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RESUMO

O estresse € um fator que pode contribuir para o desenvolvimento de um
comportamento alimentar do tipo compulsivo frente & disponibilidade de alimentos ricos em
acucar, gordura e com potencial hedénico elevado. No entanto, a presenca de estimulos
aversivos parece inibir o comportamento alimentar. Assim, uma situacdo de conflito
envolvendo a apresentacdo concomitante a um estimulo apetitivo (alimento altamente
palatavel) e um estimulo aversivo (modelo de predador) pode ser uma ferramenta util para
estudos de compulsdo alimentar em modelos animais. Portanto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o comportamento alimentar de um primata ndo-humano diante de um
alimento altamente palatavel, analisando o efeito de um estresse psicossocial e da presenca
de um estimulo etologicamente aversivo. Para tanto, micos machos e fémeas adultos da
espécie Callithrix penicillata foram submetidos a trés estudos. No Estudo 1, buscou-se
determinar se um isolamento social involuntario (ISI) de sete dias consecutivos é um fator de
estresse nessa espécie. Essa condicdo induziu um aumento na locomog¢do e nos
comportamentos afiliativos, mas os niveis de cortisol permaneceram constantes. O perfil
comportamental, porém, pode ser um indicativo de uma resposta ao estresse. No Estudo 2,
micos foram submetidos ao teste de preferéncia-por-lugar (CPP) condicionada a presenca
de chocolate. Apds sucessivas sessdes de condicionamento foram observados um aumento
significativo no tempo de permanéncia e uma diminuigdo na laténcia de entrada no
compartimento condicionado ao chocolate no dia do teste comparado a fase pré-CPP. Essa
resposta de CPP manteve-se presente mesmo 15 dias apdés o ultimo condicionamento
(Estudo 2A). No Estudo 2B os micos consumiram significativamente mais chocolate que
racdo (alimento neutro com menor valor calérico) e apds o condicionamento permaneceram
mais tempo no compartimento pareado ao chocolate que antes, sendo que esse Ultimo
pardmetro apresentou uma correlagdo positiva com o tempo de forrageio durante o
condicionamento. Além disso, durante a sesséo teste, a atividade exploratdria aumentou e
0S animais que mais permaneceram no compartimento pareado ao chocolate também foram
0s mais vigilantes. Nenhuma alteragdo nos niveis de cortisol foi observada. O Estudo 2
possibilitou, portanto, determinar que o chocolate tem valor hedbénico para 0s micos,
podendo induzir comportamentos indicativos de um estado de dependéncia. Por fim, o
Estudo 3 avaliou em um teste de conflito se a presenca concomitante de um estimulo
aversivo (gato-do-mato taxidermizado) alterava o comportamento alimentar dos micos para
o chocolate, e se um estresse psicossocial (IS) influenciava essa resposta. Na presenca do
gato e independentemente do ISI, os micos diminuiram o forrageio e consumo de chocolate,
assim como o tempo de permanéncia no compartimento onde os estimulos foram

apresentados. Contudo, os animais do ISI demonstraram mais medo frente ao estimulo
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aversivo do que o grupo controle, embora ambos tenham o mesmo perfil de observacéo do
gato. Com base nos resultados, concluiu-se que: (1) apenas o consumo repetido de um
alimento altamente palatavel (chocolate) induziu uma resposta de CPP, a qual durou pelo
menos 15 dias; (2) a presenca de um estimulo naturalmente aversivo (gato taxidermizado)
inibiu a busca e o consumo desse mesmo alimento em animais nao privados de comida; e
(3) um estresse psicossocial via isolamento social ndo alterou a inibicdo do comportamento
alimentar dos micos que ocorreu durante o teste de conflito (chocolate vs. predador) e
assim, nas condi¢cbes experimentais do presente estudo, ndo induziu um perfil de consumo

tipo compulsivo nessa espécie de primata hdo-humano.

Palavras-chave: primata ndo-humano, compulsédo alimentar, isolamento social involuntario,

chocolate, predador.
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ABSTRACT

Stress is a contribuiting factor to the development of compulsive-like eating behaviors
towards foods with high fat and sugar content, as well as elevated hedonic value. However,
aversive stimuli seem to inhibit feeding behavior. Therefore, a conflict situation involving the
presence of an appetitive (highly-palatable food) and aversive stimulus (predator model)
concomitantly may be a useful experimental tool to study compulsive-like eating patterns in
animal models. As such, the present study evaluated the feeding behavior of a honhuman
primate towards a higly-palatable food, analyzing the effects of psychosocial stress and the
presence of an ethologically aversive stimulus. Male and female adult marmosets (Callithrix
penicillata) were submitted to three experimental procedures. In Study 1, it was determined
whether a 7-day involuntary social isolation (ISI) constitutes a stress condition in this species.
This procedure induced an increase in locomotion and affiliative behaviors, yet cortisol levels
remained unaltered. The subjects’ behavioral response are thus possible indicators of a
stress response. In Study 2, the marmosets were submitted to a chocolate conditioned-
place-preference (CPP) test. After repeated conditioning sessions, a significant increase in
the time spent in the chocolate-paired compartment was observed on the test day compared
to the pre-CPP fase, as well as a decrease in the latency to first entry in the same locale.
This CPP response was still present 15 days after the last conditioning trial (Study 2A). In
Study 2B, the marmosets consumed a significantly higher amount of chocolate than chow
(neutral and less caloric food) and after the conditioning they spent more time in the
chocolate-paired compartment than prior to these trials. The latter parameter was also
positively correlated with the time spent foraging during the conditioning fase. Furthermore,
on the test trial, exploratory activity increased and the marmosets that had spent more time
in the chocolate-paired compartment were also found to be the most vigilant subjects post-
CPP. Coritsol levels remained constant throughout this procedure. Study 2 thus indicated
that chocolate has a hedonic value for marmosets and may induce addiction-like behaviors.
Lastly, Study 3 used a conflict test to determine whether the presence of an aversive
stimulus (taxidermized oncilla cat) would alter the marmosets’ foraging for chocolate, and if a
psychosocial stress (I1SI) influences this response pattern. In the presence of the cat stimulus
and regardless of having been submitted to an ISI stress, the marmosets decreased foraging
and chocolate consumption, as well as the time spent in the compartment where both stimuli
were located. However, the subjects that were submitted to the ISI condition demonstrated a
higher fear response towards the aversive stimulus than the controls, although both groups
observed the cat stimulus equivalently. Based on these results it was concluded that: (1) only
the repeated consumption of a highly palatable food (chocolate) induced a CPP response,

which in turn lasted for at least 15-days; (2) the presence of a naturally aversive stimulus
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(taxidermized cat) inhibited the search and consumption of this same food item by animals
that had not been food deprived; (3) psychosocial stress, via social isolation, did not alter the
inhibition of feeding behavior that occurred during the conflict test (chocolate vs. predator)
and thus, in the experimental conditions presently used, failed to induce a compulsive-type

eating behavior in this nonhuman primate species.

Keywords: nonhuman primate, compulsive-like eating, involuntary social isolation,

chocolate, predator.



1.0 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do comportamento alimentar

Todos os organismos devem adquirir nutrientes a partir do seu ambiente natural para
assegurar a sua sobrevivéncia. Em animais, a necessidade de se alimentar tem sido uma
das pressdes seletivas que impulsionam a evolu¢do de um vasto e complexo repertério de
comportamentos alimentares que abrange desde a deteccdo e captura de alimentos em
diversos nichos ecoldgicos, até a sua ingestao propriamente dita (DOUGLAS e cols., 2005).
A ingestdo, em particular, deve suprir as necessidades energéticas e nutricionais do
organismo (BRANDAO, 2004).

O alimento fornece calorias na forma de macronutrientes (carboidratos, gorduras e
proteinas), assim como micronutrientes necessarios (vitaminas e minerais) e agua. No
processo digestorio, o alimento é convertido em pequenas moléculas absorviveis que
entram na corrente sanguinea, interagindo e modificando o ambiente quimico do corpo
(WOODS e RAMSAY, 2000). Toda vez que o consumo de alimento exceder a demanda
energética tem-se o acumulo de reservas (glicogénio e triglicerideos) (NELSON e COX,
2005). Por outro lado, no periodo de jejum, a degradacdo de glicogénio, triglicerideos e
proteinas musculares € responsavel por manter o aporte energético no organismo
(MALHEIROS, 20086).

O comportamento de ingestdo de alimentos € um processo complexo, caracterizado
por uma sequéncia de eventos que possibilita a digestdo de um alimento. Duas categorias
comportamentais tém sido bem elucidadas: de um lado, comportamentos que envolvem a
busca, localizacdo e aquisicdo do alimento; e do outro, comportamentos associados com a
acdo de mastigar e deglutir o alimento. Estes comportamentos sdo classificados como
“apetitivos” e “consumatorios”, respectivamente (para revisdo BENOIT e TRACY, 2008). De
uma forma mais abrangente, uma segunda divisdo baseada na relagéo temporal da ingest&o
alimentar também tem sido proposta: fase pré-ingestiva ou apetitiva — que envolve todo o
repertério comportamental do forrageio que antecede o consumo do alimento; fase
consumatoria — ingestdo per se do alimento; e fase pos-ingestiva — ap0s a ingestdo do
alimento e subsequente saciedade do individuo (BENOIT e TRACY, 2008).

Embora historicamente vérios estudos sobre o comportamento alimentar tenham
sido dominados pelo interesse na regulacdo energética (GAO e HORVATH, 2007;
BELGARDT e BRUNING, 2010), outros processos heurais podem influenciar o
comportamento alimentar, tais como a aprendizagem, a memdria e a tomada de decisédo
(HOLLAND e PETROVICH, 2005; BERRIDGE e cols., 2010). Nesse contexto, ha dois



sistemas alimentares paralelos bem descritos: um homeostético e sensivel ao balango
energético, que se refere a manutencé@o da estabilidade do estado interno do organismo; e
outro hedbnico (prazeroso) regido pela palatabilidade e as propriedades reforcadoras do
alimento, que pode influenciar a alimentacdo, sem considerar o balanco energético
(LUTTER e NESTLER, 2009; BERTHOUD e cols., 2011; KENNY, 2011).

1.2 Aspectos neurobioldgicos do controle do comportamento alimentar

O comportamento alimentar é controlado por um conjunto complexo de mecanismos
fisioldgicos e psicoldgicos (BENOIT e TRACY, 2008) que depende da deteccao e integracéo
de sinais oriundos do sistema digestorio e de reservas energéticas enddégenas com diversos
fatores ambientais, sociais, emocionais, circadianos e contextuais (STRUBBE e WOODS,
2004; WOODS e cols., 2006). Esses sinais, de uma forma geral, tem como seu principal
alvo o Sistema Nervoso Central (SNC) (Figura 1) e interagem de forma a regular a sensagéo
subjetiva de fome/saciedade, a taxa metabdlica do organismo e a homeostase das

concentracdes de glicose circulantes (CARLSON, 2001).
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Figura 1. Esquema ilustrativo do controle do comportamento alimentar por multiplos mecanismos
neurobiolégicos. Setas vermelhas representam uma diminui¢do da ingestéo de alimento, enquanto as
setas verdes representam aumento na ingestédo de alimento. ARC — nlcleo arqueado do hipotalamo,

NPY — neuropeptideo Y, AgRP - proteina relacionada ao agouti, POMC - pré-6pio-melanocortina,



PYY — peptideo YY, CCK - colecistoquinina. Imagem modificada. Disponivel em
<http://www.scripps.edu/zorrilla/research.html> Acesso em: 26 de agosto de 2015. Imagem do
encéfalo retirada de LENT, 2010.

Portanto, 0 SNC exerce o principal controle sobre o comportamento alimentar via
circuitos que regulam a concentracdo de varios nutrientes no sangue e nas reservas
corporais (SAPER e cols., 2002). Por muitos anos, esse controle foi atribuido a apenas dois
grupamentos celulares hipotalamicos. De um lado, tem-se o hipotdlamo lateral, conhecido
como o centro da fome, responsavel por induzir a ingestdo de alimentos (SAPER e cols.,
2002). Neurbnios nessa regido sintetizam e liberam o neuropeptideo Y e a proteina
relacionada ao agouti (AgRP; agouti-related protein) (neurénios NPY/AgRP; Figura 1) que
induzem um aumento no consumo de alimentos em animais. Uma lesdo nesse nucleo
resulta em um comportamento de hipofagia (SCHWARTZ e cols., 2000). Por outro lado, o
hipotalamo ventromedial, denominado de centro da saciedade, inibe a ingestao de alimentos
(SAPER e cols., 2002). Esse nuacleo possui neurbnios que expressam a pro-opio-
melanocortina (POMC) e o transcrito regulado por cocaina/anfetamina (CART; cocaine-and-
amphetamine-regulated transcript) (neurénios POMC/CART; Figura 1), proteinas que levam
a um menor consumo de alimentos. Uma lesdo nesse ndcleo resulta em um comportamento
de hiperfagia (SCHWARTZ e cols., 2000). Essa atividade antagbnica desses nlcleos é
favorecida pela proximidade dos seus loci génicos, o que demonstra a evolu¢cdo do
hipotdlamo na integracdo dos sinais relacionados a ingestdo de alimento (YOU e AVERY,
2012).

Contudo, sabe-se hoje que varios circuitos neuro-humorais, centrais e periféricos
também exercem um importante papel no controle do comportamento alimentar, e
consequentemente na homeostasia energética do corpo. Na verdade, o SNC nao parece
estar organizado em centros isolados que controlam fun¢fes alimentares especificas, mas
sim em amplos circuitos interconectados (BRANDAO, 2004). Nesse contexto, o balanco
entre os diferentes sinais de “fome” e “saciedade” é um fator essencial. Via moléculas
sinalizadoras liberadas pelo intestino ou reservas energéticas (ex. tecido adiposo), que se
ligam a receptores especificos no SNC, diferentes cascatas de sinalizacdo séo ativadas,
particularmente no hipotdlamo (MURPHY e BLOOM, 2006). Dentro desse, o nucleo
arqueado parece atuar como um centro de primeira ordem na integracdo dos sinais
periféricos de fome/saciedade, transmitindo entdo essas informacdes para outras regides
hipotalamicas. Os nucleos lateral, ventromedial e paraventricular recebem projecbes do
nucleo arqueado e projetam para outras areas do SNC e periférico, atuando como centros
secundarios no processamento dos sinais de fome/saciedade (CARLSON, 2001).

Dentre os varios sinais orexigénicos (indutores do apetite), tem-se, por exemplo, a

queda da concentracdo de glicose e/ou &cidos graxos presente no sangue. As
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concentracdes desses indicadores metabdlicos podem ser detectados no SNC e no figado,
sendo que o primeiro monitora apenas a quantidade de glicose disponivel, enquanto que o
segundo monitora a glicose e os 4cidos graxos presente no resto do corpo. O figado, por
sua vez, também transmite essa informacdo ao SNC, via o nervo vago (CARLSON, 2001,
Figura 1).

Outro importante sinal orexigénico € a grelina, um peptideo secretado principalmente
pelo estbmago (SMITKA e cols., 2013; Figura 1). Em animais, a concentracdo de grelina
aumenta durante a privacao alimentar e cai logo apds a passagem do alimento do estdmago
para o intestino (KOJIMA e cols., 1999), sendo que em humanos seu pico antecede as
refeicbes (CUMMINGS e SHANNON, 2003). Uma vez liberada, a grelina atua sob diversos
o6rgaos e sistemas, incluindo o SNC. Nesse, ela ativa centros neurais do controle do
comportamento alimentar de forma indireta — via ativagdo do nervo vago (DATE e cols.,
2002) e/ou atravessando a barreira hematoencefalica (BANKS e cols., 2002; 2008) e se
ligando a receptores especificos (GHSR-1A) localizados em diferentes regides do SNC. A
maior densidade desses receptores estd em neurdnios que expressam NPY/AgRP no
nucleo arqueado do hipotdlamo (GUAN e cols., 1997; HORVATH e cols., 2001; DATE e
cols., 2002). Portanto, a ativagéo desses neurbnios pela grelina induz a liberacdo de NPY e
AgRP, que por sua vez: (1) ativam interneurdnios GABAérgicos que inibem neurénios da
“saciedade” POMC/CART no mesmo nucleo; (2) ativam (via NPY) os nucleos paraventricular
e lateral do hipotadlamo, que reduz o gasto de energia e libera outros hormonios envolvidos
na sinalizagado da “fome” (MCH — melanin-concentrating hormone; orexina/hipocretina); e (3)
antagonizam (via AgRP) o receptor do tipo 4 para melanocortina (MC4) (CARLSON, 2001).
Essa agéo antagonista no receptor MC4 bloqueia a sinalizagéo de “saciedade” do sistema
da melanocortina, o qual sera descrito mais abaixo.

Ademais, receptores na lingua, no estbmago, no intestino delgado e no figado
enviam sinais que ativam a area postrema e o nlcleo do trato solitario (AP/NST), os quais
enviam essas informagfes orexigenas ao nucleo parabraquial da ponte (CARLSON, 2001,
Figura 1). O hipotalamo e o AP/NST no tronco cerebral se interconectam e contribuem para
o controle da ingestdo alimentar (SCHWARTZ e cols., 2000; MARX, 2003).

Por outro lado, os primeiros sinais de saciedade (anorexigénicos) ja parecem ser
desencadeados (via 0 nervo vago) pelo proprio gosto, cheiro e ato de deglutir, seguido de
sinais gastricos que indicam a ingestao e digestdo de alimentos (ex: distensdo estomacal e
presenca de diferentes tipos de nutrientes, respectivamente; CARLSON, 2001). Constituem
em sinais antecipatorios, uma vez que nao houve a absorcdo dos nutrientes, tendo, portanto
um efeito transitorio (DAVIS e CAMPBELL, 1973). A entrada de alimento no intestino, por
sua vez, promove a liberagdo de colecistoquinina (CCK) e peptideo YY (PYY) pelo mesmo

orgao, os quais contribuem para sinalizar etapas subsequentes do processo digestério (ex:



liberagcéo de bile), assim como contribuem para inibicdo do comportamento alimentar (Figura
1). O intestino também tem receptores sensiveis a presenca de glicose, aminoacidos e
acidos graxos (RITTER e cols., 1992), assim como o figado sinaliza quando os alimentos
estdo sendo absorvidos, e conjuntamente contribuem para sensacdo de saciedade
(CARLSON, 2001). Essas informacdes sao enviadas ao SNC via o nervo vago (Figura 1).

Outro importante sinal anorexigénico é a leptina (ZHANG e cols., 1994; FAROOQI e
cols., 1999), um peptideo secretado principalmente por adipocitos contendo triglicerideos
(ZHANG e cols., 1994; Figura 1). Seus niveis circulantes aumentam guando animais estao
se alimentando e diminuem no estado de jejum (FREDERICH e cols., 1995; MAFFEI e coals.,
1995; AHIMA e cols., 2000), apesar de sua administracio exdgena n&o prevenir a
obesidade (KALRA e cols., 2003). Uma vez liberada, a leptina atravessa a barreira
hematoencefalica e se liga a receptores especificos (LEPb) presentes em varias regiées do
SNC, particularmente no nucleo arqueado do hipotdlamo (HAKANSSON e cols., 1996;
MERCER e cols., 1996; FEI e cols., 1997; BARSH e SCHWARTZ, 2002). A ativacdo dos
receptores LEPD: (1) inibe os neurdnios da “fome” NPY/AgRP no mesmo nucleo; e (2) induz
a producgao de a-MSH (melanocyte-stimulating-hormone), a partir da liberacdo de POMC. O
sistema de melanocortina, principalmente via os receptores MC4R para a a-MSH, atua no
sentido de aumentar o gasto energético (nucleos paraventricular e ventromedial do
hipotalamo) e diminuir a liberagdo de MCH e orexina/hipocretina, importantes sinalizadores
secundarios para ingestéo de alimentos (SCHWARTZ e cols., 2000; MARX, 2003).

E importante ressaltar que, além dos circuitos homeostéaticos descritos acima, outras
areas e mediadores também influenciam o comportamento alimentar. Por exemplo, leptina e
grelina influenciam o sistema neural de recompensa, responsavel por sensagfes de prazer
(hedbnicas), conforme serd descrito abaixo em mais detalhes (SHALEV e cols., 2001,
FIGLEWICZ, 2003; ABIZAID e cols., 2006). A ativacdo desse sistema contribui para
ingestdo de alimentos mesmo sem uma necessidade homeostatica, ou seja, em individuos
saciados (FIGLEWICZ e cols., 2004). Além disso, aspectos do proprio alimento, como
palatabilidade, também ativam/inibem esse sistema. Por outro lado, véarios sinalizadores
periféricos e do SNC modulam é&reas relacionadas a memoéria e aprendizado, influenciando
0 padréo alimentar futuro (FARR e cols., 2006; MALIK e cols., 2008). LesGes em area
mnemonicas importantes, como o0 hipocampo, diminuem a resposta a sinais de
fome/saciedade (CLIFTON e cols, 1998).

Portanto, de modo simplificado, o controle do comportamento alimentar parece estar
baseado numa rede de interacbes em trés niveis psicobiol6gicos: (1) os eventos
psicologicos (percepcdo da fome, desejo e sensacdes hedbnicas) e as acodes

comportamentais (refeicdo, lanches, ingestdo de energia e macronutrientes); (2) os eventos



fisiolégicos e metabdlicos periféricos; e (3) as interagbes com 0s neurotransmissores do
SNC (BLUNDELL, 1991; para revisdo BLUNDELL, 1999; Figura 1).

1.3 Alteracgbes patoldgicas do comportamento alimentar

Alteragbes no controle cognitivo, emocional e/ou motivacional sdo aspectos centrais
no desenvolvimento de um comportamento alimentar patolégico (FRIEDERICH e cols.,
2013). Associado a isso, muitas mudancas no ambiente moderno (ex. aumento ha
disponibilidade de recursos, menor motivacdo para busca de alimentos, menor diversidade
de nutrientes e maior consumo de alimentos processados) e no estilo de vida moderno
exercem uma certa pressdo sobre o balangco energético. Devido a essas mudangas no
ambiente alimentar, os comportamentos que eram adaptativos sob condicdes de escassez
tém se tornado um fator de risco na sociedade moderna.

A motivacao para comer ndo é apenas controlada por sinais fisiologicos relacionados
aos processos metabdlicos, mas também é influenciada por fatores ambientais e sociais ndo
relacionados a homeostasia (PETROVICH, 2011). Fatores ambientais, tais como facilitagéo
social (presenca de outras pessoas durante o consumo de alimento), tempo de consumo,
hora do dia, tamanho do pacote ou prato, cheiro, cor ou ambiente fisico podem influenciar
na ingestdo e escolha do alimento, resultando na auséncia de um mecanismo adaptativo
apropriado (para revisdo BASSAREO e DI CHIARA, 1999; STROEBELE e CASTRO, 2004).
Estas pistas ambientais adquirem propriedades motivacionais por meio do aprendizado,
exercendo forte influéncia sobre o comportamento alimentar. Assim, podem substituir sinais
regulatérios homeostaticos e estimular o individuo a comer mesmo no estado saciado ou
inibir a alimentagdo em estados de fome (WEINGARTEN, 1983; PETROVICH e
GALLAGHER, 2007; PETROVICH e cols., 2009). A persisténcia de tais estimulos pode levar
ao desencadeamento de distlrbios alimentares, tais como bulimia, compulsdo alimentar,
anorexia, obesidade.

As caracteristicas do proprio alimento também favorecem o aumento do seu
consumo, tais como cor e sabor mais atrativos e por serem densamente energéticos,
industrializados e acessiveis (VOLKOW e WISE, 2005). Sendo assim, a prevaléncia de
desordens tem aumentado devido a grande disponibilidade de alimentos altamente
palatdveis (GEARHARDT e BROWNELL, 2013). A palatabilidade promove um consumo
excessivo de alimento no estado saciado (ALSIO e cols., 2009), quando os sinais de fome
ndo estdo ativos, demonstrando a importancia do componente hedbdnico na alimentacéo
independentemente do estado homeostatico (OLSZEWSKI e cols., 2009). Nesse contexto,
os alimentos chamados de altamente palataveis sao itens caldricos, ricos em gordura e/ou
acucar, que apresentam pouco ou nenhum valor nutricional e mesmo assim sao consumidos

diariamente como lanches ou refeicbes (OVASKAINEN e cols., 2006). Seu consumo, ha



verdade, muitas vezes excede as necessidades nutricionais do individuo (BERTHOUD,
2006).

Alimentos altamente palatdveis apresentam um alto valor heddnico (prazeroso)
devido a capacidade de ativar a via dopaminérgica mesocorticolimbica — conhecida como
sistema de “recompensal/prazer’. Essa via origina em neurbnios da area tegmental ventral
do mesencéfalo que projetam para o estriado ventral, incluindo o nucleo accumbens e
outras regifes do sistema limbico, como o complexo amigdaloide e o septo, assim como
para diferentes &reas corticais pré-frontais (KALES, 1990; JANSEN e VAN DEN HOUT,
1991; DREWNOWSKI e cols., 1992; FELDMAN e cols., 1997; WHITE e GRILO, 2005).

