno evoluiu
substancialmente nas dltimas décadas. Inicialmente foi rejeitado como um
mecanismo fisiolégico que tinha sido tornado quase irrelevante pelo aumento do
saneamento e da industrializagcdo de alimentos em todo o mundo (1984) . Essa
atitude mudou a medida que os insights cientificos revelaram o qudo impactante o
aleitamento materno pode ser na modulacdo de mecanismos em longo prazo, tanto
fisiologicos (GIUGLIANI; HORTA; LORET DE MOLA; LISBOA; VICTORA, 2015)
como outros (BOWATTE; THAM; ALLEN; TAN; LAU; DAI; LODGE, 2015). A
amamentacao, ou a falta dela, pode influenciar a fisiologia humana a tal ponto que
as taxas de mortalidade infantil ttm uma correlacdo direta com sua presenca
(SANKAR; SINHA; CHOWDHURY; BHANDARI; TANEJA; MARTINES; BAHL, 2015).
O aleitamento confere protecdo contra infegcbes importantes como serem a otite
média e gastroenterite, além de prevenir a obesidade e resultar num engrossamento
do cortex parietal (SHAMIR, 2016); também, previne o desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 até num 38% (HORTA; LORET DE MOLA; VICTORA, 2015). Esses
resultados demonstram que o aleitamento tem um enorme efeito sobre o
desenvolvimento do epigenoma, e que a sua duragdo tem um impacto sobre
diversos mecanismos fisiologicos. A duragdo recomendada do aleitamento exclusivo
em humanos é de 6 meses (KRAMER; KAKUMA, 2012), mas uma variedade de
fatores de risco como retorno precoce ao emprego, tabaquismo e escolaridade baixa
(LADOMENOU; KAFATOS; GALANAKIS, 2007; STUEBE; HORTON; CHETWYND;
WATKINS; GREWEN; MELTZER-BRODY, 2014) podem resultar numa reducdo no
tempo do aleitamento, 0 que se conhece como desmame precoce. No nordeste do
Brasil, a prevaléncia do desmame precoce € de 11,9% (LOPES; LIMA; EVELIN;
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LIMA; MOURA; MOURA,; LIMA, 2017). Alguns dos mecanismos impactados pelo
desmame precoce sé&o aqueles que regulam a ingestdo e a preferéncia alimentar,
com esta relacdo tendo implicacbes importantes para a vida adulta (VENTURA,
2017; KANARI; KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2005). Considerando que a regulacdo
deste comportamento esta associado aos estados emocionais, existe um grande
interesse em analisar se a amamentacdao tem influéncia sobre outros
comportamentos que afetam a busca de recompensa, como o0s estados de
ansiedade (GROVER; GINSBURG; IALONGO, 2007).

A ansiedade é um dos transtornos mentais mais prevalentes durante a
infancia e pode ter um impacto significativo e prejudicial no desenvolvimento da
crianca (GROVER; GINSBURG; IALONGO, 2007). E uma disfuncdo na reatividade
ao estresse de um organismo que €, em parte, mediada pelo eixo hipotadlamo-
pituitaria-adrenal. O estresse e uma resposta fisiolégica ndo especifica a qualquer
ameaca ou necessidade que o organismo pode enfrentar. (SELYE, 1976) Tanto o
estresse no inicio da vida (ISHIKAWA; NISHIMURA; ISHIKAWA, 2015) quanto o
desmame precoce (DP) (ITO; KIKUSUI, TAKEUCHI; MORI, 2006), estédo
diretamente relacionados com o comportamento de ansiedade em ratos. Além disso,
condi¢Bes adversas no inicio da vida, em ratos, tém um efeito direto na preferéncia
alimentar (MANIAM; MORRIS, 2010) e na ingestdo de alimentos (HANCOCK;
GRANT, 2009). Em contrapartida, o maior cuidado materno, caracterizado por
aumento da succao, reduz a ansiedade (WEBER; MANFREDO; RINAMAN, 2009).
Isso levanta a questdo de quanto desse efeito é devido ao desmame precoce ou ao
aleitamento insuficiente. Portanto, no presente trabalho serd investigado os efeitos
do desmame precoce sobre o comportamento alimentar e emocional

(comportamento semelhantes a ansiedade) em ratas Wistar adultas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ALEITAMENTO E AMAMENTACAO

Em mamiferos, os cuidados parentais sdo essenciais para o desenvolvimento
adequado do neonato (PLAUT; DAVIS, 1972). As méaes, particularmente, tém um
papel importante nesse periodo pois, além do contato fisico, fornecem o alimento
essencial para o adequado crescimento e desenvolvimento, o leite materno (PLAUT;
DAVIS, 1972). Este € composto das quantidades ideais de agua, proteinas,
carboidratos, gorduras, sais minerais, anticorpos e micro-organismos. O leite
humano maduro contém 0,8-0,9% de proteinas, 6,9-7,2% de carboidratos, 3 a 5% de
gordura, 0, 2% de minerais e um contetdo energético de 60 a 75 Kcal/100ml de leite
(PLAUT; DAVIS, 1979).

Em humanos, o aleitamento materno exclusivo é recomendado até os seis
meses de vida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017). Apds esse
periodo, € introduzida a alimentacdo complementar e o aleitamento exclusivo vai
sendo, paulatinamente, substituido por outros tipos de alimento até que o individuo
atinja o estado em que ndo € mais alimentado por qualquer tipo de aleitamento
(OMS, 2017; LEVY et al., 2004). Esse processo é denominado de desmame.

2.2 DESMAME E DESMAME PRECOCE

O desmame é definido como a reorganizacdo do desenvolvimento do
comportamento de ingestdo entre as formas de subsisténcia, desde subsistir
exclusivamente do leite materno até a selecéo e ingestao independente de alimentos
sélidos (CRAMER; THIELS; ALBERTS, 1990). Mesmo influindo fatores culturais, em
humanos, essa transicdo a independéncia alimentar comeca a se estabelecer
guando o infante atinge 2,1 vezes 0 seu peso ao nascer. Isso acontece perto dos
3,5-4,5 meses nos meninos e 4-5 meses nas meninas. (HUMPHREY, 2010) Nessa
idade é importante fornecer alimentos ricos em ferro e proteina devido a que os
depositos de ferro do nascimento comecam a se acabar e o conteudo de proteina do
leite materno € insuficiente. Além disso, é necessario um estimulo neurolégico oral
para desenvolver a capacidade de consumir alimentacdo solida do infante. O

processo de desmame pode ser iniciado pelo infante (desmame natural) ou pela
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mae (desmame planificado). Os fatores culturais tém uma forte influéncia sobre o
tempo de desmame planificado. Em culturas ocidentais, a tendéncia tem sido a um
desmame cada vez mais precoce, enquanto que sociedades mais tradicionais
desmamam seus infantes completamente até o0s 2-4 anos (2004).

Em ratos (rattus norvegicus), esse processo ocorre naturalmente durante o
periodo de 20 a 35 dias apds o0 nascimento, com um declinio constante no tempo em
que os filhotes passam mamando a partir do dia 20. Na experimentacdo animal,
esse desmame acontece aos 21 dias para aumentar a produtividade das fémeas, ja
que elas apresentam estro no pés-parto (THIELS; ALBERTS, 1991). Além disso, o
desmame é mediado pela disponibilidade de leite (THIELS; ALBERTS, 1985) e é
acompanhado por uma variedade de mudancas fisiol6gicas.

O desmame é entendido como precoce quando ocorre de forma irregular, fora
do seu tempo usual (THIELS; ALBERTS, 1991). Como citado anteriormente, em
ratos, o desmame dura cerca de 35 ap0s o0 nascimento. Nesse periodo, a partir do
14° dia de vida, o animal ja é capaz de ingerir alimentos sdlidos e, assim, a partir
desta data alternam sua alimentacdo entre o leite e outros tipos de alimento até o
desmame completo (LEVY et al.,, 2004). O DP, em ratos, carrega consigo Vvarias
alteracdes patologicas em fases posteriores da vida, variando de desnutricdo (LIMA,;
MOURA; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA; LISBOA, 2011) a
alteracbes na secrecdo de insulina pelo pancreas (PIETROBON; MIRANDA;
BERTASSO; MATHIAS; BONFLEUR; BALBO; REIS; LATORRACA; ARANTES;
OLIVEIRA; LISBOA; MOURA, 2020) e diferenciagédo de células géastricas (GHIZONI,
FIGUEIREDO; MOISAN; OGIAS; OSAKI; GAMA, 2014). Em capitulos posteriores,
revisaremos algumas dessas mudancas no que se refere aos comportamentos que

estamos interessados em estudar.
2.3 COMPORTAMENTO ALIMENTAR

Os mamiferos sdo organismos com grandes necessidades energéticas e,
como tal, estdo constantemente em busca de alimento. Para facilitar isso, a
evolugcédo tracou redes complexas e interligadas nos sistemas nervosos desses
organismos que regulam os comportamentos envolvidos na busca e aquisicdo de
alimentos (SAPER; CHOU; ELMQUIST, 2002). Entre esses, os dois principais
sistemas séo 0s que regulam a alimentacdo homeostatica, que € impulsionada pela

necessidade de obtencdo de nutrientes e energia, e a alimentacdo hedbnica, que
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tem obtenc&o da sensacgéo de prazer como seu principal alvo. Tradicionalmente, tem
se descrito por separado as estruturas que compdem esses dois sistemas, mas
agora sabe-se que estdo intimamente interligados. Por isso, primeiramente, sera
feita uma descricdo das principais areas anatémicas e estruturas envolvidas e, logo

apos, sera descrito o papel especifico delas no comportamento alimentar.
2.3.1 Hipotalamo

O hipotdlamo € uma estrutura crucial a regulacdo do comportamento
alimentar. Ele € uma éarea pequena do diencéfalo situada sob o talamo, do qual é
separado pelo sulco hipotalamico, e nas paredes do Il ventriculo. E composta,
principalmente, de substancia cinzenta agrupada em nlcleos. E uma regi&o
importante para muitas funcdes do sistema nervoso, incluindo a regulacdo da
homeostase e, portanto, tem uma variedade de estruturas importantes para a
regulacdo de varios sistemas corporais, dentre eles o sistema que regula o
comportamento.(MACHADO, 2010)

Sistemas de fibras, como o fornix, dividem o hipotadlamo em diversas areas.
Nesse caso, o fornix divide o hipotalamo numa area medial e outra lateral. Além
dessa, existe uma divisdo do hipotalamo em trés planos frontais: supra-optico,
tuberal e mamilar. A area medial contém os principais nucleos do hipotalamo, os
quais se podem classificar de acordo com esses niveis frontais. Tem-se assim 0s
ndcleos supraquiasmatico, supra-éptico e paraventricular no hipotalamo supra-
Optico; nucleos ventromedial, dorsomedial e arqueado no tuberal; e, finalmente,
mamilares e posterior no hipotalamo mamilar. (MACHADO, 2010)

Entre esses nudcleos hipotalamicos, o ndcleo arqueado € o protagonista no
comportamento alimentar. Apresenta dois grupamentos neuronais que produzem
NPY e POMC que sdo esséncias para a promocdo da fome e da saciedade,
respectivamente. O grupamento Neuropeptido Y (NPY) co-expressa o peptideo
relacionado ao agouti (AgRP) e o grupamento pré-6piomelanocorina (POMC) co-
expressa o transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART). Esses neurdnios
apresentam receptores para sinais da periferia, como a ghrelina e a leptina. O
comportamento alimentar homeostatico é regulado, em grande parte, pela agéo
hormonal e, entre eles, a leptina € um dos hormdnios mais importantes. Com um
nome derivado da raiz grega leptos ou delgado, a leptina € secretada pelo tecido

adiposo branco quando a plenitude tecidual é atingida (ZHANG; PROENCA;
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MAFFEI; BARONE; LEOPOLD; FRIEDMAN, 1994) e, como tal, esta presente em
grandes quantidades em humanos obesos. Isso indica que esse hormdnio ndo €, por
si s6, suficiente para induzir a saciedade, porém, a fome insaciavel que surge
guando seus receptores estdo ausentes indica que ele € necessario para a
saciedade (BARSH; SCHWARTZ, 2002). A expressédo do receptor de leptina em
ratos € mais alta no hipotdlamo basal ventral e, mais especificamente, em seus
nacleos Arqueado (ARC), Ventromedial, Dorsomedial e Pré-mamilar ventral
(SCHWARTZ; SEELEY; CAMPFIELD; BURN; BASKIN, 1996). O hormbnio atua a
esse nivel inibindo neurdnios que contém Neuropeptideo Y (NPY) e Proteina
Relacionada ao Agouti (AgRP) e ativando neurdnios que sintetizam a Pro-
opiomelanocortina (POMC) e o Transcrito Relacionado a Cocaina e Anfetamina
(CART). Os dois primeiros antagonizam os receptores de melanocortina-4 e os trés
altimos sdo seus agonistas. O agonismo destes receptores € anorexigénico,
enquanto que o agonismo dos receptores de NPY é orexigénico. Esses neurbnios
inervam o nucleo Paraventricular (PVN), o hipotalamo lateral e a medula espinhal
(ELIAS; SAPER; MARATOS-FLIER; TRITOS; LEE; KELLY; TATRO; HOFFMAN;
OLLMANN; BARSH; SAKURAI; YANAGISAWA; ELMQUIST, 1998). Adicionalmente
o hipotalamo detecta mudancas nos niveis de acidos graxos, o que tem um efeito
sobre a gliconeogénese hepética.

Outro horménio com importante acdo no hipotalamo € a grelina. Foi
descoberta pela primeira vez apds a identificacdo de pequenos peptideos
conhecidos como secretagogos do horménio do crescimento. Eventualmente, seu
receptor e ligante endoégeno foram identificados, sendo o ligante a grelina. Esta é
secretada pelo estbmago e seus niveis aumentam durante a privacdo alimentar
(KOJIMA; HOSODA; DATE; NAKAZATO; MATSUO; KANGAWA, 1999). Ela inibe a
sinalizacdo vagal, enviando sinais de fome ao Sistema Nervoso Central (SNC). Seu
papel no comportamento alimentar homeostatico € mediado principalmente através
do hipotdlamo, alcancando-o através do Nucleo do Trato Solitario (NTS), ativando
neurébnios NPY / AGRP presentes no ARC (DATE; MURAKAMI; TOSHINAI;
MATSUKURA,; NIIJIMA; MATSUO; KANGAWA; NAKAZATO, 2002). Outro hormonio
importante, que também atua no ARC €& o Peptideo YY. Este é um hormdnio
intestinal que diminui a ingestao de alimentos ao inibir os neurénios NPY / AgRP no
ARC (JONES; NUNN; CHAMBERS; STERGAARD; WULFF; LUCKMAN, 2019).
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2.3.2 Rombencéfalo

O rombencéfalo é assim conhecido por se tratar da dilatacdo posterior do tubo
neural no sentido céfalo-caudal. A partir dela se originam o tronco encefalico e o
cerebelo. Por conta disso, o termo rombencéfalo € usado para descrever essas
estruturas neuroanatdmicas em conjunto. Além do seu envolvimento nos
comportamentos alimentares o rombencéfalo tem um papel crucial na regulacéo
sensorial, dos movimentos finos e das func¢des autonémicas (MACHADO, 2010).

O primeiro componente, em ordem ascendente, é o tronco enceféalico. Ele se
encontra entre a medula e o diencéfalo, situando-se ventralmente ao cerebelo. Nele,
fazem conexdo 10 dos 12 pares de nervos cranianos. O tronco divide-se em bulbo,
de ubiquacédo caudal, mesencéfalo, situado mais cranialmente e a ponte, situada
entre ambos (MACHADO, 2010).

