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RESUMO

O comportamento alimentar é regulado por dois sistmas complementares: o sistema
homeostatico e o heddnico. O primeiro regula o equilibrio energético por meio do
aumento da motivagao para comer em situagdes de déficit energético. O segundo,
relacionado ao prazer, pode sobrepor-se ao primeiro e gerar comportamentos
alimentares patologicos. A compulsdo alimentar e a dependéncia por drogas
dividem, em parte, as mesmas bases neurais, uma vez que drogas de abusos se
apropriam do sistema neural de recompensa de reforgadores naturais. O presente
estudo teve como objetivo desenvolver um modelo animal de comportamento
alimentar do tipo compulsivo em primatas ndo-humanos (micos-estrela; Callithrix
penicillata), e investigar o efeito da pré-exposigcdo a alimentos palataveis (ricos em
agucar e/ou gordura) em comportamentos induzidos pela administragdo de cocaina.
No Estudo 1, dois grupos homogéneos compostos por machos e fémeas foram
estabelecidos e submetidos a diferentes regimes alimentares: grupo HR (high
restriction — acesso a bala de banana restrito a trés dias por semana) e grupo LR
(low restriction — acesso diario a bala de banana) por 15 min, em uma caixa de
alimentagao. Apos quatro semanas, nao foram encontradas diferengas significativas
no consumo de bala entre os grupos, no entanto, houve diferenga entre os géneros.
Fémeas consumiram mais balas que machos e também apresentaram maior
duracgao e maior frequéncia de forrageio, o que sugere maior susceptibilidade para o
modelo animal de comportamento compulsivo em relacdo ao macho. Portanto, o
Estudo 2 investigou o efeito da pré-exposicao a dieta de cafeteria no comportamento
de hipervigilancia gerado pela administracdo de 5mg/kg de cocaina em dois grupos
de fémeas (HR: acesso a dieta de cafeteria duas vezes por semana, e GC: acesso a
frutas apenas). Nao foi possivel observar episddio de compulsao alimentar, pois os
animais do grupo HR nao escalonaram a ingestao de dieta de cafeteria da primeira
para a ultima semana de estudo (S1 vs. S6). Porém, dois perfis foram identificados:
animais propensos e animais nao-propensos a hiperfagia. Os animais propensos a
hiperfagia também apresentaram maior vigilancia apds receberem um injecdo de
cocaina, sugerindo, assim, uma possivel predisposicdo a desenvolver
comportamentos compulsivos. No Estudo 3 foi avaliado o efeito da pré-exposig¢ao a

dieta de cafeteria oferecida no viveiro de moradia por seis semanas no



comportamento de preferéncia por lugar condicionada a cocaina (3mg/kg). O grupo
de fémeas expostas a dieta de cafeteria apresentou escalonamento no consumo
alimentar, portanto, sugere-se que, com essa metodologia, é possivel induzir um
comportamento do tipo compulsivo em calitriquideos. No entanto, ambos os grupos
apresentaram comportamentos de preferéncia-por-lugar condicionada a cocaina, e
esse comportamento se manteve por pelo menos quinze dias apos a ultima sessao
de condicionamento, sugerindo que a dieta de cafeteria ndo influenciou o efeito

reforgador da droga.

Palavras-chave: primata, compulsao alimentar, dieta de cafeteria, cocaina,

sensitizagao, preferéncia-por-lugar.



ABSTRACT
Feeding behavior is regulated by both homeostatic and hedonic systems. The former
regulates energy balance by increasing an individual’s motivation towards feeding in
stiuations of energy deficit. The latter, related to pleasure, can overide this
homeostatic system and generate pathological eating behaviors. The neural bases
responsible for binge eating disorder and drug addiction seem to overlap, as drugs
ovartake the reward system of natural reinforcers. Accordingly, the present study
aimed to develop an animal model of compulsive-like eating behaviour in non-human
primates (black tufted-ear marmosets; Callithrix penicillata) and to investigate the
effects of the pre-exposure to palatable foods (rich in sugar and/or fat) on cocaine-
induced behaviors. In Study 1, two homogenous groups with both males and females
were submitted to different feeding schedules: HR group (high restriction — restricted
access to banana candy three times a week) and LR group (low restriction — daily
access to banana candy) for 15 min in a feeding chamber. After a four week period,
significant between-group differences were not seen, however there was a significant
between-gender effect. Females consumed significantly more candy and forraged
longer than males, thus suggesting being more susceptible to the procedure for
inducing compulsive type behavior. Thus, Study 2 investigated in two groups of
female marmosets (HR: access to cafeteria diet twice a week, and GC: access to fruit
only) the effects of a pre-exposure to a cafeteria diet on cocaine-induced (5mg/kg)
hipervigilance. A compulsive-like eating behaviour was not seen, as there was no
escalation in the amount of cafeteria diet ingested between the first and last week
(S1 vs. S6). However, two profiles were identified: animals prone and resistant to
overeat. Those prone to overeat were more vigilant following cocaine injections,
suggesting a possible general predisposition to develop compulsive behaviors. In
Study 3 the effect of pre-exposing female marmosets to a cafeteria diet in their
home-cages during six weeks on a cocaine-induced (3mg/kg) conditioned-place
preference paradigm was evaluated. Females exposed to cafeteria diet escalated
their consumption of the palatable foods. Therefore, this procedure may possibly
induce a compulsive type behavior in the marmosets. However, both groups acquired
a conditioned-place preference response to cocaine which was still present after a
15-day period, suggesting that the cafeteria diet did not influence this drug’s

reinforcing properties.



Key words: non-human primate, binge eating, cafeteria diet, cocaine, sensitization,
conditioned place preference.
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1 INTRODUGCAO

1.1 NEUROBIOLOGIA DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR

A ingestdo de alimentos é condicdo sine qua non para a sobrevivéncia de
todas as espécies do reino animal e estad sob influéncia de fatores genéticos e
ambientais (VOLKOW e WISE, 2005). O padrao alimentar pode variar entre as
espécies, enquanto algumas passam a maior parte do seu dia forrageando, outras
podem ficar meses sem se alimentar, mas todas tém uma finalidade comum: manter
a homeostase e garantir a sobrevivéncia (SAPER, CHOU e ELMKUIST, 2002;
STERNSON e cols., 2013).

O comportamento alimentar pode ser entendido como grupo de agdes sob
controle voluntario, motivado pelo balango entre as sensacgdes de fome e saciedade,
que se agrupa em trés fases: 1) fase “apetitiva” — voltada para a procura, a
identificacdo e a aquisicao do alimento em situagdes de déficit energético; 2) fase
‘consumatoria” — associada a ingestdo per se do alimento, a mastigacdo e
degluticdo (BENOIT e TRACY, 2008); e 3) fase “pds-ingestiva” — que ocorre apos a
ingestao de alimentos e subsequentemente gera sensagdes de saciedade (BENOIT
e TRACY, 2008).

O sistema nervoso central (SNC) exerce o principal controle sobre o
comportamento alimentar via circuitos que regulam os niveis de varios nutrientes no
sangue e nas reservas corporais (SAPER, CHOW e ELMQUIST, 2002; SHENG e
cols., 2014).

Para exercer esse controle, ha dois sistemas alimentares paralelos bem
descritos: um homeostatico, sensivel ao balangco energético, que se refere a
manutencdo da estabilidade do estado interno do organismo; e outro heddnico
(prazeroso), regido pela palatabilidade e as propriedades reforgadoras do alimento,
que pode influenciar a alimentagcédo, independentemente do balango energético
(BERTHOUD e cols., 2011; KENNY, 2011; LUTTER e NESTLER, 2009).

Em relacdo ao sistema homeostatico, a percepcao do “estado de fome”, que
motiva o comportamento alimentar, pode ser induzida por diferentes sinais
fisiologicos (BENOIT e TRACY, 2008), que dependem da detecgao e integracéo de

sinais do sistema digestério e de reservas energéticas enddégenas com diversos
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fatores ambientais, sociais, emocionais, circadianos e contextuais (STRUBBE e
WOODS, 2004; WOODS e cols., 2006).

O controle neural da homeostase energética foi, por muito tempo, atribuido
principalmente a dois grupamentos celulares no hipotalamo. O hipotalamo lateral
(HL — chamado de “centro da fome”; Figura 1) € responsavel por induzir a ingestao
de alimentos (SAPER, CHOW e ELMQUIST, 2002). Neurbnios nessa regido
sintetizam e liberam o neuropeptidio Y e a proteina relacionada ao agouti (AgRP;
agouti-related protein), que, quando ativados, promovem aumento no consumo de
alimentos em animais, enquanto uma lesdo nesse nucleo resulta em comportamento
de hipofagia (SCHWARTZ e cols., 2000; MORTON e cols., 2006 e 2014). O
hipotalamo ventromedial (HVM — “centro da saciedade”; Figura 1) tem a fungao
oposta, a de inibir a ingestdo de alimentos (SAPER, CHOW e ELMQUIST, 2002).
Neurbnios dessa regido expressam a pro-opio-melanocortina (POMC) e o transcrito
regulado por cocaina/anfetamina (CART; cocaine-and-amphetamine-regulated
transcript), proteinas que inibem a ingestao de alimentos, e uma lesdo nesse nucleo

resulta em comportamento de hiperfagia (SCHWARTZ e cols., 2000; Figura 1).
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Figura 1: Controle do comportamento alimentar por mecanismos neurobiolégicos. Setas vermelhas
representam diminuicdo e setas verdes representam aumento na ingestdo de alimentos. ARC —
nucleo arqueado do hipotalamo, NPY — neuropeptidio Y, AgRP - proteina relacionada ao agouti,
POMC - pré-6pio-melanocortina, PYY — peptideo YY, CCK - colecistoquinina. Imagem modificada
por Renata Duarte. Disponivel em <http://www.scripps.edu/zorrilla/research.html> Acesso em: 23 de
maio de 2015. Imagem do encéfalo retirada de LENT, 2010.
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Atualmente, sabe-se que, além dos dois nucleos hipotalamicos citados,
existem varios circuitos neuro-humorais, centrais e periféricos, que também exercem
um papel importante no controle do comportamento alimentar e, consequentemente,
na homeostase energética. O SNC organiza-se, portanto, em amplos circuitos
interconectados em vez de nucleos isolados (BRANDAO, 2004; SHENG e cols.,
2014), o que atesta a complexidade da fisiologia do comportamento alimentar.

A regulagao alimentar, assim, decorre de uma integragao de sinais periféricos
e de varios circuitos cerebrais. Dentre os varios sinais orexigénicos (indutores do
apetite), tem-se, por exemplo, a queda dos niveis de glicose e/ou acidos graxos
presentes no sangue. Os niveis desses indicadores metabdlicos podem ser
detectados pelo SNC (via nervo vago) e pelo figado, sendo que o primeiro monitora
apenas a quantidade de glicose disponivel, enquanto o segundo monitora a glicose
e 0s acidos graxos presentes no restante do corpo (MORTON e cols., 2014).

Outro importante sinal orexigénico €& a grelina, peptideo secretado
principalmente pelo estdbmago (Figura 1; SMITKA e cols., 2013). Em animais, os
niveis circulantes de grelina aumentam durante a privagdo alimentar e caem logo
apos a passagem do alimento do estdmago para o intestino (KOJIMA e cols., 1999)
e, em humanos, seu pico antecede as refeicbes (CUMMINGS e SHANNON, 2003).
Uma vez liberada, a grelina atua sob diversos érgéos e sistemas, incluindo o SNC.
Neste, ela ativa centros neurais do controle do comportamento alimentar de forma
indireta, via ativagado do nervo vago (DATE e cols., 2002), e direta, atravessando a
barreira hematoencefalica (BANKS e cols., 2002; 2008) e ligando-se a receptores
especificos (GHSR-1A), localizados em diferentes regides do SNC.

A maior densidade desses receptores esta em neurbnios que expressam
NPY/AgRP no nucleo arqueado do hipotalamo (GUAN e cols., 1997; HORVATH e
cols., 2001; DATE e cols., 2002). Portanto, a ativagao desses neurdnios pela grelina
induz a liberagcdo de NPY e AgRP, que, por sua vez: (1) ativam interneurdnios
GABAérgicos que inibem neurdnios da “saciedade” POMC/CART no mesmo nucleo;
(2) ativam (via NPY) os nucleos paraventricular e lateral do hipotalamo, o que reduz
o gasto de energia e libera outros hormdnios envolvidos na sinalizagdo da “fome”
(MCH — melanin-concentrating hormone —, orexina e hipocretina); e (3) antagonizam
(via AgRP) o receptor do tipo 4 para melanocortina (MC4; CARLSON, 2001). Essa
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agao antagbnica no receptor MC4 bloqueia a sinalizagao de “saciedade” do sistema
da melanocortina.

Em contraposicdo, os primeiros sinais de saciedade homeostatica
(anorexigénicos) comegcam a ser desencadeados (via nervo vago) pelo proprio
gosto, cheiro e degluticdo, seguidos de sinais gastricos que indicam a ingestdo e
digestdo dos alimentos (p. ex.: distensdo estomacal e presencga de diferentes tipos
de nutrientes). A entrada de alimento no intestino, por sua vez, promove a liberagéo
de colecistoquinina (CCK) e peptideo YY (PYY) pelo 6rgéo, os quais contribuem
para sinalizar etapas subsequentes do processo digestorio (p. ex.: a liberagao de
bile), assim como para inibicdo do comportamento alimentar. O intestino também
tem receptores sensiveis a presengca de glicose, aminoacidos e acidos graxos
(RITTER e cols., 1992), que, assim como o figado, sinalizam quando os alimentos
estdo sendo absorvidos e conjuntamente contribuem para sensagcdo de saciedade
(CARLSON, 2001).

A liberagdo da leptina € outro sinal anorexigénico (ZHANG e cols., 1995;
FAROOAQI e cols., 1999; SHENG e cols., 2014), trata-se de um peptideo secretado
principalmente por adipécitos contendo triglicerideos (Figura 1; ZHANG e cols.,
1995). Os niveis circulantes de leptina aumentam quando animais estdo se
alimentando e diminuem quando estdo em jejum (AHIMA e cols., 2000; FREDERICH
e cols., 1995; MAFFEI e cols., 1995), apesar de sua administracdo exdgena nao
prevenir a obesidade (KALRA e cols., 2003; KALRA e KALRA, 2004, LEE e cols.,
2002). Uma vez liberada, a leptina atravessa a barreira hematoencefalica e liga-se a
receptores especificos (LEPDb), presentes principalmente no nucleo arqueado do
hipotalamo (BARSH e SCHWARTZ, 2002; FEI e cols., 1997; HAKANSSON e cols.,
1996; MERCER e cols., 1996). A ativacdo dos receptores LEPb: (1) inibe os
neurénios da “fome” NPY/AgRP no mesmo nucleo; e (2) induz a produgéo de a-MSH
(melanocyte-stimulating-hormone), a partir da liberagdo de POMC. Por sua vez, o
sistema de melanocortina atua no sentido de aumentar o gasto energético (nucleos
paraventricular e ventromedial do hipotalamo) e diminuir a liberagcdo de MCH e
orexina/hipocretina, importantes sinalizadores secundarios para ingestdao de
alimentos (SCHWARTZ e cols., 2000; MARX, 2003).

Além dos circuitos homeostaticos descritos acima, varios sinalizadores
periféricos e centrais modulam areas relacionadas a memoria e ao aprendizado,
influenciando o padrao alimentar futuro (FARR e cols., 2006; MALIK e cols., 2008;
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GASBARRI e cols., 2014). Lesdes em areas mnemonicas importantes, como o
hipocampo, diminuem a resposta a sinais de fome/saciedade (CLIFTON e cols,
1998). Por exemplo, a leptina e a grelina, além de seu papel na homeostase,
influenciam o sistema neural de recompensa, responsavel por sensagoes de prazer
(hedbdnicas), conforme sera descrito abaixo (ABIZAID e cols., 2006 SHALEV e cols.,
2001; FIGLEWICZ, 2003). A ativagdo desse sistema contribui para a ingestdo de
alimentos mesmo sem a necessidade homeostatica, ou seja, em individuos saciados
(FIGLEWICZ e cols., 2004). Ademais, caracteristicas do proprio alimento, como
palatabilidade, também ativam/inibem esse sistema (MURRAY e cols., 2014).

Portanto, de modo simplificado, o controle homeostatico do comportamento
alimentar parece estar baseado numa rede de interacbes em trés niveis
psicobiologicos: (1) os eventos psicolégicos (percepcdo da fome, desejo e
sensagdes hedbnicas) e as agdes comportamentais (atos relacionados a ingestao de
alimentos); (2) os eventos fisiolégicos e metabdlicos periféricos; e (3) as interagdes
com os neurotransmissores do SNC (BLUNDELL, 1991; para revisao BLUNDELL,
1999).

Diversos processos neurais podem influenciar o comportamento alimentar,
tais como a aprendizagem, a memodria e a tomada de decisdo (HOLLAND e
PETROVICH, 2005; BERRIDGE e cols., 2010). Os comportamentos apetitivos tém
um importante componente aprendido e estdo condicionados a mecanismos de
aprendizagem (GASBARRI e cols., 2014), evidenciando a influéncia de estruturas
neurais para além do hipotdlamo, como o hipocampo e amigdala. Mais
precisamente, o comportamento requer a integracdo entre circuitos corticais
(hipocampo e cértex pré-frontal) e sub-corticais (hipotalamo; BENOIT e cols., 2010).
A capacidade de escolher e de reconhecer certos tipos de alimentos em
determinado contexto social e ambiental € adquirida por meio de processos de
aprendizado. Trata-se de habilidade essencial para a sobrevivéncia do individuo,
fornecendo informacdes benéficas ou aversivas a respeito de determinado alimento
(BERTHOUD, 2007).

O simples fato de se pensar em um alimento pode modular a atividade de
areas neurais especificas envolvidas no controle cognitivo de comportamentos
voltados a busca de alimentos (ARANA e cols., 2003). Na auséncia de um alimento
real, pistas indicativas podem servir como um estimulo condicionado para evocar
sua representacdo na memoria (DAVIDSON, 2000; DAVIDSON e cols., 2000).
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Assim, o comportamento alimentar consiste em processo complexo, com
participacdo de diversas areas neurais somadas a informacgdes periféricas, que
mantém a homeostase do organismo.

Além do sistema homeostatico, os mecanismos neurais de recompensa
também regulam o comportamento alimentar (LUTTER e NESTLER, 2009). O
sisttma hedbnico igualmente envolve diversos circuitos neurais, dentre os mais
importantes: o coértex orbitofrontal e amigdala que participam da codificagdo de
informacgdes relacionadas ao valor reforcador do alimento (ROOLS, 2008 e 2010) e
a insula que processa informagdes sobre o sabor e as propriedades hedbnicas do
alimento (SMALL, 2010). A motivagcado e as propriedades reforcadoras do alimento
sdo mediadas pelo nucleo accumbens (NAcc) e pelo estriado dorsal e a dopamina
desempenhas um papel importante nesse processo (MALIK e cols., 2008).
Ademais, o hipotalamo lateral também parece regular as respostas hedbnicas a
alimentos palataveis e o drive para se alimenta (KELLEY e cols., 2003; 2005).

Essas estruturas cerebrais agem de maneira harménica e assim conseguem
controlar o aprendizado para as propriedades hedOnicas de um determinado
alimento, o que regula os esforgos relacionados a obtencédo do alimento em relagao
a estimulos ambientais (DAGHER, 2009).

O sistema mesolimbico-dopaminérgico parece estar associado a busca pelo
alimento palatavel, enquanto outros neurotransmissores regulam as propriedades
hédonicas do alimento. Ratos deficientes de dopamina (pela inativagdo da tirosina
hidroxilase) ainda demonstram preferéncia por sacarose, mas consomem
quantidades menores que animais controle (ROITMAN e cols., 2004). Humanos
diagnosticados com Doenga de Parkinson aperesentam degenerag¢des de neurbnios
dopaminérgicos e consomem menos alimento que individuos normais, e o
tratamento da doenga pode gerar comportamentos do tipo complusivo para
alimentos hipercaldricos (NIREMBERG e WATERS, 2006).

O importante poder reforcador de alimentos palataveis vem sendo
demontrado em experimentos com roedores. Ratos saciados se submeteram
voluntariamente a frio extremo (-15°C) e choque nas patas para obter alimentos
palataveis (tortas, coca-cola, M&M, chocolate), ricos em gordura e agucar (OSWALD
e cols., 2011).
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1.2 COMPORTAMENTO ALIMENTAR COMPULSIVO

O processo natural de procura e ingestao de alimentos parece estar mais bem
elucidado do que os comportamentos alimentares patolégicos como a anorexia, a
bulimia, a compulsdo alimentar e a obesidade. As desordens alimentares sao
definidas por disturbios em habitos alimentares que normalmente envolvem a
ingestao insuficiente ou excessiva de alimentos, resultando em desequilibrio
energético (KIM, 2012; GASBARRI et al., 2014).

A homeostase baseia-se no sinergismo entre pistas periféricas e
comportamentais; uma quebra no sinergismo prejudica esse equilibrio e pode levar a
comportamentos alimentares patoldgicos. Individuos com anorexia nervosa, por
exemplo, se privam de alimentos mesmo quando seu organismo esta apresentando
sinais fisioloégicos de déficit energético (KAYE e cols., 2013). Analogamente,
individuos obesos consomem alimentos altamente caldricos mesmo com sinais
fisiologicos de que ha uma quantidade de energia estocada em seus organismos
(BERTHOUD, 2012).

Portanto, desordens alimentares ocorrem quando a ingestao de alimentos néo
corresponde ao desejo de comer (BERRIDGE e cols., 2010), ou seja, ingerir
alimentos quando se esta saciado ou ignorar sinais fisiolégicos de fome. Apesar da
recente relevancia do estudo de disturbios alimentares, seu tratamento
farmacolégico ainda é limitado (BAILEY e cols., 2014; BRAY e RYAN, 2014). A
identificacdo dos mecanismos neurais que coordenam as pistas energéticas e as
respostas comportamentais apropriadas poderdao sugerir caminhos eficientes para
combater esses disturbios.

A compulsao alimentar, de acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de
Doencas Mentais (DSM-5), € um disturbio caracterizado por episédios de consumo
excessivo de alimentos em curto espago de tempo, sob condigdes em que nao ha,
necessariamente, sinais fisiolégicos de fome (longos periodos de privagao).
Complementarmente, individuos que apresentam compulsdo alimentar ingerem
quantidades maiores de alimentos do que a maioria dos individuos ingeririam em
condigdes similares (APA, 2013). Episddios de compulsdo (binge) incluem,
geralmente, a ingestdo de alimentos altamente palataveis, ricos em acucar e/ou

gordura. Esses episddios estdo associados a, pelo menos, trés dos seguintes
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fatores: 1) comer muito mais rapido do que o normal; 2) comer até sentir-se
desconfortavel; 3) ingerir grandes quantidades de alimento quando nao se apresenta
sinais fisiolégicos de fome, 4) comer sozinho, por sentimentos de vergonha em
relacdo a quantidade de comida que se esta ingerindo; e 5) sentir-se enojado,
deprimido e culpado apés ter comido (APA, 2013).

Apesar de ocorrer de forma intermitente, a persisténcia e a recorréncia de
episodios de compulsdo alimentar por um longo periodo de tempo caracterizam o
Transtorno de Compulsao Alimentar Periddica — TCAP, que constitui um grande
problema de saude publica, uma vez que esses individuos apresentam outras co-
morbidades, como a ansiedade, a depressdo e a obesidade (YANOVSKI, 2003).
Essa caracteristica dificulta tanto seu diagndstico e tratamento como o
desenvolvimento de modelos animais adequados para seu estudo (SWANSON e
cols., 2011).