O sistema dopaminérgico tem assim um papel crucial nos processos motivacionais
(KALIVAS e NAKAMURA, 1999). O neurotransmissor dopamina (DA) aumenta o impeto do
individuo em obter um estimulo refor¢cador (KELLEY e BERRIDGE, 2002). Por outro lado,
ela ndo é diretamente responsavel pela experiéncia hedodnica do individuo, ou seja, ela ndo
influencia na preferéncia por um determinado alimento palatavel (MORTON e cols., 2006).
Porém, alguns individuos sdo mais propensos a consumir esse tipo de alimento, podendo
exibir uma resposta hedobnica elevada (BONGGIANO e cols., 2007). Estudos de
neuroimagem em individuos obesos tém demonstrado mudancas na expressdo de
receptores dopaminérgicos similar as mudancas observadas em sujeitos dependentes por
drogas de abuso (WANG e cols., 2004; VOLKOW e WISE, 2005; VOLKOW e cols., 2008).

Embora a motivagdo e a recompensa tenham sido mais estudas no contexto da
dependéncia por drogas de abuso (WISE, 1996; BERKE e HYMAN, 2000; LAAKSO e cols.,
2002; WISE, 2004), em que o sistema de recompensa tem sido associado a emissao de
respostas que nao tem valor homeostatico, recentemente varios estudos tém demonstrado
as similaridades fisioldgicas e comportamentais com a dependéncia por alimentos altamente

palataveis.
1.3.1 Dependéncia por alimentos (Food addiction)

O termo “food addiction” tem surgido recentemente, no entanto ndo ha uma definicao
consensual para o seu uso. De forma geral, o termo “food addiction” refere-se a ideia de que
certos tipos de alimentos — particularmente itens altamente palatdveis — podem ser
excessivamente consumidos, independentemente das necessidades fisioldégicas do
individuo e geralmente seguindo um padrdo compulsivo. Assim, estudos com modelos
animais tém sugerido que o consumo excessivo de alimentos altamente palataveis pode
produzir mudancas fisioldgicas e comportamentais semelhantes a dependéncia por drogas
de abuso (AVENA e cols., 2011; CORWIN e coals., 2011; PARYLAK e cols., 2011; HADAD e
cols., 2014).



De acordo com o DSM-V (Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais,
52 edicdo), a dependéncia se caracteriza como sendo um padrdao desadaptado do uso de
substancias psicoativas, que induz altera¢cdes cognitivas, fisiolégicas e comportamentais
clinicamente significativas. Essa alteragdo patologica apresenta como sintomatologia o0s
seguintes aspectos: (1) efeito de tolerancia — necessidade de aumento da dose para obter
0os mesmos efeitos conseguidos anteriormente com doses inferiores ou diminuicdo dos
efeitos com o0 uso continuado da mesma quantidade de substancia; (2) sintomas de
abstinéncia — quando o consumo da substancia é reduzido ou suspenso; (3) consumo da
substancia em maiores quantidades ou por um periodo mais longo do que o pretendido; (4)
desejo persistente ou esforco mal sucedido no controle do uso da substancia; (5) aumento
no tempo empregado para obter e/ou consumir a sustancia ou recuperar-se dos seus
efeitos; (6) diminuicdo ou abandono de atividade sociais, ocupacionais ou recreativas devido
ao uso da substancia; e (7) persisténcia no consumo apesar das consequéncias fisicas e
psicolégicas causadas pelo uso da substancia (APA, 2013).

Nesse contexto, tem havido um crescente interesse nos comportamentos
relacionados a estimulos naturais, tais como o alimento, que se assemelha a um quadro de
dependéncia por substancias de abuso. Assim, ja tem sido sugerido que a dependéncia por
alimentos manifesta-se via desejo intenso em obter o alimento, comportamento hiperfagico,
sensacao de ansiedade na auséncia de ingestdo de alimentos palataveis, risco de recaida,
sintomas de retirada e tolerancia por determinados alimentos (IFLAND e cols., 2009;
PARYLAK e cols., 2011; HONE-BLANCHET e FECTEAU, 2014).

Sob diferentes condigcbes de acesso, alimentos podem produzir mudancas no
comportamento por meio de alteragcBes neuroquimicas em &reas cerebrais ligadas a
motivacdo, aprendizado, cognicdo e tomada de decisdo, similar as drogas de abuso
(SCHROEDER e col., 2001; LENOIR e cols., 2007; AVENA e cols., 2008; VOLKOW e cals.,
2008). Em individuos com maior vulnerabilidade, o consumo de grandes quantidades de
alimentos (ou drogas de abuso) pode desequilibrar o balanco entre motivagéo, reforco,
aprendizado e circuitos de controle, aumentanto o valor reforcador do estimulo e
enfraguecendo os circuitos inibitérios (VOLKOW e cols., 2008; VOLKOW e cols., 2011).

A ingestdo de alimentos altamente palataveis e fatores associados, tais como
restricdo caldrica (HAGAN e MOSS, 1997) e estresse (MCINTOSH e cols., 1999;
PECORARO e cols., 2004), podem gerar mudancas no sistema de recompensa do cérebro
(KELLEY e cols., 2003; BOGGIANO e cols., 2005), via uma ativacao similar a que ocorre em
resposta a administracdo de drogas de abuso (DI CHIARA e TANDA, 1997; COLANTUONI e
cols., 2001; SPANGLER e cols., 2004). Vale ainda salientar que, além do sistema
dopaminérgico, outros sistemas neurotransmissores também contribuem fortemente para o

processo de dependéncia, principalmente associado ao valor de recompensa do alimento e



seu impacto hedobnico. Neurotransmissores como a serotonina, o glutamato, o GABA, os
opioides e a noradrenalina, exibem um importante efeito modulatorio no circuito de
recompensa e comportamentos motivados (NESTLER e cols., 2001; KELLEY e cols., 2005;
VENTURA e cols., 2008), sugerindo que estimulos farmacoldgicos e naturais ativam um
sistema neural comum (WANG e cols., 2004; VOLKOW e WISE, 2005; BERNER e cols.,
2011). Além disso, o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) também é alterado no processo
de dependéncia, podendo os horménios por ele liberado exercer um efeito importante sobre
0s mecanismos envolvidos em diferentes fases da dependéncia por drogas ou alimentos
(KALIVAS e cols., 1987; LAVICKY e cols., 1993; ARCE e coals., 2010).

1.3.1.1 Alimentos com potencial de causar dependéncia: chocolate

Alimentos que possuem altos niveis de carboidratos processados, gordura, sal e
cafeina exibem forte propriedades reforcadoras (IFLAND e cols., 2009). Dentre esses
alimentos, ja foi demonstrado que o chocolate exibe potencial de causar dependéncia em
modelos animais (VENTURA e cols., 2007; GHITZA e cols., 2007; CASPER e cols., 2008;
DUARTE e cols., 2014).

O chocolate ¢é originario do México onde os povos Maias, Incas e Astecas cultivavam
o cacaueiro (Theobroma cacao — Figura 2). E produzido por meio de um processo de
fermentacdo das sementes da arvore de cacau. Os gréos sdo secos, torrados e moidos; o
resultado € um chocolate altamente amargo e cheio de gordura. Ao longo do processo de
fabricacdo, o produto intermediario é pressionado para formar uma espécie de “bolo” e
alcalinizado para formar o chocolate em p6, que é entdo homogeneizado com aglcar e
manteiga de cacau, e algumas vezes leite, para finalmente formar o chocolate (BRUINSMA
e TAREN, 1999). Em suma, ele é fabricado a partir da combinacdo de massa de cacau,
manteiga de cacau e agucar (PARKER e cols., 2006) e portanto ndo € um produto natural e
depende da combinagdo de seus constituintes individuais. O chocolate meio amargo, por
exemplo, contém os trés constituintes principais, o chocolate ao leite contém mais leite e
gordura, enquanto o branco é feito apenas com manteiga de cacau, aglcar e leite (PARKER
e cols., 2006).

No Brasil, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
chocolate é o “produto obtido com base na mistura de derivados de cacau (Theobroma
cacao L.), massa (ou pasta ou liquor) de cacau, cacau em p6 e/ou manteiga de cacau, com
outros ingredientes, contendo, no minimo, 25% (g/100g) de soélidos totais de cacau. O
produto pode apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia variados”.

Devido ao seu potencial em causar dependéncia, varias substancias psicoativas ja
foram identificadas como constituintes do chocolate, tais como aminas biogénicas,

metilxantinas, acidos graxos e ligantes de canabinoides (para revisdo PARKER e cols.,
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2006). Entre as aminas biogénicas, as mais notaveis sdo a tiramina e feniletilamina, que
atuam como compostos simpatomiméticos (adrenérgicos) (HURST e cols., 1982). A
feniletilamina, particularmente, € um neuromodulador estruturalmente e farmacologicamente
similar as catecolaminas e anfetamina (MICHENER e ROZIN, 1994), capaz de potencializar
a neurotransmissdo dopaminérgica e noradrenérgica (MICHENER e ROZIN, 1994), além de
ser importante na modulacdo de humor. Seu déficit pode contribuir para a patogénese da
depresséo (SABELLI e JAVAID, 1995). Dentre as metilxantinas, as mais proeminentes séo a
cafeina e a teobromina, duas substancias estimulantes do SNC que competem com a
adenosina (neuromodulador inibitério pré-sinaptico) e bloqueiam seu receptor causando
efeito excitatorio (NEHLIG e cols., 1992). Além disso, a cafeina cataliza a liberacdo de
adrenalina e outras catecolaminas da glandula adrenal, contribuindo para o efeito
estimulante (McKIM, 1997).

O chocolate contém também dois compostos andlogos de anandamida — um
neuromodulador cerebral que se liga aos receptores endocanabinoides mimetizando os
efeitos das drogas canabinoides derivadas de plantas, como a maconha (DEVANE e cols.,
1992). Tais compostos presentes no chocolate sdo capazes de se ligar diretamente aos
receptores canabinoides ou indiretamente aumentar os niveis de anandamida no cérebro. O
possivel efeito na elevagdo nos niveis de anandamida poderia intensificar as propriedades
sensérias do chocolate, contribuindo para o aparecimento do desejo intenso ou influenciar
na acdo de outros componentes farmacolégicos (cafeina, treobomina) para produzir uma
sensacao transiente de “bem-estar” (DI TOMASO e cols., 1996).

Assim o chocolate pode interagir com diferentes sistemas de neurotransmissores
(para revisdo PARKER e cols., 2006). Embora seja constituido de diferentes substancias
psicoativas, a grande quantidade de agucar e gordura presentes na sua composiGao por Si

ja estao relacionadas com o potencial de dependéncia desse alimento.
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Figura 2. Cacaueiro (Theobroma cacao). (Figuras retiradas respectivamente dos sites:
http://ulceet.com/site134.php e http://www.tropicalfruitnursery.com/fruitproducts_c1.htm). Acesso em:
21 de outubro de 2015.

1.3.2 Compulsao Alimentar (Binge-eating disorder)

O consumo excessivo de alimentos altamente palataveis pode contribuir ainda para o
surgimento de comportamentos alimentares compulsivos (CORWIN e cols., 1998;
COLANTUONI e cols.,, 2001). Entédo, varios fatores fisioldgicos, neuroquimicos e
comportamentais contribuem para caracterizar a compulsdo alimentar como um tipo de
dependéncia (AVENA e cols., 2008, 2009).

A compulséo alimentar é caracterizada por episddios discretos de consumo rapido e
excessivo de alimento, ndo necessariamente devido a fome ou necessidades metabdlicas
(BROWNLEY e cols., 2007; DAVIS e cols., 2007). Especificamente, o Transtorno de
Compulsédo Alimentar Periddica (TCAP; binge-eating disorder) € um dos transtornos mais
observados na obesidade (ADAMI e cols., 1995; MATOS e cols., 2002; PETRIBU e cols.,
2006). No entanto, esse disturbio foi apenas incluido recentemente no DSM-V como sendo
uma nova categoria de transtornos alimentares, ndo necessariamente ligado a obesidade.

De acordo com o DSM-V, o TCAP pode ser precisamente definido como episédios
recorrentes de comer significativamente mais alimentos, em um curto periodo de tempo, do
gue a maioria das pessoas consumiria em situagcfes similares, com episddios marcados
pela falta de controle e auséncia de sinais fisiologicos de fome. Os individuos que
apresentam TCAP exibem pelo menos trés das seguintes caracteristicas: (1) comer bem
mais rapido do que o normal; (2) comer até sentir algum desconforto; (3) ingerir uma grande
quantidade de alimento mesmo sem apresentar sinais fisiologicos de fome; (4) comer
sozinho por exibir sentimentos de vergonha devido a quantidade de comida que esta

ingerindo; e (5) sentir-se enojado, deprimido e culpado apdés ter comido (APA, 2013). Tais


http://ulceet.com/site134.php
http://www.tropicalfruitnursery.com/fruitproducts_c1.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2694569/#R16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2694569/#R30
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caracteristicas apresentam similaridades com a dependéncia por substancias de abuso
(Tabela 1).

A constante busca pela perda de peso via programas de dieta alimentares tem sido
um dos fatores que exerce efeito sobre o aparecimento de um comportamento compulsivo.
A monotonia da dieta tem demonstrado um aumento do numero e da intensidade dos
episddios de compulsdo (PELCHAT e SCHAEFER, 2000; POLIVY e cols., 2005) em que
nota-se que os alimentos fortemente desejados sdo aqueles excluidos das dietas (HILL,
2007). O desejo intenso parece ser provocado pela privacdo sensorial, sendo que a reducao
do consumo pode reforgar a busca por alimentos preferidos (PELCHAT, 1997).

De forma geral, O TCAP € causado por uma interacdo entre fatores genéticos e
ambientais (ZANDIAN e cols., 2007; KAYE, 2008), incluindo o estresse cronico. Esse ultimo,
por exemplo, € capaz de gerar uma hiperatividade do sistema neural de recompensa,
resultando na ingestao excessiva de alimentos altamente palataveis (ADAM e EPEL, 2007).
Dentre os individuos que apresentam TCAP existe uma alta prevaléncia de comorbidade
ansiedade,

com diferentes distlrbios

farmacodependéncia (SWANSON e cols., 2011).

psiquiatricos, como a depressao e

Tabela 1. Similaridades comportamentais entre a dependéncia por substancias de abuso e a

compulséo alimentar.

Sintomas de Farmacodependéncia Compulséo Alimentar

comorbidade

Escalonamento do Consumo da substdncia em maior Consumir uma grande

uso quantidade ou por um periodo mais

Perda do controle

Consequéncias

sociais

Angustia pessoal

longo do que o pretendido
Desejo persistente ou esforco mal
sucedido no controle do uso da

substancia

Diminuicdo de atividades sociais,
ocupacionais ou recreativas devido ao
uso da substancia
Persisténcia no consumo da
substancia apesar das consequéncias

fisicas e psicolégicas

guantidade de alimento sem
sinais fisiolégicos de fome
Sensacgdo de falta de controle
durante o0s epidosios de
compulsdo; ndo se consegue
parar ou controlar o quanto
estd comendo

Comer sozinho pelo sentimento
de vergonha pela quantidade
consumida

Sentir-se enojado, deprimido e
culpado apos comer

excessivamente

* Tabela adaptada do artigo Smith e Robins, 2013.
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1.4 Influéncia do Estresse no Comportamento Alimentar

A resposta ao estresse em mamiferos € mediada via sistema nervoso simpético,
concomitantemente a ativacdo do eixo HPA, além de envolver mudancas nos mecanismos
imunoldgicos, enddcrinos e neurais (MCEWEN, 2007; ULRICH-LAI e HERMAN, 2009).

O eixo HPA é um dos mais importantes sistemas adaptativos do organismo,
possibilitando que o mesmo responda a situacGes de estresse e desafios (MCEWEN e
STELLAR, 1993; MCEWEN, 1998). Trés hormodnios, em particular, sdo usados como
indicadores dos niveis de estresse: o fator de liberacdo de corticotropina (CRF), o hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) e o cortisol (ou corticosterona, dependendo da espécie). Entéo,
uma das estratégias do organismo em resposta ao estresse envolve o aumento nas
concentracdes dos hormonios associados ao eixo HPA. Por outro lado, em condi¢6es néo
estressantes, esses hormonios tem um importante papel na manutencéo da homeostasia e
do balango energético do organismo (SAPOLSKY e cols., 2000; MENDONCA-FURTADO,
2006)

Qualquer estimulo, fisico ou fisiol6gico, que cause um aumento na atividade do eixo
HPA é identificado como um estressor. Com base no periodo de exposi¢cdo a um agente
estressor e considerando a propensdo de cada individuo, ha um aumento mensuravel na
liberacdo de CRF por neur6nios especializados no nucleo paraventricular do hipotalamo,
que subsequentemente induz a liberagdo de ACTH pela hipofise anterior, culminando com a
estimulacdo da glandula adrenal e liberagcdo de glicocorticoides pela sua regido cortical
(SAPOLSKY e cols., 2000; ULRICH-LAI e HERMAN, 2009).

Dentre os glicocorticoides, o cortisol € o principal indicador de estresse. Relacionado
ao comportamento alimentar, o cortisol tem sido visto como um fator de motivagdo a
ingestdo de alimento na auséncia de necessidades caldricas. Individuos que exibem uma
resposta elevada ao cortisol, induzida por estresse agudo, consomem mais alimentos ricos
em agucar e gordura (EPEL e cols., 2001; RUTTERS e cols., 2009). TATARANNI e cols
(1996) demonstraram ainda que doses terapéuticas de glicocorticoides induzem a
obesidade, um efeito relacionado a habilidade dos mesmos agirem diretamente ou
indiretamente na regulagéo central do apetite.

A capacidade de regulagéo do eixo HPA se d& pelo mecanismo de retroalimentacao
negativa, possibilitando que o organismo responda de forma aguda & demanda energética,
engquanto minimiza a longo prazo altas concentracdes de corticosteroides que podem ter
consequéncias deletérias ao organismo (SAPOLSKY e cols., 2000). Esta alca de feedback
negativo é ativada apO0s a elevacdo de glicocorticoides circulantes e impede mais
estimulacéo do eixo HPA via ativacdo de receptores localizados no hipotalamo, hipocampo,
cértex pré-frontal medial, e glandula hipofise (JONES e cols., 1977; MAHMOUD e cals.,
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1984; SAPOLSKY e cols., 1984; DIORIO e cols., 1993; RADLEY e cols., 2008). E importante
mencionar que os receptores de glicocorticoides também podem ser encontrados fora do
eixo HPA, como é o caso do hipocampo. Esse exerce forte influéncia na liberacdo de
corticosteroides. Corroborando essa ideia, ja foi demonstrado que ratos idosos exibem uma
perda de receptores de glicocorticoides no hipocampo e assim exibem uma resposta
incompleta ao estresse (SAPOLSKY e cols., 1986).

Contudo, ap6s ajuste homeostatico, as concentracdes hormonais tendem a voltar ao
seu nivel normal, enquanto que comportamentos (estereotipados) persistem por mais tempo
(SCHAPIRO e cols., 1993). Com isso, faz-se necessario a utilizacdo tanto da resposta
enddocrina, quanto a comportamental, para uma analise mais completa da resposta ao
estresse. Além disso, a atividade do eixo HPA ¢ influenciada por uma ritmicidade circadiana,
caracterizada por picos de concentracdo hormonal na corrente sanguinea no inicio da fase
de atividade do animal e uma queda nos mesmos, durante a fase inativa/repouso
(KALSBEEK e cols., 1996).

A ativacdo aguda do eixo HPA, em resposta ao estresse, promove a sobrevivéncia
do organismo via adaptacdes fisiologicas e comportamentais. No entanto, a exposicao ao
estresse crbnico e a superestimulacdo do eixo HPA podem resultar em alteracbes
fisiolégicas com efeitos prejudiciais e disturbios metabdlicos, incluindo a obesidade (BLACK,
2006; MCEWEN, 2007).

Em consonancia com o exposto, o eixo HPA tem sido associado ao controle do
metabolismo e liberacdo de neurotransmissores em varias regiées cerebrais, facilitando o
direcionamento adequado de recursos energéticos para promover a sobrevivéncia apés o
estresse (KYROU e TSIGOS, 2007; MCEWEN, 2007; DALLMAN, 2010; BOWERS e cols.,
2012).

A regulagdo do apetite, a ingestdo do alimento e a escolha da dieta estédo
intimamente relacionadas a percepcgéo e resposta ao estresse (OLIVER e WARDLE, 1999;
GIBSON, 2006; MORRISON, 2009; DALLMAN, 2010). A ligacdo entre estresse e
comportamento alimentar € reforcada pela sobreposicdo de circuitos neurais e pelo
envolvimento dos mesmos neuropeptideos (BOWERS e cols., 2012; MANIAM e MORRIS,
2012). Em humanos e animais, 0 estresse exerce um impacto significativo na ingestéo de
alimento, podendo promover perturbacbes metabodlicas (OLIVER e WARDLE, 1999;
GIBSON, 2006; BLOCK e cols., 2009; DALLMAN, 2010; MANIAM e MORRIS, 2012) e/ou
desencadeamento de quadros de obesidade e transtornos alimentares (GLUCK e cols.,
2004).

De fato, um aumento nos niveis de estresse tem sido associado a um aumento na
motivacao pelo consumo de alimentos altamente palataveis e caléricos (OLIVER e coals.,

1999; EPEL e cols., 2001). Alguns individuos exibem um comportamento hiperfagico
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induzido por estresse, enquanto outros apresentam hipofagia; no entanto, todos aumentam
o consumo de alimentos altamente palataveis e densamente caléricos (GIBSON, 2006;
DALLMAN, 2010). Corroborando tal premissa, alguns estudos demonstraram que o estresse
cronico aumenta o consumo de alimentos altamente palataveis (DALLMAN e cols., 2003),
como também precipita o desenvolvimento de um comportamento alimentar compulsivo
(HAGAN e cols., 2003).

Apds a ingestdo desse tipo de alimento, as respostas indicativas de estresse
parecem ser reduzidas. Propbe-se que a ingestdo de alimentos densamente energéticos
diminui os efeitos negativos associados ao estresse cronico (“comfort eating”, DALLMAN e
cols, 2003). Isso pode ser atribuido a capacidade do estresse gerar uma hiperatividade do
sistema neural de recompensa. Estudos desta natureza s@o de suma importancia para
elucidar a ligacao entre as vias de estresse e o desequilibrio do comportamento alimentar, o
gque culmina com o desencadeamento de disturbios alimentares. De fato, varios fatores tém
sido propostos ha patogénese das desordens alimentares (ZANDIAN e cols., 2007; KAYE,
2008), como vulnerabilidade, exposicdo ao estresse e restricdo caldrica (CASPER e cols.,
2008).

1.5 Modelos animais

1.5.1 Procedimentos pré-clinicos para estudo da dependéncia

Diferentes procedimentos envolvendo modelos animais vém sendo desenvolvidos no
ambito dos disturbios alimentares (CORWIN e BUDA-LEVIN, 2004; LE MERRER e
STEPHENS, 2006; AVENA e cols., 2008; COCCURELLO e cols., 2009). Esse tipo de
pesquisa permite que estudos experimentais sejam conduzidos, evitando uma gama de
limitacbes éticas e metodologicas atreladas as pesquisas com humanos (MELLO e
MENDELSON, 1997).

O processo de dependéncia é bastante complexo, o que acaba impondo certos
limites no estudo das suas diversas facetas. Diferentes testes sdo empregados para estudo
de dependéncia em animais, no entanto ndo existe um Unico teste que contemple todos os
aspectos observados no processo de dependéncia, seja por drogas de abuso ou por
alimentos altamente palataveis. Por isso, cada teste busca verificar ao menos um dos
aspectos observados em humanos.

Como estratégia para estudo de dependéncia/compulsdo alimentar em animais,
busca-se explorar estimulos precursores que geram distlrbios alimentares em humanos
(por exemplo: dieta, exposicdo a alimentos altamente palataveis, estresse) na tentativa de

provocar respostas comportamentais e/ou fisioldgicas similares (HAGAN e cols., 2002;
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HAGAN e cols., 2003; CORWIN e BUDA-LEVIN, 2004; BOGGIANO e cols., 2005;
CHANDLERLANEY e cols., 2007).

Uma das caracteristicas consideradas no ambito da dependéncia é o uso compulsivo
da droga de abuso mantido apesar das consequéncias aversivas (APA, 2000; DEROCHE-
GAMONET e cols., 2004). Postula-se que a inclusdo de estimulos aversivos em modelos de
dependéncia serve para balancear a busca pela droga, gerando um conflito interno no
usuario (BARNEA-YGAEL e cols., 2012). Em humanos, por exemplo, episédios de procura
pela droga envolve um confllito entre o desejo pelos efeitos positivos obtidos com a droga de
abuso e as consequéncias aversivas do seu uso. Quando as consequéncias aversivas
superam os efeitos desejaveis da droga, as tentativas de abstinéncia tendem a ocorrer
(EPSTEIN e cols., 2006; PELLOUX e cols., 2007). Ap6s exposi¢cdo a pistas contextuais
associadas a droga e sob abstinéncia, o desejo intenso de consumi-la pode levar o individuo
a recaida (VOLKOW e cols., 2006; VOLKOW e coals., 2010).