O bulbo raquidiano é uma estrutura com forma de cone, cuja extremidade
caudal continua com a medula espinhal. Seu limite com a medula existe no plano
horizontal do forame magno do osso occipital. Nele, achamos estruturas importantes
como a pirdmide, que liga as areas motoras do cérebro aos neurdnios motores da
medula mediante o trato piramidal, as origens dos nervos craneanos IX-XIl e um
canal que da continuacao direita ao canal central da medula percorrendo o bulbo e,
eventualmente, formando o IV ventriculo. (MACHADO, 2010)

A ponte é a juncéo entre o bulbo e 0 mesencéfalo. Situa-se ventralmente ao
cerebelo, repousando sobre a parte basilar do osso occipital e ao dorso da sela
tdrcica do esfenoide. Estruturas importantes da ponte incluem o pedunculo cerebelar
médio e as emergéncias dos pares cranianos V-VIII. (MACHADO, 2010)

O cerebelo é um 6rgdo do sistema nervoso supra segmentar que se situa
dorsalmente ao bulbo e & ponte. E separado do lobo occipital do cérebro pela tenda
do cerebelo, feita de dura-méater. Liga-se a medula e ao bulbo pelo pedunculo
cerebelar inferior e a ponte e mesencéfalo pelos pedunculos cerebelares médio e
superior, respectivamente. Ele se subdivide em uma parte mediana, o vérmis, e em
dois hemisférios laterais. E composto de um corpo de substancia branca, o corpo
medular, revestido de sustancia cinzenta conhecida como o cortex cerebelar. Dentro
do corpo medular existem quatro pares de nudcleos de substancia cinzenta:
denteado, emboliforme, globoso e fastigial. (MACHADO, 2010)
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A importancia do rombencéfalo na regulacdo da alimentacdo estd em sua
capacidade de integrar os impulsos ascendentes vagais de saciedade e alteragdes
na glicemia junto com sinais neurais descendentes do mesencéfalo e prosencéfalo.
Ratos descerebrados mostram saciedade relativamente normal num teste de
ingestdo, mesmo sem processamento do prosenceéfalo. Além disso, a injecao direita
de analogos antimetabdlicos da glicose no IV ventriculo resultou num aumento na
ingestdo. Adicionalmente, o nucleo médio do tracto solitario recebe, diretamente,
informacé&o do nervo vago sobre as propriedades nutricionais e fisicas do alimento. A
importancia desse nucleo a alimentacao fica ainda mais evidente conhecendo suas
eferéncias ao nucleo motor dorsal do vago, envolvido em movimentos do consumo e
ingestdo, como movimentos da lingua e do queixo. Além disso, envia eferéncias ao
prosencéfalo tendo, assim, um efeito sobre a recompensa alimentar, demonstrando,
portanto, a integracdo fundamental dos dois sistemas de regulacéo alimentar nesse
nivel. (LIU; KANOSKI, 2018)

A area postrema é uma area logo acima do NTS, que esta fora da barreira
hematoencefalica e que é o local no qual atuam varios hormoénios e aferéncias
importantes (BROADWELL; BRIGHTMAN, 1976). O Peptideo semelhante ao
glucagon 1 € um horménio circulante que ativa a area postrema induzindo uma
sensacao de saciedade. Além disso, sua ativacdo faz com que ratos desenvolvam
aversao a novos sabores o que indica que ele produz a sensacéo desagradavel que
acompanha a superalimentacdo (SEELEY; BLAKE; RUSHING; BENOIT; ENG;
WOODS; D'ALESSIO, 2000). Outro horménio importante € a Colecistoquinina. Esta
reduz a ingestdo de alimentos em ratos e atua na area pos-estrema (VAN DER
KOOY, 1984).

Além disso, o SNC recebe aferentes do trato gastrointestinal transportados pelo
nervo vago através do nucleo do trato solitario e area postrema que ajudam na
regulacéo da fome, transportando informacdes sensoriais sobre distensédo gastrica e

informacgdes sobre os niveis de glicose e lipidios no figado (SAPER, 2002).
2.3.3 Cortex cerebral

O coértex cerebral € a camada de substancia cinzenta que reveste o centro
branco do cérebro. Nele, chegam impulsos provenientes de todas as vias de
sensibilidade; € aqui que se tornam conscientes e sdo interpretados. E uma das

partes mais importantes do sistema nervoso e poderia se dizer que € a parte que
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nos faz humanos, j& que o desenvolvimento evolutivo do comportamento e a
capacidade intelectual do humano se acompanhou do crescimento progressivo do
cortex. O cortex é dividido de acordo com uma variedade de critérios, como
estruturais e funcionais, mas a divisdo mais empregada na pratica médica € a
anatdmica e sera essa a utilizada nesta revisdo. (MACHADO, 2010)

O cértex prefrontal estd envolvido na regulacdo da alimentagdo, exercendo
uma funcédo inibitéria. Ele apresenta uma maior ativacdo apos administracdo de
leptina em pessoas com um déficit congénito de leptina, além de que, em roedores,
diminui a ingestdo impulsiva de alimento palatavel.(LIU; KANOSKI, 2018)

O cortex insular modula o valor assignado a comida manipulando a
expectativa ao codificar a percepcdo de prazer do gostos. Além disso, emite
projecdes ao cortex orbitofrontal que integra estimulos auditivos, olfativos, visuais e
cognitivos. Essa via é responsavel por assignar um valor de recompensa aos
estimulos do alimento palatdvel. O cortex orbitofrontal, por sua vezregula a
Saciedade Sensorio-Especifica, fenbmeno durante o qual um animal tem menor
irrigacdo no cortex orbitofrontal apds comer, e estd envolvido no valor de

recompensa e no prazer de estimulos de gosto em humanos.(LIU; KANOSKI, 2018)

2.3.4 Via dopaminérgica mesolimbica

O comportamento alimentar hed6nico é definido como o consumo motivado
pelo prazer e recompensa (SAPER; CHOU; ELMQUIST, 2002). E regulado pela
interacdo complexa entre hormdnios e neurotransmissores, como leptina, grelina,
insulina, dopamina e endocanabindides em regies neuroanatdbmicas identificadas
como centros de recompensa. Muitos desses centros de recompensa fazem parte
da via dopaminérgica mesolimbica. Ela se origina na Area Tegmentar Ventral (VTA),
projetando-se para o corpo estriado ventral, o sistema limbico e, eventualmente,
atingindo o cortex pre-frontal. Essa via € importante na regulacdo do
comportamento emocional e na patogénese da esquizofrenia, além disso, tem um
papel importante na fisiopatologia das adic¢cdes e, como serd apresentado, na
regulacdo do tipo de comportamento alimentar chamado de heddnico. (MACHADO,
2010)

Uma das estruturas envolvidas é o nucleo accumbens (NAc). E um dos

ndcleos da base, os quais sdo massas de substancia cinzenta no interior de cada
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hemisfério cerebral. Situa-se entre o putdmen e a cabeca do nucleo caudado e é
também conhecido como estriado ventral. (MACHADO, 2010) Seu envolvimento na
regulacédo da alimentacéo fica evidente quando se percebe que o consumo alimentar
aumenta a dopamina extracelular nele (BASSAREO; DI CHIARA, 1997). No entanto,
a deplecdo dopaminérgica no NAc, apenas, ndo é suficiente para afetar a
guantidade de alimento ingerido. Em vez disso, parece afetar os aspectos motores
da alimentacdo, como a mobilidade e a duracdo da alimentacdo (BALDO,;
SADEGHIAN; BASSO; KELLEY, 2002).

A desregulacdo da dopamina no NAc é um achado repetido em estudos que
descrevem mudancas anatomicamente especificas causadas pelo abuso de
substancias [DI CHIARA; IMPERATO, 1986]. Mudancas semelhantes foram
descritas em estudos realizados com o uso de alimentos palataveis (AVENA; LONG;
HOEBEL, 2005), o que levanta a questao se as substancias que causam vicio e os
alimentos palataveis produzem essas mudancas por meio de mecanismos
compartilhados.

Ha& uma variedade de mecanismos que regulam as funcdes alimentares do
NAc. Um desses mecanismos, que tem sido descrito recentemente, é a estimulacéo
das células GABAérgicas no NAc pela zona incerta, uma zona subtalamica
conhecida por receber informacdes relativas a distensdo gastrica. Esta via
GABAérgica aumenta a funcao gastrica e a ingestdo de alimentos por meio de sua
acao sobre o NAc (WANG; ZHANG; LENG; LUAN; GUO; SUN; GAO; LIU; QIN; XU,
2020).

Além disso, os sistemas glutamatérgico e endocanabindide estdo envolvidos
neste nivel. Um estudo realizado com camundongos mutantes Glu-CB1R-KO
descobriu que a falta de atividade do CB1R tem um efeito excitatorio sobre os
neurénios glutamatérgicos na camada pré-limbica do cértex pré-frontal medial, o
qual, por sua vez, leva a um aumento do tbnus glutamatérgico no NAc, com um
aumento concomitante na resiliéncia a comportamentos alimentares compulsivos
(DOMINGO-RODRIGUEZ; RUIZ DE AZUA; DOMINGUEZ; SENABRE; SERRA;
KUMMER; NAVANDAR; BADDENHAUSEN; HOFMANN; ANDERO; GERBER;
NAVARRETE; DIERSSEN; LUTZ; MARTIN-GARCIA; MALDONADO, 2020).

O receptor 2 da neuromedina U (NMUR2), um receptor neuropeptideo do
SNC envolvido na regulacdo do comportamento alimentar, também esté presente na

NAc de ratos, onde sua densidade se correlaciona positivamente com a compulsao
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alimentar de misturas de alimentos gordurosos na concentracdo de 20% e 40%,
estando, esta Ultima, na mesma faixa de concentracdo de alimentos comumente
consumidos em excesso por humanos (SMITH; KASPER; ANASTASIO; HOMMEL,
2019).

A expressdo do receptor do Fator de Liberacdo de Corticotropina (CRF)
aumentou na camada mais externa e no nucleo do NAc em ratos submetidos a
estresse cronico. Além disso, este mesmo estudo mostrou que 0S receptores
dopaminérgicos D2 aumentaram no nucleo do NAc de grupos com estresse crénico
e diminuiram na camada mais externa do NAc de grupo ndo estressado com
consumo excessivo de gordura. A expresséo do receptor opioide Mu aumentou no
nacleo do NAc de grupos com estresse cronico, mas diminuiu na camada mais
externa (WEI; QUAN; ZHAO; YU; XIE; ZENG; MA; WANG; TANG; WU, ZHU, 2019).

Os insights sobre a funcdo que o hipotadlamo lateral (LH) desempenha na
estimulacdo do NAc incluem o aumento da expressdo de c-Fos e Orexin-A apés
estimulacdo elétrica do LH e um aumento no consumo de alimento palatavel
comparavel a microinjecdo de Orexina-A (LIU; GAO; ZHANG; JIN; SUN; LUAN; XU;
GUO, 2020). A leptina, por sua vez, reduz a ativacdo no Caudado-NAc de humanos,
demonstrando, assim, que a leptina diminui a resposta de recompensa alimentar
(FAROOQI; BULLMORE; KEOGH; GILLARD; O'RAHILLY; FLETCHER, 2007).

A amigdala é outra estrutura importante da via mesolimbica, outro dos
ndcleos da base. Ela tem forma esférica e 2 cm de diametro, situando-se no polo
temporal do hemisfério cerebral em relagdo com a cauda do nicleo caudado. E um
importante centro regulador do comportamento sexual e agressividade. (MACHADO,
2010) A amigdala tem a capacidade de anular a saciedade por meio do efeito que
as pistas aprendidas tém sobre sua éarea basolateral (BLA) (PETROVICH;
GALLAGHER, 2003). Embora, tradicionalmente, tenha sido postulado que ela age
principalmente para evitar estimulos aversivos (PETROVICH; GALLAGHER, 2003),
também foi mostrado que um alto valor de incentivo pode alterar os mecanismos
normais de retroalimentacdo (ARANA; PARKINSON; HINTON; HOLLAND; OWEN;
ROBERTS, 2003). Por exemplo, um estudo optogenético, conduzido para analisar
se a estimulagdo da BLA tem um efeito sobre o condicionamento apetitivo, descobriu
que ela refor¢a os sinais de recompensa, embora ndo tenha um efeito priméario de
recompensa por si s6 (SERVONNET; HERNANDEZ; EL HAGE; ROMPRE;
SAMAHA, 2020). Portanto, pode-se conceituar um possivel papel da amigdala no
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comportamento alimentar hedénico. Um estudo de ressonancia magnética funcional
realizado em participantes humanos encontrou uma associagao entre pequenas
alteracdes de volume na amigdala basolateral e sintomas de dependéncia alimentar
em individuos em jejum expostos a imagens contrastantes de alimentos com alto
teor caldrico versus alimentos com baixa caloria (PURSEY; CONTRERAS-
RODRIGUEZ; COLLINS; STANWELL; BURROWS, 2019). Além disso, os estados
emocionais tém um impacto na reacao do cérebro aos estimulos alimentares visuais,
uma relacdo mediada pela amigdala esquerda, que mostra uma diferenca maior
entre os estimulos alimentar e do objeto apds o priming neutro do que apos o
priming negativo (GARCIA-GARCIA; KUBE; MORYS; SCHRIMPF; KANAAN:;
GAEBLER; VILLRINGER; DAGHER; HORSTMANN; NEUMANN, 2020).

A existéncia dessa funcdo pode ser esclarecida por meio de estudos
realizados em populagdes neurais muito especificas. Por exemplo, um estudo feito
em neurbnios CeAH"™2 na Amigdala central (CeA) descobriu que, quando
estimulado, este subgrupo especifico de células neuronais pode resultar em
alimentacdo adicional quando as necessidades homeostaticas foram atendidas, e
quando removido cirurgicamente, sua auséncia resulta em alimentacdo menor,
mesmo quando a motivacdo para a alimentacdo ¢€é alta (DOUGLASS;
KUCUKDERELI; PONSERRE; MARKOVIC; GRUNDEMANN; STROBEL; ALCALA
MORALES; CONZELMANN; LUTHI; KLEIN, 2017). Além disso, as projegdes
insulares para a CeA reduziram a alimentacdo e aumentaram a laténcia para a
alimentacdo quando estimuladas exclusivamente por optogenética (ZHANG-
MOLINA; SCHMIT; CAl, 2020).

O estriado € um nudcleo subcortical essencial para iniciar o consumo alimentar
(SMALL; ZATORRE; DAGHER; EVANS; JONES-GOTMAN, 2001). Ele é composto
de trés nacleos menores: nucleo caudado, putamen e globo pélido. As conexfes do
estriado com o sistema limbico se situam no palido. O comportamento alimentar é
fortemente mediado por projecdes de dopamina neste nudcleo; por exemplo, o
consumo recomecga assim que a dopamina é restaurada ao estriado dorsal de
camundongos cuja dopamina havia sido depletada anteriormente (ROBINSON;
RAINWATER; HNASKO; PALMITER, 2007). Ele mostra menos atividade neural
quando atinge a saciedade, o que aponta para uma possivel desregulacdo nesse
ndcleo quando a alimentacdo hedodnica é iniciada. Isso é corroborado pelo fato de

que individuos com menor densidade do receptor estriatal D2 e sinalizacéo
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dopaminérgica estriatal atenuada comem em excesso e tém maior propensao para a
obesidade (BALDO; SADEGHIAN; BASSO; KELLEY, 2002).

Um componente essencial do sistema de recompensa limbico, a VTA, faz
parte da formacdo reticular, situando-se na parte ventral do tegmento do
mesencéfalo e medialmente a substancia negra. Ela é rica em neurbnios de
dopamina (MACHADO, 2010) e, como tal, € um importante alvo de pesquisa sobre o
comportamento alimentar heddnico. Por exemplo, sabor doce e alto teor de glicose,
juntos, tém um impacto maior na resposta dependente do nivel de oxigénio no
sangue (do inglés, BOLD), no VTA, do que qualquer um desses parametros
isoladamente (VAN OPSTAL; VAN DEN BERG-HUYSMANS; HOEKSMA; BLONK;
PIJL; ROMBOUTS; VAN DER GROND, 2019). A administracao prévia de glicose
intraperitoneal diminuiu significativamente o efeito orexigénico da grelina sobre o
efeito da ingestdo de alimentos em camundongos, 0 que reforca ainda mais a
sensibilidade do VTA aos parametros metabolicos (LOCKIE; STARK; SPANSWICK;
ANDREWS, 2019). Além disso, uma correlacéo positiva entre o indice de Massa
Corporal, a conectividade da substancia branca das regides VTA-NAc e o desejo por
acucar foi observada na tractografia probabilistica em seres humanos (FRANCKE;
TIEDEMANN; MENZ; BECK; BUCHEL; BRASSEN, 2019). Pesquisas sobre as
acOes dos acidos graxos nessa area descobriram que a injecdo intra-VTA de acido
oleico reduziu significativamente a ingestdo de alimentos, suprimiu a recompensa
alimentar e inibiu a atividade da dopamina (HRYHORCZUK; SHENG; DECARIE-
SPAIN; GIGUERE; DUCROT; TRUDEAU; ROUTH; ALQUIER; FULTON, 2018). A
optogenética mostrou que o disparo de explosdao fasica de neurdnios
dopaminérgicos nessa regido acontece com recompensas inesperadas e
imprevisiveis e que tém um efeito de reforco particularmente forte (GUTIERREZ,
LOBO; ZHANG; LECEA, 2011). Além disso, o sistema serotoninérgico esta
envolvido nessa resposta por meio das acdes do receptor SHT2C. Agonistas
seletivos como a Lorcaserina reduzem a ingestdo de alimentos aumentando a
atividade GABAérgica na VTA (VALENCIA-TORRES; OLARTE-SANCHEZ; LYONS;
GEORGESCU; GREENWALD-YARNELL; MYERS; BRADSHAW; HEISLER, 2017).
O envolvimento GABAérgico vem de aferéncias do Hipotalamo lateral e atua ao nivel
do Locus Coeruleus para induzir a alimentacdo independentemente da saciedade
(MARINO; MCDEVITT; GANTZ; SHEN; PIGNATELLI; XIN; WISE; BONCI, 2020).
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A expressao do receptor 1 do fator de liberacdo de corticotropina (CRF)
diminuiu na VTA de ratos submetidos ao estresse cronico (WEI; QUAN; ZHAO; YU,
XIE; ZENG; MA; WANG; TANG; WU; ZHU, 2019). Normalmente, quando o CRF atua
sobre a VTA, a motivacao alimentar diminui (WANAT; BONCI; PHILLIPS, 2013), mas
quando a cocaina é administrada anteriormente, essa supressdo do comportamento
de busca por alimento esta ausente, o que pode indicar uma alteracdo especifica da
droga na sinalizacdo motivacional do CRF na VTA (OLIVA; DONATE; LEFNER;
WANAT, 2019).