O fato de a compulsédo alimentar ser um disturbio multifatorial, cujas bases
bioldégicas ndo estdo totalmente elucidadas (WENDY e cols, 2009; ADAN e cols.,
2008), torna dificil a existéncia de um tratamento unico e eficaz para os individuos
diagnosticados com esse transtorno. No entanto, haja vista sua relagdao com outras
co-morbidades, o tratamento farmacolégico conta com o uso de medicamentos
antidepressivos, supressores do apetite e/ou anticonvulsivantes (CARTER e cols.,
2003). Medicamentos eficazes para o tratamento da dependéncia de nicotina e
opidides (p.ex., baclofen), tanto em modelos animais, como em humanos, também
diminuem a ingestdo alimentar durante episddio compulsivo, o que constitui um
importante indicio de uma estreita relagcdo anatomo-fisiolégica entre os diversos
tipos de compulsao, incluindo a compulsdo/dependéncia por substancias de abuso,
conforme sera visto a seguir (BUDA-LEVIN e cols., 2005; BROFT e cols., 2007).
Contudo, dado o alto percentual de recaida, nenhuma dessas estratégias

farmacoterapéuticas parece ser completamente eficaz.
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1.3 TESTES EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DA COMPULSAO
ALIMENTAR

Para se estabelecer um modelo animal de compulséo alimentar € necessario
gue o modelo desenvolva comportamentos similares ou analogos aqueles presentes
em humanos. Busca-se, assim, simular o consumo excessivo de alimentos em curto
periodo de tempo e em quantidades superiores as de animais controle sob as
mesmas condi¢des (CORWIN e BUDA-LEVIN, 2004; MATHES e cols., 2009;
CORWIN e WOJINICKI, 2006). Esse comportamento, descrito no DSM-5 (APA,
2013), pode ser transposto para animais. Um modelo animal, contudo, né&o
consegue englobar toda a complexidade dos fatores socioculturais que influenciam o
comportamento alimentar do homem (PARYLAK e cols., 2011).

Faz-se necessario desenvolver testes que abordem comportamentos
repetidos intermitentes e excessivos, como o observado na compulsido alimentar em
humanos. Os modelos animais que ja foram desenvolvidos, até o momento, sao
baseados em uma abordagem isomorfica (i.e., desenhados para mimetizar o
comportamento humano; CORWIN e BUDA-LEVIN,2004). Na compulsao alimentar,
o modelo deve apresentar trés caracteristicas gerais: 1) ocorrer repetidamente
durante um longo periodo de tempo; 2) apresentar, em uma situacdo semelhante,
uma ingestao de alimentos significativamente maior em animais compulsivos do que
em animais controle; e 3) desenvolver escalonamento na ingestdo alimentar ao
longo do tempo.

A maioria dos procedimentos experimentais existentes para o estudo da
compulsdo alimentar esta associada ao estresse. Ja em 1969, Miller e
colaboradores propuseram um modelo de isolamento social em macacos rhesus e
observaram episédios de hiperfagia. Em 1997, Hagan e Moss desenvolveram um
modelo animal em roedores de compulsdo baseado na privagao alimentar. O teste
consistia em restricdo alimentar (privagdo), seguida pela oferta de alimento.
Posteriormente, em 2002, os mesmos pesquisadores propuseram a restricao foi
seguida de oferta de alimento acrescida de um fator estressante agudo (choque nas
patas).

As premissas do protocolo de privacdo baseiam-se no fato de varios

individuos com disturbios alimentares relatarem consumo excessivo de alimentos,



28

geralmente ricos em acgucar e gordura, em curtos espagos de tempo, seguido por
longos periodos de autoprivagéo (comportamento compensatorio). Embora tal fato o
assemelhe a comportamentos voluntarios humanos, ndo se pode afirmar o quanto o
animal esta comendo por fome/necessidade fisiolégica e o quanto do
comportamento esta relacionado unicamente a compulsdo. Nao se pode, portanto,
distinguir a ativagdo dos sistemas homeostatico e hedbdnico. Além disso, o
comportamento nao é realizado voluntariamente pelo animal.

No final dos anos 1990, outro teste de compulsao foi desenvolvido por Corwin
(para revisdo vide CORWIN e BUDA-LEVIN, 2004; CORWIN e WOJINICKI, 2006;
CORWIN e cols., 2011), que se baseia no acesso limitado e intermitente a um
alimento opcional (gordura vegetal) em roedores que tém acesso irrestrito a dieta
regular. A premissa € a de que quanto maior for a restricdo ao acesso a esse
alimento, maior sera o consumo. Essa premissa tem suas bases em estudos com os
chamados “alimentos proibidos” (hipercaléricos) em humanos, para 0s quais 0
acesso é limitado pelo proprio individuo (GUERTIN e CONGER, 1999; GIBSON,
2012).

O protocolo € metodologicamente constituido por dois grupos de animais
inicialmente homogéneos, que recebem um alimento opcional em regimes
alimentares distintos: trés dias por semana durante um breve intervalo de tempo (1 —
2 h) versus sete vezes por semana durante o mesmo periodo. Os animais com
acesso reduzido, com o passar do tempo, ingerem quantidades significativamente
maiores do alimento teste comparado com o grupo de maior acesso, mimetizando,
assim, um episddio de compulsdo alimentar em humanos. Ocorre também
escalonamento na ingestdo do alimento teste para o grupo de menor acesso.
Diferencas significativas no padrao alimentar sdo observadas a partir da terceira ou
quarta semana de teste.

Nesse paradigma, ao nao se privarem os animais de agua nem de sua dieta
normal, evitam-se possiveis confusdes entre a fome e o comportamento compulsivo,
bem como aproxima o teste da realidade observada em humanos (ARAUJO-HELD e
cols., 2002; CORWIN e BUDA-LEVIN, 2004; CORWIN e WOJNICKI, 2006). A
simplicidade e o baixo custo do teste também favorecem o seu uso. O
comportamento “tipo compulsivo desenvolve-se pela intermiténcia per se do acesso
ao alimento, mas também pode ter influéncia, em parte, do estresse psicossocial do

isolamento social (crénico) no qual o sujeito esta submetido. Cabe destacar que o
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estresse crénico tem sido apontado como importante gerador do comportamento
compulsivo, principalmente em humanos, e que todos os procedimentos ja
desenvolvidos em animais geram, de uma forma ou outra, estresse nos animais.

Recentemente, Velazquez-Sanchez e colaboradores (2014), basearam-se no
modelo de acesso intermitente e propuseram reduzir a intermiténcia do modelo de
Corwin, ao limitar o acesso a alimento rico em acucar a 1h/dia, por no minimo doze
dias consecutivos. Mesmo com acesso mais frequente e tempo reduzido de
protocolo, os pesquisadores afirmam que houve escalonamento na ingestao
alimentar pelo grupo que recebe o alimento teste, mimetizando assim um
comportamento compulsivo.

Outro importante marco no estudo de comportamento compulsivo foi proposto
por Avena e Hoebel (2003), os quais se tornaram pioneiros no tema “dependéncia
por alimentos”. O modelo animal proposto por esses pesquisadores baseia-se em
uma alimentagéao ciclica: periodo de 12h de privagéo, seguida de 12 h de acesso a
solugdo de sacarose (10%) e a ragao, por um periodo de 21 dias.

A maioria dos testes utilizam roedores como sujeito experimental, tanto para
compulsdo alimentar, quanto para outros disturbios alimentares, como a obesidade.
Os resultados desses modelos, no entanto, apresentam limitagdes a transposicao
para humanos, tais como diferengas filogenéticas e comportamentais (SUZETTE e
cols., 2013; WACHTMAN e cols., 2011).

Ha poucos estudos nessa area utilizando primatas nao-humanos como
sujeitos experimentais. Foltin (2006) e Foltin e Haney (2007) avaliaram o
comportamento alimentar de babuinos, empregando um procedimento de
comportamento operante (pressionar uma barra) em duas fases: 1) fase apetitiva —
apresentacao apenas do estimulo visual, e 2) fase consumatéria — oferta do
alimento. A esse esquema, foi aplicada uma variagdo do teste de intermiténcia
descrito acima, sendo utilizada apenas a premissa da intermiténcia ao acesso, sem
outros controles. Os animais com acesso ao alimento opcional trés vezes por
semana consumiram 75% do total calérico diario em balas durante a primeira
refeicdo (FOLTIN, 2006; FOLTIN e HANEY, 2007). Novos estudos sao
imprescindiveis para uma melhor elucidagdo do comportamento compulsivo em
primatas ndo-humanos, assim como da influéncia de fatores sociais e ambientais

aos quais primatas ndo-humanos estao expostos que os diferenciam de roedores.
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Em resumo, pela evolugcado dos estudos e do desenvolvimento de diferentes
protocolos para o estudo de comportamentos do tipo compulsivo em modelos
animais, diversos autores entendem que, mais que o alimento em si, a forma de
ingestdao é o fator principal no desenvolvimento de comportamentos alimentares
patolégicos, uma vez que é por meio da forma que se observa a perda do controle
da ingestao do alimento (AVENA e cols., 2005; HOEBEL e cols, 2009).

1.4  COCAINA E MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DA DEPENDENCIA

Os individuos estdo constantemente cercados de estimulos capazes de gerar
prazer. Pode-se tomar, como exemplo, a busca por alimentos e por sexo
(reforgcadores naturais), que promovem a sobrevivéncia das espécies. Outros
elementos, como atividade fisica, jogos de azar e drogas de abuso, também tém a
capacidade de gerar prazer, pois ativam os mesmos circuitos neurais envolvidos nos
processos de reforcadores naturais. Ao sentir prazer com essas atividades, as
chances de o individuo repetir os comportamentos sao maiores. Muitos desses
estimulos sédo benéficos para garantir sobrevivéncia, outros, no entanto, podem
prejudicar o individuo e gerar comportamentos patoldgicos, como é o caso da
dependéncia por drogas de abuso (KALIVAS e VOLKOW, 2005).

Em relagdo as areas do cérebro envolvidas, Volkow e colaboradores (2011)
propuseram um modelo que enfatiza seis circuitos neurais integrados na
dependéncia: 1) recompensa (NAcc e Palido ventral); 2)
memoria/aprendizagem/habitos  (amigdala e  hipocampo); 3) controle
inibitério/fungdes executivas (cortexes pré-frontal dorsolateral medial, inferior,
orbitofrontal e cingulado anterior); 4) motivagao (cortexes orbitofrontal, subcaloso e
motor, e estriado dorsal); 5) interocepgéao (insula e cértex cingulado anterior); e 6)
evitar aversdo/reatividade ao estresse (habénula, amigdala; Figura 2). Esses
circuitos recebem inervagdes diretas de neurdnios dopaminérgicos e ainda se
conectam entre si via interneurbnios GABAérgicos ou glutamatérgicos, modulados
por sinapses monoaminérgicas (serotonina e noradrenalina). Essas conexdes
afetam uma gama de comportamentos, e isso ajuda a explicar a complexidade da
natureza de comportamentos, como a dependéncia e suas co-morbidades com
outras desordens mentais (VOLKOW e BALER, 2012).
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Figura 2: Modelo de Volkow (2011) de adaptagbes neurais em cérebros de dependentes. Retirado de:
http://www.nature.com/nrn/journal/v12/n11/box/nrn3118_BX1.html.

Na farmacodependéncia, observam-se aumentos na ativacdo da via
mesocorticolimbica  dopaminérgica —  conhecida como  sistema de
‘recompensal/prazer” — originada na area tegmental ventral do mesencéfalo (VTA) e
que se projeta para o estriado ventral, incluindo o NAcc e outras regides do sistema
limbico, como a amigdala e o septo, bem como para diferentes areas do cortex pré-
frontal (FELDMAN e cols., 1997, KOOB, 2014; KALES, 1990; JANSEN e VAN DEN
HOUT, 1991; DREWNOWSKI e cols., 1992; WHITE e GRILO, 2005). O aumento na
disponibilidade extracelular da DA no NAcc esta intimamente relacionado ao
comportamento de autoadministracdo e aos processos de reforgo positivo que, por
sua vez, subsidiam o desenvolvimento da dependéncia por varias drogas psicoativas
(WISE, 1996; WHITE, 1996; CANNON e BSEIKRI, 2004; O’BREIN, 2006). Portanto,
o NAcc atua como uma importante interface entre os sistemas limbicos e motor,
atuando na motivagao das ag¢des (VENTULANI, 2001).

Uma das drogas de abuso com alto potencial de causar dependéncia é a
cocaina. Extraida das folhas da coca (Erythroxylon coca; planta originaria na
América do Sul) e utilizada desde o século XV, a cocaina tem propriedades
medicinais (anestésico local) e psicoestimulantes, com capacidade de gerar
sensagdes intensas de prazer e euforia, diminuir a fadiga e a fome, e aumentar a
vigilia (O’BRIEN, 2006). Essas caracteristicas, juntamente com o aumento da
atividade locomotora, sao observadas segundos/minutos apds 0 consumo,
dependendo da dose e da via de administragdao. Além dos efeitos comportamentais

subjetivos, esse psicoestimulante também altera diversas fungbes autonémicas e



32

fisiolégicas como, por exemplo, midriase, aumento da frequéncia cardiaca, da
pressao arterial e da temperatura corporal. Doses mais elevadas e/ou uso cronico e
indiscriminado podem desencadear episédios de agressividade, delirios,
alucinagdes, disturbios do humor, comportamentos estereotipados e irritabilidade
(O’'BREIN, 2006). A droga pode também causar parada cardiorrespiratéria e levar ao
obito.

O mecanismo pelo qual a cocaina leva a dependéncia esta relacionado
principalmente ao bloqueio da recaptacdo da DA liberada na fenda sinaptica, uma
vez que a droga se liga as proteinas transportadoras de DA (DAT) presentes na
membrana pré-sinaptica (NESTLER e cols., 2001). Alguns estudos sugerem também
um aumento da liberacdo de DA, via transportadores vesiculares de monoaminas
(VMAT), responsaveis pelo armazenamento desse neurotransmissor nos neurdnios
pré-sinapticos, porém esse mecanismo ainda nao se encontra totalmente elucidado
(VENTON e cols., 2006). Independentemente do mecanismo especifico, sabe-se
que a cocaina leva a aumento extracelular substancial de DA (NESTLER e cols.,
2001). No NAcc, esse acumulo proveniente da area tegmental ventral (VTA) é visto
como um dos principais mecanismos subjacentes ao efeito reforcador e a
hiperatividade induzida pela administracédo da cocaina (KOOB, SANNA e BLOOM,
1998, KOOB e LE MOAL, 2001).

Estudos em camundongos geneticamente modificados (knockouts) para DAT
sugerem que outros neurotransmissores também exercem um importante papel
modulador na dependéncia de cocaina, via mecanismos dependentes e/ou
independentes de DA (MULLER e cols., 2003). Sabe-se, por exemplo, que a cocaina
aumenta a disponibilidade de serotonina (5-HT) no NAcc (NESTLER e cols., 2001),
podendo haver, portanto, uma interacdo entre os sistemas DA/5-HT nesta e talvez
em outras regides com altas concentragdes de receptores serotoninérgicos.

A administragcdo de cocaina também gera ativacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA), decorrente do aumento na liberagao do fator de liberacéo de
corticotropina (CRF) pelo hipotalamo, aumentando significativamente os niveis
circulantes de corticosterona em roedores (MANTSCH e cols., 2000) e de cortisol em
primatas ndo-humanos e no homem (BAUMANN e cols., 1995; SARNYAI e cols.,
1996). O mecanismo exato de como a cocaina estimula o eixo HPA ainda nao esta
totalmente elucidado, apesar de haver indicios de uma modulagao direta via
neurotransmissores como a DA e 5-HT (KALIVAS e cols., 1987; LAVICKY e cols.,
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1993). Os glicocorticoides atuam diretamente no mecanismo refor¢gador da cocaina,
uma vez que facilitam a neurotransmissao dopaminérgica no NAcc (MARINELLI e
PIAZZA, 2002). Portanto, as alteragbes hormonais observadas com o uso da
cocaina podem subsidiar, em parte, os mecanismos da dependéncia por esse

psicoestimulante, além de contribuir para respostas de recaida apds a sua retirada.

1.5 TESTES CLASSICOS PARA O ESTUDO DA DEPENDENCIA

Existem varios modelos animais para estudar diferentes fases ou
caracteristicas da dependéncia. O presente trabalho se limitou a estudar a
Preferéncia-por-lugar condicionada a estimulo (CPP) e a sensitizacao.

O teste de CPP tem se tornado um método importante para avaliar o efeito
reforcador de uma variedade de substancias (alimentos e drogas) com potencial de
causar dependéncia (FIGLEWICZ e cols., 2004; TZSCHENTKE, 2007; CHABRAWI e
BARROS, 2011; WANG e cols., 2004; MORALES e cols., 2012) e tem sido
empregado experimentalmente em estudos com diferentes espécies (KAUN e cols.,
2011; CUNNINGHAM, GRENEL e GROBLEWSKI, 2006; TZSCHENTKE, 2007;
DUARTE e cols., 2014; BORGES e cols., 2015). O teste tem como base o
condicionamento classico (pavloviano), no qual estimulos originalmente neutros
adquirem propriedades motivacionais apds serem pareados repetidas vezes com
estimulos incondicionados, tais como drogas de abuso (SANCHIS-SEGURA e
SPANAGEL, 2006) e alimentos altamente palataveis (LATAGLIATA e cols., 2010;
DUARTE e cols., 2014). Consequentemente, o estimulo neutro (agora condicionado)
adquire um “valor reforgador” que leva o individuo a busca-lo ou preferi-lo (BARDO e
BEVINS, 2000), estabelecendo uma relagéo entre o potencial reforgador do estimulo
e as pistas do ambiente (HUSTON e cols., 2013; TZSCHENTKE, 2007). Varias
caracteristicas de um ambiente originalmente neutro, tais como cor ou textura,
podem ser usadas para obtencdo de um condicionamento contextual e, assim, com
repetidas exposi¢cdes, o estimulo neutro (ambiente) adquire caracteristicas de
condicionado (BARDO e BEVINS, 2000).

No paradigma de CPP, dois ou mais conjuntos de pistas visuais, espaciais,
tateis e/ou olfativas sdo pareadas com uma injecdo da droga e uma injegao de
solugdo salina (esta é opcional, dependendo do delineamento experimental).

Embora existam variagdes metodoldgicas, em geral, o individuo é confinado em um
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dos compartimentos do aparato (caixa de CPP, variavel de acordo com a
metodologia, para maiores detalhes, vide se¢do Materiais e Métodos) apds receber
a droga e em outro ao receber salina. No condicionamento, o animal recebe injecbes
de uma substancia prazerosa (o estimulo ndo-condicionado) em um compartimento
(o estimulo neutro) e injecbes de salina no outro compartimento. O objetivo é o de
que o sujeito associe a sensacao subjetiva de prazer gerada pela droga ao lugar
onde essa foi administrada, tornando o compartimento em um estimulo
condicionado.

Na sessao teste, o animal tem acesso irrestrito a ambos os compartimentos
do aparato sem a administragdo da droga, e o tempo gasto em cada compartimento
€ registrado. Um aumento no tempo de permanéncia no compartimento pareado
com a droga, apos condicionamento, em relacdo a quantidade de tempo gasto no
mesmo compartimento antes do condicionamento é indicativo de que a droga
induziu um efeito de CPP.

Uma grande vantagem do teste de CPP é a possibilidade de avaliar tanto o
efeito reforcador do estimulo, seja esse natural ou farmacoldgico (revisado em
TZSCHENTKE, 2007), como os efeitos aversivos de um tratamento (LEMOS e cols.,
2012). Além disso, diversos outros fatores favorecem o uso do CPP como
ferramenta experimental, tais como: simplicidade, baixo custo, necessidade de
poucas sessdes de condicionamento, dispensa de procedimentos cirurgicos prévios,
realizacéo da sessao teste na auséncia do estimulo incondicionado (droga/alimento),
possibilidade de medir diferentes aspectos comportamentais do animal, tais como
locomogéo e vigilancia (BARDO e BEVINS, 2000), e sua aplicabilidade em diversos
modelos animais (BARDO e BEVINS, 2000; MUELLER e STEWART, 2000).

Portanto, o paradigma CPP permite a avaliagao dos efeitos motivacionais de
drogas de abuso, sem confundir os efeitos reforgcadores com os efeitos motores
gerados pelas drogas quando se estuda, por exemplo, a auto-administragao. O CPP,
no entanto, ndo avalia a dependéncia em si, mas os indicios do potencial reforcador
da substancia.

Outro teste importante utilizado no estudo da dependéncia é o teste de
sensitizacdo. A sensitizacdo € um termo que se refere a capacidade de um estimulo
repetitivo, de mesma intensidade, produzir aumento na magnitude da resposta em
funcdo de adaptagdes neurais decorrentes do uso repetido da substancia. A

sensitizagdo cruzada, por sua vez, é a capacidade de um agente (estimulo) em
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sensitizar a resposta induzida por um segundo estimulo (VEZINA e cols., 1989). O
processo de sensitizagdo a psicoestimulantes parece estar relacionado ao sistema
mesolimbico dopaminérgico, sendo a sensitizacdo cruzada um efeito gerado pelo
fato de dois estimulos apresentarem mecanismos de agdo em comum (SELF e
NESTLER, 1995). Contudo, até o presente, nenhum estudo foi realizado a fim de
analisar uma sensitizagcado cruzada entre alimentos altamente palataveis e drogas de
abuso (cocaina) em primatas nao-humanos, o0 que poderia contribuir
significativamente para o nosso entendimento a cerca dos mecanismos subjacentes
a dependéncia (por alimentos ou drogas) no modelo animal mais préximo do

homem.

1.6 RELACAO ENTRE DEPENDENCIA POR ALIMENTOS PALATAVEIS (FOOD
ADDICTION) E DROGAS DE ABUSO

Alimentos ricos em acgucar e gordura podem causar dependéncia? A resposta
vai depender da definicdo de dependéncia por alimentos. Em uma primeira analise,
0s animais sao “dependentes” de alimentos para sobreviver, mas pode-se pensar na
dependéncia como patologia. Dependéncia € descrita nos conceitos da farmacologia
como uma doenca em razao de adaptagdes neurais cronicas causadas pelo uso
repetido de drogas que modificam comportamentos voluntarios e habitos e que
geram prejuizo ao individuo (KOOB e LE MOAL, 2001; VOLKOW, FOWLER e
YANG, 2003; VOLKOW e BALER, 2014).

Assim, do ponto de vista farmacolégico, séo caracteristicas da dependéncia
descritas no DSM-5: 1) uso de uma substancia em quantidades maiores ou por mais
tempo do que o planejado; 2) desejo persistente ou incapacidade de controlar o
desejo; 3) gasto importante de tempo em atividades para obter a substancia; 4)
fissura; 5) deixar de desempenhar atividades sociais, ocupacionais e/ou familiares
em razao do uso; 6) continuar o uso apesar de apresentar problemas sociais e/ou
interpessoais; 7) restricdo do repertério de vida em fungao do uso; 8) manutencgéo do
uso apesar de prejuizos fisicos; 9) uso em situagdes de exposi¢cao a risco; 10)
tolerancia; e 11) abstinéncia. A dependéncia pode ser classificada de leve a severa,
dependendo de quantos critérios estiverem presentes (APA, 2013).

