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Resumo

Em ratos o estresse por separacdo materna causa, na vida adulta, o0 aumento da
ingestdo caldrica e da ansiedade, comportamento de limpeza exarcebado e
secrecdo de dopamina. O aumento no consumo alimentar parece estar relacionado
a alimentos palataveis. O principal objetivo deste trabalho foi investigar, em ratos, os
efeitos da separacdo materna periodica na lactacdo sobre parametros do controle do
comportamento alimentar na vida adulta. O modelo de estresse neonatal utilizado foi
0 de separacdo materna. Cada ninhada foi dividida em dois grupos, correspondentes
ao grupo estresse e controle. Animais do grupo estresse foram submetidos a
separacao periodica de suas maes do primeiro ao décimo quarto dias de vida. O
estresse alimentar consistiu da presenca de alimento palatavel na gaiola mas sem
acesso pelo animal. Apds quinze minutos de estresse 0s animais tiveram acesso a
dieta e foram realizadas as andlises do comportamento alimentar. Para a avaliacdo
da sequéncia comportamental de saciedade, os animais dos grupos controle e
estresse foram mantidos previamente em privacdo alimentar de quatro horas pela
retirada da racdo de suas gaiolas. Apdés este periodo, o alimento com peso
conhecido foi ofertado dando inicio ao registro comportamental. Os ratos que
sofreram separacdo materna apresentaram reducao da ingestao de dieta padrdo em
reposta a privacdo comparados aos grupos controles. Resultados contrarios foram
observados em relacdo a ingestdo de dieta palatavel. Em relacdo a sequéncia
comportamental de saciedade grupo controle apresentou maior tempo de
alimentacdo e menor descanso quando comparado ao estresse. A duracdo do
comportamento de limpeza foi maior no grupo estresse em relacdo ao controle. O
estresse por separacdo materna, durante o periodo de lactacdo, altera o
comportamento alimentar apés desmame, particularmente quanto ao aparecimento

da saciedade aumentando a ingestédo de dietas palataveis independente do género.

Palavras chave: Programagdo. Consumo Alimentar. Estresse Neonatal. Separagéo

materna. Modelos animais.



Abstract

Stress in rats by maternal separation causes in adulthood, increased caloric intake
and anxiety, exacerbated grooming behavior and the secretion of dopamine. The
increase in food consumption seems to be related to palatable foods. The main
objective of this study was to investigate in rats the effects of periodic maternal
separation on lactation parameters on the control of feeding behavior in adulthood.
The stress model was used neonatal maternal separation. Each litter was divided
into two groups corresponding to the stress and control group. Stress group animals
were subjected to periodic separation from their mothers and brothers from first to
fourteenth days of life. Stress food consisted of the presence of palatable food in the
cage without access by the animal. After fifteen minutes of stress animals had
access to diet and analysis were accomplished in feeding behavior. For the
assessment of behavioral sequence of satiety, the animals of control and stress
groups were kept in previously fasted for four hours by the withdrawal of food from
their cages. After this period, the food with known weight was given to begin its
behavioral record. The rats that had experienced maternal separation reduced intake
of dietary pattern in response to deprivation compared to control groups. Contrary
results were observed for intake of palatable diet. Regarding the behavioral
sequence of satiety control group spent more time feeding and less stress when
compared to the rest. The duration of grooming behavior was higher in the stress
compared to control. The stress of maternal separation during the period of lactation,
feeding behavior changes after weaning, particularly the onset of satiety by

increasing the intake of palatable diets regardless of gender.

Keywords: Programming. Feeding behavior. Stress. Maternal separation. Animal

models.



Sumario

INETOTUGED ..ttt b e bt bbbttt s e bt e bt sa e e b et e b et e e e e eneene s 9
HIDOLESES ...ttt b ettt b ekt b et b et bt e bbbt e bt e st et 13
ODJELIVOS ...ttt ettt b e bbbt b et a e bbbt b e et ene e 14
MALEIIAIS € METOUOS........cueeeeeiieieetieestes ettt ettt et e s beste b et e e e seeseeseeseesestessensenseneesenns 15
TS U1 7= Uo [0 1 TSRS 18
DISCUSSOES ....vvevieeieiesieeieste st et st et este et e tesee e testeese e sesseestesseessessesseensesseessensesseensesseessensesnsensesseensensens 20
(O] o Tod 11 1= 0= TP 22

RETEIBINCIAS .ttt e et e e e e e e e e e teeeeeseeaaaeateeeesssaaasaaeeeeeesesaaassseeeresesesanaeneeens 23



Introducao

Eventos ocorridos no inicio da vida podem afetar profundamente o
desenvolvimento da fisiologia do organismo e o0 comportamento. Sendo a
capacidade de adaptacdo do organismo ao seu ambiente de vital importancia
(McEwen, 1999).