Sabe-se que o0 comportamento apetitivo para recompensas naturais também é
rapidamente suprimido por um estimulo ambiental aversivo (BOUTON e BOLLES, 1980;
KILLCROSS e ROBBINS, 1997; KEARNS e cols., 2002). Ja foi demonstrado que, em
condi¢bes normais, estimulos aversivos podem inibir a busca descontrolada por alimentos
altamente palataveis (VANDERSCHUREN e EVERITT, 2004). No entanto, quando essa
busca ou ingestdo persiste, mesmo diante de uma consequéncia aversiva, caracteriza-se
entdo um quadro de comportamento compulsivo (DEROCHE-GAMONET e cols., 2004;
VANDERSCHUREN e EVERITT, 2004; LATAGLIATA e cols., 2010).

Partindo dessa premissa, os modelos de conflito séo validos para verificar a exibi¢céo
de comportamentos que envolvem drives motivacionais opostos. Tais modelos tem sido
extensivamente usados como modelo de ansiedade em animais e para caracterizacdo de
agentes ansioliticos (MILLAN, 2003; MILLAN e BROCCO, 2003). Embora haja inimeras
versdes do paradigma de conflito (GELLER e SEIFTER, 1960; VOGEL e cols., 1971,
COOPER e cols., 2007), a ideia béasica é criar uma situagdo conflitante entre o
comportamento apetitivo associado a recompensa e a presenca do estimulo ou
consequéncia aversiva associada a punicdo, em que o individuo escolhe entre se aproximar
da recompensa e/ou se afastar do estimulo.

O equilibrio entre os comportamentos de “aproximag¢ao” ou a “esquiva/afastamento”
€ importante para sobreviver com os desafios do ambiente. A esquiva serve como estratégia
para se proteger de ameacas tais como predador, dor ou qualquer estimulo aversivo que
ameace a integridade do individuo. Ja o comportamento de aproximacédo ajuda na obtencéo
de recompensas tais como alimentos, recursos e suporte social (para detalhes ver MILLAN,
2003; McNAUGHTON e CORR, 2004; WILLIAMS e GORDON, 2007). Um desequilibrio

nesses comportamentos resulta em tomadas de decisdo pouco ideais e, em casos
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extremos, na expressao de psicopatologias (DEPUE e IACONO, 1989; UROSEVIC e cols.,
2008; AUPPERLE e PAULUS, 2010). O valor reforcador da recompensa e o potencial de
ameaca do estimulo podem influenciar na tomada de decisdo (CABANAC, 1985; HADDON
e KILLCROSS, 2006), fazendo com que o animal, em algumas situacfes, exiba
comportamentos biologicamente perigosos (SUDAKOV e cols., 2013). E importante destacar
ainda que o estimulo aversivo pode ndo gerar as mesmas respostas em diferentes
individuos (DEROCHE-GAMONET e cols., 2004).

A maioria dos estudos envolvendo situa¢des de conflito optam pela utilizacdo de
estimulos aversivos condicionados (ex. choque elétrico leve — GELLER e SEIFTER, 1960;
VOGEL e cols., 1971; DEROCHE-GAMONET e cols., 2004; COOPER e cols., 2007;
PELLOUX e cols., 2007). Porém, esse tipo de estimulo requer um tempo para o treinamento
dos sujeitos e a necessidade de privacdo de 4gua ou alimento e/ou uso do choque. Além
disso, testes controle sdo necessarios para avaliar o efeito da influéncia de diversas
variaveis motivacionais (fome, sede, nocicepcdo) nos processos de aprendizagem e
memoria, ao invés do efeito do tratamento experimental per se.

Por outro lado, a utilizacao de estimulos nao-condicionados possui um maior grau de
validade ecolbgica e sdo menos suceptiveis ao efeito de diferentes varidveis (RODGERS,
2010). Sob esse ponto de vista, a utilizacdo de estimulos naturalmente aversivos (por
exemplo, modelo de predador) nos testes de conflito pode ser uma opc¢do viavel para
favorecer a exibicdo de um amplo repertério comportamental diante de um cenario mais
naturalistico.

BARROS e cols (2000) desenvolveram um novo modelo etol6gico para estudo do
medo e da ansiedade em primatas ndo-humanos denominado de Teste de Confronto com
Predador (Marmoset Predator Confrontation Test — MPCT). Esse emprega como estratégia
a exposicdo a predadores taxidermizados (ex. Felis tigrina/ gato-do-mato) para induzir
respostas de medo e ansiedade em calitriquideos (BARROS e cols., 2000; BARROS e cols.,
2001; BARROS e cols., 2004; DACIER e cols., 2006; BARROS e cols., 2008; CAGNI e cols.,
2011). Em roedores, modelos etoldgicos que envolvem interagdo presa-predador também
tem sido amplamente utilizado em estudos de ansiedade (GRIEBEL e cols., 1996;
BLANCHARD e cols., 1998, 2003; GUIMARAES-COSTA e cols, 2007). Nesse contexto, a
inducdo de um conflito envolvendo um estimulo com potencial reforgador (alimento
altamente palatavel) versus um estimulo aversivo (modelo de predador taxidermizado) pode
ser uma ferramenta util para estudos de dependéncia/compulséo alimentar.

Outras alternativas também podem ser empregadas no estudo dos distlrbios
alimentares utilizando modelos animais. E preciso considerar, em outra vertente, que
humanos e animais exibem preferéncias individuais a certos locais, ndo apenas devido as

caracteristicas sensorias do local, mas também a eventos que estdo associados a esses
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mesmos ambientes. Esses eventos associados podem alterar a resposta comportamental
como resultado de um processo de aprendizado e meméria (HUSTON e cols., 2013). Sob
esse ponto de vista, vale destacar o uso do teste de preferéncia-condicionada-por-lugar
(conditioned-place-preference — CPP), que é amplamente empregado para o estudo da
dependéncia.

O teste de CPP tem se tornado uma alternativa para avaliar o efeito reforcador de
uma variedade de drogas (e alimentos) com potencial de causar dependéncia (FIGLEWICZ
e cols., 2004; WANG e cols., 2004; TZSCHENTKE, 2007; CHABRAWI e BARROS, 2011;
MORALES e cols., 2012) e em estudos com diferentes espécies (CUNNINGHAM e cols.,
2006; TZSCHENTKE, 2007; KAUN e cols., 2011). E baseado no processo de
condicionamento pavloviano classico, em que estimulos originalmente neutros adquirem
propriedades motivacionais apds serem apresentados repetidamente com estimulos
incondicionados, tais como drogas de abuso (SANCHIS-SEGURA e SPANAGEL, 2006) e
alimentos altamente palataveis (LATAGLIATA e cols., 2010). Consequentemente, o estimulo
neutro (agora ja condicionado) adquire um “valor reforgador” que leva o individuo a busca-lo
ou preferi-lo (BARDO e BEVINS, 2000), estabelecendo uma relacdo entre o potencial
reforcador do estimulo e as pistas do ambiente (HUSTON e cols., 2013). Vérias
caracteristicas do estimulo, tais como cor, textura, forma ou cheiro podem ser usadas para
obtengédo de um condicionamento contextual (BARDO e BEVINS, 2000).

Uma grande vantagem do teste de CPP € a possibilidade de avaliar tanto o efeito
reforcador do estimulo, seja esse natural ou farmacoldgico (TZSCHENTKE, 2007), assim
como os efeitos aversivos de um tratamento (LAMMEL e cols., 2012; 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 pareamento,
dispensa de procedimentos cirargicos prévios, realizacdo da sessdo teste na auséncia do
efeito do estimulo incondicionado (droga/alimento), possibilidade de medir diferentes
aspectos comportamentais do animal, tais como locomocao e vigilancia (BARDO e BEVINS,
2000) e sua aplicabilidade em diversos modelos animais (POMERANTZ e cols., 1992;
HUGHES e cols., 1995; BARDO e BEVINS, 2000; MUELLER e STEWART, 2000). Portanto,
0 uso do teste de CPP e do teste de conflito consiste em ferramentas alternativas e viaveis
em estudos da dependéncia (alimentar).

Alguns estudos discutem ainda sobre diferencas cruciais observadas nos disturbios
alimentares em humanos e em animais. Em alguns casos em humanos tém-se sentimentos
subjetivos de angustia e perda de controle (ENGEL e cols, 2007; STEIN e cols., 2007), os
quais sao dificeis de serem demonstrados claramente em animais (CORWIN e BUDALEVIN,
2004). Dessa forma, a natureza subjetiva do estado emocional em humanos parece ser de

fato um fator limitante para simulacdo de um distarbio alimentar em modelos animais.
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Porém, nesse contexto, o estresse € uma importante ferramenta (MATHES e cols., 2009).
Em humanos, o estresse aumenta o potencial de refor¢co dos alimentos que sdo comumente
consumidos e esta associado ao inicio de episédios compulsivos (GREENO e WING, 1994;
STICE, 2001; GOLDFIELD e cols., 2007). Portanto, modelos animais que investiguem
alteracBes da ingestdo alimentar induzida por estresse podem fornecer valiosas informacfes

sobre a base biolégica da compulsdo/dependéncia alimentar (MATHES e cols., 2009).
1.5.2 Procedimentos para avaliagcdo experimental do estresse

Véarios modelos animais de estresse vém sendo empregados nha tentativa de induzir
alteracdes no eixo HPA, dentre os quais temos: a privagdo de alimento, exposi¢do ao frio,
choque nas patas, pingada na cauda, contencéo fisica, exposi¢cdo a um membro dominante
da mesma espécie e o isolamento social (para revisdo, MCEWEN e STELLAR, 1993).

O teste de ISI tem sido considerado como uma fonte potencial de estresse, medo e
ansiedade em animais (SMITH e cols., 1998) e tem sido usado em estudos de estresse
crdénico e nos que visam compreender a génese da depressdo e distlrbios emocionais
(HEIDBREDER e cols., 2000; MIURA e cols., 2002; BRENES SAENZ e cols., 2006;
GUNTHER e cols., 2008).

No teste de ISI, os animais sdo privados de manter contato visual, tatil, auditivo e/ou
olfatério com o seu parceiro/grupo. Sabe-se assim que o isolamento social de longo prazo
ou a separacdo dos membros do grupo pode causar disfungcdo homeostética e prejudicar a
saude do individuo (SMITH e cols, 2011), desencadeando respostas comportamentais e
fisioldégicas ao estresse. Em alguns protocolos experimentais, 0s animais sao removidos do
seu grupo social para um novo ambiente, demonstrando que s6 a mudanca no ambiente
social pode ser uma fonte estresse (SCHAPIRO e cols., 1998; BLANCHARD e cols., 2001,
OLSSON e WESTLUND, 2007).

AlteragBes no repertdrio comportamental sdo observadas em animais mantidos
isolados. Ratos, por exemplo, exibem hiperatividade locomotora (SAHAKIAN e cols., 1977;
GENTSCH e cols, 1982; HEIDBREDER e cols., 2000; ELLIOT e GRUNBERG, 2005). Nesta
perspectiva, a locomocéo pode ser vista como um padréo indicativo de estresse.

Em primatas ndo-humanos, SMITH e cols (1998) demonstraram que o ISI gera um
aumento imediato na emissdo de vocalizacbes de afiliagdo e na locomoc¢éo, assim como na
liberacdo de hormonios glicocorticoides. Outros estudos demonstram que primatas
removidos do seu grupo social exibem hiperatividade do eixo HPA por um periodo de sete
dias (GUST e cols., 1993) ou um aumento imediato de glicocorticoides (GENARO e cols.,
2004; ARCE e cols., 2010).

Mudancas no padrdo alimentar também tém sido observadas em resposta ao

isolamento social. De fato, em macacos rhesus, o isolamento social e alteracBes de
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hierarquia induziram mudancas nas concentracdes de cortisol que se correlacionaram a
escolha de dietas mais caléricas (ARCE e cols., 2010). Da mesma forma, uma exposicao
continua a um estressor psicossocial em fémeas subordinadas de rhesus resultou em uma
ingestao excessiva de alimentos ricos em acucar e gordura (MICHOPOULOS e cols., 2012).
Ademais, DALLMAN (2010) observou que alimentos altamente palataveis reduziram a

cascata de resposta ao estresse, diminuindo a concentracdo de cortisol circulante.
1.6 Primatas ndo-humanos como modelos animais no estudo da dependéncia

A maioria dos estudos pré-clinicos utiliza roedores como modelo animal para
investigar o processo de dependéncia, seja por drogas ou alimentos (PUHL e cols., 2011;
CORWIN e BABBS, 2012). Sem duavida, experimentos com roedores sdo de suma
importancia e tem dado inimeras contribuigcbes para o entendimento atual dos mecanismos
neurais que subsidiam o processo de dependéncia. Porém, estudos com primatas nao-
humanos tém sido empregado com maior frequéncia em abordagens neurofarmacoldgicas e
comportamentais (VALENTINUZZI e cols., 2008; ARCE e cols., 2010; CHABRAWI e
BARROS, 2011; MELAMED e cols., 2013).

O uso de primatas ndo-humanos favorece a generalizagdo dos resultados para
humanos, jA que os aspectos filogenéticos, a organizagcdo morfofuncional e os aspectos
comportamentais e neuroquimicos sao mais proximos do que qualquer outro modelo animal
(HACIA e cols., 1998; PIGGOTT e cols., 1999; WEERTS e cols., 2007). A homologia
genética entre primatas ndo-humanos e humanos é em torno de 95%, dependendo da
espécie estudada (HACIA e cols., 1998). Além disso, o cérebro de primatas ndo-humanos
apresentam todas as subdivisbes do cortex pré-frontal vistas no cérebro humano
(CARMICHAEL e PREUSS, 1994; PREUSS 1995).

Primatas, em geral, apresentam uma grande diversidade de sistemas sociais
(ISBELL e YOUNG, 2002) e com isso sdo mais vulneraveis ao estresse psicossocial,
exibindo também respostas similares a humanos (NORCROSS e NEWMAN, 1999; PRYCE
e cols., 2005; FERRAZ e cols., 2011). E importante ressaltar ainda que, estudos em
cativeiro apresentam vantagens comparados aos estudos de campo, por permitir o controle
de varidveis especificas e evitar, dentro de certos limites, modificagbes ambientais como o
gue ocorre em condi¢des naturais.

Por outro lado, utilizar primatas como sujeitos experimentais requer uma série de
cuidados, de forma a assegurar resultados confiaveis e reprodutiveis em pesquisas
biomédicas. A fim de evitar anormalidades comportamentais e/ou fisiol6gicas, faz-se
necessario observar as necessidades especificas das espécies em termos de dieta, tipo de
alojamento, espaco fisico e oportunidades para reproducdo e interacdes sociais. Outros

aspectos também precisam ser considerados, como 0 estresse provocado por
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procedimentos de manejo, a higiene, a consanguinidade, exames periddicos do estado de
saude, dentre outros (ANDRADE e cols., 2002).

A utilizacéo de primatas do Novo Mundo, que exibem pequeno a médio porte, € uma
vantagem que se reflete no seu baixo custo de manutengdo em cativeiro e no bom indice de
reproducdo, requerendo pequenos espacos de manutencdo e um custo inferior se

comparado a outras espécies de primatas (CASTRO, 2007).
1.6.1 A espécie Callithrix penicillata

Os individuos da espécie Callithrix penicillata (Hershkovitz, 1977; Ordem: Primates;
Familia: Callitrichidae; Género: Callithrix — mico-estrela; Figura 3) tém sido estabelecidos
como sujeito experimental em investigacbes biomédicas, comportamentais e
neuropsicofarmacologicas (BARROS e TOMAZ, 2002). Sédo primatas pequenos, que
apresentam tufos pré-auriculares longos e negros, em forma de pincel. A coloracdo da
pelagem é um misto de cinza, vermelho e amarelo, e exibem uma caracteristica mancha
branca na testa em formato de estrela, derivando entdo o seu nome popular (De VIVO,
1991; AURICCHIO, 1995). S&o animais diurnos e predominam nos biomas do Cerrado e da
Caatinga (RYLANDS, 2000).

Com relacdo aos seus habitos alimentares, sdo animais onivoros, exibindo uma
estratégia generalista na obtencao de recursos (RYLANDS e FARIAS, 1993). Se alimentam
de uma grande variedade de matéria vegetal (exsudatos/goma; sementes, flores, frutos,
néctar) e animal (artrépodes, moluscos, filhotes de aves e mamiferos, anfibios e pequenos
répteis) (FERRARI e LOPES FERRARI, 1989; VILELA e FARIA, 2002). O forrageamento
por frutos ocorre mais na estacdo chuvosa e a goma constitui a maior parte da alimentacéo
vegetal na estacdo seca, de acordo com a disponibilidade dos recursos no ambiente
(COIMBRA-FILHO, 1992).

Morfologicamente, apresentam dentes incisivos especializados na perfuragdo da
casca de arvores gumiferas, estimulando a saida de exsudatos que Ihes servem como fonte
de carboidrato, calcio e proteina (FERRARI e LOPES FERRARI, 1989). No entanto, devido
ao gasto energético ser alto para extracdo de goma, ha uma preferéncia por frutos quando
esses estdo disponiveis (RYLANDS e FARIAS, 1993). A dieta de micos é enriquecida com
grande quantidade de insetos também. Segundo TEOBORGH (1983), animais de pequeno
porte s&0 mais 4geis e possuem maior capacidade para capturar presas que ficam expostas
na superficie das folhas.

Dentro da hierarquia do género Callithrix, fémeas exibem uma preferéncia por
acesso a itens alimentares escassos e preferidos (TARDIF e RICHER, 1981; BOX, 1997). Ja
foi descrito em cativeiro que, fémeas de Callithrix jacchus consomem uma maior quantidade

de alimento e realizam a defesa do recurso contra machos adultos (MICHELS, 1998).
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Os calitriquideos exibem diferentes sistemas sociais entre monogamia, poliginia e
poliandria (ABBOTT e cols., 1993). Vivem em grupos familiares estendidos de 3 a 15
individuos, incluindo um casal reprodutor com descendentes e/ou familiares de diferentes
faixas etarias (STEVENSON e RYLANDS, 1988). Dentre os comportamentos mais
expressivos nos calitriquideos, destaca-se o afiliativo, caracterizado pela proximidade,
marcacdo ou catacdo do parceiro; sendo considerado de grande significAncia devido ao
forte vinculo entre os parceiros (EVANS, 1983).

Alguns estudos tém demonstrado similaridades entre humanos e individuos do
género Callithrix em respostas comportamentais ao estresse, tais como separacdo mae-
infante (PRYCE e cols, 2004; 2005); separacdo do par heterossexual (JOHNSON e cols.,
1996; LEAO, 2001; NORCROSS e NEWMAN, 1999); mudangas ambientais (ROCHA,
2010); mudancas na alimentagéo e de parceiros de viveiro (FERRAZ e cols., 2011). Além
disso, exibem similaridades anatbmicas e funcionais de regibes do sistema nervoso
envolvidas na resposta ao estresse e a patologias relacionadas (HONESS e MARIN 2006).
Sob essa perspectiva, SOUSA e cols (2002) demonstraram que individuos do género
Callithrix submetidos a um estressor fisico, podem exibir respostas autonémicas e
endécrinas ao estresse e modificar seus perfis comportamentais. Desse modo, 0s
calitriquideos constituem um bom modelo em estudos de estresse psicossocial e ambiental
(NORCROSS e NEWMAN, 1999, SOUSA e cols., 2002; MANSFIELD, 2003; GALVAO-
COELHO e cols., 2008).

E preciso considerar ainda que calitriquideos apresentam um tamanho corporal
pequeno e com isso tornam-se susceptiveis a uma ampla gama de potenciais predadores,
incluindo aves de rapina, serpentes e felideos (EMMONS, 1987; HEYMANN, 1987, 1990). O
elevado risco de predacdo tem exercido uma pressdo seletiva sobre o seu repertério
comportamental (CAINE, 1993; HART, 2007) e contribuido para a expressao de estratégias
anti-predatérias na espécie, tais como: sele¢cédo de locais para dormir, dormir em grupos e
formacdo de grupos mistos de diferentes espécies, presenca de sentinelas, vocalizacdes
especificas para predador e altas taxas de vigilancia (FERRARI e LOPES FERRARI, 1990;
PERES, 1993; HEYMANN, 1995; SAVAGE e cols., 1996; HARDIE e BUCHANAN-SMITH,
1997). Portanto, este primata constitui também um modelo experimental para estudos de
respostas relacionadas a defesa induzida por predador, visto que sofrem altas taxas de
predacao entre os primatas (CHENEY e WRANGHAM,1987).

Ainda nesse contexto, varios estudos demonstraram com sucesso a utilizacdo da
espécie Callithrix penicillata na investigacdo de respostas fisiologicas e comportamentais a
drogas de abuso e a diferentes farmacos (BARROS e cols., 2003; MELLO e cols., 2005; DE
SOUZA SILVA e cols., 2006; BARROS e cols., 2007; LIMA e cols., 2008; SILVA e cols.,
2008; MELAMED e cols., 2013).
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Com base no conjunto de fatores descritos acima, e considerando que 0 estresse
cronico aumenta o consumo de alimentos palataveis (DALLMAN e cols., 2003) e antecipa a
compulsédo alimentar (HAGAN e cols., 2003), primatas n&do-humanos, especificamente da
espécie Callithrix penicillata, podem constituir um bom modelo para o estudo da

dependéncia e de disturbios alimentares.

o SN

Figura 3. Individuo da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela) mantido em cativeiro no Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (Foto: Aline Borges).

2.0 RELEVANCIA E ORIGINALIDADE

O aumento da prevaléncia de disturbios alimentares constitui um problema grave na
nossa sociedade. A auséncia de habitos alimentares saudaveis, associada a facilidade de
acesso, diminuicdo do custo e aumento do consumo de alimentos ricos em acucar e gordura
contribui para 0 aumento na prevaléncia das desordens alimentares (VOLKOW e WISE,

2005). Ademais, a elevada sensibilidade ao estresse cotidiano tem sido associada com o
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aumento na busca e ingestdo excessiva de alimentos altamente palataveis, o que torna o
individuo vulneravel ao aparecimento de disturbios metabolicos.

Diante das limitacbes de estudos com humanos, contribuicbes significativas para
estabelecer a relagédo entre os efeitos neuroquimicos, comportamentais e neuroenddcrinos
resultantes do consumo excessivo de alimentos altamente palataveis poderdo ser obtidas
via modelos animais e, em particular, com primatas ndo-humanos. A importancia de sua
utilizacdo recai na possibilidade de uma melhor generalizacdo para os humanos dos
resultados obtidos com primatas, do que com base em outras espécies (KING e cols., 1988;
WEERTS e cols., 2007). Além disso, o desenho experimental proposto neste trabalho ndo
s6 reproduziu com mais fidedignidade aspectos importantes da dependéncia/compulsao
alimentar visto em humanos, como também nunca foram avaliados em uma espécie de

primata nao-humano.