O presente estudo adotou como ponto de partida, uma definicdo simples de

dependéncia por alimentos proposta por Rogers e Smit (2000) como sendo a perda
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de controle sobre o consumo de alimentos hipercaléricos e palataveis. Pode-se,
entdo, dizer que a dependéncia por alimentos (food addiction) se manifesta pelo
comportamento hiperfagico, fissura — desejo incontrolavel de ingestao do alimento —
e sensacgao de ansiedade na auséncia de determinados alimentos (IFLAND e cols.,
2009; PARYLAK e cols., 2011).

Ha varias teorias que buscam estabelecer um denominador comum entre a
dependéncia por alimentos e a por drogas de abuso. Uma das maneiras para se
demonstrar essa relacdo estda em tentar demonstrar que determinados tipos de
alimentos com altas concentragées de agucar e gordura tém potencial de causar
modificagdes fisioldgicas e comportamentais (p. ex., ingestdo excessiva — binge)
semelhantes aquelas observadas em individuos dependentes de drogas, tais como
a cocaina, o tabaco ou o alcool (AVENA, RADA e HOEBEL, 2008; PELCHAT, 2009;
GEARHARDT e cols., 2011; AVENA e cols., 2009 e CORWIN e GRIGSON, 2009).

Em relagdo a semelhangas comportamentais, a dependéncia por drogas e por
alimentos podem ser consideradas como resultado de habitos que se reforcam pelo
prazer e pela repeticdo do comportamento e que se tornam cada vez mais dificeis
para o individuo controlar, apesar de suas consequéncias potencialmente
prejudiciais a saude. O consumo excessivo de alimentos (em geral palataveis) e o
uso de drogas sdo comportamentos movidos inicialmente por suas propriedades
reforcadoras positivas, o prazer, e sdo mantidos pelo refor¢o negativo (evitar crises
de abstinéncia).

A observacao de comportamentos similares entre droga e alimento e a idéia
de que pode haver dependéncia por determinados tipos de alimentos aparecem nos
trabalhos de Hoebel e colaboradores (1998), os quais propuseram um modelo
animal no qual os sujeitos (roedores) sdo submetidos a um determinado padréao
alimentar (restricdo caldrica, seguida de acesso a solugdes de sacarose), que
resulta em respostas comportamentais caracteristicas de dependéncia: a busca
compulsiva e episédios de compulsdo, bem como o aparecimento de sinais de
abstinéncia (AVENA, RADA e HOEBEL, 2008; AVENA e HOEBEL, 2009).

Gosnell (2005) relatou que animais pré-expostos a acgucar apresentaram
maiores taxas de atividade locomotora quando receberam injecdo de cocaina
(15mg/Kg). Avena e Hoebel (2003) obtiveram resultados semelhantes, com aumento
de duas a trés vezes na resposta comportamental quando administraram dose Unica

de anfetamina em ratos que passaram por protocolo intermitente de sacarose. Essa
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sensitizagdo cruzada (agucar/droga) reforca a existéncia de caminhos neurais
comuns e semelhangas comportamentais e fisiolégicas entre ambos os
comportamentos compulsivos.

Esta bem descrito na literatura que o circuito mesolimbico dopaminérgico é
ativado em resposta a drogas de abuso. Estudos também vem demonstrando que
alimentos palataveis com altas concentragbes de agucar e e gordura também
aumentam a concentracdo de DA principalmente no NAcc (WISE, 1996; HAJNAL,
SMITH e NORGREN, 2004). O sistema de recompensa tem sido associado a
emissao de respostas comportamentais relacionadas a ingestao de alimentos nao
apenas de valor homeostatico, mas também de valor hedbnico. Assim, Volkow e
colaboradores (2012) sugeriram que a perda de controle tanto para drogas, quanto
para alimentos, ocorrem por um desequilibrio dopaminérgico principalmente na via
mesolimbica que modulam respostas comportamentais a estimulos do ambiente.

Alimentos ativam o circuito neural de recompensa de duas maneiras, via
palatabilidade (participagdo de opidides endégenos e canabinoides) e por meio do
aumento da glicose e insulina (participacédo da DA), enquanto drogas ativam os
mesmos circuitos via efeito farmacologico (ativacdo direta de neurdnios
dopaminérgicos ou indireta através da modulagdo de outros neurdnios como
opidides, nicotina, GABA; VOLKOW e WISE 2005).

Portanto, a dependéncia por alimentos e por drogas tém, possivelmente, as
mesmas bases neurais de determinacdo do comportamento, que,
consequentemente, geram alteragdées no comportamento motivado aprendido em
relacdo ao alimento/droga (KOOB e MOAL, 2001; VOLKOW e WISE, 2005;
DAVIDSON e cols., 2007; VOLKOW e WISE, 2005; AVENA, RADA e HOEBEL,
2006; PELCHAT, 2009; CORWIN, AVENA e BOGGIANO, 2011).

Estimulagdes repetidas da via dopaminérgica sdo responsaveis, em parte,
pelas adaptacbées neurais em outros neurotransmissores e circuitos, que
possivelmente propiciam o aparecimento de comportamentos compulsivos e levam a
perda do controle da ingestdo de alimentos ou da administragdo de drogas. O uso
cronico de drogas leva a plasticidade neural no circuito glutamatérgico cortico-
estriatal, a qual resulta em um aumento da reacdo emocional e diminuicdo do
controle inibitério, favorecendo, assim, o consumo excessivo da droga (VOLKOW e
LI, 2004).
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De maneira semelhante, a exposicao repetida a alimentos hipercaléricos em
individuos vulneraveis (predisposi¢ao genética) pode resultar no aparecimento de
comportamentos compulsivos e propiciar o desenvolvimento da obesidade (AVENA,
RADA e HOEBEL, 2008). No entanto, € importante lembrar que a regulagao
neurobioldgica da ingestao alimentar € mais complexa do que a de drogas de abuso,
uma vez que o consumo de alimentos é controlado ndo apenas por mecanismos de
recompensa, mas também por diversos fatores periféricos e centrais (LEVINE, KOTZ
e GOSNELL, 2003).

O valor hedbnico de alimentos palataveis (caléricos, ricos em gordura e/ou
agucar) é cada vez mais reconhecido como uma causa importante para o aumento
dos disturbios alimentares na populagcdo. Esse tem a capacidade de ativar a via
dopaminérgica mesocortibolimbica e consequentemente gera sensagdes prazerosas
no individuo. Alguns individuos sdo mais propensos a consumir esse tipo de
alimento, podendo exibir uma resposta hedodnica elevada (BOGGIANO e cols.,
2007).

A DA regula o consumo de alimentos de duas maneiras: a primeira € por meio
da modulagao das propriedades reforgadoras e a segunda facilitando o aprendizado
e promovendo a motivacdo para realizacdo de comportamentos direcionados ao
consumo futuro (MARTEL E FANTINO,1996). Esse neurotransmissor também facilita
o condicionado a estimulos alimentares que, em seguida, induzem uma motivagéao
para consumir o alimento (KIYATKIN e GRATTON 1994).

O efeito neuroquimico observado durante um episédio compulsivo é distinto
daquele visto no comportamento alimentar normal, e se aproxima de um
comportamento patolégico compulsivo. No episddio de compulsdo, a concentragéao
de DA na regido da concha do NAcc aumenta a cada episédio (RADA, AVENA e
HOEBEL, 2005), como é visto na administracdo repetida de diferentes drogas de
abuso (DI CHIARA e IMPERATO, 1988). Ja na ingestdo normal de alimento, a
resposta dopaminérgica diminui progressivamente, indicando uma habituagao e/ou
perda de novidade do alimento (BASSAREO e DI CHIARA, 1997). No
comportamento compulsivo também ocorre uma diminuicdo no numero de
receptores dopaminérgicos do tipo D, nas regides do estriado e NAcc e uma super-
expressao dos receptores D1 nas mesmas areas (COLANTUONI e cols., 2002).

Avena e cols. (2006) e Rada e cols. (2005) demonstraram que ratos com

acesso intermitente a acucar consomem o alimento de maneira compulsiva e que



39

em cada episédio ha liberacdo de dopamina no NAcc de maneira semelhante a que
ocorre quando animais sao expostos a drogas de abuso. Além disso, o consumo de
alimentos palataveis também aumenta a disponibilidade extracelular de DA na via
mesolimbica, em especial no NAcc. No entanto, em casos de privagao de alimentos
— por exemplo de individuos que fazem dieta de restricdo alimentar — os niveis
extracelulares de DA no NAcc diminuiram (POTHOS, HERNANDEZ e HOEBEL,
1995; GEIGER e cols., 2009). Assim, muitas sdo as evidéncias sugerindo um
mecanismo neural comum para reforgo advindo de alimentos e de drogas (KELLEY
e BERRIDGE, 2002; PELCHAT, 2002; WISE, 1996; AVENA, 2010).

Em estudos de neuroimagem, individuos obesos ou com transtorno de
compulsao alimentar apresentam alteragbes na sinalizagdo dopaminérgica e
hiperatividade do sistema de recompensa quando pistas visuais relacionadas ao
alimento sdo apresentadas, com resultados similares aos vistos em usuarios de
drogas quando pistas visuais associadas a droga sao apresentadas (VOLKOW e
cols., 2008). Stoeckel e cols., (2008) e Murdaugh e cols., (2012) relataram que,
quando apresentadas imagens de alimentos caldricos, mulheres obesas tiveram
ativacdo neural em diversas regides do sistema limbico (cortex pré-frontal, cortex
orbitofrontal, amigdala, estriado ventral e dorsal, insula, cértex cingulado anterior e
hipocampo), enquanto mulheres de peso normal aumentaram significativamente
apenas a ativacao do caudado dorsal.

No caso da antecipagao e/ou da ingestdao de alimentos ricos em agucar e
gordura, areas cerebrais sabidamente associadas ao comportamento motivacional
também sao ativadas, incluindo o coértex pré-frontal (cingulado, orbitofrontal) e a
amigdala (WANG e cols., 2004; GEARHARDT e cols., 2011). Recentemente, um
estudo de meta-analise em humanos, demonstrou que pistas visuais relacionadas a
comida e a nicotina ativaram as mesmas areas do SNC: cértex orbitofrontal, estriado
e amigdala, ou seja, areas relacionadas a aprendizagem, memoria e motivagao
(TANG e cols., 2012).

A ingestdo de alimentos altamente palataveis e fatores associados a ela, tais
como restricao caldérica (HAGAN e MOSS, 1997, HAGAN e cols., 2002a, 2002b) e
estresse (MCINTOSH e cols., 1999; PECORARO e cols., 2004), podem contribuir
para a exibicdo de comportamentos compulsivos (CORWIN e cols., 1998; CORWIN
e BUDA-LEVIN, 2004; COLANTUONI e cols., 2001) e gerar mudangas no sistema
neural de recompensa (KELLEY e cols., 2003; BOGGIANO e cols., 2005).
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Além da DA, outros neurotransmissores como a serotonina, glutamato,
GABA, opidides e noradrenalina exibem um importante efeito modulatorio no circuito
de recompensa e de comportamentos motivados (NESTLER e cols., 2001).

O eixo HPA também é alterado por drogas de abuso, podendo os hormdnios
liberados exercerem um efeito importante sobre os mecanismos envolvidos em
diferentes fases da dependéncia (KALIVAS e cols., 1987; LAVICKY e cols., 1993).

Exposi¢cdes a dietas ricas em gordura, em modelos animais, demonstraram
alteragcdes em varios neuropeptidios como a galanina, encefalinas e orexinas cujo
efeito € aumentar a ingestao alimentar, gerando um ciclo vicioso no comportamento
alimentar. Em ratos alimentados com dietas baseadas em gordura, observa-se
também a rapida resisténcia a leptina e a insulina, sugerindo que a ingestao de
gordura provoca mudangas na homeostase corporal, em niveis neuroquimicos,
mesmo apds poucas exposi¢cdes (LEIBOWITZ e cols., 2004).

Além do sistema de recompensa, os circuitos neurais relacionados a
aprendizagem e a memoria, principalmente aqueles relacionados a aprendizagem
associativa, aos habitos aprendidos e a memodria declarativa (VANDERSCHUREN e
EVERITT, 2005) também estdo envolvidos nos processos da dependéncia. O efeito
de drogas no sistema neural relacionado a memodria sugere maneiras de como 0
estimulo neutro adquire propriedades reforcadoras. Novamente a participacao da DA
€ importante, pois sabe-se que esse neurotransmissor esta presente em situacoes
que antecipam o reforco (advindos de drogas ou de reforgadores naturais;
SCHULTZ, 2002). Estudos em roedores e em humanos demonstraram que, quando
pareados com a droga (por meio de repetigbes), estimulos neutros geram aumento
na liberacdo de DA principalmente no estriado dorsal e NAcc e se tornam estimulos
condicionados (VOLKOW e cols. 2006)

Isso sugere que algumas perturbagbes neurobiolégicas na dependéncia
podem ocorrer em funcido de respostas condicionadas desencadeadas pela DA que
consequentemente resultam em habitos de consumo de drogas que levam a
comportamentos compulsivos. E provavel que essas respostas condicionadas
envolvam adaptagbes em vias glutamatérgicas cortico-estriatal que regulam a
libertacdo de DA (KALIVAS e cols, 2005). Assim, enquanto as drogas (assim como
alimentos) podem, inicialmente, levar a liberagdo de DA no estriado ventral

(recompensa de sinalizagao), com a administragao repetida e com o desenvolver de
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habitos, parece haver uma mudancga nos aumentos de DA que ocorrem no estriado
dorsal.

Também, diferencas individuais na preferéncia por sacarose podem ser
correlacionadas as variagdes individuais na autoadministragao de anfetaminicos (DE
SOUSA e cols., 2000). Em esquemas de consumo intermitente, ratos apresentaram
um aumento da autoadministragdo de cocaina (PUHL e cols., 2011), maior efeito de
sensitizagao por anfetamina (AVENA e HOEBEL, 2003a, 2003b) e sensitizagao
cruzada avaliada por meio da hiperlocomocg¢ao induzida por psicoestimulantes
(AVENA e HOEBEL, 2003a, 2003b; GOSNELL, 2005; SHALEYV e cols., 2010). Uma
alteracao na sensitividade por anfetamina também ja foi demonstrada em ratos com
dietas ricas em gordura testados no teste de preferéncia-condicionada-por-lugar
(DAVIS e cols., 2008).

Assim, a farmacodependéncia apresenta varias similaridades com a
dependéncia por alimentos, evidenciada, por exemplo, pela sobreposi¢ao: 1) do
circuito neuroquimico ativado, em termos de localizacdo, tipo de
neurotransmissores, caracterizacdo do receptor e mecanismos de transducdo do
sinal; 2) do recrutamento de estruturas e regides neurais; e 3) da alteragcdo no perfil
fisiolégico e de comportamentos motivados complexos (OLSEN, 2011). Existe
também uma alta co-morbidade entre essas duas importantes formas de
dependéncia (SWANSON e cols., 2011), especificamente para o alcool
(WIEDERMAN e PRYOR, 1996) e para a cocaina (JONAS e cols., 1987). Além
disso, em humanos, ha uma correlagdo entre a preferéncia por drogas de abuso e
alimentos ricos em agucar (PELCHAT, 2002).

1.7 Callithrix _penicillata COMO MODELO ANIMAL NO ESTUDO DA
DEPENDENCIA

A maioria dos estudos para investigar o processo de dependéncia, seja por
drogas seja por alimentos, utilizam roedores como modelo animal (CORWIN e
BABBS, 2012; PUHL e cols., 2011). Experimentos com roedores sdao de suma
importancia e tém dado notaveis contribuicdes para o entendimento atual dos
mecanismos neurais que subsidiam o processo de dependéncia. Apesar da
importancia de se pesquisar em roedores, estudos com primatas ndo-humanos tém

sido empregados com maior frequéncia em abordagens neurofarmacolégicas e
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comportamentais, haja vista a maior complexidade do repertério comportamental de
primatas se comparado com roedores (VALENTINUZZI e cols., 2008; CHABRAWI e
BARROS, 2011; ARCE e cols., 2010; MELAMED e cols., 2013, MAIOR e cols.,
2011).

O uso de primatas nao-humanos favorece a generalizagdo dos resultados
para humanos pois os aspectos filogenéticos, a organizagao morfofuncional e os
aspectos comportamentais e neuroquimicos sdo mais proximos dos humanos do
que em qualquer outro modelo animal (MAIOR e cols., 2011; PIGGOTT e cols.,
1999; WEERTS, FANTERGROSSI e GOODWIN, 2007).

Maior e cols (2011) exemplificam os beneficios ao destacar que para além de
uma proximidade genética com humanos de cerca de 95% os primatas néao-
humanos apresentam uma complexa gama comportamental tanto em relagdo a
organizagao social como para respostas quase idénticas as de humanos para
drogas de abuso (p. ex.abstinéncia).

Utilizar primatas como sujeitos experimentais requer uma série de cuidados,
de forma a assegurar resultados confidveis e reprodutiveis em pesquisas
biomédicas. A fim de evitar anormalidades comportamentais e/ou fisiolégicas, faz-se
necessario observar necessidades especificas em termos de dieta, tipo de
alojamento, espaco fisico e oportunidades para reprodugdo e interagdes sociais.
Outros aspectos também precisam ser considerados, como o estresse provocado
por procedimentos de manejo, higiene, consanguinidade, exame periddico do estado
de saude, dentre outros (ANDRADE e cols., 2002).

A utilizacdo de primatas do Novo Mundo, de pequeno a médio porte, é
vantajosa, pois tem relativamente baixo custo de manutengdo em cativeiros
comparado com primatas de grande porte e ainda apresentam um bom indice de
reprodugao (TORRES e cols., 2010). Os calitriquideos (Callithrix penicillata — mico
estrela; Figura 2) tém se demonstrado como um o6timo sujeito experimental em
investigacées biomédicas, comportamentais e neuropsicofarmacolégicas (BARROS
e TOMAZ, 2002).

Alguns estudos tém demonstrado similaridades entre humanos e individuos
do género Callithrix em respostas psicossociais ao estresse, tais como separagao
mae-infante (PRYCE e cols, 2004; 2005); separagdo do par heterossexual
(JOHNSON e cols., 1996; NORCROSS e NEWMAN, 1999); mudangas ambientais;

mudangas na alimentagdo e mudancas de parceiros de viveiro (FERRAZ e cols.,
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2011). Além disso, exibem similaridades anatomo-funcionais de regiées do sistema
nervoso, envolvidas na resposta ao estresse e a patologias relacionadas a ele
(HONESS e MARIN, 2006). Sob essa perspectiva, Sousa e cols., (2002)
demonstraram que mudangas no ambiente familiar (estresse fisico) de individuos do
género Callithrix podem desencadear respostas autondmicas e enddcrinas ao
estresse e modificar perfis comportamentais (MANSFIELD, 2003; GALVAO-
COELHO e cols., 2008; NORCROSS e NEWMAN, 1999; SOUSA e cols., 2002).

A literatura também relata que a espécie Callithrix responde bem a
manipulagbes caldricas. Tardif e cols. (2009) analisaram variagbes relativas a
prevaléncia de diabetes do tipo 2, enquanto Fong (2004) induziu obesidade e
sindrome metabdlica em calitriquideos (Callithrix jacchus) a fim de analisar drogas
anti-obesidade. No entanto o estudo sobre o comportamento alimentar patolégico
nessa espécie ainda é limitado.

Estudos também demonstraram com sucesso a utilizacdo da espécie
Callithrix penicillata em trabalhos que investigam as respostas fisiologicas e
comportamentais a drogas de abuso e a diferentes farmacos (LIMA e cols., 2008;
SILVA e cols., 2008; BARROS e cols., 2007; DE SOUZA SILVA e cols., 2006;
MELLO e cols., 1997; BARROS e cols., 2003). Melamed e cols., (2013) mostraram
que a administragcdo repetida de cocaina (7mg/kg) em micos gera uma sensitizagéao
comportamental, observada por um aumento no comportamento de vigilancia. Nessa
mesma dose, Borges e cols., (2015) observaram um comportamento de CPP.

Em humanos, estudos sobre a dieta sdo susceptiveis ao erro em razao de
imprecisdes dos relatos sobre a alimentacdo; com primatas ndo-humanos, ha a
possibilidade de um controle preciso da ingestado alimentar, tal qual em roedores.
Diferentemente de roedores, no entanto, primatas ndo-humanos apresentam uma
gama de comportamentos e diversidade alimentar que se assemelha a condigéo
humana (BICA-MARQUES, 2000).

Até o momento ndo ha modelos animais de compulséo alimentar em primatas
nao-humanos de pequeno porte. Com base no mencionado acima, desenvolver um
modelo animal para o estudo do comportamento compulsivo em animais que
possuem maior similaridade com humanos pode trazer novos entendimentos a cerca

dessa patologia e propiciar nova abordagem para um tratamento eficaz.
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Figura 3: individuos da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela) mantidos em cativeiro no Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (esquerda) e de vida livre (direita).

2 RELEVANCIA E ORIGINALIDADE DO ESTUDO

Nas ultimas décadas, o interesse nas pesquisas voltadas a comportamentos
compulsivos aumentou. Trata-se de reflexo de novas facetas da dependéncia: jogos,
comida, internet, exercicios fisicos, compras etc. Enquanto dependéncia foi
tradicionalmente entendida como dependéncia quimica (alcool, cocaina, nicotina), os
estudos apontam para uma visdo mais holistica desse fendmeno. O presente
estudo, portanto, pretendeu analisar um desses comportamentos, a compulsao
alimentar e sua relagdo com dependéncia a drogas de abuso.

O foco nesse assunto advém, primeiramente, dos crescentes indices
mundiais de obesidade, condigdo que chega a afetar aproximadamente 500 milhdes
de individuos em todo o mundo de acordo com Organizagao Mundial da Saude
(2011). No Brasil, metade da populagdo adulta estd com sobrepeso e
aproximadamente 12% dos homens e 17% das mulheres sdo obesos (IBGE, 2010).

A dificuldade de estratégias terapéuticas eficientes para combater esses
disturbios também aumenta o interesse no aprofundamento dos estudos. Muitos dos
farmacos disponiveis para o tratamento ndo s6 da obesidade, mas da bulimia

nervosa e da anorexia ndo sao muito eficazes, e a taxa de recaida comportamental
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€ alta. Existe também uma forte correlagdo entre os disturbios alimentares com
outras psicopatologias, a exemplo da ansiedade, depressédo e da
farmacodependéncia, o que indica a necessidade de estudo interdisciplinar desses
disturbios. Assim, na tentativa de explicar a neurobiologia desses comportamentos
patolégicos que até o momento estdo apenas parcialmente elucidados,
pesquisadores vém apresentando resultados nas ultimas décadas que apontam
particularmente para a similaridade entre a dependéncia quimica e a dependéncia
por alimentos, expressa como compulsao.

Dessa forma, o estudo sobre as bases neurais da compulsdo alimentar é
muito relevante, haja vista sua similaridade com outras formas de dependéncia e
com outras co-morbidades. Atualmente ja se sabe que muitos dos mecanismos
fisioldgicos e comportamentais que medeiam a compulsdo alimentar séao
semelhantes aqueles responsaveis pela dependéncia quimica (VOLKOW e WISE,
2005).

Modelos animais podem ajudar no estudo da dependéncia e de
comportamentos compulsivos. A maior parte dos estudos em animais € realizada em
roedores, o que dificulta, em alguns casos, sua transposi¢cdao direta para
comportamentos patolégicos humanos.