Assim, para sobreviver em um ambiente adverso, o organismo sofre uma
adaptacdo predizendo a permanéncia dessas condi¢cdes no futuro (Gluckman e

Hanson, 2004). Esse fato originou diversas teorias, entre as quais estao:

- A hipotese do “fendtipo protetor” (Hales e Baker, 1992) postula que uma agressao

ambiental, como por exemplo, o estresse, ocorrido durante um periodo critico do
crescimento e desenvolvimento, poderia induzir mecanismos adaptativos
objetivando maximizar o armazenamento e o uso de energia, beneficiando o
individuo caso a condicdo permanecesse. Na ocorréncia de um ambiente mais
apropriado, essas adptacfes tornariam tais individuos especialmente susceptiveis
ao desenvolvimento de desordens metabdlicas na vida adulta;

- A hipétese da “Resposta Adaptativa Preditiva” postula que um organismo ajusta

sua fisiologia na vida perinatal predizendo que as mesmas condi¢cdes
permaneceriam apds o0 nascimento, porém quando existe uma incompatibilidade
entre a predicdo e o ambiente atual, h4 um risco aumentado de desenvolvimento de

doencas (Gluckman e Hanson, 2004; Armitage et.al, 2005).

- A hipotése epigenética mostra que estudos tém identificado aumento na metilagéo

do DNA e mudancas covalentes de histonas, com consequente modificacdes na

expressao fenotipica (Waterland & Jirtle, 2004).

A relacdo entre desordens metabdlicas na vida adulta e os fatores ambientais
que ocorrem no inicio do desenvolvimento foi denominado “Programacao” através
de estudo experimental feito por Lucas (1991). A primeira evidéncia de programacao
veio através de um estudo epidemioldgico realizado por Barker em (1986) onde foi
vista a ligacéo entre a alta taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares e o

baixo peso ao nascer. Hoje sabemos que a desnutricdo ou supernutricdo perinatal
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estao associadas a sindrome metabdlica na vida adulta nos niveis molecular, celular

e comportamental (Barker e Osmond, 1986; Reaven,1988; Desai e Hales, 1997).

Esses estudos conduziram a atencdo para outros possiveis agressores

durante esse periodo.

Estresse perinatal e comportamento alimentar

O estresse foi definido pela primeira vez, no inicio por Selye (1949), como a

resposta do organismo a uma demanda externa.

Existem dois sistemas de resposta ao estresse, sao eles: o agudo e o crbnico.
No estresse agudo hé liberacdo de adrenalina com reagBes correspondentes ao
padrao “luta ou fuga”; no estresse crbnico os corticosterdides séo liberados com a

hiperativacdo do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (McEwen, 2002).

A ativacdo Aguda do sistema de estresse leva ao aumento da disponibilidade
de energia, melhora do fluxo sanguineo para 6rgéos alvos, alerta e vigilancia (Tsigos

et.al., 2002), melhorando as chances de sobrevivéncia do individuo.

Entretanto, a ativacdo crénica do sistema de estresse pode causar danos ao
organismo devido ao aumento e secrecdo prolongada de corticosteréides (McEwen,
2002).

Os hormonios liberados em resposta ao estresse podem especificamente
afetar o apetite. A noradrenalina (Halford, 2001) e o hormdnio liberador corticotrofina
(Takeda et al., 2004) podem suprimir 0 apetite durante o estresse, enquanto o
cortisol age estimulando o apetite durante a recuperacao do estresse (Takeda et al.,
2004).

Recentemente, tem-se abordado a relacdo do estresse perinatal com disturbios do
comportamento alimentar (Licinio et al., 1996; Bjorntorp and Rosmond, 2000; Ryu et
al., 2009).
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Pesquisas anteriores em modelos animais apresentaram provas de que o
estresse no ambiente pos-natal pode desenvolver uma série de efeitos duradouros
sobre a fisiologia e o comportamento materno e dos filhotes (Plotsky, 1993;
Kalinichev, 2002) Em ratos, o estresse materno promove o distlrbio na secrecéo e
acao de glicocorticoide fetal, reduzindo o peso corporal, peso da supra renal e do
pancreas, bem como dos niveis de corticosterona e glicose (Lesage et al., 2004,
Mairesse et al., 2007). Isso pode estar relacionado as altera¢cdes do comportamento
alimentar e peso corporal da ninhada e relagdo entre o estado de ansiedade

materna e ativacdo do eixo HPA.