3.0 HIPOTESES

Com base no referencial tedrico descrito acima, o presente estudo se baseou nas
seguintes hipoteses:
a) o isolamento social € um fator gerador de estresse em primatas ndo-humanos da

espécie Callithrix penicillata (micos-estrela);

b) alimentos altamente palataveis sdo capazes de induzir um comportamento de

CPP em micos-estrela;

c) a apresentacdo de um estimulo etologicamente aversivo inibe a busca e ingestédo

de alimentos altamente palataveis por parte dos micos;

d) animais sob condicdo de estresse (psicossocial) mantém um comportamento de
busca e ingestdo de alimentos altamente palataveis, mesmo na presenca de um estimulo

aversivo.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento de busca e ingestao
de alimentos altamente palataveis em individuos adultos de uma espécie de primata ndo-
humanos (micos-estrela; Callithrix penicillata), analisando o efeito de um estresse

psicossocial e da presenca de um estimulo etologicamente aversivo.
4.2 Objetivos especificos

a) Analisar as respostas comportamentais e as concentragdes de cortisol sérico em
micos-estrela adultos submetidos a um periodo de sete dias consecutivos de isolamento

social involuntario (estresse psicossocial) — teste de ISI;

b) Avaliar se alimentos altamente palataveis tem o potencial de induzir um quadro
indicativo de dependéncia nos micos-estrela, similar ao que ocorre para drogas de abuso,
via o estabelecimento de um comportamento de preferéncia-por-lugar condicionado a

presenca de chocolate — teste de CPP;

c) Verificar o efeito da presenga de um estimulo naturalmente aversivo (modelo de
predador) no perfil de busca e consumo de um alimento altamente palatavel (chocolate) nos

micos-estrela — teste de conflito;

d) Determinar se a exposi¢cao prévia a um estresse psicossocial (isolamento social

involuntario) altera a resposta comportamental dos micos-estrela no teste de conflito;

e) Estabelecer pela primeira vez em uma espécie de primata ndo-humano o uso do
teste de conflito como ferramenta no estudo dos mecanismos neuropsicobiol6gicos da
compulsdo (e dependéncia) por alimentos, assim como o0 uso do mico-estrela como modelo

experimental nesse tipo de procedimento.
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5.0 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (Anexo I). Todos os
preceitos éticos estipulados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal) foram observados. O uso dos animais experimentais esta de
acordo com a lei Auroca (n°11.794), que regulamenta a experimentagdo animal no Brasil. O
estudo foi realizado com animais mantidos em cativeiro no plantel permanente do Centro de
Primatologia/UnB, que 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 condi¢des gerais de alojamento

Em todas as etapas experimentais deste estudo foram utilizados animais adultos
(>18 meses), de ambos os sexos, da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela). Os animais
foram mantidos no CP/UnB em viveiros padrdo (1 m de comprimento x 2 m de largura x 2 m
de altura) e sob condi¢des naturais de temperatura, umidade e luminosidade. As condicbes
de alojamento estavam de acordo com as normas e regulamentos do IBAMA. A alimentacao
padrao foi fornecida uma vez ao dia, as 07:00 h da manha, e as sobras retiradas as 17:30 h.
A dieta consistiu em frutas, legumes, sementes e proteina (peito de frango cozido, ovos
cozidos e/ou larvas de tenebre). Agua e racdo para primatas estavam disponiveis ad libitum,
exceto quando mencionado. Vale ressaltar que todos os individuos utilizados nesse estudo
se encontravam em boas condi¢cdes de saude, com peso minimo para inclusdo de 250g,
conforme avaliacdo e acompanhamento mensal do médico veterinario do CP/UnB. Todos os

animais foram pesados ao longo de cada estudo.
5.3 Procedimento experimental

O trabalho foi dividido em trés estudos, conforme segue abaixo. A metodologia, 0s
resultados e a discusséo desses dados serdo apresentados individualmente e em sequéncia
para cada estudo.

a) Estudo 1: Teste de Isolamento Social Involuntério;
b) Estudo 2: Teste de Preferéncia-por-Lugar Condicionada a Presenca de Chocolate;

c) Estudo 3: Teste de Conflito Chocolate vs Predador.
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6.0 ESTUDO 1: TESTE DE ISOLAMENTO SOCIAL INVOLUNTARIO (ISI)

Esse primeiro estudo teve como objetivo verificar se um isolamento social
(involuntario), por um periodo de sete dias consecutivos, gera mudangas comportamentais e

hormonais indicativas de estresse nos micos-estrela.

6.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 14 animais adultos, machos e fémeas. Os sujeitos ndo foram
privados de agua e alimento em nenhuma etapa desse estudo e tiveram acesso livre a sua
dieta regular, conforme descrita anteriormente. Os animais foram divididos em dois grupos,
baseados no peso e na idade: Grupo Social (SOC: n=6; 3 machos e 3 fémeas); Grupo
Isolado (ISO: n=8; 4 machos e 4 fémeas). O grupo SOC foi composto por dois pares
heterosexuais (macho-fémea) e um par homosexual (macho-macho), enguanto o grupo 1ISO

foi formado por trés casais macho-fémea e um par fémea-fémea.
6.2 Procedimento experimental

O procedimento foi dividido em trés fases, conforme esquema (Figura 4). Todas as
etapas experimentais foram realizadas entre 13:30 e 17:00 h. Em cada dia de observacao,

0s sujeitos foram testados/observados em uma ordem aleatéria.
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6.2.1 Linha de Base

A primeira fase teve por objetivo observar o repertério comportamental dos
individuos em seu viveiro de moradia e habitua-los a presenca do experimentador. Consistiu
em trés sessdes de observacdo comportamental, de 30 min cada, para cada sujeito,
utilizando o método de animal focal com registro continuo (ALTMANN, 1974). Nessas
sessfes ndao houve nenhuma manipulacdo experimental, sendo todos os grupos observados
nos seus proprios viveiros de moradia e em sua condicdo social normal/padrdo (aos pares)
(Fase 1).

6.2.2 Teste de Isolamento Social Involuntéario

A segunda e a terceira fase tiveram por objetivo avaliar as respostas
comportamentais e hormonais dos micos-estrela submetidos a um ISI. Os animais do grupo
ISO foram subdividos em: Isolamento Ambiente Novo (IAN; n=4) — que foram removidos do
seu viveiro de moradia e alocados em um novo viveiro padrdo (ambiente novo); e
Isolamento Ambiente Familiar (IAF; n=4) — com a saida do parceiro, 0s animais desse grupo
foram mantidos isolados no seu proprio viveiro de moradia (ambiente familiar).

O ISl foi realizado por um periodo de sete dias consecutivos e durante essa fase o0s
animais do grupo IAN e IAF nédo tiveram contato visual e tatil com o seu parceiro, contudo o
contato auditivo e olfatério foi possivel (Fase 2). Apds esse periodo de isolamento, os
animais do grupo IAN foram recolocados no ambiente familiar, junto com o seu respectivo
parceiro social (do grupo IAF) e iniciou-se um intervalo de sete dias p0s-ISI (Fase 3). Todos
0s animais do grupo SOC permaneceram no seu proéprio viveiro e com o seu parceiro social
pelos mesmos periodos durante todas as fases experimentais (Fase 2 e 3).

Foram realizadas quatro sessdes de observagdo comportamental, de 30 min cada,
para ambos o0s grupos: (1) uma no primeiro dia da Fase 2 (ISI-1), realizada imediatamente
apos o inicio do isolamento para os animais do grupo ISO; (2) uma no ultimo dia da Fase 2
(dia 7, ISI-7); (3) uma no primeiro dia da Fase 3 (p0s-1SI1), realizada imediatamente apés o
retorno ao ambiente familiar/social para os animais do grupo ISO; e (4) uma no ultimo dia da
Fase 3 (p6s-IS17, sete dias apds a reunido). Os micos do grupo SOC permaneceram em
seus proprios viveiros de moradia durante todo o estudo, mas foram observados nos

mesmos dias que o grupo 1SO.
6.3 Andlise do Comportamento

Com o auxilio do programa de analises comportamentais Etholog® (OTTONI, 2000),
dois observadores previamente treinados (com confiabilidade inter-observador de 95%)

registraram 0s seguintes parametros comportamentais em cada sessdo de 30 min: 1)
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atividade locomotora: tempo em movimento dentro do viveiro; 2) long call: vocalizacdo de
contato social; 3) vigilancia: duracéo da varredura continua ou outros movimentos visiveis da
cabeca, enquanto o animal permaneceu parado; 4) comportamentos afiliativos: frequéncia
de proximidade ao parceiro (estar em uma distdncia < 5 cm do parceiro), catacdo do
parceiro (movimentos repetitivos precisos e lentos da mao ou da boca na pele do parceiro)
e/ou marcacgdo do parceiro (esfregar a regido anogenital no parceiro). Os comportamentos
mensurados foram baseados em etogramas de calitriquideos (STEVENSON e RYLANDS,
1988) e estudos similares realizados anteriormente (BARROS e TOMAZ, 2002).

Para cada parametro analisado, os resultados foram expressos como a média dos
valores obtidos e o erro padrdo da média (+epm). Para fins de comparacao, foi calculada a
média aritmética das trés sessbes realizadas na linha de base, gerando um Unico valor — a

sessdao ISI-0 (controle).
6.4 Coleta de Sangue e Analise Hormonal

Foram coletadas quatro amostras de 1,0 mL, ao longo do estudo: (1) antes dos
procedimentos experimentais (LB, linha de base); (2) 30 min apds o inicio do periodo de ISI
(ISI-1); (3) no dia 7 do periodo de isolamento (ISI-7); e (4) 7 dias apds o reencontro com 0
parceiro social (pés-ISI7). O periodo de realizacao das coletas foi entre 13:30 e 17:00 h,
sempre no mesmo horario para evitar o efeito da variacdo circadiana de cortisol (COE e
LEVINE, 1995).

Para cada coleta de sangue, o sujeito foi capturado imediatamente apds os 30 min
da observacdo comportamental e levado para uma sala de procedimento localizada
adjacente ao pavilhdo de moradia dos calitriquideos. O sujeito foi capturado diretamente no
viveiro em que estava, com auxilio de um pucga e luvas de couro, e levado a sala de
procedimento. O animal foi entdo anestesiado com isofluorano (Fluorane®) por via inalatéria,
com auxilio de um vaporizador universal. Uma vez que 0s movimentos voluntarios cessaram
e a respiracdo visivelmente estabilizou, 1,0 mL de sangue foi obtido por puncdo da veia
femoral, por um médico veterinario do CP/UnB. Apos o efeito da anestesia (1-2 min), o
individuo foi levado de volta ao viveiro em que estava alojado e monitorado pelos préximos
15-30 min.

A amostra de sangue foi imediatamente colocada em um tubo de 4 mL com ativador
de coagulacdo e mantida resfriada até seu processamento inicial. As mesmas foram ent&o
centrifugadas a 3.000 rpm, por 5 min, a temperatura ambiente e o sobrenadante (soro)
coletado e congelado a -20°C até sua andlise. O soro foi analisado posteriormente para a
determinacdo da concentracdo sérica de cortisol (diluido a um fator de 1:50 — LIMA e cols,
2008; kits diluentes L2M1Z - Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA, USA) com uso de
kits comerciais (L2KCOG6; Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA, USA) para ensaio
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imunoenzimatico por quimioluminescéncia (chemiluminescence enzyme-immunoassay) do
sistema automatizado IMMULITE 2000®. A sensibilidade do ensaio de cortisol foi de 0,20
ng/dL, e o coeficiente de variacdo intra- e inter-ensaio foram de 9,4% e 7,4%,
respectivamente. Toda a dosagem de cortisol foi realizada em parceria com o Laboratério
Sabin® (Distrito Federal).

A concentracdo seérica de cortisol foi calculada como um percentual observado na
linha de base (LB), considerada como 100%. A duracao total de cada coleta (i.e., tempo
gasto desde a entrada no viveiro para captura do individuo até o fim da venipuntura) foi
registrada para verificar alguma possivel influéncia do procedimento no contedo hormonal.
Em média, o tempo requerido para obtencdo das amostras (3,3 £ 0,2 min) estava dentro da
faixa previamente descrita na literatura, por nao influenciar significativamente as
concentragdes de cortisol em micos (SALTZMAN e cols., 1994). E importante ressaltar
também que o anestésico isofluorano pode alterar as concentracdes de cortisol em animais
e humanos, no entanto este efeito sé é significativo durante um procedimento de exposicéo
a longo prazo (>30 min) (NISHIYAMA e cols., 2005; ZARDOOZ e cols., 2010).

6.5. Andlise estatistica

Como nédo houve diferenca estatistica entre os grupos IAN e IAF, para todos os
parametros analisados (dados ndo apresentados), foi considerado para fins de analise um
anico grupo - grupo isolado (ISO: IAN + IAF). Os dados referentes a machos e fémeas
também foram analisados juntos, uma vez que nao houve diferenca significativa entre os
géneros (dados nado apresentados). Foram analisadas entdo possiveis diferencas entre os
grupos experimentais (social e isolado) e entre as sessfes dentro de um mesmo grupo (LB;
ISI-1; ISI-7; pGs-ISI1; p6s-ISI7).

A concentragdo de cortisol sérico e os dados comportamentais (locomog¢éo, long
call, comportamentos afiliativos e vigilancia) foram analisados por meio de uma ANOVA de
duas vias de desenho misto (mixed design two-way ANOVA), sendo o ‘grupo’ o fator
independente e a ‘sessao’ a variavel dependente. Quando resultados significativos foram
obtidos, as analises foram seguidas pelo teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia
adotado em todos os testes foi de p<0,05. Para a analise do comportamento afiliativo, os
dados das sessfes ISI-1 e ISI-7 do grupo SOC foram excluidos para possibilitar uma
comparacao direta entre os grupos. A concentracédo de cortisol (em pg/dL) foi correlacionada
com o tempo requerido para obtencdo da amostra de sangue pelo céalculo de coeficiente de

correlacédo de Pearson.
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6.6 Resultados

Para a atividade locomotora, foi observado que o grupo ISO, ao ser isolado (ISI-1),
aumentou significativamente o tempo de locomog¢ao comparado a sua sessao de linha de
base (grupo: F11,=2,07, p=0,18; sesséo: F44=3,04, p<0,05; interagdo: F,;45=2,95, p<0,05;
Figura 5). Esta resposta diminuiu no ultimo dia do periodo de ISI, n&o diferindo mais da linha
de base ou do grupo SOC. O padréo de atividade locomotora do grupo SOC permaneceu
constante ao longo do experimento e foi semelhante ao grupo ISO nas sessdes de linha de
base e na ultima sesséo de pds-ISI.

Com relacéo a frequéncia de emissdo de vocalizacdo do tipo long call, os individuos
do grupo ISO passaram mais tempo vocalizando imediatamente ap6s serem isolados (ISI-1)
e depois do reencontro (pds-ISI1) com o seu parceiro social, quando comparado aos valores
da LB. No entanto, este padrdo ndo foi estatisticamente significativo (grupo: F;1,=2,79,
p=0,12; sessdo: F445=1,23, p=0,31; interagdo: F445=2,95, p=0,27; Figura 5). Os animais do
grupo SOC, por sua vez, emitiram baixas e constantes vocaliza¢des long call durante todo o
periodo do estudo.

Para o comportamento de vigilancia, foi visto que os individuos de ambos os grupos
gradualmente diminuiram o tempo de vigilancia, atingindo um nivel de significAncia na
sessdo pos-ISI1 (reunidao) em comparagdo com a LB (grupo: F;1,=0,75, p=0,40; sessdao:
Fa445=3,14, p<0,05; interagdo: F,43=0,89, p=0,48; Figura 5).

Foi observado ainda um aumento significativo na frequéncia de comportamentos
afiliativos quando os animais do grupo ISO foram reunidos com 0 seu parceiro social,
comparado a frequéncia inicial observada na LB (grupo: F;:,=2,19, p=0,16; sess&o:
F,24=3,38, p<0,05; interacdo: F,,,=6,74, p<0,05; Figura 5). O grupo SOC, por sua vez,
exibiu uma baixa frequéncia de comportamentos afiliativos ao longo do estudo, tendo-se

valores similares ao grupo ISO na sesséo LB e p6s-ISI7.
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Figura 5. Média (xe.p.m) dos parametros comportamentais registrados durante os 30 min de
observagdo na sessao de linha de base (LB), no primeiro e no ultimo dia de ISI e no primeiro e no
Ultimo dia apés re-encontro com o parceiro social (pds-1Sl). Superior: atividade locomotora (em
segundos); média superior: long call (em segundos); média inferior: vigilancia (em segundos); inferior:
comportamentos afiliativos (frequéncia). Grupo social (n=6); grupo isolado (n=8). O grupo social
permaneceu em seu proprio viveiro durante todo o estudo. *p<0,05 vs LB para o grupo isolado; ** p

<0,05 vs LB para ambos 0s grupos.

Em termos da concentracdo de cortisol, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre as sessfes, grupos experimentais e/ou interacdo sessdo vs grupo
(grupo: F;1,=0,02, p=0,89; sessao: F33:=0,76, p=0,48; interacdo: F33:=0,47, p=0,63; Figura
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6). Em média, o tempo requerido para obtengcdo das amostras foi de 3,3 + 0,2 min, o que
esta dentro da faixa limite esperada para ndo alterar os niveis hormonais do eixo HPA. Além
disso, a concentracdo de cortisol ndo se correlacionou com o tempo requerido para coleta
de qualguer uma das amostras de sangue (amostra LB: r=—0,23, p=0,46; amostra ISI-1:
r=0,06, p=0,85; amostra ISI-7: r=—0,04, p=0,90; amostra pos-1SI7: r=—0,25, p=0,38).
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Figura 6. Concentracéo de cortisol sérico (média + e.p.m. - expressa como % da linha de base — LB)
observada 30 min apos o inicio do isolamento social involuntario (ISI1), no dltimo dia do isolamento
(ISI7) e sete dias apbés o re-encontro com o0 parceiro social (p6és-ISI7), nos animais do grupo social
(n=6) e grupo isolado (n=8). O grupo social foi mantido no seu viveiro durante todo o estudo.

6.7 Discussao

No presente estudo, os animais do grupo ISO, aumentaram significativamente o
tempo de locomogdo ao serem isolados, mas diminuiram essa resposta no ultimo dia do
periodo de isolamento. A atividade locomotora é um indice comportamental ndo-invasivo de
estresse em micos e fornece um indicativo de agitacdo no animal, o que pode reduzir o seu
bem-estar (SMITH e cols., 1998; BASSET e cols., 2003). Um aumento na atividade
locomotora em resposta a diferentes estressores também tem sido observada em outras
espécies de primatas (MENDOZA e MASON, 1986; LEVINE e cols., 1993; HENNESSY e
cols., 1995; HEIDBREDER e cols., 2000; BASSET e cols., 2003). Ademais, roedores
também exibem hiperatividade locomotora em resposta ao isolamento social (BAKSHI e
GEYER, 1999; HEIDBREDER e cols., 2000). KAUSHAL e cols (2012) demostraram que
camundongos socialmente isolados exibem um aumento da atividade locomotora,
comparado a camundongos pareados em sua propria gaiola. Outros estudos também

demonstraram que o isolamento produz comportamentos de ansiedade em roedores em
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uma variedade de testes comportamentais (LUKKES e cols, 2009a; LUKKES e cols,
2009Db).

Portanto, o aumento da atividade locomotora em micos neste estudo pode ser um
indicativo de estresse em resposta ao ISI. Esse aumento pode ser produzido por diversos
fatores, incluindo a separacao do parceiro (LEVINE e cols., 1993), a novidade (HENNESSY
e cols., 1995) e a exploracdo do ambiente novo (HEIDBREDER e cols, 2000). SMITH e cols
(1998) evidenciaram que individuos da espécie Callithrix kuhli, mantidos isolados em um
ambiente novo, exibem niveis elevados de locomocéo. Vale ressaltar que, neste estudo
metade dos individuos do grupo isolado foi submetido ao estresse ambiental (IAN), embora
ndo tenha sido verificado uma diferenca significativa entre os grupos (IAN e IAF) em
resposta ao novo ambiente (dados nao apresentados).

A separacgdo involuntaria de micos do seu grupo familiar ou coespecifico pode
provocar uma resposta comportamental caracterizada por uma alta producdo de
vocalizagBes do tipo long call (EPPLE, 1968; POOK, 1978; JONES e cols., 1993; NEWMAN,
1995). J4 tem sido demonstrado em micos cativos a emissao de long calls em um contexto
territorial, bem como apés separacao dos membros do grupo, em resposta ao isolamento
social (STEVENSON e RYLANDS, 1988; NORCROSS e NEWMAN, 1993; YAMAGUCHI e
cols., 2010). Conforme ja descrito na literatura, neste estudo, os animais que foram isolados
passaram mais tempo vocalizando imediatamente apds o isolamento e depois do reencontro
com o parceiro social, embora este perfil ndo tenha sido estatisticamente significativo.

Alguns fatores influenciam a emissdo de vocalizacdo em primatas, tais como o
ambiente social, a maturacéo fisica e a fisiologia reprodutiva (NORCROSS e NEWMAN,
1997). Em adultos, a resposta a separacdo do seu coespecifico pode depender da
intensidade de ligacdes afiliativas entre os membros do grupo (MENDONZA e MASON,
1986; MENDONZA e cols., 1991). A vocalizagdo intragrupo é particularmente emitida por
animais reprodutores e pareados, enquanto que adultos ndo-pareados e juvenis raramente
produzem este subtipo vocal (SNOWDON e cols., 1986). Por outro lado, devido ao
isolamento aumentar os riscos de predacdo em micos, a vocalizagdo facilita o reencontro
com 0 parceiro ou grupo social e, portanto, vocalizacbes de isolamento sdo emitidas por
micos de todas as idades e ambos o0s sexos apds separacdo social (EPPLE, 1968;
NORCROSS e NEWMAN, 1993).

A eventual supresséo de vocalizacfes do tipo long call durante o isolamento pode vir
a ter um carater adaptativo. Animais que ndo vocalizam passam a conservar mais energia e
ser menos susceptiveis ao ataque de predadores (HENNESSY, 1997). Contudo, vale
ressaltar que, para alguns pesquisadores, o0 estresse induzido por um ISI pode ndo estar
relacionado ao numero de vocalizacdo (COE e cols., 1978, 1983; LEVINE e cols., 1993;
porém vide GUNNAR e cols., 1980; HENNESSY, 1997). Os resultados do presente estudo
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ndo demonstraram uma relacéo significativa entre o isolamento social e a frequéncia de long
call, embora os animais do grupo ISO tenham vocalizado aparentemente mais no primeiro
dia de isolamento e apds o reencontro. Diferencas entre os grupos utilizados neste estudo
(género, idade, interacdo afiliativa) e o numero da sujeitos podem ter influenciado esse
resultado.

O risco de predacdo parece exercer uma importante pressdo seletiva que influencia
alguns aspectos da ecologia comportamental de primatas neotropicais (CAINE, 1993).
Calitriquideos, devido ao seu tamanho corporal pequeno, sdo altamente susceptiveis a
potenciais predadores (HART, 2007) e, por isso, esses individuos exibem altos niveis basais
de vigilancia (FERRARI e LOPES FERRARI, 1990; NUNES e cols., 2010).

GOSSELIN-ILDARI e KOENIG (2012) demonstraram em Callithrix jacchus que,
individuos em um grupo pequeno sdo mais vigilantes que aqueles em grupos médios ou
grandes, corroborando a ideia de que individuos em grupos grandes estdo seguros.
Considerando um outro cendrio ecologico nas condigbes de cativeiro, em que todos 0s
individuos do estudo sdo mantidos apenas com o seu parceiro social, conforme esperado,
0s animais do grupo ISO ao retornarem a presenca do parceiro social, diminuiram os niveis
de vigilancia ja que possivelmente diminuiu-se os riscos de predagdo no seu ambiente de
moradia e talvez a presenca do parceiro atenuou o0s efeitos aversivos do estresse
(GALVAO-COELHO e cols., 2012). Porém, curiosamente, a diminuicdo da vigilancia foi
similar ao grupo SOC, o que talvez possibilite inferir que o perfil de vigilancia ndo foi
influenciado per se pela fase de isolamento social.

De acordo com HIRSCH (2002), é dificil distinguir a funcéo ou o alvo da vigilancia em
primatas, uma vez que, além de compor um amplo repertério anti-predagdo (HARDIE e
BUCHANAN-SMITH, 1997; SMITH e cols., 2004; BARROS e cols., 2008; STOJAN-DOLAR
e HEYMANN, 2010), a vigilancia atua em diversos componentes, como no monitoramento
social, na busca de fontes de alimentos, na defesa do grupo ou do parceiro social e na
vigilancia maternal, impedindo infanticidio (BALDELLOU e HENZI 1992; TREVES e cols.,
2003; KUTSUKAKE, 2007). Nao esté claro, portanto, qual fator gerou essa diminui¢cdo de
vigilancia nos grupos e nas sessées experimentais no presente estudo. E preciso considerar
ainda que os parametros comportamentais de locomog¢éo e vigilancia sédo registrados de
forma mutuamente exclusivas e j4 tem sido evidenciada uma correlagdo negativa entre
vigilancia e locomocao nesta espécie (BARROS e cols., 2004).

Neste estudo, os animais mantidos isolados aumentaram significativamente a
frequéncia de comportamentos afiliativos apés o reencontro com o seu parceiro social, em
comparacdo com a frequéncia inicialmente observada na LB. Nesse contexto, SMITH e cols
(1998) também demonstraram que, individuos da espécie C. kuhli passam mais tempo em

proximidade com o parceiro quando sao retornados de um periodo de isolamento em um
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novo ambiente. Similarmente fémeas de C. kuhli, apés um periodo de 7h de separacao,
buscam mais proximidade com os seus parceiros sociais (FRENCH e cols., 2007). Além
disso, individuos da espécie C. geoffroyi também exibem niveis aumentados de
comportamentos afiliativos apés isolamento social (SMITH e cols., 2011). Outros estudos
também demonstraram um aumento do comportamento de busca por proximidade durante o
reencontro com um parceiro social em primatas, apds diferentes periodos de separacéo
(SHEPHERD e FRENCH,1999; FRENCH e cols., 2007). Esse aumento parece visar
estabelecer novos lacos socais e/ou promover um mecanismo de lidar com o ambiente
social instavel (FRENCH, 2007), o que esta de acordo com o resultado obtido no presente
estudo. Estudos com roedores também demonstraram ocorrer um aumento de
comportamento afiliativos e interagéo social apds um periodo de isolamento (SHIMOZURU e
cols., 2008; LIEBERWIRTH e cols., 2012). Ratos isolados mostram uma preferéncia
condicionada por lugar para uma gaiola associada com um coespecifico, sugerindo que a
restricio da experiéncia social pode tornar as interacbes sociais mais reforcadoras
(DOUGLAS e cols.,2004). Nesse sentido, sabe-se que a presenca de um coespecifico
conhecido pode ter um efeito ansiolitico, eliminando o estresse e diminuindo os niveis de
ansiedade encontrado em animais socialmente isolados (KIKUSUI e cols, 2006; DEVRIES e
cols., 2007; FRENCH e cols., 2012).