O LH também é uma fonte importante de aferéncias regulatérias para a VTA,
muitas das quais sao agrupadas de acordo com o neurotransmissor. Entre eles, h4
0S neurdnios orexina (LHucrT), que regulam o comportamento motivado para
recompensas salientes ao potencializar a liberacdo de dopamina no NAc. Os
neurénios do hormdnio concentrador de melanina, por sua vez, aumentam o
consumo de alimentos de uma maneira dependente de energia. Os neurbnios que
expressam leptina suprimem a alimentacdo e aumentam a expressdo da tirosina
hidroxilase. Os neurbnios que sintetizam neurotensina suprimem a ingestdo de
alimentos, possivelmente, devido a hiperativacdo comportamental secundaria a
liberagdo de dopamina no NAc, um efeito semelhante ao dos neurbnios de
transcricdo regulada por cocaina e anfetamina (CART). Os neurénios do glutamato
passam pela habénula lateral antes de atingir a VTA e inibir o comportamento de
ingestdo, enquanto as projecées GABAérgicas do LH inibem as células VTA
GABAérgicas, desinibindo a liberacdo de dopamina no NAc e promovendo o
consumo de alimentos (GODFREY; BORGLAND, 2019).

Um subconjunto de neurdnios dopaminérgicos na VTA que expressam
receptores de leptina, se projetam para o NAc, mas o0s niveis de leptina no
mesencéfalo sdo muito baixos e parecem ter pouco ou nenhum efeito na sinalizacéo
da leptina dentro da VTA (PALMITER, 2007).

2.3.5 Hipocampo

O hipocampo é uma elevagdo curva e muito pronunciada que se dispde acima
do giro para-hipocampal. E composto por um tipo de cértex antigo conhecido como
arquicortex e é outro componente importante do sistema limbico. O consumo
heddnico é definido como o consumo motivado pelo prazer e recompensa (SAPER;
CHOU; ELMQUIST, 2002). Ele é um centro de regulacdo da ingestao alimentar onde
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se integram informacdes sensoriais e interoceptivas com memarias de experiéncias
anteriores. O poder dessas ultimas para modificar a saciedade é tal que a presenca
de distracbes durante a ingestdo ou de lesdes hipocampais podem ter um impacto
substancial sobre as quantidades de comida ingerida apo6s uma refeicdo. O
hipocampo também modula o condicionamento entre estimulos alimentares externos
e interoceptivos, além de mediar o efeito das “ambiguidades previsiveis”, situagdes
onde um estimulo tem desfechos variaveis dependendo do contexto.

A sub-regido ventral do hipocampo esta envolvida na regulacdo desses
processos através da geracdo de sinais endocrinos. E um sitio-alvo da grelina por
conta da sua expressao de receptores de grelina GHSR1A, o que ndo acontece no
hipocampo dorsal. Essa atividade age sobre neurénios produtores de orexina na
area lateral hipotalamica. Adicionalmente, existe sinalizacdo do prosencéfalo
mediante projecdes ao septo lateral e ao cortex pré-frontal medial. (LIU; KANOSKI,
2018)

Mesmo que se faca a distingcdo entre alimentacdo heddénica e alimentacao
homeostéatica por razdes praticas, aos niveis anatdbmico e neurobiolégico essa
distingdo perde importancia. Estruturas tradicionalmente associados com a
alimentacdo homeostatica como o nervo vago influem na funcdo e neurogénese
hipocampal, uma estrutura fortemente vinculada a alimentacéo hedénica. O mesmo
acontece com o ARC e a atividade dos seus neurbnios AgRP e POMC, tendo a
novidade do alimento consumido e a presenca de estimulos alimentares
condicionados um efeito sobre a ativacdo dos neurbnios AgRP desse nivel. (LIU;
KANOSKI, 2018) E assim que achados recentes tém fornecido um entendimento

mais integral do comportamento alimentar.
2.3.6 Efeitos dos peptideos segundo regides

Os peptideos reguladores do comportamento alimentar mais importantes
agem principalmente sobre cinco regibes cerebrais especificas: o hipocampo, a
amigdala, a insula e os cortex orbito frontal e cingulado anterior. No hipocampo, a
grelina tem um efeito ativador, enquanto a insulina tem um efeito inibitério, exceto
quando tem exposi¢cdo a imagens de comida com alto teor calérico. Na amigdala,
existe ativacdo por parte da grelina, da colecistoquinina, e do GLP-1 em sujeitos
obesos. Por enquanto, o Peptideo YY e a insulina inibem a amigdala. A insula é

ativada pela colecistoquinina, pela leptina nas suas regides média e posterior e
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geralmente € ativada pela grelina, exceto no periodo pés-prandial. O PYY, GLP-1 e
insulina a inibem. O cortex orbito frontal é ativado pela grelina e pelo PYY na sua
regido caudolateral. E inibido pelo GLP-1, pela leptina e pela insulina. Finalmente, o
cortex cingulado anterior é ativado pelo PYY e inibido pela leptina e insulina
(ZANCHI; DEPOORTER; EGLOFF; HALLER; MAHLMANN; LANG; DREWE;
BEGLINGER; SCHMIDT; BORGWARDT, 2017).

2.3.7 Comportamento alimentar e diferencas entre 0os sexos

Existe consenso sobre os efeitos dimorficos entre machos e fémeas dos
horménios esteroides gonadais sobre a diferenciacdo do Sistema Nervoso Central.
O hipotalamo tem uma série de dimorfismos documentados, o que atinge especial
importancia quando se considera que € um dos centros principais da regulacdo do
comportamento alimentar. Por exemplo, as lesdes hipotalamicas tém efeitos
diferentes sobre a alimentacdo em machos e fémeas. Exerce variacbes nas
preferéncias de gosto e nas respostas a fatores alimentares como dieta com elevado
teor de gordura, jejum e atividade de leptina. (FUKUSHIMA; HAGIWARA; FUJIOKA,;
KIMURA; AKEMA; FUNABASHI, 2015)

Em roedores, a duracao das refeicbes é menor em fémeas, mas a frequéncia
delas ndo varia. Os efeitos dos horménios esteroides se manifestam no tamanho
dos animais; os machos sdo maiores por conta da testosterona, enquanto que o
estrogeno reduz a alimentacdo mediante sua acdo no hipotalamo ventromedial
(FUKUSHIMA; HAGIWARA; FUJIOKA; KIMURA; AKEMA; FUNABASHI, 2015). Além
disso, exerce uma reducao no tamanho corporal e no consumo alimentar quando os
efeitos do estrogeno e da progesterona sao grandes. Tanto camundongos como
ratos machos sdo mais susceptiveis a obesidade induzida experimentalmente
mediante dieta com alto teor de gordura. Por outro lado, quanto a resposta ao jejum
prolongado, as ratas fémeas tém um aumento maior na ingestdo durante as
primeiras 24 horas, com niveis mais altos de grelina em comparacao aos machos e
uma maior incidéncia de alimentacdo de rebote nas fémeas (FUKUSHIMA;
HAGIWARA; FUJIOKA; KIMURA; AKEMA; FUNABASHI, 2015). Essas diferencas
estdo presentes em humanos também. A anorexia nervosa se expressa mais em
mulheres e, tanto os comportamentos alimentares como a configuracdo do
hipotalamo, variam de forma semelhante a variagdo que ocorre nos ratos.
(FUKUSHIMA; HAGIWARA; FUJIOKA; KIMURA; AKEMA; FUNABASHI, 2015)
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Quanto as diferengas na neurotransmissao, tanto ratos machos como fémeas
mostraram um aumento na porcentagem de neurdnios de Hormonio Concentrador
de Melanina (MCH) apés um jejum de 48h, mas nas fémeas a injecdo de glicose
reduz mais rapidamente esse aumento em comparacao aos machos. A importancia
desses neurbnios esta nos efeitos orexigenos deles. Além disso, no jejum também
aumenta a quantidade de neurénios com CREB fosforilado, mas isso acontece so
em fémeas. Ademais, doi demonstrada uma atenuacdo dessa expressao apos
injecdo de glicose. No decorrer da alimentacdo normal, essa expressao de
fosforilacdo CREB acontece s6 em neurbnios MCH mas ndo nos de orexina.
Novamente, a diminuicdo rapida da fosforilagdo acontece s6é em fémeas.
(FUKUSHIMA; HAGIWARA; FUJIOKA; KIMURA; AKEMA; FUNABASHI, 2015) Tudo
isso aponta para uma maior susceptibilidade do hipotalamo a sinais metabdlicas em
fémeas.

Todos esses mecanismos que regulam o comportamento alimentar podem
mudar a depender de uma variedade de variaveis e fatores internos e externos. Um

desses fatores € a ansiedade, da qual se fard um breve relato a seguir.

2.4 ANSIEDADE

7

O transtorno de ansiedade é um distirbio em que os dias de ansiedade
excessiva e preocupacdo com uma série de eventos ou atividades sao mais
frequentes do que os dias sem a ansiedade excessiva por, pelo menos, 6 meses,
acompanhados por uma série de sintomas somaéticos e a dificuldade do paciente de
controlar a preocupacdo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Os
pesquisadores desenvolveram modelos animais que reproduzem aspectos dessa
condicdo humana, buscando encontrar as seguintes validades: a validade aparente
(ou “de face”) correlacionando mudancgas fisiolégicas com mudancas
comportamentais, a validade de construto, buscando encontrar etiologias claras e a
validade preditiva por meio de respostas a intervencdes farmacologicas (CAMPOS;
FOGACA; AGUIAR; GUIMARAES, 2013).

No entanto, devido as grandes diferencas cognitivas entre humanos e
roedores, 0os modelos animais ndo conseguem replicar todas as caracteristicas das
doencas psiquiatricas, como o Transtorno de ansiedade, e sim impor um estado de
apreensdo no animal com parametros fisiolégicos e comportamentais mensuraveis

(LISTER, 1990). Dessa forma, quando se refere aos correlatos animais da
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ansiedade em humanos, eles sdo chamados de comportamentos ansiosos ou
comportamentos semelhantes & ansiedade.

Em termos de circuitos neurais, 0s comportamentos ansiosos sao integrados
pela amigdala basolateral (BLA). As regifes corticais talamica e auditiva enviam
dados sensoriais a essa regido e a seus nucleos lateral e basal. A informacgéo
contextual vem do hipocampo (MAREN; FANSELOW, 1995). Os comportamentos
ansiosos sdo consolidados devido a ativacdo do receptor N-Metil-D-aspartato
(FANSELOW; KIM; YIPP; OCA, 1994). A partir dai o BLA envia eferéncias a partir de
seu nucleo central para a amigdala central (CeA) e sua subdivisdo medial (CeM). As
projecdes da CeM atingem a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), que é uma
estrutura fundamental na regulacdo dos comportamentos defensivos (1992).

O cortex pré-frontal medial (MPFC) também desempenha um papel na
modulagdo desse comportamento. Tanto o cértex pré-limbico quanto o infralimbico
enviam projecBes para a BLA (STROBEL; MAREK; GOOCH; SULLIVAN; SAH,
2015). Essas areas desempenham funcfes opostas na expressdao do medo apos o
aprendizado de extincdo (SENN; WOLFF; HERRY; GRENIER; EHRLICH;
GRUNDEMANN; FADOK; MULLER; LETZKUS; LUTHI, 2014). O fator de liberagéo
de corticotrofina est4 associado a tracos de ansiedade em ratos quando injetados no
ndcleo leito da estria terminal dorsolateral, uma estrutura do prosencéfalo com
amplas conexdes com a amigdala. (POMRENZE; TOVAR-DIAZ; BLASIO; MAIYA;
GIOVANETTI; LEI; MORIKAWA; HOPF; MESSING, 2019) (SAHUQUE; KULLBERG;
MCGEEHAN; KINDER; HICKS; BLANTON; JANAK; OLIVE, 2006). Projecbes CRF
desde a CeA até o0 nucleo leito da estria terminal dorsolateral regulam
comportamentos ansiosos. O blogueio desses receptores aumenta o tempo passado
nos bracos abertos e o numero de entradas neles no Labirinto em Cruz Elevado,
além do tempo no centro do teste de campo aberto. (POMRENZE; TOVAR-DIAZ,
BLASIO; MAIYA; GIOVANETTI; LEI; MORIKAWA; HOPF; MESSING, 2019)
Adicionalmente, injecdes intracerebrais de CRF no nucleo leito da estria terminal
dorsolateral tiveram um efeito anorexigeno marcado. (CICCOCIOPPO; FEDELI;
ECONOMIDOU; POLICANI; WEISS; MASSI, 2003) Isso foi mediado por agonismo
dos receptores CRF1 presentes nessa area anatdomica. (SAHUQUE; KULLBERG,;
MCGEEHAN; KINDER; HICKS; BLANTON; JANAK; OLIVE, 2006)
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A ansiedade, muitas vezes, é induzida por eventos traumaticos na vida
precoce. Uma variedade de modelos experimentais tem a capacidade de gera-la em

ratos. Entre eles tem-se o DP, como sera apresentado a segulir.

2.5 DESMAME PRECOCE E SEUS EFEITOS

2.5.1 Comportamento alimentar

A amamentacdo mais duradoura, juntamente com outros fatores dietéticos,
como o uso de alimentos caseiros, promovem a adesdo a dietas mais saudaveis e
de acordo com as “diretrizes” preconizadas por 6rgdos oficiais, em humanos
(LIORET; BETOKO; FORHAN; CHARLES; HEUDE; LAUZON-GUILLAIN, 2015). Isso
se deve, em parte, a “transferéncia de sabor’ de diversos compostos bioldgicos
presentes em diferentes alimentos por meio do leite materno (MENNELLA, 2009).
Esta propriedade permite que a amamentagédo ative os mecanismos envolvidos no
condicionamento da preferéncia alimentar. Esses mecanismos sdo a exposi¢ao
repetida e variada (MAIER; CHABANET; SCHAAL; LEATHWOOD; ISSANCHOU,
2008) e o condicionamento associativo devido a coexisténcia de sabores aceitos e
novos. (FORESTELL; MENNELLA, 2007). Um aumento na aceitacdo de novos
sabores gracas a amamentacdo ainda esta presente aos 3 e 6 anos de idade
(MAIER-NOTH; SCHAAL; LEATHWOOD; ISSANCHOU, 2016). Esta mesma
aceitacdo do sabor novo se traduz em aumento do consumo de vegetais
(SOLDATELLI; VIGO; GIUGLIANI, 2016).

A importancia desta maleabilidade nas preferéncias alimentares vem a tona
guando se considera que as preferéncias de sabor inatas de uma crianca tendem
para o doce e picante (STEINER, 1979) e, eventualmente, para o salgado
(BEAUCHAMP; COWART; MORAN, 1986). Além disso, bebés amamentados
consomem volumes menores em comparacdo com 0s bebés alimentados com
formula (HEINIG; NOMMSEN; PEERSON; LONNERDAL; DEWEY, 1993) e sédo
menos propensos a apresentar ganho de peso rapido (MIHRSHAHI; BATTISTUTTA,;
MAGAREY; DANIELS, 2011). Todos esses fatores constituem a acdo potencial da
amamentacdo como um fator de protecdo contra o desenvolvimento de obesidade
em humanos.