A separacdo materna neonatal € considerado como um modelo de estresse
animal no inicio da vida. Muitos estudos tém demonstrado o seu impacto
permanente sobre a atividade do eixo HPA (Ladd et al, 1996; Van Oers et al, 1998;
Vazquez et al, 2000; Kim et al, 2005; Ryu et al, 2008). O eixo HPA é o responsavel
pela liberacdo dos glicocorticoides que estdo envolvidos no controle do balanco

energético (Strack et al 1995; Cavagnini et al., 2000).

Em ratos, o estresse materno promove o disturbio na secrecdo e acao de
glicocorticéide fetal (Lesage et al., 2004), podendo levar a alteracbes do
comportamento alimentar e peso corporal. J& em humanos, o estresse leva ao
aumento de cortisol com maior ingestdo de alimentos hipercaléricos (Epel et. al.,

2001). Ocasionando balanco energético positivo e consequentemente a obesidade.

Os glicocorticoides possuem receptores em neurdnios do nucleo arqueado do
hipotalamo, induzindo a liberacdo de Neuropeptidio Y, um potente estimulador do
apetite (Schwartz, 2000). A exposicdo cronica ao estresse parece promover
aumento no consumo de alimentos ricos em lipidios e glicidios, ou seja, alimentos
altamente palataveis (Dallman et. al., 2005). Além disso, a exposicdo a elevados
niveis de glicocorticéides, a longo prazo, pode ocasionar doencas neurolégicas,
metabdlicas e cardiovasculares (Barker, 1996; Phillips et. al., 1998; Ward et. al.,
2004).

Em modelos experimentais, ratos separados das maes durante o periodo de
lactagdo, apresentaram na vida adulta aumento da ingestdo calorica, e da
ansiedade, comportamento de limpeza exarcebado e na secre¢cdao de dopamina

(Meaney et al 2002). O aumento no consumo alimentar parece estar relacionado a
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alimentos palataveis como solucéo rica em lipideos e em carboidratos. Dentro desse
contexto, evidencia-se a importancia de buscar, em modelos experimentais,
explicacbes para as repercussdes comportamentais do estresse neonatal sobre o
comportamento alimentar na vida adulta, para compreensdo e prevencao de

doencas.
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Hipoteses

O presente estudo lanca as seguintes hipoteses que dao base aos objetivos

propostos:

v/ Ratos neonatos submetidos a separacdo materna desenvolvem aumento no
consumo alimentar quando submetidos a estresse agudo na vida adulta;

v' O estresse por separacdo materna promove retardo no disparo dos
mecanismos de saciedade na vida adulta, 0 que propicia ao aumento no

consumo alimentar
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Objetivos

GERAL

Investigar, em ratos, os efeitos da separa¢do materna periddica na lactacdo sobre

parametros do controle do comportamento alimentar na vida adulta.

ESPECIFICOS

- Observar a sequéncia comportamental de saciedade em resposta ao estresse
alimentar aos 180 dias de vida;

- Analisar quantitativamente a ingestdo de dieta hiperpalatavel ap6s estresse

alimentar aos 180 dias de vida;
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Materiais e Métodos

Animais

Para o estudo foram utilizados ratos machos e fémeas albinos da linhagem
Wistar provenientes da colbnia do Departamento de NutricAo da Universidade
Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em condi¢cdes padrbes de
biotério com temperatura de 23° (+ 1), ciclo claro-escuro de 12-12h (com luzes
acesas as 18h) e livre acesso a agua e ragdo (dieta caseina S/A). O manejo e 0s
cuidados seguiram as recomendacfes do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de ética em experimentacdo animal
da Universidade Federal de Pernambuco (Protocolo 23076.022943/2008-71). Foi
realizado acasalamento na propor¢cédo de duas fémeas (nuliparas) para um macho.
Apés constatada a gestacdo, por aumento do peso corporal, as fémeas eram
acomodadas em gaiolas individuais onde permaneceram com agua e dieta ad
libitum ate o nascimento dos filhotes. O dia de nascimento foi considerado o dia O,
sendo a manipulacdo para sexagem e reducdo da ninhada realizada no dia um.
Cada ninhada era constituida de oito ratos. Apdés o desmame 0s animais eram
mantidos em caixas com dois animais cada, recebendo dieta padrao de acordo com
as recomendacdes do American Institute of Nutrition — AIN (Reeves et al, 1993) até

0s cento e oitenta dias de vida quando foram submetidos aos testes.