Nesse sentido, dados importantes poderdao ser obtidos em primatas nao-
humanos, considerando a grande similaridade entre esses animais e humanos em
termos da diversidade da dieta, da sociabilidade, do ciclo circadiano e de aspectos
filogenéticos, como a organizagao morfofuncional (WEERTS e cols., 2007). Essas
similaridades contribuem para que modelos com primatas ndo-humanos sejam mais
fidedignos e representativos do comportamento humano.

Além das similaridades comportamentais, varias espécies de primatas tém
sido utilizadas como a etapa final de ensaios pré-clinicos no estabelecimento da
seguranga e eficacia de novos tratamentos farmacoldgicos (p. ex., KING e cols.,
1998). Ademais, tem-se uma melhor previsibilidade farmacocinética em simios do
que em roedores (WARD e SMITH, 2004). Existe também uma diferenca
significativa na densidade e distribuicdo de receptores em regides cerebrais
relacionadas a dependéncia (por drogas e possivelmente por alimentos) entre
roedores e primatas nao-humanos (p.ex., LIDOW, 1989). Estudos de longo prazo e

comparacgdes intra-individuais sdo possiveis em varias espécies de primatas devido
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a longevidade dessas espécies (WEERTS e cols., 2007) e podem contribuir para
mimetizar as condicdes dos seres humanos.

O presente estudo pretende fornecer uma contribuicdo inédita para
elucidacao do comportamento alimentar, por meio: 1) do desenvolvimento de uma
nova abordagem experimental para o estudo dos mecanismos neuropsicobiolégicos
da compulsdo alimentar em uma espécie de primata neotropical amplamente
empregada em estudos biomédicos; e 2) da determinagcdo de uma possivel
correlacao entre o consumo de alimentos comerciais hipercaléricos com a resposta

comportamental a psicoestimulantes.
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3 HIPOTESES

Com base no exposto acima, o presente estudo tem como hipoéteses:

O acesso intermitente a alimentos altamente caldricos e palataveis é capaz de
induzir o desenvolvimento de um comportamento do tipo compulsivo em primatas
nao-humanos (Callithrix penicillata);

Animais que sao pré-expostos a alimentos altamente caldricos e palataveis e
que desenvolvem um comportamento do tipo compulsivo por tais alimentos,
demonstram uma resposta comportamental diferente a cocaina, comparado a

animais nunca expostos a essa dieta.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver um teste para estabelecer
e avaliar comportamento compulsivo em primatas ndo-humanos com base no
protocolo de acesso intermitente, utilizando alimentos altamente palataveis e
estabelecer uma relagdo entre alimentos ricos em agucar e gordura e drogas de
abuso.

Especificamente, o trabalho se propds a:

Induzir uma resposta de compulsdo alimentar em micos-estrela adultos
(Callithrix penicillata) por meio do protocolo de acesso restrito e intermitente a
alimentos ricos em agucar e gordura;

Verificar o efeito de um estresse agudo no comportamento alimentar de
micos-estrela pré-expostos ao protocolo de acesso intermitente;

Determinar se o acesso intermitente e crénico a alimentos ricos em acgucar e
gordura influencia, posteriormente, o desenvolvimento do comportamento de
hipervigilancia induzido pela administracdo sistémica e repetida de cocaina nos
micos-estrela;

Avaliar se a pré-exposi¢ao a alimentos ricos em agucar e gordura influencia,
posteriormente, a aquisigdo de um comportamento de preferéncia-por-lugar
condicionado a administragao de cocaina;

Estabelecer se animais que s&o propensos a apresentar comportamentos de
hiperfagia também sao propensos a desenvolver comportamentos de dependéncia

por cocaina.
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5 MATERIAIS E METODOS: ASPECTOS GERAIS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia
(UnBdoc n°: 2468/2013, Anexo |). Todos os preceitos éticos estipulados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal foram observados. Apdés o encerramento do
estudo, os animais utilizados permaneceram no plantel permanente do Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (CP/UnB). O CP/UnB é credenciado pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
como criadouro de primatas para fins cientificos (Registro IBAMA,
1/53/1999/000006-2).

5.2 SUJEITOS E CONDIGOES GERAIS DE ALOJAMENTO

Foram utilizados sujeitos adultos (>18 meses), machos e fémeas, da espécie
mico-estrela (Callithrix penicillata), com massa corporal acima de 250g. Os animais
foram mantidos no Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia (CP-UnB). O
CP-UnB localiza-se na Fazenda Agua Limpa da UnB, area de preservacio
ambiental, circundada por mata de galeria, que permite a manutencdo dos animais
sob condi¢gdes naturais de temperatura, luminosidade e umidade. Os sujeitos que
participaram desse estudo ja faziam parte do plantel no CP-UnB.

Os animais foram alojados aos pares em viveiros padrao para calitriquideos
(1 m de largura, 2 m de profundidade e 2 m de altura). A disposicdo dos viveiros
permite o contato acustico e olfativo entre os animais, porém restringe o contato
visual entre eles. A alimentacgao/dieta regular foi fornecida uma vez ao dia, as 07:00
h, e o remanescente retirado do viveiro as 17:00 h. A dieta regular consistiu em
frutas, legumes, verduras, sementes/nozes e proteina (ovos cozidos, grilos,
tenébrios, peito de frango cozido). Agua e racdo seca estavam disponiveis ad
libitum, exceto quando mencionado.

As condig¢des descritas acima seguiram as normas e regulamentos do IBAMA

e foram respeitadas em todos os estudos. A massa corporal dos animais foi aferida
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semanalmente e houve acompanhamento permanente por médicos veterinarios

durante a realizag&o do projeto.

5.3 ORGANIZAGAO DO TRABALHO

O presente trabalho foi dividido em trés estudos. Cada um deles sera
apresentado individualmente:

Estudo 1: Efeito do acesso intermitente a bala de banana no comportamento
alimentar de micos estrelas (Callithrix penicillata);

Estudo 2: Efeito do acesso intermitente a dieta de cafeteria em
comportamentos induzidos pela cocaina;

Estudo 3: Efeito da pré-exposicao a dieta de cafeteria na aquisicdo de um

comportamento de preferéncia-por-lugar condicionado a cocaina (CPP).
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6 ESTUDO 1. EFEITO DO ACESSO INTERMITENTE A BALA DE BANANA NO
COMPORTAMENTO ALIMENTAR DE MICOS-ESTRELA (CALLITHRIX
PENICILLATA)

O objetivo desse primeiro estudo foi desenvolver um modelo animal de
comportamento alimentar compulsivo, com base no protocolo de acesso intermitente
(proposto por Cowin e Wojinick, 2004) e verificar o efeito do estresse agudo no
comportamento alimentar de micos-estrela pré-expostos ao protocolo de acesso

intermitente.

6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Sujeitos e Condi¢gdes de Alojamento

Doze sujeitos foram utilizados no presente experimento, seis machos e seis

fémeas. A condi¢ao de alojamento esta detalhada no item 5.2.

6.1.2 Aparato Experimental

O aparato experimental utilizado foi denominado de caixa de alimentacao
(caixa AL), que consistiu em uma arena quadrada de livre circulagdo (60 cm de
largura x 60 cm de profundidade x 40 cm de altura), suspensa a 1 m do solo (Figura
4). O piso e trés paredes eram de chapa de aluminio, enquanto o teto e a quarta
parede, de vidro transparente. Uma porta tipo-guilhotina dava acesso ao aparato,
localizada na parede oposta a de vidro. A caixa AL foi pintada de branco e dividida
(virtualmente) em trés (zonas) sendo duas de iguais dimensdes (30 x 30 x 40 cm) e
uma medindo (60 x 30 x 40 cm), para fins de andlises comportamentais (vide
abaixo). Em cantos opostos do chao, fixados proximos a parede de vidro e com a
mesma distancia para a porta de entrada, foram colocados suportes para pratos de
aco inox, onde o alimento foi disponibilizado durante as sessdes experimentais.

A zona da bala foi considerada como aquela em que esse alimento foi
disponibilizado (25% da area de circulagédo), enquanto a zona da fruta foi aquela em
que a dieta regular foi oferecida (25% da area de circulagdo). A zona neutra
compreendeu o restante do espaco da caixa AL (50% da area de circulagao). Para

melhor ilustrar vide fotografia da caixa AL na Figura 4.
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Figura 4: Fotografia da caixa de alimentagdo (AL) nas vistas superior (esquerda) e frontal/lateral
(direita), contendo um mico-estrela e demonstrando o posicionamento dos pratos de alimentagdo. O
aparato foi divido virtualmente em 3 zonas (pontilhado vermelho): zona da bala correspondeu ao
espago no qual o recipiente contendo bala de banana fora posicionado; zona da fruta espago no qual
o recipiente contendo fruta fora posicionado, cada uma dessas zonas correspondia 25% da area total
da caixa AL. A zona neutra correspondeu a 50% da caixa AL, e nela ndo continha pratos de
alimentagao.

Para esse estudo foram utilizadas duas caixas AL idénticas, o que permitiu
que dois animais fossem testados simultaneamente. Os aparatos foram instalados
em uma sala de experimento, situada a 50 m dos viveiros de moradia dos animais.
Duas lampadas de 100 W, em paredes opostas, serviram de fonte de iluminagao da
sala de experimento. A observagao e o registro das sessbes foram realizados via
circuito interno de filmagem, composto por duas cameras digitais (Fire-i, Unibrain,
EUA). Uma camera foi instalada a aproximadamente 1 m acima do aparato (vista
superior) e a outra a 1 m de distancia da parede de vidro do aparato (vista frontal).
As cameras foram conectadas diretamente a um computador portéatil (laptop),
localizado em uma sala de observagao adjacente a sala de experimento. Da sala de

observagao as sessdes foram acompanhadas e registradas.

6.1.3 Alimento teste

Para induzir um comportamento alimentar compulsivo, utilizam-se alimentos
opcionais, que, dependendo do protocolom variam em sua composigao.
Originalmente, o protocolo de acesso intermitente utiliza gordura vegetal. Ha
também estudos que testaram misturas de gordura e acgucar em baixas
concentragdes. Como os sujeitos do presente estudo estdo habituados a uma dieta

variada, optou-se por oferecer a eles bala de banana (vendidas comercialmente;
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3,3kcal/g; carboidrato 16g, INDIA®), cortadas em pequenos pedacos para facilitar o
seu manuseiro pelo animal. A concentragao de agucar era de 75%. Também foram
utilizadas frutas variadas (de acordo com as frutas oferecidas no dia do respectivo
teste, tais como banana, mag¢a, mamao, meldao, manga) cortadas em pequenos
pedacos Os alimentos foram disponibilizadas em pratos de ago inoxidaveis (8 cm X
9,5 cm altura e diametro). dispostas em um dos dois recipientes que foi acoplado no

interior da caixa AL.

6.1.4 Procedimento

Em todas as sessodes, os sujeitos foram capturados com o auxilio de um puga
e transportados de seus viveiros de moradia, por meio de caixas de transporte (35
cm largura x 20 cm de profundidade x 23 cm de altura cada), até a sala de
experimento e, apds a sessado, retornados ao viveiro moradia. As caixas de
transporte ndo permitiram que o sujeito visualizasse o ambiente e esta possuia uma
porta tipo-guilhotina que se acoplava diretamente a porta de entrada/saida do
aparato. Em todas as sessdes do experimento a técnica de captura acima descrita
foi a mesma e todas as sessoes foram realizadas na caixa AL. Os procedimentos a

seguir foram divididos em cinco fases.

6.1.4.1 Fase 1: Habituacdo ao Aparato

Foram realizadas quatro sessdes de habituagao ao aparato, com o objetivo de
habituar os sujeitos ao procedimento de captura, transporte e ao novo ambiente.
Cada sessao teve duracao de 15 min e foram realizadas em intervalos de 48 h.
Durante essas sessbes, 0 sujeito teve livre acesso a caixa AL, porém nenhum
alimento foi disponibilizado. A ordem dos sujeitos foi estabelecida randomicamente
em cada dia de teste; todas as sessdes dessa fase foram registradas para analises

comportamentais.
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6.1.4.2 Fase 2: Selecao de Grupos

Essa fase teve por objetivo estabelecer grupos homogéneos entre si. Foram
realizadas trés sessdes de 15 min cada, em intervalos de 24 h, na presenga do
alimento teste (bala de banana), a fim de identificar o perfil inicial de consumo de
balas de cada sujeito. A selecdo de grupo baseou-se em dois critérios: (1) a
quantidade média de bala consumida nas trés sessbes e (2) a massa corporal
aferida na ultima sesséo.

Nas trés sessdes, todos os sujeitos receberam 50 g de balas nos dois
recipientes fixados na caixa AL. Nessa fase, o comportamento nao foi registrado
para analises comportamentais, pois o objetivo era apenas analisar a quantidade de
alimento ingerido.

A quantidade (em gramas) de bala consumida em cada sessao foi calculada
ao subtrair a quantidade remanescente da quantidade inicialmente fornecida. Todos
os pedacos de bala que foram retirados do recipiente, manipulados pelo animal, mas
nao consumidos foram adicionados ao peso final do recipiente. Dois grupos foram
estabelecidos de modo a ndo haver diferenca estatistica em termos dos dois

critérios descritos acima.

6.1.4.3 Fase 3: Acesso Intermitente a Bala de Banana

Durante quatro semanas consecutivas, os sujeitos foram submetidos a uma
sessdo diaria de 15 min, na caixa AL, com o objetivo de verificar se, ao fim desse
periodo, os animais apresentavam um comportamento do tipo compulsivo. Cada
grupo teve diferentes graus de restricao ao alimento teste, sendo eles:

Grupo HR (High Restriction) — alta restricdo a bala de banana: o grupo teve
acesso a bala por 15 min, apenas trés dias por semana (em dias estabelecidos de
forma aleatéria). Nos dias de acesso a bala (operacionalmente denominado binge
day), foram disponibilizadas em um dos pratos 50g de bala e no outro 50g de frutas
variadas. Nos demais dias da semana (operacionalmente denominado non-binge

days), apenas frutas foram oferecidas em um dos pratos, permanecendo vazio o
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prato correspondente a bala. Para um mesmo sujeito, o local onde foi colocado a
bala e a dieta regular (esquerda/direita) permaneceu o mesmo durante todo o
procedimento, mas variou entre os sujeitos de modo que metade recebeu a bala no
lado direito e a outra, no lado esquerdo;

Grupo LR (Low Restriction) — baixa restricdo a bala: o grupo teve acesso ao
alimento teste por 15 min, todos dias da semana. Foram disponibilizadas em um dos
pratos 50g de bala e no outro 50g de frutas. Para um mesmo sujeito, o local onde foi
oferecida a bala e a dieta regular (esquerdo/direito) permaneceu o0 mesmo durante
todo o procedimento, mas variou entre os sujeitos de modo que metade do grupo
recebeu a bala no lado direito e a outra, no lado esquerdo.

Durante cada sessdo, o mico teve acesso a todo o aparato, sendo
disponibilizada a bala e/ou dieta regular no seu interior, de acordo com o esquema
alimentar descrito acima. A quantidade consumida (em gramas) de cada alimento foi
registrada diariamente. Cada sujeito teve seu comportamento registrado duas vezes
por semana, em ‘binge days’. Foram adotados os critérios estabelecidos por Corwin
e colaboradores (2011), para determinar o desenvolvimento do comportamento do
tipo compulsivo, ou seja: (1) quando os animais do grupo HR ingerem,
significativamente, mais balas do que o grupo LR, no mesmo periodo de tempo; e/ou
(2) quando houver um escalonamento na ingestdo de balas ao longo das semanas
no grupo HR. Passado esse periodo de quatro semanas, os animais foram

submetidos a dois diferentes testes de estresse.

6.1.4.4 Fase 4: Teste de Privacado Alimentar

O objetivo desse teste foi analisar se, apds 24h de privagdo de alimentos, o
comportamento alimentar dos sujeitos que foram pré-expostos a bala de banana se
modificaria.

Ao se concluir a fase anterior, os animais foram testados sem a presenca de
alimentos (non-binge day) e ao sairem do teste foram privados de alimentos por 24h.
Ap0ds esse periodo, os animais foram testados na mesma ordem do dia anterior a fim
de garantir o mesmo periodo de privagao. Uma unica sessao teste na presenca de

fruta e bala de banana (ou seja, um ‘binge day’) foi realizada e tanto o
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comportamento alimentar quanto o consumo de bala e fruta foram registrado para

analise.

6.1.4.5 Fase 5: Teste de Confronto com Predador

Primatas humanos sdo uma fonte valiosa para o estudo de disturbios
psquiatricos como por exemplo a ansiedade, devido, principalmente a semelhancgas
com os seres humanos, tanto nas respostas fisiolégicas quanto no comportamento
(NEWMAN e FARLEY, 1995). Testes que utlizam-se de choques elétricos e
estimulos aversivos séo utilizados como geradores de medo/ansiedade em modelos
animais. No entanto, é interessante tentar mimetizar estimulos naturais que geram
ansiedade para a espécie em estudo, na tentativa de induzir comportamentos
naturais de medo/ansiedade (FILE, 1980). O teste de confronto predador mimetiza
situagcbes vividas pelos animais na sua condicado natural e gera sintomas de
ansiedade. Em primatas n&o-humanos, a vigilancia a ativiade locomotara séo
medidas confiaveis para inferir medo/ansiedade foram superiores as taxas basais,
quando o animal é exposto a situagdes aversivas (CAINE, 1998). Barros e cols.,
(2000) desenvolveram um teste de confronto com predador para testar ansiedade
em calitriquideos e utlizaram como estimulo um gato empalhado ou uma serpente
artificial. Em seus experimentos, foram observados aumentos das taxas de vigilancia
e locomogéao sugerindo aumento dos niveis de ansiedade. (revisado em BARROS e
cols., 2000).

O teste de confronto com o predador teve como objetivo avaliar possiveis
modificagcdes no comportamento alimentar de animais que foram pré-expostos bala
de banana quando submetidos a um fator de estresse, como o confronto com um
predador natural (modelo de serpente).

O teste de confronto com o predador ocorreu 48h apds o teste de privacao
alimentar. Entre um teste e outro os animais foram submetidos a uma sesséo de
non-binge. O animal foi capturado, transportado até a sala de experimento e
posicionado dentro de uma caixa AL (posicionada no lado direito da sala; vide
ilustracao grafica em figura 4). Essa caixa permaneceu sem nenhum alimento. Uma
serpente artificial foi posicionada no lado de fora da caixa AL, a um metro do chao

em frente a parede de vidro, de modo a possibilitar o contato visual do mico com
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esse estimulo aversivo. O sujeito permaneceu na caixa AL por 5 min e logo em
seguida foi transferido (via caixa de transporte) para a segunda caixa AL. A serpente
foi removida do campo visual do animal e uma sessao teste, na presenca de
alimento, foi iniciada. O animal permaneceu na caixa por 15 min na presenca de
bala e fruta, e o consumo e o comportamento foram registrados e analisados.
Comparou-se o consumo alimentar, a frequéncia e duragao do forrageio, bem como
vigilancia e distancia percorrida na semana 4 com 0os mesmos parametros no teste
de confronto com o predador. Para melhor ilustrar o delineamento experimental, vide

apéndice A com a representagao esquematica do Estudo 1 (Apéndice 1).

6.2  ANALISE DE DADOS

Os comportamentos apresentados nas fase de habituagdo, de inducdo do
comportamento alimentar compulsivo e os testes de estresse foram registrados para
analises comportamentais. Durante a fase de indu¢do do comportamento alimentar
compulsivo, cada sujeito teve duas sessdes registradas a cada semana. Para cada
parametro comportamental, foi calculada a média das duas sessdes de cada sujeito,
obtendo-se uma média semanal.

Em todas as fases, os comportamentos registrados foram gravados no
programa de analises comportamentais Any-Maze (Stoelting Co., EUA) e analisados
por um observador previamente treinado (confiabilidade intra-observador de 95%).
As variaveis analisadas e computadas de forma automatica pelo programa foram: (1)
locomocgé&o: distancia total percorrida; (2) uso do espacgo: tempo de permanéncia em
cada uma das trés zonas da caixa AL. As variaveis computadas manualmente pelo
observador foram: (1) vigildncia: duragdo dos movimentos de varredura da cabeca
enquanto o animal permaneceu parado; (2) exploragdo: frequéncia dos
comportamentos cheirar, morder e/ou lamber qualquer parte do aparato
experimental; (3) forrageio: duragao e frequéncia de procura ativa, manuseio e
mastigacao do alimento.

O consumo de alimento foi analisado via médias semanais (segunda —
domingo). Para ambos os grupos, a andlise do consumo baseou-se no calculo da
média obtida em binge days do grupo HR. Portanto, considerando que o grupo HR

recebeu dieta regular + balas em apenas trés dias da semana, a média semanal foi
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calculada com base nesses trés dias. Para o grupo LR, foram utilizados os mesmos
trés dias correspondentes para efetuar a média semanal.

O comportamento e o consumo de alimentos foram expressos como a média
e 0 erro padrao da média (EPM). Os parametros comportamentais observados na
habituagdo foram comparados a primeira e a ultima sessao (H1 e H4) via teste-t
para amostras pareadas. Para selecionar grupos homogéneos, o consumo médio de
balas dos trés dias consecutivos e o peso corporal foram analisados por meio do
teste-t para amostras pareadas. Os grupos foram considerados homogéneos
quando p>0,05 para as duas variaveis.

Os dados obtidos, em cada categoria, foram analisados para possiveis
diferengas estatisticas entre os grupos e ao longo das diferentes sessdes/semanas
empregando uma andlise de variancia de desenho misto (two-way mixed design
ANOVA), sendo ‘grupo’ o fator independente e ‘sessdo’ o de amostras repetidas.
Quando obtido resultados significativos, os dados foram analisados post hoc com o
teste de Tukey. Além disso, utilizou-se o teste de correlagdo de Pearson para avaliar
possiveis relacbes entre o consumo de bala na fase de sele¢do de grupos com o
consumo nas semanas 1 e 4 de protocolo. Quando resultados significativos foram
obtidos, as anadlises foram seguidas pelo teste post hoc de Tukey. O nivel de

significancia adotado em todos os testes foi de p=0,05.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Fase 1: Habituagao ao Aparato

Os micos-estrela expostos repetidamente a caixa AL demonstraram uma
diminuicao significativa na distancia total percorrida dentro do aparato (t11=3,67;
p=0,004), no tempo que permaneceram vigilantes (t11=3,47; p=0,005) e na
frequéncia com que exploraram o aparato (t11=4,79; p=0,001), quando a primeira

exposicao foi comparada a ultima (H1 x H4; Tabela 1).

Tabela 1: Resposta comportamental de micos durante a fase de habituagdo a caixa de

alimentacao.
Parametro Sessao de habituacao
H1 H4
Distancia percorrida (m) 3515 17+2*
Vigilancia (s) 288140 158+15*
Exploragao do aparato 23+3 12+2*

H1=primeira sessao de habituagéo; H4=Ultima sessao de habituagéo a caixa de alimentagao. *p<0,05
H4 vs. H1.