Nos roedores tem sido documentada uma variedade de efeitos do DP. Ratos

machos submetidos a ele apresentam um peso corporal menor nos 21 dias e maior
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nos 180 dias, além de hiperfagia persistente. Junto com isso os ratos DP
demonstram hipoleptinemia e hiperleptinemia, nesses respectivos prazos. (LIMA;
MOURA; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA; LISBOA, 2011)

Estudos mostram que a lactacdo tem um impacto semelhante nos habitos

alimentares dos ratos. O DP resulta em aumento da ingestdo de alimentos
palataveis em ratos adultos (DOS SANTOS OLIVEIRA; LIMA; DA SILVA; DA SILVA,
SOUZA; MANHAES-DE-CASTRO, 2011) e ponto de saciedade retardado durante a
alimentacdo (OLIVEIRA; DA SILVA; DA SILVA; MAGALHAES; SOUZA; CASTRO,
2011). Também tem um impacto no peso das ratas jovens, uma vez que as ratas
submetidas ao desmame precoce aumentaram 0 peso em comparacao com as ratas
desmamadas em uma idade adequada (TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ; DA
SILVA; LAGRANHA; DO NASCIMENTO; SOUZA, 2020). Ratas DP apresentam
maior massa de gordura visceral e menor secrecdo de insulina das ilhotas
pancreaticas do que suas controles, desmamadas adequadamente (PIETROBON;
MIRANDA; BERTASSO; MATHIAS; BONFLEUR; BALBO; REIS; LATORRACA;
ARANTES; OLIVEIRA; LISBOA; MOURA, 2020).
Ratos machos submetidos ao DP apresentaram aumento na expressdo do
Transportador de serotonina (SERT) e no receptor dopaminérgico D1 (DRD1) no
hipotdlamo e expressdo de SERT, DRD1, DRD2, 5HT-1b e 5HT-1c (renomeado
como 5HT-2c¢) no tronco cerebral. Isso € importante porque o0s sistemas
dopaminérgico e serotoninérgico regulam diretamente a alimentacdo heddnica e
homeostatica (TAVARES; DO AMARAL ALMEIDA; SOUZA; FARIAS; SOUZA,
ANDRADE SILVA; LAGRANHA; KAEFFER; SOUZA, 2020).

2.5.2 Ansiedade e resposta neuroenddcrina ao estresse

Existem informacdes contraditérias sobre as avaliagcbes classicas de
comportamentos ansiosos em ratos desmamados. Alguns estudos ndo demonstram
nenhuma diferengca entre fémeas DP e as desmamadas normalmente quanto a
analise do labirinto em cruz elevado, testes de campo aberto e respostas
auton6émicas a intrusos (ITO; KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2006; TAKITA; KIKUSUI,
2016). Outros mostram que ratos DP de ambos os sexos entraram menos nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado e passaram menos tempo nesses
bracos, reduziram a frequéncia e a duracdo do comportamento de mergulho da
cabeca no teste de hole-board e passaram menos tempo no quadrado central do
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teste de campo aberto (KANARI; KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2005). Ademais,
machos DP entraram menos vezes e passaram mais tempo nos bracos fechados
gue as fémeas DP mesmo que ambos 0s sexos mostrassem 0s mesmos resultados
em comparacdo aos controles. (SHIMOZURU; KODAMA; IWASA; KIKUSUI;
TAKEUCHI; MORI, 2007)

O DP, junto com estresse cronico imprevisivel, induziu atividade
desequilibrada na amigdala basolateral junto com laténcias mais longas do cortex
pré-frontal medial direito apés a estimulacdo da amigdala basolateral direita em
ratos de ambos os sexos (ISHIKAWA; NISHIMURA,; ISHIKAWA, 2015). Além disso,
ratos machos DP demonstram mais dopamina na amigdala ao serem confrontados
com um ambiente novo (prova do campo aberto). (TAKITA; KIKUSUI, 2020) Isso é
importante pois esta via especifica e a amigdala em geral tém uma funcéo crucial na
regulacéo e processamento das emocdes e da recompensa. Seu desenvolvimento
muda devido ao estresse e trauma no inicio da vida; por exemplo, criangcas que
foram expostas a depressdo materna crbénica e cuidados institucionais tém um
volume da amigdala aumentado (TOTTENHAM; HARE; QUINN; MCCARRY;
NURSE; GILHOOLY; MILLNER; GALVAN; DAVIDSON; EIGSTI; THOMAS; FREED;
BOOMA; GUNNAR; ALTEMUS; ARONSON; CASEY, 2010; LUPIEN; PARENT;
EVANS; TREMBLAY; ZELAZO; CORBO; PRUESSNER; SEGUIN, 2011).

O cortisol e seus efeitos sobre o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal sao
fundamentais para as expressoées clinicas da ansiedade. Em leitdes, a concentracéo
sérica de cortisol e 0 aumento da transcricdo de genes que codificam enzimas
envolvidas na sintese de cortisol sdo inversamente proporcionais a idade de
desmame (LI; YANG; LI; LV; XIE; DU; JIN; QIN; JIAO, 2016). Em camundongos DP
machos, mas ndo em fémeas, 0s niveis séricos de corticosterona sdo mais altos as
3 semanas de vida mas menores as 8 semanas comparado aos seus homélogos
desmamados adequadamente. (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009). Enquanto,
tanto fémeas como machos mostram niveis mais elevados de corticosterona 48
horas depois do DP. (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009)

Além disso, a perda de caseina dietética secundaria ao desmame resulta na
ativacdo de uma populacdo de receptores opioides delta localizados principalmente
no cortex somatossensorial (KITCHEN; LESLIE; KELLY; BARNES; CROOK; HILL;
BORSODI; TOTH; MELCHIORRI; NEGRI, 1995), demonstrando a importancia da
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caseina no desenvolvimento e a participagdo do sistema opioidérgico nas
adaptacdes decorrentes do desmame precoce.

2.5.3 Desenvolvimento neural

Tém sido documentadas diferencas relacionadas ao sexo nos efeitos do
desmame precoce sobre o desenvolvimento do sistema nervoso, principalmente em
camundongos. Em camundongos submetidos ao desmame precoce, os machos
mostram maiores niveis basais de corticosterona nas 8 semanas de vida (KIKUSUI,
NAKAMURA; KAKUMA; MORI, 2006), reducédo no numero de proteinas basicas da
mielina (KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007) e acumulo de galactosilceramida na
amigdala mas ndo no hipocampo nem no cortex pré-frontal na quinta semana de
vida. Junto com isso, observou-se um aumento no niumero de axénios mielinizados,
mas uma diminuicdo no diametro das bainhas de mielina na parte anterior da
amigdala basolateral, o que aponta para uma mielinizacdo precoce (ONO; KIKUSUI,
SASAKI; ICHIKAWA; MORI; MURAKAMI-MUROFUSHI, 2008).

Adicionalmente, o DP tem efeitos sobre a neurogénese hipocampal e a
expressdo de fatores neurotréficos como o BDNF em camundongos. Machos DP
demonstraram menores quantidades de células imunorreativas BrdU no giro
denteado as 3, 5 e 8 semanas de idade, enquanto as fémeas s6 demonstraram essa
queda as 5 semanas. Adicionalmente, os machos DP expressaram menos proteina
BDNF as 3 semanas de idade em relacdo aos camundongos desmamados
normalmente. Esses efeitos mostraram dimorfismo sexual, enquanto que a
marcacdo dupla com BrdU e os marcadores neurais NeuN e Tujl demonstrou uma
neurogénese menor em camundongos DP as 5 semanas de idade em ambos os
sexos. (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009)

2.5.4 Comportamento materno

A quantidade de atencdo materna recebida durante a infancia influi
diretamente sobre o comportamento materno das ratas na idade adulta. O DP
diminui a construcéo de ninhos e a aceitacdo de filhotes adotivos. Em camundongos
fémeas DP ha uma diminui¢cdo no asseio aos filhotes. (KIKUSUI; MORI, 2009) Todos
esses achados demonstram que ratas DP tém uma queda na qualidade e

quantidade do cuidado materno, a qual se replica na geragéo subsequente.
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2.5.5 Diferencgas relacionadas ao sexo nos efeitos do DP

Os efeitos do DP sobre a ansiedade e a resposta ao estresse na vida adulta
nos roedores variam de acordo com o género. Os ratos e camundongos machos sao
mais vulneraveis ao estresse de DP que as fémeas. Em ratos DP se observam
comportamentos ansiosos no labirinto em cruz elevado e respostas autondmicas
mais claramente marcadas em comparacao as fémeas. (KIKUSUI; KIYOKAWA,
MORI, 2007; KIKUSUI; NAKAMURA; KAKUMA; MORI, 2006; ITO; KIKUSUI;
TAKEUCHI; MORI, 2006) Além disso, h& os efeitos dimorficos sobre a neurogénese
hipocampal previamente comentados. Dada esta diferenga relacionada ao sexo,
torna-se importante desvendar o papel que os hormonios sexuais tém sobre essas

diferencas.
2.6 ESTRESSE

O estresse pode ser pensado como a alavanca através da qual os agentes,
internos e externos, podem trazer o caos ao delicado equilibrio do organismo. As
vezes, 0s efeitos que esse caos provoca sdo prontamente resolvidos, mas, como
sera visto ao longo desta revisdo, outras vezes, consequéncias duradouras podem
ser provocadas e, até mesmo, reforcadas pela existéncia de estresse. Isso €
especialmente verdadeiro quando se estad sujeito a estresse durante os primeiros
estagios do desenvolvimento. E nessa janela temporal, quando o organismo esta
estabelecendo e organizando os processos e caminhos que o ajudardo a atingir a
homeostase, que a acdo do estresse em estabeler um sentido alterado de “normal’
atinge o seu apice. Isso é particularmente relevante quando se refere ao
desenvolvimento totalmente complexo do sistema nervoso central e a miriade de
processos comportamentais que ele regula, como o comportamento alimentar. Aqui
fica claro como as condi¢cdes em que ocorre o desenvolvimento podem moldar esses
comportamentos e seus substratos neuroanatdémicos subjacentes.

Como tal, serdo examinados alguns dos mecanismos basicos pelos quais
esse estresse externo pode incidir sobre o funcionamento interno do organismo.
Além disso, serdo abordados alguns modelos animais que o0s pesquisadores
desenvolveram para obter uma melhor compreensao desses processos, com énfase
especial no estresse alimentar.

O endocrinologista Hans Selye definiu o termo "estresse” como um elemento

comum a todas as doencas que causam modificacfes observaveis e mensuraveis
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na estrutura e composicao quimica do corpo (FILGUEIRAS; HIPPERT, 1999). Walter
B. Cannon foi o primeiro a falar sobre o estresse psicolégico ao introduzir o conceito
de “luta ou fuga” (ROM; REZNICK, 2016). O termo estresse evoluiu ao longo dos
anos e, atualmente, o estresse pode ser definido como um estado em que
estressores intrinsecos ou extrinsecos ameagam a homeostase e o corpo responde
com um repertorio fisiolébgico e comportamental complexo para manter ou
restabelecer o equilibrio original do corpo (TSIGOS; KYROU; KASSI; CHROUSOS,
2000).. Essa resposta bioldégica comeca a enviar informacgdes relacionadas ao
agente estressor para 0 as areas cerebrais de todos o0s principais sistemas
sensoriais (YILMAZ; MEISTER, 2013). Entdo, o cérebro recruta os efetores
responsaveis pela geracdo da resposta fisiolégica ao estresse. A resposta imediata
€ neural e realizada pelo Sistema Nervoso Auténomo (SNA). O SNA muda
rapidamente a fisiologia por meio da inervacao dos 6rgaos-alvo (GAO; ZHUANG; LI;
LI; CHEN; WANG; ZHU, 2016). Sua ativagcdo também diminui rapidamente,
resultando em respostas de curta duragdo. A ultima resposta € neuroenddcrina e é
realizada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (eixo HPA). A ativacdo do eixo HPA
aumenta os glicocorticoides circulantes (cortisol em humanos e corticosterona em
ratos) gerando um episodio de secrecdo prolongado e amplificado (ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009).

2.6.1 Estresse navida precoce

Essa resposta ao estresse arriba descrita ocorre em organismos ja
desenvolvidos. Por outro lado, durante o desenvolvimento, essa resposta ao
estresse tem-se algumas peculiaridades e, portanto, essa resposta deve ser
diferenciada pelo termo “estresse no inicio da vida” para indicar que, durante este
periodo de desenvolvimento, as adaptacfes ao agente estressor ocorrem de forma
diferente do adulto. As estruturas anatbmicas do eixo HPA aparecem no inicio do
desenvolvimento; entretanto, a resposta ao estressor € atenuada, por isso esse
periodo é denominado de Stress Hyporesponsive Period (SHRP) (LUPIEN;
MCEWEN; GUNNAR; HEIM, 2009). Em roedores, corresponde as duas primeiras
semanas de vida (LEVINE, 1994). No SHRP, os niveis basais de glicocorticéides
estdo abaixo dos niveis normais e mesmo a exposi¢cdo ao éter, manipulagéo, calor,

choque elétrico, cirurgia ou frio aumenta 0s niveis hormonais discretamente
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(LUPIEN; MCEWEN; GUNNAR; HEIM, 2009). Isso nao significa que no inicio da vida
0 organismo nado seja capaz de experimentar o estresse, mas sim que a resposta €

atenuada.

Os modelos de estresse na infancia incluem tratamentos tdxicos — como
alcool - ou farmacolégicos - como o acido valpréico - administrados a médes durante
a gravidez. Outros modelos incluem estresse psicolégico em mulheres gravidas, por
exemplo, para fazer com que elas se comuniquem, durante a separacdo, com outra
rata que recebeu choques elétricos. A restricdo da alimentacdo € outro tipo de
estressor que resulta na reducdo do crescimento fetal. Além disso, em roedores, a
separacao diaria das méaes e de suas ninhadas por algumas horas durante as duas
primeiras semanas de vida pode ativar o eixo HPA aumentando os niveis de
glicocorticoides (HUOT; PLOTSKY; LENOX; MCNAMARA, 2002) e outros
intermediarios do eixo HPA, como o Horménio Adrenocorticotréfico (ACTH).
(LUPIEN; MCEWEN; GUNNAR; HEIM, 2009). Este modelo é chamado de separacao
materna e tem sido amplamente usado para imitar o estresse da infancia em
humanos, embora em humanos os estressores sejam mais diversos e incluam abuso
emocional, negligéncia emocional, abuso fisico, negligéncia fisica e abuso sexual .
(MURTHY; GOULD, 2018). Finalmente, o desmame precoce resulta num aumento
de células mucosas do pescoco e pepsinogénio C em ratos, evidenciando um
aumento de corticosterona neles. (ZULIAN; HOSOYA; FIGUEIREDO; OGIAS;
OSAKI; GAMA, 2017)

2.6.2 Estresse navida precoce e desordens comportamentais

Em humanos, o estresse no inicio da vida tem sido associado a doencas na
idade adulta. Foi demonstrado que diferentes tipos de abuso - tais como conflitos
sexuais e emocionais - e conflitos familiares estdo associados ao Transtorno De
Depressdo Maior na velhice (SALEH; POTTER; MCQUOID; BOYD; TURNER;
MACFALL; TAYLOR, 2017). Traumas e baixo nivel socioecondmico durante a
infancia previram aumento da ansiedade por volta dos 85 anos de idade
(LAHDEPURO; SAVOLAINEN; LAHTI-PULKKINEN; ERIKSSON; LAHTI,
TUOVINEN; KAJANTIE; PESONEN; HEINONEN; RAIKKONEN, 2019). Um estudo

com adolescentes entre 12 e 15 anos mostrou que o trauma na infancia estava
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associado a disturbios no sono e sua regularidade (poucas horas de sono,
dificuldade para adormecer, pesadelos, etc.) (BADDAM; OLVERA; CANAPARI,
CROWLEY; WILLIAMSON, 2019). Esses achados demonstram que 0 estresse no
inicio da vida tem um papel fundamental no aparecimento e evolucédo de patologias
que envolvem distlrbios comportamentais como manifestagéo clinica.