Estresse neonatal

O modelo de estresse neonatal utilizado foi o de separacdo materna. Cada
ninhada foi dividida em dois grupos de quatro animais, correspondentes ao grupo
estresse e controle. O grupo controle foi dividido em Controle Fémea (CF), Controle
Macho (CM). Enquanto o grupo estresse sera dividido em Separacdo Materna
Macho (SMM) e Separagédo Materna Fémea (SMF). Animais do grupo estresse eram
submetidos a separacao periodica de suas maes e irméaos por seis horas do primeiro
ao décimo quarto dias de vida. A separacdo ocorreu sempre no mesmo horério, das
nove &as quinze horas. Todos animais de uma ninhada foram identificados com

marcacoOes realizadas sobre o pelo permitindo a separacéo dos grupos e a obtencéo
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do peso corporal individual semanal. A partir do primeiro dia de vida, os animais do
grupo estresse foram retirados de suas gaiolas e acomodados em gaiola com
caracteristicas semelhantes aquelas de origem, exceto pela auséncia da méae, racédo
e por conter mecanismo de controle da temperatura entre 30-32 graus (Plotsky et al,
2000).

Reatividade ao estresse

Aos cento e oitenta dias de idade, os animais foram submetidos ao estresse
alimentar. Aos cento e setenta dias de idade, os ratos foram transferidos para
gaiolas individuais para adaptacdo ao isolamento por dez dias. Durante esse
periodo, era inserido em suas gaiolas um recipiente que foi utilizado para o estresse
alimentar. Ap6s a adaptacéo, os animais foram submetidos a privacéo alimentar de
quatro horas, com livre acesso a agua. O estresse alimentar consistiu da presenca
de alimento palatavel na gaiola mas sem acesso pelo animal. Assim, apds o periodo
de quatro horas de privagdo alimentar, os animais receberam em suas gaiolas um
recipiente com dieta palatdvel que apenas permitiu as informacfes visuais e
olfativas. ApOs quinze minutos de estresse 0s animais tiveram acesso a dieta e

foram realizadas as analises do comportamento alimentar.

Seqguéncia Comportamental de Saciedade

Para a avaliacdo da sequéncia comportamental de saciedade, os animais dos
grupos controle e estresse foram mantidos previamente em privagdo alimentar de
quatro horas pela retirada da racao de suas gaiolas. Apos este periodo, o alimento

com peso conhecido era oferecido para dar inicio ao registro comportamental.

o Alimentacdo: O registro desse comportamento foi iniciado imediatamente
guando o rato era observado junto ao comedouro iniciando a ingestao de racdo. O
mesmo era finalizado no momento em que o rato abandonar o comedouro.

o Limpeza: O rato procedeu inicialmente o lamber de patas anteriores e
movimentos dessas sobre a cabeca continuando-se com o lamber da regi&do ventral,

do dorso e das patas posteriores.
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o Repouso: O rato foi observado em posicdo de descanso, apresentando o

corpo repousado sobre o assoalho da gaiola.

A Ingestédo alimentar foi obtida pela diferenca do peso da racdo antes e apés a
observacdo comportamental. A duracdo dos comportamentos foi quantificada em
minutos por analise de registro por filmagem. Para tal, cameras infra-vermelhas
foram fixadas em pontos estratégicos da sala de estudo comportamental e foram
acopladas a sistema de captura de imagem em um computador. A andlise dos filmes
foi realizada sempre pelo mesmo pesquisador que desconhecia 0 grupo

experimental de cada animal, evitando qualquer influéncia sobre os resultados.

Analise Estatistica

Na comparagcdo dos diferentes grupos, foi empregada a ANOVA para 0s
dados paramétricos. Quando a ANOVA revelou diferenca significativa, foi utilizado o
teste de Tukey para identificar as diferencas entre os grupos. Para os dados nédo
paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-
Whitney.
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Resultados

Consumo de dieta padrdo e palatavel em resposta a privacdo alimentar

Houve reducdo da ingestdao de dieta padrdo em reposta a privagcdo nos
grupos de separagcdo materna, comparados aos grupos controles, (Fig.l1)
Resultados contrarios foram observados para a ingestdo de dieta palatavel, que foi
maior (p<0,05) para machos e fémeas que foram separados das mées comparados

aos seus respectivos controles (Fig. 2).