6.3.2 Fase 2: Seleg¢ao de Grupos

Apods a habituacdo, todos os sujeitos foram submetidos a fase de selegéo de
grupos, na qual receberam bala de banana na caixa de alimentagéo por 15 min em 3
dias consecutivos. A quantidade consumida em cada sessao foi registrada e, com
base no consumo médio dos trés dias e do peso corporal registado no inicio dessa
fase, dois grupos homogéneos (trés fémeas e trés machos em cada) foram
formados (consumo médio de balas: t11=-0,27; p=0,99) e massa corporal inicial (LR:
340+14g e HR: 335+23g; t11=0,17; p=0,86).

6.3.3 Fase 3: Acesso intermitente a Bala de Banana

Nao foram encontradas diferencas significativas no consumo de bala e fruta
entre as semanas (bala: F440=0,83;p=0,50; fruta: F330=2,90; p=0,51), nem entre os
grupos LR e HR (bala: F1,10=0,49; p=0,49; fruta: F410=0,47; p=0,50) e tampouco
interagcbes significativas entre grupos vs. semanas (bala: F440=1,04; p=0,38; fruta:
Fs30= 0,21; p=0,80; Tabela 2). A massa corporal dos sujeitos ndo sofreu variagbes

significativas entre os grupos (F111=0,000; p=0,99) nem entre as semanas
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(F411=2,21; p=0,15) nem interagcdo grupos vs semanas (F411=0,89; p=0,40; Tabela
2).

Tabela 2: Consumo alimentar semanal dos grupos HR e LR.

Grupo Alimento SG S1 S2 S3 S4

LR Bala 441 31 3+1 3+1 441
Fruta N.O 110 241 110 210

HR Bala 441 5+2 441 5+1 441
Fruta N.O 110 210 210 241

LR=low restriction; HR=high restriction; SG= selegdo de grupos; S1-S4= semanas de experimento)
N.O= alimento nao oferecido. Dados apresentados em gramas ( médiat EPM)

No entanto, foi encontrada uma correlagéo positiva significativa entre o
consumo médio de balas na fase de selegao de grupos com o consumo médio de

balas na semana 1 (r=0,84; p<0,001) e na semana 4 (r=0,62; p=0,03; Figura 5).

-
o

r=0,84; p<0,001

Consumo bala $1 (g)
(4]

Consumo bala $4 (g)

0 2 4 6 8 10
Consumo bala SG (g)

Figura 5: Correlagao entre o consumo de bala (em gramas) na fase de selegcdo de grupos com o
consumo médio de balas (em gramas) nas semanas 1 e 4 (S1-S4); n=12.
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Como nenhuma diferencga estatistica foi encontrada entre os dois grupos (LR
vs. HR) em termos de consumo dos alimentos, os dados foram agrupados e

reanalisados por género (Figura 6).
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Figura 6: Consumo individual de bala (em gramas) por machos e fémeas na primeira e na ultima
semana do estudo (S1-S4); n=6/género.

6.3.3.1 Machos versus Fémeas

Em vista do perfil diferenciado entre os géneros evidenciado acima (Figura 6),
todas as analises a seguir compararam machos vs. fémeas, em vez dos grupos LR
vs. HR. Dessa maneira, entre os géneros (Figura 7), foram encontradas diferengas
significativas em termos do consumo de bala (F110=15,4; p=0,003) e da duragéo
(F110=11,9; p=0,006) e da frequéncia do forrageio por bala (F110=11,7; p=0,006).
Mas para esses parametros, ndo houve um efeito significativo ao longo das
semanas do estudo (Consumo: F330=1,21; p=0,31; Tempo forrageio: F33,=0,04;
p=0,91; Frequéncia forrageio: F33,=1,80; p=0,19) ou uma interagédo entre os fatores
género vs. semana (Consumo: F330=0,17; p=0,84; Tempo forrageio: F33,=0,39;
p=0,62; Frequéncia forrageio: F330=0,41; p=0,08).

Por outro lado, o consumo da fruta ndo apresentou diferengas significativas
(Consumo — fator género: Fq10=0,07; p=0,79; fator semana F330= 2,96; p=0,78;
interacdo género vs. semana: F330= 0,43; p=0,64; Tempo forrageio — fator género:
F110= 1,47; p=0,25; fator semana: F340- 1,91; p=0,19; interagdo género vs. semana:

Fs30=1,15; p=0,31; Frequéncia forrageio — fator género: F{10=0,69; p=0,42; fator
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semanas: F330=2,85; p=0,09; interacdo género vs. semana: F330=1,04; p=0,35;
Figura 7).

O tempo de permanéncia nas zonas da bala e da fruta nao diferiu
significativamente entre géneros (zona bala: F41=3,03; p=0,11; zona fruta
F110=0,24;p=0,63), entre semanas (zona bala: F440=2,21; p=0,12; zona fruta:
F140=1,18; p=0,21), tampouco apresentou interagdo significativa entre género vs.
semanas (zona bala: F4 40=0,23; p=0,81; zona fruta: F440=0,85; p=0,43; Figura 7).

O comportamento de vigilancia foi analisado comparando-se o tempo
observado na ultima sessao de habituagdo (H4) com o tempo médio semanal (S1 a
S4) entre machos e fémeas. Foi encontrada diferenga significativa entre as semanas
sendo que nas semanas 3 e 4 a vigikancia foi menor do que na habituagao (H4;
F440=3,67; p=0,03; fator género: F110=0,13; p=0,72; interagdo semanas vs. género:
Fs140=1,58; p=0,22; Figura 8). A atividade locomotora, analisada por meio da
distancia total percorrida durante a sesséo, ndo apresentou diferenga significativa
em nenhum parametro (fator género: F410=2,34; p=0,15; fator semana: F440=2,09;
p=0,11; interacdo semanas vs géneros: F440=1,97; p=0,13; Figura 8). Por fim, ndo
houve diferenca significativa entre géneros para o peso corporal (F1,11=0,93; p=0,35),
semanas (F411=2,40; p=0,127) e interacdo entre género vs. semanas (F4,11=0,59;
p=0,53).



63

Bala Fruta
10 - 4 -
B Machos
[0 Fémeas
C
O
E 5 2 -
c *
o
8 ‘I’ ﬂ
0 - 0 -
@ 200 - 60 -
O
©
o]
i
o
"%',100- 30 -
* *
5 * | F
On
s I
=
(@] 0 - o_iﬁ
LS 20 - 10 -
@
o]
o
2
=
© 10 5 -
Q
E T h ij
=3
°
= o JH
81 82 83 84 81 82 83 84

Figura 7: Consumo semanal de bala e fruta (em gramas; média+EPM), duragdo média do forrageio
(em segundos) de bala e fruta e frequéncia de ingestdo de bala e fruta nas semanas 1 a 4 (S1-S4)
nos machos e fémeas de micos-estrelas (n=6/grupo). *p<0,05 machos vs. fémeas.
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Figura 8: Duragao da vigilancia (em segundos; média tEPM), distancia total percorrida (em metros;
médiatEPM) e o tempo de permanéncia nas zonas bala e fruta (em segundos; médiatEPM) na ultima
sessdo de habituagdo (H4) e nas semanas 1 a 4 (S1-S4) de acesso intermitente a bala de banana por
micos estrelas machos e fémeas (n=6/género). #p<0,05 S2 e S3 vs. H4

Ap0ds esse periodo, os animais foram submetidos a dois diferentes testes de

estresse com 48h de intervalos, sendo eles:

6.3.4 Fase 4: Teste de Privagao Alimentar

Foram encontradas diferengas significativas em termos do consumo de bala
(F1.10=7,74; p=0,01), sendo que as fémeas consumiram mais balas que os machos.
No entanto, ndo houve diferenga entre a sessoées (F1,10=3,82; p=0,07), tampouco
houve interacéo entre género vs. sessdes (F1,10=0,02; p=0,88). O consumo da fruta
aumentou significativamente quando comparado a quantidade ingerida antes e apés

24h de privagao (F110=16,96; p=0,002), mas nao houve diferengas entre machos e
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fémeas (F1,10=0,41; p=0,53) ou interagdo género vs. sessao (F1,10=0,09;p=0,35;

Figura 9).
Bala Fruta
20 - 14 - ¥
Bl Machos .
7] Fémeas
=
e
5 10 7
-
) —
o e *
*
- m
0~ 0 - }
200 200 A
)
L2 2
> #
g
S J
p 100 T 100
S o
o ey
o
o
o
a '
| ol Ml |
S4 Privacao S4 Privacao

Figura 9: Consumo (em gramas) e duragao do forrageio (em segundos; média+EPM) de bala de fruta
na semana 4 (S4) e no teste de privagao alimentar (Privagdo) de machos e fémeas (n=6/género);
*p<0,05 machos vs. fémeas, #p<0,05 S4 vs. privagao.

A duracado do forrageio da bala e da fruta foram analisadas e nado houve
diferencas estatisticas significativas para a variavel bala (fator género: Fq10=4,7;
p=0,06; fator sessdes: F1,10=3,32; p=0,09; interacdo género vs. sessodes: F110=0,001;
p=0,95). Em relacdo a duracdo do forrageio da fruta, apenas diferengas entre
sessdes foram observadas (fator sessdes: Fq10=43,02; p<0,001; fator género:
F110=0,81; p=0,38; interagdo género vs. sessoes: F1,10=0,003;p=0,97; Figura 9).

Por fim, o comportamento de vigilancia ndo sofreu alteragcdes significativas
(fator sessdes: F110=0,001; p=0,97; fator género; F110=0,51; p=0,49; interagao
sessdes vs género: Fq10= 0,14;p=0,90; Figura. 10). De maneira similar, ndo foram
observadas diferengas significativas para a distancia total percorrida (fator sessdées:
F110=40,82; p=0,38; fator género: F410=1,75; p=0,21; interagdo sessdes vs. género:

F1.10= 0,02;p=0,87; Figura 10).
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Figura 10: Duragao da vigilancia (em segundos, média+EPM) e distancia total percorrida (em metros,
média+EPM) na ultima semana de acesso a bala de banana (S4) e no teste de estresse por privagao
alimentar por machos e fémeas (n=6/género).

6.3.5 Fase 5: Teste de Confronto com Predador

O teste de confronto com predador (doravante expresso como teste de
Predacéo) apontou diferengas significativas no consumo de bala entre os géneros
(F110=5,55; p=0,04) e entre sessbdes (F110=13,75; p=0,004), sem interagao
significativa entre os fatores género vs. sessao (F1,10=2,84; p=0,12). A duragao do
forrageio da bala diferiu significativamente entre as sessodes (F1,10=33,19; p<0,001),
mas nao houve diferenca entre os géneros (F111=2,69; p=0,13) ou entre género vs.
sessao (F1,10=2,24; p=0,16). Porém, o consumo e a duragado do forrageio da fruta
nao foram modificados de maneira significativa (Consumo — fator género: F 10=0,81;
p=0,38; fator sessado: F410=0,09; p=0,76; interacdo género vs. sessdo: F10=0,86;
p=0,37; Tempo forrageio — fator género: F110=0,75; p=0,40; fator sessao:
F110=0,005; p=0,94; interacdo género vs sessao: F4 10= 1,27;p=0,28; Figura 11).

Além disso, foi observada uma diferenga significativa para o tempo de
permanéncia na zona da bala em termos dos géneros (F110=7,12; p=0,02) e das
sessodes (F1,10=13,97; p=0,004), mas sem interagao entre esses fatores (F1,10=3,64;
p=0,08; Figura 11). Diferengas significativas também foram encontradas entre as
sessdes para o tempo de permanéncia na zona da fruta (F110=5,24; p=0,04), mas
nao houve diferenca entre os géneros (F110=0,01; p=0,99) ou interagdo entre os

fatores género vs. sessao (F1,10= 0,23; p=0,63; Figura 11).
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Figura 11: Consumo (em gramas), duragéo do forrageio (em segundos) e tempo de permanéncia nas
zonas (em segundos) na ultima semana de acesso a bala de banana (S4) e no teste confronto com
predador por machos e fémeas (n=6/género). *p<0,05 machos vs. fémeas; #p<0,05 S4 vs. Predagao.

Para a vigilancia, houve diferenga significativa entre as sessoées (F1,10=11,75;
p=0,006), sendo esta maior no teste de Predacdo do que na S4. Nao houve
diferenga entre género (F+.10=0,06; p=0,93) nem houve interagdo sessdes vs. género

(F110= 0,23;p=0,63). Nao houve diferenca estatistica na distancia total percorrida
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(fator sessdes: Fi10=2,86; p=0,12; fator género: F410=1,68; p=0,22; interagao

géneros vs. sessoes: Fq.10= 0,002;p=0,96; Figura 12).
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Figura 12: Duragao da vigilancia (em segundos, média+EPM) e distancia total percorrida (em metros,
média+EPM), na ultima semana de acesso a bala de banana (S4) e no teste de estresse por
predacado de machos e fémeas (n=6/género).#p<0,05 Predagao vs. S4.
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6.4 DISCUSSAO

Ao longo da fase de habituagdo a caixa AL, os sujeitos apresentaram uma
diminuicao significativa nos comportamentos de vigilancia, locomogao e exploragéao
do aparato. Esses comportamentos ja foram relacionados aos niveis de estresse e
ansiedade em calitriquideos (BARROS e TOMAZ, 2002, TOMAZ e BARROS, 2008).
Sugere-se entdo que os animais demonstraram um perfil de habituagao
comportamental ao serem expostos repetidamente a esse ambiente novo.

Um dos modelos animais utilizados para mimetizar comportamentos do tipo
compulsivo em roedores é o de acesso restrito e intermitente a um alimento opcional
palatavel (CORWIN e BUDA-LEVIN, 2004). Contudo, no presente experimento, nao
foi possivel replicar em calitriquideos o protocolo de intermiténcia tipicamente
empregado em roedores, pois nenhum dos dois critérios propostos por Corwin e
Buda-Leivin (2004) para se estabelecer um episddio de compulséo alimentar foram
observados. Esses critérios sdo baseados no perfil de consumo do alimento teste
pelo grupo HR, em que ele deve apresentar um consumo significativamente maior
do que o LR, e/ou deve escalonar seu consumo ao longo do tempo. O fato de o
grupo HR nao ter aumentado seu consumo de bala comparado ao grupo LR ou ter
escalonado seu consumo ao longo das semanas de teste refuta a hipotese do
estabelecimento de um comportamento do tipo compulsivo nos termos originais do
protocolo.

O fato de primatas n&o-humanos apresentarem algumas caracteristicas
diferentes das observadas em roedores pode ter dificultado a transposicéao literal do
modelo usado em roedores para os calitriquideos. Até o momento ndao ha, na
literatura, relatos da implementagcao desse modelo, sem adaptagdes metodoldgicas
significativas, em primatas ndo-humanos.

Um possivel fator que pode estar relacionado ao fato de nao se ter
estabelecido um comportamento do tipo compulsivo nos micos € a duracdo da
sessdo. Para os micos, 15 min pode ter sido um periodo muito curto de acesso ao
alimento teste, o que corresponde a uma restricdo demasiadamente elevada para
ambos os grupos (HR e LR). Os sujeitos podem n&o ter tido tempo suficiente para
consumir o alimento teste de modo a escalonar seu consumo. O acesso de apenas

15 min, ainda que diario (grupo LR), pode ser restrito demais para que haja



70

diferenga significativa entre os dois grupos, o que tornaria, na pratica, ambos os
grupos de alta restrigdo ao acesso de alimento-teste.

Estudos em roedores, que utilizam como ferramenta o protocolo de
intermiténcia geralmente disponibilizam o alimento teste por periodos de 20 min até
duas horas (WOLFE e cols., 2009; CORWIN e cols 1998, CORWIN e BUDA-LEVIN,
2004; CORWIN e WOUJINICKI, 2006; CORWIN, AVENA e BOGGIANO, 2011;
AVENA, 2011). No presente estudo, a escolha da duragao das sessodes foi adotada
para 1) aproxima-lo de episédios de compulsdo em humanos e 2) permitir que as
sessdes fossem registradas para andlises comportamentais de todos os sujeitos no
mesmo periodo do dia.

Recentemente, Velasquez-Chancéz e cols. (2014 e 2015) estabeleceram um
comportamento compulsivo ratos empregando um acesso diario de 1h a alimentos
hipercal6ricos. Com esse regime alimentar, houve um escalonamento de quatro
vezes no consumo calérico no grupo com restricdo, comparado ao grupo controle
(apenas racdo). E importante ressaltar que esse regime de acesso restrito equivale
ao que os micos do grupo LR foram presentemente expostos. Portanto, o acesso
diario e menos restrito que o acesso intermitente ao alimento-teste, também pode
gerar comportamento do tipo compulsivo em alguns sujeitos.

Adaptagbes metodoldgicas no protocolo de intermiténcia também foram
relatadas nos estudos de Foltin e Evans (1997), que usaram uma versdao modificada
do modelo de acesso intermitente (sistema de commodity, utilizaram balas e
chocolate na primeira refeicdo do dia) e afirmaram gerar compulsdo em um grupo
pequeno de babuinos (Papio cynocephalus anubis). Foltin (2005, 2006) apenas
depois de nove semanas de exposig¢ao intermitente a balas (30 min, 3 vezes por
semana) observou aumento na quantidade de alimento consumido na primeira
refeicao pelos babuinos.

Ainda, os micos do presente estudo foram testados durante um intervalo de
tempo longo, entre as 13:00 e 17:00 h. Uma vez que dispunham de sua dieta regular
ad libitum em seus viveiros, ndo foi possivel padronizar a laténcia desde sua ultima
refeicdo, o que pode ter influenciado, em parte, o consumo alimentar durante as
sessoOes de teste na caixa AL.

Outro fator importante é o fato de que animais submetidos a dietas
monodtonas (p. ex.: ragdo), com pouca variedade e pobres em palatabilidade, sao

mais propensos a consumir grandes quantidades de alimentos novos quando estes
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sdo introduzidos na dieta (PELCHAT e SCHAEFER, 2000). De fato, os experimentos
realizados com roedores em geral introduzem alimentos novos a uma dieta que é
composta apenas por racdo. Por outro lado, a dieta dos micos no presente estudo
era semelhante aquela que eles tém na natureza (ARAUJO e DE CASTRO, 1998) e
consistiu em uma variedade de frutas e verduras, de fontes de proteina (tenébrios,
ovos, peito de frango), além de ragao ad libitum, consistindo em uma dieta variada.
Assim, é possivel que comportamentos do tipo compulsivo pela introdugcao de um
alimento novo palatavel sejam mais dificeis de serem estabelecidos nesse contexto.

E possivel que a escolha do alimento teste no presente estudo influenciou na
quantidade de alimento ingerida pelos micos. Wojnicki, Stine e Corwin (2007)
testaram diferentes concentragcées de agucar misturadas a gordura e observaram
que quando a gordura € misturada ao agucar em elevadas concentracdes (32%) néo
sdo observadas diferengas no consumo entre os grupos. A concentragao de agucar
presente no alimento teste do presente estudo foi de 75%. No entanto, Foltin (2005),
baseado no protocolo de Corwin, ofereceu alimentos com elevadas concentracdes
de agucar e afirma observar comportamento do tipo compulsivo em babuinos,
embora 0 aumento no consumo seja observado apenas na primeira semana do
protocolo enquanto nas demais, o consumo se mantém. Na literatura, ha dados que
sugere que calitriquideos apresentam preferéncia em ingerir alimentos ricos em
carboidratos simples (WATCHMAN e cols, 2011).

Outro fator que pode influenciar na aquisicdo do comportamento compulsivo é
o ciclo circadiano. Keith e cols (2013) demonstraram que camundongos expostos a
pasta de amendoim e a pasta de amendoim + metanfetamina apresentaram maiores
indices de consumo no inicio do dia comparado com o fim do dia. Barros e
colaboradores (2014) relatam que, em micos-estrela, o ciclo circadiano interfere no
CPP por alimentos.

Os micos foram divididos de forma a comporem dois grupos homogéneos,
com base na quantidade de bala consumida na fase de selegéo de grupos, tendo
portanto em cada grupo, animais que consumiram mais € menos do alimento teste.
De fato, o protocolo empregado propde que, pela intermiténcia, havera uma
mudanga comportamental independente da pré-disposicdo dos sujeitos. Porém, o
que se observou foi: os micos que consumiram quantidades maiores mantiveram
esse perfil de consumo do inicio ao fim do protocolo. De fato, embora ndo tenha

ocorrido um escalonamento no consumo por parte dos micos, foi detectada uma
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correlacao positiva em termos do consumo médio de bala entre a fase inicial de
selecdo de grupos (pré-teste) e o inicio (S1) e o fim do protocolo de intermiténcia
(S4).

A manutencado desse comportamento no decorrer do tempo indica que essa
tendéncia ndo se deu em fungao do protocolo, mas parece estar relacionada com
certa pré-disposicao a hiperfagia.

Outro aspecto interessante observado no presente estudo foi a diferenca
significativa no padrdo alimentar entre os géneros, em relagdo ao consumo de
alimentos novos e palataveis. As fémeas de ambos os grupos (HR e LR) ingeriram
mais bala durante todo o estudo do que os machos. As fémeas também
apresentaram uma maior duragao e frequéncia do comportamento de forrageio do
que os machos, o que de fato reflete a maior quantidade de balas que elas
consumiram. Como nao houve escalonamento, essa preferéncia por alimentos
altamente caldricos parece ser algo intrinseco, e ndo uma alteragao da resposta
comportamental ao protocolo. Ademais, como os niveis de vigilancia permaneceram
constantes ao longo das semanas do estudo, independente do género, o acesso
restrito & bala de banana ndo induziu um estado de ansiedade nesses animais,
conforme também ja foi relatado em roedores (ROSSETTI e cols, 2014, ROSSETI e
SPENA, 2013).

Em ratos submetidos ao protocolo de intermiténcia, foi observado que as
fémeas tinham de duas a seis vezes mais chances de serem classificadas como
propensas a hiperfagia (binge-eating prone) que os machos (KELLY e cols., 2013;
KLUMP e cols., 2013). Ademais, as fémeas escalonam mais rapido o consumo,
apresentando maior prevaléncia de comportamento do tipo compulsivo que machos,
com cerca de 40% dos animais (BABBS e cols. 2011). Em calitriquideos, fémeas
adultas parecem ter prioridade e preferéncia para obter alimentos temporariamente
restritos ou escassos que outros membros de seu grupo social (BOX, 1997; 2003;
GARBER, 1987; BICA-MARQUES, 2000). Em humanos, por sua vez, alimentos
hipercaldricos ricos em agucar e/ou gordura sdo predominante preferidos por
mulheres (PLA-SANJUANELO e cols., 2014), e a prevaléncia de compulsao
alimentar nesse género é significativamente maior que em homens (JACOBI et cols.,
2004; KINZL e cols., 1999).

A diferenca de género no comportamento alimentar & provavelmente o

resultado hormonal presente na diferenciacdao sexual (SCHWARZ e MCCARTY,
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2008). Contudo, em macacos rhesus, o consumo de sacarose oferecida duas horas
por dia, trés dias por semana, nao diferiu entre os géneros (KEMNITZ e cols., 1986).
O consumo de alimento de fémeas de babuinos que estavam em contato com
machos também nao diferiu das de fémeas sem contato (BIELERT e BUSSE, 1983
apud ASARIAN e GEARY, 2013). Em humanos, Dye e Blunde (1997) verificaram
que nao havia variagdes na ingestdo de macronutrientes ao longo do clico ovariano
em mulheres. Apesar de ndo terem sido realizadas medidas hormonais para
identificar a fase do ciclo hormonal das fémeas no presente estudo, sugere-se que
as diferencas de consumo podem estar relacionadas a questdes de género que nao
estdo necessariamente relacionadas ao ciclo ovariano.