Os disturbios do comportamento alimentar sdo outra caracteristica associada
ao estresse no inicio da vida. Um estudo com mulheres jovens (10-26 anos) que
experimentaram a perda de um dos pais ou irmaos nos primeiros 10 anos de vida ou
que nasceram de maes que perderam um parente proximo 1 ano antes ou durante a
gravidez, mostrou que este grupo tem um maior risco de bulimia nervosa e bulimia
com anorexia (SU; LIANG; YUAN; OLSEN; CNATTINGIUS; LI, 2016). Em uma
amostra de 36.309 pessoas, todos os tipos de maus-tratos infantis, como castigo
fisico, abuso fisico, abuso sexual, negligéncia emocional, negligéncia fisica e
exposi¢do a violéncia pelo parceiro intimo foram associados & Anorexia Nervosa,
Bulimia Nervosa e Transtorno de Compulséo Alimentar (AFIFI; SAREEN; FORTIER;
TAILLIEU; TURNER; CHEUNG; HENRIKSEN, 2017). Juntos, esses resultados
sugerem que o0S estressores precoces podem ser fatores de risco para o
desenvolvimento de resultados psicoldgicos e de saude ruins mais tarde na vida.

Padrbes de comportamento alimentar alterados também foram demonstrados
em estudos com animais. Roedores estressados pela separacdo materna diaria
durante a lactacdo mostraram um ponto de saciedade mais precoce (DA SILVA,
SOUZA; DOS SANTOS; PINHEIRO; BORBA; DA SILVA; CASTRO; SOUZA, 2014),
maior ingestdo de dieta palatavel (SOUZA; DA SILVA; MATOS; DO AMARAL
ALMEIDA; BELTRAO; SOUZA; CASTRO; SOUZA, 2018), maior preferéncia por
solucdo de sacarose (MICHAELS; HOLTZMAN, 2007) e maior ingestdo de dieta
padrdo apds exposicdo a ciclos alternados de jejum e alimentacdo (RYU; YOO;
KANG; LEE; JAHNG, 2009). Além disso, a separacdo materna altera os circuitos
cerebrais que regulam o comportamento alimentar (SOUZA; DA SILVA; COSTA,
MATOS; FARIAS CAMPINA; DO AMARAL ALMEIDA; DA SILVA; CAVALCANTE;
TAVARES; SOUZA, 2020; SOUZA; DA SILVA; MATOS; DO AMARAL ALMEIDA;
BELTRAO; SOUZA; CASTRO; SOUZA, 2018). Assim, esses estudos demonstram a
associacao entre as experiéncias da infancia e a condi¢cdo de saude mais tarde na
vida, e apontam para o provavel mecanismo pelo qual o estresse no inicio da vida

pode predispor o organismo ao desenvolvimento de disturbios do comportamento
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alimentar, ou seja, modificacdo da funcdo dos circuitos neurais que regulam o
comportamento alimentar. Portanto, no presente trabalho serd investigado a
influéncia de uma condicdo adversa no inicio da vida, a saber, o desmame precoce,
associado a outra experiéncia adversa apos o desmame, a saber, o estresse

alimentar, sobre pardmetros comportamentais em ratas adultas.
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3 HIPOTESE

A exposicdo aguda e cronica ao estresse alimentar aumenta o

comportamento semelhante a ansiedade e promove aumento na ingestdo em

fémeas adultas que foram desmamadas precocemente.
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4 OBJETIVOS
4.5 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicado ao estresse alimentar na infancia e vida adulta sobre
0 comportamento semelhante a ansiedade e parametros do comportamento

alimentar em fémeas adultas que foram desmamadas precocemente.
4.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em ratas adultas, submetidas ou ndo ao desmame precoce, expostas aguda ou

cronicamente ao estresse alimentar na vida adulta, avaliar:

e O peso corporal,

e O comportamento semelhante a ansiedade no labirinto em cruz elevado;
e O consumo de alimento palatavel;

e O consumo de dieta padrao;

e O consumo de agua.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.5 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas albinas da linhagem Wistar em idade reprodutiva com
aproximadamente 200-250 g de peso corporal, provenientes do Biotério de Criacédo
do Departamento de NutricAo da Universidade Federal de Pernambuco. As ratas
foram acasaladas na propor¢cdo de duas fémeas para um macho. A gestacéo foi
confirmada pela verificagcdo da alteracdo de peso corporal. Quando confirmada a
gestacao, as ratas foram transferidas para gaiolas individuais e, durante a gestacao
e lactacdo, receberam dieta padrao de biotério (Labina, Presence ®). Apdés o
nascimento dos filhotes, foi realizado o procedimento de sexagem para a formacéao
das ninhadas com 8 filhotes por mae, com filhotes machos e fémeas, na mesma
proporcdo (4:4) sempre que possivel. Foram utilizadas 2 filhotes fémeas por
ninhada, escolhidas de forma aleatdria para a formacdo dos grupos experimentais.
Durante todo o experimento os animais foram mantidos em condi¢cdes padrdo de
biotério, com temperatura de 22°C(x 1), sob ciclo claro-escuro invertido de 12-12h
(com luzes acesas as 18h) e livre acesso a agua e dieta padrdo do biotério. O
manejo e os cuidados seguiram as recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Federal de Pernambuco, processo
0020/2018.

5.6 DESMAME PRECOCE E FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram delineados de acordo com a presencga ou nao
do desmame precoce. Este consistiu da separacéo precoce entre maes e filhotes, de
forma permanente, a partir do 15° dia pds-natal. Sendo os animais controles
desmamados no 30° dia pods-natal. Os filhotes desmamados precocemente
receberam dieta padréo de biotério triturada até o dia 21 de vida. A partir do 21° dia
de vida, todos os grupos receberam a dieta padrao de biotério em forma de pellets.
Foram, assim, formados os grupos desmame precoce e controle. Apds o desmame,
apenas fémeas foram utilizadas neste estudo. Elas foram agrupadas em gaiolas
separadas com dois animais por gaiola até o inicio dos experimentos, por volta dos
170 dias de vida. Cada subgrupo foi composto de um total de 8 animais. Assim,

foram constituidos os seguintes grupos experimentais:
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o Grupo Controle - desmamado no periodo natural para a espécie (30°
dia pés-natal, n=8);
o Grupo desmamado precocemente — animais desmamados no 15° dia

pos-natal (n=8).

Desenho experimental

‘ Consumo de dieta padrio e de agua em 24h

| I | I A 1 \
7 .: 1 y Y 1 |
Basal Basal  pia1 Dia 2 Dia 7 Dia 8 Dia 14 Dia 15 Dia 21 Dia 22
PND PND PND PND PND PND PND PND PND PND
166 167 168 169 174 175 180 181 186 187
1 - - - » |

3 2 2 I TR I TR T R

p DC cc LB cC LB cc LB cc

Em que:
N: Nascimento
DP: Desmame precoce
DC: Desmame controle
LB: Labirinto
CC: Consumo de Cookie
5.7ESTRESSE ALIMENTAR E CONSUMO DE ALIMENTO PALATAVEL ANTES

E APOS ESTRESSE

Na idade entre 166 e 168 dias de vida, entre 12h00 e 12h20, iniciou-se o
estresse alimentar. Este consistiu da exposic¢ao visual e olfativa do animal a alimento
palatdvel (Cookies de chocolate Bauducco®) por vinte minutos, por 22 dias
consecutivos. O alimento foi envolto em tela galvanizada (15cmx15cm) que néo
permitiu o consumo por parte do animal. Foram realizadas anéalises do consumo em
cinco momentos distintos: o0 basal (sem estresse alimentar), no 2° dia, no 8° dia, no
15° dia e no 22° dia de estresse alimentar. Para o consumo basal, os animais nao
foram expostos ao alimento palatavel envolto na tela galvanizada, apenas puderam
ingeri-lo num periodo de 1h. Nos dias de estresse, apds 0s vinte minutos de
estresse alimentar, os animais tiveram acesso ao Cookie durante o periodo de 1h. A
ingestéo alimentar (g) foi quantificada através da diferenca entre a quota oferecida e
a quota rejeitada. Durante o periodo deste experimento, 0os animais tiveram livre

acesso a agua e dieta padrao.
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5.8PESO CORPORAL

O peso corporal foi avaliado no inicio do experimento e, semanalmente, nos
dias 2, 8, 15 e 22 de estresse alimentar. Foi utilizada balanca digital com
sensibilidade de 0,001g.

5.9 ANSIEDADE EXPERIMENTAL ANTES E APOS ESTRESSE ALIMENTAR

O teste para avaliacdo da ansiedade foi realizado através do modelo do
labirinto em cruz elevado. Este modelo de teste dura 5 minutos e é realizado no
labirinto, o qual é constituido de dois bragos abertos (50 x 10cm) e dois bracos
fechados (50 x10x 40 cm) que se estendem a partir de uma plataforma central
comum (10x10cm), elevados a uma altura de 50 cm a partir do nivel do piso. O
revestimento do piso, das paredes dos bracos e regido central do labirinto € de
material antiderrapante e escuro. Durante o teste, o labirinto foi iluminado com luz
vermelha de baixa voltagem (15 W). Este modelo experimental foi baseado no medo
inato que os roedores tém pelo espaco aberto e elevado, preferindo ficar nos bragos
fechados. A realizacdo do teste consistiu em colocar os animais, individualmente, no
espaco central do aparelho, com a cabeca voltada para o braco aberto oposto ao
avaliador e registrar os dados durante 5 minutos. Foram registrados em protocolo o
tempo de permanéncia e o nimero de entradas em cada um dos quatro bracos. O
registro de cada entrada apenas teve validade a partir do momento em que o animal
encontrou-se com as 4 patas em um dos bracos do labirinto. O tempo de cada
animal foi marcado utilizando-se um cronémetro digital. O tempo de permanéncia na
plataforma central foi dado pela seguinte férmula: TC= TT-(TBF+TBA), onde TC € o
tempo na plataforma central, TT é o tempo total do teste, TBF é o tempo no braco

fechado e TBA é o tempo no bracgo aberto.

Utilizando o labirinto em cruz elevado, a ansiedade experimental foi avaliada
em nivel basal e em resposta ao estresse em guatro momentos distintos do periodo
de 22 dias do estresse alimentar, a saber: no 1° dia, no 7° dia, no 14° dia e no 21°
dia. Apenas nesses dias, apés vinte minutos de estresse alimentar, os animais foram
testados no labirinto em cruz elevado durante 5 minutos. O periodo de testes foi das
12h00 as 15h00.
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5.10 CONSUMO DE DIETA PADRAO APOS ESTRESSE ALIMENTAR

Durante os 22 dias de estresse alimentar, o consumo de dieta padréo (racao
Presence Ratos e Camundongos Extrusado) foi mensurado a cada 24h. Foram
ofertados 50g de dieta padrdo apds o periodo de 20 minutos do estresse alimentar
e, apos 24h, o rejeito foi pesado. Esse procedimento foi repetido até o final do
periodo de estresse alimentar, ou seja, até o 22° dia. A ingestdo alimentar (g) foi

guantificada através da diferenca entre a quota oferecida e a quota rejeitada.
5.11 CONSUMO DE AGUA APOS ESTRESSE ALIMENTAR

Durante os 22 dias de estresse alimentar, o consumo de agua foi mensurado
a cada 24h. Foram ofertadas garrafas cheias de agua com o peso de
aproximadamente 900g. A garrafa foi pesada apés o periodo de 20 minutos do
estresse alimentar e, ap0s 24h, a garrafa foi pesada novamente. Esse procedimento
foi repetido até o final do periodo de estresse alimentar, ou seja, até o 22° dia. O
consumo de agua foi quantificado através da diferenca entre a quota oferecida e a

guota rejeitada em gramas de peso da garrafa.
5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os Dados foram apresentados como média e desvio padrédo. Foram utilizadas
a analise de variancia ANOVA Two-Way e o Teste t. Em todas as avaliacdes, o nivel
de significancia adotado foi p < 0,05. Todos os dados foram analisados usando o
software GraphPad Prism 5, versao 5 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA).
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6 RESULTADOS

6.5 PESO CORPORAL

N&do houve diferenca entre 0s pesos corporais do grupo controle e

desmamados nas idades avaliadas (Figura 1).

3001
T T T T T 1 Controles
S El Desmamadas
I 2004
o
=
@)
o
9 100+
j<8)
a
0

Basal Dia2 Dia8 Dials Dia22

Figura 1. Efeito do desmame precoce associado ao estresse crénico sobre o peso
corporal em ratas adultas. O peso corporal foi obtido com animais entre 166-168
dias de vida (analise basal) e nos dias 2 (169-171 dias de vida), 8 (175-177 dias
de vida) 15 (182-184 dias de vida) e 22 (188-190 dias de vida) de estresse
alimentar. ANOVA Two-Way. Pos- teste de Bonferroni. n=8. Dados expressos em

média = DP.

Dia Control DP p-valor

Basal 261,6 +19,2 2436+ p>0,05
17,4

Dia2 262,7+19,9 2436+ p>0,05
15,7

Dia 8 255,9+19,7 246,7 + p>0,05
18,2

Dia 15 260+19,1 2475+ p>0,05
154

Dia 22 261,9+18,2 252+19 p>0,05

Tabela 1. Peso médio (g) e desvio padréo das ratas de acordo aos dias de avaliagdo
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6.6 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

N&o houve diferencas entre o tempo de permanéncia em cada um dos bracos
aberto ou fechados, entre o grupo controle e desmamado. No entanto, a analise do
tempo de permanéncia na plataforma central do labirinto mostrou que os animais
desmamados permanecem mais tempo no centro no dia da andlise basal, sem a
exposicdo ao estresse alimentar (Controle: 25,5 £ 12,7 vs Desmamadas: 47,9 £
22,4, p<0,05) (Figura 2A).

Figura 2 - Efeito do desmame precoce associado ao estresse crénico sobre o tempo de permanéncia
na plataforma central do labirinto em cruz elevado. Os dados foram obtidos com animais entre 166-
168 dias de vida (analise basal, Figura 2A) e nos dias 1 (168-170 dias de vida, Figura 2B), 7 (174-176

dias de vida, Figura 2C), 14 (181-183 dias de vida, Figura 2D) e 21 (187-189 dias vida, Figura 2E) de
estresse alimentar. Test t. n=8. Dados expressos em média + DP. *p<0,05
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Fonte: o autor(2021)

A analise entre os diferentes dias demonstrou que o grupo controle aumentou
o tempo de permanéncia no braco aberto no dia 7 quando comparado a analise
basal (Basal: 36,5 £ 15,5 vs Dia 7: 79,2 £ 38,0, p<0,05) (Figura 3A). Nao houveram
diferencas entre o numero de entradas em cada um dos quatro bracos entre o grupo

controle e desmamado nos outros dias (Figura 3 C e 3D).
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Figura 3 - Efeito do desmame precoce associado ao estresse cronico sobre o tempo
de permanéncia nos bracos abertos e fechados (Figura 3A e 3B respectivamente) e
namero de entradas nos bracos abertos e fechados (Figura 3C e 3D
respectivamente) do labirinto em cruz elevado. Os dados foram obtidos com animais
entre 166-168 dias de vida (andlise basal) e nos dias 1 (168-170 dias de vida), 7
(174-176 dias de vida), 14 (181-183 dias de vida) e 21 (187-189 dias vida) de
estresse alimentar. Two-Way ANOVA. Pds-teste de Bonferroni. n=8. Dados
expressos em média + DP. *p<0,05 vs Basal.
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Tabela 2 - Tempo de permanéncia nos bracos abertos medio (seg) e desvio padréo das

ratas de acordo aos dias de avaliacéo

Dia Control DP p-valor
Basal 36,5+155 51,9+344 p>0,05
Dia 1 50,4+253 471+34 p>0,05
Dia 7 79,2+38 8341+445 p>0,05
Dia 14 736+44,1 779+48 p>0,05

Dia 21 68 + 62,8 91,7+48.3 p>0,05



45

Tabela 3 - Tempo de permanéncia nos bracgos fechados médio (seg) e desvio padrao das

ratas de acordo aos dias de avaliacéo

Dia Control DP p-valor
Basal 238+19,3 200,2 +56,3 p>0,05
Dia1l 215,7+61,8 207,5+ 48,6 p>0,05
Dia 7 184,1+48,7 1741+72,2 p>0,05

Dia 14 194,9+51 177 £ 64,7 p>0,05
Dia 21 196,5+70 167 £ 69,5 p>0,05

Fonte: o autor(2021)
6.7 CONSUMO DE ALIMENTO PALATAVEL

A andlise do consumo de cookies de chocolate (Bauducco®) demonstrou
aumento da consumo no grupo desmamado apOs estresse alimentar no dia 2
(Controles: 3,4 + 1,5 vs Desmamadas: 1,8 = 1,3, p<0,05) (Figura 4B). N&do houve
diferencas no consumo entre 0s grupos na analise basal, nem nos dias 8, 15 ou 22

de estresse alimentar.