A avaliacdo de uma resposta ao estresse € melhor compreendida utilizando uma
combinacdo de fatores fisiol6gicos e comportamentais, 0s quais podem ser Uteis como
indicadores de bem-estar, uma vez que o comportamento nem sempre € uma demonstracao
clara da condicao fisiolégica do sujeito (MASON e MENDL, 1993; DUNCAN e FRASER,
1997; NORCROSS e NEWMAN, 1999). Além das mudangas comportamentais ja descritas,
varios estudos demonstram alterag@es fisiolégicas em resposta ao isolamento (CACIOPPO
e cols., 2015).

No presente estudo, ndo foram verificadas alteragfes significativas nos niveis de
cortisol em resposta ao ISI. Diferententemente dos resultados obtidos aqui, ja foi
demonstrado que o isolamento social pode induzir mudancas fisiol6gicas indicativas de
estresse em micos (JOHNSON e cols.,1996; SMITH e FRENCH, 1997; SMITH e cols.,1998;
NORCROSS e NEWMAN, 1999; CROSS e cols., 2004; SMITH e cols.,2011; GALVAO-
COELHO e cols., 2012; CININI e cols., 2014), em outras espécies de primatas (MENDOZA e
MASON, 1986; SAPOLSKY e cols.,1997; LYONS e cols.,1999) e em roedores (CASTRO e
MATT, 1997; DRONJAK e cols., 2004; FERLAND e SCHRADER, 2011; GARRIDO e cols.,
2012; MCNEAL e cols., 2014). No entanto, corroborando o presente estudo, macacos de
cheiro (Saimiri sp.) também ndo exibiram alteracdes de cortisol apés 1 h de isolamento
social (MENDOZA e MASON, 1986). Por outro lado, no mesmo estudo, individuos do

género Callicebus demonstraram um aumento na concentracdo de cortisol durante a
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separacao, comparado aos niveis de linha de base. Em roedores, um periodo de isolamento
agudo (isolamento Unico por 1h ou isolamento por 1h diaria durante 4 semanas) resultou em
um aumento nas concentracdes de corticosterona, enquanto um isolamento crénico por 4
semanas néo afetou o perfil plasmatico desse horménio (POURNAJAFI-NAZARLOO e cols.,
2011). Nota-se que individuos da mesma espécie ou de espécies distintas podem reagir de
diferentes formas a situac@es de estresse e fatores como género, tempo de isolamento, tipo
de estressor, parentesco com o par social, experiéncia prévia com o contexto e
interpretacdo cognitiva devem ser considerados em situacdes de resposta ao estresse
(BOCCIA e cols.,1995; POURNAJAFI-NAZARLOO, e cols., 2011; GALVAO-COELHO e
cols.,2012).

E preciso considerar ainda que micos exibem naturalmente altas concentracées de
corticosteroides circulantes e manifestam um estado de resisténcia aos glicocorticoides
como parte de seu estado fisiol6gico normal, diminuindo a capacidade de resposta do tecido
alvo para cortisol (YAMAMOTO e cols.,1977; CHROUSOS e cols.,1982). Diante de tal
premissa, supdem-se que devido a alta concentracdo no estado basal, a mensuracao de
um aumento nos niveis de cortisol em resposta a um agente estressor possa ser menos
evidente.

Embora as concentragbes de cortisol sejam amplamente utilizadas para avaliar
respostas ao estresse em animais (GUST e cols.,1994; SALTZMAN e cols.,1994), a
obtenc&do de uma amostra de sangue por pungao venosa requer a captura, a contencao e o
isolamento temporario do animals, o que por sua vez pode aumentar a atividade do eixo
HPA ou mascarar as respostas a tratamentos experimentais (CROCKETT e cols.,1993;
HENNESSY e cols.,1995). Vérios estudos realizados em micos optam por outros métodos
de mensuracéo de cortisol, como a dosagem na urina, fezes ou saliva (SMITH e FRENCH,
1997; BASSET e cols.,2003; RUKSTALIS e FRENCH, 2005; CROSS e ROGERS, 2006;
SMITH e cols., 2011; GALVAO-COELHO e cols., 2012). No entanto, no presente estudo,
ndo foi verificada uma correlagdo entre tempo de obtencdo da amostra de sangue e a
concentracdo de cortisol, o que corrobora a ideia de que a coleta ndo foi per se um fator
limitante. Ademais, j& tem sido demonstrado que primatas se adaptam a condigbes de
estresse e que estimulos que inicialmente geravam um aumento nas concentracdes de
cortisol, apds exposicdes repetidas deixam de gerar um efeito devido a familiarizacdo e
adaptacdo (CLARKE, 1991; CROCKETT e cols.,1993).

Com base no exposto, é preciso destacar que 0s sujeitos experimentais do presente
estudo sdo periodicamente submetidos rotinas de manejo do plantel do CP/UnB, incluindo
coleta de sangue, mudancas de ambiente (viveiro) e separacao/introdu¢cdo em outros grupos
sociais. Tais aspectos podem ter contribuido para uma habituacéo fisiolégica ao ISl e

consequentemente a manutencdo da concentracdo de cortisol observada. Portanto, uma
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dissociagéo entre as respostas comportamentais e fisiolégicas é frequentemente observada
em estudos de estresse, demonstrando que o comportamento ndo é sempre uma indicacdo
clara da condicao fisiologica do sujeito e vice-versa (HENNESSY, 1985; NORCROSS e
NEWMAN, 1999; HENNESSY e col., 2008), conforme observado neste estudo.

6.8 Conclusdes preliminares

1) O ISl induziu alteracdes no perfil de locomogao nos e comportamentos afiliativos

dos micos, sendo possiveis indicadores comportamentais de uma resposta ao estresse;

2) Os niveis de vigilancia diminuiram gradativamente, em ambos 0s grupos,

sugerindo que esse efeito pode ter ocorrido independentemente do ISI sendo testado;

3) O ISl também ndo induziu mudancas na concentragdo de cortisol circulante,

conforme relatado em outros primatas;

4) Conclui-se, portanto, que micos-estrela submetidos ao teste de ISI, por sete dias
consecutivos, exibiram mudangas comportamentais indicativas de estresse, 0s quais néo
foram acompanhados de alteragBes nas concentracdes de cortisol, indicando uma possivel

dissociacao entre as respostas comportamentais e fisiolégicas.

7.0 ESTUDO 2: TESTE DE PREFERENCIA-POR-LUGAR CONDICIONADA (CPP) A
PRESENCA DE CHOCOLATE

O segundo estudo teve como objetivo avaliar as propriedades reforcadoras da
ingestdo de chocolate em micos-estrela via o teste de CPP. De forma geral, buscou
determinar se o chocolate é um alimento com potencial de causar dependéncia em micos,
para posteriormente ser utilizado como estimulo refor¢cador no Estudo 3. Para tanto, foram
realizados dois protocolos, com os seguintes objetivos especificos:

a) Estudo 2A: Avaliar se micos adquirem uma preferéncia-por-lugar condicionada a
presenca de chocolate e se essa resposta persiste apds um periodo de 24h e 15 dias.

b) Estudo 2B: Verificar se micos exibem uma resposta de preferéncia-por-lugar
condicionada a presenca de um alimento altamente palatavel e cal6rico (chocolate) vs um

alimento com baixo valor caldrico (ragéo).
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7.1 Estudo 2A

7.1.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 14 animais adultos (7 machos e 7 fémeas). A dieta padrédo foi
fornecida normalmente a todos os sujeitos. Porém, para padronizar a laténcia desde a Ultima
ingestdo de comida entre os sujeitos, o alimento foi retirado de cada viveiro 2h antes dos
animais serem submetidos as sessfes de condicionamento (vide procedimento abaixo).
Agua foi disponibilizada ad libitum e a dieta padréo foi fornecida diariamente ap6s o término
da observacdo comportamental. Todas as etapas experimentais foram realizadas entre

13:30 e 17:00 h, sob condi¢Bes naturais de luminosidade, temperatura e umidade.
7.1.2 Aparato experimental: caixa de preferéncia-condicionada-por-lugar

Foi utilizada uma caixa de CPP, que consistiu em uma arena retangular (60cm x
30cm x 30cm), suspensa a 1,5m do chdo sob suporte metalico (Figura 7). A parede frontal
(60cm x 30cm) foi feita de vidro 4mm e os demais lados de aluminio. A caixa foi dividida em
dois compartimentos de tamanho idéntico (30cm x 30cm x 30cm), separados por uma
parede de aluminio fixa: um deles tinha a cor branca com pisos e paredes lisas
(compartimento branco), enquanto o outro era preto com piso e paredes de textura ondulada
(compartimento preto). Cada compartimento tinha uma porta lateral retratil que possibilitou a
entrada e a saida do aparato, ndo havendo comunicacao interna entre eles. Além disso, um
prato de aco inox (9cm de didmetro — suporte alimentar) foi encaixado em um orificio no piso
de cada compartimento, proximo a parede oposta a porta retratil (Figura 8). Sete caixas
idénticas de CPP foram construidas para cada diade testada e colocadas dentro do viveiro
com a parede de vidro voltada para o corredor interno do pavilhdo dos micos, possibilitando

a observacao e registro do comportamento.
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Figura 7. Fotografia da caixa de CPP — Vista frontal. (Foto: Aline Borges).

Parede de aluminio fixa

| > Porta de acesso
lateral

Porta de acesso
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Compartimento preto Compartimento branco
: Suporte alimentar
rugoso liso

Figura 8. Fotografia da caixa de CPP evidenciando os dois compartimentos distintos (branco e preto),

as portas de acesso lateral e os suportes alimentares. (Foto: Aline Borges).

7.1.3 Alimento teste

Durante a fase de condicionamento (vide procedimento abaixo), foi fornecido como
refor¢co alimentar 50 g de chocolate ao leite, cortados em pequenos pedagos de tamanho
similar (Lacta®; 131 kcal (5,24kcal/g) — Gordura: 7g; Carboidratos: 15g; Proteinas: 1,59).
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7.1.4 Procedimento experimental

O procedimento foi dividido em trés fases consecutivas, conforme esquema

apresentado em seguida (Figura 9).
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7.1.4.1 Habituacao ao aparato

N

O objetivo desta fase foi habituar os micos a caixa de CPP e avaliar qualquer
preferéncia natural a um dos compartimentos do aparato antes das sessdes de
condicionamento. Para tanto, a caixa de CPP foi colocada inicialmente dentro do viveiro e
cada diade teve acesso livre por 24 h a todo o aparato experimental, durante dois dias
consecutivos. No dia 03, uma sessao de 15 min de observacdo comportamental foi realizada
(sessao pré-CPP) e posteriormente a porta lateral de acesso de cada compartimento foi

fechada até a préxima sesséo. Durante essa fase nenhum refor¢o alimentar foi fornecido.
7.1.4.2 Condicionamento ao chocolate

O objetivo desta fase foi induzir um comportamento de preferéncia-por-lugar
condicionado a presenga de um alimento altamente palatavel (chocolate). Esta fase teve
inicio 24 h apo6s a Ultima sesséo de habituacao.

Cada diade foi aleatoriamente designada a um dos dois grupos experimentais:

a) Grupo Controle (CTRL; 3 machos e 3 fémeas)
b) Grupo Chocolate (CHOCO; 4 machos e 4 fémeas)

Nesta fase, os sujeitos foram submetidos durante seis dias consecutivos (C1-C6) a
uma sessdo diaria de condicionamento de 15 min. Nessas sessfes tiveram acesso a
apenas um dos compartimentos da caixa de CPP, enquanto que o compartimento oposto foi
mantido fechado durante todo o experimento. Metade dos pares foi aleatoriamente
condicionada ao compartimento branco e metade ao compartimento preto. Os sujeitos de
um mesmo viveiro foram condicionados simultaneamente e ao mesmo compartimento.
Antes do inicio de cada sessdo comportamental, um observador experiente entrou no viveiro
e abriu a porta do compartimento condicionado pré-estabelecido. Além disso, ele
disponibilizou 50 g de chocolate no suporte alimentar de inox, para os animais do grupo
CHOCO. Apesar do mesmo procedimento ter sido adotado para os animais do grupo CTRL,
nenhum alimento foi de fato fornecido. Imediatamente apds a saida do observador do
viveiro, teve-se inicio uma sessao de 15 min. Ao final desse intervalo, o observador entrou
novamente no viveiro, retirou o alimento restante e fechou a porta do compartimento

condicionado. Entre as sessdes, 0s micos ndo tiveram acesso ao interior da caixa de CPP.
7.1.4.3 Teste

Esta fase teve como objetivo determinar o estabelecimento de uma preferéncia pelo

Y

compartimento previamente condicionado a presenca do chocolate e avaliar se essa
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possivel resposta persiste apdés um periodo de 24 h e 15 dias. Para tanto, cada individuo foi
submetido a uma sesséo teste realizada 24 h (T24h) e 15 dias (T15d) ap6s a Ultima sesséo
de condicionamento. Nessas sessfes, de 15 min, cada sujeito teve livre acesso aos dois
lados do aparato, similar ao procedimento jA descrito na fase de habituacdo (sesséo

7.1.4.1). Vale ressaltar que nesta fase nenhum reforco alimentar foi fornecido.
7.1.5 Analise do Comportamento

Os sujeitos foram testados em ordem randdmica em todas as sessoes e cada par foi
observado simultaneamente, tendo seus comportamentos registrados individualmente por
dois observadores previamente treinados (confiabilidade inter-observador de 95%).

Os seguintes parametros comportamentais foram registrados via o programa de
analises comportamentais Any-Maze (Stoelting Co., EUA) durante a sesséo pré-CPP, C1,
C6, T24h e T15d: (1) frequéncia e duragdo dentro/em contato com a superficie superior de
cada compartimento; (2) laténcia até a primeira entrada no compartimento condicionado; e
(3) duracéo e frequéncia de forrageio (buscar, manipular e/ou ingerir chocolate). O primeiro
parametro foi registrado como uma variavel Unica, baseado em um estudo similar prévio
(MONCLARO e cols., 2014), em que os sujeitos utilizaram a superficie superior do
compartimento como uma continuidade da superficie interna. A quantidade de chocolate
consumida, em gramas, por cada diade também foi mensurada nas sessdes Cl e C6, e

posteriormente convertida em kcal.
7.1.6 Analise estatistica

Para cada paradmetro analisado, os resultados foram expressos como a média dos
valores e o0 erro padrao da média (+epm). Os dados referentes ao comportamento de
machos e fémeas foram analisados juntos, uma vez que ndo foi observada diferencas
significativas entre os géneros. Os dados foram analisados por meio de uma ANOVA de
duas vias de desenho misto (mixed design two-way ANOVA). Para as sessdes de
habituacéo, “grupo” foi usado como fator independente e “compartimento” como a variavel
dependente, enquanto para as demais analises “grupo” e “sessdo” foram as variaveis
independente e dependente, respectivamente. Quando resultados significativos foram
obtidos, as andlises foram seguidas pelo teste post hoc de Tukey. Os dados referentes a
laténcia foram previamente log-transformados devido a uma distribuicdo ndo-normal e os
resultados foram expressos como mediana e intervalos interquartis (IQR). Para o grupo
chocolate, a duracédo e a frequéncia do forrageio individual, assim como a quantidade de
chocolate consumida pela diade (kcal/par), foi analisada via teste t para amostras pareadas

(C1 vs C6). O nivel de significancia adotado em todos os testes foi de p<0,05.
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7.1.7 Resultados

Na fase de habituacdo (sessdo pré-CPP) ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos, 0s compartimentos ou interagcdo grupo vs compartimento para
nenhum dos parametros analisados (frequéncia — grupo: Fy 3= 1,89, p=0,19, compartimento:
F113=0,19, p=0,67, interacdo: F;3=0,05, p=0,83; tempo gasto — grupo: F;,3=0,05; p=0,83,
compartimento: F;3=0,68, p=0,43, interacdo:F;3=0,30; p=0,59; laténcia para primeira
entrada (para dados transformados em log;,yc - grupo: F;13=0,34, p=0,57,

compartimento:F; 13=0,01, p=0,92, interagdo: F; 13=3,05, p=0,11 — Tabela 2).

Tabela 2. Resposta comportamental de micos do grupo controle e chocolate apés habituacdo na
caixa de CPP.

Grupo Experimental

Parametro
Controle Chocolate

Frequéncia (média £ epm)
compartimento branco 6+1 8+2
compartimento preto 61 9+1
Tempo gasto dentro/em contato (s; média+epm)
compartimento branco 49+15 40+12
compartimento preto 53+16 5949
Laténcia para primeira entrada (s; mediana e IQR)
compartimento branco 62 (38-84) 65 (23-188)
compartimento preto 163 (60-379) 28 (12-79)

Durante o condicionamento, o tempo de permanéncia dentro/em contato com o
compartimento condicionado diferiu significativamente entre os grupos (F;3=13,59,
p=0,003), mas nenhum efeito significativo foi evidenciado entre as sessfes (C1 vs C6) ou
interagdo sessédo vs grupo (sessao: F,;3=0,20, p=0,73; interagdo: F,3=0,11, p=0,81; Tabela
3). Para o grupo chocolate, os nivies individuais de forrageio e a quantidade de chocolate
consumida pelo par (em kcal) ndo diferiu entre a sessdo C1 e C6 (frequéncia: t,= 1,68, p =
0,14; duracéo: t;=1,90, p=0,10; consumo: t;=0,15, p=0,88; Tabela 3).
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Tabela 3. Resposta (médiatEPM) de cada grupo experimental no compartimento condicionado da

caixa de CPP durante a primeira e a Ultima sesséo de condicionamento.

Condicionamento

Parametro Grupo

1 6
Tempo gasto (S) Controle 70+23 67+19
Tempo gasto (s) Chocolate 299+63 245+40 2
Frequéncia de forrageio ndividual Chocolate 8+2 5+1
Duracgéao de forrageio (s) Chocolate 206160 118+20
Consumo chocolate (kcal/par) Chocolate 10+2 11+4

% p<0,05 vs. tempo gasto pelo grupo controle

Apés o condicionamento, o tempo de permanéncia dentro/em contato com o
compartimento condicionado nas sessdes testes (T24h e T15d) aumentou significativamente
apenas no grupo chocolate, quando comparado a sessao pré-CPP (sessao: F,13=4,62, p
=0,03; grupo: F113=4,31, p = 0,06; interacdo grupo vs sessdo: F,13= 5,55, p =0,02; Figura
10). A laténcia para a primeira entrada no compartimento condicionado, em ambas as
sessOes teste, diminuiu no grupo chocolate comparado com a sua sessao pré-CPP, no
entanto esta diferenca ndo foi significativa (sesséo:F,13=1,40, p=0,27; grupo: F;3=2,70,
p=0,12; interacdo grupo vs sessao: F,13=1,32, p=0,29; Figura 10). Diferencas significativas
ndo foram observadas para o grupo controle. Com relagéo a frequéncia de entrada, o grupo
chocolate exibiu uma frequéncia de entrada dentro/em contato com 0 compartimento
condicionado significativamente maior do que o grupo controle (F;3= 10,92, p = 0,006;
Figura 10). Entretanto, esta diferenga foi observada em todas as sessfes, sem nenhum
efeito significativo de interagéo grupo vs sesséo (F,,13=6,16, p=0,11). Ja os animais do grupo

controle mantiveram um perfil constante ao longo do estudo.
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Figura 10. Média (+ epm) do numero de entradas (superior), tempo de permanéncia (em segundos;
meio) dentro e/ou em contato com o compartimento condicionado da caixa de CPP, assim como a
mediana (e intervalo interquartil — IQR) para laténcia até a primeira entrada (em segundos; inferior) no
mesmo contexto, para os micos do grupo controle (n=6) e chocolate (n=8) durante a sessao de
habituacdo (pré-CPP) e em cada sessédo teste realizadas 24h (T24h) e 15 dias (T15d) apds o

condicionamento. *p<0,05 controle vs chocolate; **p<0,05 vs sessdo pré-CPP do grupo chocolate.

7.1.8 Discussao

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos,
compartimentos ou interacdo grupo vs compartimentos em nenhum dos parametros
observados no periodo de habituacdo. Esse perfil estd evidenciado pela similaridade entre
0s grupos em termos do tempo de permanéncia dentro/em contato com cada um dos
compartimentos, na frequéncia de entrada e na laténcia até o primeiro acesso. Com base no

exposto, pode-se inferir que os micos ndo demonstraram ter uma preferéncia inicial
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pronunciada por um dos compartimentos da caixa de CPP. Dessa forma, foi possivel
verificar que o efeito do tratamento (alimento) nédo foi influenciado pela exposicdo a um
ambiente novo ou um efeito de novidade.

Durante o condicionamento, os animais do grupo CHOCO ficaram mais tempo no
compartimento condicionado do que os animais do grupo CTRL, no entanto nenhum efeito
significativo foi observado entre as sessbes (Cl e C6) ou interacdo grupo vs sessdo.
Ademais, a taxa de forrageio e a quantidade de chocolate consumida nédo diferiu ao longo do
condicionamento. Dessa forma pode-se inferir que o0os micos que tiveram acesso ao
chocolate permaneceram motivados por esse alimento ao longo de todo o estudo, o que
minimiza a possibilidade de interferéncia no efeito de CPP observado, seja por mudancas ao
longo do tempo de exposi¢do ou por um efeito de novidade. Vale ressaltar ainda que os
animais nado foram privados de alimento, entdo a busca pelo chocolate no momento da
sessdo ocorreu voluntariamente e em um ambiente (fisico e social) familiar, minimizando as
condicbes de estresse (MONCLARO e cols., 2014). Comer pode reduzir a sensacédo de
fome, mas comer um alimento altamente palatavel no estado saciado € um comportamento
motivado e aprendido, e ndo uma necessidade homeostatica (GREENO e cols., 2000).
Porém, é necessario considerar que o regime de restricdo alimentar parcial (de 2 horas no
presente estudo) pode levar a um aumento no valor motivacional de um determinado
alimento (CARR, 2002).

No presente estudo, o consumo repetido de chocolate em um ambiente especifico
induziu uma resposta de preferéncia condicionada para este local. Essa resposta
comportamental foi demonstrada nos animais do grupo CHOCO que aumentaram o tempo
de permanéncia dentro/em contato com o compartimento condicionado nas sessbes testes
(T24h e T15d), quando comparado com a sessdo pré-CPP. Além disso, a laténcia até a
primeira entrada no compartimento pareado com o chocolate, em ambas as sessdes testes,
diminuiu quando comparada aos niveis basais, embora nao tenha atingido valores
significativos. A laténcia tem sido considerada como uma medida da resposta imediata do
invididuo a esse tipo de protocolo experimental (VALENTINUZZI e cols., 2008; MONCLARO
e cols., 2014). Por fim, os animais do grupo CHOCO exibiram uma maior frequéncia de
entrada/contato com o compartimento condicionado do que o grupo CTRL. Porém, esta
diferenca foi observada em todas as sessfes, 0 que demonstra que a diferenca basal no
parametro de frequéncia ja era inerente aos animais que foram aleaotoriamente designados
ao grupo CHOCO, independentemente da fase de condicionamento.

Embora o chocolate j& tenha sido descrito como um alimento com potencial
reforcador em roedores (SCHROEDER e cols., 2001; VENTURA e cols., 2007, 2008; LA
MELA e cols., 2010; LATAGLIATA e cols., 2010; DICKSON e cols., 2012; ORSINI e cols.,

2013), este € o primeiro estudo a demonstrar esse efeito em um primata ndo-humano.
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Embora outros itens alimentares ja tenham sido utilizados como reforco no paradigma de
CPP com micos (VALENTINUZZI e cols., 2008; MONCLARO e cols, 2014). Nesse contexto,
as propriedades orosensoriais do chocolate (gosto, aroma, textura; revisado em BRUINSMA
e TAREN, 1999), o conteudo de acUcar, gordura e 0S varios agentes psicoativos
(BRUINSMA e TAREN, 1999 e PARKER e cols., 2006) parece contribuir diretamente ou via
aprendizado pés-ingestivo para suas propriedades hedoénicas.

Dentre os componentes do chocolate, a feniletilamina (0,4 a 6,6 pg/g) é uma
substancia neuromoduladora capaz de potencializar a neurotransmissdo dopaminérgica e
noradrenérgica (PATERSON e cols., 1990; MICHENER e ROZIN, 1994; SABELI e JAVAID,
1995). O sistema dopaminérgico tem um papel chave nos processos motivacionais
(KALIVAS E NAKAMURA, 1999) e a dopamina aumenta a probabilidade de ocorrer uma
resposta de comportamento de busca por um estimulo reforcador (KELLEY e BERRIDGE,
2002). O aumento na transmissdo dopaminérgica, por sua vez, é considerado um evento
essencial para o desenvolvimento da dependéncia (KENNA e cols., 2007). Na verdade,
varias outras substancias com propriedades psicoativas também estdo presentes no
chocolate como, por exemplo, a cafeina, a treobomina e tiraminas (PARKER e cols., 2006).
Assim, o chocolate pode interagir com diversos sistemas neurotransmissores (incluindo
dopamina, serotonina e endorfinas), que por sua vez contribuem para o apetite e a ativagédo
do sistema neural de recompensa.