INGESTAO ALIMENTAR
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Figural e 2 - Efeito do periodo de SM sobre a INGESTAO DE DIETAPADRAO APOS PRIVAQAO ALIMENTAR
E dieta palatédvel P< 0,05 * diferenga entre grupos com separagiio materna e controle (CM x SMIM, CF x SMF);
#t diferenca entre machos e fémeas dos respectivos grupoes (CF x CIM;, SMM x SMF).

Duracédo da seqiiéncia comportamental de saciedade durante o tempo total

Os dados gerais da sequéncia comportamental de saciedade estdo expressos na
Tabela 1. O grupo controle (CM) apresentou maior (p<0,05) tempo de alimentacéo e
menor descanso quando comparado ao estresse (SMM). A duracdo do

comportamento de limpeza foi maior (p<0,05) no grupo SMM em relacdo ao CM.

Tabela 1 — Dados da seqiéncia comportamental de saciedade em animais
controle e/ou estressados durante o periodo de lactacao.

Grupos Alimentacdo Limpeza Descanso
experimentais

CM 196 + 52,2 29 +16,6 39,5+£19,8

SMM 163+ 30,4 34+324 355+34

Os dados estdo expressos em média + DP. * Indica diferenca entre os grupos CM e # indica

diferenca com o SMM.
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Discussoes

O presente trabalho propds estudar as repercussdes da separacdo materna

durante a lactagéo sobre o comportamento alimentar em ratos.

Pesquisadores propuseram que a interacdo entre mae e filhotes € critica no
desenvolvimento de muitas espécies e que a separacdo materna afetam funcdes
fisiolégicas e comportamentais em suas ninhadas na vida adulta (lwasaki S. et al,
2000).

Nesse estudo foi encontrado um aumento na ingestéo alimentar, tais achados
estdo de acordo com Iwasaki S. et al (2000) em que encontrou resultados
significantes em relacdo aos parametros da ingestdo alimentar, observados no inicio
da vida dos animais, entretanto a separacdo materna altera respostas ao estresse

em um periodo tardio da vida (Kuhn C. et al, 1990; Levine S. et al, 1991).

Estudos com separacdo materna durante 6 horas diarias encontraram
aumento do consumo alimentar a partir da 9° semana de vida dos animais, em
relacdo ao grupo controle. (Forbes N. et al, 1996), outros estudos observaram o

aumento no consumo de solucéo de sacarose. (Michaels C., 2007).

O aumento da ingestédo alimentar na vida adulta do rato, esta relacionada ha
alteracdes na expressao hipotalamica e nas caracteristicas do eixo HPA, o que
contribuem com as desordens alimentares, estas alteracbes hipotalamicas sé&o
decorrentes dos receptores de glicorticoides presente no neuropeptidio Y do ndcleo

arqueado (Aguirre J. et al, 1991).

Este estudo propde a hipétese da programacao fetal, ou seja, qualquer insulto
ambiental no periodo critico de desenvolvimento pode levar a repercussdes na vida
adulta (Lucas, 1991), entretanto, a separacdo materna em ratos mostrou varios
efeitos comportamentais, endocrino e fisioldogico nos sistemas neuroquimicos, em

periodos tardios da vida do rato (Hofer M., 1993).

Alguns destes levantamentos encontrados na literatura trazem justificativas
como nos estudos de Inoue K. et al (1998) onde foi visto que ratos separados das

maes no periodo de lactacdo séo hiperfagicos na vida adulta.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Aguirre%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Os achados da Sequéncia Comportamental de Saciedade mostraram um
aumento na duracdo da limpeza em ratos que foram separados das maes quando
comparados ao grupo controle durante a lactacdo. Estudos mostraram um aumento
da limpeza em ratos que foram separados das mées periodicamente (Von-Hoersten
S., 1993), estes animais mostraram uma sensibilidade ao estimulo ambiental com
diminuicdo da secrecdo do hormonio de crescimento. Estes animais separados em

periodos precoces exibem mudancas no eixo HPA.

O que foi observado € que a separacao materna repercute de forma mais

intensa no comportamento de limpeza sendo um indicativo de estresse.

Estas alteracOes sado dependentes do aumento da ativagcéo do eixo HPA, do
tempo da separacdo entre maes e filhotes e do sexo, pois varios estudos também
encontraram diferencas na ingestdo alimentar entre ratos machos e fémeas (Forbes
N. et al, 1996)
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Conclusoes

Os dados desse trabalho de conclusdo de curso, nos permitem concluir que o
estresse, por separacdo materna, durante o periodo de lactacdo, alteram o
comportamento alimentar apés desmame, particularmente quanto ao aparecimento
da saciedade aumentando a ingestao alimentar a dietas palataveis independente do

género.
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