Figura 4 - Efeito do desmame precoce associado ao estresse crbnico sobre o
consumo de cookies de chocolate (Bauducco®). Os dados foram obtidos com
animais entre 166-168 dias de vida (analise basal) e nos dias 2 (169-171 dias de
vida), 8 (175-177 dias de vida) 15 (182-184 dias de vida) e 22 (188-190 dias de vida)
de estresse alimentar. Teste t. n=8. Dados expressos em média + DP. *p<0,05 vs
controles.
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Tabela 4 - Ingestéo total de cookies de chocolate média (g) e desvio padrao das
ratas de acordo aos dias de avaliacéo

Dia Control DP p-valor
Basal 24+09 14+11 p>0,05
Dia 8 33%2 25+12 p>0,05
Dia 15 32+16 23+14 p>0,05
Dia 22 44+19 35+14 p>0,05

Fonte: o autor(2021)

6.8 CONSUMO DE DIETA PADRAO

N&o houve diferenca no consumo de dieta padréo entre 0os grupos controle e
desmamado em nenhum dos dias avaliados. A andlise ao longo dos dias, no
entanto, demonstrou que, em ambos 0s grupos, houve a repeticdo de um padréo de
2 dias com as menores ingestdes seguidos por 5 dias com as maiores ingestdes na

segunda e terceira semanas dos 22 dias de estresse alimentar.

Figura 5 - Efeito do desmame precoce associado ao estresse crbnico sobre o
consumo de dieta padrdo. Os dados foram obtidos entre os dias 2 e 22 de estresse
alimentar a cada 24h. Two-way ANOVA. Poés-teste de Bonferroni. n=8. Dados
expressos em média + DP. *Indicam os pontos em que ambos 0s grupos
apresentaram valores estatisticamente menores comparados aos valores maiores.
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6.9 CONSUMO DE AGUA

N&do houve diferenca no consumo de agua entre 0s grupos controle e
desmamado em nenhum dos dias avaliados. A andlise ao longo dos dias, no
entanto, demonstrou a ocorréncia de um pico de ingestdo a cada 7 dias durante os
22 dias estresse alimentar em ambos os grupos, controle e desmamado. 1 g =1 ml
Figura 6 - Efeito do desmame precoce associado ao estresse crbnico sobre o
consumo de agua. Os dados foram obtidos entre os dias 2 e 7 de estresse alimentar
a cada 24h. Two-way ANOVA. Pés-teste de Bonferroni. n=8. Dados expressos em

média = DP. *Indicam os pontos em que ambos 0S grupos apresentaram valores
estatisticamente maiores comparados aos valores menores, ou seja, indicam picos.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os padrbes alimentares e ansiosos de ratas
Wistar fémeas que foram desmamadas precocemente. Quando comparadas a
fémeas controle, ndo apresentaram diferencas no peso corporal. No teste do
labirinto em cruz elevado foi observado um maior tempo de permanéncia na
plataforma central em ratas desmamadas precocemente, apenas apds a avaliacao
basal. Quanto ao consumo de alimento palatavel, o desmame precoce reduziu o
consumo apoés o estresse agudo, no dia 2. Quanto ao consumo de dieta padréao e de
agua, ndo houve efeito relacionado ao desmame precoce.

O desmame precoce (DP) é um procedimento que permite avaliar o efeito da
auséncia do leite materno na dieta, e do cuidado materno, durante um momento
critico do desenvolvimento do mamifero, o periodo neonatal. Nos ratos machos, o
DP inicialmente resulta em perda de peso no periodo neonatal mas esse resultado
se reverte na idade adulta (LIMA; MOURA; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS;
OLIVEIRA; LISBOA, 2011). Esse efeito aumento de peso na vida adulta é
parcialmente mediado pela programacdo metabdlica da leptina, com niveis baixos
na infancia que condicionam uma resisténcia a leptina na vida adulta (LIMA;
MOURA,; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA; LISBOA, 2011). A leptina
age sobre uma variedade de estruturas neuroanatdomicas, entre elas o nucleo
arqueado do hipotalamo, onde inibe neurénios NPY/AgRp/GABA mediante a
ativacdo de canais de potassio ATP-sensiveis (BAQUERO; SOLIS; LINDSLEY;
KIRIGITI; SMITH; COWLEY; ZELTSER; GROVE, 2014).

As acBes do estrégeno 2 podem estar envolvidas nas diferencas dos resultados em
fémeas obtidos neste estudo quando comparados aos estudos similares feitos em machos.
Em ratos machos submetidos a DP tem sido demonstrado um aumento de peso corporal na
idade adulta (LIMA; MOURA; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA; LISBOA,
2011), somado a resisténcia a e niveis elevados de leptina (LIMA; MOURA,; PASSOS;
NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA; LISBOA, 2011). Curiosamente, ao serem submetidos
ao DP em conjunto com 0 estresse alimentar, eles ndo mostram esse aumento mesmo
demonstrando uma ingestdo aumentada de dieta padréo e de dieta palatavel (TAVARES;
DO AMARAL ALMEIDA; SOUZA; FARIAS; SOUZA; ANDRADE SILVA; LAGRANHA,
KAEFFER; SOUZA, 2020).
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Os estrégenos sdo um fator critico para o controle do peso corporal. Tudo indica que a
ingestéo alimentar é controlada ciclicamente e correlacionada com os niveis de estrdgeno
(TARTTELIN; GORSKI, 1973; TARTTELIN, 1968). Nos estudos com fémeas desmamadas
precocemente tem se observado um aumento no peso corporal em ratas adolescentes
(TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ; DA SILVA; LAGRANHA; DO NASCIMENTO,;
SOUZA, 2020), o que ndo aconteceu no presente estudo. Isso é possivelmente explicado
pelos niveis séricos de estrogénios de acordo com a idade da rata, 0s quais S&o menores em
ratas jovens (STEGER; PELUSO, 1982). Sabe-se que o menor nivel de estrogeno circulante
promove um maior peso corporal, como tem sido demostrado em ratas ovariectomizadas
(ASARIAN; GEARY, 2002; WALLEN; BELANGER; WITTNICH, 2001). Sao classicos 0s
estudos que relatam o tratamento com estrogeno em fémeas ovariectomizadas,
promovendo reducédo do peso corporal e do consumo alimentar (WADE, 1975). Pode ser
gue, no presente estudo, a auséncia de mudanca de peso tenha se correlacionado com uma
auséncia de mudanca no consumo de dieta padrédo, o qual também é influenciado pelos
niveis desse hormoénio. O estrégeno é importante mediador do balango energético,
diminuindo o consumo alimentar e aumentando o gasto energético (ECKEL; LANGHANS;
KAHLER; CAMPFIELD; SMITH; GEARY, 1998). Como o0 desmame precoce promove ganho
de peso em animais machos e nédo foi efetivo em prover esse aumento em fémeas, sugere-
se que,devido a acéo do estrogeno na reducéo do peso corporal, , esse mesmo hormonio
ndo possibilitou 0 ganho de peso observado em animais machos desmamados
precocemente, por agir de forma antagbnica nesse parametro. Vale salientar que, além dos
efeitos sobre o consumo energético, o estrogeno também estimula a termogénese do tecido
adiposo marrom mediante a sua agdo no receptor ERa (MARTINEZ DE MORENTIN;
GONZALEZ-GARCIA; MARTINS; LAGE; FERNANDEZ-MALLO; MARTINEZ-SANCHEZ;
RUIZ-PINO; LIU; MORGAN; PINILLA; GALLEGO; SAHA; KALSBEEK; FLIERS;
BISSCHOP; DIEGUEZ; NOGUEIRAS; RAHMOUNI; TENA-SEMPERE; LOPEZ, 2014).

O consumo de dieta padrdo nao foi diferente entre fémeas controle e
desmamadas. Porém, é observado em machos um aumento importante no consumo
de dieta padrédo, particularmente durante no ciclo escuro (TAVARES; ALMEIDA;
SOUZA; BRAZ; DA SILVA; LAGRANHA; DO NASCIMENTO; SOUZA, 2020). Assim,
percebe-se, novamente, um comportamento oposto nas fémeas e €, justamente,
durante o periodo escuro do ciclo circadiano, que elas reduzem o tamanho da
refeicdo quando estdo no estro (TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ; DA SILVA,
LAGRANHA; DO NASCIMENTO; SOUZA, 2020), uma fase precedida por um pico
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nos niveis de estrogénios circulantes. Fémeas tém demonstrado um forte
comportamento ritmico durante o ciclo ovariano (TARTTELIN; GORSKI, 1973). A
reducdo alimentar durante o estro envolve alteracdes ciclicas na neurobiologia do
controle do tamanho da refeicdo (TARTTELIN; GORSKI, 1973). Aléem disso, foi
comprovado que ratas apresentam baixa eficiéncia calérica (WADE, 1975). No caso
das ratas fémeas tem se evidenciado uma interacdo entre leptina e estrogénios,
onde ratas ovariectomizadas mostram niveis elevados de leptina, junto com um peso
corporal elevado (CHU; CHOU; LIU; CHEN; SHYU; CHOU, 1999). A leptina é um
hormonio anorexigénico. Entre os estrogénios, o E2 tem muitas evidéncias de seus
efeitos sobre a alimentacdo com um efeito semelhante. (RIVERA; STINCIC, 2018).
No controle homeostatico do comportamento alimentar, o E2 tem um efeito
anorexigeno ténico (DREWETT, 1973) e fasico (ECKEL, 2000). O primeiro se
evidencia em ratas sem 0s ovarios, a principal fonte de estrogénios em fémeas, as
quais subsequentemente mostram uma ingestdo aumentada (DREWETT, 1973). A
inibicdo fasica se evidencia nas flutuacdes da ingestdo ao longo do ciclo estral.
(ECKEL, 2000) . Com reducao do consumo alimentar no estro, particularmente, ha
uma reducdo no tamanho da refeicdo. Essa acdo anorexigena do estrégeno sobre o
comportamento alimentar € atribuida a acdo desse horménio sobre receptores de
estrégeno no hipotdlamo e NTS (RIVERA; STINCIC, 2018). A injecdo de E2 no
ndcleo arqueado do hipotalamo atua inibindo diretamente neurénios NPY/AgRP, que
sdo orexigénicos. Isso resulta em reducbes da ingestdo alimentar e do peso
corporal, bem como aumento na atividade fisica (AHDIEH; WADE, 1982). Essa acao
€ mediada pelo receptor ERa, que age mediante sinalizacdo nuclear (GRUBER,;
GRUBER; GRUBER; WIESER; HUBER, 2004) e, adicionalmente, por sinalizacéo
membranal em camundongos e cobaias (QIU; BOSCH; TOBIAS; KRUST; GRAHAM,;
MURPHY; KORACH; CHAMBON; SCANLAN; R@NNEKLEIV; KELLY, 2006).
Portanto, a nao alteragdo na ingestdo alimentar de ratas desmamadas
precocemente quando comparadas aos controles pode ser devido a uma acéo do
estrogénio. Além disso, as variacdes ciclicas observadas na ingestdo de dieta
padrdo em ambos o0s grupos, podem estar associadas as variagdes do
comportamento ritmico hormonal durante o ciclo ovariano. De fato, no presente
estudo, ndo foi possivel dosar os niveis desse hormdnio para poder associa-lo
categoricamente as alteragcbes na ingestdo. No entanto, estudos publicados que

demonstram essa associacao possibilitam essa sugestéo.
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Sabe-se que estrogénios reduzem o consumo alimentar, porém nao é claro
ainda qual é o efeito dos estrogenos na recompensa derivada do alimento,
especificamente nas propriedades motivacionais do alimento. Foi observado, que
em ratos machos desmamados precocemente ha aumento do consumo de dieta
palatdvel (TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ; DA SILVA; LAGRANHA; DO
NASCIMENTO; SOUZA, 2020). Eles apresentam niveis maiores de receptores
dopaminérgicos e serotoninérgicos associados ao maior consumo de dieta palatavel
(TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ; DA SILVA; LAGRANHA; DO NASCIMENTO;
SOUZA, 2020). Neste estudo, ndo foram observadas alteragbes no consumo de
fémeas em relacdo aos tipos de dieta oferecidas, padréo ou palatavel. Sabe-se que
ratas sdo mais motivadas a trabalhar por cocaina durante a fase de estro comparado
as outras fases do ciclo (CARROLL; MORGAN; LYNCH; CAMPBELL; DESS, 2002;
ROBERTS; BENNETT; VICKERS, 1989). Ademais, a circuitaria encefalica da
motivacdo alimentar é sobreposta aquela da adiccao por drogas (VOLKOW; WANG;
BALER, 2011), podendo levar a sugestdo errbnea de que, nessa fase, as fémeas
também poderiam estar mais motivadas por uma recompensa alimentar. Porém, é
provavel que os mecanismos de recompensa a drogas e ao alimento sejam
diferenciados em fémeas (RIVERA; STINCIC, 2018). Isso ocorreria porque 0
consumo de dieta palatavel em fémeas se deve mais ao valor calorico elevado do
alimento do que ao fator palatavel (GALEA, 2001). Estrégenos reduzem o0 consumo
alimentar (ASARIAN; GEARY, 2013), e o uso de drogas de abuso aumentam o0s
estrogenos (BECKER; HU, 2008). Foi observado que a recompensa alimentar varia
ao longo do ciclo estral, com menor comportamento de motivacdo alimentar
registrado na fase de estro (RICHARD; LOPEZ-FERRERAS; ANDERBERG:;
OLANDERSSON; SKIBICKA, 2017). No mesmo experimento foi visto que a remocéao
dos ovéarios aumenta o comportamento motivado por comida. Também foi
demonstrado que os estrogénios atuam diretamente em circuitos mesolimbicos de
que reduzem a recompensa alimentar, uma vez que microinje¢fes especificas de
estradiol na VTA reduziram o comportamento de recompensa alimentar (RICHARD;
LOPEZ-FERRERAS; ANDERBERG; OLANDERSSON; SKIBICKA, 2017). Foi
observado que em ratas, o E2 reduz a motivacédo por sacarose (RICHARD; LOPEZ-
FERRERAS; ANDERBERG; OLANDERSSON; SKIBICKA, 2017) e nao aumenta o
efeito de recompensas alimentares (MARTINEZ; GROSS; HIMMLER; EMMITT,
PETERSON; ZLEBNIK; FOSTER OLIVE; CARROLL; MEISEL; MERMELSTEIN,
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2016). Isso € mediado por um mecanismo dependente de mGIuR5 que aumenta a
motivagdo pela cocaina mas néo pela sacarose. (MARTINEZ; GROSS; HIMMLER;
EMMITT; PETERSON; ZLEBNIK; FOSTER OLIVE; CARROLL; MEISEL;
MERMELSTEIN, 2016) . Além disso, estudo comprova que as orexinas atuam de
forma diferente em machos e fémeas na busca da sacarose (CASON; ASTON-
JONES, 2014). O desmame precoce ndo tem efeito sobre os niveis de estrégeno,
exceto quando é induzido mediante bromocriptina (PIETROBON; BERTASSO;
SILVA; PEIXOTO-SILVA; OLIVEIRA; MOURA,; LISBOA, 2020). A partir disto, pode-
se conjeturar que a presenca do E2 confere um efeito protetor contra o estresse
alimentar agudo sobre a ingestdo de alimento palatavel, evidenciado, no presente
estudo, pela reducédo no consumo no dia 2 de estresse alimentar (estresse agudo).
Adicionalmente, o menor consumo de dieta palatavel dos ratos DP no dia 2
poderia ser explicado por niveis mais altos de ansiedade. Até o presente momento,
alguns estudos tém demostrado aumento de comportamentos ansiosos em roedores
submetidos a DP (KANARI; KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2005; SHIMOZURU,;
KODAMA; IWASA; KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2007). Assim, poderia se
conjecturar que essa diferenca de consumo poderia ser devido a uma manifestacao
de ansiedade frente um estimulo ndo familiar, o labirinto, no grupo dos ratos DP.
Isso seria consistente com o que tem sido demonstrado no teste Novelty Supressed
Feeding, o qual mensura a laténcia ao consumo dum alimento num ambiente, ou
nesse caso, estimulo, ndo familiar (CAMPOS; FOGACA; AGUIAR; GUIMARAES,
2013). Avaliar o efeito dum agente ansiolitico nesse comportamento poderia ajudar a
esclarecer essa possibilidade. No entanto, no presente estudo nao foi evidenciada
diferenca nos resultados do labirinto em cruz elevado e também n&o houve diferenca

no consumo de dieta padrdo como efeito do desmame precoce.