Apés 15 dias da ultima sessdo de condicionamento, periodo em que nenhuma
manipulacdo experimental foi realizada, a resposta de CPP ao chocolate se manteve. O
tempo gasto dentro/fem contato com o compartimento pareado ao chocolate foi
significativamente maior, comparado a sessdo pré-CPP e sendo equivalente ao perfil
observado apos 24h. A expressdo de uma resposta de CPP é, portanto, dependente de um
processo de memoéria e de aprendizado (HUSTON e cols., 2013).

De acordo com KRUIDHOF e cols (2012), a formagdo de uma memoria € um
processo plastico que, ao invés de refletir apenas a capacidade de um animal aprender uma
tarefa, é dependente do valor da recompensa. Assim, a consolidagdo de uma memdéria de
longo prazo é energeticamente mais custosa do que uma memoria de curta duragdo, nao
sendo vantajosa para recompensas com baixo valor motivacional (MERY e KAWECKI,
2005). Portanto, recompensas com alto valor podem levar a formagédo de memdrias de longa
duracdo. Sob esse ponto de vista vale ressaltar que neste estudo os animais exibiram uma
resposta de CPP 24 h depois da ultima sessao de condicionamento (T24h) e essa resposta
perdurou 15 dias apés o condicionamento (T15d), exibindo um efeito mneménico duradouro,
mesmo seguido de inimeras sessdes de extingdo. Tal efeito é similar ao observado com
drogas de abuso, em que ao longo do tempo, as pistas ambientais e o contexto sdo capazes

de estimular memorias relacionadas a droga, induzindo o individuo a fissura e recaida
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(SHAHAM e cols., 2003; VOLKOW e cols., 2006). Em roedores, por exemplo, ja foi
demonstrada uma resposta de CPP duradoura para anfetamina (uma semana -
SCHROEDER e PACKARD, 2003), morfina (até 12 semanas - MULLER e cols., 2002) e
para cocaina (4 a 6 semanas - MUELLER e STEWART 2000; ZHANG e cols., 2002). Os
processos neurais envolvidos nesse tipo de resposta sdo pouco explorados e ndo ha
nenhum estudo que demonstre esse efeito utilizando o teste de CPP para alimento como

estimulo reforcador.
7.1.9 Conclusodes preliminares

(1) Micos que receberam chocolate durante o condicionamento aumentaram
significativamente o tempo de permanéncia no compartimento pareado a esse alimento nos

dias de teste (24h e 15 dias), comparado a sesséao pré-CPP;

(2) A frequéncia de entrada/contanto com o compartimento condicionado foi maior
no grupo CHOCO, comparado ao grupo CTRL, no entanto em ambos 0s grupos se manteve

constante em todas as fases do estudo;

(3) O forrageio individual e a quantidade de chocolate consumida pelo par ndo diferiu
entre a sesséo C1 e C6;

(4) Este foi o primeio estudo a evidenciar que o chocolate € um alimento altamente
palatavel com potencial de causar dependéncia e a induzir um efeito duradouro na memoéria

associativa em micos, semelhante ao que ocorre com drogas de abuso.
7.2 Estudo 2B

Ap6s verificar que micos exibem uma resposta de preferéncia por lugar condicionada
ao chocolate, um alimento altamente palatavel e cal6rico (Estudo 2A), buscou-se avaliar se
essa resposta de CPP é especifica para esse tipo de alimento ou para qualquer tipo de item

(por exemplo: racdo com baixo valor calérico e menos palatabilidade).

7.2.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 6 individuos adultos (3 machos e 3 fémeas). Os animais tiveram
acesso livre & 4gua e dieta padrao (fruta + ragédo), porém o alimento foi retirado 2 h antes
dos procedimentos experimentais para padronizar a laténcia de Ultima ingestéo, conforme ja
citado no estudo 2A (secdo 7.1.1). Todas as etapas experimentais foram realizadas entre
13:30 e 17:00 h.
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7.2.2 Aparato experimental: caixa de preferéncia-condicionada-por-lugar

Foi utilizada uma caixa de CPP adaptada de um estudo de dependéncia realizado
anteriormente em micos-estrela (BARROS e cols., 2013). No presente estudo, essa caixa
consistiu em uma arena retangular (120 cm x 60 cm x 35 cm), suspensa a 1 m do chéo, que
foi dividida em dois compartimentos de tamanhos iguais (60 cm x 60 cm x 35 cm). A caixa
de CPP tinha trés paredes e um piso feito de chapa de metal, enquanto que a quarta parede
e o teto foram confeccionados de vidro transparente. Os dois compartimentos estavam
separados por uma parede de aluminio retratil (60 cm x 35 cm) (Figura 11).

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. Além disso, cada compartimento tinha diferentes estimulos visuais e tateis:
um deles tinha o piso e paredes de textura ondulada com um padrdo de listras diagonais
pretas e brancas (exceto a parede de vidro) e o outro tinha piso e paredes lisas e de
coloracéo toda branca.

Em cada um dos compartimentos foi acoplado um prato de ago inoxidavel (9 cm de
didmetro) para disponibilizacdo do alimento. Cada prato foi posicionado préximo a parede de
vidro, no canto oposto do seu ponto de entrada. Para cada sujeito foi designado dois pratos
especificos, uma para cada tipo de alimento fornecido.

Além disso, uma unica antecamara quadrada (hall de entrada — 15 cm x 10 cm x 35
cm) foi acoplada a caixa de CPP, em frente a ambas as portas de entrada/saida dos
compartimentos. O acesso ao hall de entrada se dava por uma porta do tipo-guilhotina
localizada em sua porgdo posterior, em que se acoplava uma caixa-transporte (35 cm x 20
cm x 23 cm). Essa caixa-transporte foi feita de aluminio, tendo uma porta tipo-guilhotina que
se acopla diretamente na porta de acesso de entrada/saida do aparato. Esta caixa
possibilitava o transporte dos individuos dos seus viveiros moradia até a sala de
experimento.

A observacado e o registro das sessdes foram realizados via um circuito interno de
filmagem, composto por duas cameras digitais. Uma cémera foi instalada a
aproximadamente 1 m acima do aparato (vista superior) e a outra localizada a 1,5 m de
distancia da parede de vidro do aparato (vista frontal). Ambas foram conectadas diretamente
a um computador portatil (laptop) localizado em uma sala adjacente a de experimento. A
localizacdo dos animais dentro do aparato foi rastreada de forma automatizada (via a

camera de vista superior) usando o programa AnyMaze (Stoelting Co., EUA).
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Porta de acesso

Suporte Suporte
alimentar alimentar
Compartimento Compartimento
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Figura 11. Fotografia da caixa de CPP evidenciando a divisdo do aparato em dois compartimentos

distintos (listrado e branco), separados por uma parede de aluminio retratil (Foto: Aline Borges).

7.2.3 Alimentos teste

De acordo com o procedimento experimental (descrito abaixo), foram fornecidos
como recompensa alimentar:

- Alimento neutro com baixo valor calérico: Ragdo (Purina Cat Chow®, Nestlé,
Ribeirdo Preto, Brasil). Informagfes nutricionais: 3,87 kcal/g: 0,0 g carboidratos, 0,09 g
gordura, 0,31 g proteina e 0,04 g fibra. Esta consistiu na mesma ragéo utilizada diariamente
na dieta padrdo dos micos.

- Alimento altamente palatavel com alto valor calérico: Gotas de chocolate
(Chipshow, Harald®, S&o Paulo, Brasil). Informagfes nutricionais: 5,32 kcal/g: 0,64 ¢
carboidratos, 0,29 g gordura, 0,04 g proteina e 0,03 g fibra.

Ambos os tipos de alimentos apresentavam tamanhos equivalentes e a quantidade

fornecida em cada sesséo, para cada individuo, foi de 50g.
7.2.4 Procedimento experimental

O procedimento foi dividido em trés fases consecutivas conforme esquema

experimental (Figura 12). Para todas as fases, cada sesséo consistiu em capturar o sujeito
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em seu viveiro de moradia, com auxilio de um puca, e coloca-lo na caixa-transporte. O
animal foi entdo levado a sala de experimento e liberado no hall de entrada da caixa CPP,
iniciando assim uma sesséo de 15 min. Transcorrido esse intervalo, o animal foi levado de
volta ao seu viveiro de moradia, via caixa-transporte, e o aparato limpo com &lcool 70%
antes de iniciar uma nova sessao com outro individuo. A ordem com que 0s sujeitos foram
testados variou aleatoriamente a cada dia. Todos os animais foram testados apenas uma

vez por dia e as sessoes realizadas em intervalos de 24 h.
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7.2.4.1 Habituacao ao aparato

Esta fase teve como objetivo habituar os individuos a caixa de CPP, bem como
avaliar qualquer preferéncia natural a um dos compartimentos do aparato. Para tanto, cada
individuo foi submetido a uma sessao diaria de 15 min de habituagdo a caixa de CPP,
durante trés dias consecutivos (H1, H2, H3). Durante cada sessdo, 0 animal ndo teve
acesso ao hall de entrada, ja que a porta foi imediatamente fechada a partir do momento
que o animal entrava em um dos compartimentos. No entanto, a porta retratil que une os
dois compartimentos laterais foi mantida semiaberta (abertura de 20 cm), possibilitando que
0 animal tivesse acesso livre aos dois lados do aparato (Figura 13). Nenhum alimento foi

fornecido nessa fase.

Figura 13. Vista superior da caixa de CPP evidenciado o acesso de um sujeito aos dois

compartimentos laterais, possibilitado pela abertura da porta-retratil.

7.2.4.2 Condicionamento ao alimento

O objetivo desta fase foi induzir uma resposta de preferéncia condicionada-por-lugar
associada a presenca de um alimento altamente palatavel e cal6rico (chocolate) e/ou um
alimento com baixo valor calorico e menos palatavel (racdo). Esta fase teve inicio 24 h ap0s
a Ultima sessao de habituagéo.

Os sujeitos foram aleatoriamente submetidos a uma sessdo diaria de
condicionamento por 15 min na caixa de CPP, durante 14 dias consecutivos. Cada mico, em
dias alternados, teve acesso apenas ao compartimento branco ou listrado. Nos dias impares
(dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13) 50 g de chocolate foi fornecido em um dos compartimentos
(compartimento pareado ao chocolate — CC), enquanto que nos dias pares (dias 2, 4, 6, 8,

10, 12 e 14) 50 g de racéo foi fornecida no compartimento oposto (compartimento pareado a
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ragdo — CR). Um dos compartimentos foi aleatoriamente e a priori designado como sendo o
CC, enquanto o outro foi considerado como sendo o CR. Metade dos animais foi
condicionada ao chocolate no compartimento branco e racdo no listrado e a outra metade
condicionada ao chocolate/racdo no compartimento oposto. Essa designacdo permaneceu a
mesma durante todo o experimento. Portanto, o chocolate e a racdo foram fornecidos em
dias alternados, de acordo com o esquema de acesso a cada um dos compartimentos da
caixa de CPP descrito acima. Em todas as 14 sessdes, a porta retratil que conecta ambos
os compartimentos foi mantida fechada, possibilitando o acesso a apenas um dos lados do

aparato.
7.2.4.3 Teste

Esta fase teve como objetivo determinar a expressdo de um comportamento de
preferéncia pelo compartimento condicionado a presenca do chocolate e/ou ragdo. Para
tanto, cada individuo foi submetido a uma Unica sesséao teste, realizada 24 h apés a ultima
sessdo de condicionamento. Nessa sessao, de 15 min, cada sujeito teve livre acesso aos
dois lados do aparato, similar ao procedimento ja descrito na fase de habituacdo (sesséo
7.2.4.1). Vale ressaltar que nesta fase nenhum reforgo alimentar foi fornecido.

7.2.5 Analise do Comportamento

Para cada sesséo experimental, o software Anymaze (Stoelting Co., EUA) registrou
automaticamente, via o0 sistema de cameras, a velocidade e a distancia total percorrida
pelos micos na caixa de CPP (indice de atividade locomotora), bem como o tempo de
permanéncia em cada um dos compartimentos. Um observador previamente treinado
(confiabilidade intra-observador 95%) fez o registro manual das seguintes categorias
comportamentais: (1) Vigilancia: duracdo e frequéncia de varredura continua ou outros
movimentos visiveis de cabe¢a enquanto o animal permaneceu parado; (2) Exploracéo:
frequéncia de cheirar/lamber qualquer parte do aparato e/ou head cock (mover a cabeca do
lado para o outro); e (3) Forrageio: frequéncia e duracéo de busca, manipulacdo e ingestao
do alimento (chocolate ou racdo). Conforme citado no Estudo 2A, os comportamentos
mensurados foram baseados em etogramas de calitriquideos (STEVENSON E RYLANDS,
1988) e estudos prévios nessa espécie (BARROS e cols., 2004; CAGNI e cols., 2012). Os
niveis de locomocdo, vigilancia e exploragdo foram usados como indicadores
comportamentais de ansiedade (BARROS e cols., 2004).

A quantidade de chocolate e ragdo consumida em kcal em cada sessdo de
condicionamento foi calculada, baseada na quantidade ingerida em gramas. Como a

gquantidade consumida de chocolate/racdo e o0 comportamento de forrageio foram
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constantes ao longo da fase de condicionamento, foi calculado para cada alimento o

consumo e o forrageio médio nestas sete sessdes.
7.2.6 Coleta de Sangue e Andalise Hormonal

Foram coletadas trés amostras de 1,0 mL de sangue: (1) antes do procedimento
comportamental (linha de base; LB); (2) imediatamente apds a sessdo teste (pds-teste,
PT0); e (3) sete dias apds a sessdo teste (PT7). Todas as amostras foram obtidas na
presenca do veterinario do CP-UnB, entre as 13:00 e 17:00 h. A amostra PTO foi coletada
imediatamente apés a sesséo teste de cada sujeito e as amostras LB e PT7 foram coletadas
no mesmo horario do dia em que as sessfes comportamentais foram realizadas. Na
primeira e ultima coleta (LB e PT7), os animais foram capturados diretamente no seu viveiro
de moradia com o auxilio de um puca e levados para uma sala de procedimentos. Na
sessdo PTO, os animais foram capturados no seu viveiro de moradia e via caixa de
transporte foram conduzidos até a caixa de CPP para realizacdo da sessdo experimental.
Ap6s 15 min de observacdo comportamental, os micos foram levados até a sala de
procedimentos para a coleta de sangue. Para a coleta e analise hormonal, os animais (e as
amostras consequentemente obtidas) foram submetidos aos mesmos procedimentos
descritos anteriormente (vide sessao 6.4). Em média, o tempo requerido para obtencao das
amostras foi de 3,5+0,4 min, um intervalo dentro da faixa previamente descrita por ndo
influenciar o resultado da dosagem (SALTZMAN e cols., 1994).

7.2.7 Analise estatistica

Para cada parametro analisado, os resultados foram expressos como a média dos
valores e o0 erro padrao da média (+epm). O teste t para amostras pareadas foi utilizado para
as seguintes andlises: (1) diferenca no padrdo de exploragéo, atividade locomotora e
vigilancia entre a primeira (H1) e a ultima (H3) sesséo de habituacao; (2) comparacao entre
o tempo de permanéncia em cada compartimento antes do condicionamento (sessdo H3);
(3) diferenca na quantidade de alimento consumido e no comportamento de forrageio entre
a primeira e a ultima sessé@o de condicionamento para cada um dos itens alimentares; (4)
comparacgédo entre os dois tipos de alimentos testados em termos de consumo médio e taxa
de forrageio por sesséo; (5) diferengcas em comportamentos indicativos de ansiedade
observados antes (sessé@o H3) e apds o condicionamento ao alimento (sesséo teste); e (6)
peso corporal mensurado antes e apdés o procedimento experimental. O tempo de
permanéncia dos micos em cada compartimento, antes e apoés o teste de CPP, foi analisado
usando uma ANOVA de duas vias para medidas repetidas, utilizando como fatores

“compartimento” (CC e CR) e “fase experimental” (pré e pés CPP).
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Para a andlise de cortisol plasmético, uma ANOVA de uma via para medidas
repetidas (one-way repeated measures ANOVA) foi usada para determinar possiveis
diferengas significativas entre as amostras (LB x PTO x PT7). Quando resultados
significativos foram obtidos, as andlises foram seguidas pelo teste post hoc de Tukey.

Ademais, via calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson, o tempo de
permanéncia no compartimento pareado ao chocolate (CC) durante a sessao teste foi
correlacionado com: (1) a quantidade média de chocolate consumida por sessdo, neste
compartimento; (2) o tempo médio de forrageio por sessdo nesse mesmo compartimento;
(3) os niveis de locomocéo e vigilancia pré-CPP (H3) e cortisol (amostra LB); e (4) os niveis
de vigilancia, exploracgédo e atividade locomotora pos-CPP (sesséo teste) e cortisol (amostras
PTO e PT7). Usando o mesmo teste, a concentragdo de cortisol vista em cada amostra foi
correlacionada com o tempo requerido para a coleta de sangue. O nivel de significancia

adotado em todos os testes foi de p<0,05.
7.2.8 Resultados

Quando os micos foram inicialmente expostos a ambos 0s compartimentos da caixa
de CPP, na auséncia de qualquer alimento, as mudancas nas respostas comportamentais
nado foram significativas quando comparada a primeira e a Ultima sessao de habituagcédo (H1
x H3; distancia percorrida: ts= -0,74, p=0,50; velocidade média: ts= —1,28, p=0,26; vigilancia:
ts= -0,12, p=0,91; exploracdo: ts= —1,23; p=0,28; Tabela 4). Os sujeitos também nao
demonstraram uma preferéncia inicial por nenhum dos compartimentos do aparato
experimental visto que na ultima sessdo de habituacéo, diferencas significativas entre o

tempo de permanéncia no compartimento CC e CR nédo foram observadas (Figura 14).

Tabela 4. Perfil comportamental de micos observado (médiatEPM) na caixa de CPP na primeira (H1)

e na ultima sessao de habituagdo (H3) e no dia da sessao teste realizada ap6s o condicionamento ao

alimento.
Comportamento Sesséo Experimental
H1 H3 Teste
Distancia percorrida (em metros) 32+5 41+10 34+6
Velocidade média (m/s) 0,03+0,01 0,05+0,01 0,04+0,01
Duracéao de vigilancia (s) 441+51 450+56 501+38
Frequéncia de exploracao 2242 3317 50+6°

# p<0.05 Teste vs. H3 para exploracédo
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Durante as sessOes de condicionamento, a quantidade de alimento consumido (em
kcal) e os niveis de forrageio ndo diferiram significativamente entre a primeira e a ultima
sessdo (Racdo — consumo: ts=1,91, p=0,11; frequéncia de forrageio: ts=0,70, p=0,51,;
duracdo de forrageio: ts=—0,25, p=0,81; Chocolate — consumo: ts=1,14, p=0,31; frequéncia
de forrageio: ts== -0,86, p=0,43; duracdo de forrageio: ts== —-0,11, p=0,91; Tabela 5).
Entretanto, a quantidade média de chocolate ingerida em kcal por sessao foi
significativamente maior do que a quantidade de racdo (ts=2,53, p<0,04; racdo: 0,8+0,4,
chocolate: 1,2+0,4, médiate.p.m. em gramas/sessédo; Figura 15), mesmo que o padrdo de
forrageio para ambos os grupos tenha sido equivalente (frequéncia: ts=1,30, p=0,25;
duragéo: ts=1,00, p=0,36; Figura 15).

Tabela 5. Consumo de alimento e perfil de forrageio (médiatEPM) de cada item testado na primeira e

Ultima sessao de condicionamento.

Sessao de Condicionamento

Parametro
1 7

Racéao
Consumo em kcal (em gramas) 2,7+1,2 (0,740,3) 1,6+0,7 (0,4%0,2)
Frequéncia de forrageio 1443 15+4
Duracéao de forrageio (s) 88+15 98+33
Chocolate
Consumo em kcal (em gramas) 10,3+5,0 (1,9+0,9) 6,3+3,1 (1,2+06)
Frequéncia de forrageio 13+219 1745
Duracéao de forrageio (s) 138+38 143+35

Na sessédo teste, novamente sem a presenca do item alimentar, o tempo de
permanéncia no compartimento CC aumentou significativamente comparado a dultima
sessdo de habituacdo, enquanto que no compartimento CR houve uma diminicdo (fase
experimental: F;5=10,96, p<0,05; tipo de alimento: F;5=1,30, p=0,31; interacdo fase x
alimento: F;5=3,41, p=0,12; Figura 14). O tempo de permanéncia no compartimento CC
durante a sessdo teste teve uma correlacdo positiva com a média do tempo de forrageio
durante as sessdes de condicionamento (r=0,86, p<0,05; Figura 14). Nenhum efeito foi
observado quando o mesmo parametro foi correlacionado com a média da quantidade de
alimento consumida por teste no compartimento CC durante o condicionamento (r=0,74,
p=0,10).
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Considerando os comportamentos indicativos de ansiedade registrados antes e apos
o condicionamento, um efeito significativo foi visto apenas para atividade exploratéria. Esta
resposta aumentou significativamente ap6s o condicionamento comparado aos niveis
observados na habituacdo (H3 x sesséo teste; exploracdo: ts= —-5,36, p<0,05; distancia:
ts=0,63, p=0,56; velocidade: ts=0,56, p=0,60; vigilancia: ts= —1,40, p=0,22; Tabela 4). O nivel
de vigilancia pos-CPP teve uma correlacdo positiva com o tempo de permanéncia no
compartimento CC no dia do teste, enquanto que nenhuma correlacdo foi vista para os
demais comportamentos indicativos de ansiedade (vigilancia: r=0,81, p=0,05; distancia:
r=-0,40, p=0,32; velocidade: r= -0,42, p=0,40; exploracdo: r=-0,77, p=0,07; Figura 14). Por
fim, o tempo de permanéncia no compartimento CC néo foi correlacionado aos niveis iniciais
(H3) de nenhum dos comportamentos indicativos de ansiedade mensurados na linha de

base (distancia: r=—0,13, p=0,80; vigilancia: r=0,69, p=0,13; exploragéo: r=-0,64, p=0,18).
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Figura 14. Superior: Tempo de permanéncia pelos micos (médiatepm) nos compartimentos pareados

ao chocolate (CC) e racdo (CR) da caixa de CPP antes (pré-CPP; sessédo 3 da habituacdo) e apés



61

(p0s-CPP; sessdo teste) eles consumirem os respectivos itens alimentares no compartimento
condicionado. Meio: Relacao entre o tempo de permanéncia no compartimento CC durante a sesséo
teste (em segundos) e tempo de forrageio durante as sessdes de condicionamento (em
segundos/sessao). Inferior: Relacdo entre o tempo de permanéncia no compartimento CC durante a
sessdo teste (em segundos) e o tempo de vigilancia na caixa de CPP durante a sessédo teste (em
segundos). n=6; *p<0,05 vs niveis pré-CPP.

10 4

Consumo
(kcal/sessao)
(4]

I

20 4
o5 T
23
gg 10
oY
w e
0..
180 ~
23
S0 S
o ¥ 90 4
Co
o(h
wé
0-

chocolate racao

Figura 15. Quantidade média (zepm) de alimento consumido (em kcal/sessao; superior), assim como
a frequéncia (meio) e a duragdo (em segundos; inferior) média de forrageio por sessédo, durante a
fase de condicionamento. Para cada parametro foi calculado o valor médio dos dados observados
nas sete sessbes de 15-min cada. Em dias alternados, o chocolate foi fornecido no compartimento

CC e aracdo no compartimento oposto CR. n=6; *p<0,05 chocolate vs racéo.

A concentracdo de cortisol permaneceu constante durante todo o experimento
(F»5=1,36, p=0,30; Figura 16) e a concentracdo média basal foi similar ao ja descrito para
micos (LB: 144,00 + 24ug/dL; PRYCE e cols., 2002; LIMA e cols., 2008). Nenhuma
correlacéo foi observada com relacdo ao tempo requerido para obtencdo das amostras de
sangue (LB - r=0,22, p=0,67; PTO - r=-0,70, p=0,12; PT7 - r=—-0,75, p=0,10). Em média, as
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amostras de sangue foram obtidas em 3,5+0,4min. Além disso, a concentracdo de cortisol
nas amostras PTO e PT7 nao se correlacionaram ao tempo de permanancia no
compartimento CC durante a sessdo teste (PTO), e o tempo de permanancia no
compartimento CC néo teve relacdo com a concentragdo de cortisol na linha de base
(r=—0,28, p=0,60). Em termos de peso corporal, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os valores observados antes e ap0s 0 procedimento experimental

(ts=0,87, p=0,42; peso inicial: 331+14, peso final: 322+11, médiate.p.m. em gramas).

200 A

Cortisol (ug/dL)
2

LB PTO0O PT7

Figura 16. Concentracdo de cortisol plasmatico (médiatepm) observada nos micos antes dos
procedimentos experimentais (LB), imediatamente apés a sessao teste (PTO) e sete dias depois da
sessdao teste (PT7); n=6.