As respostas hedbnicas, vinculadas a palatabilidade, e que determinam as
avaliagdes subjetivas do alimento, também podem diferir entre machos e fémeas
(ASARIAN e GEARY, 2013). Box (1995) sugere que diferengas entre géneros no
consumo possam se dar em funcdo de diferencas nos niveis motivacionais para a
busca de alimento. Apesar de néo ter sido realizado um teste especifico para avaliar
o valor hedbnico da bala de banana no presente estudo, apds um intervalo de 24 h
sem alimento (Teste de Privagdo Alimentar), o consumo desse alimento pelos
machos e fémeas se manteve constante mesmo estando em um estado
desequilibrio energético. Ambos os géneros comeram a mesma quantidade habitual
de bala, com as fémeas consumindo quantidades significativamente maiores que os
machos. No entanto, independentemente do género, houve um aumento significativo
no consumo de fruta apdés as 24 h de privagdo de alimento (vide discussao mais
detalhada abaixo). O consumo de bala, apesar de ter havido uma ingestéao
significativamente maior de fruta, sugere que a bala possivelmente constitui um
alimento com uma propriedade hedbnica para ambos os géneros.

Um outro fator importante a ser analisado quando se trata de comportamento
alimentar compulsivo é a influéncia do estresse na ingestao, tanto em animais como
em humanos (HAGAN e cols, 2002; CROWTHER e cols, 2001). Episédios
compulsivos estdo geralmente associados a sensagdes negativas e sao iniciados
por eventos estressores (GOLDSCHMIDT e cols., 2012, HAEDT-MATT e KEEI,
2011; HILBERT e TUSCHEN-CAFFIER, 2007). Rossetti e Spena (2013) observaram
que roedores pré-expostos duas vezes por semana a uma dieta palatavel
apresentaram um comportamento do tipo compulsivo quando o acesso ao alimento

era pareado com um choque moderado nas patas.
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Nesse contexto, os micos foram avaliados em duas situacdes diferentes de
estresse — um fisioldgico (Teste de Privagdo de Alimento) e um psicolégico (Teste de
Confronto com Predador). No primeiro, os animais foram privados de alimento
durante 24 h e em seguida submetidos a uma sesséao teste (binge day; com acesso
ao alimento teste e fruta). Apesar de a quantidade de bala néo ter sido alterada em
funcdo da privagédo, independentemente do género, tanto os machos como as
fémeas aumentaram significativamente seu consumo de fruta, comparado a semana
4. O fato de os animais terem suprido suas necessidades energéticas
predominantemente com sua dieta regular demonstra o importante papel dos habitos
alimentares. Ademais, a manutencao do perfil de consumo de bala (em ambos os
géneros), mesmo apos uma privagao de alimento por 24 h, sugere um possivel
“efeito teto” para o consumo desse item.

Ratos submetidos a um regime de restrigdo alimentar associado a estresse
também demonstraram um aumento no consumo de ragdo (HAGAN e cols., 2003).
O maior consumo de racao, ao invés de um alimento mais caldrico, pode ocorrer em
razao de experiéncias prévias positivas com esse tipo de alimento quando o
individuo se encontra em uma condicdo de déficit homeostatico (HAGAN e cols.,
2003).

Primatas humanos sdo uma fonte valiosa para o estudo da ansiedade, devido
a semelhangas com os seres humanos, tanto nas respostas fisioldgicas quanto
comportamentais (NEWMAN e FARLEY, 1995). Diversos testes, como choques
elétricos e estimulos aversivos, podem ser utilizados como geradores de ansiedade
em animais. No entanto, é interessante buscar mimetizar estimulos naturais, na
tentativa de induzir comportamentos comparaveis a ansiedade em seres humanos
(FILE, 1980). O teste de confronto predador mimetiza situagdes vividas pelos
animais na sua condi¢gdo natural e gera sintomas de ansiedade. Durante o teste, a
vigilancia e locomogédo foram superiores as taxas basais, comportamentos bem
estabelecidos em situagcbes de medo/ansiedade (CAINE, 1998). Experimento
semelhante foi realizado por Barros e cols., 2000. Micos da espécie Callithrix
penicillata foram expostos a presenga de um gato selvagem empalhado. Os animais
testados apresentaram mudangas de comportamento que demonstraram

desenvolvimento de ansiedade (revisado em BARROS e cols., 2000).
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No teste de predacéo, por sua vez, a ingestao de bala em ambos os géneros
diminuiu significativamente apds uma exposi¢ao de 5 min a um modelo de serpente,
enquanto apenas nas fémeas foi visto um aumento no consumo de frutas. Os niveis
de vigilancia pds-confronto também aumentaram nos machos e nas fémeas,
comparado ao que foi observado na ultima semana do regime alimentar, o que

demonstra o efeito do estresse no comportamento dos animais.
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6.5 CONCLUSAO DO ESTUDO 1

O presente estudo foi o primeiro a tentar desenvolver uma metodologia para
induzir um comportamento do tipo compulsivo em primatas nao-humanos de
pequeno porte (Callithrix penicillata). Teria-se, assim, um modelo animal de
comportamento alimentar compulsivo em uma espécie de primata que realiza
comportamentos semelhantes aos dos humanos. Isso por sua vez é de suma
importancia para o entendimento das bases neurais, bem como para a busca de
tratamentos eficientes, uma vez que ha indicios de que os mesmos mecanismos
neurais envolvidos nesse disturbio também subsidiam a dependéncia por drogas de
abuso.

Contudo, o protocolo de acesso intermitente a um alimento opcional,
palatavel, oferecido em intervalos restritos, ndo gerou, ao longo de quatro semanas,
um escalonamento na ingestao desse alimento por parte dos micos. Tal fato pode
ter sido decorrente de diferentes aspectos metodoldgicos incluindo: horario do dia,
tempo de exposicdo ao alimento, nivel/intensidade da restricdo, tipo de alimento e
género.

As diferencgas entre os géneros podem ter sido um fator importante, uma vez
que as fémeas consumiram mais balas do que os machos, desde a fase de seleg¢ao
de grupo, até o término do estudo. Fémeas de fato apresentam uma maior pré-
disposicédo a desenvolver comportamentos alimentares patolégicos devido, em parte
a diferengas neuroenddcrinas e fisioldgicas existente entre géneros.

Além disso, apds o estresse por privagcao alimentar, machos e fémeas
aumentaram significativamente o consumo de frutas, sugerindo que, em situagao de
desequilibrio homeostatico, ha preferéncia por ingerir alimentos habituais.

Assim, buscou-se adaptar tais aspectos do protocolo do Estudo 1, de modo a
tentar desenvolver um modelo de compulsao alimentar em primatas ndo-humanos
no Estudo 2.



77

7 ESTUDO 2. EFEITO DO ACESSO INTERMITENTE ,A DIETA DE CAFETERIA
EM COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA COCAINA

O Estudo 2 teve por finalidade adaptar o modelo de intermiténcia de Corwin e
cols. (2009), a partir dos resultados obtidos no Estudo 1, a fim de estabelecer um
comportamento alimentar do tipo compulsivo em primatas nao-humanos. Visou
também investigar a influéncia da pré-exposi¢cao a alimentos ricos em gordura e/ou
agucar na alteragdes comportamentais induzidas pela administracao sistémica de
cocaina.

Abaixo, na Tabela 3, seguem as principais modificacbes metodoldgicas

aplicadas no Estudo 2, com base no que foi observado no estudo anterior.

Tabela 3: Principais diferengcas metodoldgicas entre os Estudos 1 e 2.

Parametro Estudo 1 Estudo 2

Horario das sessdes 12:30-17:30 h 07:00 - 09:30 h

Duragao da sesséao 15 min 30 min

Tipo de dieta bala de banana + fruta dieta de cafeteria + fruta
Género dos sujeitos machos e fémeas fémeas

Grupos experimentais LR e HR HR e GC

Diviséo dos grupos peso + consumo peso

Acesso ao alimento opcional 3x semana 2x semana

GC-= grupo controle; LR=Low restriction; HR=High restriction.

7.1 MATERIAIS E METODOS

7.1.1 Sujeitos e Condi¢gdes de Alojamento

Foram utilizadas treze fémeas adultas (>18 meses; >250 g) de micos-estrela
(Callithrix penicillata). As condi¢des de alojamento dos animas foram as mesmas

descritas detalhadamente no Estudo 1.

7.1.2 Aparato Experimental

O aparato experimental utilizado para analisar o comportamento dos animais

foi a caixa AL cuja descrigdo completa encontra-se no item 5.2.
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7.1.3 Alimento teste

No presente experimento utilizou-se como alimento teste uma mistura de alimentos
com alto indice caldrico, vendidos comercialmente (biscoito negresco®, chocolate M&M®,
jujuba, queijo e batata chips) e denominou-se esse conjunto de itens de: “dieta de cafeteria —
DC.

7.1.4 Drogas e Doses

Foi utilizado hidrocloreto de cocaina (Sigma-Aldrich, USA) na dose de 5mg/Kg
dissolvida em solugéo salina (0,9%), administrada via intraperitoneal num volume de
1mL/Kg, 5 minutos antes de serem testadas na caixa AL. Em dias alternados os

animais receberam injecdes de solucéo salina (0,9%/1mL/Kg).

7.1.5 Procedimentos

Os procedimentos foram realizados no periodo matutino, entre 07:00 e

09:30h. Este estudo foi dividido em trés fases consecutivas, detalhadas abaixo.

7.1.5.1 Fase 1: Habituagao ao Aparato

Realizaram-se trés sessdes de habituagdo a caixa AL, seguindo o mesmo
procedimento adotado no Estudo 1, e dois grupos foram designados com base no
peso corporal:

Grupo High restriction (HR): o grupo teve acesso a DC por 30 min, apenas
dois dias por semana (segundas e quintas-feiras). Nos dias de acesso a DC
(operacionalmente chamado de binge day), foram disponibilizados em um dos pratos
50g de DC e no outro 50g de frutas variadas (banana, maca, manga, melao,
melancia). Nos demais quatro dias da semana, os animais permaneceram em seus
viveiros e receberam sua dieta regular, sem sofrer nenhuma manipulagédo do
experimentador. Para um mesmo sujeito, o local onde foi colocado a bala e a dieta
regular (esquerda/direita) permaneceu o mesmo durante todo o procedimento, mas
variou entre os sujeitos de modo que metade recebeu a bala no lado direito e a

outra, no lado esquerdo;
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Grupo Controle (GC) — nao teve acesso a DC, somente frutas durante 30 min,
duas vezes por semana. Foi disponibilizado em um dos pratos aproximadamente
50g de frutas, enquanto o outro permaneceu vazio. Para um mesmo sujeito, o local
onde foi oferecida a dieta regular (esquerdo/direito), bem como o que ficaria vazio,
permaneceu o mesmo durante todo o procedimento, mas variou entre os sujeitos de
modo que metade recebeu a dieta regular do lado direito e a outra metade no lado

esquerdo.

7.1.5.2 Fase 2: Acesso Intermitente a Dieta de Cafeteria

Na segunda fase, com duragao de sete semanas consecutivas, as fémeas de
micos-estrela foram submetidas a sessdes de 30 min na caixa AL, realizadas duas
vezes por semana (segundas e quintas-feiras), entre as 07:00 e 09:00 h. Nos
demais dias da semana elas permaneceram nos seus Vviveiros de moradia,
recebendo sua dieta normal e sem sofrer nenhum tipo de manipulacdo. Nao houve
restricdo alimentar em momento algum do teste e vale ressaltar que os animais
habitualmente ndo ingerem alimentos no periodo noturno apds entrarem nas suas
caixas-ninho. As sobras das frutas foram retiradas ao final do dia (17:00h). Portanto,
nos dias de teste (binge days), considerou-se a primeira refeicdo do dia a sessao
experimental (com DC ou fruta).

Em cada sessdo, a fémea foi capturada em seu viveiro de moradia e
transportada até a sala de experimento. O comportamento foi registrado em todas as
sessdes realizadas na caixa AL. A ordem dos sujeitos, em cada dia de teste, foi
estabelecida de forma aleatéria. Foi registrada a quantidade consumida (em gramas)

de cada alimento durante a sesséao.

7.1.5.3 Fase 3: Pré-exposicdo a DC em Comportamentos Induzidos pela

Cocaina

O acesso a DC foi suspenso apés sete semanas, sendo que ambos 0s grupos
passaram a receber apenas em seus viveiros de moradia a dieta regular de frutas

(das 07:00 as 17:00h). Os dois grupos foram entdo testados com cocaina (Fase 3).
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Cada sujeito recebeu duas doses desse psicoestimulante e duas de solugao salina
em intervalos de 24h, sendo que a primeira dose foi de cocaina para todos os
sujeitos. O periodo de teste permaneceu o mesmo, ou seja, entre 07:00 e 09:00 h.
Em cada uma das quatro sessdes realizadas, a fémea foi capturada em seu
viveiro de moradia, imobilizada manualmente e recebeu uma injegao intra-peritoneal
de cocaina (5mg/kg) ou solugcdo salina. Apds esse procedimento, ela foi
imediatamente transportada até a sala de experimento. A caixa de transporte foi
acoplada a parte posterior da caixa AL, e o animal pode explorar todo o aparato por
um periodo de 30 min, tendo seu comportamento registrado e analisado. Apés cada

sessdo, a fémea foi retornada ao seu viveiro e recebeu sua dieta regular de fruta.
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7.2 ANALISE DOS DADOS

Os parametros comportamentais observados nas Fases 1 e 3 (realizadas no
préprio viveiro dos sujeitos) foram registrados no programa de analises
comportamentais Etholog® por dois observadores com uma confiabilidade intra- e
inter-observador de 95%. A quantidade de frutas ingerida e a duragcéo do forrageio
foram registradas antes e apdés os animais serem submetidos a DC. Possiveis
diferengas no consumo e na duragao do forrageio foram analisadas por meio de
teste-t para amostras pareadas, e adotou-se o nivel de significancia de p<0,05.

Na Fase 2, correspondente ao teste de acesso intermitente a DC realizado na
caixa AL, foi calculada a média das duas sessdes de cada sujeito, obtendo-se uma
média semanal do consumo, bem como para cada parametro comportamental. O
escalonamento na ingestdo do alimento-teste (DC) no decorrer das semanas foi
adotado como critério para determinar a aquisicdo de um comportamento do tipo
compulsivo no grupo HR.

O consumo médio semanal de DC do grupo HR foi analisado via analise de
variancia de uma via para amostras repetidas (one-way repeated measures ANOVA)
para identificar possiveis diferengas ao longo das semanas. O consumo médio
semanal de frutas dos grupos HR e GC foi analisado empregando uma analise de
variancia de desenho misto (two-way mixed design ANOVA), sendo “grupo” o fator
independente e “sessao” o de amostras repetidas.

Durante as sessbGes da Fase 3, também foi registrada a duragdo do
comportamento de vigilancia. Um possivel efeito da pré-exposicdo a DC no
comportamento de vigilancia induzida foi analisado comparando-se o0s niveis
observados nos dois grupos (HR e GC) na primeira e segunda exposi¢cao do animal
a droga (Cocaina 2 vs Cocaina1). Para tanto, também foi utilizada a analise de
variancia de desenho misto (two-way mixed design ANOVA), sendo “grupo” o fator
independente e “sessao” o de amostras repetidas.

Para todas as analises, os resultados com efeitos significativos foram
analisados post hoc com o teste de Tukey. A definicho do comportamento de
forrageio e vigilancia foi a mesma daquela descrita acima no Estudo 1. Em todos os

testes, foi adotado para o nivel de significancia um valor de p<0,05



82

7.3 RESULTADOS

7.3.1 Fase 1: Habituagao ao Aparato Experimental

Na fase de habituacdo ao aparato, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre a primeira e a ultima sessdao (H1 vs. H3) para nenhum
comportamento analisado (distancia total percorrida: ts = 1,20; p = 0,25; duragéo da
vigilancia: tip= 0,63; p=0,53 e frequéncia de exploragdo do aparato: tio= -0,58;
p=0,57; Tabela 4).

Tabela 4: Resposta comportamental de micos-estrelas fémeas observadas na fase de

habituacéo a caixa de alimentacao.

Parametro Sessao de habituacao
H1 H3
Distancia percorrida (m) 66 4 44+7
Vigilancia (s) 836+170 691182
Exploracao 2013 173

H1=sess&o de habituagédo 1; H3=sessao de habituacdo 3. Valores representam a média semanal (+
EPM)

7.3.2 Fase 2: Teste de Acesso Intermitente a DC

Ao longo das sete semanas dessa fase, o grupo HR nao apresentou um perfil
de escalonamento na sua ingestdo de DC (F37=2,46; p=0,30; Tabela 5). No entanto,
foi observada entre as fémeas do grupo HR uma alta variabilidade em termos da
quantidade de DC que foi consumida (Figura 11). Portanto, os animais deste grupo
foram subdivididos como sendo “propensos a hiperfagia” (PH) ou “nao-propensos a
hiperfagia” (NPH), de acordo com a quantidade ingerida. Os animais que mais
consumiram durante todo o estudo foram considerados PH, enquanto os que menos
consumiram foram classificados como NPH. As fémeas PH diferiram

significativamente das NPH de modo que n&do houve sobreposi¢cao dos sujeitos.
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Tabela 5. Consumo semanal de DC e fruta durante teste de acesso intermitente.

Semana de exposicdo a DC
Grupo Alimento S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

HR DC 9+2 11+3  6%2 8+3 8+1 7+1 8+2
Fruta 11£2  7+1 11£2  10+2  11+2  9+1 8+1
GC Fruta 10+1  10+1  13+3 9#1 6+1 11£2 1142

GC=grupo controle; HR=High restriction; DC=dieta de cafeteria. S1-S7=Semanas 1 a 7. Valores
representam a média semanal (x EPM).
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Figura 13: Consumo individual (em Kcal) de DC (dieta de cafeteria) em fémeas no primeiro e ultimo
dia teste. BD1= primeiro dia de teste (binge day 1); BD14 = ultimo dia de teste (binge day 14).

O consumo e o tempo de forrageio da DC entre as fémeas PH e NPH do
grupo HR diferiu significativamente (consumo: F46=38,48; p=0,001; forrageio:
F16=8,11; p=0,03), mas nao houve diferenga entre as sessbes (consumo: F46=5,41;
p=0,06; forrageio: F16=0,57; p=0,48) ou uma interacdo entre os fatores grupo vs.
sessdo (consumo: F16=0,29; p=0,60; forrageio: F1=0,003; p=0,95, Figura 14).

Em termos do consumo da fruta, as fémeas tiveram o mesmo perfil (fator
grupo: F210=2,26; p=0,15; fator sessao: Fi10=4,05; p=0,07; grupo vs. sessao:
F210=1,99; p=0,25). Mas, na duragao do forrageio da fruta, diferengas significativas
foram encontradas entre as sessdes, sendo que as do grupo PH forragearam por
mais tempo que as do grupo NPH (fator sessao: F110=7,66; p=0,02; fator grupo:
F210=2,83; p=0,10; interagédo grupo vs. sessao: F» 10=2,32; p=0,14; Figura 14).

Nenhum efeito significativo foi visto para o tempo de permanéncia dos
animais nas zonas da fruta e da bala (Zona fruta — fator grupo: F,¢=0,45; p=0,65;

fator sessao: F19=0,35; p=0,56; interacéo sessdes vs grupos F¢=1,45;p=0,28; Zona
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DC - fator grupo: F29=0,45; p=0,65; fator sessdes: F49=0,35; p=0,56; interagao
sessodes vs grupos F29=1,46;p=0,28, Figura 14).
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Figura 14: Consumo de dieta de cafeteria e fruta (em Kcal), duragéo do forrageio (em segundos) e
tempo de permanéncia nas zonas bala e fruta (em segundos) por micos-estrelas fémeas no primeiro
e ultimo dia de teste (BD1-BD14). GC (grupo controle; n=5), NPH (n&o-propensas a hiperfagia; n=4) e
PH (propensas a hiperfagia; n=4). *p<0,05 NPH vs PH; #p<0,05 BD1 vs BD14.

O tempo de vigilancia, a distancia percorrida e a frequéncia de exploragao do

aparato também foram analisados, comparando-se o niveis observados na ultima
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sessao de habituagao e no primeiro e ultimo dia de acesso a DC. Nao foram
observados efeitos significativos para nenhum desses parametros comportamentais
(vigilancia — fator grupo: F29=2,02; p=0,18; fator sessao: F; 15=3,45; p=0,06; grupo
vs. sessdo: F4,15=0,92; p=0,45; distancia percorrida — fator grupo: F2s=2,21; p=0,17;
fator sesséao: F; 16=0,11; p=0,88; grupo vs. sesséao: F416=1,27; p=0,32; exploragao
aparato — fator grupo: F,¢=0,18; p=0,83; fator sessao: F; 15=3,14;p=0,08; grupo vs.
sessdo: F415=2,39; p=0,11; Figura 15).
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Figura 15: Duragao da vigilancia (em segundos; médiatEPM), distancia total percorrida (em metros;
médiatEPM) e frequéncia de exploragao do aparato (médiatEPM) na ultima sessdo de habituagao
(H3), e no primeiro (BD1) e no ultimo (BD14) dia de acesso intermitente a dieta de cafeteria pelas
fémeas de micos-estrela. GC (grupo controle; n=5), NPH (n&o-propensas a hiperfagia; n=4) e PH
(propensas a hiperfagia; n=4).
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7.3.3 Fase 3: Pré-exposi¢cao a DC em Comportamentos Induzidos por Cocaina

Em termos do tempo de vigilancia, foi encontrada uma diferenga significativa
entre os grupos, sendo que na segunda administragdo da droga (cocaina 2) o grupo
PH apresentou maiores niveis desse comportamento comparado ao grupo GC
(F2.10=6,76; p=0,01). Também foi observada uma diferenga significativa entre as
sessdes cocaina vs. salina (F330=26,13; p<0,001), além de uma interagao entre os

fatores grupo vs. sessao (Fs30=2,43; p=0,04; Figura 16).

1800

7 NPH 2

v PH :
0 #
~ .
E ) 4 v
c 9004 & -
= AN :
= . ' -

0 1 1 1 ]

C1 S1 c2 S2

Figura 16: Média+EPM do comportamento de vigilancia (em segundos) observada nas duas sessoes
de exposigcdo a cocaina (C1 e C2) e a solugéo salina (S1 e S2) pelas fémeas de micos-estrela;
GC:n=5; PH e NPH:n=4/grupo. *p<0,05 PH vs. GC; # p<0,05 Cocaina vs. Salina.

Ademais, o consumo prévio de DC pelo grupo HR (PH + NPH) apresentou
uma correlagao positiva com a duragédo do comportamento de vigilancia observada
durante ambas as sessbes com cocaina (cocaina 1; r=0,72; p=0,02; Cocaina 2:
r=0,69; p=0,05). Por outro lado, correlagdes negativas foram encontradas entre o
consumo de DC nesse grupo e a distancia percorrida nas sessdes de cocaina
(Cocaina 1: r= -,024; p=0,05; Cocaina 2: r=-0,70; p=0,04; Figura 17). Para o
consumo da fruta, nenhuma correlagdo foi observada em termos dos

comportamentos de vigilancia, conforme observa-se na Tabela 6.
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Figura 17: Correlagéao entre o consumo de DC (em Kcal) por micos estrelas fémeas do grupo HR no
ultimo dia do protocolo de intermiténcia (Binge day 14 — BD14,) com a durag¢ao da vigilancia (em
segundos) ou com a distancia percorrida (em metros) nas sessdes 1 e 2 de exposi¢ao a cocaina.