De fato, neste estudo, ndo houve diferengcas no tempo de permanéncia nos bracos
abertos entre os dois grupos durante o teste do labirinto em cruz elevado. Esses
resultados séo consistentes com resultados de estudos anteriores feitos com ratos
DP, em que os ratos machos permaneceram menos tempo no brago aberto e
entraram menos nele, mas ndo houve diferenga nem no tempo de permanéncia nem
no numero de entradas no caso das ratas fémeas (ITO; KIKUSUI; TAKEUCHI,
MORI, 2006), sugerindo que o dimorfismo sexual € o responsavel pelas diferencas

entre os resultados do presente estudo, em fémeas, e 0 que foi demonstrado em
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estudos anteriores com machos. Em estudos com camundongos fémeas
ovariectomizadas, doses de E2 tiveram um efeito ansiolitico, aumentando a
permanéncia em bracos abertos durante a prova do labirinto em cruz elevado
(KASTENBERGER; LUTSCH; SCHWARZER, 2012). Com base nisso, pode-se
conjeturar que esses resultados sdo produto duma acéo ansiolitica dos estrogénios,
principalmente do E2. Essas ac¢des do E2 variam de acordo com o receptor que ele
ativa. Por exemplo, estudos em camundongos knockout tém observado que o
receptor ERa regula efeitos ansiogénicos do horménio, enquanto que knockouts e
agonistas do ERB, como o diarilpropionitriio e o WAY-200070, aumentam oS
sintomas ansiosos em provas como o labirinto em cruz elevado, tanto em ratos como
em camundongos. Adicionalmente, o receptor de membrana GPR30 esta envolvido
na resposta ao estresse, ja que demostra maior imunorreatividade na amigdala
basolateral em camundongos ovariectomizadas submetidas a estresse, com uma
diminuicdo no tempo de permanéncia nos bragos abertos da prova do labirinto
(BORROW,; HANDA, 2017). Portanto, considerando os efeitos protetores do
estrogénio sobre os niveis de ansiedade, € possivel que a auséncia de diferencas no
presente estudo, ou seja, a auséncia de efeito ansiogénico do DP, seja um aspecto
peculiar as fémeas, uma vez que, em machos, tem sido demonstrado maior
ansiedade em animais desmamados precocemente. Curiosamente, um maior tempo
de permanéncia na area central do labirinto foi observado em ratas DP durante a
prova basal. Este resultado poderia apontar para mudancas em variaveis
comportamentais desconhecidas relacionadas ao DP. Até o momento, tem se
correlacionado o tempo de permanéncia nessa area com uma maior impulsividade
durante uma tarefa de condicionamento operante. (RICO; HURTADO-PARRADO;
VASQUEZ-SEPULVEDA; FONSECA; CARDONA, 2017). Assim, fica em aberto para
avaliacdes posteriores se 0 maior tempo de permanéncia na plataforma central
observado no presente estudo, indica que essas fémeas sdo mais impulsivas numa
tarefa de condicionamento operante.

Quanto ao consumo de agua, sabe-se que esse consumo nas ratas € prandial, sendo
70-85% das ingestdes espontaneas relacionadas a alimentagcédo (FITZSIMONS; LE
MAGNEN, 1969). Este poderia ser o motivo do porqué ndo houve mudancas na ingestao de
agua, ja que no presente experimento, o padrdo de consumo de agua observado nas ratas
seguiu de perto o padrdo de consumo alimentar delas. Mesmo assim, 0 E2 também esta

envolvido na regulacéo desse comportamento. Ele tem um efeito anti-dipsogénico, embora
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esse efeito parece ser mediado por diferencas organizacionais dimorficas entre machos e
fémeas, uma vez que injecbes do hormonio em ratos machos ndo tem o mesmo efeito. As
estruturas que mediam esse efeito se aglomeram principalmente no hipotalamo. Elas
incluem o Orgdo Subfornical, o Hipotdlamo Lateral, o Nucleo Paraventricular e o Nucleo
Predptico Mediano (SHUGHRUE; LANE; MERCHENTHALER, 1997). Mesmo que o
consumo de agua em ratas seja prandial, o efeito anti-dipsogénico do E2 se da ainda que
ndo haja uma reducdo da ingestdo alimentar. Injecbes centrais do hormdnio tém como
resultado a diminuicdo da ingesta de agua em ratos, especialmente injecdes no hipotalamo
lateral (SUZUKI; KOHNO; SAKURADA; TADANO; KISARA, 1982), enquanto que a sua
administracdo subcuténea crbnica aumenta a ingesta de dgua (CHOI; HARTZELL,; AZAIN;
BAILE, 2002). Portanto, a auséncia de efeito do desmame precoce sobre a ingestdo de
agua, observada no presente estudo, pode estar associada a auséncia de efeito sobre o
consumo alimentar. Como o consumo de &gua acompanha o consumo alimentar, ndo
havendo alteracdo neste, também ndo haveria naquele. Contudo, o efeito inibidor sobre a
ingestdo liquida exercido pelo horménio estrogénio ndo pode ser descartado completamente
e estaria associado a variacao ciclica da ingestdo de agua. Além disso, e de considerar a
acao de outros horménios sobre a ingestdo de agua, como no caso da grelina, que inibe a
ingesta de agua em condicdes dipsogénicas como serem a injecdo central de Angll ou
administracao de solucéo salina hiperténica (MIETLICKI; NOWAK; DANIELS, 2009).
Portanto, este estudo demonstra 0 que aparenta ser um efeito protetor dos
horménios gonadais sobre o comportamento alimentar desregulado e sintomas de
ansiedade em ratas fémeas apO0s serem submetidas ao Desmame Precoce e
estresse alimentar. Mesmo que os resultados sejam consistentes com a literatura,
parecem ser contraditérios com a maior incidéncia de transtornos alimentares e
ansiosos nas mulheres. Os resultados deste estudo indicam a importancia de se
continuar estudando a interacdo entre o desmame precoce, dietas e estados
hormonais. O uso de ovariectomizacdo, antagonistas de receptores estrogénicos
especificos em diversas idades e de ansioliticos poderiam ajudar a desvendar a
complexidade dessas interacbes e descobrir possiveis intervencdes dietéticas e
tratamentos farmacoldgicos para tratarem os diversos transtornos que resultam do
desequilibrio entre essas variaveis. E claro que os estudos de comportamento

alimentar feitos em ratas fémeas séo de vital importancia para esse propésito.
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8 CONCLUSAO

O desmame precoce nao resultou num aumento no consumo de alimento
padrdo ou palatavel em ratas fémeas submetidas a estresse alimentar agudo.
Também ndo resultou numa diminuicdo no tempo de permanéncia nos bracos
abertos do labirinto em cruz elevado. Todos esses resultados séo diferentes aos
resultados obtidos em ratos machos. Assim, podemos conjeturar um possivel papel
do E2 como ansiolitico e anorexigeno em ratas fémeas submetidas a desmame

precoce.
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Abstract: Maternal lactation proves crucial for mammals” nutrition during their
early development, influencing the development of adult physiological
mechanisms. Its premature termination has been associated with several
disorders, but these have been primarily documented in males, when they are
most prevalent in women. Therefore, we submitted adult female Wistar rats to
EW through maternal separation at age 15 days to acute alimentary stress in the
form of visual and olfactory exposition to a cafeteria diet sans consumption for
22 days. We measured standard diet intake and water intake daily and cafeteria
diet intake every 7 days. Additionally, we evaluated anxiety using the EPM and
measured body weight in similar intervals. Results showed less consumption of
cafeteria diet among EW rats on day 2, more time spent in the maze’s central
area by the EW rats during the basal evaluation and in the maze’s open arms by
control rats on day 7 when compared to the same group’s basal time. No other
significant differences were found. These results show the importance of
determining the impact that female steroidal gonadal hormones like E2 have
upon feeding behavior and anxiety and determining to what degree these
parameters are determined by hormonal action.

Keywords: weaning; feeding behavior; female; rats, wistar;

1. Introduction

Knowledge of breastfeeding’s importance has evolved considerably
over the last few decades. Initially dismissed as a physiological
mechanism rendered irrelevant by worldwide advances in food
production sanitation and industrialization (1984), this attitude changed
considerably once scientific insights revealed how much influence
breastfeeding has in modulating mechanisms both physiological
(GIUGLIANIL;, HORTA; LORET DE MOLA; LISBOA; VICTORA, 2015)
and otherwise (BOWATTE; THAM; ALLEN; TAN; LAU; DAL LODGE,
2015). Breastfeeding, or the lack thereof, can influence human
physiology to such a degree that infant mortality rates directly correlate
with its administration. (SANKAR; SINHA; CHOWDHURY;
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BHANDARI;, TANEJA; MARTINES; BAHL, 2015). Some of the
mechanisms involved are those that regulate intake and food preference,
with this particular pairing having important implications for adult life.
(VENTURA, 2017; KANARI; KIKUSUL; TAKEUCHI;, MORI, 2005). As
such, there is great interest in parsing out whether breastfeeding has an
influence over other behaviors that affect reward seeking.

One such behavior is anxious behavior. It is one of the most
prevalent mental disorders during childhood and it can have a
significant impact on a child’s functioning. [7] It is a dysfunction in an
organism’s stress reactivity that is in part mediated by the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis. Both early life stress [8] and early weaning [9]
(EW) are directly correlated with anxious-like behavior in rats.
Furthermore, early life adverse conditions in rats have a direct effect on
food preference [10] and food intake [11] while enhanced maternal care
with increased suckling reduces anxious behavior [12]. This posits the
question of how much of this effect is due to early or insufficient
weaning.

Both anxious disorders and obesity are more prevalent in women than in
men. It is possible that steroidal gonadal hormones play a role in this
discrepancy. However, female steroidal hormones’ effects on both type
of behaviors is paradoxical, with 173-Estradiol (E2 for short)
administration having anxiolytic effects and reducing food intake in
ovariectomized rats. Furthermore, female animals are oftentimes
excluded from studies to eliminate the confounding effect that hormonal
differences have. Therefore, there is a great need to research the
interactions between environmental and nutritional stressors such as EW
and their effects on a female population. As such, we set out to
determine the effects of EW and an acute alimentary stressor on the
feeding behavior of female Wistar rats, along with testing to see if there
is an increase in their anxious behaviors.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

This study was a prospective, randomized, controlled and blinded
animal model study based on the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and the Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments (ARRIVE) guidelines [31].

2.2. Animals and Experimental Protocol
2.2.1. Animals

Albino Wistar rats in reproductive age with approximately 200-250
g of weight were used. They were provided by the Breeding Farm of the
Department of Nutrition of the Federal University of Pernambuco. Rats
were paired in the ratio of two females for each male. Gestation was
confirmed through weight change verification. Once gestation was
confirmed, rats were transferred to individual cages and received
standard vivarium diet (Labina, Presence ®). After the pups’ birth,
sexing was undertaken with the goal of forming litters of 8 pups per
mother, with male and female pups being distributed per the same ratio
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(4:4) whenever possible. 2 female pups per litter were randomly picked
to form the experimental groups, each of which was comprised of 8 rats.
During the entire experiment, the animals were kept in standard
vivarium conditions, at a 22°C(+ 1) temperature, under na inverted 12 h
light-dark cycle sob ciclo claro-escuro invertido de 12h (lights on at 18h)
and food and water ad libitum. Care and management were undertaken
following the recommendations of the Brasilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and were approved by the ethics comittee on
animal experimentation of the Federal University of Pernambuco (UFPE)
under the license number 0020/2018 on 07/04/2018.

2.2.2. Early weaning and experimental groups

Experimental groups were determined according to whether the
animals were weaned early or not. Early weaning consisted in the early
separation of pups from their mothers in a permanent basis starting
from the 15th post-natal day, with control animals being weaned on the
30th post-natal day. Early weaned pups received shredded standard
vivarium diet until 21 days of age. From the 21th day of age onwards all
groups received standard vivarium diet. Early weaned and control
groups were thus formed. After weaning, only females were used in this
study. They were grouped in pairs in separate cages until experiments
began around their 170 days of age. Each subgroup was composed of a
total of 8 animals. Therefore, the following experimental groups were
made:

¢ Control Group — weaned on a period natural for its species (30° post-
natal day, n=8);

¢ Early Weaning Group — weaned on the 15° post-natal day (n=8).
2.3. Clinical Analyses

23.1 Alimentary stress and cafeteria diet intake before and after
stress

Alimentary stress started between 166-168 days of age, between 12h
and 12h20. It consisted of visual and olfatory exposition to cafeteria diet
(Bauduco® chocolate cookies) for twenty minutes, during 22 consecutive
days. The food was wrapped in galvanic mesh (15cmx15cm) that kept
animals from consuming it. Intake measurements were carried out
during 5 different moments: basal (sans alimentary stress) and on the
2nd, 8th, 15th and 22nd days of alimentary stress. During basal intake
measurement, animals weren’t exposed previously to cafeteria food
wrapped in galvanic mesh; they had 1 hour of free access to it. During
stress days, animals had access to the cookie during 1 hour after 20
minutes of alimentary stress. Food intake (g) was quantified through the
difference between the amount offered and the remaining amount.
During this experiment, animals had free access to water.

2.3.2 Body weight

Body weight was evaluated at the start of the experiment and after
that, on a weekly basis, on days 2, 8, 15 and 22 of alimentary stress. A
digital weighing balance with a sensibility of 0,001g was used.
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2.3.3. Experimental anxiety before and after alimentary stress

Anxiety assessment was carried out using the elevated plus maze
model. This test model lasts for 5 minutes and is carried out inside a
maze which consists of two open arms (50 x 10cm) and two closed ones
(50 x10x 40 cm) which extend from a central platform (10x10cm), with
everything at a height of 50 cm bove ground level. The coating of the
floor, walls and central region is a dark ant-slip material. During the test,
the labyrinth was illuminated using low voltage red light (15 W). This
experimental model was based on rodents’ innate fear of open elevated
spaces and preference for closed arms. The test itself consisted in placing
the animals individually on the device’s central space, with the head
facing towards the open arm opposite from the evaluator, and
registering data during the following 5 minutes. Time spent in and
number of entries into each arm were registered per protocol. An entry
was only registered once an animal placed all 4 paws on one of the
maze’s arms. Each animal’s time was measured using a digital
chronometer. Time spent in the central platform was calculated using
the following formula: TC=TT-(TBF+TBA), where TC is the time spent in
the central platform, TT is the test’s total time, TBF is time spent in the
closed arm and TBA time spent on the open arm.

Using the elevated plus maze test, experimental anxiety has a basal
assesment, with stress response being later assessed in four distinct
periods during the 22 days of alimentary stress, these being days 1, 7, 14
and 21. Animals were tested for 5 minutes after being subjected to 20
minutes of alimentary stress during these days. The testing period went
on from 12h00 to 15h00.

2.3.4. Standard diet intake after alimentary stress

During the 22 days of alimentary stress standard diet intake was
measured every 24 hours. 50g of standard diet were offered once the 20
minute alimentary stress period was over. After 24h the remaining food
was weighed. This procedure was repeated until the alimentary stress
period’s end, meaning until the 22nd day. Food intake (g) was quantified
as the difference between the amount offered and the remaining amount.

2.3.5. Water intake after alimentary stress

During the 22 days of alimentary stress water intake was measured
every 24 hours. Bottles full of water weighing approximately 900g were
offered. They were weighed once the 20 minute alimentary stress period
was over and weighed once again after 24h. This procedure was
repeated until the alimentary stress period’s end, meaning until the 22nd
day. Water intake was quantified as the difference between the amount
offered and the remaining amount in terms of grams of weight.

2.4. Statistical Analysis

Data was presented as median and standard deviation. Clinical
analyses were performed by a two-way analysis of variance (ANOVA)
and Test-t. The significance value used in every assessment was p < 0,05.
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Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 5 (GraphPad
Inc, La Jolla, CA, USA).

3. Results
3.1. Body Weight

There were no differences in body weight between the control and
EW groups at any of the ages assessed. (Figure 1)
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Figure 1. Effect of early weaning associated with chronic stress on
body weight of adult rats. The animals’ body weight was obtained at
ages 166-168 days (basal analysis) and on days 2 (169-171 days of age), 8
(175-177 days of age), 15 (182-184 days of age), and 22 (188-190 days of
age) of alimentary stress. ANOVA Two-Way. Bonferroni’s post-hoc test
n=8. Data expressed as mean + SD.

3.2. Elevated Plus Maze

There were no differences in time spent in all four arms between the
control and early weaned group. However, an analysis of the time spent
in the maze’s central platform showed that weaned animals spent more
time there in the day of basal analyses, before they were exposed to
alimentary stress. (Control: 25,5 + 12,7 vs Weaned: 47,9 + 22,4, p<0,05)
(Figure 2A).
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Figure 2. Effect of early weaning associated to chronic stress over
time spent in central platform of elevated plus maze. Data was obtained
from animals during their 166-168 days of age (basal analysis, Figure 2A)
and during days 1 (168-170 days of age, Figure 2B), 7 (174-176 days of
age, Figure 2C), 14 (181-183 days of age, Figure 2D) and 21 (187-189 days
of age, Figure 2E) of alimentary stress. Test t. n=8. Data expressed as
mean * SD. *p<0,05.