7.2.9 Discussao

No presente estudo, ndo foram observadas diferengcas significativas no perfil
comportamental dos micos na fase pré-CPP, quando nenhum item alimentar foi fornecido.
Embora mudangas comportamentais na atividade locomotora, comportamento exploratorio e
vigilancia fossem esperadas como indicativos de habituacdo (PRUT e BELZUNG, 2003,
BARROS e cols., 2004; KLIETHERMES, 2005), esses comportamentos se mantiveram
constantes entre a primeira e Ultima sessao de habituacdo. No entanto, um resultado similar
foi observado nos estudos de BARROS e cols. (2004, 2007) para essa mesma espécie. Vale
ressaltar que todos os sujeitos empregados no presente estudo eram animais ja habituados
a manipulacdes experimentais e que ja haviam participado anteriormente de outros estudos
no CP-UnB. Os micos também ndo exibiram uma preferéncia inicial significativa para
nenhum dos compartimentos do aparato experimental. Diferencas significativas entre o
tempo de permanéncia no compartimento CR e CC ndo foram observadas na uUltima sesséo
de habituacao, o que favorece avaliar o efeito do tratamento sem interferéncias basais.

Durante as sessbes de condicionamento, a quantidade de alimento consumida e o

perfil de forrageio (frequéncia e duracdo) néo diferiram ao longo das sessdes experimentais,
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indicando que os animais mantiveram o mesmo padrdo motivacional para ambos os itens
alimentares durante todo o experimento e utilizaram estratégias similares de forrageio
independentemente do alimento fornecido. Vale ressaltar que os animais ndo foram privados
da alimentacdo regular, exceto 2 h antes do inicio das sessfes experimentais para tentar
padronizar a laténcia de Ultima ingestdo. A quantidade média de chocolate consumida (em
kcal) por sessdo foi significativamente maior do que a de racdo, mesmo que 0s animais
tenham exibido um perfil de forrageio similar para os dois alimentos. Portanto, a procura, a
manipulacdo e/ou o sabor do alimento, ao invés do niamero de calorias per se, pode ser um
aspecto chave desse tipo de reforco alimentar no teste de CPP por alimento em primatas
nao-humanos, correspondendo ao que é observado em roedores (FIGLEWICZ e cols.,
2001).

Apds o consumo repetido de um alimento altamente palatavel, calérico e rico em
acucar e gordura (chocolate), realizado de forma alternada com um alimento de menor valor
calérico e palatabilidade, os micos desenvolveram uma resposta de preferéncia
condicionada por lugar onde o primeiro item foi disponibilizado. Durante a sesséo teste, o
tempo de permanéncia no compartimento CC aumentou significativamente comparado aos
niveis pré-CPP observados durante a ultima sessdo de habituacdo, enquanto que esse
mesmo parametro no compartimento CR diminuiu. O tempo de permanéncia no
compartimento CC durante a sessao teste apresentou uma correlagdo positiva com o tempo
de forrageio por sessao e ndo com a quantidade de alimento consumida, indicando que os
animais que passaram mais tempo forrageando durante o condicionamento ficaram mais
tempo no compartimento pareado ao chocolate no dia do teste. Ademais, a quantidade
média de chocolate consumida foi significativamente maior do que a quantidade de racao.
Portanto, baseado nesses resultados, o chocolate parece induzir uma resposta de CPP em
micos no presente estudo, similar ao que ja foi observado em roedores utilizando o0 mesmo
paradigma (SCHROEDER e cols., 2001; VENTURA e cols., 2007, 2008; LA MELA e cols.,
2010; LATAGLIATA e cols., 2010; DICKSON e cols., 2012; ORSINI e cols., 2013).

Em humanos, o chocolate € um dos alimentos mais desejados (craving-inducing
foods), particularmente entre as mulheres (OSMAN e SOBAL, 2006). Suas propriedades
orosensoriais positivas (i.e. sabor, aroma e textura, revisado em PARKER e cols., 2006),
seu alto contetdo de agucar e gordura e/ou seus constituintes psicoativos (BRUINSMA e
TAREN, 1999; SMITH e cols., 2004; PARKER e cols., 2006; NASSER e cols., 2011) ativa os
circuitos neurais relacinados ao processo de ingestdo e a recompensa, sendo que ambos
contribuem para as propriedades hedbénicas classicamente atribuida a esse tipo de alimento
(BRUINSMA e TAREN, 1999).

Ao contrario do que foi visto para o chocolate, uma resposta de CPP n&o foi

observada para racdo, um alimento mais neutro com menor valor calérico. Os individuos
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buscam alimentos densamente caldricos para maximizar o estoque de energia para preparar
0 organismo para periodos de fome (GEARHARDT e cols., 2009). Entdo, o consumo desse
tipo de alimento pode nado estar associado apenas as propriedades reforcadoras ou a uma
predisposicado individual, mas a uma caracteristica ancestral inata (PAIl e cols., 2014).

Nem todos os alimentos estdo implicados no desenvolvimento de um quadro de
dependéncia (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). Alimentos ricos em acUcar, gordura, sal e
agueles densamente caldricos tendem a ter um maior potencial para causar dependéncia do
gue alimentos tradicionais, visto que frequentemente sdo uma combinacdo de ingredientes
sintéticos (AVENA e GOLD, 2011a, 2011b), costumam ser desenvolvidos artificialmente e
possuem menos fibras e proteinas que os alimentos naturais, o que pode aumentar 0 seu
valor heddnico (GEARHARDT e cols., 2011; MONTEIRO e cols., 2011, PAI e cols., 2014).
Por outro lado, os alimentos com alto valor nutricional possuem uma concentracdo de
carboidratos, gorduras e sodio balanceada com outros nutrientes essenciais para saude.
Animais que consomem uma dieta altamente calorica (high fat) comem mais do que o
necessario para satisfazer suas necessidades energéticas (MORALES e cols., 2012) e a
dieta atua como reforgo positivo (MORGAN e SIZEMORE, 2011). Por outro lado, alimentos
neutros, com baixo valor calorico e que fazem parte da dieta habitual, podem suprir apenas
as necessidades metabdlicas do organismo sem um forte componente heddnico. De acordo
com PELCHAT e SCHAEFER (2000), o consumo de determinados tipos de alimentos
compensa o craving (desejo intenso), enquanto outros alivia a sensacao subjetiva de fome.

Ratos submetidos & uma escolha entre sacarose ou racdo exibem episédios de binge
(episddios compulsivos) pela sacarose ao invés da racao (AVENA e cols., 2008). Porém, o
inverso ja foi observado, sendo que ratos consumiram em maior quantidade um alimento
com baixa densidade calérica comparado a um alimento com alto valor cal6rico (BERNER e
cols., 2008; BOCARSLY e cols., 2011). ORSINI e cols. (2014) demonstraram ainda que
ratos aumentam o consumo de ragdo comparado ao consumo de alimentos altamente
palataveis, porém neste estudo especificamente os animais estavam sob um protocolo de
administracdo de anfetamina, o que pode ter influenciado tal escolha.

Estudos com humanos demonstraram ainda que participantes geralmente relatam
gostar mais de alimentos doces, ricos em gordura, em relagdo aos alimentos menos
gordurosos (FINLAYSON e cols., 2007). Associado a isso, técnicas de imagens tem
demonstrado maior ativacdo de &reas neurais, tais como cortex pré-frontal medial e
dorsolateral, produzida por exposicdo a alimentos altamente caléricos comparado aos
estimulos com baixo valor calérico (KILLGORE e cols., 2003). Ademais, alimentos altamente
palataveis podem produzir mudancas na sinalizacdo dopaminérgica no cérebro (BELLO e
HAJNAL, 2010).
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Por outro lado, sob condigBes experimentais especificas — como estresse, acesso
restrito e restricao calérica — alimentos menos palataveis e com baixo valor cal6rico podem
induzir comportamentos indicativos de um estado de dependéncia (ex., ZOMBECK e cols.,
2008). CORWIN e GRIGSON (2009) sugeriram que alimentos altamente palataveis nao
apresentam essencialmente um potencial de dependéncia, mas ao longo de varias semanas
sob um protocolo de alimentacéo restrito, eles podem gerar comportamentos associados a
um quadro de dependéncia. Regimes de alimentacao restritos e alimentos ricos em acucar e
gordura podem induzir um comportamento alimentar do tipo compulsivo em roedores
(AVENA e cols., 2008; CORWIN e cols., 2011) e primatas (FOLTIN, 2006), similar ao
padréo de ingestdo escalonada observado com drogas de abuso. Embora tenham sido
submetidos a um acesso restrito (15 min; dias alternados) por varios dias, os micos do
presente estudo mantiveram um consumo constante para os dois tipos de alimentos ao
longo das sessdes e, portanto, ndo exibiram um comportamento alimentar do tipo
compulsivo. O numero de exposi¢cbes (dias x semanas), o tempo de acesso (15 min x 30
min) e/ou o programa de alimentacdo (dias alternados x 2-3vezes/semana) podem ter sido
fatores metodoldgicos que contribuiram para os resultados observados no presente estudo.

O estresse é outro fator importante que pode regular a ingestdo de alimentos e/ou
contribuir para a expressdo de comportamentos relacionados a dependéncia (ADAM e
EPEL, 2007). Abster-se de consumir alimentos ricos em acucar e gordura, intencionalmente
ou involuntariamente, leva a um estado de humor negativo em humanos (ex., chocolate —
BRUINSMA e KAREN, 1999) e induz a liberacdo de cortisol pelo eixo HPA, que por sua vez
pode contribuir para o craving e a dependéncia (ADAM e EPEL, 2007; VOLKOW e cols.,
2013). Um aumento nos niveis de estresse tem sido associado a uma maior motivacao para
consumir alimentos altamente palataveis e caléricos (OLIVER e cols., 1999; EPEL e cols.,
2001). Apds a ingestao desse tipo de alimento, as respostas indicativas de estresse
parecem ser reduzidas. DALLMAN e cols. (2003) propuseram que a ingestdo de alimentos
densamente energéticos diminui os efeitos negativos associados ao estresse (‘comfort
eating”).

No presente estudo, as concentragcbes de cortisol permaneceram constantes ao
longo das sessfes experimentais. Entretanto, dentre os comportamentos analisados, a
atividade exploratéria aumentou significativamente apds o condicionamento ao alimento,
comparado aos niveis pré-CPP. Esse comportamento tem sido associado a niveis de
ansiedade em micos (BARROS e cols., 2004). Cabe ressaltar que, durante a sessao teste,
0S micos que exibiram uma maior resposta de CPP ao chocolate foram os mais vigilantes,
uma vez que o nivel de vigilancia pés-CPP apresentou uma correlacao positiva com o tempo

de permanéncia no compartimento CC no dia do teste. Porém, nenhuma outra correlacédo foi
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vista para os demais comportamentos indicativos de ansiedade e para as concentragdes de
cortisol.

A auséncia de um reforgo alimentar no dia da sesséo teste — particularmente o
chocolate — pode ter induzido uma resposta de ansiedade aguda nos micos. Embora
primatas ndo-humanos parecam aprender a prever a disponibilidade de recompensas
alimentares (MONCLARO e cols., 2014), semelhante a outros animais (ANTLE e SILVER,
2009) e humanos (OTT e cols., 2011), uma dissociacdo entre respostas comportamentais e
hormonais ao estresse/ansiedade (NORCROSS e NEWMAN, 1999) e a dependéncia
(CAGNI e cols., 2012) tem sido descrita.

Sabe-se que o consumo de alimentos ricos em acgucar e gordura induz per se
neuroadaptagdes no eixo HPA (COTTONE e cols., 2009; MARTIRE e cols., 2014) e que
este por sua vez exerce um controle regulatério sob diferentes comportamentos apetitivos,
tanto via manuteng&o do controle hedénico ou alterando a sensibilidade de diferentes tipos
de recompensa (HILDEBRANDT e GREIF, 2013).

Os resultados do presente estudo precisam ser interpretados com cautela, uma vez
gue o cortisol ndo foi medido durante a fase de condicionamento ao alimento, na tentativa
de minimizar o desconforto repetido da puncdo venosa nos sujeitos experimentais e evitar a
coleta de sangue em curtos intervalos de tempo. Por outro lado, a concentracdo de cortisol
ndo foi correlacionada ao procedimento de coleta de sangue, e as concentracdes obtidas

foram similares as observadas anteriormente em micos (PRYCE e cols., 2002).
7.2.10 Conclusdes preliminares

(1) Os micos ndo demonstraram uma preferéncia inicial por um dos compartimentos,

indicando o efeito per se dos diferentes alimentos testados;

(2) Apenas o chocolate induziu uma resposta de CPP nos micos, uma vez que o
tempo de permanéncia no compartimento CC aumentou significativamente, comparado com

0s niveis pré-CPP;

(3) A gquantidade de alimento consumida e o perfil de forrageio mantiveram-se
constantes ao longo do estudo, no entanto mais chocolate foi consumido por sessdo do que

racao;

(4) Os animais que passaram mais tempo forrageando durante o condicionamento

ficaram mais tempo no compartimento pareado ao chocolate no dia do teste;

(5) A atividade exploratéria aumentou significativamente apds o condicionamento ao

chocolate e os animais que permanceram mais tempo no comportamento pareado ao
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chocolate exibiram maiores niveis de vigilancia. Porém as concentracdes de cortisol se

mantiveram constantes.

(6) Portanto, o consumo repetido de um alimento altamente palatavel e rico em
acucar e gordura (chocolate) foi mais propenso a ser excessivamente consumido por micos,
a induzir uma resposta de preferéncia condicionada-por-lugar e a gerar comportamentos

indicativos de ansiedade na sua auséncia.

8.0 ESTUDO 3: TESTE DE CONFLITO CHOCOLATE vs PREDADOR

Esse terceiro estudo teve como objetivo estabelecer o comportamento alimentar dos
micos por um alimento altamente palatavel e com potencial de gerar dependéncia
(estabelecido no Estudo 2) diante da presenca concomitante de um estimulo naturalmente
aversivo (modelo de predador; Teste de Conflito), e o efeito que a exposicdo prévia a um
estresse psicossocial (estabelecido no Estudo 1) exerce nesse comportamento, podendo

assim se estabelecer um perfil alimentar do tipo compulsivo.
8.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 14 micos-estrela adultos (7 machos e 7 fémeas). Os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: grupo controle (CTRL; n=8) e grupo
isolado (ISI; n=8). Agua e alimento estavam disponiveis ad libitum, exceto quando indicado
no procedimento experimental descrito abaixo. Todas as etapas experimentais foram
realizadas entre 13:30 e 17:30 h.

8.2 Alimento teste

Foi fornecido como reforco alimentar 50 g de chocolate ao leite, cortados em

pequenos pedacgos com tamanhos similares (Lacta®).
8.3 Procedimento experimental

O procedimento foi dividido em trés fases, conforme esquema (Figura 17).

a) Habituacéo
b) Exposicéo ao chocolate

c) Teste de Conflito
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Antes do inicio de cada sessdo experimental, cada animal foi capturado em seu
viveiro de moradia, com auxilio de um puca, e colocado na caixa-transporte, sendo levado a
sala de experimento e liberado no hall de entrada da caixa CPP (descrito na segao 7.2.2),
iniciando assim uma sesséo de 10 min. Apds esse periodo, o sujeito foi levado de volta ao
seu viveiro de moradia, via caixa-transporte, e 0 aparato limpo com &alcool 70% antes de
iniciar uma nova sessdo. A ordem com que 0s sujeitos foram testados variou aleatoriamente
a cada dia. Todos os animais foram testados apenas uma vez por dia e as sessdes

realizadas em intervalos de 24 h.

dia8
T

CB
CB

hocolate + predador; 10-min

. exposicdoan c

C5
C5

dias 2-7

C3
C3

GRUPO 1: CTRL (n=0)

8)

C2
C2

Permanece no viveiro moradia apos as sessies
C4
C4
Permanece em isolamento social apos as sessdes

C1

C1
GRUPO 2: [SI (n

dia 1
H

I:I Exposi¢do ao Chocolate: caixa de CPP;acesso aos dois lados, chocolate oferecido; 10-min; 24-h intervalo

I:l Habituag¢ao: caixa de CPP; acesso aos dois lados do aparato; sem estimulo; 10-min
- Teste de Conflito: caixa de CPP; acesso aos dois lados
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Figura 17. Representacdo esquematica do procedimento experimental adotado no Estudo 3.

8.3.1 Habituacéao

Essa primeira fase teve por objetivo habituar os individuos ao aparato do CPP. Para
tanto, no dia 1, os animais do grupo CTRL e ISI foram levados até a caixa de CPP para uma
sessao de 10 min. Durante esse intervalo, os animais tiveram acesso livre aos dois lados do
aparato experimental, sem a presenca de nenhum estimulo. Transcorrido o tempo de
sessao, os individuos pertencentes ao grupo ISI foram separados dos seus respectivos
parceiros sociais. Para isso, metade do grupo foi alocada em um novo viveiro padrédo por
sete dias consecutivos (i.e., o restante do procedimento) e durante esse periodo néo tiveram
contato visual e téatil com o parceiro. Com a retirada do seu parceiro, a outra metade
permaneceu isolada no seu ambiente familiar. Os micos pertencentes ao grupo CTRL

permaneceram na sua condi¢ao social familiar em seus proprios viveiros de moradia.
8.3.2 Exposicéo ao chocolate

Essa fase teve como objetivo induzir o consumo de chocolate em um dos
compartimentos especificos da caixa de CPP. Para tanto, nos dias 2-7, todos 0s micos
foram submetidos a uma sessdo de 10min de exposicdo ao chocolate no aparato
experimental, independentemente do seu grupo experimental, totalizando seis sessées. Em
cada sessdo, 0s sujeitos tiveram acesso livre aos dois compartimentos da caixa de CPP
(porta central mantida aberta, vide secédo 7.2.2). No entanto, o chocolate foi fornecido no
suporte alimentar de apenas um dos compartimentos, enquanto o prato de inox no
compartimento oposto ficou vazio. Metade dos sujeitos (de ambos os grupos) receberam
chocolate no compartimento branco e o restante no compartimento listrado, sendo essa
designagédo mantida durante todo o experimento. Ao final da sessdo, o animal foi levado de

volta ao viveiro em que estava (ambiente familiar ou novo) via caixa-transporte.
8.3.3 Teste de Conflito

Nesta fase o objetivo foi verificar se a presenca de um estimulo naturalmente
aversivo (modelo de gato taxidermizado — espécie: Leopardus tigrinus) no compartimento
contendo um alimento altamente palatavel (chocolate) inibe ou ndo a busca e/ou consumo
de estimulo apetitivo. Para isso, no dia 8, os animais de ambos os grupos foram submetidos
a uma sessao de 10 min na caixa de CPP. O chocolate ao leite foi ofertado novamente no
mesmo compartimento em que foi previamente fornecido, seguindo-se 0 mesmo
procedimento descrito acima. No lado oposto, o prato de ago inox permaneceu vazio.

Concomitantemente, o estimulo aversivo foi colocado préximo ao suporte alimentar onde o
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chocolate foi disponibilizado. Vale ressaltar que o estimulo aversivo foi colocado do lado de
fora do aparato experimental, sendo separado do suporte alimentar apenas pelo vidro frontal
transparente da caixa de CPP (Figura 18). ApGs o término da sessdao teste, os animais do
grupo CTRL e ISI foram levados de volta ao seu viveiro de moradia e convivio com 0 seu

parceiro social (fim do isolamento para os animais do grupo ISI).

Estimulo aversivo

Estimulo apetitivo

Figura 18. Localizacdo do estimulo aversivo (modelo de gato) e do estimulo apetitivo (prato inox
contendo chocolate) no mesmo compartimento da caixa de CPP, separados apenas pelo vidro frontal

transparente do aparato.

8.4 Anélise do Comportamento

Os parametros comportamentais foram registrados via o programa de analises
comportamentais Any-Maze (Stoelting Co., EUA). As seguintes categorias comportamentais
foram registradas manualmente por um observador previamente treinado (confiabilidade
intra-observador 95%) durante as sessfes 1 e 6 de exposicdo ao chocolate e na sesséo
teste (T): 1) atividade locomotora: tempo, em segundos, se movimentando dentro do aparato
experimental; 2) vigilancia: dura¢éo de varredura continua ou outros movimentos visiveis de
cabega enquanto o animal permaneceu parado; 3) exploracdo: duracdo de cheirar, lamber
ou manipular qualquer parte do aparato; 4) forrageio: duracdo da busca, manipulacdo e/ou
ingestao/consumo do alimento; 5) comportamentos de medo: tsik-tsik - duracdo de emisséo
desse tipo de vocalizagdo de alarme e swaying - duracdo de movimentos laterais,
pendulares e repetitivos do corpo enquanto o animal permaneceu sentado; 6)
comportamentos de observacao: olhar direto - frequéncia de movimento rapido direcionado
ao estimulo aversivo (gato taxidermizado) e head-cock: frequéncia de movimentos

repetitivos da cabeca de um lado para o outro ao longo do eixo longitudinal do corpo,
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direcionado ao estimulo aversivo; e 7) proximidade ao estimulo apetitivo: tempo de
permanéncia dentro do quadrante onde o chocolate foi disponibilizado (quadrante CC1), na
caixa de CPP. O tempo de permanéncia em cada compartimento também foi mensurado
(compartimento chocolate — CC vs compartimento sem chocolate — SC).

8.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média dos valores e o0 erro padrdo da média
(+epm) para cada um dos parametros analisados. Como nao foi observada diferenca no
comportamento dos machos e das fémeas neste estudo, os dados foram analisados juntos.
A atividade locomotora, a vigilancia, a exploragdo, o forrageio/consumo e a proximidade ao
estimulo (CC1) foram analisados via uma ANOVA de duas vias de desenho misto (mix
design two-way ANOVA). O “grupo” foi usado como fator independente e a “sessao” como
variavel dependente. Quando resultados significativos foram obtidos, as analises foram
seguidas pelo teste post hoc de Tukey. Os dados referentes as categorias “observacéo” e
“medo” foram analisados via teste t para amostras independentes (CTRL vs ISI). O tempo
de permanéncia em cada compartimento, para cada grupo, foi analisado usando uma
ANOVA de duas vias para medidas repetidas, em que o “compartimento” foi o fator
independente e a “sessao” a variavel dependente. O nivel de significancia adotado em todos

os testes foi de p<0,05.
8.6 Resultados

Na primeira sessdo de exposicdo ao chocolate (S1), os animais do grupo CTRL
apresentaram um padrdo de atividade locomotora significativamente maior que a dos
animais do grupo ISI, mas nédo foram observadas diferengas significativas entre as sessdes
e nem uma interacdo entre os fatores sessdo vs grupo (sesséo: F,»,=0,40, p=0,59; grupo:
F111=8,43, p=0,01; sessdo x grupo: F,»,=0,21, p=0,71 — Tabela 6). Ainda, em ambos os
grupos experimentais, houve uma diminui¢do na duracdo da vigilancia da ultima exposicao
ao chocolate (S6) para o dia do teste de conflito. No entanto, diferencas entre os grupos e
uma interagdo grupo vs sessdo ndo foram observadas (sesséo: F,24,=5,22, p=0,01; grupo:
F11,=0,97, p=0,34; sessdo x grupo: F,»,=2,10, p=0,15 — Tabela 6). Por fim, houve uma
diminuicdo significativa no tempo de exploracdo na sessdo teste, quando comparado a
sessdo S1, tanto no grupo controle quanto isolado (sesséo: F,,,=7,37, p=0,01; grupo:
F11,=2,39, p=0,14; sesséo x grupo: F,»,=0,41, p=0,87- Tabela 6).
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Tabela 6. Perfil comportamental (média £+ EPM) dos micos dos grupos controle (CTRL) e isolado (ISI)
na caixa de CPP durante a primeira (S1) e sexta (S6) sessdes de exposi¢cao ao chocolate e no dia da

sessdo teste (T).

Comportamento Sesséo Experimental
S1 S6 T

Grupo CTRL
Locomocéo 39+6% 305 36+7
Vigilancia 370+26 361+39° 294+23
Exploragéo 42+14° 15+5 6+2
Grupo ISI
Lomocéo 23+£3 235 23+2
Vigilancia 361+35 427+34° 359+29
Exploracao 85+35° 35+7 24+7

p<0,05 CTRL vs ISI; ® p<0,05 S6 vs T, ° p<0,05 S1vs T

Considerando o tempo de permanéncia na area CC1 (local na caixa de CPP onde o
chocolate foi disponibilizado) ao longo das seis sessdes de exposicdo ao alimento teste, ndo
foram observadas diferencas significativas entre as sessfes e entre 0S Qrupos
experimentais (sessao: F;;,=3,01, p=0,10; grupo: F;1,=0,0001, p=0,98). No entanto, foi
detectado um efeito de interacdo sessdo vs grupo (F;1,=6,76, p=0,02). Essa interacéo
demonstra que o perfil de resposta dos sujeitos diferiu ao longo do tempo (sessdes) e de
acordo com o grupo experimental (Figura 19). Dessa forma, o grupo CTRL passou mais
tempo na area CC1l na sessdo 6 que na primeira, enquanto que os animais isolados

permaneceram mais tempo nesse mesmo ponto na sessdo 1 do que na ultima.
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Figura 19. Média (+ e.p.m.) do tempo de permanéncia (em segundos) na area CC1 da caixa de CPP

(quadrante onde foi disponibilizado o chocolate), durante a primeira (1) e a sexta (6) sessdo de
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exposicdo ao chocolate. Barras brancas: grupo controle (CTRL; n=8); Barras pretas: grupo isolado

(ISl; n=8). *p<0,05 interacéo sessao vs grupo.