Tabela 6: Relagédo entre o consumo de fruta na ultima sessao e a duragao da vigilancia nas

sessdes 1 e 2 de exposigao a cocaina.

Vigilancia Pearson Significancia
GC

Cocaina 1 -0,81 0,89
Cocaina 2 0,02 0,97

HR

Cocaina 1 0,45 0,25
Cocaina 2 0,57 0,13

GC-= grupo controle; HR= High restriction.
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74 DISCUSSAO

Apesar das alteracbes metodologicas adotadas no presente estudo (vide
Tabela 3), a oferta intermitente de DC nao induziu nas fémeas de micos-estrelas um
escalonamento no seu consumo desse alimento no decorrer das sete semanas do
estudo. Portanto, com base nesse critério, novamente nao foi possivel estabelecer
um comportamento do tipo compulsivo na ingestdo de alimentos altamente cal6ricos
e palataveis nessa espécie.

Em ratos, nem todos os animais submetidos a 1h/dia de acesso a alimentos
hipercaldricos/palataveis desenvolvem um comportamento do tipo compulsivo ao
longo do tempo (VELZAQUEZ-SANCHEZ e cols., 2014). No entanto, varios estudos
empregando esse tipo de sujeito experimental e utilizando a metodologia
desenvolvida por Corwin e cols. relatam esse tipo de comportamento (CORWIN,
2004; 2011; CORWIN e BUDA LEVIN, 2004; CORWIN, AVENA e BOGGIANO,
2011).

Essa discrepancia pode ser devido, em parte, ao numero de sujeitos
utilizados e a variabilidade interindividual observada. Enquanto que, na maioria dos
estudos com roedores, se emprega um numero elevado de sujeitos (>10/grupo), em
primatas, a quantidade de animais disponiveis € bem mais reduzida, os quais
também apresentam uma grande variagdo em termos do repertério comportamental
basal e o induzido experimentalmente (BICCA-MARQUES, 2000).

E importante notar que, comportamentos que se tornam automatizados apés
praticas repetidas (habitos) e que sdo voltados para obtengdo de determinados
objetivos (goal directed behaviors) sao mais resistentes a mudangas a curto prazo
(revisado em GASBARRI e cols., 2014). Nesse contexto, pode-se sugerir que 0s
animais do presente experimento, por ja estarem habituados a uma primeira refeicéo
do dia composta essencialmente por frutas, ndo tiveram esse comportamento
sobreposto pela DC durante as sete semanas do teste. Nas sessOes teste, as
fémeas do grupo HR tiveram acesso simultdneo a ambos os alimentos (fruta + DC).

Outro aspecto que pode ter influenciado esse resultado no presente estudo
diz respeito a duragcdo do protocolo, que compreendeu um intervalo de sete
semanas consecutivas. Esse periodo pode ter sido insuficiente para se induzir um

comportamento do tipo compulsivo de forma estavel. Em macacos rhesus, um maior
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consumo de alimentos palataveis foi observado apenas de forma transitéria — na
primeira semana do estudo (FOLTIN, 2006). Em calitriquideos, por sua vez, uma
dieta rica em acucar ou gordura levou 16 e 40 semanas, respectivamente, para
induzir alteragdes significativas no fenétipo e na atividade metabdlica dos individuos
(WACHTMAN e cols., 2011).

Um dado relevante do presente estudo foi o fato de o consumo caldrico total
do grupo HR, que recebeu DC + fruta duas vezes por semana, ter sido
significativamente maior que o do grupo GC, que recebeu apenas fruta nos mesmos
dias. Mesmo entre as fémeas do grupo HR, importantes diferengas individuais foram
observadas no consumo da DC, indicando a presenca de dois perfis distintos.
Alguns animais apresentaram um consumo calérico da DC significativamente maior
que o de outros. Assim, com base na quantidade ingerida de DC, as fémeas foram
classificadas como sendo propensas a hiperfagia (PH) ou n&o-propensos a
hiperfagia (NPH). Apesar de ambos os tipos ingerirem uma quantidade equivalente
de fruta, as fémeas PH consumiram significativamente mais alimentos DC que as
fémas NPH.

Na verdade, vem sendo ressaltada cada vez mais a existéncia de diferencas
entre individuos de uma mesma espécie. Também tem crescido o numero de
estudos voltados para tragar perfis distindos em animais de laboratério a fim de
identificar fatores genéticos e potenciais alvos para o tratamento e para o
entendimento da compulsao alimentar (DUCA, SWARTZ e COVASA, 2014). Britny e
cols. (2014) relataram diferengcas entre ratos de diferentes linhagens (Sprague-
Dawley vs. Wistar) em relagao a sua tendéncia a hiperfagia, o que sugere possiveis
elementos genéticos na modulagao da ingestao patoldgica de alimentos.

Alimentos ricos em agucar e gordura nunca foram de tdo facil acesso, e isso
vem aumentando os indices de sobrepeso, obesidade e individuos com transtornos
alimentares (em razao do baixo custo, da alta variabilidade e de por¢des grandes). O
contato constante com esses alimentos ativa o sistema heddnico, que promove a
ingestao de alimentos mesmo quando os individuos ndo os necessitam, levando a
um acumulo de energia corporal. No entanto, de acordo com Boggiano e cols.
(2007), das pessoas que estdo expostas a esse tipo de dieta moderna, apenas
alguns se tornam obesos. O mesmo € valido para dependéncia por drogas, em que
nem todos os individuos que as usam se tornardo um dependente (VOLKOW e
WISE, 2005).
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Considerando a hipétese de que a compulsdo por alimentos e drogas sao
subsidiados por mecanimos fisiolégicos e comportamentais semelhantes, pode-se
sugerir que o acesso intermitente a um alimento palatavel seja capaz de induzir um
efeito de sensitizacdo cruzada com drogas de abuso. A exposicdo prévia a
determinados regimes alimentares parece influenciar sim a resposta subsequente do
individuo a uma droga de abuso, algo que ja foi bem demonstrado em roedores
(AVENA e cols., 2008; GOSNELL, 2000 e 2005) e, em menor escala em primatas
(BASANI e cols., 2008; FOLTIN, 2011). Contudo, mesmo em roedores, ha uma certa
divergéncia em termos dos resultados, podendo ser em fungdo do procedimento
empregado, da espécie testada, da dose e da droga utilizada (AVENA e HOEBEL,
2003; GOSNELL, 2005).

No presente estudo, as fémeas submetidas a sete semanas de acesso
intermitente a DC na primeira refeicdo do dia apresentaram perfil de resposta
comportamental distinto quando foram expostas a cocaina. As fémeas classificadas
como PH apresentaram niveis de vigilancia significativamente maiores comparadas
as NPH e as do grupos GC (que nao receberam DC). Estudos tém demonstrado
que, em micos, exposi¢des repetidas a cocaina geram aumento progressivo da
vigilancia (sensitizagdo), observada em média a partir da quarta sessédo de
exposicao a droga. Além disso, o fenbmeno da sensitizagdo cruzada também foi
observado em calitriquideos, contrario do que se observa em roedores (alteragdes
na atividade locomotora) em fungdo da administragcdo da cocaina (DE SOUZA e
cols., 2006; GAGNI e cols., 2012; MELAMED e cols., 2013).

E possivel que animais que tenham uma maior propensdo de ingerir
alimentos ricos em agucar e gordura também sejam mais responsivos ao efeito de
drogas. Roedores expostos a uma solugdo de sacarose (10%) durante trés semanas
tiveram uma resposta de hiperlocomog¢ao maior do que os que nao receberam a
dieta quando tratados em seguida com anfetamina (AVENA e HOEBEL, 2003),
sugerindo um sensitizagdo cruzada entre o alimento e a droga. Em diferentes
linhagens de roedores, aquelas selecionadas para terem uma maior preferéncia por
sacarose também foram as que tiveram uma maior resposta de locomoc¢ao induzida
por cocaina (CARROL e cols., 2007; GULLEY e cols., 2003, FESTA e QUINONES-
JENAB, 2004). Uma preferéncia por sacarose também ja foi associada a um
aumento de responsividade ao alcool e da taxa de autoadministracido de cocaina e
anfetamina (WOODS e cols., 2003; DE SOUZA e cols., 2000; GOSNELL, 2000 e
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2005). Ainda, Vitale e cols. (2002) relataram que, em ratos, o acesso crdnico a
sacarose aumentou o valor reforgador da anfetamina e do fentanil (opidide), medido
pelo teste de CPP. Levy e cols. (2013), apos submeterem ratos a teste de CPP com
biscoitos Oreo, observaram que animais propensos a CPP por Oreos também
apresentaram maiores taxas de autoadministragao de cocaina.

Esse efeito pode estar relacionado a modificagdes neuroquimicas
relacionadas a neurotransmissdo dopaminérgica. A cocaina € o consumo de
solugdes contendo agucar aumentam a sinalizagao dopaminérgica no NAcc (AVENA
e cols., 2008, MARK e cols., 1991, RADA e cols., 2005). Volkow e cols. (2003)
relataram que a tendéncia para ingerir determinados tipos de alimentos quando
expostos a emogdes negativas foi correlacionada negativamente com a
disponibilidade de receptores dopaminérgicos D2 (VOLKOW e cols., 2003). Além
disso, pesquisas apontam para uma correlagcao inversa entre o indice de massa
corporal e a densidade de receptores D2 no estriado (WANG e cols., 2001; HALTIA
e cols., 2007). De fato, o bloqueio farmacoldgico dos receptors D2 com drogas
antipsicoticas aumentaram a ingestdo de alimento e, com isso, os riscos do
aparecimento de sobrepeso e obesidade (ALLISON e cols. 1999). No entanto, os
mecanismos pelos quais a baixa disponibilidade de receptores D2 aumenta os riscos
do surgimento de comportamentos compulsivos ainda nao estdo completamente
elucidados. E possivel que os individuos que apresentaram maior consumo de DC, e
que também apresentaram maiores taxas de respostas a cocaina, possam ser mais
suceptiveis a desenvolver comportamentos compulsivos e que isso pode estar

relacionado a uma ma adaptacao do seus sistemas neurais de recompensa.
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7.5 CONCLUSAO DO ESTUDO 2

No presente estudo, uma série de adaptagdes metodoldgicas foram aplicadas
ao procedimento adotado no Estudo 1. Contudo, a oferta intermitente de DC nao
induziu nas fémeas de micos-estrela um escalonamento no seu consumo desse
alimento no decorrer das sete semanas do estudo e assim n&o se estabeleceu um
comportamento do tipo compulsivo. Em primatas, a formacao de habitos alimentares
pode ser mais complexa do que em roedores, € assim a introducdo de uma
alimentacgao alternativa, rica em agucar e gordura pode nao ser capaz de suprimir o
comportamento rotineiro de ingerir frutas na primeira refeicdo do dia. Talvez, se os
animais fossem mantidos nesse regime alimentar por mais tempo seria possivel
observar uma mudanga no padrdo alimentar. Outra sugestdo para novos estudos
seria a de modificar o horario dos testes e de oferecer o alimento teste em um
ambiente altamente familiar, como é feito com roedores.

Apesar da auséncia de um comportamento alimentar do tipo compulsivo, a
oferta da DC de forma intermitente, na primeira refeicdo do dia propiciou a
identificacao de dois perfis distintos de fémeas de micos-estrela: as propensas vs. as
nao-propensas a hiperfagia. Isso € um dado relevante e pode ser uma medida para
identificar animais com perfil comportamentais distintos nessa espécie,
diferentemente do método do tergo utlizado em roedores.

As fémeas animais classificadas como propensas a hiperfagia também
apresentaram uma maior resposta a um tratamento subsequente a cocaina,
evidenciado pelos niveis significativamente mais altos de vigilancia na segunda
sessao de tratamento com esse psicoestimulante, comparado com o grupo controle
e as fémeas nao-propensas. Sugere-se, assim, que elementos individuais, genéticos
e/ou fisiolégicos, possam influenciar os comportamentos do tipo compulsivo nesses

animais.
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8 [ESTUDO 3: EFEITO DA PRE-EXPOSIGAO A DIETA DE CAFETERIA NA
AQUISICAO DE UM COMPORTAMENTO DE PREFERENCIA-POR-LUGAR

CONDICIONADO A COCAINA (CPP)

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores, o presente

estudo teve como obijetivo realizar novas adaptacdes ao protocolo de intermiténcia a

fim de induzir um comportamento do tipo compulsivo nos micos. Além disso,

também visou avaliar se a exposigao prévia a DC influenciaria na aquisicao de um

comportamento de CPP induzido pela cocaina.

Tabela 7: Principais diferengas metodoldgicas no protocolo de intermiténcia entre os Estudos 1, 2 e 3.

Parametro Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3
Horario 12:30-17:30 h 07:00 - 09:30 h 12:30 — 15:00
Duragéao 15 min 30 min 30 min

Tipo de dieta bala + fruta DC + fruta DC OU fruta
Género machos e fémeas fémeas fémeas
Grupos LR e HR HR e GC HR e GC
Diviséo dos grupos peso + consumo peso aleatdria
Alimento teste 3x semana 2x semana 2x semana
Periodo exposigao 4 semanas 7 semanas 6 semanas
Local do teste Caixa AL Caixa AL Viveiro

Caixa AL= caixa de alimentagcédo; LR=Low restriction (animais que receberam alimento teste 7x
semana); HR=High restriction (animais que receberam alimento teste 3x semana); GC (animais que

receberam apenas fruta); DC=dieta de cafeteria.
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8.1 MATERIAIS E METODOS

8.1.1 Sujeitos e Condi¢oes de Alojamento

Nove fémeas adultas (>18 meses; >250g) de micos-estrela (C. penicillata)
foram utilizadas. A manutencdo e as condi¢gdes de alojamento dos animais

permaneceram as mesmas descritas no topico 5.2.

8.1.2 Aparato Experimental

Para o teste de CPP (descrito a abaixo), foi utilizado como aparato a caixa de
CPP. Este aparato consistiu em uma arena retangular, dividida em dois
compartimentos de iguais dimensdes (60 x 60 x 35 cm; largura, comprimento e
altura). A caixa de CPP tinha trés paredes e um piso feitos de chapa de metal,
enquanto o teto e uma parede eram de vidro transparente. Os dois compartimentos
eram separados por uma parede de aluminio retratil (60 x 35 cm; comprimento e
altura). Um dos dois compartimentos foi pintado de branco e tinha a superficie
interna lisa, o outro apresentava listras diagonais em preto e branco, com superficie
rugosa. Além disso, uma antecamara quadrada (hall de entrada — 15 x 10 x 35 cm;
comprimento, largura e altura) foi acoplada a caixa de CPP, em frente as portas de
entrada/saida de cada um dos compartimentos.

O acesso a essa antecamara se dava por uma porta do tipo-guilhotina
localizada em sua porcéo posterior. A porta de acesso a antecamara acoplava-se a
caixa de transporte (35 x 20 x 23 cm; comprimento, largura e altura). A caixa de
transporte era de aluminio e também possia uma porta tipo-guilhotina que se acopla
diretamente a porta de acesso de entrada/saida do aparato. Para cada
compartimento, havia uma porta de acesso independente, possibilitando a
entrada/saida do sujeito. Essas portas estavam localizadas na parede de metal
oposta a de vidro e deslizavam no sentido lateral, ao longo da parede de metal,

permitindo sua abertura e fechamento (Figura 18).
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Figura 18: Fotografias da caixa de CPP.

8.1.3 Droga e Dose

Foi utilizado hidrocloreto de cocaina (Sigma-Aldrich, USA) na dose de 3mg/Kg
dissolvida em solugéo salina (0,9%), administrada via intraperitoneal, e em um
volume de 1mL/Kg, 5 min antes do condicionamento na caixa de CPP. Em dias

alternados os animais receberam injecdes de solugao salina (0,9%/1mL/Kg).

8.1.4 Procedimento

O presente estudo foi divido em duas fases, descritas a seguir. Os testes
foram realizados entre 13:00 e 15:00 h. Para melhor ilustrar o delineamento

experimental, vide apéndice C com a representagcao esquematica do Estudo 3.

8.1.4.1 Fase 1: Teste de Acesso Intermitente a DC no viveiro

Cada sesséao teve duragcédo de 30 min e 0s animais permaneceram nos Seus
viveiros de moradia durante a realizagdo das sessdes. Os respectivos parceiros
foram capturados e colocados em uma gaiola (30 x 40 x 60 cm), sendo esta

posicionada na parte posterior do proprio viveiro do animal. A gaiola permaneceu no
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viveiro durante esta fase do experimento e o parceiro foi liberado ao final da sessao
experimental. Mas durante as sessfes, 0s animais mantiveram contato visual e
olfativo com o seu parceiro, porém, apenas o animal experimental teve acesso ao
alimento teste possibilitando assim a quantificagdo da ingestdo da DC para o grupo
experimental ou das frutas para o grupo controle. Os sujeitos foram divididos
aleatoriamente em dois grupos e foram submetidos ao protocolo de acesso
intermitente ao alimento altamente palatavel ou apenas fruta:

High Restriction (HR) — alta restricdo a DC: acesso livre a DC no seu proprio
viveiro durante 30 minutos duas vezes por semana (segundas e quintas-feiras) ao
longo de seis semanas consecutivas. A DC foi disponibilizada em recipientes
semelhantes aos das frutas e posicionada em um suporte fixado na tela frontal do
viveiro. No restante dos dias, os animais permaneceram com sua dieta regular de
frutas e ragao e nao foram privados de alimentos.

Grupo Controle (GC): sem acesso a DC: submetido ao mesmo procedimento
que os animais do grupo HR, no entanto, apenas frutas foram disponibilizadas no
viveiro durante 30 minutos ao longo de seis semanas consecutivas. Nos demais dias
da semana, sua dieta regular de frutas e ragdo foi mantida e ndo houve privagéo
alimentar.

Os animais do grupo HR receberam DC de forma intermitente e ao fim de seis
semanas foi comparado a quantidade em Kcal ingerida na primeira e na ultima
semana para ambos 0s grupos. Para investigar se os animais desenvolveram o
comportamento do tipo compulsivo utilizou-se o critério de escalonamento na
ingestao alimentar (CORWIN, 2008).

8.1.4.2 Teste de CPP

O acesso a DC foi suspenso depois das seis semanas, sendo que ambos 0s
grupos voltaram a receber apenas sua dieta regular de frutas (das 07:00 as 17:00h).
Apds 24h do final da fase anterior, todos as fémeas foram submetidas ao teste de

CPP. Esse procedimento foi dividido em trés fases descritas abaixo.

8.1.4.2.1 Habituagdo ao Aparato
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Nessa primeira fase, cada sujeito foi subemtido a duas sessbes de
habituacdo, com 20 minutos de duracao, em intervalos de 24h entre si. Durante cada
sessao, as fémeas puderam explorar simultaneamente os dois compartimentos, uma
vez que a porta central (retratil) permaneceu semiaberta. Nenhum farmaco foi

administrado nessa fase, tampouco houve exposicao a DC.

8.1.4.2.2 Condicionamento

Como nenhuma preferéncia inata por um dos dois compartimentos do aparato
foi encontrada (vide Resultados abaixo), metade das fémeas foram randomicamente
condicionadas a cocaina no compartimento branco e a outra metada no
compartimentoe listrado. Todos os individuos foram submetidos diariamente a uma
sessdo na caixa de CPP. Em dias alternados, os sujeitos receberam uma injecao de
cocaina ou salina e apés 5 min foram confinados em um dos compartimentos e
permaneceram la por 20 minutos. No total, doze sessdes de condicionamento (seis
sessdes de cocaina C1-C6) e seis sessbes alternadas de salina (S1-S6) foram
realizadas em intervalos de 24h. Os comportamentos foram registrados e

posteriormente analisados.

8.1.4.2.3 Teste

Trés sessdes testes foram realizadas. A primeira ocorreu depois da terceira
sessdo de condicionamento com salina (S3) e a segunda apds a sexta e ultima
sessdo de salina (S6). Os testes ocorrem 24h apds a sessao de salina. A terceira
sessao teste ocorreu 15 dias apds a ultima sessao de salina (S6).

Nas sessOes teste, a porta retratii que divide os dois compartimentos
permaneceu semi-aberta permitindo que os sujeitos explorassem ambos os
compartimentos simultaneamente. O tempo de permanécia em cada compartimento,

bem como o comportamento foram registrados e analisados posteriormente.
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8.2  ANALISE DE DADOS

O consumo foi comparado para possiveis diferengas entre os grupos e ao
longo das diferentes sessdes/semanas empregando-se uma analise de variancia de
desenho misto (two-way mixed design ANOVA), sendo ‘grupo’ o fator independente
e ‘sessdo’ o de amostras repetidas. Quando resultados significativos foram obtidos,
os dados foram analisados post hoc com o teste de Tukey.

Em relagdo ao procedimento de CPP, nas duas sessbes de habituacédo (H1-
H2), nas sessdes de condicionamento 1 e 6 (C1/S1 e C6/S6) e nas trés sessdes de
teste (T1-T3) foi utilizado o programa AnyMaze (Stoelting Co., EUA) para registrar o
comportamento. Os comportamentos registrados de forma automatica pelo
programa foram a distancia total percorrida e o tempo de permanéncia em cada
compartimento. Ademais, um observador com confiabilidade intra-observador de
95% registrou de forma manual os seguintes comportamentos: (1) exploragao:
frequéncia de cheirar, morder e/ou lamber o aparato; e (2) vigilancia: duragéo de
movimentos de varredura da cabecga enquanto o animal permaneceu imével.

Os comportamentos de vigilancia, exploragao, distancia percorrida, tempo de
permanéncia nos compartimentos branco e listrados foram comparados via analise
de variancia de desenho misto (two-way mixed design ANOVA), sendo ‘grupo’ o
fator independente e ‘sessdo’ o de amostras repetidas. Para avaliar se houve CPP,
comparou-se o tempo de permanéncia no compartimento pareado com a droga na
ultima sessao de habituagcdo com o tempo de permanecia no mesmo compartimento
nos testes 1 a 3 (H2 vs. T1,T2,T3). Quando resultados significativos foram obtidos,
os dados foram analisados post hoc com o teste de Tukey. Em todos os testes foi

adotado para o nivel de significancia um valor de p<0,05.
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8.3 RESULTADOS

8.3.1 Fase 1: Acesso intermitente a Dieta de Cafeteria no viveiro

Uma diferenga significativa no consumo calérico entre os grupos HR e GC foi
observada (F17=19,55; p=0,003), sendo que HR consumiu mais DC (em Kcal) do
que o GC consumiu em termos de fruta (em Kcal). Nao houve diferenga significativa
entre as semanas (F17=0,87; p=0,38), nem uma interagao entre os fatores grupo vs.
semana (F17=0,13; p=0,72; Figura 19).
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Figura 19: Consumo caldrico semanal (média+EPM) de dieta de cafeteria pelo grupo HR (n=4) e de
fruta pelo grupo controle (n=5) na primeira e na ultima semana do protocolo de intermiténcia (S1 e
S6). *p<0,05 HR vs. GC.