An analysis comparing different days showed that the control
group spent more time on the open arms on the 7th day when compared
to the basal analysis (Basal: 36,5 + 15,5 vs Day 7: 79,2 + 38,0, p<0,05)
(Figure 3A). There were no differences in the number of entries into each
of the four arms between the control group and the weaned group
(Figures 3C and 3D).
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Figure 3. Effect of early weaning associated with chronic stress over
time spent in open and closed arms (Figures 3A and 3B respectively) and
over number of entries into open and closed arms (Figure 3C and 3D
respectively) of elevated plus maze. Data was obtained from animals on
their 166-168 days of age (basal analysis) and on days 1 (168-170 days of
age), 7 (174-176 days of age), 14 (181-183 days of age) and 21 (187-189
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days of age) of alimentary stress. Two-way ANOVA and Bonferroni’s
post hoc test n = 8. Data expressed as mean + SD. *p<0,05 vs Basal.

3.3. Cafeteria diet intake

The analysis of chocolate cookie (Bauducco®) intake showed an
increase in the intake of the weaned group on the first day after
alimentary stress started (control: 3,4 + 1,5 vs weaned: 1,8 + 1,3, p<0,05)
(Figure 4B). There were no differences in intake between groups during
basal analyses nor on day 7 of alimentary stress.
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Figure 4. Effect of early weaning associated with chronic stress on
chocolate cookie (Bauduco®) intake. Data was obtained from animals on
their 166-168 days of age (basal analysis) and and on days 2 (169-171
days of age), 8 (175-177 days of age), 15 (182-184 days of age) and 22
(188-190 days of age) of alimentary stress. T Test n=8. Data expressed as
mean * SD. *p<0,05 vs controls.
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On D7, corticoid-treated and control wounds displayed thin
collagen fibers, which were poorly organized. In the groups treated with
copaiba, some denser collagen fibers with a thicker appearance were
noted in the wound. These fibers were more parallel to the epithelium
and demonstrated a more organized pattern in comparison to the control
(* p<0.05) and corticoid group (** p <0.01). (Figure 4.c)

3.4. Standard diet intake

There were no diferences in standard diet intake between control
and weaned groups on any of the days assessed. However, when an
analysis of the data from all the days was carried out, a similar pattern
emerged in both groups, where 2 days of lower intake were followed by
5 days with higher intake on the second and third weeks of the 22 days
of alimentary stress.
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Figure 5. Effect of early weaning associated with chronic stress over
standard diet intake. Data was obtained every 24 hrs between days 2 and
22 of alimentary stress. Two-way ANOVA. Bonferroni’s post-hoc test
n=8. Data expressed as mean + SD. *Shows the points where both groups
showed statistically loewrr values when compared to the highest levels.

3.5 Water Intake

There was no difference in water intake between the control and
weaned groups during any of the days assessed. However, when an
analysis of the data from all the days was carried out, a similar pattern
emerged in both groups. Intake peaked every 7 days during the 22 days
of alimentary stress.
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Figure 6. Effect of early weaning associated with chronic stress over
water intake. Data was obtained every 24 hrs between days 2 and 7 of
alimentary stress. Two-way ANOVA and Bonferroni’s post-hoc test n=8.
Data expressed as mean + SD. *Shows the points in which both groups
showed statistically higher values when compared to the lowest values,
meaning it indicates peaks.

4. Discussion

In the present study, we assessed the feeding and anxious patterns
of female Wistar rats subjected to early weaning. Compared to control
females, they showed no differences in body weight, in an anxiety test
after basal assessments and in standard diet and water intake. There was
only a difference in cafeteria diet intake on the second day of acute
alimentary stress.

Early Weaning (EW) is a procedure that allows us to evaluate the
impact that the absence of maternal milk has on diet and maternal care
during a critical moment of a mammal’s development, the neonatal
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period. On male rats, EW initially causes weight loss during the neonatal
period; however, this result reverts during adult age (LIMA; MOURA;
PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA; LISBOA, 2011). This
effect is in part mediated by the metabolic programming of leptin, with
low levels during infancy conditioning leptin resistance during adult age
(LIMA; MOURA; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA;
LISBOA, 2011). Leptin acts on a variety of neuroanatomical structures,
chief among them the hypothalamus’s archeate nucleus, where it inhibits
NPY/AgRp/GABA neurons through ATP-sensitive potassium channels.
(BAQUERO; SOLIS; LINDSLEY; KIRIGITI; SMITH; COWLEY;
ZELTSER; GROVE, 2014)

The actions of E2 are probably responsible for the difference in
results we had when compared to similar studies carried out in males.
Male rats subjected to EW show increased body weight during adult age
(LIMA; MOURA; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS; OLIVEIRA;
LISBOA, 2011) along with resistance to leptin and higher levels of this
hormone. (LIMA; MOURA; PASSOS; NOGUEIRA NETO; REIS;
OLIVEIRA; LISBOA, 2011) Curiously enough, when subjected to EW
along with alimentary stress, they do not express this increase. Male rats
subjected to EW show an increased intake of both standard and cafeteria
diet (TAVARES; DO AMARAL ALMEIDA; SOUZA; FARIAS; SOUZA;
ANDRADE SILVA; LAGRANHA; KAEFFER; SOUZA, 2020).

Estrogens are a critical factor in body weight regulation. Everything
points to food intake being controlled cyclically in a manner correlated
with estrogen levels. (TARTTELIN; GORSKI, 1973; TARTTELIN, 1968).
Studies carried out with early-weaned female rats show an increase in
weight in teenage rats, something that we did not observe in our study.
(TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ; DA SILVA; LAGRANHA; DO
NASCIMENTO; SOUZA, 2020). This is possibly due to serum estrogen
levels varying according to the rat’s age, these being lower in younger
rats. (STEGER; PELUSO, 1982) Lower levels of circulating estrogen
promote higher body weight, as demonstrated in ovariectomized rats.
(ASARIAN; GEARY, 2002; WALLEN; BELANGER; WITTNICH, 2001).
Classic studies have demonstrated that estrogen treatment directly
results in weight loss and reduced food intake in ovariectomized rats.
(WADE, 1975) It could be that in the present study, the similarity in
body weight between both groups was related to a similar lack of change
in standard diet intake. Estrogen has an important role mediating energy
balance, reducing food intake and increasing energy expenditure.
(ECKEL; LANGHANS; KAHLER; CAMPFIELD; SMITH; GEARY, 1998)
Early weaning promotes weight gain in male animals but doesn’t have a
similar effect in females, probably due to estrogen’s actions in weight
reduction, meaning that estrogen did not allow for EW induced weight
gain to take place as it has an antagonistic effect on this variable. It is
worth considering that apart from its effects on energy intake, estrogen
also stimulates brown adipose tissue thermogenesis through its actions
on the ERa receptor. (MARTINEZ DE MORENTIN; GONZALEZ-
GARCIA; MARTINS; LAGE; FERNANDEZ-MALLO; MARTINEZ-
SANCHEZ; RUIZ-PINO; LIU; MORGAN; PINILLA; GALLEGO; SAHA;
KALSBEEK; FLIERS; BISSCHOP; DIEGUEZ; NOGUEIRAS;
RAHMOUNI TENA-SEMPERE; LOPEZ, 2014).
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Standard diet intake did not differ between both groups. However,
in males subjected to EW there is an important increase in standard diet
intake, especially during the dark cycle (Tavares et al., 2020). It is
precisely during the dark period of the circadian cycle that females
reduce meal size during estrous (TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ;
DA SILVA; LAGRANHA; DO NASCIMENTO; SOUZA, 2020), a phase
that is preceded by a peak in serum estrogen levels. Females have
demonstrated markedly rhythmic behavior during the ovarian cycle.
(TARTTELIN; GORSKI, 1973) Reduced food intake during estrous
involves cyclical alterations in the neurobiology of meal size control
(TARTTELIN; GORSKI, 1973). Additionally, rats show low calorie
efficiency (WADE, 1975). In female rats’ case, leptin and estrogens
interact in such a way that ovariectomized rats show high levels of leptin
along with increased body weight (CHU; CHOU; LIU; CHEN; SHYU;
CHOU, 1999). Leptin is an anorexigenic hormone. Among estrogens,
173-Estradiol (E2 for short) has considerable influence over feeding.
(RIVERA,; STINCIC, 2018) It plays a role in homeostatic control of
feeding behavior by exerting both tonic (DREWETT, 1973) and phasic
(ECKEL, 2000) anorexigenic effects. The former is evident in rats without
ovaries, which are the main source of estrogens in females, which
subsequently show an increased intake (DREWETT, 1973). Phasic
inhibition is evident through the fluctutations in intake that happen
throughout the estrous cycle (ECKEL, 2000). Along with a decrease in
food intake during estrous comes a decrease in meal size. E2’s actions
over feeding behavior are attributed to that hormone’s actions in the
hypothalamus and nucleus tractus solitarius (NTS) [111]. Direct
administration of E2 into the arcuate nucleus of the hypothalamus
directly inhibits NPY/AgRP neurons, which are orexigenic. This results
in reduced food intake and body weight as well as an increase in
physical activity. (AHDIEH; WADE, 1982) This action is mediated by the
ERa receptor which acts both through nuclear signaling (GRUBER;
GRUBER; GRUBER; WIESER; HUBER, 2004) and through membrane
signaling in mice and guinea pigs. (QIU; BOSCH; TOBIAS; KRUST;
GRAHAM; MURPHY; KORACH; CHAMBON; SCANLAN;
RONNEKLELV; KELLY, 2006)

We know that estrogens reduce food intake; however, their effects
on food reward are much less clear, specifically when it comes to food’s
motivational properties. Among male rats it has been observed that EW
increases cafeteria diet intake (TAVARES; ALMEIDA; SOUZA; BRAZ;
DA SILVA; LAGRANHA; DO NASCIMENTO; SOUZA, 2020). They
show a higher increase of dopaminergic and serotoninergic receptors
associated with higher cafeteria diet consumption. (TAVARES;
ALMEIDA; SOUZA; BRAZ; DA SILVA; LAGRANHA; DO
NASCIMENTO; SOUZA, 2020) However, in this study we did not
observe changes in female rats’ intake regardless of what kind of diet
they were offered, whether it was standard or cafeteria. Rats are more
motivated to work for cocaine during estrous when compared to other
phases of the cycle. (Carroll et al., 2002; Roberts et al., 1989). This is
relevant as cerebral circuitry of food motivation overlaps with that of
drug addiction. (VOLKOW; WANG; BALER, 2011) However, in females
it is probable that reward mechanisms for drugs and food are more
distinct from each other than in males. (HM Riveral and TL Stincic,
2018). Cafeteria diet intake in females is due more to its high caloric
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content than to its palatable properties. (GALEA, 2001) Estrogens
decrease food intake (Asarian and Geary, 2013) while the use of
recreational drugs increases serum estrogen levels (Becker and Hu,
2008). Food motivation varies along the estrous cycle, with the least
amount of food motivation registered during estrous. (114) During this
same experiment the removal of the ovaries increased food motivational
behavior. It also demonstrated that estrogens act directly on mesolimbic
reward of circuits that reduce food reward, as direct E2 microinjections
in the ventral tegmental area (VTA) reduced food reward behavior. (114)
Additionally, E2 decreases sacarose motivation in rats (RICHARD;
LOPEZ-FERRERAS; ANDERBERG; OLANDERSSON; SKIBICKA, 2017)
while not increasing the effects of food reward. (MARTINEZ; GROSS;
HIMMLER; EMMITT; PETERSON; ZLEBNIK; FOSTER OLIVE;
CARROLL; MEISEL; MERMELSTEIN, 2016) This is mediated by a
mGluR5 dependent mechanism that selectively increases motivation for
cocaine but not for sacarose. (MARTINEZ; GROSS; HIMMLER;
EMMITT; PETERSON; ZLEBNIK; FOSTER OLIVE; CARROLL; MEISEL;
MERMELSTEIN, 2016) Going from there, we may conjecture that the
presence of E2 bestows a protective effect against acute alimentary
stress. On top of this, orexins have differing effects on sucrose intake.
[200]

The instance of reduced cafeteria diet we observed among EW rats on
day 2 could be explained by higher levels of anxiety. As previously
mentioned, E2 reduces the rewarding effects of sucrose and it was
present in both groups. Meanwhile, some studies have shown an
increase in anxious behaviors among EW rodents (KANARI; KIKUSUL
TAKEUCHI; MORI, 2005; SHIMOZURU; KODAMA; IWASA; KIKUSUL
TAKEUCHI; MORI, 2007). Considering there were no differences either
in the elevated plus maze or in the standard diet intake results, we may
hypothesize that the difference in intake we observed might be a result
of EW rats being exposed to a non-familiar stimulus. This would be
consistent with the principles behind the Novelty Supressed Feeding
test, which measures latency to feeding in an unfamiliar environment, or
in this case stimulus. (CAMPOS; FOGACA; AGUIAR; GUIMARAES,
2013) Evaluating the effect that an anxiolytic agent would have over this
behavior could help clarify this possibility.

During our experiment, there were no differences in the time spent
in the open arms of the elevated plus maze between both groups. Our
results are consistent with results from previous studies carried out with
EW rats, where male rats spent less time in the open arms and entered
them less frequently, while there were no differences in either time spent
or frequency entering between both female groups. (ITO; KIKUSUL;
TAKEUCHI; MORI, 2006) Also, there were similarities with studies
carried out in ovariectomized mice where doses of E2 had an anxiolytic
effect, increasing the time spent in open arms of the maze during the
elevated plus maze test (KASTENBERGER; LUTSCH; SCHWARZER,
2012). Based on that, we may conjecture that these results are the
product of the anxiolytic property of estrogens, E2 chief among them.
These actions vary according to which receptor they activate. For
example, studies carried out in knockout mice found that the ERa
receptor regulates the hormone’s anxiogenic effect, while ER3 knockouts
and agonists like diarylpropionitrile and WAY-200070 increase anxious



84

symptoms in tests like the elevated plus maze in both rats and mice.
Furthermore, the GPR30 membrane receptor is involved in the stress
response, since it shows increased immunoreactivity in the basal
amygdala in ovariectomized mice subjected to stress. This results in a
decrease in time spent on the EPM’s open arms. (BORROW; HANDA,
2017) The increase in time spent in the maze’s central area that we
observed among EW rats during basal testing is a curious datum that
could point towards changes in unknown behavioral parameters as a
result of EW. Until now, time spent in that area has been correlated with
increased impulsivity during operant conditioning tasks. (RICO;
HURTADO-PARRADO; VASQUEZ-SEPULVEDA; FONSECA;
CARDONA, 2017)

As for water intake, we know that it is prandial in rats, with 70-85%
of spontaneous intake directly related to feeding. (FITZSIMONS; LE
MAGNEN, 1969) This could be the reason why there were no differences
in water intake during our experiment, since water intake closely
mirrored food intake. Nevertheless, E2 is also involved in the regulation
of this behavior. It has an anti-dipsogenic effect, even though that effect
seems to be mediated more by organizational differences, since hormone
injections don’t have the same effect on male rats. The structures that
regulate this effect are mainly concentrated in the hypothalamus. These
include the Subfornical Organ , the Lateral Hypothalamus, the
Paraventricular Nucleus and the Median Preoptic Nucleus.
(SHUGHRUE; LANE; MERCHENTHALER, 1997) Even though water
intake in rats is prandial, E2’s anti-dipsogenic effects don’t result in a
decrease on food intake. Central hormone injections result in a decrease
in water intake in rats, especially when administered on the lateral
hypothalamus, (SUZUKL KOHNO; SAKURADA; TADANO; KISARA,
1982), while chronic subcutaneous administration increases water intake
(CHOL HARTZELL; AZAIN; BAILE, 2002).

Our study shows what we believe to be a protective effect of
gonadal steroidal hormones against feeding behavior dysregulation and
anxiety-like symptoms among female rats subjected to early weaning
and alimentary stress. While the results are consistent with previous
literature, they appear to be contradictory with the reality of higher
prevalence of feeding and anxiety disorders among women. Our results
show the importance of continued research into the complex interactions
between early weaning, diverse diets and hormonal states. The use of
ovariectomization, specific estrogenic receptor antagonismo at diferente
ages and anxiolytic agents could help parse out these interactions and
possibly bring about new dietary interventions and pharmacological
treatments to combat the illnesses that result from their imbalance.
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