Os micos de ambos 0s grupos experimentais passaram menos tempo forrageando
durante a sessao teste, comparado aos niveis observados nas sessfes 1 e 6 de exposi¢do
apenas ao chocolate (F,.,= 13,68, p=0,001 — Figura 20). Nenhuma diferenca entre os
grupos e um efeito de interacdo entre os fatores foi observada (grupo: F;:,=0,99, p=0,33;
sessdo vs grupo: F,,4=2,36, p=0,11). Um perfil similar foi observado com relacdo ao
consumo de chocolate, uma vez que em ambos 0s grupos houve uma reducgédo significativa
na quantidade de chocolate ingerida no dia do teste, comparado com as sessfes 1 e 6 de
exposi¢cdo apenas ao alimento (sesséo: F,»4=6,75, p=0,006; grupo: F;;,=0,02, p=0,88;

sessao vs grupo: F,2,=0,22, p=0,78 — Figura 20).
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Figura 20. Média (+ e.p.m) do perfil de forrageio registrado na primeira (1) e sexta sessao (6) de
exposicdo ao chocolate e na sesséo teste (T). Superior: Tempo de forrageio (em segundos); Inferior:
Consumo de chocolate (em gramas). Barras brancas: grupo controle (CTRL; n=8); Barras pretas:

grupo isolado (ISI; n=8). *p<0,05 Tvs 1 e 6.

Na sessdo teste, 0s micos de ambos 0s grupos experimentais permaneceram
significativamente mais tempo no compartimento SC que no CC, sendo que esse perfil
diferiu significativamente do que foi demonstrado pelos animais nas sessbes 1 e 6 de

exposicdo ao chocolate, em que a permanéncia em ambos os lados do aparato foi
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equivalente (Grupo CTRL - sesséo: F,1,=5,35, p=0,04; compartimento: F; ¢=14,12, p=0,009;
sessdo vs compartimento: F;1,=23,96, p=0,0001; Grupo ISI — sesséo: F,1,= 1,11, p=0,33;
compartimento: F;s=6,00, p=0,05; sessdo vs compartimento: F,,=10,64, p=0,003; Figura
21).
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Figura 21. Média (zxe.p.m.) do tempo de permanéncia no compartimento com chocolate (CC; barras
listradas) e no compartimento sem chocolate (SC; barras cinzas) durante a primeira (1) e a sexta (6)
sessdo de exposicdo ao alimento teste e na sesséo teste (T) pelos grupos controle (CTRL; n=8;

Superior) e isolado (ISI; n=8; Inferior). *p<0,05 vs sessao T; **p<0,05 vs SC.

Na sessdo teste, 0s animais mantidos sob isolamento social exibiram
significativamente mais respostas de medo em resposta a presenca do gato que 0s animais
do grupo CTRL (t3,=-1,92, p=0,002 — Figura 22). Contudo, o nivel de observagdo do
predador por parte dos micos foi equivalente entre os dois grupos experimentais (t;,=0,81,
p=0,80 — Figura 22).
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Figura 22. Média (+ e.p.m.) dos pardmetros comportamentais registrados durante a sessao teste.
Superior: Comportamentos de medo (duracdo de tsik-tsik + swaying); Inferior: Comportamentos de
observacdo (frequénia de olhar direto + head-cock). Barras brancas: grupo controle (CTRL; n=8);

Barras pretas: grupo isolado (ISl; n=8). *p<0,05.

8.7 Discussao

Analisando o perfil comportamental de micos ao longo do experimento, observou-se
que 0S Micos que permaneceram Nno Viveiro com o parceiro social se locomoveram mais ha
primeira sessdo de exposicdo ao chocolate, comparado aos animais sob condicdo de
isolamento social. Apesar desse resultado diferir do que foi observado no Estudo 1 (sec¢éo
6.6.1.1), quando os micos mantidos isolados se locomoverem mais no primeiro dia de
isolamento, a presenca do alimento altamente palatavel (chocolate) nessa sesséo pode ter
contribuido para essa divergéncia. Uma menor atividade locomotora também ja foi
observada em resposta ao isolamento em outros estudos (LEVINE e cols., 1993; SMITH e
cols., 1998). Além disso, para ambos os grupos, o padrdo de locomog¢do se manteve
constante quando na presenca do modelo de predador sugerindo que, independentemente
do estresse psicossocial, esse parametro nao foi influenciado por situagdo experimental de
estresse de predacdo. Nesse contexto, BARROS e cols (2004) e CAGNI e cols. (2011)
também demonstraram que a atividade locomotora de micos néo foi alterada devido a um
confronto com um predador. Durante a avaliacdo de risco frente a um estimulo aversivo,

comportamentos estritamente ndo-defensivos (locomocgéo, exploracdo, catagdo, interacdo
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social) podem ser inibidos (BLANCHARD e cols., 1998; MAESTRIPIERI e cols., 1992;
BRAMLEY E WASS 2001), embora h& relatos em calitriquideos de um aumento na
locomocgao, vocalizagdo e mobbing durante confrontos com predadores (CAINE, 1998;
BARROS e cols., 2002).

Com relacdo ao comportamento de vigilancia, tanto o grupo CTRL quanto ISI
diminuiram o tempo de vigilancia no dia do teste (chocolate vs predador), comparado a
Ultima sessado de exposicdo ao chocolate (S6). No entanto, a vigilancia parece aumentar em
resposta a uma ameca potencial afim de facilitar a deteccéo e evitar o predador (FERRARI
E LOPES FERRARI, 1990; CAINE, 1996,1998; HARDIE E BUCHANAN-SMITH, 1997;
KOENIG, 1998; BARROS e cols., 2004; BARROS e cols., 2008). Em micos, a vigilancia faz
parte de um importante e complexo repertorio comportamental anti-predagéo (CAINE, 1993).
Por outro lado, DACIER e cols (2006) observaram que micos aumentaram a taxa de
vigilancia apés a exposicao a um predador taxidermizado, mas néo durante o confronto com
o estimulo. Os autores sugeriram que tal fato pode ser devido ao aumento de outras
respostas comportamentais durante o confronto e ndo necessariamente implica dizer que os
micos ndo foram vigilantes sob esta circunstancia. Tal argumento pode ser aplicado para o
presente estudo, uma vez que 0s micos diminuiram o tempo de vigilancia durante o teste de
conflito. Ainda considerando os parametros comportamentais, em ambos 0s grupos, menos
tempo foi dedicado a exploracdo na sessdo teste, comparado a primeira sessdo de
exposicdo ao chocolate. Isso pode ser decorrente de um processo de habituacédo ao longo
do experimento, independentemente do tipo de sessao realizada. Estudos em micos ja
demonstraram uma diminuicdo na atividade de exploracdo apds conflitos com predador
(BARROS e cols., 2000; BARROS e cols., 2004).

No presente estudo, os micos foram submetidos ao um conflito “chocolate vs
predador”, para determinar se os animais — sob uma condicdo de estresse psicossocial ou
ndo — buscavam/consumiam chocolate (estimulo apetitivo) mesmo na presenca de um
estimulo aversivo (modelo de gato-do-mato taxidermizado). Durante a fase de exposicéo
apenas ao chocolate (sessdes 1 e 6), os animais mudaram seu perfil de ocupacdo da area
CC1 (onde o estimulo apetitivo foi disponibilizado), de acordo com o grupo experimental ao
qual pertenciam. O grupo CTRL aumentou o tempo de permanéncia na area do chocolate
na sessdo 6, comparada a S1, enquanto que os que foram mantidos isolados reduziram o
tempo de permanéncia nessa mesma area da primeira para a sexta sessado. Esse resultado
demonstrou que os grupos apresentaram um perfil distinto de resposta ao estimulo apetitivo.
No entanto, novos estudos se fazem necessarios para analisar os fatores que induziram
essa mudanca no perfil de ocupacado da area onde o chocolate foi fornecido.

Em termos do forrageio e consumo, observou-se em ambos 0S grupos um menor

nivel desses parametros no dia do teste, comparado as sessfes em que apenas chocolate
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foi fornecido (S1 e S6). Portanto, o comportamento alimentar dos micos por um item
altamente palatével foi inibido pela presenca de um potencial predador, independentemente
de estar ou ndo sob uma situagdo de estresse psicossocial (isolamento social). Estimulos
aversivos podem, de fato, inibir a busca descontrolada por alimentos desse tipo
(VANDERSCHUREN e EVERITT, 2004), enquanto que o estresse crbnico ja foi
demonstrado aumentar o seu consumo (DALLMAN e cols., 2003; ARCE e cols., 2010;
MICHOPOULOS e cols., 2012). No caso da busca ou ingestédo de alimentos ricos em acucar
e gordura permanecer, mesmo diante de uma consequéncia aversiva, caracteriza-se um
guadro de comportamento alimentar do tipo compulsivo (DEROCHE-GAMONET e cols.,
2004; VANDERSCHUREN e EVERITT, 2004; LATAGLIATA e cols., 2010). De fato,
LATAGLIATA e cols (2010) demonstraram que 0 estresse cronico (restricdo alimentar, no
referido estudo) manteve a busca e ingestdo de chocolate apesar da presenca de um
estimulo aversivo (choque nas patas). Porém, no presente estudo, 0 estresse por
isolamento social ndo induziu tal perfil comportamental esperado. Estimulos relacionados a
predacdo sdo ecologicamente relavantes para a sobrevivéncia de um animal e
consequentemente induzem respostas similares aquelas exibidas nos contextos naturais
(CALVO-TORRENT e cols., 1999). Dessa forma, a decisdo comportamental da espécie em
abster-se do forrageio enquanto ha um estimulo potencialmente perigoso no ambiente
parece ser a melhor estratégia de sobrevivéncia, uma vez que a atividade de forrageio
desvia a atencdo para estimulos ambientais diversos e aumenta o risco de predacéo
(NUNES e cols., 2010).

Em micos, o risco de predacdo exerce uma forte influéncia sobre o repertério
comportamental (CAINE, 1993). Similar ao resultado obtido no presente estudo, CAGNI e
cols (2011) demonstraram que calitriquideos (C. penicillata) diminuem o tempo de
forrageamento ap6s uma sessdo de 5 min de exposicdo a um modelo de serpente. Da
mesma forma e na mesma espécie, BORGES (2015) demonstrou uma diminuicdo na
ingestdo de bala de banana apds uma exposicdo a um modelo de serpente. Um outro
estudo realizado em micos, evidenciou uma diminuicdo na atividade de forrageio em
individuos da espécie C.geoffroy em resposta a exposicdo a um predador aéreo (coruja)
(CAINE, 1998). Por outro lado, camundongos submetidos a um estresse crénico com um
predador consumiram mais sacarose que 0s animais controles (BURGADO e cols., 2014),
embora tenha sido demonstrado em outro estudo que camundongos submetidos a uma
exposicao cronica a um predador diminuem os niveis de ingestdo de sacarose (CALVO-
TORRENT e cols., 1999).

De acordo com BLANCHARD e BLANCHARD (1988), este padrdo comportamental
denominado de “avaliagdo de risco” analisa a probabilidade do risco em comparacdo ao

valor da recompensa, ou seja, adquirir a recompensa ou evitar o risco de predacdo. Em
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resposta aos sinais de perigo, cada espécie expressa uma avaliacdo de risco tipica que é
designada por sele¢do natural a reconhecer as caracteristicas especificas de predadores,
exigindo uma resposta de confronto radpida (SHUHAMA e cols., 2007). Diante disso, os
micos no presente estudo exibiram um comportamento de inibicdo na busca e no consumo
do estimulo apetitivo devido a presenca do modelo de predador.

Foi observado também que, no dia do teste, os animais de ambos 0s grupos
permaneceram menos tempo no compartimento com o estimulo que nas sessdes anteriores,
sugerindo um comportamento de evitar a area onde o predador estava. O teste de conflito
consiste em avaliar a tomada de decisdo de aproximar de uma recompensa e/ou afastar de
uma ameaga concomitante. A resposta apresentada pode variar entre individuos
dependendo da percepcéo do valor da recompensa e do potencial de ameaca (DEROCHE-
GAMONET e cols., 2004; HADDON e KILLCROSS, 2006). Micos evitam se aproximar de
potenciais predadores ou de areas onde eles tenham sido anteriormente encontrados
(HAYNES E SNOWDON, 1990; BARROS e cols., 2000; TELLO e cols., 2002; BARROS e
cols., 2004; CAGNI e cols., 2011). Este padrédo também ja foi observado em confrontos de
micos com humanos (CAREY e cols., 1992) e em roedores (BLANCHARD e cols., 2003).

Algumas situacdes experimentais de conflito envolvem privacdo de &agua e/ou
comida. Nesse caso, a necessidade de se explorar a area, mesmo na presen¢a de um
estimulo aversivo torna-se preemente, uma vez que ambos estimulos envolvem a
sobrevivéncia do animal (para detalhes ver BLANCHARD e BLANCHARD, 1988). No
presente estudo os animais ndo foram privados e, embora tenha sido demonstrado o valor
heddnico do chocolate em micos (DUARTE e cols., 2014), o gato-do-mato é um forte
estimulo predatério nessa espécie (BARROS e cols.,, 2000). Com isso, 0s animais
costumam superestimar o risco (THORSON e cols., 1998), uma vez que 0 custo de se
perder uma recompensa € pequeno frente a sua sobrevivéncia. Portanto, nas condi¢des
experimentais do presente estudo, evitar o predador foi um comportamento estratégico.

Embora os grupos tenham respondindo de forma similar no teste de conflito —
diminuindo o forrageio e o consumo de chocolate e o tempo de permanéncia no
compartimento CC — o padréo de resposta de medo ao estimulo aversivo diferiu. Os animais
mantidos isolados por sete dias consecutivos exibiram uma maior resposta de medo ao gato
(i.e., tsik-tsik e swaying) que os animais controle. Vale ressaltar que todos os animais
visualizaram o estimulo aversivo de forma semelhante, visto que ndo houve diferenca entre
0S grupos em termos dos comportamentos de observacgéo (i.e., olhar direto e head-cock).

Em espécies sociais, a presenca do parceiro e/ou grupo social influencia as
respostas ao estresse (STANTON e cols., 1985; MENDOZA e cols., 1991; GRIGNARD e
cols., 2000; DACOSTA e cols., 2004; KAISER e cols., 2007; GUZMAN e cols., 2009;
CUENYA e cols., 2012; GONZALEZ e cols., 2013; KIYOKAWA e cols., 2014; KIYOKAWA e
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s

cols., 2014b). Esse fenbmeno, conhecido como “social buffering”, é a presenca de um
coespecifico exercendo uma funcdo de suporte social e regulando negativamente a
magnitude e a duracdo da resposta do eixo HPA, minimizando assim o efeito do estimulo
estressor (RUKSTALIS E FRENCH, 2005; para revisdo HENNESSY e cols., 2009).

De fato, em ratos, a presenca de um coespecifico diminuiu a resposta de estresse
frente a um predador ou pistas associadas ao mesmo (BOWEN e cols., 2013). Em primatas,
VOGT e cols (1981) demonstraram que macacos-de-cheiro alojados individualmente
exibiram um aumento na atividade da glandula adrenal quando expostos a um modelo de
serpente, comparado a individuos em grupos sociais estaveis. Nessa mesma espécie, um
condicionamento aversivo (luz-choque) aumentou 0s niveis de cortisol quando os animais
foram testados sozinhos, mas a resposta diminuiu na presenc¢a do parceiro social e retornou
a niveis basais quando varios parceiros estavam presentes (STANTON e cols., 1985).
Ademais, YOUNG e cols (2014) demonstraram que individuos da espécie Macaca sylvanus
que apresentavam fortes lagos sociais tinham niveis fecais de cortisol mais altos ao serem
expostos a eventos estressantes que aqueles com ligacdes mais fracas. Em humanos, um
estudo de neuroimagem demonstrou que o parceiro roméantico pode diminuir a ativacédo
neural a um estimulo ameacador (COAN e cols., 2006).

No presente estudo, a auséncia do parceiro social durante os sete dias de
isolamento pode ter potencializado a subsequente resposta de medo ao estimulo aversivo,
uma vez que o isolamento per se ja é um fator de estresse em micos. No entanto, é preciso
lembrar que durante a sesséo de exposi¢cao ao estimulo aversivo (teste de conflito), todos os
animais estavam sozinhos no aparato. Portanto, novos estudo que incluam inclusive
dosagens dos niveis circulantes de cortisol se fazem necessarios para melhor elucidar o
efeito do isolamento social na resposta de medo a um estimulo naturalmente aversivo, como

um modelo de predador.
8.8 Conclusdes preliminares

(1) Durante a situacdo de conflito, ambos os grupos diminuiram a quantidade de
chocolate consumida e o tempo de forrageio, de permanéncia no compartimento onde os

estimulos apetitivo e aversivo foram apresentados, de vigilancia e de exploracao;

(2) Os animais controles e isolados exibiram diferentes perfis de ocupacgéo da area
onde o chocolate foi disponibilizado ao longo das sessfes experimentais. Enquanto o grupo
CTRL aumentou o tempo de permanéncia da sessdo S1 para S6, o grupo isolado tendeu a

exibir uma resposta inversa;
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(3) Os animais mantidos isolados socialmente exibiram uma resposta de medo maior
ao gato do que o grupo controle, embora ambos tenham exibido um perfil similar de

observacao ao estimulo aversivo;

(4) Portanto, um estresse psicossocial ndo induziu um comportamento alimentar do

tipo compulsivo em micos, diante do conflito chocolate vs predador.

9.0 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo foi o primeiro a avaliar o comportamento de busca e ingestdo de
chocolate (um alimento altamente palatavel) em individuos adultos de uma espécie de
primata ndo-humanos (mico-estrela; Callithrix penicillata), analisando o efeito de um
estresse psicossocial e da presenca de um estimulo naturalmente aversivo.

Cada estudo possibilitou elucidar diferentes aspectos envolvidos nos mecanismos
neuropsicobiolégicos que subsidiam a dependéncia por alimentos e demonstrar o efeito do
estresse na busca e ingestdo de alimentos ricos em agucar e gordura. No Estudo 1 foi
possivel concluir que micos submetidos a um ISI, por sete dias consecutivos, exibiram
mudangas comportamentais indicativas de estresse, embora nao tenham sido
acompanhadas por alteracbes no perfil hormonal do cortisol, conforme j& relatado na
literatura. No entanto, as mudancas comportamentais observadas — como aumento da
atividade locomotora, aumento da frequéncia de comportamentos afiliativos e diminui¢cdo do
tempo de vigilancia apds reunido — demonstram que os individuos reagiram a
auséncia/presenca do parceiro social, corroborando o uso do modelo de ISI como fator
gerador de estresse psicossocial na espécie Callithrix penicillata. Os resultados obtidos no
Estudo 1 possibilitaram a escolha do fator de estresse que foi utilizado nas etapas
subsequentes.

A realizacdo do Estudo 2 corroborou a escolha do chocolate como alimento
altamente palatdvel e com potencial efeito refor¢cador a ser incluido nos demais testes
experimentais. Na primeira parte desse estudo, especificamente, foi verificado pela primeira
vez que o chocolate é um alimento com potencial de causar dependéncia e a induzir um
efeito duradouro na memdria associativa relacionada a um alimento em micos (DUARTE e
cols., 2014), semelhante ao que ocorre com drogas de abuso. De fato, no dia do teste, os
animais aumentaram o tempo de permanéncia no compartimento pareado ao chocolate e
diminuiram a laténcia até a primeira entrada no mesmo, comparado a fase pré-CPP. Foi
visto também que a resposta de CPP dos micos se mantem até pelo menos 15 dias apds o
ultimo condicionamento, evidenciando o efeito mnemdnico para um estimulo natural e

sugerindo que recompensas de alto valor podem levar a formagdo de memorias de longo



81

prazo. O chocolate ja tinha sido descrito como um alimento com potencial reforcador em
roedores (DICKSON e cols., 2012; ORSINI e cols., 2013; VENTURA e cols., 2008), porém o
referido estudo foi o primeiro a demonstrar esse efeito em um primata ndo-humano. Na
segunda parte foi possivel corroborar os resultados vistos anteriormente e demonstrar ainda
gue o chocolate € mais propenso a ser excessivamente consumido por micos e a gerar
comportamentos indicativos de ansiedade na sua auséncia, comparado com um alimento de
menor valor calérico e palatabilidade (racdo - DUARTE e cols., 2015). Nesse estudo, os
micos consumiram significativamente mais chocolate que racdo e passaram a
permaneceram mais tempo no compartimento pareado ao chocolate que antes do
condicionamento, além de haver uma correlacéo positiva entre o tempo de forrageio durante
o condicionamento e o de permanéncia no compartimento CC durante a sessao teste. Além
disso, houve um aumento na atividade exploratéria apdés condicionamento ao chocolate e
Nnos animais que permaneceram mais tempo nesse compartimento foi visto maiores niveis
de vigilancia. Porém, as concentracdes de cortisol se mantiveram constantes. Vale destacar
a dificuldade em se obter, via coleta sanguinea, alteracdes no perfil de cortisol em diferentes
etapas deste trabalho, para esta espécie. Talvez o emprego de coleta de saliva ou urina
pudesse auxiliar na obtencdo de resultados distintos.

Apbs a escolha do teste de ISI como fator de estresse psicossocial em micos (Estudo
1) e do chocolate como alimento com potencial de causar dependéncia/compulsédo (Estudo
2), o Estudo 3 foi realizado para avaliar o efeito que um estresse psicossocial tem sobre o
comportamento alimentar de uma espécie de primata ndo-humano. Nesta etapa buscou-se
criar uma situacdo de conflito entre se aproximar para obtencao de estimulo apetitivo
(chocolate) e se esquivar para se proteger de um estimulo naturalmente aversivo (modelo
de predador). Em roedores, por exemplo, ja foi descrito que animais submetidos a um
estresse crénico mantiveram a busca e a ingestdo do chocolate apesar da presenca de um
estimulo aversivo (LATAGLIATA e cols., 2010), evidenciado assim um comportamento
alimentar do tipo compulsivo. No entanto, o valor reforcador do estimulo apetitivo e o
potencial de ameaca do estimulo aversivo podem influenciar a tomada de decisdo
(CABANAC, 1985; HADDON e KILLCROSS, 2006). Desse modo, no Estudo 3, os micos
submetidos a um estresse psicossocial ndo exibiram um comportamento alimentar do tipo
compulsivo, uma vez que, durante a situacéo de conflito, diminuiram o tempo de forrageio, o
consumo de chocolate e o tempo de permanéncia no compartimento onde os estimulos
foram apresentados. Cabe ressaltar, porém, que os animais submetidos ao isolamento
social exibiram uma maior resposta de medo ao estimulo aversivo do que o grupo controle,
embora ambos tenham exibido um perfil similar de observacdo do modelo de predador.

Novos estudos devem ser realizados para verificar se houve efeito de social buffering que
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amenizasse as respostas de medo/ansiedade dos animais mantidos com o parceiro social
ao longo do experimento.

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, comparado com os resultados em
roedores (LATAGLIATA e cols., 2010), pode-se-ia afirmar que o estresse psicossocial ndo
induziu um comportamento alimentar do tipo compulsivo. No entanto, € preciso considerar
alguns fatores que podem ter influenciado esse resultado e que merecem novas
investigacoes:

a) o estimulo escolhido (gato-do-mato taxidermizado), do ponto de vista evolutivo e
ecoldgico, apresenta um potencial de ameaca que compromete a sobrevivéncia do animal
influenciando na escolha durante conflito, diferentemente do estimulo de choque elétrico
(estimulo aversivo) que geralmente é utilizado em roedores e nos paradigmas de

condicionamento utilizados;

b) os micos foram submetidos ao isolamento social como um fator de estresse,
enquanto roedores foram submetidos a restricdo calérica; no entanto sabe-se que a
restricdo pode levar a um aumento no valor motivacional de um alimento em potencial
(CARR, 2002). Talvez a sensacéo fisiologica de “fome” também deva ser considerada

nesse tipo de estudo que envolve comportamento alimentar;

c) no presente protocolo houve um conflito entre os tipos de estresse que influenciam
no comportamento alimentar: os animais foram submetidos tanto a um estresse que
pode culminar com o aparecimento de um comportamento hiperfagico (isolamento
social), como a um estresse que pode inibir per se o comportamento alimentar

(presenca do predador).

Vale ressaltar ainda que a escolha de estimulos naturalisticos favorece a exibi¢éo de
comportamentos mais préximos dos observados na natureza. Estudos de comportamento
alimentar devem levar em consideragdo ainda a caracteristicas da espécie do sujeito
experimental e as variacdes individuais entre os sujeitos. Abordagens que tracem diferencas
entre géneros também favorece o entendimento dos mecanismos subjacentes aos distlrbios
alimentares observados em humanos. Diante do exposto, modelos animais, principalmente
primatas ndo-humanos, favorecem o entendimento de processos neurobiol6gicos no ambito

de estudos comportamentais.
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