8.3.2 Fase 2: Teste de CPP

Na fase de habituagao ao aparato (Tabela 8), os parametros comportamentais
avaliados mantiveram-se constantes entre a primeira e ultima sessao (Distancia
percorrida — fator grupo: F47=0,32; p=0,58; fator sessao: F;7=0,95; p=0,36; grupo vs
sessao: F17=0,57; p=0,47; Vigilancia — fator grupo: F4s=0,42; 0,53; fator sessao:
F18=1,79; p=0,21; grupo vs. sessao: F15=0,01; p=0,99; Exploragdo aparato — fator
grupo: F47=0,40; p=0,54; fator sessdo: F17=0,27; p=0,61; grupo vs. sessao:
F47=0,27; p=0,61).
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Tabela 8: Resposta comportamental de micos-estrela fémeas observada na fase de habituagéo a
caixa de CPP.

Sessobes de habituagao

Parametro HA H2
Distancia percorrida (m)

GC 40+19 38116
HR 47412 4043
Vigilancia (s)

GC 265+38 349188
HR 223+12 272169
Exploragao do aparato

GC 1243 1243
HR 1714 1917

H1-H2; habituacdo 1 e 2; GC: grupo controle (n=5); HR: high restriction (n=4).

O tempo de permanéncia nos compartimentos branco e listrado na ultima
sessdo de habituacao (H2) foi semelhante entre os grupos, demonstrando que nao
havia uma preferéncia inicial por um dos lados do aparato (F15=0,004; p=0,94;
Figura 20).
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Figura 20: Tempo de permanéncia (média+EPM; segundos) de micos-estrelas fémeas nos
compartimentos branco e listrado da caixa de CPP na ultima sessédo de habituagéo (H2); n=5/grupo.
GC=grupo controle (n=5); HR=high restriction (n=4).

Para o teste de CPP, foi comparado o tempo de permanéncia no
compartimento pareado a cocaina na fase de pré-condicionamento (H2) com o
tempo nas sessbes testes 1 a 3 (T1-T3). Observou-se uma diferenca significativa
entre as sessodes (F324=10,93; p=0,002), mas nenhum efeito significativo em termos
do fator grupo (F1s=0,74.p=0,41) ou uma interagao entre os fatores grupo vs. sesséo
(F324=0,89; p=0,41; Figura 21).
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Figura 21: Tempo de permanéncia no compartimento pareado a cocaina (em segundos; médiatEPM)
na fase pré condicionamento (H2) e nas trés sessoes testes (T1 — T3) para os grupos controle (GC,;
n=5) e high restriction (HR, n=4). T1 e T2 foram realizados apds trés e seis sessbes de
condicionamento respectivamente. T3 ocorreu 15 dias apos a ultima sesséo de condicionamento com
salina. Nenhuma injegao foi administrada nas sessoes teste. #p<0,05 H2 vs. T1, T2 e T3.

O efeito da cocaina no comportamento de vigilancia foi analisado e foi
observado efeito significativo entre as sessdes (F315=15,18; p=0,002), mas nao entre
os grupos (F16=0,09; p=0,77) ou uma interagao entre os fatores grupo vs. sessao
(F318=0,28; p=0,68). Em relagao a distancia total percorrida, ndo houve diferengas
significativas em nenhum aspecto (fator grupo: F17=0,42; p=0,53; fator sessao:

F321=0,17; 0,76; grupo vs sessao: F321=0,32; p=0,65; Figura 22).
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Figura 22: Média (tEPM) da duragao da vigilancia (em segundos) e distancia total percorrida (em
metros) na primeira (C1) e na ultima (C6) sessao de condicionamento com cocaina e na primeira (S1)
€ na ultima (S6) sessao de condicionamento com salina pelas fémeas de micos-estrela dos grupos
controle (GC; ndo expostas previamente a dieta de cafeteria; n=5) e teste (HR; expostas a 2 sessdes
semanais de acesso a dieta de cafeteria durante 6 semanas consecutivas; n=4). # p<0,05 cocaina vs.
Salina.

Ademais, foi realizado um teste de correlacédo entre o consumo caldrico médio
na Semana 6 com o tempo de permanéncia no compartimento pareado a cocaina
em cada uma das sessoes teste, porém nao se observou um efeito significativo
(grupo GC — S6xT1: r=0,04; p=0,95; S6xT2: r=0,45; p=0,44; S6xT3: r=0,30; p=0,62;
grupo HR — S6xT1: r=0,27; p=0,65; S6xT2: r=0,59; p=0,28; S6xT3:r=0,40; p=0,50).
Por fim, o consumo calérico médio ingerido na ultima semana (S6) também foi
correlacionado a duragao da vigilancia e da distancia percorrida na primeira (C1) e

na ultima (C6) sessao de condicionamento a cocaina, também nao havendo efeitos
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significativos (Vigilancia: GC — S6xC1: r=0,43; p=0,46; S6xC6: r=0,63; p=0,25; HR —

S6xC1: r=0,77; p=0,12; S6xC6: r= 0,84; p=0,07. Distancia percorrida: GC —S6xC1:

r=0,01; p=0,98; S6xC6: r=0,10; p=0,86. HR —S6xC1: r=0,80; p=0,10; S6xC6: r=0,71;
p=0,17).
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8.4 DISCUSSAO

A DC, oferecida de forma intermitente as fémeas de micos-estrela no seus
prérpios viveiros de moradia, gerou um escalonamento no consumo. As fémeas do
grupo HR consumiram mais DC na ultima semana (S6), comparada com a primeira
(S1). Além disso, o grupo HR consumiu mais Kcal de alimento nas sessdes da
primeira e da ultima semana do estudo (S1 e S6), comparado as fémeas do grupo
GC.

O acesso restrito e intermitente a alimentos palataveis pode gerar
comportamentos do tipo compulsivos, sugerido pelo escalonamento da ingestédo ao
longo do tempo. Em roedores, isso vem sendo demonstrado por varios grupos de
pesquisa (CORWIN, AVENA e BOGGIANO, 2011; CORWIN e BABBS, 2012;
BLAKE, MORGAN e MERCER, 2014; OSWALD e cols., 2011). O padrao alimentar
de individuos com transtorno de compulsdo alimentar tem como uma das suas
principais caracteristicas a intermiténcia, em que alimentos proibidos ndo séao
consumidos diariamente e sim em excesso durante episddios pontuais e recorrentes
de compulsdo (GUERTIN 1999; KALES, 1990).

Diferentes regimes de oferta e de tempo de acesso sao capazes de alterar o
comportamento alimentar de forma a induzir um comportamento do tipo compulsivo
(CORWIN, AVENA e BOGGIANO, 2011), mas, independente do procedimento e
modelo animal utilizados, uma caracteristica comum é a intermiténcia. Esse fator
pode estar levando a um perfil de compulsdo em razado da incerteza associada a
oportunidades futuras de acesso ao alimento palatavel (fator aprendizagem), ainda
que a alimentacéo regular esteja facilmente acessivel (CORWIN, 2011). Ademais,
um esquema de reforco intermitente € um dos mais dificies de serem extintos
(BOUTON, 2004).

Manter os animais em seus viveiros em vez de transporta-los para serem
testados na caixa AL parece ter sido um aspecto importante para o fato de apenas
nesse terceiro estudo ter ocorrido o escalonamento no consumo do alimento teste, e
assim um comportamento do tipo compulsivo. Em geral, micos demonstram uma
tipica curva de habituacdo a exposicoes repetidas a um ambiente novo,
caracterizado principalmente pela diminuicdo da atividade locomotora e exploratéria,

e as vezes de um aumento concomitante nos niveis de vigilancia (BARROS e cols.,
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2004). Apesar da realizacdo de uma fase de habituagao a caixa AL ter sido feita nos
estudos anteriores, é possivel que esse ambiente per se e/ou o procedimento de
captura e transporte que também sao requeridos para levar o sujeito até o ambiente
de teste, ndo sofreram adaptacao suficiente e ainda constituiram em procedimentos
aversivos ao menos para alguns sujeitos. O isolamento social na caixa AL pode
também representar outra fonte de estresse em micos, principalmente em se
tratando de periodos acima de 20-30 min (NORCROSS e NEWMAN, 1999). Um
estresse agudo, por sua vez, pode, dentre outras fungdes, diminuir a ingestao de
alimentos (MAJZOUB, 2006). Além disso, como nao foi possivel analisar os niveis
do horménio cortisol, ndo ha um indice fisiolégico dos niveis de estresse das fémeas
investigadas. Sabe-se na verdade que as respostas comportamental e fisioldgica a
situacoes de medo, ansiedade e estresse nessa espécie nem sempre demonstram o
mesmo curso temporal (NORCROSS E NEWMAN, 1999; RUKSTALIS e FRENCH,
2005). Portanto, é possivel que o ambiente familiar do viveiro de moradia
empregado nesse estudo tenha propiciado mais facilmente o desenvolvimento de
um comportamento alimentar do tipo compulsivo por minimizar possiveis fontes de
estresse agudo em calitriquideos.

Depois de seis semanas de acesso a DC ou a fruta, as fémeas foram
submetidas ao teste de CPP. Nas sessbes teste, ambos os grupos permaneceram
mais tempo no compartimento que havia sido condicionado a cocaina, comparado
aos niveis observados nesse mesmo lado do aparato antes da administracido do
psicoestimulante (H2 x T1-T3). O comportamento de CPP se manteve presente e
nos mesmos niveis por pelo menos 15 dias apds o utlimo condicionamento, mesmo
na auséncia de contato com a droga e o aparato, demonstrando assim ter um efeito
duradouro. Ainda, nido foi observada uma correlacdo entre o consumo caldrico
medido na Semana 6 com a resposta de CPP observada nas sessodes teste. Dessa
forma, a pré-exposicao a uma DC e/ou a indugdo de um comportamento alimentar
do tipo compulsivo nos micos, ndo parece influenciar a aquisicdo, magnitude e
duragao da resposta de CPP.

A cocaina é uma droga com alto poder refor¢cador, e é capaz de induzir uma
resposta de CPP (revisado em TZSCHENTKE, 2007). Em um estudo recente
usando micos-estrela machos, foi observado que uma dose de 3mg/Kg era capaz de
induzir um efeito de CPP, mesmo sem os animais terem sidos pré-expostos a um

alimento altamente caldrico/palatavel (BORGES e cols., 2015). Com essa mesma
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dose, os micos do presente estudo ndo apresentaram um perfil de hipervigilancia,
conforme ja foi observado em trabalhos anteriores com essa mesma espécie
(BORGES e cols., 2015). Em outras espécies de primatas, uma dose de 4mg/Kg
aumentou progressivamente a vigilancia apés administragbe repetidas de cocaina
(FARFEL e cols., 1992). Porém, ha relatos de que a administragdo repetida de
cocaina em doses maiores (5 e 7mg/Kg) em micos-estrela gera um aumento gradual
da vigilancia nesses primatas, conforme também observado no Estudo 2 (CAGNI e
cols., 2012; MELAMED e cols., 2013).

Nem todos os animais expostos a alimentos palataveis desenvolvem
comportamentos do tipo compulsivo (BOGGIANO e cols., 2007; OSWALD e cols.,
2011), da mesma forma que nem todos os individuos com compulsao alimentar
serdo obesos e vice-versa (BOGGIANO e cols., 2007). O fato de os micos
apresentarem um escalonamento na ingestdo, consistente com estudos em
roedores, ndo necessariamente fez com eles tivesse uma resposta diferenciada de
CPP induzido pela cocaina.

O presente estudo também avaliou se a DC oferecida de forma restrita e
intermitente as fémeas de micos-estrelas poderia influenciar a aquisicdo de uma
resposta de CPP por baixas doses de cocaina. Os animais que foram pré-expostos
a DC apresentaram o comportamento de CPP na mesma velocidade e na mesma
magnitude que animais controles (acesso a fruta). Vitale e cols., (2002) relataram
que, em ratos, o acesso cronico a sacarose aumenta o valor reforgador (medido pelo
teste de CPP) tanto de anfetamina quanto de fentanil (opidide).

O comportamento de CPP também ja foi empregado em modelos animais
utilizando alimentos palataveis (LATAGLIATA e cols., 2010; DUARTE e cols., 2014),
ou seja, alguns tipo de alimentos possuem uma propriedade reforgadora maior que
outros. No entanto, os individuos podem viver sem drogas, mas jamais sem
alimentos. Entdo, sugere-se que nao é o alimento per se que gera comportamentos

patolégicos e sim a maneira e a intensidade de como eles sdo consumidos.
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8.5 CONCLUSAO DO ESTUDO 3

O presente estudo foi o primeiro a demonstrar que primatas ndo-humanos de
pequeno porte, como o mico-estrela, sdo capazes de desenvolver comportamentos
do tipo compulsivo. No entanto, apesar de apresentarem esse comportamento, sua
susceptibilidade para desenvolver um comportamento de CPP por cocaina nao foi
alteradal/influenciada.

ApoOs varias adaptagbes metodologicas de procedimento largamente
empregado em roedores, o presente estudo foi o primeiro a desenvolver uma
metodologia para induzir um comportamento do tipo compulsivo em primatas nao-
humanos de pequeno porte (C. penicillata). Um modelo de comportamento alimentar
compulsivo em um animal que realiza comportamentos semelhantes aos dos
humanos é de suma importancia para o entendimento das bases neurais, bem como
a busca de tratamentos eficientes, uma vez que ha indicios de que os mesmos
mecanismos neurais envolvidos nesse disturbio também estdo envolvidos na
dependéncia por drogas de abuso.

Por meio dessas adaptacbes metodoldégicas, foi possivel observar
escalonamento no consumo, portanto, caracterizar, com base nos protocolos que
fundamentaram esse estudo, comportamento do tipo compulsivo. Esse resultado, no
entanto, deve ser observado com cautela, uma vez que, se compulsido alimentar é
definida por um consumo excessivo em um curto espaco de tempo, houve consumo

em grande quantidade nos trés estudos.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo foi o primeiro a desenvolver uma metodologia para o
estudo de comportamento alimentar do tipo compulsivo em primatas ndo-humanos
de pequeno porte (Callithrix penicillata). No Estudo 3, observou-se um
escalonamento na quantidade de alimento consumido ao longo das semanas para
aqueles individuos que receberam de forma intermitente uma dieta de cafeteria no
seu proéprio viveiro. Esse critério de escalonamento € comumente empregado em
estudos similares com roedores para o estabelecimento do comportamento
alimentar compulsivo. No entanto, esse resultado deve ser visto com cautela, uma
vez que, se compulsdo alimentar é definida por um consumo excessivo em um curto
espaco de tempo, houve de fato um consumo elevado do alimento teste nos trés
experimentos realizados presentemente nos micos.

O protocolo de acesso intermitente a um alimento opcional, que facilmente
leva roedores a desevolverem comportamentos do tipo compulsivo, sé foi
estabelecido nos micos quando:

1) se testou apenas fémeas, reforgando evidéncias em roedores e humanos
que esse (@énero apresenta uma maior predisposicdo a desenvolver
comportamentos alimentares patolégicos;

2) o alimento altamente palatavel foi disponiblizado em um ambiente
altamente familiar (viveiro de moradia), sugerindo que o respostas emocinoais de
medo/ansiedade induzidas pela exposicdo a um ambiente desconhecido pode
influenciar o comportamento alimentar dessa espécie (Estudo 3). De fato, o
consumo de bala de banana no Estudo 1 ndo aumentou quando os animais estavam
privados de alimentos por 24h (estresse fisioldgico agudo). O estresse causado pelo
confronto com o predador diminuiu o consumo da bala, em ambos os géneros, mas
aumentou o consumo de fruta apenas para as fémeas;

3) o acesso ao alimento se deu de forma mais restrita (duas vezes por
semana);

4) o intervalo de acesso foi por um periodo mais prolongado (30 min);

5) o alimento teste consistiu em varios tipos de itens para considerar

possiveis preferéncias individuais (dieta de cafeteria); e
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6) o alimento foi disponibilizado num horario do dia em que os animais
tivessem grande probabilidade de estarem saciados, evitando assim a interferéncia
de um consumo para manutencdo da homeostase energética.

A identificagao de dois perfis distintos de fémeas de micos-estrela, propensas
e nao-propensas a hiperfagia (Estudo 2), € um dado relevante e pode ser uma
medida para identificar sub-groups de individuos nessa espécie. Assim, para uma
melhor andlise, o estudo de comportamento alimentar patolégico em animais tém de
levar em consideracdo caracteristicas da espécie e também do comportamento
individual do sujeito. Tal aspecto corrobora dados epidemiolégicos em humanos, que
indicam que nem todas as pessoas expostas a determinados alimentos irdo adquirir
um comportamento alimentar compulsivo. Ha na verdade uma susceptibilidade
maior de alguns sujeitos, e isso deve ser explorado melhor em estudos futuros.

Além disso, no presente estudo, foi observado que fémeas de micos-estrela
classificadas como propensas a hiperfagia também tiveram uma maior resposta de
hipervigilancia quando essa foi induzia pela administracdo repetida e sistémica de
cocaina (Estudo 2). Isso corrobora a idéia da existéncia de mecanismos neurais
comuns para diferentes tipos de comportamentos compulsivos e, possivelmente, da
dependéncia.

Por outro lado, mesmo com escalonamento no consumo, a pré-exposi¢ao a
DC nao teve efeito relevante no desenvolvimento de um comportamento de CPP
induzido pela cocaina (Estudo 3). O numero reduzido de sujeitos nesse estudo
impediu a identificacdo de fémeas propensas ou ndo-propensos a hiperfagia, o que
poderia ter ajudado na elucidacdo das diferentes respostas ao teste de CPP. E
importante ressaltar porem, que nos Estudos 2 e 3, que avaliaram a resposta de
vigilancia e CPP dos micos, respectivamente, empregaram doses diferentes de
cocaina. Tal fato pode ter influenciado nas diferengas observadas.

Vale ressaltar a importancia do desenvolvimento de um procedimento mais
naturalistico possivel, que leve em consideragdo os aspectos fisioldgicos e
comportamentais da espécie em estudo. Uma das grandes vantagens do atual
protocolo é que nao requer privagao alimentar, assim, garante-se o comportamento
heddnico.

Modelos animais continuam sendo a chave para entender os substratos
neurobiolégicos que medeiam desordens psiquiatricas e assim auxiliar no

desenvolvimento de técnicas farmacoldgicas e/ou comportamentais eficazes para o
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seu tratamento. Embora a maioria dos estudos sejam realizados em roedores, é
importante levar em consideragao que o repertdério comportamental, organizagao
social, de habitos desses animais sao mais elementares do que os de primatas nao-
humanos. Infelizmente ha um hiato na transposicido de modelos animais a
comportamentos humanos. Portanto, ainda existe muito a ser descoberto no que
concerne a modelos animais de compulsao alimentar e esse foi o primeiro trabalho
demonstrar o comportamento alimentar do tipo compulsivo através do protocolo de

acesso restrito e intermitente a um alimento opcional.
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APENDICE A - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO ESTUDO 1

PROTOCOLO EXPERIMENTAL ESTUDO 1.

(n=12 n=12)

Habituacdo Selegdo de Grupo

em intervalos de 48-h em intervalos de 24-h

Teste de Acesso Intermitente ao Alimento

15-min cada:

sem acesso a bals de 15-min ‘:‘;"; d I Grupo I I Sessbes Experimentals [15-min/cada) I
goma, com registro e 0

banana e registro
comportamental 8
com) amental

(Sessdes filmadas)
| (L] I 1 x/din 2 com registro + 5 sem registro = 7 x/semana

I HR ] I 1 x/dia 4 com registro + 3 sem registro = 7 x/semana

1R |Low Restriction| diesa padrdo + jujuba 7 dias/semana
MR (Migh Restriction| deta padrio + jujvda 3 dias/semana
n = Gfgrupo

Teste de Predagdo Teste de 24h Privagio

I L/ HR " Unica Sessdes Experimentais {Binge day) ] [ /HR " Unics Sessdes Experimentais (Binge day) ]
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APENDICE B - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO ESTUDO 2

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
ESTUDO 2: Efeito do acesso intermitente & dieta de cafeteria na hipervigilancia induzida por cocaina
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APENDICE C - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO ESTUDO 3

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
ESTUDO 3: Efeito da pré-exposic¢ao a dieta de cafeteria na aquisi¢ao de um comportamento de
preferéncia-por-lugar condicionada a cocaina (CPP)

Das 1-42 I Dias 3o 44
Acess0 Intermitente DC H1 | H2
2% semana
30 min
2 grupas (n=5ignipo)
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Background: Although repeated exposure to cocaine can induce hypervigilance and conditioned-place-
preference (CPP) in nonhuman primates (NHPs), more detailed analyses are warranted since the outcome
can be influenced by different factors.

Methods: We evaluated in marmoset monkeys (Callithrix penicillata): (1) the onset time-course and dose-
dependent (3 or 7mg/kg; i.p.) profile of their hypervigilance and CPP response to repeated cocaine
exposure; (2) whether these behavioral measures are still detectable after a 15-day no-drug period;

ﬁj’:;fgg; (3) the relationship between their hypervigilance and CPP responses; and (4) if these behavioral changes
Cocaine correlate with pre- and post-drug behaviors (i.e., vigilance, locomotion, exploration), and/or first response

to cocaine.
Results: Hypervigilance had a slow-onset, was only effective with the 7 mg/kg dose of cocaine, lacked
long-term conditioned effects and was not related to the initial cocaine response or pre-drug behav-
iors, regardless of the dose tested. CPP was promptly induced with the 3 and 7 mg/kg doses, and had a
dose-dependent long-term effect and negative correlation with pre-drug locomotion and exploration.
Hypervigilance and CPP were not significantly correlated.
Conclusions: Although hypervigilance and CPP were induced, they had distinct temporal and dose-
dependent profiles, and were not equally co-expressed in the same marmoset. Also, in NHPs, pre-drug
locomotion and exploration were predictive of the low-dose CPP response.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Hypervigilance
Place-conditioning
Long-term effect
Individual differences

1. Introduction

In nonhuman primates (NHPs), several behavioral, hormonal
and neurochemical changes, similar to those observed in humans,
occur following repeated exposure to psychostimulants such as
cocaine (reviewed in Bradberry, 2007; Mello and Mendelson,
2002). Among their most prominent and consistent behaviors are
stereotyped psychotomimetic or hallucinatory-like responses, par-
ticularly those related to vigilance (Bradberry, 2007). This response
becomes progressively enhanced in different NHP species after
both repeated escalating or same-dose regimes (Cagni et al., 2012,
2014; Castner and Goldman-Rakic, 1999, 2003; Castner et al., 2000;
Farfel et al.,, 1992; Kleven and Woolverton, 1990; Melamed et al.,
2013; Post et al., 1976; Ridley et al,, 1982; Saka et al., 2004),
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E-mail address: mbarros@unb.br (M. Barros).
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0376-8716/© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

and may persist for weeks or even months after administrations
are discontinued (Castner and Goldman-Rakic, 1999). In terms
of cocaine, NHPs will also exhibit hypervigilance when subse-
quently challenged with this drug some time later, independently
from the enhanced locomotion typically seen in rodents (Melamed
et al, 2013), with both profiles corresponding to a behavioral
sensitization (Vezina and Leyton, 2009). As a result, functional neu-
roadaptations take place within the brain’s reward-circuit, which
in NHPs may involve the co-participation of several neurochemical
mechanisms besides the putative enhancement of the dopamine
system (Bradberry, 2007; Melamed et al., 2013).

Repeated exposure to drugs of abuse, including cocaine, may
alsolead to environmentally-triggered conditioned responses, such
as a conditioned-place-preference (CPP). This effect is based on
an associatively-learned preference for certain locations that is
acquired in response to having previously experienced a reward-
ing agent at that same place. In fact, it has become an increasingly
prevalent procedure to evaluate aspects of addiction-like behaviors



